
 
 

 

ภาวะที�เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกในเฟด-แบตช์โดยการเพาะเชื #อแบบผสม 
ของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 นางสาวฐิติมา   นธิุรงค์ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี #เป็นสว่นหนึ�งของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวิชาจลุชีววิทยาทางอตุสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววิทยา  

คณะวิทยาศาสตร์   จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ปีการศกึษา  2554 

ลิขสิทธิ9ของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั บทคดัยอ่และแฟ้มข้อมลูฉบบัเตม็ของวิทยานิพนธ์ตัง้แตปี่การศกึษา 2554 ท่ีให้บริการในคลงัปัญญาจฬุาฯ (CUIR)  

เป็นแฟ้มข้อมลูของนิสติเจ้าของวิทยานิพนธ์ท่ีสง่ผา่นทางบณัฑิตวิทยาลยั  

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School. 



 
 

 

OPTIMAL CONDITIONS FOR LACTIC ACID PRODUCTION IN FED-BATCH BY       
MIXED CULTURES OF LACTIC ACID BACTERIA 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 Miss Thitima  Nuthirong 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Industrial Microbiology 

Department of Microbiology 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2011 

Copyright of Chulalongkorn University 



 
 

 

หวัข้อวิทยานิพนธ์ ภาวะที�เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกในเฟด-แบตช์  
โดยการเพาะเชื #อแบบผสมของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย 

โดย นางสาวฐิติมา   นธิุรงค์ 
สาขาวิชา จุลชีววิทยาทางอตุสาหกรรม 
อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ชาญวิทย์  โฆษิตานนท์ 
อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  ดร. ธนาวดี   ลี #จากภยั 
 
 

 คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อนมุติัให้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบันี #เป็นสว่น
หนึ�งของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญามหาบณัฑิต 
 
  ………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร์ 
  (ศาสตราจารย์ ดร. สพุจน์  หารหนองบวั) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
 
  …………………………………………… ประธานกรรมการ 
  (รองศาสตราจารย์ ดร. สเุทพ  ธนียวนั) 
 
  …………………………………………...  อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
  (ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. ชาญวิทย์  โฆษิตานนท์) 
 
  …………………………………………… อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม
  (ดร. ธนาวดี   ลี #จากภยั) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (รองศาสตราจารย์ ดร.   ศิริรัตน์   เร่งพิพฒัน์) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (รองศาสตราจารย์  จิราภรณ์   ธนียวนั)  
 
  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลยั 
  (รองศาสตราจารย์ ดร.ฆรณี    ตุ้ยเต็มวงศ์) 

 



 
 

ง 

ฐิติมา   นธิุรงค์ : ภาวะที�เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกในเฟด-แบตช์โดยการ
เพาะเชื #อแบบผสมของแลกติกแอซิดแบคทีเรีย.(OPTIMAL CONDITIONS FOR 
LACTIC ACID PRODUCTION IN FED-BATCH BY MIXED CULTURES OF 
LACTIC ACID BACTERIA) อ. ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ผศ. ดร. ชาญวิทย์      
โฆษิตานนท์,อ. ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. ธนาวดี   ลี #จากภยั, 107 หน้า.  

 
 ทําการหาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกจากแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกด้วย
การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลเพื�อศกึษาปัจจยัที�มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกของ
เชื #อผสมระหวา่ง Pediococcus acidilactici TISTR 783 และ Lactobacillus halotolerans 
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ยีสต์สกดั เมื�อศกึษาด้วยการออกแบบทดลองแบบแฟคทอเรียลและพื #นผิวตอบสนอง วิเคราะห์
ความแปรปรวนของสมการพบวา่ค่าสมัประสทิธิ9การตดัสินใจเท่ากบั 0.95 (R2=0.95) ทํานาย
ค่าการผลิตกรดแลกติกสงูสดุจากสมการเป็น 42.29 กรัมตอ่ลิตร เมื�อใช้เข้มข้นของกลโูคส    
50 กรัมต่อลติรและเข้มข้นของยีสต์สกดั 8 กรัมต่อลิตร พบวา่มีการผลิตกรดแลกติกตรงตาม
ค่าสมการทํานาย เมื�อผลิตกรดแลกตกิด้วยกระบวนการแบบเฟด-แบตช์ในถงัปฏิกรณ์ขนาด   
2 ลิตร สาํหรับการผลิตกรดแลกติกในอาหารเลี #ยงเชื #อที�เหมาะสมดงักลา่วปริมาตร 1 ลิตร 
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การผลิตกรดแลกติกเป็น 42.30 กรัมตอ่ลิตรดงัสมการทํานาย 
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 Factorial design was used in screening for factors that affect lactic acid 
production by mixed culture of Pediococcus acidilactici TISTR 783 and Lactobacillus 

halotolerans TISTR 939 in modified MRS medium using four parameters. These 
parameters were glucose concentrations (20, 40, 60 g/L), yeast extract 
concentrations (2.5, 7.5, 12.5 g/L), pH (5.5, 6.5, 7.5) and temperature (30, 37, 45OC). 
The results were analyzed using analysis of variance (ANOVA).  It was shown that 
glucose concentration and yeast extract concentration were significant for lactic acid 
production and the interaction between the two variables was existed (P<0.01).     
The value of coefficient of determination (R2) was 0.95, indicated the 95% confident 
of the model. From the validation experiments, the maximum lactic acid yield of   
42.29 g/L was obtained by adding 5 % (w/v) glucose and 8 g/L yeast extract into 
modified MRS medium .Scaling up to a 2 l bioreactor with working volume of 1 l at 
agitation rate 50 rpm with the controlled pH of 6.5 and 30 OC. In fed-batch 
production, at late-exponential phase was at 10th hour,a solution of hydrolyzed starch 
and yeast extract which was added 800 ml.  Concentration of glucose and yeast 
extract were  50  and 8 g/l respectively in the experiment medium. The lactic acid 
yield of 42.30 g/L was obtained. 
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บทที�  1 

บทนํา 
 

กรดแลกติกเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ�งที�มีประโยชน์และความต้องการใช้ในอุตสาหกรรม
หลายชนิดเพื�อเป็นสารตั #งต้นในการผลิตผลิตภัณฑ์ชนิดอื�น เช่น สารเพิ�มความเป็นกรดในอาหาร
(acidulant) ใช้ในอตุสาหกรรมยาและเครื�องสําอาง อุตสาหกรรมสิ�งทอ เป็นสารตั #งต้นในการผลิต
กรดอินทรีย์ชนิดอื�น ช่วยปรับสมดุลระหว่างกรดด่างในอาหารรวมถึงเป็นสารตั #งต้นในการผลิต
พลาสติกที�สามารถย่อยสลายได้ (degradable plastic) เช่น  พอลิแลกติกแอซิด ความต้องการ
ของกรดแลกติกจึงมีปริมาณเพิ�มขึ #นทุกปีซึ�งประเทศไทยยังไม่สามารถผลิตเพียงพอต่อความ
ต้องการภายในประเทศ 

กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตกรดแลกติกเป็นหัวใจสําคัญในการผลิตกรดแลกติก นิยมใช้ รา 
แบคทีเรีย และยีสต์ ผ่านกระบวนการหมกัของจุลินทรีย์เหลา่นี #เพื�อสร้างกรดแลกติกเป็นสารตั #งต้น
ในการผลิตทางอตุสาหกรรมหลายชนิด ลดกระบวนการสงัเคราะห์โดยวิธีทางเคมีไม่ให้ปนเปื#อนสู่
สิ�งแวดล้อมและย่อยสลายวสัดเุหลือทิ #งทางการเกษตรที�มีมากพอในประเทศกสิกรรม เพื�อปรับปรุง
สารตั #งต้นที�มีในประเทศให้เป็นสินทรัพย์และลดปัญหาขยะทางกสกิรรมได้อีกด้วย 

ดงันั #นหากมีการสง่เสริมกระบวนการหมกัให้มีประสิทธิภาพที�ดียิ�งขึ #น คดัเลือกจุลินทรีย์ที�มี
การผลิตกรดแลกติกได้ในปริมาณสูง เลือกวัตถุดิบในการผลิต รวมถึงนําวิธีการทางสถิติมา
ประยุกต์ใช้เพื�อส่งเสริมการผลิตกรดแลกติกให้มีปริมาณเพิ�มขึ #น สามารถช่วยลดต้นทุนและ
ระยะเวลาอนัเป็นผลดีตอ่การกระบวนการการผลิต 

วตัถปุระสงค์ของการศกึษานี #เพื�อหาสภาวะที�เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติก โดยใช้
วิธีทางสถิติช่วยลดเวลาในการทดลองและทํานายความสามารถในการผลิตกรดแลกติกจาก
แบคทีเรียเพื�อปริมาณ  กรดแลกติกที�เหมาะสมและมีประสิทธิภาพสําหรับเป็นสารตั #งต้นใน
อตุสาหกรรมตา่งๆ 

วัตถุประสงค์ 

1. เพื�อศกึษาภาวะที�เหมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ที�จําเป็นตอ่การผลติกรดแลกติก 
2. เพื�อเลือกแบคทีเรียที�สามารถผลิตกรดแลกตกิได้ดใีนภาวะที�กําหนด 
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3. เพื�อวิเคราะห์ความสามารถของจุลินทรีย์ต่อการผลิตกรดแลกติกเพื�อพัฒนาเป็นสารตั #งต้น
ในอตุสาหกรรมตอ่ไป 

ขั &นตอนการวิจัย 

1. วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกจากแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก 
2. หาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติก 
3. นําวิธีทางสถิติทํานายความสามารถในการผลิตกรดแลกติกจากแบคทีเรีย 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

ทราบภาวะที�เหมาะสมในการผลิตกรดแลกตกิจากแบคทีเรียอย่างมีประสิทธิภาพเพื�อใช้พฒันาเป็น
สารตั #งต้นในอตุสาหกรรมตอ่ไป 
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บทที�  2 

วรรณกรรมปริทัศน์ 

2.1.ความรู้เบื &องต้นของกรดแลกติก 

 กรดแลกตกิ (lactic acid) เป็นกรดอินทรีย์ ที�พบทั�วไปในธรรมชาติ โดยพบได้ ในมนุษย์  สตัว์  พืช 
และจุลินทรีย์ถูกค้นพบในปี  ค.ศ. 1780 โดยนักเคมีชาวสวีเดน ซึ�งพบในนมเปรี #ยว(Litchfield, 
1996) กรดแลกติกมีชื�อทางเคมี 2–hydroxypropanoic acid หรือ 2-hydroxypropionic acid ที�
ประกอบด้วยหมูไ่ฮดรอกซิล (-OH) มีสตูรโมเลกุลเป็น CH3CH(OH)COOH และมีสตูรโครงสร้าง
ทางเคมี 2 แบบ (optically isomers) ดงันี # 

          

     L (+)-lactic acid           D (-)-lactic acid 

รูปที� 2.1  สตูรโครงสร้างทางเคมีของกรดแลกติก 

ที�มา: Ratledge และ Kristiansen (2001) 
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ตารางที� 2.1 คณุสมบตัขิองกรดแลกติก 

คุณสมบัต ิ

Molecular weight 90.08 

Melting point, D(-) หรือ L(+) 52.8-54.0 °C 

Boiling point, DL 82 °C at 0.5 mmHg 

122 °C at 14 mmHg 
ที�มา: Vickroy (1985) 

นอกจากนี #กรดแลกติกสามารถเกิดผลกึแบบ monoclinic เมื�อมีความบริสทุธิ9สงูที�ไม่มีสี กรด
ชนิดนี #เมื�อละลายนํ #าจะเป็นสีเหลือง และระเหยได้ยากในสารละลายที�มีความเข้มข้นของกรดแลก
ติกตั #งแต ่20 เปอร์เซน็ต์ขึ #นไป  

2.2 การผลิตกรดแลกติก 

กรดแลกติกสามารถผลิตได้ 2 วิธีคือ การผลิตด้วยวิธีการสงัเคราะห์ทางเคมีและการผลิตโดย
จลุินทรีย์ 

2.2.1 การสังเคราะห์ทางเคมี 

การผลิตด้วยวิธีการทางเคมี แบ่งออกเป็น 2 ขั #นตอน ดงันี # 

ขั #นตอนที� 1 นํากรดไซยานิกมาทําปฏิกิริยากบัแอซีทลัดีไฮด์ ได้เป็นแลกโทไนไทรล ดงันี # 

                  HCN + CH3CHO      CH3CH(OH)CN 

ขั #นตอนที�2  นําแลกโทไนไทรล์ที�ได้มาทําปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสกบักรดเกลือ ได้กรดแลกติก
และเกลือแอมโมเนียม ดงันี # 

  CH3CH(OH)CN + 2H2O + HCl           CH3CH(OH)COOH + NH4Cl 
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2.2.2 การผลิตโดยจุลินทรีย์ 

การผลิตกรดแลกติกจากรา นิยมใช้ราตระกูล Aspergillus sp., Rhizopus sp. เป็นต้น
เนื�องจากรามีความสามารถในผลิตกรดแลกติกแบบ L (+)-lactic acid ปริมาณสูงในขณะที�การ
ผลิตกรดแลกติกจากแบคทีเรียสามารถผลิตได้ทั #งในรูป L (+)-lactic acid  D (-)-lactic acid หรือ 
DL-lactic acid ขึ #นอยู่กบัเชื #อจลิุนทรีย์มีเอนไซม์ชนิดใดตามภาพ ต่อไปนี # 

 

รูปที� 2.2  กลไกการเกิดกรดแลกตกิ 

(1) คือ เอนไซม์ D-แลกเทตดีไฮโดรจีเนส          (2) คือ เอนไซม์ L-แลกเทตดีไฮโดรจีเนส 

(3) คือ เอนไซม์แลกเทตราเซเมส 

ที�มา: Vickroy (1985) 

จากภาพอธิบายกลไกการเกิดกรดแลกติกจากจลุินทรีย์ทั #ง รา และแบคทีเรีย  พบว่ากรด
ไพรูวิกจะถกูเปลี�ยนเป็น D (-) กรดแลกตกิ และ L (+) กรดแลกติก โดยเอนไซม์ D–แลกเทตดีไฮโดร
จีเนส และ เอนไซม์ L–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส ตามลําดบั ซึ�ง D (-) กรดแลกติก และ L (+) กรดแลก
ติกจะถกูเปลี�ยนเป็น D (-) และ L (+) กรดแลกติก โดยเอนไซม์แลกเทตราเมส(lactamase) 
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2.3 การประยุกต์ใช้ทางด้านอุตสาหกรรม 

ส่วนใหญ่มักพบในอุตสาหกรรมอาหาร แต่ยังมีนอกเหนือจากนั #นกรดแลกติกยังสามารถ
นํามาใช้ประโยชน์ได้ในอตุสาหกรรมได้หลากหลาย ดงันี # 

2.3.1 อุตสาหกรรมอาหารและเครื�องดื�ม 

นิยมใช้กรดแลกติกเป็นส่วนประกอบของอาหารและเครื�องดื�มโดยตรงเพื�อปรุงแต่ง
อาหารและเครื�องดื�มให้เกิดรสเปรี #ยว เพราะให้รสเป็นกรดเล็กน้อย ไมมี่กลิ�นฉุนรุนแรง สามารถ
ป้องกันการเสียของอาหารและเครื�องดื�ม อาจมีการใช้ร่วมกับกรดชนิดอื�นเพื�อให้ประสิทธิภาพดี
ยิ�งขึ #น เช่น ในนํ #ามะเขือเทศมีการเติมกรดแลกติกเพื�อป้องกันการเจริญของ Lactobacillus 

coagulan (Davidson, 1997) หรือในอาหารแปรรูปและผลติภณัฑ์เบเกอรรี�ด้วย (Vickroy, 1985) 

2.3.2 ด้านการแพทย์ 

กรดแลกติกสามารถนํามาใช้เป็นสารที�ช่วยในการปรับพีเอช และผลิต พลาสติกย่อย
สลายทางชีวภาพ(biodegradable) ซึ�งเป็นพอลิเมอร์ของกรดแลกติก นํามาประยุกต์ใช้เป็นสารตั #ง
ต้นในการทําเฝือกออ่น และไหมเย็บแผลชนิดที�ย่อยสลายได้เอง(Laopaiboon et al., 2010) 

แม้กระทั�งใช้เป็นสารห้ามเลือดในระหว่างการถอนฟัน  นอกจากนี # ยงัใช้ในรูปเกลือของ
แคลเซียมไตรไฮเดรต (calciumlactate trihydrate) เป็นแหล่งแคลเซียม สําหรับผู้ ป่วยที�เป็นโรค
ขาดแคลเซียม และใช้ในการผลิตยาแก้อกัเสบ (anti-inflammator)ในรูปของเอทิลแลกเทต(ethyl 
lactate)  

2.3.3.อุตสาหกรรมพอลิเมอร์ 

ใช้กรดแลกติกเป็นวัตถุดิบที�สําคญัในการผลิตพอลิแลกเทต (polylactate) โดยใช้กรด
แลกติกเป็นสารตั #งต้นในการผลิตไดแลกไทล์ จากนั #นจะถูกพอลิเมอไรซ์เป็นพอลิแลกเทตที�มี
คณุสมบติัที�ดีคอื แข็งแรงและทนตอ่ความร้อน สงู สามารถผนึกปิดได้ด้วยความร้อน นอกจากนี #ยงั
มีความยืดหยุ่นที�ดี มีความโปร่งแสงที�ดีสามารถรองรับการพิมพ์ฉลากข้อความ  ทนต่อการพับงอ 
รวมถึงป้องกนักลิ�นและรสชาติได้เหมาะต่อการสร้างบรรจุภัณฑ์ นิยมใช้แทนพลาสติกที�ได้จาก
อตุสาหกรรมปิโตรเคมีเพื�อเป็นการช่วยรักษาสภาพแวดล้อมได้ (ติยะภรณ์, 2549) 
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2.3.4.อุตสาหกรรมอื�น ๆ 

กรดแลกตกิสามารถใช้ในอตุสาหกรรมอื�นๆได้ในบางสว่น เช่น 

อตุสาหกรรมเคมี ผลิตเคมีภณัฑ์ต่าง ๆ ได้แก่ พรอพิลีนไกลคอล (propelene glycol) 
เอสเทอร์(ester) เป็นต้น( Liu et al.,2006)     

อตุสาหกรรมฟอกหนงั ใช้กรดแลกติกช่วยละลายและชะสารประกอบจําพวกแคลเซียม
ออกจากหนงัสตัว์ (Rojan et al., 2005) 

อตุสาหกรรมสิ�งทอ กรดแลกติกช่วยในการย้อม พิมพ์ลายผ้า (Waites et al., 2001) 
และ ช่วยทําให้เกิดความเงางามของผ้าไหม และผ้าไหมสงัเคราะห์ 

อตุสาหกรรมเครื�องสําอาง ใช้กรดแลกติกเป็นสารอีมลัซิฟายเออร์ (emulsifier) (Rojan 
et al., 2005) 

ทางด้านการเกษตรใช้พอลิแลกเทตเป็นฟิล์มช่วยรักษาความชื #นและความร้อนในดิน
(Bozoglu และ Ray, 1996) ควบคมุพีเอชในการผลิตสารเคลือบฟิล์ม (film coating bath) รวมทั #ง
การผลิตเรซิน  ของฟีนอลฟอร์มลัดีไฮด์(phenol-formaldehyde) 

2.4 จุลินทรีย์ผลิตกรดแลกตกิ 

2.4.1 กรดแลกติกจากการผลิตของรา 

การผลิตกรดแลกติกจากราต้องมีการให้อากาศที�ดี เนื�องจากราต้องการอากาศในการ
เจริญแตกตา่งจากแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก(Lactic acid bacteria ,LAB) รวมทั #งมีความต้องการ
สารอาหารน้อยกว่าแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก  มีความสามารถในการทนต่อการเปลี�ยนแปลง
ความเป็นกรด-ด่าง สามารถผลิตกรดแลกติกได้ปริมาณมาก แตปั่ญหาที�พบในการเลี #ยงมกัเกิดการ
เกาะกนัเป็นกลุ่ม (clump)ของราเส้นสาย จําเป็นต้องเลี #ยงในระบบ airlift bioreactor เพื�อป้องกนั
ปัญหาดงักลา่ว  

รวมทั #งได้มีการปรับปรุงภาวะในการเลี #ยงเพื�อความสามารถในการผลิตกรดแลกติก เช่น
มีการผลิตกรดแลกติกที�มีความบริสทุธิ9มากขึ #นเมื�อใช้ Rhizopus  MK-96-1196 และการเกิด 
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esterificationของกรดแลกติกด้วย n-butanol เมื�อเปรียบเทียบกับกระบวนการหมกัดั #งเดิม ซึ�งทํา
ให้ลดปัญหาการยิปซมัจากการเติม CaSO4 ได้ ( Liu et al.,2006)     

2.4.2 กรดแลกติกจากการผลิตของแบคทเีรีย 

   ชนิดของแบคทีเรียสร้างกรดแลกติก 

เมื�อใช้ความสามารถในการหมกันํ #าตาลของแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดต่างๆมาพิจารณา
สามารถจดักลุม่แบคทีเรียกรดแลกติกออกได้เป็น 2 กลุม่ใหญ่(Axelsson , 1998) ดงันี # 

1. กระบวนการโฮโมเฟอร์เมนเทชัน  

แบคทีเรียกรดแลกติกสามารถเปลี�ยนนํ #าตาลกลูโคสไปเป็นกรดแลกติกได้ 70-90 
เปอร์เซน็ต์ด้วยวิถีไกลโคไลซิส ซึ�งนํ #าตาลกลโูคสจะถกูเปลี�ยนให้อยู่ในรูปของไพรูเวต และมีเอนไซม์
แลกเทตดีไฮโดรจีเนสเปลี�ยนไพรูเวตไปเป็นแลกเทต เรียกแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดนี #ว่าแบคทีเรีย
โฮโมแลกติก (homolactic bacteria) โดยกลโูคส 1 โมล จะได้แลกเทต 2 โมล  

มีการใช้นํ #าตาลผ่านวิถี Glycolysis (Embden-Meyerhof-Parnas Pathway) ใน
การหมกัและได้กรดแลกติกเป็นผลิตภณัฑ์สดุท้ายเพียงชนิดเดียว ซึ�งเป็นแบคทีเรียกรดแลกติกกลุ่ม
ที�มีกระบวนการแบบ homofermentation ได้แก่ Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, 

Vagococcus และ Tetragenococcus 

2. กระบวนการเฮเทโรเฟอร์เมนเทชนั  

แบคทีเรียกรดแลกติกสามารถเปลี�ยนนํ #าตาลกลโูคสเป็นกรดแลกติกได้น้อยกว่า  50 
เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั #น จะได้เป็นเอทานอล กรดแอซีติก และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์โดยวิถีฟอส
โฟคีโตเลส(phosphoketolase) 

จากการใช้นํ #าตาลผ่านวิถี 6-phosphogluconate หรือ phosphoketolase จะได้
ผลิตภัณฑ์สุดท้ายหลายชนิด เช่น เอธานอล อะซิเตท คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดแลกติกเป็น
แบคทีเรียกรดแลกติก กลุ่มที�มีกระบวนการแบบ heterofermentation ได้แก่ Leuconostoc, 

Oenococcus, Weissella และบางกลุม่ของ Lactobacillus 
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ในการจัดกลุ่มหมวดหมู่  (classification)  ของแบคทีเ รียกรดแลกติกอาศัย
คณุลกัษณะสําคญัตา่งๆดงัตอ่ไปนี #เป็นเกณฑ์ในการจดัลําดบัหมวดหมู ่

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ต่างๆ เช่น รูปร่างของเซลล์และการ
จดัเรียงตวัของเซลล์ 

กระบวนการหมักนํ #าตาลกลูโคส (glucose fermentation) ว่าเ ป็นชนิด 
homofermentation หรือ heterofermentation 

ความสามารถในการเจริญที�อณุหภูมต่ิางๆ 

การจดัเรียงตวัของกรดแลกตกิที�สร้างขึ #นว่าเป็นชนิดD, L หรือทั #งสองชนิด 

การอาศยัความแตกตา่งของลําดบัเบสของ RNA ในไรโบโซม (rRNA) เปรียบเทียบ
ลกัษณะเพื�อการจดัจําแนกและใช้ศกึษาถึงความสมัพนัธ์กนัของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ทําให้สามารถ
จดัแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกได้เป็น 12 สกุล คือ  Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, 

Tetragenococcus, Vagococcus, Oenococcus และ Weissella 
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ตารางที� 2.2 คณุลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลกติกทั #ง 12 สกลุ 

ที�มา : Axelsson (1998) 

ลักษณะการ

เจริญ 

รูปร่างแบบ

ท่อน 
รูปร่างแบบกลม 

Ca. Lb. Aero. Ent. 

Lactoc 

Vagoc. 

Leucon 

Oenoc. 

Pedioc. Streptoc Tetra Wei 

การเรียงตวั - - + - - - + - + - 

CO2จาก

กลโูคส 

-e ± - - - + - - - + 

เจริญที� 10Oซ + ± + + + + ± - + + 

เจริญที� 45Oซ - ± - + - - ± ± - - 

เจริญที� 

6.5%NaCl 

ND ± + + - ± ± - + ± 

เจริญที� 18% 

NaCl 

- - - - - - - - + - 

เจริญที� พีเอช 

4.4 

ND ± - + ± ± + - - ± 

เจริญที� พีเอช 

9.6 

- - + + - - - - + - 

ลกัษณะกรด

แลกติก 

L D,DL,L L L L D L,DL L L D,DL 
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หมายเหตุ : + ผลการทดสอบเป็นบวก, - ผลการทดสอบเป็นลบ, ± ผลไม่แน่นอนขึ #นอยู่กบัสาย
พนัธุ์,             ND ไมส่ามารถระบุได้  แสดงชื�อตวัย่อ ของเชื #อแบคทีเรียตามตารางที� 2 ดงันี #  

Ca. :  Carnobacterium Vagoc. :  Vagococcus  

Lb. :  Lactobacillus  Leucon. :        Leuconostoc 
Aero. :  Aerococcus Oenoc. :  Oenococcus 
Ent. :  Enterococcus Pedico. :  Pediococcus 
Lactoc. :  Lactococcus Streptoc. :  Streptococcus 
Tetra. :     Tetragenococcus Wei. :  Weissella 

 

2.5 สกุลของแบคทเีรียกรดแลกตกิ 

 2.5.1 Lactobacillus 

แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อนหรือทรงรีเปอร์เซ็นต์ G+C  โดยทั�วไปจะตํ�ากว่า 
50 เปอร์เซ็นต์ต่อโมล พบได้ทั�วไปในแหล่งที�มีคาร์โบไฮเดรตซึ�งเป็นสารอาหารหลกัที�เชื #อต้องการ 
เช่น นํ #านม รวมถงึในแหลง่ธรรมชาติตา่งๆ เช่น ในเยื�อเมือกของมนุษย์ สตัว์ พืช แหล่งนํ #าทิ #งและใน
ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัหรืออาหารที�กําลงัจะเน่าเสยี 

เนื�องจาก Lactobacillus เป็นสกุลที�ใหญ่ มีสมาชิกมากมายจึงได้มีการจัดกลุ่มของ 
Lactobacilli ออกเป็น 3 กลุ่มโดยอาศยัหลักเกณฑ์ทางชีวเคมี สรีระวิทยาและความสมัพนัธ์ทาง
พนัธุศาสตร์มาใช้ซึ�งสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุม่ดงันี # 

กลุ่ม A : Obligately homofermentative lactobacilli แบคทีเรียในกลุม่นี #จะเปลี�ยน 
นํ #าตาลเฮกโซส(C6)ให้เป็นกรดแลกติกโดยผ่านEmbden-Meyerhof-Pamas(EMP) ได้มากกว่า 
85%  

นอกจากนี #แบคทีเรียในกลุม่นี #มีเอนไซม์ fructose 1,6 bisphosphate-aldolase แต่ไมมี่
เอนไซม์ phosphoketolase ดงันั #นจงึไมส่ามารถหมกันํ #าตาลกลโูคเนทและนํ #าตาลเพนโทสได้ 

กลุ่ม B: Facultatively homofermentative lactobacilli แบคทีเรียในกลุม่นี #สว่นใหญ่จะ
ใช้นํ #าตาลเฮกโซล(C6)ผ่านวิถี EMP ได้ผลิตภณัฑ์หลกัเป็นกรดแลกติก และสามารถผลิตเอนไซม์ทั #ง 
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fructose 1,6 bisphosphate-aldolase และ phosphoketolase แต่ในภาวะที�มีนํ #าตาลกลโูคส
เอนไซม์ในวิถี phosphogluconate จะถูกกดไว้ 

กลุ่ม C : Obligately heterofermentative lactobacilli แบคทีเรียในกลุม่นี #จะใช้นํ #าตาล
เฮกโซสผ่านวิถี phosphogluconate ได้ผลิตภณัฑ์เป็นแลกเตท เอธานอลและคาร์บอนไดออกไซด์ 
ในปริมาณเทา่ๆกนั นอกจากนี #แบคทีเรียก็ยงัสามารถใช้นํ #าตาลเพนโทสผ่านวิถีนี #ได้เช่นกนั 

ตารางที� 2.3 การแบ่งกลุม่ของสมาชิกในสกลุ Lactobacillus 

 

 

 

 

 

 

ที�มา: Axelsson ( 1998 ) 

หมายเหตุ : + ผลการทดสอบเป็นบวก, - ผลการทดสอบเป็นลบ 

สมบัตขิอง Lactobacillus 

sp. 

กลุ่ม A กลุ่ม B กลุ่ม C 

หมกันํ #าตาลเพนโทส(C5) - - + 

สร้าง CO2จากกลโูคส - - + 

สร้าง CO2จากกลโูคเนท - + + 

สร้าง FDP adolase + + - 

สร้างphosphoketolase - + + 

ตวัอย่างของกลุม่ Lb. 

acidophilus 

Lb. casei Lb. brevis 

 Lb. delbruckii Lb. sake Lb. 

buchneri 

 Lb. helviticus  Lb. reuteri 
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2.5.2 Streptococcus 

มีรูปร่างกลมหรือรูปไข่ ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 0.8-1.2 ไมครอน มีโมเลกุลเปอร์เซ็นต์ 
G+C อยู่ระหว่าง34-46เปอร์เซน็ต์ มกัพบอยู่เป็นสายหรือคู่ ไมส่ร้างสปอร์และต้องการสารอาหารที�
ซบัซ้อนในการเจริญ  

ปัจจุบันประกอบด้วย 39 สายพันธุ์  มีหลายชนิดที�พบว่าเป็นปรสิตในมนุษย์หรือสัตว์ 
บางชนิดเป็นจุลินทรีย์ที�มีบทบาทสําคัญในผลิตภัณฑ์นม เช่น การทํานมเปรี #ยวและโยเกิร์ต เช่น 
Streptococcus thermophilus และ S. lactis เป็นต้น 

2.5.3 Pediococcus 

มีรูปร่างกลมและมีขนาด 0.36-1.43 ไมครอน มีโมเลกุลเปอร์เซ็นต์G+C อยู่ระหว่าง 34-
44 เปอร์เซ็นต์ ไม่สร้างสปอร์และแคปซูล มีการแบ่งตวัในลกัษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกัน 
โดยแบ่งตวัครั #งที� 2 ในทิศด้านขวามือของการแบ่งตวัครั #งแรก ทําให้เกิดลกัษณะเฉพาะเป็นเซลล์ 4 
เซลล์ติดกนั (tetrad formation)  

เจริญได้ดีในอาหารที�มีสารอาหารอดุมสมบูรณ์ เช่น de Man Rogosa and Sharpe 
(MRS) ภายใต้ภาวะไร้อากาศ แบคทีเรียจะหมกันํ #าตาลกลโูคสได้เป็นกรดแลกติกชนิด DL หรือ L  

นอกจากนี #แบคทีเรียยงัสามารถใช้นํ #าตาลเพนโทส นํ #าตาลโมเลกุลคู่และไตรแซคคาไรด์
ได้ เช่น อะราบิโนส มอลโทส และมอลโตไทรโอสตามลําดับ แบคทีเรียในสกุลนี #บางชนิดทําให้
เครื�องดื�มแอลกฮอล์ เช่น เบียร์และไวน์เสยี ปัจจบุนัประกอบด้วยสมาชิก 6 สายพนัธุ์ 

2.5.4 Leuconostoc 

แบคทีเรียในสกุลนี #มีความสัมพันธ์กับแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus และสกุล 
Pediococcus ในแง่ของสรีระวิทยา รูปร่างของเซลล์ไม่แน่นอนขึ #นอยู่กับภาวะในการเจริญ 
สามารถจําแนกได้เมื�อเจริญในนํ #านม เซลล์จะมีรูปร่างกลมและการจัดเรียงตวัแบบเดี�ยว อยู่เป็นคู่
หรือสายโซส่ั #นถงึปานกลางมีโมเลกลุเปอร์เซน็ต์G+C อยู่ระหว่าง 37-40 เปอร์เซ็นต์  

ผลิตกรดแลกติกชนิด D (-) เอธานอล คาร์บอนไดออกไซด์และสารหอมระเหยจากการ
หมกักลโูคส (glucose fermentation)จึงช่วยสร้างกลิ�น รส ในอาหารหมกัดอง บางชนิดสามารถ
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สร้างเมือก คือ เด็กซ์แทรน (dextran) ออกมารอบๆผนงัเซลล์ได้ จากการศกึษาถึงลําดบัเบสของ 
16s rRNA แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียนี #มีความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรมร่วมกบั Lb. confusus , Lb. 

kandleri, Lb. viridescens และ Leuconostoc mesenteroides ปัจจุบันมีสมาชิกทั #งหมด 8 สาย
พนัธุ์ 

2.5.5 Lactococcus 

เซลล์มีรูปร่างกลม มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-1.0 ไมครอน จัดเรียงตวัเป็นเซลล์
เดี�ยว เป็นคู่ หรือต่อกันเป็นสายโซ่ มีโมเลกุลเปอร์เซ็นต์G+C อยู่ระหว่าง 34-43 เปอร์เซ็นต์เป็น
แบคทีเรียในกลุม่ แอนแอโรป สามารถหมกันํ #าตาลแลคโทสในนมให้เป็นกรดแลกติกชนิด L(+) ที�
อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส นิยมใช้เป็นกล้าเชื #อ(starter culture) ในการหมักนมและ
ผลิตภณัฑ์นมอื�นๆ พบได้ในแหล่งตา่งๆเช่น ผกักาด ถั�ว หญ้า มนัฝรั�งและนํ #านมดิบ จากการศกึษา
ทางด้านพนัธุกรรมพบวา่แบคทีเรียในกลุม่นี #มีพลาสมิดที�เกี�ยวข้องกบัการใช้แลคโทส เคซีนและซิเต
รทในนม ปัจจบุนัประกอบด้วยสมาชิก 5 สายพนัธุ์ 

2.5.6 Carnobacterium 

เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งตรงยาว มักพบอยู่ เ ดี�ยวๆ หรือเป็นคู่และมีขนาดเส้นผ่าน
ศนูย์กลาง 0.5-0.7 ไมครอนและยาว 1.1-3.0ไมครอน มีเปอร์เซ็นต์ G+C อยู่ระหว่าง 31.6-37.2 
เปอร์เซ็นต์  สามารถหมกันํ #าตาลเฮกโซส(C6)ให้เป็นกรดแลกติกชนิด L(+) เอธานอล กรดอะซิติก
และคาร์บอนไดออกไซด์ 

นอกจากนี #ยังสามารถผลิตอะซิโตอิน (acetoin) หรือกรดฟอร์มิกได้ในปริมาณต่างๆกัน 
ภายใต้ภาวะที�มีการให้อากาศ แตใ่นภาวะที�ไม่มีอากาศ จะมีการผลิตกรดฟอร์มิกเพียงอย่างเดียว 
ปัจจบุนัประกอบด้วยสมาชิก 6 สายพนัธุ์ 

2.5.7 Enterococcus 

มีรูปร่างเป็นรูปไข่ มกัพบว่ามีการจัดเรียงตวัเป็นเซลล์เดี�ยวๆ หรือแบบสายโซ่สั #นๆ มี
เปอร์เซ็นต์ G+C อยู่ระหว่าง 37-40 เปอร์เซ็นต์ สร้างกรดแลกติกชนิด  L(+)  เป็นผลิตภณัฑ์หลกั
จากการหมักนํ #าตาลแลคโทสเพียงชนิดเดียว แบคทีเรียในสกุลนี #ต้องการสารอาหารที�ซบัซ้อนใน
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การเจริญ และบางสายพนัธุ์สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสเทียม ( pseudocatalase) ได้ ปัจจบุัน
ประกอบด้วยสมาชิก 5 สปีชี�ส์ 

2.5.8 Tetragenococcus 

แบคทีเรียในสกุลนี #แยกตัวออกมาจากสกุล Pediococcus (ก่อนหน้านี #คือ P. 

halophilus) โดยมีลักษณะพิเศษคือสามารถเจริญได้ในอาหารที�ความเข้มข้นของเกลือโซเดียม
คลอไรด์ 18 เปอร์เซ็นต์ และมีลําดับเบสบน 16s  rRNA ใกล้เคียงกับแบคทีเรียในสกุล 
Enterococcus และ Carnobacterium มากกวา่สกลุเดิม 

2.5.9 Aerococcus 

มีลกัษณะการแบ่งตัวใกล้เคียงกับ Pediococcus มีสองชนิดคือ A.viridans และ
A.urinae ได้รายงานว่า A.viridansเป็นสาเหตุให้กุ้ งลอบสเตอร์เกิดโรคและเกี�ยวข้องกับเกิดติด
แบคทีเรียในมนษุย์( Vandevoorde et al., 1992) 

2.5.10 Oenococcus 

มีสมาชิกในสกลุนี #เพียงชนิดเดียวคือ Oenococcus oeni  แยกตวัมาจาก Leu. Oenos 
โดยมีคณุสมบติัการทนกรดและเอธานอลในปริมาณสงูและจากการศกึษาของ พบวา่ 
Oenococcus มีลําดบัเบสบน 16s  rRNA ตา่งจากชนิดอื�นๆของ Leuconostoc อย่างชดัเจน 

2.5.11 Weissella 

แบคทีเรียในสกลุนี #มรูีปร่างเป็นแบบกลมและแบบท่อนปนกนั มีสมาชิก 7 สายพนัธุ์และ
ยงัมีลกัษณะที�คล้ายคลงึกบั Leuconostoc sp. 

2.5.12 Vagococcus 

เป็นแบคทีเรียกรดแลกติกเพียงชนิดเดียวที�เคลื�อนที�ได้ ปัจจุบันมีสมาชิกอยู่ 2 ชนิดคือ 
Vagococcus fluvialis และ V. salmoniarum ซึ�งเป็นชนิดที�แยกได้จากปลาแซลมอน  
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2.6 วิถีการผลิตกรดแลกตกิจากแบคทเีรียสร้างกรดแลกตกิ 

วิถีการผลิตกรดแลกติกจากแบคทีเรียสร้างกรดแลกติก เป็นกระบวนการหมักกรดแลกติก
โดยทั�วไป มีแหล่งที�มาจากจุลินทรีย์จากธรรมชาติ แตใ่นบางครั #งทางโรงงานอตุสาหกรรมจะมีการ
คดัเลือกชนิดของแบคทีเรียเพื�อให้ได้คณุสมบติัตามต้องการ สามารถยบัยั #งการเจริญของจุลินทรีย์
ที�ไมต้่องการในกระบวนการหมกักรดแลกติกได้จากคา่ความเป็นกรด-ดา่งตํ�า  

2.6.1 แบคทเีรียโฮโมเฟอร์เมนต์เททฟี (Homofermentative bacteria) 

เป็นการนํานํ #าตาลแลกโตสเข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรียกรดแลกติกโดยอาศัยกลไกและ
เ อ น ไ ซ ม์ ที� อ ยู่ บ ริ เ ว ณ เ ยื� อ หุ้ ม เ ซ ล ล์  ที� เ รี ย ก ว่ า  Phosphoenol Pyruvate Dependent 
Phosphotransferase System (PEP-PTS) เกิดปฏิกิริยาการเติมหมูฟ่อสเฟตของ Phosphoenol 
Pyruvate ในกระบวนการไกลโคไลซีส  Lactose phosphate จะถูกเอนไซม์ phospho-ß-
galactosidase ย่อยเป็น Galactose-6- phosphate กับกลูโคส ซึ�งกลูโคสจะผ่านเข้าสู่
กระบวนการตา่งๆของ Embden-Meyerhof-Parnas Pathway (EMP Pathway)    

นํ #าตาลกลูโคสสามารถเข้าสูเ่ซลล์ของแบคทีเรียกรดแลกติกโดยอาศยัเอนไซม์PEP-PTs
ทําให้กลูโคสอยู่ในรูป Glucose-6- phosphate ซึ�งจะเข้าสู่วิถีEMP ได้เป็นแลคเตทในที�สดุ ส่วน
นํ #าตาลกาแลกโตสจะสามารถซึมผ่านเข้าเยื�อหุ้มเซลล์ได้เลย หลงัจากถูกเติมหมู่ฟอสเฟตโดย
เอนไซม์Galactokinase ได้เป็น Galactose-1-phosphate แบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที�มี
กระบวนการหมกัแบบนี #ได้แก่   Lb. bulgaricus, Lb. casei และ Lb. plantarum 



รูปที� 2.3  กระบวนการเกิดกรดแลกติกแบบ

ที�มา : ดดัแปลงจาก Wee et al 

กระบวนการเกิดกรดแลกติกแบบ homofermentative ของแบคทีเรียผลติกรดแลกติก

et al (2006) 
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ของแบคทีเรียผลติกรดแลกติก 
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2.6.2 แบคทเีรียเฮทเทอโรเฟอร์เมนต์เททฟี (Heterofermentative bacteria) 

เป็นกระบวนการเกิดกรดแลกติก และผลิตภณัฑ์อื�นร่วมด้วยเช่น กรดอะซิติก เอธานอล 
และ คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นต้น โดยแบคทีเรียในกลุม่ heterofermentation แบคทีเรียกรดแลกติ
กในกลุ่มนี # จะไม่มีเอนไซม์ Aldolase ซึ�งเป็นเอนไซม์หนึ�งในกระบวนการ Glycolysis จึงต้อง
ออกซิไดซ์ Glucose -6-phosphate ได้เป็น 6-phosphogluconate จากนั #นเกิดปฏิกิริยากําจดัหมู่
คาร์บอกซิล( decarboxylation) จะแตกตวัเป็น Triose-phosphateและAcetyl phosphate โดย
เอนไซม์ phosphoketolase โดยที� Triose phosphateจะเปลี�ยนเป็นแลคเตทได้ ส่วนacetyl 
phosphateจะเปลี�ยนเป็น อะซีตลัดีไฮด์ (acetaldahyde) และเอธานอล นอกจากนี #แบคทีเรียกรด
แลกติกอาจจะใช้กระบวนการอื�นๆในการสร้างผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ
กรีเซอรอล เป็นต้น แบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที�มีกระบวนการหมกัแบบนี #  ได้แก่ Leuconostoc 

mesenteroides 



รูปที� 2.4 กระบวนการเกิดกรดแลกติก แบบ 

ที�มา : ดดัแปลงจาก Wee et al 

กระบวนการเกิดกรดแลกติก แบบ heterofermentative ของแบคทีเรียผลติกรดแลกติก

et al (2006) 

 
 

19 

 

ของแบคทีเรียผลติกรดแลกติก 
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2.7 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ 

2.7.1 เอนไซม์ย่อยโปรตีน ( Proteolytic enzyme ) 

สารประกอบของโปรตีนสามารถแตกพันธะเปปไทด์ ( peptide ) ผ่านกระบวนการแตก
ตวัของนํ #า(hydrolysis) ดงันี # 

 

2.7.2 เอนไซม์ย่อยสารประกอบลิปิด (Lipolysis) 

สารประกอบของไขมนัสามารถแตกพนัธะลิปิด ( lipid ) เกิดเป็น กรดไขมนัและกลีเซ
อรอล  ดงันี # 

 

2.7.3 เอนไซม์ย่อยสลายนํ &าตาลแลกโตส (Lactose metabolism)   

 แบคทีเรียสามารถผลิต β - galactosidase , glycolases และ lactate 
dehydrogenase   (LDH) ซึ�งสามารถเปลี�ยนแปลงสารประกอบของนํ #าตาลแลกโตส เอนไซม์
ดงักล่าวทําหน้าที�สร้างกรดแลกติก  เพิ�มการตกตะกอนของโปรตีนจากการเปลี�ยนแปลงค่าความ
เป็นกรด-ด่าง โดยใช้หลกัของ isoelectric point(pI)มีคา่เท่ากับความเป็นกรด-ด่างของสิ�งแวดล้อม
ภายนอก แก้ไของค์ประกอบอนุภาคแคลเซียม ฟอสฟอรัสและเหล็กในสารตั #งต้น โดยเฉพาะนํ #านม
และเป็นแหลง่สร้างพลงังานในกระบวนการหายใจ 

2.7.4 สารแบคเทอริโอซิน  (bacteriocin)  

แบคเทอริโอซนิจากแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก นบัเป็นคณุลกัษณะที�ดีในการป้องกนัการ
บุกรุกของแบคเทอริโอฟาจส์(bacteriophage) เสริมความแข็งแรงในการเจริญโดยปราศจาก
สิ�งรบกวนซึ�งส่งผลต่อการตายของกล้าเชื #อ (stater culture)  แบคทีเรียผลิตกรดแลกติกสามารถ
สร้างแบคเทอริโอซินนี #ได้เฉพาะชนิด ดงันี # 

ไขมนั                      กรดไขมนั + กลีเซอรอล 

 

โปรตีน + นํ #า                     พอลเิปปไทด์  

 

Protease 

 

lipase 
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ตารางที� 2.4  แสดงการสร้างแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียผลติกรดแลกตกิ 

แบคทเีรียผลิตกรดแลกติก  แบคเทอริโอซิน 

 L. acidophilus  Acidolin 

 L. acidophilus  Acidophilin 

 L. acidophilus  Lactacin B 

 L. acidophilus  Lactacin F 

 L. bulgaricus  Bulgarin 

 L. plantarum  Plantaricin SIK-83 

 L. plantarum  Plantaricin A 

 L. plantarum  Lactolin 

 L. plantarum  Plantaricin B 

 L. helveticus   Lactolin 27 

 L. helveticus  Helveticin J 

 L. reuteri   Reuterin 

 L. brevis   Lactobrevin 

 L. brevis  Lactobacillin 

ที�มา: Vandevoorde et al., 1992 

ส่วนใหญ่มักพบการสร้างแบคเทอริโอซินนี #ใน Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus และ Streptococcus  

แบคเทอริโอซนิที�รู้จกัทั�วไปคือ  nisin  จาก  Lactococcus lactis  สามารถยบัยั #งการเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรค Listeria sp. เช่น  nisin A, sakacin A,และ  carnobacteriocin BM1 
(Martinez-Cuesta et al., 2000) 
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2.8 ปัจจัยการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทเีรียผลิตกรดแลกตกิ 

2.8.1 สายพันธ์ุและการปรับปรุงสายพนัธ์ุของจุลินทรีย์ 

สายพันธุ์ มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกที�เหมาะสมในการเจริญในภาวะต่างๆพัฒนา
แบคทีเรียทนต่อการเปลี�ยนแปลงค่ากรด-ด่าง เนื�องจากต้องการพัฒนาแบคทีเรียที�เลี #ยงยากให้
สามารถเจริญได้ดี ทนตอ่คา่กรด-ดา่งที�ตํ�า 

มีการเปลี�ยนแปลงสารพันธุกรรมได้ง่ายเพื�อสะดวกต่อการปรับปรุงสายพันธุ์  และมีการ
เจริญอย่างรวดเร็วจากการกลายพันธุ์ของ Lactobacillus delbueckii ที�เลี #ยงยาก ( fastidious 
microorganism ) ร่วมกบั Bacillus amyloliquefaciensโดยกรดไนตรัส เกิดการเปลี�ยนแปลงของ
ลําดบัเบส สามารถเพิ�มประสิทธิภาพการสร้างกรดแลกติกแบบ L-form ได้ และลดความต้องการ
อาหารเพิ�มเติม (Rojan et al.,2005)  

2.8.2 อาหารเลี &ยงเชื &อ 

อาหารเลี #ยงเชื #อมีส่วนประกอบที�ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์  โดยอาหารเลี #ยงเชื #อแต่
ละชนิดมีความเหมาะสมต่อจุลินทรีย์ต่างชนิดกัน เนื�องจากมีความต้องการสารอาหารที�ต่างกัน 
ตลอดจนความเหมาะสมของภาวะการเลี #ยงแบคทีเรีย  มีการศึกษาปัจจัยของแหล่งคาร์บอน  
แหลง่ไนโตรเจน แร่ธาตแุละวิตามิน ในอาหารได้ดงันี # 

• แหลง่คาร์บอน 

เนื�องจากแบคทีเรียผลติกรดแลกตกิสามารถใช้แหล่งคาร์บอนจากนํ #าตาลได้หลากหลาย 
จึงได้มีการศกึษาหาแหลง่นํ #าตาลที�สามารถทดแทนการใช้กลโูคสที�มีราคาแพง เป็นสารตั #งต้นที�ให้
ราคาถกูตามวตัถดุบิตา่งๆ โดยเฉพาะจากผลผลติทางกสิกรรม  

มีการใช้นํ #าแป้งเป็นสารตั #งต้นในอาหารเลี #ยงเชื #อสามารถทดแทนกลูโคสเพื�อสร้างกรด
แลกตกิได้อยา่งมีประสิทธิภาพ (Guyot et al., 2000) เช่น  Lb. amylophilus JCM 1125 ผลิตกรด
แลกติกได้ 53.4 กรัมต่อลิตร จากความเข้มข้นของนํ #าแป้ง 100 กรัมต่อลิตร (Yumotoและ Ikeda, 
1995)  
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Lb.  plantarum NCIM 2084 ผลิตกรดแลกติกได้ 72.9 g/L เมื�อใช้ ความเข้มข้นของนํ #า
แป้ง 100 กรัมต่อลิตร (Krishnan et al. ,1998)  เมื�อเปรียบเทียบกบัการศกึษาข้างต้นของ Lb. 

amylophilus JCM 1125 พบวา่การใช้แบคทีเรียต่างสายพันธุ์ระหว่างการทดลองกนัย่อมส่งผลต่อ
การใช้แหลง่คาร์บอนเพื�อผลิตกรดแลกติกได้ปริมาณแตกตา่งกนั 

Lb. amylophilus NRRL B4437 ผลิตกรดแลกติก  29 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของนํ #า
แป้ง ข้าวโพด 45 กรัมตอ่ลติร และ  L. amylovorus สามารถผลิตกรดแลกติกได้  92.5 กรัมต่อลิตร 
จากนํ #าแป้ง 120 กรัมตอ่ลติร ในการหมกัแบบ submerged fermentation (Mercier et al., 1992) 

Lb. delbrueckii NCIM 2025 และ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 23842 ที�
สร้างเอนไซม์อะไมเลส ( amylase)ร่วมกัน  ใช้นํ #าแป้ง(ความเข้มข้นของแป้ง 50 เปอร์เซ็นต์โดย
นํ #าหนกั) จะมีการเติมอาหารเพียงเล็กน้อยแตส่ามารถผลิตกรดแลกติก   40 กรัมต่อลิตร (John et 

al.,2008) แสดงให้เหน็ถงึความสามารถในการสง่เสริมซึ�งกนัและกนัเพื�อความอยู่รอด 

การใช้นํ #าแป้งเป็นสารตั #งต้นในอาหารเลี #ยงเชื #อสามารถทดแทนกลโูคสเพื�อสร้างกรดแลก
ติกได้ อย่างมีประสิทธิภาพ (Guyot et al., 2000)  โดย L. amylophilus NRRL B4437 ผลิตกรด
แลกตกิ  29 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของนํ #าแป้งข้าวโพด 45 กรัมต่อลิตร และ  L. amylovorus 
สามารถผลิตกรดแลกติกได้  92.5 กรัมต่อลติร จากนํ #าแป้ง 120 กรัมต่อลติร ในการหมกัแบบ 
submerged fermentation (Mercier et al., 1992)  

นอกจากนี #  ของเหลือทิ #งจากการเกษตรสามารถทดแทนการใช้กลโูคสที�มีราคาแพง เพื�อ
ต้นทนุการผลิตที�ลดลง พร้อมทั #งลดปัญหาการเกิดความเข้มข้นสงูของกลโูคสที�ยบัยั #งการเจริญของ
แบคทีเรียที�ส่งผลต่อการผลิตกรดแลกติกได้  เช่น ลิกโนเซลลูโลสที�ย่อยแล้ว (lignocelluloses 
hydrolyzates) หรือเฮมิเซลลโูลสที�ย่อยแล้ว(hemicellulose hydrolyzates) ซงัข้าวโพด(corn cob) 
และ ก้านข้าวโพด(corn stalks) กากนํ #าตาลจากหัวบีท( beet molasses) ชานอ้อยคั #นนํ #า
บดละเอียด(sugarcane press mud) (Xavier และ Lonsane, 1994) กากมนัสําปะหลงั( cassava 
bagasse) (Rojan et al., 2005) เซลลโูลส (cellulose) นํ #าล้างจากกากนํ #าตาล (molasses spent 
wash) เส้นใยข้าวโพดที�ย่อยแล้ว (corn fiber hydrolysates) (Saha และ Nakamura, 2003)และ 
รําข้าวสาลี(wheat bran) (Naveena et al., 2005)  
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การใช้วัตถุดิบที�มีแป้งเป็นองค์ประกอบจําเป็นต้องมีการย่อยแป้ง(saccharification) 
เพื�อให้เกิดอนพุันธ์ของนํ #าตาลเพื�อการนําไปใช้ประโยชน์ แต่จะเสียเวลาในการทําปรับปรุงวตัถุดิบ
ก่อนการหมกั(pre-treatment) จงึมีแนวคิดหาแบคทีเรียสร้างกรดแลกติกที�สามารถสร้างเอนไซม์ใน
การยอ่ยแป้งเพื�อลดเวลาในกระบวนการย่อยแป้งดงักล่าวนี # พบว่าแบคทีเรียสร้างกรดแลกติกมีอะ
ไมเลส(amylase)ย่อยแป้งได้ เช่น Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. 

cellobiosus,Streptococcus bovis, และ Pediococcus damnosus (Axelsson, 1998 ) 

• แหลง่ไนโตรเจน 

ไนโตรเจนเป็นแหลง่อาหารที�สําคัญสําหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรียผลิตกรดแลก
ติก เนื�องจากเป็นแบคทีเรียเลี #ยงยาก (fastidious microorganism)  จําเป็นต้องมีแหล่งอาหาร เพื�อ
การเจริญเพียงพอต่อการสังเคราะห์สารภายในเซลล์ เอนไซม์และเสริมความแข็งแรงให้แก่
แบคทีเรีย 

การทําการปรับปรุงข้าวโพดโดยการใช้ hot lime-treatment(การเกิดยิปซมัแบบร้อน) จะ
มีการสูญเสียสารอาหารไป ต้องมีเติมแหล่งไนโตรเจนเพิ�มจากยีสต์สกัด(yeast extract)             
0.2 เปอร์เซน็ต์โดยปริมาตร เพื�อเพียงพอตอ่การเจริญของแบคทีเรียผสมระหว่าง  P. pentosaceus 
และ Lb. acidophilus อตัราสว่น 3:1 (Escamilla et al., 2000) 

Lactococcus lactis IO-1 มีการเติมยีสต์สกดั(yeast extract)แต่กลบัทําให้ผลิตกรด
แลกตกิลดลงเมื�อเทียบกบัอาหารใช้นํ #าคั #นลําต้นข้าวฟ่างหวานที�มีการเติมยีสต์สกดั(yeast extract)
ในปริมาณเทา่กนั(Laopaiboon et al., 2010) 

Lactobacillus plantarum NCIM 2084    มีการเติมแหล่งไนโตรเจนเพิ�มเติม เช่น        
เปบโทน(Peptone) 1  กรัมต่อลิตร ยีสต์สกดั (yeast extract) 0.5 กรัมต่อลิตรและ สารจากเนื #อววั
(beef extract) 1 กรัมต่อลิตร พบว่ามีการผลิตกรดแลกติกได้เป็น 99.92, 99.92 และ 99.79 
เปอร์เซน็ต์ตามลําดบั(Chauhan,2007) แสดงถงึการใช้เปบโทนทดแทนยีสต์สกดัได้ 

การใช้ แอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี #ยงเชื #อทดแทนโซเดียมไนเต
รทสามารถเพิ�มปริมาณการผลิตกรดแลกติกสูงถึง 260 เปอร์เซ็นต์ ( Altaf et al., 2006 ) ทั #งนี #
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ขึ #นกบักระบวนการในการหมกั และการแลกเปลี�ยนสารอาหารที�แบคทีเรียผลิตกรดแลกติกต้องการ
ด้วย 

การ เติมอาหารเลี #ยงเ ชื #อ โดยถั� ว เลนทิลแดง(red lentil-RL) และ  ยีสต์ขนมปั ง                        
(Baker’s yeast cells-YC) สามารถทดแทนการเติมเปบโทน( peptone) และยีสต์สกดั( yeast 
extract)ได้ (Altaf et al., 2006) 

• แร่ธาตแุละวิตามนิ 

การมีวิตามินบีจะช่วยในเรื�องการเจริญของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก  การเติมได
โพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)และโซเดียมอะซิเตท(CH3COONa) ในนํ #าอินทผลมั(date juice )
มีผลตอ่การผลิตกรดแลกติก (Nancib et al., 2005)  

เนื�องจากแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกมีขีดจํากัดในการผลิตวิตามินในเซลล์(Nancib et 

al., 2005) จําเป็นต้องเติมวิตามินบีและกรดอะมิโนเพิ�มในอาหารเลี #ยงเชื #อ ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 
(K2HPO4)มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกสูง เพราะมีแหล่งฟอสฟอรัสที�เป็นองค์ประกอบในนิวคลีโอ
ไทด์ การเติมเฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต ( FeSO4 · 7H2O)มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกจาก
อนพุันธ์ของเหล็ก สามารถลดปฎิกริยา รีดกัชั�นของ NADH ไมใ่ห้เปลี�ยนแปลงเป็น NAD ในไซโต
โครมบี (cytocrome b) ที�มผีลตอ่การถ่ายทอดอิเลคตรอน ทําให้การผลติกรดแลกตกิลดลง  

รวมทั #งการเติม ไตรโซเดียมซิเตรท (Na3C6H5O7)และไดโซเดียมซัคซิ เนต
(C4H4Na2O4·6H2O) มีผลทําให้การผลิตกรดแลกติกลดลง (Fitzpatrick และ O’Keeffe, 2001) 
เนื�องจากสารดงักล่าวเมื�อแตกตวัเป็นไออน จะเป็นสารในวิถีการสร้างกรดไตรคาร์บอกซิลิก(TCA 
cycle) เปลี�ยนแปลงเป็นไอโซซิเตรท(isocitrate)และ ฟูมาเรต(fumarate)ได้ 

2.8.3 ตัวกระตุ้นและตัวยบัยั &งการผลิตกรดแลกติก 

ตวัยบัยั #งทางกายภาพ ได้แก่ อณุหภมิู ความร้อน รังสี  เพื�อการลดประสิทธิภาพการผลิต
กรดแลกติกจากแบคทีเรียกลุม่นี # นอกจากนี #ยงัมีการใช้สารเคมีเพื�อรบกวนการปลดปลอ่ยเอนไซม์ 
แลคเตทดีไฮโรจีเนส(Lactate dehydrogenase,LDH )สําหรับผลิตกรดแลกติกได้ เช่น สารละลาย
อินทรีย์ที�รบกวนการซมึผ่านของเยื�อหุ้มเซลล์ เช่น เอธานอล อะซีโตน เป็นต้น   หรือสารไอโอโนฟอร์



(ionophore)ซึ�งเป็นสารที�ไมย่อมให้มีการไหลผา่นสารของผนงัชั #นเซลล์ ไม่มีการปลดปล่อยเอนไซม์
แลคเตทดีไฮโรจีเนส ทําให้เอนไซม์ไม่สามารถทํางาน

ความร้อนมีผลต่อการผลิตเอนไซม์  ส่วนใหญ่ทํางานได้ดีที�อณุหภูมิไม่เกิน 
ทั #งนี #เนื�องจากที�อุณหภูมิสูง เอนไซม์จะถูกทําลายทําให้เสียสภาพธรรมชาติ 
โครงสร้างโปรตีน โดยเฉพาะ 

เมื�อมีการเติมซินนาแมลดีไฮด์
โรคได้ เกิดการผลิตกรดแลกติกโดยปราศจากการบุกรุกจากการทําลายของแบคเทอริโอฟาสจ์เมื�อ
กรดแลกติกที�ได้จากการหมกัเมื�อมีความเข้มข้นมากเกินไป เกิดยับยั #งกระบวนการสังเคราะห์
เอนไซม์เพื�อย่อยสลาย เป็นลกัษณะการยบัยั #งแบบ 

 

รูปที� 2.5 ลกัษณะกลไกการยบัยั #งแบบ 

ที�มา :  http://scholar.hw.ac.uk/site/biology/graphics/ah

เลี #ยง Lactobacillus   helveticus 

ตามีน( Lactamine AA)  พบวา่กรณีการจดัภาวะแบบ 
ติกได้ดีกวา่ปกติ 

นํ #าเสียจากโรงงานผลิตชาเขียว ในกระบวนการหมกัไซเลจ 
ความเป็นกรด-ด่าง และเพิ�มปริมาณการสร้างกรดแลกติกให้สูงขึ #นได้เนื�องจาก
เหมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ 

ซึ�งเป็นสารที�ไมย่อมให้มีการไหลผา่นสารของผนงัชั #นเซลล์ ไม่มีการปลดปล่อยเอนไซม์
แลคเตทดีไฮโรจีเนส ทําให้เอนไซม์ไม่สามารถทํางานได้ 

ความร้อนมีผลต่อการผลิตเอนไซม์  ส่วนใหญ่ทํางานได้ดีที�อณุหภูมิไม่เกิน 
ทั #งนี #เนื�องจากที�อุณหภูมิสูง เอนไซม์จะถูกทําลายทําให้เสียสภาพธรรมชาติ (denature) 

 lactate dehydrogenase  

เมื�อมีการเติมซินนาแมลดีไฮด์(cinnamaldehyde) เสริมฤทธิ9การต่อต้าน
เกิดการผลิตกรดแลกติกโดยปราศจากการบุกรุกจากการทําลายของแบคเทอริโอฟาสจ์เมื�อ

กรดแลกติกที�ได้จากการหมกัเมื�อมีความเข้มข้นมากเกินไป เกิดยับยั #งกระบวนการสังเคราะห์
เอนไซม์เพื�อย่อยสลาย เป็นลกัษณะการยบัยั #งแบบ Feedback inhibition (Lee K.,2007

ลกัษณะกลไกการยบัยั #งแบบ Feedback inhibition 

http://scholar.hw.ac.uk/site/biology/graphics/ah0106feedbackinhibition

Lactobacillus   helveticus (ATCC 15009) ยีสต์สกดั(Yeast extract
พบวา่กรณีการจดัภาวะแบบ batch bioreactor จะสามารถผลิตกรดแลก

นํ #าเสียจากโรงงานผลิตชาเขียว ในกระบวนการหมกัไซเลจ ( silages ) 
และเพิ�มปริมาณการสร้างกรดแลกติกให้สูงขึ #นได้เนื�องจาก

เหมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ ( Kondo et al.,2004) 

End product

enzymr binding 
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ซึ�งเป็นสารที�ไมย่อมให้มีการไหลผา่นสารของผนงัชั #นเซลล์ ไม่มีการปลดปล่อยเอนไซม์

ความร้อนมีผลต่อการผลิตเอนไซม์  ส่วนใหญ่ทํางานได้ดีที�อณุหภูมิไม่เกิน 40 - 45 °C  
(denature) ของ

เสริมฤทธิ9การต่อต้านแบคทีเรียก่อ
เกิดการผลิตกรดแลกติกโดยปราศจากการบุกรุกจากการทําลายของแบคเทอริโอฟาสจ์เมื�อ

กรดแลกติกที�ได้จากการหมกัเมื�อมีความเข้มข้นมากเกินไป เกิดยับยั #งกระบวนการสังเคราะห์
Lee K.,2007) 

 

feedbackinhibition02.gif 

Yeast extract)และแลค
จะสามารถผลิตกรดแลก

) สามารถลดค่า
และเพิ�มปริมาณการสร้างกรดแลกติกให้สูงขึ #นได้เนื�องจาก มีความร้อน

End product 

enzymr binding End product  
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สามารถพิจารณาบทบาทของสารขนาดเล็กที�นิยมใช้ในการส่งเสริมหรือยบัยั #งการผลิต
กรดแลกตกิ ดงัตารางตอ่ไปนี # 

ตารางที� 2.5  บทบาทของสารขนาดเลก็ (microelement) ตอ่การผลิตกรดแลกติก 

Trace element 
 

หน้าที� 
 

แคลเซียมไอออน (Ca2+)  สําคญัตอ่การเจริญของแบคทีเรียและกระบวนการหมกั 
เ ฟ อ ริ ก ไ อ อ น   เ ฟ อ รั ส
ไอออน (Fe2+,Fe3 +) 

 เป็นองค์ประกอบในเอนไซม์ตา่งๆ บริเวณ active site 

คลอรีนไอออน  (Cl- ) 

 

 แพร่สารอาหารโดยเฉพาะนํ #าตาล เ ข้าสู่ เซลล์ผ่าน
กระบ วนการ  ขนส่ง โ ดยไ ม่ ใ ช้พ ลังงาน  (passive 
diffusion ) 

คอปเปอร์ไอออน (Cu-) 

 

 เ ป็นองค์ประกอบของเอนไซม์แล ะโปรตีน  ใ ช้ ใน
กระบวนการถ่ายทอดอิเลคตรอน เมื�อมีการสะสม
ปริมาณมากจะทําให้เกิดพิษระดบัเซลล์ขึ #น 

โซเดียมไอออน (Na+)  เสมือนศนูย์กลางในการแลกเปลี�ยนสารประจุบวก 
 ที�มา : Jones และ  Greenfield, 1984 

นอกจากนี #ยังมี ซัลเฟอร์ โพแทสเซียม และแมงกานีส ซึ�งเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่           
มีบทบาทต่อการผลิตกรดแลกติก เช่น ซลัเฟอร์ เป็นองค์ประกอบในกรดอะมิโน cysteine และ 
methionine รวมทั #งสามารถทํางานร่วมกบั carboxylases ได้  

ในขณะที�โพแทสเซียมควบคุมการเปลี�ยนแปลงของความเป็นกรด-ด่าง เพิ�มการทนต่อ
สารพิษมากขึ #น และมีการรับ Zn2+ และCo2+ เข้าสู่เซลล์ และการพบแมงกานีสที�ทําหน้าที�เป็น
บฟัเฟอร์ป้องกนัภาวะจากสิ�งแวดล้อม และมีความสามารถในการรับนํ #าตาลเข้าสู่เซลล์    (Jones 
และ Greenfield, 1984) 

2.9 การทดลองที�เกี�ยวข้องต่อการผลิตกรดแลกตกิโดยแบคทเีรียผลิตกรดแลกตกิ 

สรุปการใช้วตัถุดิบเพื�อเป็นแหล่งอาหารของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกมีบทบาทต่อการผลิต
กรดแลกตกิ ดงันี # 
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ตารางที� 2.6 ปริมาณกรดแลกติก และวตัถดุิบในกระบวนการหมกัของแบคทีเรียผลิตกรดแลกตกิ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วัตถุดบิ แบคทเีรียผลิตกรดแลกติก ปริมาณกรดแลกตกิ 

         (หน่วย) 

อ้างองิ 

แป้งสาลี Lactococcus lactis ssp. lactis ATCC 19435 0.77 -1  กรัมตอ่กรัม Hofvendahl et al., 1999 

ข้าวบาเลย่์ Lactobacillus casei NRRL    B-441 0.87 -0.98  กรัมต่อกรัม Linko และ Javanainen, 
1996 

รําข้าวสาลี L. amylophilus GV 6 > 0.90 กรัมต่อกรัม Vishnu et al., 2002 

Altaf et al., 2006  

กากมนัสําปะหลงั L. delbrueckii NCIM 2025, 0.90 -0.98 กรัมต่อกรัม John et al., 2006 
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ตารางที� 2.6 (ต่อ) 

วัตถุดบิ แบคทเีรียผลิตกรดแลกติก ปริมาณกรดแลกตกิ อ้างองิ 

แป้งข้าวโพด L. amylovorus NRRL       B-4542 0.935 กรัมตอ่กรัม Nagarjun et al., 2005 

แป้งสาลีผสมรําข้าว Lactobacillus sp. 129 กรัมต่อลติร Yun et al., 2004 

เซลลโูลส L. bulgaricus NRRL B-548 > 80 กรัมต่อลิตร Venkatesh, 1997 

Lactobacillus coryniformis ssp. torquens 

 ATCC 25600 

0.89 กรัมต่อกรัม Yanez et al., 2003 

 

กลโูคส Lactobacillus lactis BME5-18M 161.2  กรัมต่อลติร Bai et al., 2004 
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2.10 การวิเคราะห์ทางสถติิ 

  2.10.1 การจัดการทดลองแบบแฟคทอเรียล ( factorial design )  

Factorial design เป็นการจดัการทดลอง ไมใ่ช่แผนการทดลอง เพื�อศกึษาปัจจยั (factor) 
ตา่งๆได้ในเวลาเดียวกนัรวมเพื�อศกึษาปฏิกิริยาสมัพนัธ์ (interaction) ของแตล่ะปัจจยัพร้อมกนั
เช่น ความเข้มข้นของสารเคมี  อตัราเร็วในการกวน เป็นต้น เพื�อหาปัจจยัที�เกี�ยวข้องกนั และมี
ปฏิกิริยาสมัพนัธ์กนั 

การเลือกปัจจยัการทดลองมีความสําคญัดงันี # (Box และ Hunter, 2005) 

1. ใช้การทดลองน้อย 
2. การตีความค่อนข้างง่าย โดยใช้การบวกลบคณูหาร เท่านั #น 
3. ทําการทดลองเพิ�มเตมิได้อย่างเหมาะสมในกรณีที�สามารถที�ต้องการข้อมลูเพิ�มเติม 
4. กรณีเป็นปัจจยัแบบเชิงปริมาณ ถึงแม้วา่จะไม่กําหนดช่วงที�ต้องการได้ตลอดช่วงที�
สนใจ แตก่็ เป็นข้อมลูที�กําหนดทิศทางการทดลองต่อไปได้ 
5. เป็นพื #นฐานที�สําคญัในการทดลองแบบ Fractional Factorial Design 

อย่างไรก็ตามการจดัการทดลองแบบนี #อาจคลาดเคลื�อน หากมีปัจจยัและระดบัตา่งๆมาก
เกินไปเนื�องจากเกิดความแปรปรวนในตวัอย่างการทดลอง ผู้ทดลองควรพยายามทําให้มีระดบั
ปัจจยัน้อยที�สดุในแตล่ะปัจจยัเพื�อแก้ไขปัญหาความแปรปรวนในตวัอย่างการทดลอง 

แบบ Fractional factorial design 

เป็นวิธีที�ผู้ ทําการทดลองไม่ต้องทําการทดลองให้ครบทกุเงื�อนไขการเปลี�ยนแปลงคา่ของ
ทกุปัจจยั แตค่วามแมน่ยําของผลกไ็มเ่ท่ากบั full factorial ในเชิงทฤษฏี แตใ่นทางปฏิบตัถิงึเราจะ
สามารถดําเนินการทดลองด้วยวิธี full factorial แต่อาจจะได้ผลที�แยก่ว่า fractional factorial ก็ได้ 
เนื�องจากจํานวนปัจจยัที�มากย่อมควบคมุการทดลองได้ยากเพิ�มขึ #น ทําให้ความผิดพลาดมีมากขึ #น 

การทดลองจะมีเพียงปัจจยัหลกั และเพียงความสมัพนัธ์เท่านั #น เมื�อความสมัพนัธ์ สงูขึ #นก็
ยิ�งมีโอกาสจะมีนยัสําคญัน้อยลง จึงได้นําเอาหลกัการนี #ไปใช้ประโยชน์เพื�อลดขนาดของการ
ทดลอง  แตต้่องสญูเสียความสามารถในการแยกแยะผลกระทบ หากมีความสมัพนัธ์ที�ไมส่ามารถ
แยกแยะออกกนัชดัเจน 
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fractional factorial แบบ 2k-1 design เมื�อออกแบบการทดลองแล้วมีขนาดการทดลอง
เท่ากบัแบบ full factorial design จึงนําหลกัการที�วา่ยิ�งอนัดบั ความสมัพนัธ์สงูเท่าใดก็จะมี
ความสําคญัน้อยเท่านั #น และจะเอา ปัจจยัหลกับางตวัเข้าแทนที� Interaction ดงักลา่ว จะได้ขนาด
ทดลองครึ�งหนึ�งของ full factorial เสมอ 

fractional factorial แบบ 2k-p design ออกแบบการทดลองกรณีมีปัจจยัมากกว่า 3-5 
ปัจจยั โดยใช้คา่ p ที�มากกว่า 1 ในการออกแบบเมื�อมีปัจจยัตั #งแต่ 6 ตวัขึ #นไป โดยข้อกําหนดง่ายๆ 
คือ เมื�อมีการออกแบบ ควรจะให้จํานวน ทดลองเริ�มต้นที� 8 ปัจจยั ไมค่วรเกิน 32 การทดลอง 

แบบ Full factorial design 

เป็นวิธีการทดลองที�ผู้ ทําการทดลองจะต้องทําการทดลองให้ครบทกุเงื�อนไขการ
เปลี�ยนแปลงคา่ของทกุปัจจยั และวิเคราะห์ผลกระทบตอ่ตวัแปรตอบสนองทุกกรณี ดงันี # 

ตารางที� 2.7  ผลที�เป็นไปได้ทั #งหมดของ full factorial design 

ปัจจัยหลัก ความสัมพันธ์ของ
คู่ปัจจัย 

ความสัมพันธ์ทั &งหมด
ของปัจจัย 

A AB ABC 

B AC   
C BC   

การจดัการทดลองแบบแฟคทอเรียล full factorial design นิยมใช้ 2 ลกัษณะคือ 

2-Level full factorial design(การจดัการทดลองแบบแฟคทอเรียล 2 ระดบั) โดย
กําหนดให้แตล่ะปัจจยัเปลี�ยนแปลงได้ 2 ระดบั เราจะต้องทําการทดลองทั #งหมดเท่ากบั 2k          
โดยที� k คือจํานวนปัจจยัหลกั      (Main effect)  เช่นในการทดลองมี 3 ปัจจยั ต้องมจํีานวน     
รอบการทดลอง23 = 8 การทดลอง 

3-Level full factorial design(การจดัการทดลองแบบแฟคทอเรียล 3 ระดบั) โดย
กําหนดให้แตล่ะปัจจยัเปลี�ยนแปลงได้ 3 ระดบั เราจะต้องทําการทดลองทั #งหมดเท่ากบั 3k         
โดยที� k คือจํานวนปัจจยัหลกั( Main effect) เช่นในการทดลองมี 3 ปัจจยั ต้องมจํีานวนรอบ      
การทดลอง 33 =27 การทดลอง 
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ตารางที� 2.8 เปรียบเทียบข้อดแีละข้อเสยีของ full factorial design 

ข้อดี ข้อเสีย 

• สามารถแยกแยะการเกิด
ผลกระทบได้ทั #งหมด 

• ต้องทําการทดลองให้ครบทุกแบบ
การทดลอง  สิ #นเปลืองทรัพยากร
และใช้เวลามาก  

• วิเคราะห์ ปัจจยัหลกั และ 
ความสมัพนัธ์ได้ทั #งหมด 

• ประสบปัญหาในการป้องกนัความ
คลาดเคลื�อนของการปรับเปลี�ยน
คา่ของปัจจยัได้ 

 

2.10.2 พื &นผิวตอบสนอง ( Response surface metholody, RSM)  

พื #นผิวตอบสนองเป็นวิธีการทางสถิติเพื�อตรวจสอบความสมัพนัธ์ของตวัแปรต่างๆที�
พิจารณาในระบบทดลอง สามารถหาสตูรหรือภาวะะที�เหมาะสมจากความสมัพนัธ์เหลา่นั #นตามรูป
แบบจําลองทั�วไป ดงันี # 
 

เมื�อกําหนดคา่ Y เป็นคา่การตอบสนองหรือตวัแปรตาม 
 
X1+X2+…+Xk เป็นตวัแปรที�สนใจหรือตวัแปรต้น 
E เป็นคา่คลาดเคลื�อนของข้อมลู 
ความสมัพนัธ์ของแบบจําลองมกัใช้สมการลําดบัที�หนึ�ง ( First order ) หรือสมการลําดบัที�

สอง (Second order) หรือแบบจําลองพอลิโนเมียล (Polynomial model) เป็นตวัอธิบาย โดยมี
การใช้วิธีกําลงัสองน้อยที�สดุ (The least square method) เพื�อประมาณคา่ของปัจจยัตา่งๆ เป็น
แบบจําลองที�แสดงการตอบสนองที�เหมาะสมจงึถกูเรียกวา่แบบจําลองการตอบสนองที�เหมาะสม
(Fitted response function) ดงันี # 

 
 

Y= f(X1+X2+…+Xk) +E 

Ŷ = b0+b1X1+…+bnXn 



แผนภาพพื #นผิวตอบสนอง
คา่แน่นอนและคงที�สอดคล้อง
เรียกวา่ “ Surface plot ” 

รูปที� 2.6  แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแบบ 
ที�มา: http://rgm2.lab.nig.ac.jp/RGM_results/rsm:contour.lm/contour.lm_002_big.png 

รูปที� 2.7  แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแบบ 
ที�มา: http://ljs.academicdirect.org/A17/059_070_files/image002.jpg

ขั &นตอนการทาํพื &นผิวตอบสนอง

ในการสร้างพื #นผิวตอบสนองประกอบด้วยขั #นตอนหลกั ดงันี #

ก. เลือกแผนการทดลองที�เหมาะสม
ข. สร้างสมการถดถอยหาความสมัพนัธ์อิทธิพลของปัจจยั โดยโปรแกรมทางสถิติ 

เช่น SAS 
ค. สร้างแผนภาพพื #นผิวจากสมก

MINITAB 
ง. ตรวจสอบภาวะความเหมาะสม
จ. นําข้อมลูที�ได้ไปเปรียบเทียบกบัคา่ทํานาย
ฉ. ถ้าแบบจําลองไมเ่หมาะสมต้องทําแบบจําลองใหม่

แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแบบ 2 มิต ิ(contour plot) เป็นอนกุรมของเส้นหรือกราฟซึ�งมี
คา่แน่นอนและคงที�สอดคล้อง กบัระดบัปัจจยัที�เปลี�ยนไปหากมกีารสร้างเป็นรูปแบบสามมิติจะ

 
แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแบบ 2 มิติ “ contour plot ” 

http://rgm2.lab.nig.ac.jp/RGM_results/rsm:contour.lm/contour.lm_002_big.png 

 

แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแบบ 3 มิติ “ Surface plot ” 
: http://ljs.academicdirect.org/A17/059_070_files/image002.jpg 

ขั &นตอนการทําพื &นผิวตอบสนอง 

ในการสร้างพื #นผิวตอบสนองประกอบด้วยขั #นตอนหลกั ดงันี # 

เลือกแผนการทดลองที�เหมาะสม 
สร้างสมการถดถอยหาความสมัพนัธ์อิทธิพลของปัจจยั โดยโปรแกรมทางสถิติ 

SAS หรือSPSS 
สร้างแผนภาพพื #นผิวจากสมการที�หาได้โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ
MINITAB หรือSTATISTICA 
ตรวจสอบภาวะความเหมาะสม 
นําข้อมลูที�ได้ไปเปรียบเทียบกบัคา่ทํานาย 
ถ้าแบบจําลองไม่เหมาะสมต้องทําแบบจําลองใหม่ 
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เป็นอนกุรมของเส้นหรือกราฟซึ�งมี
กบัระดบัปัจจยัที�เปลี�ยนไปหากมีการสร้างเป็นรูปแบบสามมิติจะ

http://rgm2.lab.nig.ac.jp/RGM_results/rsm:contour.lm/contour.lm_002_big.png 

สร้างสมการถดถอยหาความสมัพนัธ์อิทธิพลของปัจจยั โดยโปรแกรมทางสถิติ 

ารที�หาได้โดยใช้โปรแกรมทางสถิต ิเช่น 
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2.10.3 การวิเคราะห์สมการถดถอย ( Linear  regression ) 

สมการถดถอยศึกษาอิทธิพลของตัวแปรต้นที�มีผลต่อตัวแปรตาม โดยสามารถทํานาย
ระดบัความสําคญัของปัจจัยเชิงปริมาณที�มีต่อตวัแปรตามได้เมื�อการทดลองมีการวางแผนเป็น
วิธีการทางสถิติเพื�อทํานายปรากฎการณ์ของตวัแปรตามมีสมัประสิทธิ9การถดถอย   ( b ) เป็นตวั
บ่งชี #อิทธิพลของตวัแปรอิสระที�มีตอ่ตวัแปรตาม  

สาเหตุการวิเคราะห์สมการถดถอยเนื�องมาจากการหาภาวะที�เหมาะสมนั #นต้องทําการ
ทดลองปริมาณมากจึงจําเป็นต้องศึกษากับกลุ่มตวัอย่างที�สามารถอ้างอิงไปสู่ประชากรทั #งหมด
พร้อมทั #งระดบัความสมัพนัธ์ของปัจจยัตอ่ปัจจยัร่วมอื�นๆ และระดบัความสําคญัของปัจจยันั #นๆที�มี
ผลตอ่ตวัแปรตาม 

สมการถดถอยแบบง่าย (Simple linear regression) 

• สมการถดถอยเชิงเส้นแบบง่าย(Simple linear regression) 
เป็นการพิจารณาตวัแปรตอ่เนื�องที�สามารถควบคมุได้โดยผู้ทดลอง ม ี 2 ตวัแปร 

เรียกวา่ bivariate data ให้ค่าเป็นผลของแปรตาม หากตวัแปรต้นสมัพนัธ์กบัตวัแปรตามใน
ลกัษณะเส้นตรงแล้ว ให้แบบจําลองทั�วไป ดงันี # 

 
 

เมื�อกําหนดคา่ βO เป็นคา่คงที� 
β1 เป็นคา่สมัประสิทธิ9เส้นตรง 
E เป็นคา่ความคลาดเคลื�อนแบบสุ่ม 
เมื�อใช้วิธีกําลงัสองน้อยที�สดุประมาณค่าของปัจจยัในแบบจําลองจะได้สมการ ดงันี # 

 
นําสมการมาพิจารณาร่วมกบัสมัประสิทธิ9การตดัสนิใจ(Coefficiency of 

determination; R2) โดยทั�วไปสมการมกัใช้คา่สมัประสิทธิ9การตดัสินใจอย่างน้อย 0.75 หากสงู
กวา่ 0.90 ถือว่าดมีาก (คา่ R2 มีคา่ตั #งแต ่0 ถงึ 1) หากคา่สมัประสิทธิ9การตดัสินใจมีค่าสงูยิ�งสงู
เท่าใด ความแม่นยําของสมการที�ใช้ทํานายมกัสงูตามไปด้วย 

         Y =  βO + β1X + E 
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ในการวิเคราะห์สมการถดถอยต้องทดสอบสมมติฐานและแสดงคา่ F-ratio 
(อตัราสว่นของคา่กําลงัสองเฉลี�ย (MS-ratio)) นั�นเองหรือ P-value โดยมีการยอมรับหรือปฎิเสธ 
สมมติฐาน (Hypothesis) ดงันี # 

                   HO: β0= β1=0 …ยอมรับสมมติฐาน (R2=0) 

HO: β0≠ β1≠ 0 …ปฎิเสธสมมติฐาน (R2≠0) 
 

จากสมการเมื�อมีการยอมรับสมมติฐานแสดงวา่ไม่มีความสมัพันธ์ระหวา่งกนัตวัแปร
ต้นและตวัแปรตาม หากมีการปฎิเสธสมมติฐานแสดงว่ามีความสมัพนัธ์ระหวา่งกนัตวัแปรต้นและ
ตวัแปรตาม หรือเป็นการทดสอบค่าสมัประสิทธ์ของการตดัสินใจ(R2)แสดงอิทธิพลของตวัแปรต้นที�
มีตอ่ตวัแปรตาม 

 

• สมการถดถอยแบบหลายตัวแปร (Multiple linear regression) 

เมื�อศกึษาตวัแปรมากกวา่ 2 ตวัแปร เรียกวา่ multivariate data  ผู้ทดลองไมส่ามารถ
ควบคมุปัจจยัได้ทั #งหมด ซึ�งให้คา่เป็นผลของแปรตามลกัษณะเส้นตรงแล้ว ให้แบบจําลองทั�วไป 
ดงันี # 

 
 

เมื�อกําหนดคา่ βO เป็นคา่คงที� 
βi เป็นคา่สมัประสิทธิ9เส้นตรงของตวัแปร Xi 
E เป็นคา่ความคลาดเคลื�อนแบบสุม่ 
เมื�อนํามาทดสอบการยอมรับหรือปฎิเสธสมมติฐาน (Hypothesis) ได้ ดงันี # 
 

HO: β0= β 1 = …=βk = 0 …ยอมรับสมมติฐาน (R2=0) 

HO: β0≠ β 1 ≠ …≠βk ≠ 0 อย่างน้อยหนึ�งค่า  …ปฎิเสธสมมติฐาน (R2≠0) 
   

จากสมการเมื�อมีการยอมรับสมมติฐานแสดงวา่ไม่มีความสมัพนัธ์ระหวา่งกนัตวัแปรต้น
และตวัแปรตาม หากมีการปฎิเสธสมมติฐานแสดงว่ามีความสมัพนัธ์ระหว่างกนัตวัแปรต้นและตวั
แปรตามหรือเป็นการทดสอบคา่สมัประสิทธ์ของการตดัสินใจ(R2) แสดงอิทธิพลของตวัแปรต้น
ทั #งหมดที�มตี่อตวัแปรตาม 

Y =  βO + β1X1 + β2X2 +…+ βkXk +E 
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2.10.4 การนําหลักการจัดการทดลองแบบแฟคทอเรียล และทฤษฎีพื &นผิวตอบสนอง

ศึกษาสร้างกรดแลกติกโดยแบคทเีรียผลิตกรดแลกติก 

การนําหลักการจัดการทดลองแบบแฟคทอเรียล และทฤษฎีพื #นผิวตอบสนอง ทําให้ผู้
ทดลองสามารถจัดการทดลองอย่างมีประสิทธิภาพโดยใช้วิธีทางสถิติเพื�อลดระยะเวลาในการ
ทดลอง เป็นที�นิยมในการหาภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตสารหรือการเจริญที�เพิ�มมูลค่าต่อ
อุตสาหกรรม  และพัฒนาหลกัการเพื�อการอยู่รอดของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกให้มีคุณสมบัติ
ดงัเดมิหรือลดต้นทนุการผลิต เช่น  

หาความเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจนจากวัตถุดิบราคาตํ�า ใช้ทฤษฎีพื #นผิวตอบสนอง      
( Response Surface Methodology ,RSM) วิเคราะห์การเติมอาหารเลี #ยงเชื #อโดยเติมถั�ว       
เลนทิลแดง(red lentil-RL)และยีสต์ขนมปัง(Baker’s yeast cells-YC)และแป้งเพื�อทดแทนการ
เติมเปบโทน( peptone) และยีสต์สกดั( yeast extract)ได้(Altaf et al.,2007)พบว่าสามารถ
ทดแทนกนัได้ ไม่มีผลกระทบตอ่การเจริญและการผลิตกรดแลกติก 

ตัว อ ย่ า ง ก า ก มัน สํ า ป ะ ห ลัง ที� ย่ อ ย แ ล้ ว เ ติ ม ล ง ใ น อ า ห า ร เ ลี #ย ง เ ชื #อ  มี ก า ร ใ ช้              
Plackett–Burmanร่วมศึกษากับพื #นผิวตอบสนอง  พร้อมทั #งเปลี�ยนแปลงระดบัความเข้มข้นของ
ยีสต์สกดั( yeast extract)และเพปโทน( peptone) เปรียบการผลิตกรดแลกติกโดย L. delbrueckii 
สายพนัธุ์เดิมและสายพนัธุ์กลาย(John et al.,2008)   

การผลิตกรดแลกติกมีผลจากความเข้มข้นของเปบโทน( peptone) และยีสต์สกดั( yeast 
extract) (John et al.,2008)  หากต้องการได้กรดแลกติกปริมาณมากต้องใช้ปริมาณแบคทีเรีย
(inoculum density)และ เปบโทน( peptone) เพิ�มขึ #นเพื�อให้มีแหล่งไนโตรเจนที�เพียงพอตอ่การ
เจริญของแบคทีเรีย 

การนําหลกัการจดัการทดลองแบบแฟคทอเรียล และทฤษฎีพื #นผิวตอบสนองหาภาวะที�
เหมาะสมตอ่การผลิตและยืนยนัสมการทํานายสามารถสรุปความเหมาะสมต่อการเจริญและสร้าง
กรดแลกตกิได้ดงันี #
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ตารางที� 2.9 ชนิดของแบคทีเรียและภาวะที�เหมาะสมในการผลติกรดแลกติกด้วยวิธีการหมกั  

แบคทีเรีย ฃนิดการหมกั pH 
อณุหภมูิ 

(°ซ) 
สารตั #งต้น 

(g/l) 

กรด 
แลกตกิ 
 (g/l) 

Yield 
(g/g) 

ปริมาณการ
ผลิต 

 (g/l h) 
อ้างอิง 

L. lactis IO-1(1) Batch 6.0 37 9.4* N/A 0.96 1.38 
Sirisansaneeyakul 
et al., 1998 

L. rhamnosus (2) Batch 5.5 40 80.0* 67.0 0.84 2.48 Berry et al., 1999 
L. casei subsp. 
rhamnosus(2) 

Batch 6.0 45 30.0* 27.8 0.89 2.78 
Siebold et al., 
1995 

L. delbrueckii(2) 
Immobilized 
continuous 

6.3 42 100.0* 51.4 0.76 20.10 
Gonçalves et al., 
1992 

หมายเหตุ: (1) L. หมายถึง Lactococcus, (2) L. หมายถึง Lactobacillus, * หมายถึง นํ #าตาลกลโูคส, N/A ไมม่ีข้อมลู 
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บทที� 3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดาํเนินงานวิจัย 

 
อุปกรณ์ 

1. กล้องจลุทรรศน์(microscope) รุ่น CH30RF200 บริษัท Olympus optical co.Ltd., 
Taiwan 

2. กระทงอลมิูเนียม 
3. เครื�องกวนแมเ่หลก็(magnetic stirrer) รุ่น 502P-2 บริษัท PMC, USA 
4. เครื�องแก้วของบริษัท Pyrex, USA 
5. เครื�องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ รุ่น Genesys20 บริษัทThermo Spectronic Unicam, USA 
6. เครื�องชั�ง รุ่น P2002-S และ AG285 บริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เครื�อง Sonicator รุ่น SONOREX RX100 บริษัท สยามแอนด์โกร. กรุงเทพ. ประเทศไทย 
8. เครื�องปั�นเหวี�ยง(centrifuge) รุ่น Avanti J-301 บริษัท Beckman Coulter Inc., USA 
9. ตวัหมนุ(rotor) รุ่น JA-30.50Ti บริษัท Beckman Coulter Inc., USA 

10. เครื�องปั�นเหวี�ยงแบบตั #งโต๊ะ(bench-top centrifuge) รุ่น Spectrafuge 7M บริษัท 
National Labnet Ltd.,USA 

11. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งตํ�า(deep freezer) อณุหภมิู -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 
บริษัท Sanyo Electric, Japan 

12. ตู้แช่แข็งจดุเยือกแข็งตํ�า(deep freezer) อณุหภมิู -80 องศาเซลเซียส รุ่น ULT1786 บริษัท 
Forma Scientific, USA 

13. ถงัปฏิกรณ์(reactor) รุ่น Marubishi Model MDL, Japan 
14. ไมโครปิเปต(micropipette) ชนาด P20, P100, P200, P1000 และ P10000 ไมโครลิตร               

บริษัท Gilson, France 
15. เครื�องปั�นผสม(vortex mixer) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries, USA 
16. เครื�องวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง(pH meter) รุ่น Seven Easy บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 
17. ตู้อบความร้อน(hot air oven) รุ่น Contherm series Five บริษัท Contherm Scientific 

Ltd., New Zealand 
18. ตู้อบความร้อน(hot air oven) รุ่น UL-80 บริษัท Memmert GmbH, Germany 
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19. ตู้บ่มเชื #ออณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส รุ่น BE800 บริษัท Memmert, Germany 
20. เครื�องนึ�งอบฆ่าเชื #อ(autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Ltd., 

Japan  
21. ชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE(poly tetra fluoro ethylene) รูขนาด 0.2 ไมโครเมตร รุ่น 

DISMIC-13JP บริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 
22. กระดาษกรองไนลอน(nylon membrane) ขนาด 47 มิลลิเมตร รูขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

บริษัท Whatman, USA 
23. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท Nissho Nipro., Japan 
24. ตู้ เขี�ยเชื #อแบบISSCO laminar flow รุ่น BVT-124 บริษัท International Scientific 

Supply, USA และรุ่น Clean model. V4 บริษัท LAB Service, Thailand 
25. เครื�องโครมาโตกราฟีชนิดเหลวประสิทธิภาพสงู(High Performance Liquid 

Chromatography:  HPLC) รุ่น LC1100 บริษัท Agilent, USA 
26. คอลมัน์สาํหรับวิเคราะห์กรดแลกตกิ รุ่น Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid column 

ขนาด 300 X 7.8 มลิลิเมตร บริษัท Biorad , USA 

27. เครื�องผลิตนํ #าปลอดประจ ุรุ่น Milli-Q series Synthesis บริษัท Millipore, USA 
28. ผ้าขาวบางที�นึ�งฆ่าเชื #อแล้ว 
 

                                                               

 
ถงัปฏิกรณ์ ( Marubishi Model MDL, Japan) เครื�องโครมาโตกราฟีชนิดเหลวประสิทธิภาพสงู 

(LC1100 Model , Agilent, USA) 
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เคมีภัณฑ์ 

1. แป้งมนัสําปะหลงัตรานิวเกรด (New Grade) บริษัทไทยวาฟดูโปรดกัส์, กรุงเทพ, ประเทศ
ไทย 

2. เปบโตน (peptone) เครื�องหมายการค้า Bacto บริษัท Becton Dickinson, France  
3. ผงสกดัจากเนื #อ (beef extract) เครื�องหมายการค้า Kemma บริษัท RCI Labscan Ltd., 

ประเทศไทย  
4. ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract) บริษัท BioSpringer., France 
5. กลโูคส (glucose) บริษัท Merck, USA 
6. ทวีน80 (tween 80) บริษัท Merck, USA 
7. แอมโมเนียมซิเตรท (ammonium citrate: (NH4)2C6H6O7) บริษัท Carlo 

ERBA Reagent., France 
8. โซเดียมอะซเิตท (sodium acetate: CH3COONa) บริษัท Merck, USA  
9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide: NaOH) บริษัท Merck, USA  

10. แมกนีเซียมซลัเฟต (magnesium sulfate: Mg2SO4.7(H2O) บริษัท Merck, USA 
11. แมงกานีสซลัเฟต (manganese sulfate: MnSO4.H2O) บริษัท Merck, USA 
12. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (di-potassium phosphate:K2HPO4) บริษัท Merck, 

USA 
13. โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride:NaCl) บริษัท Merck KGaA, Germany 
14. กรดแลกตกิ (lactic acid) HPLC grade บริษัท Sigma-Aldrich, USA 
15. นํ #าตาลกลโูคส ( glucose) HPLC grade บริษัท Merck, USA 
16. ชดุทดสอบปริมาณกลโูคสด้วยเอนไซม์กลโูคสออกซิเดส บริษัท ไบโอเทค. กรุงเทพ. 

ประเทศไทย 
17. เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (termamyl) ชนิด E บริษัท EAC ., ประเทศไทย 

เอนไซม์อะไมโลกลโูคไซเดส (amyloglucosidase:AMG) ≥300 U/mL บริษัท Sigma-
Aldrich, USA  

18. อะซิโตรไนไตรท์ ( acetronitrile: CH3CN) HPLC grade บริษัท SK chemicals, Korea 
19. อาหารเลี #ยงเชื #อสําเร็จรูป Tryptic Soy Broth (TSB) เครื�องหมายการค้า Difco บริษัท 

Becton Dickinson, France  
20. กรดซลัฟริูก (sulfuric acid: H2SO4) บริษัท Merck, USA  
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21. แบเรียมคลอไรด์ (barium chloride: BeCl2) บริษัท Merck, USA 
22. ไฮโดรคลอริก (hydrochloric  acid: HCl) บริษัท Merck, USA  
23. แคลเซียมคาร์บอเนต (calcium carbonate :CaCO3) บริษัท Carlo ERBA Reagent., 

France 
24. สีบรอมครีซอลเพอเพิล (bromocresol purple, BCP) บริษัท Carlo ERBA Reagent., 

France 
25. กลีเซอรอล (glycerol) บริษัท Research organic Inc.,USA 
26. วุ้นผง 

  



 

42 

วิธีดาํเนินงานวิจัย 

3.1 จุลินทรีย์  

ทําการศกึษาการผลิตกรดแลกติกโดยใช้แบคทีเรียผลิตกรดแลกติก 3 สายพนัธุ์ คือ 
Pediococcus acidilactici TISTR 783, Lactocbacillus haloterans TISTR 939 และ 
Lactococcus lactis TISTR 1401 

3.2 การเกบ็รักษา 

การเก็บรักษาแบคทีเรียผลิตกรดแลกตกิในการทดลองนี # แบ่งออกเป็น 3 ลกัษณะ คือ 

ลกัษณะแรก ใช้ลปูเขี�ยเชื #อลาก(streak) ลงบนอาหารแข็งเอียง MRS (de Man Ragosa and 
Sharpe)ในหลอดทดลอง บ่มในภาวะ microaerophile อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียส นาน 16 
ชั�วโมง แล้วนําไปเก็บที�อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส นํามาเขี�ยลากเชื #อลงอาหารใหมท่กุ 1 สปัดาห์ 

ลกัษณะที�สอง เลี #ยงเชื #อในอาหารเหลว MRS ในฟลาสก์ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร บ่มใน
ภาวะนิ�ง อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั�วโมง ผสมกลีเซอรอล 20 เปอร์เซน็ต์ แล้วนําไปเก็บ
ที�อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นํามาเขี�ยลากเชื #อลงอาหารใหมท่กุ 3 เดือน 

ลกัษณะที�สาม เลี #ยงเชื #อในอาหารเหลว MRS ในฟลาสก์ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร บ่มใน
ภาวะนิ�ง อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 16 ชั�วโมง ผสมกลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต์ แล้วนําไป
เก็บที�อณุหภมิู -80 องศาเซลเซียส  นํามาเขี�ยลากเชื #อลง  อาหารใหมทุ่ก 6 เดือน 

3.3 ขั &นตอนการย่อยแป้งมันสําปะหลัง(ดัดแปลงจาก สุวิชา กัลยาณมิตร, 2548)  

3.3.1 การเตรียมแป้งมันสําปะหลังที�ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 

ชั�งแป้งมนัสาํปะหลงั 120 กรัม ละลายในนํ #ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร คนให้ทั�วแล้วปรับพี
เอชเป็น 5.5 เติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (Termamyl Type E, EAC., ประเทศไทย) ปริมาตร 
129.6 ไมโครลิตร บ่มในอา่งนํ #าเดอืดนาน 2 ชั�วโมง ทดสอบว่าแป้งถูกไฮโดรไลซ์หมดหรือไม่ โดย
การทดสอบกบัสารละลายไอโอดีน สงัเกตหากเกิดสีนํ #าตาลแดงอิฐหรือสีนํ #าตาลแดงแสดงวา่แป้ง
ถกูไฮโดรไลซ์หมดแล้ว ปรับปริมาตรสารละลายเป็น 1 ลิตร เพื�อนําไปใช้เป็นสารตั #งต้นในขั #นตอน
ตอ่ไป      
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3.3.2 การเตรียมแป้งมันสําปะหลังที�ไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

นํานํ #าแป้งที�ถกูไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสจากข้อ 3.3.1 มาปรับค่าพีเอช
เป็น 4.5 ก่อนนํา ไปไฮโดรไลซ์ตอ่ด้วยเอนไซม์กลโูคอะไมเลส (Amyloglucosidase ≥300 U/mL, 
Sigma-Aldrich, USA) ปริมาตร 132 ไมโครลิตร บ่มในอ่างที�อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 4 
ชั�วโมง เพื�อให้ได้สารละลายกลโูคส นํามากรองผ่านผ้าขาวบางที�นึ�งฆ่าเชื #อแล้ว จากนั #นปรับ
ปริมาตรเป็น 1 ลิตร นํานํ #าแป้งไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 

3.4 เตรียมกล้าเชื &อแบคทเีรียผลิตกรดแลกตกิ 
 

เตรียมกล้าเชื #อ Pediococcus acidilactici TISTR 783 Lactobacillus halotolerans TISTR 
939 และ Lactooccus lactis TISTR 1401 โดยเขี�ยเชื #อบนอาหารแข็ง MRS บ่มเชื #อที�อณุหภูม ิ37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะ microaerophile 24 ชั�วโมง นําเชื #อแตล่ะชนิดนํามาเลี #ยงในฟลาสก์
ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร บรรจอุาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร บ่มเชื #อที�อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 24 ชั�วโมง เมื�อครบเวลาทําการเลี #ยงเชื #อในอาหารเหลว MRS อีกครั #งที�สภาวะเดียวกนัจน
ครบ 16 ชั�วโมง ทําการเจือจางเชื #อแตล่ะชนิดใน 0.85% NaCl   วดัคา่ความขุ่นของเชื #อที� 660 นา
โนเมตร( OD660) ให้มีค่าประมาณ 0.5  

 
3.5 คัดเลือกจุลินทรีย์และหาสภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตกรดแลกตกิ 
 

3.5.1 ศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกตกิของกล้าเชื &อเดี�ยว 
 

เตรียมกล้าเชื #อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกวิธีข้อ 3.4 ถ่ายกล้าเชื #อเดี�ยวของ P. 

acidilactici TISTR 783, Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 1401  ในฟลาสก์
แต่ละฟลาสก์ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร ใช้ปริมาณกล้า
เชื #อ 1 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร บ่มเชื #อที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 10 ชั�วโมง  
วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกด้วยเครื�อง HPLC เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลายกรด
แลกตกิ   
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3.5.2 ศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกตกิของกล้าเชื &อผสม 
 

เลือกปริมาณกล้าเชื #อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกที�สามารถผลิตกรดแลกติกได้ดีจากวิธี
ข้อ 3.5.1 ถ่ายกล้าเชื #อใน ฟลาสก์ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร บรรจอุาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร 
ถ่ายกล้าเชื #อแตล่ะชนิดตามที�กําหนด ดงันี #  

กลุ่มที� 1 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans 

TISTR 939 อตัราสว่น 1:1 (v/v) 
กลุ่มที� 2 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ L. lactis TISTR 1401 

อตัราสว่น     1:1 (v/v) 
กลุ่มที� 3 กล้าเชื #อผสมระหว่าง Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 

1401 อตัราสว่น 1:1 (v/v) 
กลุ่มที� 4 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783, Lb. halotolerans TISTR 

939 และ          L. lactis TISTR 1401  อตัราสว่น 1:1 :1 (v/v/v)   
นําลกัษณะกล้าเชื #อดงักล่าวเลี #ยงในอาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตรในฟลาสก์ปริมาตร

สุทธิ 100 มิลลิลิตร บ่มเชื #อที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 10 ชั�วโมงวิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติ
กด้วยเครื�อง HPLC เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลายกรดแลกติก   

 
3.6 หาภาวะที�เหมาะสมสําหรับผลิตกรดแลกตกิในระดับขวดทดลองโดยใช้วิธีทางสถติ ิ
 

เลือกรูปแบบกล้าเชื #อที�สามารถผลิตกรดแลกติกได้สงูสดุจากข้อ 3.5.2 มาทดสอบหาภาวะที�
เหมาะสมด้วยการออกแบบการทดลองแฟคทอเรียล โดยเลี #ยงกล้าเชื #อในอาหารเหลว MRS ที�
เปลี�ยนแปลงความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน มีความเข้มข้นกลโูคส 20 40 และ 60 กรัมตอ่ลิตร 
และยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจน 2.5  7.5 และ 12.5 กรัมตอ่ลิตร ในสตูรอาหาร MRS เดิม 50 
มิลลิลิตร ที�บรรจุในฟลาสก์ปริมาตรสุทธิ 100 มิลลิลิตร ที�ระดับพีเอช 5.5  6.5 และ 7.5 บ่มที�
อณุหภมิู 30  37 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 ชั�วโมง  
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ตารางที� 3.1 กําหนดคา่ปัจจยัเพื�อออกแบบการทดลองแฟคทอเรียลสําหรับผลิตกรดแลกติก 

ปัจจัยในการทดลอง 

กาํหนดค่าการทดลอง 
ค่าตํ�าสุด 

-1 
ค่ากลาง 

0 
ค่าสูงสุด 

+1 

ความเข้มข้นกลโูคส (X1) กรัมตอ่ลติร 20 40 60 
ความเข้มข้นยีสต์สกดั(X2) กรัมตอ่ลติร 2.5 7.5 12.5 
ระดบัพีเอช(X3) 5.5 6.5 7.5 
อณุหภมิู(X4)  องศาเซลเซียส 30 37 45 

หมายเหตุ กําหนดค่าแต่ละปัจจัยเป็น –1, 0 และ+1 เป็น ค่าตํ�าสุด ค่ากลางและค่าสูงสุด
ตามลําดบั ความเข้มข้นกลโูคส เป็น X1, ความเข้มข้นยีสต์สกดั เป็น X2, ระดบัพีเอช เป็น X3 และ 
อณุหภมิู เป็น X4   
ตารางที� 3.2 ออกแบบการทดลองแฟคทอเรียลสําหรับผลิตกรดแลกตกิในระดบัขวดทดลอง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที� 
ปัจจยัในการทดลอง      

ที� 
ปัจจยัในการทดลอง 

X1 X2 X3 X4      X1 X2 X3 X4 
1 0 0 0 0      15 - - + - 
2 0 0 - -      16 - + 0 0 
3 0 0 + +      17 - + - - 
4 0 - 0 -      18 - + + + 
5 0 - - +      19 + 0 0 + 
6 0 - + 0      20 + 0 - 0 
7 0 + 0 +      21 + 0 + - 
8 0 + - 0      22 + - 0 0 
9 0 + + -      23 + - - - 
10 - 0 0 -      24 + - + + 
11 - 0 - +      25 + + 0 - 
12 - 0 + 0      26 + + - + 
13 - - 0 +      27 + + + 0 
14 - - - 0           
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เก็บตวัอย่างวัดการเจริญจากความขุ่นของเชื #อที� OD660 วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกด้วย
เครื�องHPLC เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลายกรดแลกติก และตรวจสอบนํ #าตาลกลโูคส
ที�เหลอื 

วิเคราะห์ความสมัพันธ์ของปัจจัยโดยโปรแกรม SPSS และสร้างแผนภาพพื #นผิวตอบสนอง 
(Response surface methodology) โดยโปรแกรม STATISTICA (Version 8.0, StatSoft Inc., 
Tulsa, USA) 

 
3.7 ผลิตกรดแลกติกในถังปฎิกรณ์ขนาด 2 ลิตร 
 

เลือกภาวะของการผลิตที�เหมาะสมบนพื #นผิวตอบสนองจากข้อ 3.6  ทําการทดสอบการผลิต
กรดแลกติก ในอาหารเหลว MRS ที�ปรับปรุงตามข้อ 3.6 ปริมาตร 1.8 ลิตร ในถังปฏิกรณ์ รุ่น 
Marubishi Model MDL, Japan ปริมาตรสทุธิ 2 ลิตร  ภาวะการเติมแป้งมนัไฮโดรไลซ์โดยปรับ
ความเข้มข้นเป็น 50 กรัมต่อลิตรแบบเฟด-แบตช์ที�เหมาะสม โดยตั #งระบบถังหมัก ไม่มีการให้
อากาศแตมี่การกวนที� 50 รอบตอ่นาที เก็บตวัอย่างทกุ 2 ชั�วโมง จนครบ 40 ชั�วโมง 

วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของเวลากบันํ #าหนกัเซลล์แห้ง วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกด้วยเครื�อง 
HPLC และตรวจสอบนํ #าตาลกลโูคสที�เหลือ  

 
3.8 วิธีการวิเคราะห์   
 

3.8.1 การหาการเจริญของแบคทเีรียผลิตกรดแลกติกในการทดลอง 
 

นําตัวอย่างที�ได้จากการทดลองมาวัดค่าความขุ่นที� OD660 แล้วนําไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานระหว่างนํ #าหนักเซลล์แห้งกับค่าความขุ่นที�OD660 หรือกราฟมาตรฐานระหว่าง
จํานวนเซลล์แบคทีเรียผลติกรดแลกติก(cfu/mL)กบัคา่ความขุ่นที�OD660 (ภาคผนวก ) 

 
3.8.2 การหาปริมาณกรดแลกตกิด้วยเครื�อง HPLC 
 

นําตวัอย่างมาปั�นเหวี�ยงที� 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที   ดูดส่วนใสมาทําการเจือ
จางให้ความเข้มข้นเป็น 0.1 เท่า  นํามากรองผ่านชุดกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ฉีดสารละลาย
ตวัอย่างปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั #นวิเคราะห์ด้วยเครื�องHPLC รุ่น LC1100 บริษัท Agilent 



 

47 

เพื�อหาปริมาณกรดแลกติกจากการคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแลกติก(ภาคผนวก) ใน
ภาวะดงัตอ่ไปนี #  

คอลมัน์  
 

Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid column  
ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร 

สารละลายตวัพา กรดซลัฟริูก 3 มิลลิโมลาร์ 
อณุหภมิู 45 องศาเซลเซียส 
อตัราการไหล  0.9 มิลลิลิตรต่อนาที 
ปริมาณวิเคราะห์ 20 ไมโครลิตร    
เครื�องตรวจวดั RI detector 

 
3.8.3 การหาปริมาณกลูโคสที�เหลือด้วยเอนไซม์กลูโคสออกซิเดส(Glucose oxidase) 
 

นําตัวอย่างมาปั� นเหวี�ยงที� 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสมาทําการ
วิเคราะห์ปริมาณกลโูคสด้วยชุดทดสอบปริมาณกลูโคสด้วยเอนไซม์กลโูคสออกซิเดส(บริษัท ไบโอ
เทค. กรุงเทพ. ประเทศไทย) ดงัตอ่ไปนี # 

 
ตารางที� 3.3 ชนิดและปริมาณสารทดสอบปริมาณกลโูคสด้วยเอนไซม์กลโูคสออกซิเดส 

ชนิดของสาร 
สารละลายblank 

(ไมโครลิตร) 

สารละลายมาตรฐาน
กลูโคส 1กรัมต่อลิตร  

(ไมโครลิตร) 

สารตัวอย่าง 
(ไมโครลิตร) 

สารละลายมาตรฐาน - 10 - 
สารตวัอย่าง - - 10 
นํ #ายาทดสอบ 1,000 1,000 1,000 
 

นําสารละลาย blank สารละลายมาตรฐานและสารตวัอย่างมาบ่มที� 37 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที วดัคา่การดดูกลนืแสงที� 520 นาโนเมตร(OD520) เพื�อคํานวณปริมาณกลโูคสดงัสมการ
ตอ่ไปนี # 
  
 

            ปริมาณกลโูคส(กรัมตอ่ลติร) = คา่การดดูกลืนแสงของสารตวัอย่าง X dilution factor 

                                                                   คา่การดดูกลืนแสงสารละลายมาตรฐานกลโูคส 
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บทที� 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

4.1 ผลการศึกษาลักษณะของเชื &อบนอาหารแขง็ MRS 

 

ศกึษาลักษณะโคโลนีของ P. acidilactici TISTR 783 Lb. halotolerans TISTR 939 และ      

L. lactis TISTR 1401 ด้วยการเขี�ยเชื #อบนอาหารแข็ง MRS บ่มเชื #อที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

16 ชั�วโมง ได้ผลดงัตอ่ไปนี # 

ตารางที� 4.1 ลกัษณะของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกบนอาหารแข็ง MRS อายเุชื #อ 16 ชั�วโมง 

แบคทีเรีย สี ขอบ

โคโลนี 

ผิวหน้า การยก

ตวั 

ภาพของแบคทีเรีย 

P. acidilactici TISTR 

783 
ขาว เรียบ เรียบ นนู 

 

 

Lb. halotolerans TISTR 

939 
ครีม เรียบ เรียบ นนู 

 

L. lactis TISTR 1401 ครีม เรียบ เรียบ แบน 

 

 



 

49 

4.2 ผลการศึกษาลักษณะของเชื &อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

ศกึษาลกัษณะของเชื #อ P. acidilactici TISTR 783 Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. 

lactis TISTR 1401 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยการย้อมสีแบบแกรม(Gram Staining) ในชั�วโมงที� 

16 ของการเลี #ยงเชื #อในอาหารเหลว MRS พบว่าเชื #อทั #งสามชนิดเป็นแกรมบวก และมีการเรียงตวั

และรูปร่างภายใต้กล้องจลุทรรศน์แตกตา่งกนั ดงันี # 

ตารางที� 4.2 ลกัษณะของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 

แบคทีเรีย ลกัษณะเชื #อภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์ 

ภาพของแบคทีเรีย 

(กําลงัขยาย 1,000 เท่า) 

 

P. acidilactici TISTR 

783 

 

แบคทีเรียแกรมบวก  รูปร่างกลม

(cocci) เรียงตวัแบบสองเซลล์

ติดกนั(diplococci)และเป็นกลุม่

คล้ายพวงองุ่น(staphylococci) 

 

 

 

Lb. halotolerans TISTR 

939 

 

แบคทีเรียแกรมบวก  รูปร่างท่อน

(rod) ไม่มีสปอร์ 

 

 
 

L. lactis TISTR 1401 

 

แบคทีเรียแกรมบวก  รูปร่างกลม

(cocci) เรียงตวัแบบสองเซลล์

ติดกนั(diplococci) สี�เซลล์ติดกนั

(tetrad)และเป็นกลุม่คล้ายพวง

องุน่(staphylococci) 
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 4.3 คัดเลือกจุลินทรีย์และหาภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตกรดแลกติก 

 

4.3.1 ศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกตกิของกล้าเชื &อเดี�ยว 

 

จากการศกึษาการเจริญของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกทั #งสามด้วยการวดัคา่ความขุ่นที�

OD660 เทียบกับระยะเวลา  เมื�อเตรียมกล้าเชื #อ Pediococcus acidilactici TISTR 783 

Lactobacillus halatolerans TISTR 939 และ Lactooccus lactis TISTR 1401  ในฟลาสก์แต่

ละฟลาสก์ปริมาตรสุทธิ 100 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร ใช้ปริมาณกล้าเชื #อ     

1 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร บ่มเชื #อที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั�วโมง ได้ผล

การเจริญดงัตอ่ไปนี # 

 

 
รูปที�  4.1 การเจริญของ P. acidilactici TISTR 783 ใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 และ 5 

เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 12 เข้าสู่ช่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 12  มีการเจริญ 14.52 log cfu/ml  
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ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 13 เข้าสูช่่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 13  มีการเจริญ 16.40 log cfu/ml  

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 5 ถึง 12 เข้าสู่ช่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 12  มีการเจริญ 18.11 log cfu/ml 

พบวา่การเจริญของ P. acidilactici TISTR 783 เมื�อใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 และ 5 

เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร เข้าสู่ช่วงปลายระยะเอ็กโปเนนเชียลในชั�วโมงที� 12 13 และ 12 

ตามลําดบั รวมทั #งเรียงลําดับปริมาณเชื #อซึ�งแปรผันตามความขุ่นที� OD660 ได้เป็น  5 >3 >1 

เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

 
รูปที�  4.2 การเจริญของ Lb. halotolerans TISTR 939 ใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 และ 5 

เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 12 เข้าสู่ช่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 12  มีการเจริญ 6.28 log cfu/ml  
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ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลต่อการเจริญ  จะมีการ

เจริญของกล้าเชื #อเดี�ยวอยา่งรวดเร็วเมื�อเข้าสูช่่วงระยะเอก็โปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 7 ถึง 19 เข้าสู่

ช่วงปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 19  มีการเจริญ 9.80 log cfu/ml  

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลต่อการเจริญ  จะมีการ

เจริญของกล้าเชื #อเดี�ยวอยา่งรวดเร็วเมื�อเข้าสูช่่วงระยะเอก็โปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 13 เข้าสู่

ช่วงปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 13  มีการเจริญ 11.41 log cfu/ml 

พบว่าการเจริญของ Lb. halotolerans TISTR 939 เมื�อใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 

และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร เข้าสู่ช่วงปลายระยะเอก็โปเนนเชียลในชั�วโมงที� 12 19 และ 

13 ตามลําดบั รวมทั #งเรียงลําดบัปริมาณเชื #อซึ�งแปรผนัตามความขุ่นที� OD660 ได้เป็น  5 >3 >1 

เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

 
รูปที� 4.3 การเจริญของ L. lactis TISTR 1401ใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 และ 5 เปอร์เซ็นต์

ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 8 ถึง 14 เข้าสูช่่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 14  มีการเจริญ 8.73 log cfu/ml  
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ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 10 เข้าสูช่่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 10  มีการเจริญ 9.62 log cfu/ml  

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตรมีผลตอ่การเจริญ จะมีการเจริญ

ของกล้าเชื #อเดี�ยวอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแตช่ั�วโมงที� 6 ถึง 10 เข้าสูช่่วง

ปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 10  มีการเจริญ 11.44 log cfu/ml 

พบว่าการเจริญของ L. lactis TISTR 1401 เมื�อใช้ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 3 และ 5 

เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร เข้าสู่ช่วงปลายระยะเอ็กโปเนนเชียลในชั�วโมงที� 14 14 และ 10 

ตามลําดบั รวมทั #งเรียงลําดบัปริมาณเชื #อซึ�งแปรผันตามความขุ่นที� OD660 ได้เป็น  5 >3 >1 

เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

เมื�อนําตวัอย่างกล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici TISTR 783  และ L. lactis TISTR 1401

ชั�วโมงที� 5 , 8 , 10 และ 15 ตวัอย่างกล้าเชื #อเดี�ยว Lb. halotolerans TISTR 939 ชั�วโมงที� 6, 10 , 

13 และ 20 มาวิเคราะห์ด้วยเครื�อง HPLC สามารถคํานวณการผลิตกรดแลกติกจากแบคทีเรียผลิต

กรดแลกตกิทั #งสาม ได้ผลดงันี # 

 
รูปที� 4.4 เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici TISTR 783 

ใช้ปริมาณกล้าเชื #อ 1 3 และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

5 8 10 15

กรั
มต

อ่ล
ิตร

ชั�วโมง

Pediococcus acidilactici TISTR 783

1% inoculum size

3% inoculum size

5% inoculum size



 

54 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 5, 8, 10 และ 15 เป็น 1.0, 1.7, 3.5 และ 3.9 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 5, 8,10 และ 15 เป็น 2.5, 3.2, 4.2 และ 4.3 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 5, 8, 10 และ 15 เป็น 2.6 5.4 6.0 และ 6.5 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

พบว่าการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici TISTR 783 เมื�อพิจารณา

จาก 4 ช่วงเวลา พบว่า  กล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici TISTR 783 เรียงลําดบัปริมาณแลกติกที�

เกิดขึ #นจากปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว เป็น  5 >3 >1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

 
รูปที� 4.5 เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว Lb. halotolerans 

TISTR 939 ใช้ปริมาณ กล้าเชื #อ 1 3 และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 6, 10, 13 และ 20 เป็น 1.3, 1.4, 2.1 และ 2.2 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 6, 10, 13 และ 20 เป็น 3.1, 3.1, 3.8 และ 4.5 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร มีผลตอ่การผลิตกรดแลกตกิใน

ชั�วโมงที� 6, 10, 13 และ 20 เป็น 3.5, 3.7, 5.2 และ 5.5 กรัมตอ่ลิตร ตามลําดบั 
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พบวา่การผลติกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว Lb. halotolerans TISTR 939 เมื�อ

พิจารณาจาก 4 ช่วงเวลา พบวา่  กล้าเชื #อเดี�ยว Lb. halotolerans TISTR 939  เรียงลําดบัปริมาณ

แลกตกิที�เกิดขึ #นจากปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว เป็น  5 >3 >1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

 
รูปที� 4.6 เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว L. lactis TISTR 

1401 ใช้ปริมาณกล้าเชื #อ 1 3 และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกใน

ชั�วโมงที� 5, 8, 10 และ 15 เป็น 2.9, 3.8, 4.1 และ 5.6 กรัมตอ่ลติร ตามลาํดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 3 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกใน

ชั�วโมงที� 5, 8, 10 และ 15 เป็น 2.9, 3.6, 3.7 และ 5.6 กรัมตอ่ลติร ตามลาํดบั 

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร มีผลต่อการผลิตกรดแลกติกใน

ชั�วโมงที� 5, 8, 10 และ 15 เป็น 2.7, 3.6, 5.9 และ 6.0 กรัมตอ่ลติร ตามลาํดบั 

การผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยว L. lactis TISTR 1401 เมื�อพิจารณาจาก 4 

ช่วงเวลา พบว่า  กล้าเชื #อเดี�ยว L. lactis TISTR 1401 เรียงลําดบัปริมาณแลกติกที�เกิดขึ #นจาก

ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยวเป็น  5 >3 >1 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร 

พิจารณาการเจริญและปริมาณกรดแลกติกจากกล้าเชื #อเดี�ยวของ  P. acidilactici 

TISTR 783  Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 5 
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เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร และชั�วโมงที� 10 ถูกเลือกเป็นภาวะที�ใช้สําหรับการทดลองในขั #น

ตอ่ไป เนื�องจากได้ปริมาณกรดแลกติกในช่วงเวลาอนัรวดเร็ว 

เนื�องจากกรดแลกติกจดัเป็นเมตาโบไลต์ปฐมภูมิ (primary metabolite) เมื�อปริมาณกล้า

เชื #อมีปริมาณสงูจะส่งผลให้มีการผลิตกรดแลกติกมากขึ #นจากเดิม (Lu et al, 2010) จึงควรเลือก

ลักษณะของกล้าเชื #อที�ดีที�สุดในทดลอง คือ ปริมาณกล้าเชื #อปริมาตรต่อปริมาตร 5 เปอร์เซ็นต์

ปริมาตรตอ่ปริมาตรเพื�อกระบวนการผลติกรดแลกตกิในขั #นตอ่ไป 

 

4.3.2  ศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกตกิของกล้าเชื &อผสม 

 

หลงัจากเตรียมกล้าเชื #อแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกเพื�อศกึษาการเจริญและประสิทธิภาพ

การผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อผสมของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติกทั #งสาม คือ กล้าเชื #อ 

Pediococcus acidilactici TISTR 783 Lactobacillus halatolerans TISTR 939 และ 

Lactooccus lactis TISTR 1401  ในฟลาสก์แต่ละฟลาสก์ปริมาตรสุทธิ 100 มิลลิลิตร บรรจุ

อาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร ถ่ายกล้าเชื #อแตล่ะชนิดตามที�กําหนด ดงันี #  

กลุ่มที� 1 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans 

TISTR 939 อตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 

กลุ่มที� 2 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ L. lactis TISTR 1401 

อตัราสว่น     1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 

กลุ่มที� 3 กล้าเชื #อผสมระหว่าง Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 

1401 อตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 

กลุ่มที� 4 กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783, Lb. halotolerans TISTR 

939 และ          L. lactis TISTR 1401  อตัราสว่น 1:1 :1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตรตอ่ปริมาตร) 

ใช้ปริมาณกล้าเชื #อผสม 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร บ่มเชื #อที�อุณหภูมิ  37 องศา

เซลเซียส  นําตวัอย่างชั�วโมงที� 10 มาวิเคราะห์ด้วยเครื�อง HPLC สามารถคํานวณการผลิตกรด

แลกตกิจากกล้าเชื #อผสม ของแบคทีเรียผลิตกรดแลกตกิทั #งสาม ได้ผลดงันี # 



รูปที� 4.7 เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม อายเุชื #อ 

ชั�วโมง 

หมายเหตุ แสดงชื�อตวัย่อของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม ดงันี #

Ped 

Lb 

Lc 

Mixed  

LcLb : 

PedLb 

PedLc 

 

ปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยวของ

halotolerans TISTR 939  

เปรียบเทียบกับปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อผสมตามชื�อตวัย่อ คือ 

PedLc สามารถผลติกรดแลกตกิ

0

1

2

3

4

5

กรดแลกติก
กรัมตอ่ลติร

เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม อายเุชื #อ 

แสดงชื�อตวัย่อของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม ดงันี # 

: P. acidilactici TISTR 783 

: Lb. halotolerans TISTR 939 

: L. lactis TISTR 1401   

: Ped Lb Lc   

: Lb Lc  

: Ped Lb  

: Ped Lc  

ปริมาณกรดแลกติกของกล้าเ ชื #อเดี�ยวของ P. ac idi lac t ic i TISTR 

939  L. lactis TISTR 1401 เป็น 6.1 4.7  และ 5.

เปรียบเทียบกบัปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อผสมตามชื�อตวัย่อ คือ Mixed  LcLb

สามารถผลติกรดแลกตกิได้เป็น 2.1, 24.7, 38.8 และ 13.7 กรัมตอ่ลติร ตามลาํดบั

Lb Lc Ped Mixed LcLb PedLb PedLc

ลกัษณะการผสมเชื #อ

เปรียบเทยีบปริมาณกรดแลกตกิ
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เปรียบเทียบปริมาณการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม อายเุชื #อ 10 

T ISTR 783  Lb. 

.9 กรัมต่อลิตร  

LcLb PedLb และ 

กรัมตอ่ลติร ตามลําดบั 

PedLc
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กล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 

อัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) เมื�ออายุเชื #อ 10 ชั�วโมง มีการผลิตกรดแลกติกมากที�สุด     

เมื�อเปรียบเทียบในกลุ่มของกล้าเชื #อเดี�ยวและกล้าเชื #อผสม แม้ว่า Lb. halotolerans TISTR 939 

จะสามารถผลิตเอทานอลได้แต่เป็นปริมาณเล็กน้อยคือ  3.6 ต่อลิตร ขณะที�ปริมาณกรดแลกติก

เป็น 34.9 กรัมตอ่ลติร(Borch และ Molin., 1989) จงึเลือกเป็นกล้าเชื #อสาํหรับการผลติกรดแลกติก 

การเลือกใช้กล้าเชื #อผสมเป็นรูปแบบกล้าเชื #อในกระบวนการหมักนั #นมีข้อดีต่อ

กระบวนการหมัก เช่น Wee et al. (2006) ใช้ Lactobacillus brevis และ Lactobacillus 

pentosus เป็นกล้าเชื #อผสมเลี #ยงในอาหารที�มีลิกโนเซลลโูลสที�ถูกไฮโดรไลซ์แล้วเป็นสารตั #งต้นใน

การผลิตกรดแลกติก พบว่าสามารถยบัยั #งสารที�เป็นอนัตรายต่อเซลล์หรือกระทบต่อการผลิตกรด

แลกติกได้และสามารถส่งเสริมประสิทธิภาพของกระบวนการหมักให้มีประสิทธิภาพที�ดีขึ #น     

(John et al., 2007)  

Lee (2007) เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกของเชื #อเดี�ยวและเชื #อผสม

ของ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 12315 Lactobacillus casei NRRL-

B1445 Lactobacillus delbrueckii NRRL-B445 Lactobacillus helveticus NRRL-B1937 และ 

Lactobacillus casei NRRL-B1922 ใช้ corn steep liquor เป็นแหลง่ไนโตรเจน พบว่ากล้าเชื #อ

ผสมมีความต้องการแหลง่ไนโตรเจนน้อยกวา่เชื #อเดี�ยว   

ดงันั #นพิจารณาจากปริมาณกรดแลกติกที�เกิดขึ #นในระยะเวลาที�เท่ากนัจึงเลือกกล้าเชื #อ

ผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 อตัราส่วน 1:1 

(ปริมาตรตอ่ปริมาตร) และระยะเวลาการหมกั 10 ชั�วโมง เป็นรูปแบบกล้าเชื #อและระยะเวลาในการ

ทดลองขั #นตอ่ไป 

 

4.4 หาภาวะที�เหมาะสมสําหรับผลิตกรดแลกตกิในระดับขวดทดลองโดยใช้วิธีทางสถติ ิ

 

เมื�อวิเคราะห์กรดแลกติกที�เกิดขึ #นจากกล้าเชื #อผสมของ Pediococcus acidilactici TISTR 

783 และ Lactobacillus halatolerans TISTR 939 ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร 

เลี #ยงกล้าเชื #อในอาหารเหลว MRS 50 มิลลิลิตร ที�บรรจใุนฟลาสก์ปริมาตรสทุธิ 100 มิลลิลิตร 
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ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลเพื�อนําไปสร้างพื #นผิวตอบสนองด้วยการเปลี�ยนแปลงความ

เข้มข้นของกลโูคส 20 40 และ 60 กรัมตอ่ลิตร และยีสต์สกดัเป็นแหลง่ไนโตรเจน 2.5 7.5          

และ 12.5 กรัมตอ่ลิตร ที�ระดบัพีเอช 5.5 6.5 และ 7.5 บ่มที�อณุหภูมิ 30 37 และ 45 องศาเซลเซียส   

เป็นเวลา 10 ชั�วโมง  วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกได้ ดงันี # 

 

ตารางที� 4.3 ปริมาณกรดแลกติกที�ได้จากการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลและนําไปใช้

ในการสร้างพื #นผิวตอบสนองและคา่ทํานายการเกิดกรดแลกติก 

ลําดบั ปัจจยั กรดแลกติก (กรัมตอ่ลิตร) 

X1 X2 X3 X4 คา่ทดลอง คา่ทํานาย 

1 0 0 0 0 28.8 26.7 

2 0 0 - - 2.2 1.8 

3 0 0 + + 23.9 22.4 

4 0 - 0 - 2.6 2.5 

5 0 - - + 24.4 22.9 

6 0 - + 0 22.1 20.8 

7 0 + 0 + 2.3 2.9 

8 0 + - 0 31.7 31.6 

9 0 + + - 39.4 38.2 

10 - 0 0 - 15.7 15.8 

11 - 0 - + 8.9 8.6 

12 - 0 + 0 3.4 3.2 

13 - - 0 + 16.3 16.1 

14 - - - 0 9.9 8.98 

15 - - + - 5.7 5.2 

16 - + 0 0 1.9 1.8 
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ตารางที� 4.3 (ตอ่) 

 

หมายเหตุ กําหนด   X1 เป็น ความเข้มข้นของกลโูคส (กรัมตอ่ลติร) 

X2 เป็น ปริมาณยีสต์สกดั (กรัมต่อลิตร) 

X3 เป็น ระดบัพีเอช 

X4 เป็น อณุหภูมิ  (องศาเซลลเซียส) 

พบวา่ปริมาณกรดแลกติกสงูสดุในการทดลองและค่าทํานายเกิดในภาวะเดียวกนัเมื�อให้ความ

เข้มข้นของกลโูคสและยีสต์สกดัเป็น 40 และ 12.5 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ที�ระดบัพีเอช 7.5 

อณุหภมิู 30 องศาเซลเซียส  

นําข้อมลูของปริมาณกรดแลกติกที�ได้จากการทดลองมาทําพื #นผิวตอบสนอง เมื�อออกแบบการ

ทดลองแบบแฟคทอเรียลที�มีปัจจยั 4 ปัจจยั ระยะเวลา 10 ชั�วโมง ด้วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน

(ANOVA) และใช้ Student’s t-test ที�ระดบันยัสําคญั(P<0.01)  ดงันี # 

 

ลําดบั ปัจจยั กรดแลกติก (กรัมตอ่ลิตร) 

X1 X2 X3 X4 คา่ทดลอง   คา่ทํานาย 

17 - + - - 2.7 2.6 

18 - + + + 1.6 1.4 

19 + 0 0 + 3.4 3.2 

20 + 0 - 0 5.7 5.6 

21 + 0 + - 3.3 3.2 

22 + - 0 0 19.9 18.7 

23 + - - - 8.4 8.6 

24 + - + + 1.2 1.1 

25 + + 0 - 5.7 5.6 

26 + + - + 2 1.8 

27 + + + 0 3 2.9 
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ตารางที� 4.4 วิเคราะห์ความแปรปรวน(ANOVA)ของปริมาณกรดแลกติกจากการออกแบบการ

ทดลองแฟคทอเรียล 

ข้อมูล  df Sum of squares F-value P-value  

model 14 1060.87 16.84 0.0003* Sig. 

X1 1 590.34 6.41 .0322  

X2 1 98.82 5.88 .0423  

X3 1 24.09 8.46 .0176  

X4 1 7.264 6.63 .0743  

X1
2 1 102.48 12.41 .0479* Sig. 

X2
2 1 103.82 11.31 .0851* Sig. 

X3
2 1 24.68 2.44 .9911  

X4
2 1 17.49 2.84 .6834  

X1X2 1 18.49 3.88 .8808  

X1X3 1 22.45 5.23 .5348  

X1X4 1 2.63 6.63 .2344  

X2X3 1 19.62 2.21 .2513  

X2X4 1 15.93 8.66 .1589  

X3X4 1 12.73 0.12 .6400  

Residual 12 650.79    

Total 26 1711.68     

หมายเหตุ  *Sig. = significant at p>0.01, R2 = 0.9515,  Adjusted  R2  = 0.8950 

จากตารางพบว่า ค่าสัมประสิทธิการตัดสินใจ(R2)เท่ากับ 0.9515 อิทธิพลของปัจจัย             

(F-value) เท่ากับ 16.84 แสดงความสัมพันธ์ของปัจจัยรวมมีผลต่อการผลิตกรดแลกติกและ

สมการถดถอยอย่างมีนัยสําคญั รวมทั #งมีปัจจัยที�มีผลต่อการทดลองอย่างมีนยัสําคญั 2 ปัจจัย    
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คือ ความเข้มข้นของกลูโคสและความเข้มข้นของยีสต์สกัดรวมทั #งวิเคราะห์สมการถดถอย         

หรือสมการทํานายรวมได้ ดงันี # 

 Y= -.020662x1
2+.003154x2

2 -.0014436x3
2 +.015613x4

2+.005480x1x2+.088710x1x3 

+.026183x1x4+.637847x2x3-.123914x2x4 -.206450x3x4+17.467587 
จากสมการกําหนด Y เป็นปริมาณกรดแลกติก(กรัมต่อลิตร) X1 เป็นความเข้มข้นของกลโูคส

(กรัมต่อลิตร) X2 เป็นปริมาณยีสต์สกัด(กรัมต่อลิตร) X3 เป็นระดับพีเอช  X4 เป็น อุณหภูมิ(องศา

เซลเซียส)  

จากการทดลองสามารถนําข้อมลูของปริมาณกรดแลกติกวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) 

เพื�อชว่ยจําแนกว่าปัจจยัใดมีความสําคญัต่อการผลิตกรดแลกติก ในขณะที�สมการถดถอยใช้สร้าง

แบบจําลองแสดงความสมัพนัธ์เชิงปริมาณของปัจจยัที�สําคญัได้  

เมื�อพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ของการตัดสินใจ (Coefficient of Determination; R2)             

หากสมการมีค่า R2 ยิ�งสูงเท่าใด ความแมน่ยําของการนําสมการไปใช้เพื�อทํานายหรือคาดคะเน

ผลลพัธ์ย่อมมีสงูมากยิ�งขึ #น โดยคา่ R2 ในการทดลองนี #มีค่า 0.9515 สามารถทํานายความสามารถ

ในการผลิตกรดแลกติกในแบบจําลองได้แมน่ยํา 95.15 เปอร์เซน็ต์ในสมการและได้แผนภาพพื #นผิว

ตอบสนองแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งปัจจยั ดงันี # 
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รูปที� 4.8 แผนภาพพื #นผิวตอบสนองแสดงความสมัพนัธ์ของความเข้มข้นของกลโูคสและปริมาณ

ยีสต์สกดัตอ่การผลติกรดแลกตกิ 

พิจารณาความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของกลูโคสและปริมาณยีสต์สกดัที�มีผลต่อการผลิต

กรดแลกติกบนแผนภาพพื #นผิวตอบสนอง พบว่าปริมาณกรดแลกติกสมัพันธ์กับความเข้มข้นของ

กลโูคสและยีสต์สกดัในอาหารเลี #ยงเชื #อMRS  มีช่วงความเข้มข้นของกลโูคส 35 ถงึ 53 กรัมตอ่ลิตร 

และช่วงความเข้มข้นของยีสต์สกัดเป็น 3.8 ถงึ 9.6 กรัมตอ่ลิตร ทําให้สามารถผลิตกรดแลกติกได้  

อย่างมีประสิทธิภาพเมื�อเลือกแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมรวมทั #งเลือกใช้ยีสต์สกัดที�มีวิตามินและ

กรดอะมิโนช่วยเสริมการเจริญของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก(Ohkouchi และ Inoue, 2006; Lu et 

al., 2010) และสามารถสร้างสมการทํานายสาํหรับปัจจยัทั #งสองได้ ดงันี # 

Y =  -0.049X1
2   -0.375X2

2   +0.031X1X2+3.62X1+3.712X2-34.301 

จากสมการกําหนดให้ Y เป็นปริมาณกรดแลกติกที�เกิดขึ #น  X1 เป็นความเข้มข้นของกลโูคส 
(กรัมต่อลิตร) และ X2 เป็นความเข้มข้นของยีสต์สกัด (กรัมต่อลิตร) จากนั #นแทนค่าในสมการ
ทํานายเพื�อเลือกปริมาณกรดแลกติกมากที�สุดจากสมการทํานาย พบว่าความเข้มข้นของกลูโคส
และยีสต์สกัด เป็น 50 และ 8 กรัมต่อลิตร ตามลําดบั ปริมาณกรดแลกติกจากสมการคํานาย        
มีค่า 42.29 กรัมต่อลิตร จึงทวนสอบสมการด้วยการทดลองตามภาวะที�กําหนดในระดบัฟลาสก์ 
ควบคุมพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างชั�วโมงที� 10 มาวิเคราะห์ด้วยเครื�อง 
HPLC พบว่าปริมาณกรดแลกติกจากการทดลองมีค่า 42.0 กรัมต่อลิตรเป็นปริมาณใกล้เคียงกับ
ค่าที� ได้จากสมการทํานาย  รวมทั #งเปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกที�ได้จากอาหารเหลว          
MRS สูตรเดิม มีความเข้มข้นของกลูโคสและยีสต์สกัดเป็น 20 และ 5 กรัมต่อลิตร ตามลําดบั 
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ควบคุมพีเอช อุณหภูมิ และชั�วโมงเก็บตวัอย่างเดียวกัน พบว่าปริมาณกรดแลกติกเป็น 35.02     
กรัมตอ่ลิตร เมื�อเปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกจากอาหาร MRS สตูรปรับปรุงและสตูรเดิมพบว่า 
ปริมาณกรดแลกตกิมีคา่เพิ�มขึ #น 1.2 เท่า 

 
4.5 ผลิตกรดแลกตกิในถังปฏกิรณ์ขนาด 2 ลิตร 
 

4.5.1 การผลิตกรดแลกติกในถังปฎิกรณ์แบบแบตช์ 
 

เลือกภาวะของการผลิตที�เหมาะสมบนพื #นผิวตอบสนอง  ทําการทดสอบการผลิตกรด
แลกตกิในถงัปฏิกรณ์ รุ่น Marubishi Model MDL, Japan ปริมาตรสทุธิ 2 ลิตร  บรรจุอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 1 ลิตรที�ปรับปรุงความเข้มข้นของกลโูคสให้เป็น 50 กรัมต่อลิตรจากแป้งมนัไฮโดร
ไลซ์และยีสต์สกดั 8 กรัมตอ่ลติร ควบคมุค่าพีเอช 6.5 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและการกวน 50 
รอบต่อนาที ทําการเก็บตวัอย่างเพื�อหาการเจริญของเชื #อและปริมาณกลูโคสทุก 1 ชั�วโมง จนครบ 
16 ชั�วโมง วิเคราะห์ตวัอยา่งเพื�อหาปริมาณกรดแลกติกในชั�วโมงที� 5 10 และ 15  ได้ผลดงัต่อไปนี # 

 
รูปที� 4.9 ผลการเจริญและปริมาณกลูโคสของเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ 

Lb. halotolerans TISTR 939 ในการผลิตกรดแลกติกในถังปฎิกรณ์แบบแบตช์  (     = นํ #าหนัก

เซลล์แห้ง,      = ปริมาณกลโูคส,      =  ปริมาณแลกตกิ)    
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ผลการเจริญของเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 Lb. halotolerans TISTR 

939 จะมีการเจริญของเชื #อผสมอย่างรวดเร็วเมื�อเข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแต่ชั�วโมงที� 4 ถึง

10 เข้าสูช่่วงปลายของระยะเอก็โปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 10 คา่นํ #าหนกัเซลล์แห้ง 1.74 กรัมตอ่ลิตร 

ปริมาณกลโูคสในอาหาร MRS สตูรปรับปรุงที�มเีชื #อผสมระหวา่ง P. acidilactici TISTR 

783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 เริ�มต้นมีค่า 50.42 กรัมต่อลติรได้ลดลงอย่างรวดเร็ว

ตลอดช่วง 13 ชั�วโมงแรก และลดลงอย่างตอ่เนื�องจนเหลือ 10.98 กรัมต่อลติรเมื�อครบระยะเวลา

การหมกั ณ ชั�วโมงที� 16 รวมทั #งได้ปริมาณกรดแลกติกที�ชั�วโมงที� 5 10 และ 15 เป็น 23.1 42.3 

และ 43.0 กรัมตอ่ลิตรตามลําดบั โดยปริมาณกรดแลกติกชั�วโมงที� 10 และ 15 ไม่แตกต่างกนันกั 

เมื�อเปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกจาก Laopaiboon et al. (2010) ใช้กล้าเชื #อเดี�ยวของ 
Lactococcus lactis IO-1 เลือกกระบวนการหมกัแบบแบตช์ในอาหารเหลว MRS ผสมชานอ้อยที�
ถูกย่อยด้วยกรด นาน 75 ชั�วโมง มีความเข้มข้นของกลโูคสและไซโลสเป็น 25 และ 7 กรัมต่อลิตร
ตามลาํดบั ได้ปริมาณกรดแลกติก 10.85 กรัมตอ่ลิตร รวมทั #ง Olusegun et al. (2008)  ใช้กล้าเชื #อ
เดี�ยวของ P. acidilactici FLE01 เลือกกระบวนการหมกัแบบแบตช์ในอาหารเหลว MRS สตูร
ปรับปรุง นาน 24 ชั�วโมง มีปริมาณกลโูคสเป็น 45 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณกรดแลกติก 17.6 กรัม
ตอ่ลติร เปรียบเทียบแล้วพบว่าปริมาณกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบแบตช์นี #มีปริมาณกรดแลกติ
กมากกว่าและใช้ช่วงเวลาอนัรวดเร็วกวา่ รวมถงึการใช้กล้าเชื #อผสมสามารถให้ปริมาณกรดแลกติก
ได้ดกีวา่การใช้กล้าเชื #อเดี�ยวอีกด้วย 

4.5.2 การผลิตกรดแลกติกในถังปฎิกรณ์แบบเฟด-แบตช์ 
 

เลือกภาวะของการผลิตที�เหมาะสมบนพื #นผิวตอบสนอง  ทําการทดสอบการผลิตกรด
แลกตกิในถงัปฏิกรณ์ รุ่น Marubishi Model MDL, Japan ปริมาตรสทุธิ 2 ลิตร  บรรจุอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 1 ลิตรที�ปรับปรุงความเข้มข้นของกลโูคสให้เป็น 50 กรัมต่อลิตรจากแป้งมนัไฮโดร
ไลซ์และยีสต์สกดั 8 กรัมต่อลิตร ควบคุมค่าพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและการกวน     
50 รอบตอ่นาที เมื�อกระบวนการหมกัดําเนินไปจนเชื #อเข้าสู่ช่วงปลายระยะเอก็โปเนนเชียล ชั�วโมง
ที� 10 จึงเติมสารละลายกลูโคสจากแป้งมนัไฮโดรไลซ์และความเข้มข้นของยีสต์สกดัปริมาตร 800 
มิลลิลิตร ให้มีความเข้มข้นของกลูโคสและยีสต์สกัดในอาหารรวมเป็น 50 และ 8 กรัมต่อลิตร 
กําหนดเป็นชั�วโมงที� 0 สําหรับการผลิตกรดแลกติกแบบเฟด-แบตช์ 
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วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของเวลากบันํ #าหนกัเซลล์แห้ง  วิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกและ

ตรวจสอบนํ #าตาลกลโูคสที�เหลอืทําการเก็บตวัอย่างเพื�อหาการเจริญของเชื #อและปริมาณกลโูคสทกุ 

2 ชั�วโมง จนครบ  30 ชั�วโมง วิเคราะห์ตวัอยา่งเพื�อหาปริมาณกรดแลกติกได้ ดงัตอ่ไปนี # 

 

 
 

รูปที� 4.10 ผลการเจริญและปริมาณกลโูคสของเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ

Lb. halotolerans TISTR 939 ในการผลิตกรดแลกติกในถังปฎิกรณ์แบบเฟด-แบตช์ (     = 

นํ #าหนกัเซลล์แห้ง,      = ปริมาณกลโูคส,      =  ปริมาณแลกตกิ)  

ผลการเจริญของเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 Lb. halotolerans TISTR 
939 จะมีการเจริญของเชื #อผสมอย่างรวดเร็ว นํ #าหนกัเซลล์แห้งเริ�มต้นมากกว่าการผลิตกรดแลกติก
ในถังปฎิกรณ์แบบแบตช์  เข้าสู่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลตั #งแต่ชั�วโมงที� 0 ถึง 14 เข้าสู่ช่วงปลาย
ของระยะเอ็กโปเนนเชียล ณ ชั�วโมงที� 14 คา่นํ #าหนกัเซลล์แห้ง 2.87 กรัมตอ่ลติร  

พบวา่ปริมาณกลโูคสในอาหาร MRS สตูรปรับปรุงที�มีเชื #อผสมระหวา่ง P. acidilactici 

TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 12 ชั�วโมงแรกและลดลง
อย่างต่อเนื�องจนเหลือ 0.56 กรัมตอ่ลิตรเมื�อครบระยะเวลาการหมกั ณ ชั�วโมงที� 30 รวมทั #งได้
ปริมาณกรดแลกตกิที�ชั�วโมงที� 10 20 และ 30 มีปริมาณกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบเฟด-แบตช์
เป็น 42.3 42.8 และ 43.2 กรัมต่อลิตร โดยปริมาณกรดแลกติกไมแ่ตกต่างกนันกั 

Nelson et al. (2008) ใช้กล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici NRRL B-5627 เลือกกระบวนการ
หมกัแบบเฟด-แบตช์ในอาหารเหลว MRS นาน 120 ชั�วโมง มีปริมาณกลโูคสเป็น 60 กรัมต่อลิตร 
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ได้ปริมาณกรดแลกติก 130 กรัมตอ่ลติร เปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกกบักระบวนการหมกัแบบ
เฟด-แบตช์นี # พบว่าปริมาณกรดแลกติกจากกล้าเชื #อเดี�ยว P. acidilactici NRRL B-5627             
มีปริมาณกรดแลกติกมากกว่า แต่ใช้ระยะเวลาในกระบวนหมกัมากกว่าซึ�งทําให้สญูเสียเวลาและ
ต้นทนุในการผลิตกรดแลกติกเพิ�มมากขึ #น  

เปรียบเทียบผลการเจริญของกล้าเชื #อผสมในกระบวนการหมักที�แตกต่างกัน          
พบว่านํ #าหนกัเซลล์แห้งจากกระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช์มีค่ามากกว่านํ #าหนักเซลล์แห้งที�ได้
จากการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบแบตช์ ทําให้มีปริมาณกล้าเชื #อมากกว่า ไมต้่องเตรียม
กล้าเชื #อทําให้สามารถผลิตกรดแลกติกได้ต่อเนื�องและเข้าสุ่ช่วงระยะเอ็กโปเนนเชียลด้วยปริมาณ
กล้าเชื #อที�มากกวา่กระบวนการหมกัแบบแบตช์ 

เปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อผสมในกระบวนการหมกัที�แตกต่างกัน  
พบวา่ปริมาณกรดแลกติกจากกระบวนการหมกัแบบแบตช์และเฟด-แบตช์มีปริมาณไม่แตกตา่งกนั
นับตั #งแต่ชั�วโมงที� 10 สามารถเลือกกระบวนการหมักแบบแบตช์เพื�อระยะเวลาอันรวดเร็วใน
กระบวนการหมกั หรือเลือกกระบวนการหมกัแบบเฟด-แบตช์เพื�อลดขั #นตอนในการเตรียมกล้าเชื #อ
ผสมได้     

นอกจากนี #ยงัสามารถลดขั #นตอนในการขั #นตอนการย่อยแป้งมนัสําปะหลงั เมื�อเลือกกล้า
เชื #อผสมที�มีเอนไซม์ย่อยแป้งมนัสําปะหลงั เช่น John et al. (2008) ใช้กล้าเชื #อผสม Lactobacillus 

delbrueckii NCIM 2025 และ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 28342 เลือกกระบวนการ
หมกัแบบแบตช์ ใช้นํ #าแป้งมนัสาํปะหลงั ได้ปริมาณกรดแลกติก 40 กรัมต่อลิตรจากปริมาณกลโูคส
เป็น 50 กรัมต่อลิตรที�ได้จากเอนไซม์อะไมเลสของ Bacillus amyloliquefaciens ATCC 28342 

ทําให้กระบวนการหมกัมีประสิทธิภาพและลดขั #นตอนการย่อยแป้งมนัสําปะหลงัได้ 
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บทที� 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 กรดแลกตกิเป็นกรดอินทรีย์ที�สําคญัตอ่อตุสาหกรรมหลายด้าน สามารถนําคณุสมบตัิของ
กรดแลกติกไปใช้ประโยชน์ได้หลากหลายทําให้ความต้องการของกรดแลกติกมีปริมาณเพิ�มขึ #นทกุ
ปี แลกตกิสว่นใหญ่เกิดจากกระบวนการหมกัด้วยจุลินทรีย์ซึ�งจุลินทรีย์ผลิตกรดแลกติกเป็นหนึ�งใน
จลุินทรีย์ที�สามารถผลิตกรดแลกติก ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ ดงันั #นงานวิจยันี #จึงมุง่เน้นปริมาณกรด
แลกติกที�เกิดขึ #นจากกระบวนการหมกั เลือกจุลินทรีย์ที�มีการผลิตกรดแลกติกได้ในปริมาณสงูและ
นําวิธีการทางสถิติมาประยุกต์ใช้เพื�อนํา กรดแลกติกที�ได้จากกระบวนการหมกัไปใช้เป็นสารตั #งต้น
ในอตุสาหกรรมตอ่ไป 

ศึกษาการคดัเลือกจุลินทรีย์และหาภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตกรดแลกติก เมื�อศึกษา
การเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อเดี�ยวในอาหาร MRS อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส พบว่า   การเจริญจากกล้าเชื #อเดี�ยวของ  P. acidilactici TISTR 783  Lb. 

halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 1401 ชั�วโมงที� 10 ถูกเลือกเป็นภาวะที�ใช้สําหรับ
การทดลองในขั #นต่อไป เนื�องจากได้ปริมาณกรดแลกติกในช่วงเวลาอนัรวดเร็ว พิจารณาปริมาณ
กรดแลกติกจากปริมาณกล้าเชื #อ 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตรของกล้าเชื #อ   P. acidilactici 

TISTR 783          Lb. halotolerans TISTR 939 และ L. lactis TISTR 1401 เป็น 5.9  6.0 และ 
5.2 กรัมต่อลิตร จึงเลือกปริมาณกล้าเชื #อ 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตรและชั�วโมงที� 10 เป็น
ภาวะในการทดลองต่อไป เมื�อศึกษาการเจริญและประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกของกล้าเชื #อ
ผสมพบว่ากล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 
อตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาณกล้าเชื #อผสม 5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตร ใน
อาหารเหลว MRS อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ชั�วโมงที� 10 มีปริมาณกรดแลกติกสงูสดุ 38.8 กรัม
ตอ่ลติรเทียบกบัรูปแบบกล้าเชื #อผสมทั #งหมด จงึเลือกรูปแบบกล้าเชื #อผสมระหว่าง   P. acidilactici 
TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 อตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาณกล้า
เชื #อ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตรและชั�วโมงที� 10 เป็นภาวะในการทดลองตอ่ไป 

จากนั #นศึกษาหาภาวะที�เหมาะสมสําหรับผลิตกรดแลกติกในระดบัขวดทดลองโดยใช้วิธี
ทางสถิติด้วยการออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลกําหนดปัจจยั 4 ปัจจยัคือความเข้มข้นของ
กลโูคส ความเข้มข้นของยีสต์สกดั ระดบัพีเอช และอณุหภูมิ เปลี�ยนแปลงความเข้มข้นของกลโูคส 
20 40 และ 60 กรัมตอ่ลิตร และ ยีสต์สกดัเป็นแหลง่ไนโตรเจน 2.5  7.5 และ 12.5 กรัมตอ่ลิตรใน
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อาหาร MRS ที�ระดบัพีเอช 5.5  6.5 และ 7.5 บ่มที�อณุหภูมิ 30  37 และ 45 องศาเซลเซียส ได้การ
แบบทดลอง 27 แบบ นําปริมาณกรดแลกติกที�เกิดจากกล้าเชื #อผสมระหว่าง P. acidilactici TISTR 
783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 อตัราส่วน 1:1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) ปริมาณกล้าเชื #อ     
5 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรต่อปริมาตรและชั�วโมงที� 10 เปรียบเทียบกนัด้วยวิธีการทางสถิติพบว่าปัจจยั
ที�มีผลตอ่การทดลองอย่างมีนยัสําคญั 2 ปัจจยั คือ ความเข้มข้นของกลโูคสและความเข้มข้นของ
ยีสต์สกดั ได้สมการทํานายความสมัพนัธ์ของปัจจยัทั #งสี�ที�มีตอ่การผลิตกรดแลกติกเป็น 

Y= -.020662x1
2+.003154x2

2 -.0014436x3
2+.015613x4

2+.005480x1x2 +.088710x1x3 

+.026183x1x4+.637847x2x3-.123914x2x4 -.206450x3x4+17.467587 
และได้สมการทํานายความสมัพนัธ์ของความเข้มข้นของกลโูคสและความเข้มข้นของยีสต์

สกดัที�มีตอ่การผลิตกรดแลกตกิเป็น  

Y =  -0.049X1
2   -0.375X2

2   +0.031X1X2+3.62X1+3.712X2-34.301 

กําหนด Y เป็นปริมาณกรดแลกติก(กรัมต่อลติร) X1 เป็นความเข้มข้นของกลโูคส(กรัมต่อ
ลิตร) X2 เป็นปริมาณยีสต์สกดั(กรัมตอ่ลิตร) X3 เป็นระดบัพีเอช  X4 เป็น อณุหภูมิ (องศาเซลเซียส)   
มีคา่สมัประสิทธิการตดัสนิใจ(R2)เท่ากบั 0.9515 แสดงว่าสมการดงักลา่วสามารถอธิบายตวัแปร
ในคา่ตอบสนองเป็น 95 เปอร์เซน็ต์ 

ภาวะที�เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติกคือความเข้มข้นของกลโูคสและยีสต์สกดั 50 
และ 8  กรัมตอ่ลติร ควบคมุพีเอช 6.5 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณกรดแลกติกจากสมการ
ทํานายและการทดลองเป็น 42.29 และ 42.0 กรัมต่อลิตร ตามลําดบัซึ�งมีความแมน่ยําสูงในการ
ทํานาย รวมทั #งปริมาณกรดแลกติกมีคา่เพิ�มขึ #น 1.2 เท่าเมื�อเปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS สตูร
เดิม 

ในศกึษาการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบแบตช์ บรรจุอาหารเหลว MRS ปริมาตร 1 
ลิตรที�ปรับปรุงความเข้มข้นของกลโูคสจากแป้งมนัไฮโดรไลซ์และยีสต์สกดั 50 และ     8 กรัมต่อ
ลิตร ตามลําดบั ควบคมุค่าพีเอช 6.5 อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและการกวน 50 รอบต่อนาที ได้
ปริมาณกรดแลกตกิที�ชั�วโมงที� 10 เป็น 42.3 กรัมตอ่ลิตร  

จากนั #นศกึษาการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบเฟด-แบตช์บรรจุอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 1 ลิตรที�ปรับปรุงความเข้มข้นของกลูโคสจากแป้งมันไฮโดรไลซ์และยีสต์สกัด 50 และ      
8 กรัมต่อลิตร ตามลําดบั ควบคมุค่าพีเอช 6.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและการกวน 50 รอบ
ต่อนาที จนกระทั�งชั�วโมงที� 10 จึงเติมสารละลายกลูโคสจากแป้งมนัไฮโดรไลซ์และความเข้มข้น
ของยีสต์สกดัปริมาตร 800 มิลลิลิตร ให้มีความเข้มข้นของกลโูคสและยีสต์สกัดในอาหารรวมเป็น 
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50 และ 8 กรัมต่อลิตร ได้ปริมาณกรดแลกติกที�ชั�วโมงที� 10 จากปริมาณกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์
แบบเฟด-แบตช์เป็น 42.3 กรัมตอ่ลติร 

เมื�อพิจารณาปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อผสมในกระบวนการหมักแบบแบตช์
และเฟด-แบตช์  พบว่าปริมาณกรดแลกติกจากกระบวนการหมักแบบแบตช์และเฟด-แบตช์มี
ปริมาณไม่แตกต่างกันนบัตั #งแต่ชั�วโมงที� 10 คือ 42.3 กรัมต่อลิตร จึงเลือกกระบวนการหมกัแบบ
แบตช์เพื�อระยะเวลาอนัรวดเร็วในกระบวนการหมกัได้ 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล หากต้องการเปลี�ยนแปลงปัจจยัชนิดใดชนิดหนึ�ง 
จะต้องทําการทดลองใหมท่ั #งหมด เพื�อสมการทํานายและพื #นผิวตอบสนองที�ถกูต้อง       
ตอ่ภาวะใหม่นั #นๆ 

2. กรดแลกตกิที�ได้จากการวิจยันี #ปนอยูใ่นอาหารเลี #ยงเชื #อ ต้องทําให้มีความบริสทุธิ9หาก
นําไปเป็นสารตั #งต้นในอตุสาหกรรมตอ่ไป 

3. อาจเลือกกล้าเชื #อผสมที�มเีอนไซม์อะไมเลสเพื�อลดขั #นตอนในการยอ่ยแป้งมนัสําปะหลงั 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวธิีการเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 
 

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS       
เปบโตน   10  กรัม 
สารสกดัจากเนื�อ (beef extract)  10  กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(yeast extract)  5  กรัม 
กลูโคส  20  กรัม 
ทวีน 80  1  กรัม 
แอมโมเนียมซิเตรท  2  กรัม 
โซเดียมอะซิเตท  5  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต  0.1  กรัม 
แมงกานีสซลัเฟต  0.05  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  2  กรัม 
นํ�ากลั�น  1,000  มิลลิลิตร 

 

ละลายในนํ�ากลั�นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนันาํไปนึ�งฆ่าเชื�อดว้ยความดนัไอ 
15 ปอนดต่์อตารางนิ�ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ปรับค่าพีเอชเป็น 6.5±0.2 
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อาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ MRS      
เปบโตน   10  กรัม 
สารสกดัจากเนื�อ (beef extract)  10  กรัม 
สารสกดัจากยีสต ์(yeast extract)  5  กรัม 

กลูโคส  20  กรัม 
ทวีน 80  1  กรัม 
แอมโมเนียมซิเตรท  2  กรัม 
โซเดียมอะซิเตท  5  กรัม 
แมกนีเซียมซลัเฟต  0.1  กรัม 
แมงกานีสซลัเฟต  0.05  กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  2  กรัม 
ผงวุน้  15  กรัม 
นํ�ากลั�น  1,000  มิลลิลิตร 

 
 ละลายในนํ�ากลั�นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนันาํไปนึ�งฆ่าเชื�อดว้ยความดนัไอ 
15 ปอนดต่์อตารางนิ�ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ปรับค่าพีเอชเป็น 6.5±0.2 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมทีี�ใช้ในการทดลอง 
 

กลเีซอรอล 20 % 

นาํกลีเซอรอล 85 เปอร์เซ็นต ์23.53 มิลลิลิตร ผสมในนํ�ากลั�น 76.47 มิลลลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไป
นึ�งฆ่าเชื�อดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางนิ�ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
กลเีซอรอล 40 %  

นาํกลีเซอรอล 85 เปอร์เซ็นต ์47.06 มิลลิลิตร ผสมในนํ�ากลั�น 57.94  มิลลลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไป
นึ�งฆ่าเชื�อดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางนิ�ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์  

นาํเกลด็โซเดียมไฮดรอกไซด ์40 กรัม เติมนํ�ากลั�นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บไวใ้นขวดสีชา 
สาระลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

นาํสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 2 โมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ผสมในนํ�ากลั�น 50 มิลลิลิตร เกบ็
ในขวดสีชา 
0.85% โซเดยีมคลอไรด์ 

ละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85 กรัม ในนํ�ากลั�นและปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร นาํไปนึ�งฆ่าเชื�อ
ดว้ยความดนัไอ 15 ปอนดต่์อตารางนิ�ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
สารเคมีที�ใช้ในการวเิคราะห์ปริมาณกรดแลกติก 

สารละลายกรดซลัฟริูกความเขม้ขน้ 3 มิลลิโมลาร์ 
นาํสารละลายกรดซลัฟริูกเขม้ขน้ 165.6 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํ�าปลอดประจุเป็น 1,000 
มิลลิลิตร กรองผา่นกระดาษกรองไนลอน รูขนาด 0.45 ไมโครเมตร  
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

 

 
รูปที� ค.1 กราฟมาตรฐานของกรดแลกติกเมื�อทาํการวิเคราะห์ดว้ยเครื�องโครมาโตกราฟฟีชนิด
ของเหลวสมรรถนะสูง(HPLC) 

ความชนั เท่ากบั 16074 
ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(R2) เท่ากบั 0.9999  

y = 16074x

R² = 0.9999
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รูปที� ค.2 กราฟมาตรฐานกลโูคสเมื�อวิเคราะห์ดว้ย Enzyme  colorimetric test ; Glucose oxidase 
reagent 

ความชนั เท่ากบั 0.1055 
ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(R2) เท่ากบั 0.9992 
  

y = 0.1055x

R² = 0.9992
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รูปที� ค.3 กราฟมาตรฐานการเจริญของกลา้เชื�อ
ความชนั เท่ากบั 12.534 
ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(
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รูปที� ค.4 กราฟมาตรฐานการเจริญของกลา้เชื�อ Lb. halotolerans TISTR 939 

ความชนั เท่ากบั 17.063 

ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(R2) เท่ากบั 0.9841 

  

y = 17.063x

R² = 0.9841
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รูปที� ค.5 กราฟมาตรฐานการเจริญของกลา้เชื�อ L. lactis TISTR 1401  
ความชนั เท่ากบั 13.064 

ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(R2) เท่ากบั 0.9913 
  

y = 13.064x

R² = 0.9913

0

2

4

6

8

10

12

0 0.2 0.4 0.6 0.8

log cfu/ml

OD660

Lactococcus  lactis TISTR 1401



 

86 

 

รูปที� ค.6 กราฟมาตรฐานการเจริญของกลา้เชื�อผสมระหวา่ง P. acidilactici TISTR 783 และ                     
Lb. halotolerans TISTR 939 
ความชนั เท่ากบั 0.9857 
ค่าสมัประสิทธิการตดัสินใจ(R2) เท่ากบั 0.9923 
  

y = 0.9857x + 0.1514

R² = 0.9923
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ภาคผนวก ง 

โครมาโตแกรมของกรดแลกตกิที�นํามาทํากราฟมาตรฐาน 
 เตรียมสารละลายมาตรฐานกลโูคสความเขม้ขน้ 0.1 , 0.2 , 0.3 และ 0.4  กรัมต่อลิตร จาก

สารละลายมาตรฐานแลกติก 10 กรัมต่อลิตรและมี internal standard เป็นกลูโคสความเขม้ขน้ 0.3 
กรัมต่อลิตร ดงันี�  
ตารางที� ง.1 แสดงปริมาณสารละลายมาตรฐานกรดแลกติกเพื�อทาํกราฟมาตรฐาน 

ความเขม้ขน้กรดแลก
ติก 

(กรัมต่อลิตร) 

สารละลายมาตรฐาน
แลกติก 10 กรัมต่อลิตร 

(ไมโครลิตร) 

สารละลายมาตรฐาน
กลโูคส 5 กรัมต่อ

ลิตร 
(ไมโครลิตร) 

นํ�าปราศจากไอออน 
(ไมโครลิตร) 

0.4 40 60 900 
0.3 30 60 910 
0.2 20 60 920 
0.1 10 60 930 

 

 สามารถสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งพื�นที�กบัความเขม้ขน้ของกรดแลกติก ไดผ้ลดงันี�  

 
รูปที� ง.1 โครมาโตแกรมของกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0.1 กรัมต่อลิตร 
 
 
 

 

กลโูคส แลกติก 
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รูปที� ง.2 โครมาโตแกรมของกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0.2 กรัมต่อลิตร 

 
รูปที� ง.3 โครมาโตแกรมของกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0.3 กรัมต่อลิตร 

 

 
รูปที� ง.4 โครมาโตแกรมของกรดแลกติกความเขม้ขน้ 0.4 กรัมต่อลิตร 

 
  
  

กลโูคส แลกติก 

กลโูคส แลกติก 

กลโูคส แลกติก 
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สามารถสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งพื�นที�กบัความเขม้ขน้ของกรดแลกติก ไดผ้ลดงันี�  
ตารางที� ง.2 แสดงพื�นที�ใตก้ราฟของสารละลายมาตรฐานกรดแลกติก 

ความเขม้ขน้แลกติก 
(กรัมต่อลิตร) 

พื�นที� 
(nRIU) 

0.4 6401.6 
0.3 4848.7 
0.2 3224.5 
0.1 1620.4 
0 0 

 

กาํหนดให ้ค่ารีเทนชั�นไทมข์องกลูโคสและแลกติกเป็น 6.882 และ  9.331 ตามลาํดบั 
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ภาคผนวก จ 

ตารางแสดงค่า specific growth rate determination ของกล้าเชื�อผสมระหว่าง P. acidilactici 

TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939 ในอาหาร MRS สูตรปรับปรุง 

ตารางที� จ.1 ค่านํ� าหนกัเซลลแ์ห้งและ specific growth rate determination ของเชื�อผสมระหว่าง                 

P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939ในการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์

แบบแบตช ์    
 

 

  

เวลา นํ�าหนกัเซลลแ์ห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

ln(X) µ 

(ชั�วโมง-1) 
0 0.152 -1.884 - 

1 0.181 -1.707 0.216 

2 0.191 -1.654 0.216 

3 0.223 -1.501 0.506 

4 0.304 -1.190 0.985 

5 0.523 -0.649 1.083 

6 0.870 -0.139 0.779 

7 1.200 0.182 0.521 

8 1.495 0.402 0.307 

9 1.660 0.507 0.151 

10 1.745 0.557 0.119 

11 1.868 0.625 0.067 

12 1.870 0.626 0.004 

13 1.875 0.629 0.002 
14 1.874 0.628 -0.003 

15 1.868 0.625 -0.003 

16 1.868 0.625 -1.000 
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ตารางที� จ.2 ค่านํ� าหนกัเซลลแ์ห้งและ specific growth rate determination ของเชื�อผสมระหว่าง                 

P. acidilactici TISTR 783 และ Lb. halotolerans TISTR 939ในการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์

แบบเฟด-แบตช ์   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เวลา นํ�าหนกัเซลลแ์ห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

ln(X) µ 

(ชั�วโมง-1) 
0 0.710 -0.342 - 
2 1.052 0.051 0.298 
4 1.337 0.290 0.227 
6 1.660 0.507 0.183 
8 1.944 0.665 0.129 
10 2.160 0.770 0.128 
12 2.499 0.916 0.142 
14 2.868 1.054 0.065 
16 2.871 1.055 0.003 
18 2.886 1.060 0.006 
20 2.904 1.066 0.004 
22 2.908 1.067 0.002 
24 2.915 1.070 0.002 
26 2.922 1.072 0.002 
28 2.929 1.075 -0.001 
30 2.917 1.070 -0.502 
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รูปที� จ.1 ค่า specific growth rate determination ของเชื�อผสมระหวา่ง  P. acidilactici TISTR 

783 และ    Lb. halotolerans TISTR 939ในการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบแบตช ์   
 

 
รูปที� จ.2 ค่า specific growth rate determination ของเชื�อผสมระหวา่ง  P. acidilactici TISTR 

783 และ    Lb. halotolerans TISTR 939ในการผลิตกรดแลกติกในถงัปฎิกรณ์แบบเฟด-แบตช ์ 
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ภาคผนวก ฉ 

ตารางแสดงค่าการเจริญ 
 

ตารางที� ฉ.1 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ P. acidilactici TISTR 783 ปริมาณกลา้

เชื�อเดี�ยว 1  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
            OD660 ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0.000 0 0.000 

1 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 
2 0.005 0.004 0.005 0.005 0.001 

3 0.006 0.003 0.005 0.005 0.002 

4 0.017 0.011 0.014 0.014 0.004 

5 0.03 0.026 0.028 0.028 0.003 

6 0.08 0.009 0.045 0.045 0.050 

7 0.213 0.185 0.199 0.199 0.020 

8 0.382 0.399 0.391 0.391 0.012 

9 0.496 0.602 0.549 0.549 0.075 

10 0.68 0.852 0.766 0.766 0.122 

11 0.924 1.105 1.015 1.015 0.128 

12 1.094 1.224 1.159 1.159 0.092 
13 1.238 1.374 1.306 1.306 0.096 

14 1.323 1.470 1.397 1.397 0.104 

15 1.362 1.509 1.436 1.436 0.104 

16 1.413 1.544 1.479 1.479 0.093 

17 1.482 1.598 1.540 1.540 0.082 
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ตารางที� ฉ.1 (ต่อ) 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
18 1.51 1.613 1.562 1.562 0.073 

19 1.509 1.612 1.561 1.561 0.073 

20 1.675 1.607 1.641 1.641 0.048 

21 1.652 1.568 1.610 1.610 0.059 

22 1.666 1.577 1.622 1.622 0.063 

23 1.658 1.587 1.623 1.623 0.050 

24 1.652 1.590 1.621 1.621 0.044 
 

ตารางที� ฉ.2 ตารางที� ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ Lb. halotolerans TISTR 939 

ปริมาณกลา้เชื�อเดี�ยว 1  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0.000 0.000 0.000 

1 0.012 0.014 0.012 0.013 0.001 

2 0.014 0.016 0.018 0.016 0.001 

3 0.017 0.016 0.018 0.017 0.001 

4 0.034 0.035 0.035 0.035 0.001 

5 0.056 0.058 0.054 0.056 0.001 

6 0.116 0.114 0.111 0.114 0.001 

7 0.248 0.246 0.247 0.247 0.001 

8 0.352 0.35 0.354 0.352 0.001 

9 0.698 0.699 0.691 0.696 0.001 
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ตารางที� ฉ.2 (ต่อ) 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
10 0.931 0.936 0.926 0.931 0.004 

11 1.178 1.182 1.186 1.182 0.003 

12 1.322 1.326 1.335 1.328 0.003 

13 1.402 1.408 1.405 1.405 0.004 

14 1.511 1.508 1.507 1.509 0.002 

15 1.528 1.526 1.529 1.528 0.001 

16 1.56 1.558 1.562 1.560 0.001 

17 1.598 1.596 1.593 1.596 0.001 

18 1.608 1.612 1.604 1.608 0.003 

19 1.644 1.642 1.642 1.643 0.001 

20 1.67 1.662 1.677 1.670 0.006 

21 1.677 1.672 1.681 1.677 0.004 
22 1.662 1.663 1.660 1.662 0.001 

23 1.64 1.645 1.649 1.645 0.004 

24 1.645 1.638 1.651 1.645 0.005 
 

ตารางที� ฉ.3 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณกลา้เชื�อ

เดี�ยว 1  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
             OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
 0 0 0 0 0 0 

1 0.001 0.002 0.003 0.001 0.001 
2 0.008 0.006 0.006 0.007 0.001 
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ตารางที� ฉ.3 (ต่อ) 

เวลา 
              OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
3 0.006 0.002 0.002 0.004 0.002 

4 0.011 0.002 0.002 0.007 0.004 

5 0.011 0.005 0.005 0.0065 0.006 

6 0.01 0.003 0.003 0.008 0.004 

7 0.022 0.061 0.061 0.0065 0.005 

8 0.033 0.086 0.086 0.0415 0.028 

9 0.084 0.09 0.09 0.0595 0.037 

10 0.173 0.104 0.104 0.087 0.004 

11 0.326 0.192 0.192 0.1385 0.049 

12 0.584 0.398 0.398 0.259 0.095 
13 0.734 0.602 0.602 0.491 0.132 

14 0.779 0.67 0.67 0.668 0.093 

15 0.79 0.748 0.748 0.7245 0.077 

16 0.824 0.745 0.745 0.769 0.030 

17 0.862 0.77 0.77 0.7845 0.056 

18 0.871 0.787 0.787 0.816 0.065 

19 0.886 0.806 0.806 0.829 0.059 

20 0.818 0.84 0.84 0.846 0.057 

21 0.819 0.842 0.842 0.829 0.016 

22 0.797 0.819 0.819 0.8305 0.016 

23 0.797 0.818 0.818 0.808 0.016 

24 0.011 0.002 0.002 0.8075 0.015 
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ตาราง ฉ.4 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ P. acidilactici TISTR 783 ปริมาณกลา้

เชื�อเดี�ยว 3  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0.000 0 0.000 

1 0.003 0.002 0.004 0.003 0.001 
2 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000 

3 0.007 0.006 0.005 0.006 0.001 

4 0.022 0.024 0.020 0.022 0.002 

5 0.06 0.058 0.056 0.058 0.002 

6 0.072 0.074 0.070 0.072 0.002 

7 0.214 0.208 0.214 0.212 0.003 

8 0.42 0.418 0.410 0.416 0.005 

9 0.742 0.746 0.738 0.742 0.004 

10 0.923 0.924 0.925 0.924 0.001 

11 1.216 1.214 1.212 1.214 0.002 

12 1.218 1.216 1.214 1.216 0.002 
13 1.308 1.312 1.304 1.308 0.004 

14 1.416 1.398 1.404 1.406 0.009 

15 1.422 1.416 1.437 1.425 0.011 

16 1.486 1.482 1.481 1.483 0.003 

17 1.523 1.522 1.521 1.522 0.001 

18 1.538 1.536 1.534 1.536 0.002 

19 1.556 1.555 1.554 1.555 0.001 

20 1.556 1.555 1.563 1.558 0.004 
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ตารางที� ฉ.4 (ต่อ) 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
21 1.561 1.563 1.559 1.561 0.002 

22 1.578 1.576 1.586 1.58 0.005 

23 1.573 1.578 1.577 1.576 0.003 

24 1.58 1.586 1.574 1.58 0.006 
 

ตาราง ฉ.5 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ Lb. halotolerans TISTR 939 ปริมาณ

กลา้เชื�อเดี�ยว 3  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
           OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0.013 0.015 0.014 0.014 0.001 

1 0.016 0.018 0.017 0.017 0.001 

2 0.018 0.021 0.020 0.020 0.002 

3 0.024 0.025 0.025 0.025 0.001 

4 0.040 0.046 0.043 0.043 0.004 

5 0.065 0.069 0.067 0.067 0.003 

6 0.100 0.104 0.102 0.102 0.003 

7 0.168 0.169 0.169 0.169 0.001 

8 0.292 0.3 0.296 0.296 0.006 

9 0.443 0.448 0.446 0.446 0.004 
10 0.697 0.703 0.700 0.700 0.004 

11 0.863 0.863 0.863 0.863 0.000 

12 1.118 1.14 1.129 1.129 0.016 

13 1.348 1.35 1.349 1.349 0.001 

 

  



 

99 

ตารางที� ฉ.5 (ต่อ) 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
14 1.508 1.5 1.504 1.504 0.006 

15 1.648 1.65 1.649 1.649 0.001 

16 1.848 1.84 1.844 1.844 0.006 

17 1.998 1.99 1.994 1.994 0.006 
18 2.098 2.08 2.089 2.089 0.013 

19 2.288 2.35 2.319 2.319 0.044 

20 2.318 2.4 2.359 2.359 0.058 

21 2.408 2.55 2.479 2.479 0.100 

22 2.718 2.68 2.878 2.520 0.027 

23 2.418 2.47 2.444 2.444 0.037 

24 2.428 2.45 2.439 2.439 0.016 
 

ตารางที� ฉ.6 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณกลา้เชื�อ

เดี�ยว 3  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
             OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0 0 0.000 

1 0.004 0.002 0.003 0.003 0.001 

2 0.008 0.01 0.009 0.009 0.001 

3 0.018 0.016 0.014 0.016 0.002 

4 0.022 0.018 0.026 0.022 0.004 

5 0.023 0.022 0.021 0.022 0.001 

6 0.054 0.058 0.056 0.056 0.002 

7 0.188 0.178 0.18 0.182 0.005 
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ตารางที� ฉ.6 (ต่อ) 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
8 0.224 0.226 0.228 0.226 0.002 

9 0.508 0.512 0.516 0.512 0.004 

10 0.734 0.736 0.738 0.736 0.002 

11 0.814 0.816 0.812 0.814 0.002 
12 0.822 0.822 0.822 0.822 0.000 

13 0.856 0.854 0.858 0.856 0.002 

14 0.877 0.876 0.86 0.871 0.010 

15 0.883 0.886 0.898 0.889 0.008 

16 0.908 0.916 0.912 0.912 0.004 

17 0.916 0.914 0.918 0.916 0.002 

18 0.931 0.928 0.925 0.928 0.003 

19 0.942 0.936 0.936 0.938 0.003 

20 0.94 0.941 0.945 0.942 0.003 

21 0.958 0.963 0.95 0.957 0.007 

22 0.988 0.986 0.984 0.986 0.002 

23 0.997 0.998 0.999 0.998 0.001 
24 1.022 1.016 1.028 1.022 0.006 
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ตารางที� ฉ.7 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ P. acidilactici TISTR 783 ปริมาณกลา้

เชื�อเดี�ยว  5  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0.000 0 0.000 

1 0.018 0.020 0.018 0.019 0.001 

2 0.021 0.028 0.024 0.025 0.004 

3 0.028 0.033 0.030 0.031 0.003 

4 0.061 0.066 0.063 0.064 0.003 

5 0.139 0.134 0.136 0.137 0.003 

6 0.36 0.328 0.343 0.344 0.016 

7 0.707 0.643 0.674 0.675 0.032 

8 0.961 0.928 0.944 0.945 0.017 

9 1.068 1.078 1.072 1.073 0.005 

10 1.235 1.223 1.228 1.229 0.006 
11 1.334 1.340 1.336 1.337 0.003 

12 1.443 1.446 1.444 1.445 0.002 

13 1.495 1.488 1.491 1.492 0.004 

14 1.505 1.506 1.505 1.506 0.001 

15 1.526 1.528 1.526 1.527 0.001 

16 1.553 1.552 1.552 1.553 0.001 

17 1.558 1.558 1.557 1.558 0.001 

18 1.555 1.553 1.553 1.554 0.001 

19 1.558 1.551 1.554 1.555 0.004 

20 1.58 1.582 1.580 1.581 0.001 

21 1.543 1.607 1.574 1.575 0.032 
22 1.525 1.623 1.573 1.574 0.049 

23 1.52 1.600 1.559 1.560 0.040 

24 1.508 1.567 1.537 1.538 0.030 
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ตารางที� ฉ.8 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ Lb. halotolerans TISTR 939 ปริมาณ

กลา้เชื�อเดี�ยว 5  เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
            OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0 0 0.000 

1 0.005 0.004 0.003 0.004 0.001 

2 0.011 0.012 0.013 0.012 0.001 

3 0.013 0.016 0.013 0.014 0.002 

4 0.032 0.028 0.036 0.032 0.004 

5 0.05 0.053 0.053 0.052 0.002 

6 0.116 0.098 0.116 0.11 0.009 

7 0.238 0.254 0.276 0.256 0.019 

8 0.498 0.508 0.494 0.5 0.007 

9 0.798 0.806 0.808 0.804 0.005 

10 1.266 1.252 1.286 1.268 0.017 
11 1.96 1.956 1.958 1.958 0.002 

12 2.376 2.388 2.382 2.382 0.005 

13 2.798 2.802 2.806 2.802 0.004 

14 2.836 2.847 2.831 2.838 0.008 

15 2.886 2.89 2.912 2.896 0.014 

16 2.972 2.961 2.965 2.966 0.005 

17 3.066 3.041 3.091 3.066 0.024 

18 3.064 3.061 3.073 3.066 0.006 

19 3.067 3.072 3.065 3.068 0.003 

20 3.076 3.073 3.067 3.072 0.004 

21 3.071 3.068 3.065 3.068 0.003 
22 3.08 3.06 3.070 3.07 0.008 

23 3.068 3.072 3.058 3.066 0.007 
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ตารางที� ฉ.8 (ต่อ) 

เวลา 
             OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
24 3.068 3.072 3.064 3.068 0.004 

 

ตารางที� ฉ.9 ค่า OD660 ที�ไดจ้ากการวดัการเจริญของกลา้เชื�อ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณกลา้เชื�อ

เดี�ยว 5 เปอร์เซ็นตป์ริมาตรต่อปริมาตร 

เวลา 
              OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
0 0 0 0 0 0.006 

1 0.019 0.011 0.015 0.015 0.000 

2 0.018 0.018 0.018 0.018 0.004 

3 0.022 0.027 0.025 0.025 0.001 
4 0.026 0.025 0.026 0.026 0.004 

5 0.039 0.033 0.036 0.036 0.006 

6 0.104 0.096 0.100 0.100 0.001 

7 0.264 0.263 0.264 0.264 0.006 

8 0.386 0.381 0.384 0.384 0.004 

9 0.635 0.639 0.637 0.637 0.003 

10 0.876 0.876 0.876 0.876 0.000 

11 0.942 0.94 0.941 0.941 0.001 

12 0.967 0.968 0.968 0.968 0.001 

13 0.99 0.992 0.991 0.991 0.001 

14 0.991 0.98 0.986 0.986 0.008 
15 0.999 0.992 0.996 0.996 0.005 

16 0.979 0.972 0.976 0.976 0.005 
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ตารางที� ฉ.9 (ต่อ) 

เวลา 
             OD660  ค่าเฉลี�ย ส่วนเบี�ยงเบน

มาตรฐาน ซํ�าที� 1 ซํ�าที� 2 ซํ�าที� 3 
17 0.983 0.977 0.980 0.980 0.004 

18 1.004 0.9 0.952 0.952 0.074 

19 0.998 0.857 0.928 0.928 0.100 

20 0.89 0.87 0.880 0.880 0.014 

21 0.878 0.88 0.879 0.879 0.001 

22 0.879 0.882 0.881 0.881 0.002 

23 0.857 0.859 0.858 0.858 0.001 

24 0.857 0.858 0.858 0.858 0.001 
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ภาคผนวก ช 

ตารางแสดงปริมาณกรดแลกติก 
 

ตารางที� ช.1 ปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อ P. acidilactici TISTR 783 ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1  

3 และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร  

 

  

ชั�วโมง 

ปริมาณกรดแลกตกิ(กรัมต่อลติร) 

เมื�อใช้ % Inoculum size 

1%  3%  5%  

5 1.0 2.5 2.6 

8  1.7 3.2 5.4 

10 3.5 4.2 6.0 

15 3.9 4.3 6.5 
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ตารางที� ช.2 ปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อ Lb. halotolerans TISTR 939 ปริมาณกล้าเชื #อ

เดี�ยว 1  3 และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรต่อปริมาตร  

 

ตารางที� ช.3 ปริมาณกรดแลกติกของกล้าเชื #อ L. lactis TISTR 1401 ปริมาณกล้าเชื #อเดี�ยว 1  3 

และ 5 เปอร์เซน็ต์ปริมาตรตอ่ปริมาตร  

ชั�วโมง 

ปริมาณกรดแลกตกิ(กรัมต่อลติร) 

เมื�อใช้ % Inoculum size 

1%  3%  5%  

6 1.3 3.1 3.5 

10  1.4 3.1 3.7 

13 2.1 3.8 5.2 

20 2.2 4.5 5.5 

ชั�วโมง 

ปริมาณกรดแลกตกิ(กรัมต่อลติร) 

เมื�อใช้ % Inoculum size 

1%  3%  5%  

5 2.9 2.9 2.7 

8   3.8 3.6 3.6 

10 4.1 3.7 5.9 

15 5.6 5.6 6.0 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
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10270  
 
ผลงานตีพมิพ์เผยแพร่ 
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The 1st ASEAN Plus Three Graduate Research Congress 2012 ระหว่างวนัที� 1-2 มีนาคม 
พ.ศ. 2555 ณ จงัหวดัเชียงใหม ่ในหวัข้อเรื�อง ” Proceedings of OPTIMAL CONDITIONS FOR 
LACTIC ACID PRODUCTION BY MIXED CULTURES OF LACTIC ACID BACTERIA”  
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