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กลา้ จนัทนวลัย ์: การพฒันาเทคนิคการหมกัท่ีใหผ้ลผลิตสูงส าหรับกรดดี-แล็กติกท่ีมีความ
บ ริ สุ ท ธ์ิ เชิ งแส งใน เค ร่ือ งป ฏิ ก รณ์ ชี วภ าพ แบบกวน . (DEVELOPING OF THE 
FERMENTATION TECHNIQUE WITH HIGH YIELD FOR OPTICALLY PURE D-
LACTIC ACID IN A STIRRED TANK BIOREACTOR) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: 
ผศ. ดร. ณฏัฐา ทองจุล, อ. ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์ร่วม: Kentaro Kodama, Ph.D.,  85 หนา้.  

ใน งาน วิ จัย น้ี เร าใช้ แบ ค ที เรี ย  Sporolactobacillus laevolacticus SK5-2 และ  Sporolactobacillus 
nakayamae subsp. nakayamae CU72-1 ในการผลิตกรดดี-แล็กติกท่ีให้ผลผลิตและความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน แบคทีเรีย SK5-2 ท าการหาสภาวะในการเล้ียงคือ เวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ ปริมาณ
หัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้ เวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญของแบคทีเรียในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ หาอตัราการกวนและ
อตัราการให้อากาศท่ีเหมาะสม และหาด่างท่ีใชค้วบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมในการเล้ียง ซ่ึงสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีไดคื้อ เล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช ้5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณอาหาร
เล้ียงเช้ือ เวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 6 ชัว่โมง อตัราการกวน 300 รอบต่อนาทีและ
อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที และใช ้CaCO3 เป็นด่างควบคุมความเป็นกรด-
ด่างทั้งกระบวนการ ใชอุ้ณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส โดยใชเ้วลาทั้งส้ิน 36 ชัว่โมง ใชน้ ้ าตาลกลูโคส 125.08 กรัม
ต่อลิตร ไดก้รดดี-แล็กติก 114.93 กรัมต่อลิตร yield ท่ีได ้0.92 กรัมของกรดดี-แลก็ติกท่ีไดต้่อกรัมของกลูโคสท่ีใช้
ไป productivity 3.83 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 100 เปอร์เซ็นต ์แบคทีเรีย CU72-1 ท าการหา
สภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงคือ  เวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช ้และด่างท่ีใชค้วบคุม
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ซ่ึงสภาวะเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือ 24 ชัว่โมง ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช ้10 เปอร์เซ็นตข์อง
อาหารเล้ียงเช้ือ และใช ้CaCO3 เป็นด่างท่ีใชค้วบคุมความเป็นกรด-ด่าง เล้ียงในสภาวะไม่มีอากาศ อตัราการกวนท่ี
ใช้ 200 รอบต่อนาทีตลอดการทดลองและใชอุ้ณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียสโดยแบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีใชเ้วลา 54 
ชัว่โมงในการผลิตกรดดี-แล็กติกจากกลูโคส 121.41 กรัมต่อลิตรไดก้รดดี-แล็กติก 110.42 กรัมต่อลิตร ค่า yield 
0.91 กรัมของกรดดี-แล็กติกท่ีไดต้่อกรัมของกลูโคสท่ีใช้ไป productivity 3.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ค่าความ
บริสุทธ์ิเชิงแสง 100 เปอร์เซ็นต ์แบคทีเรีย SK5-2 ใชเ้วลาทั้งกระบวนการผลิตไดเ้ร็วกวา่แบคทีเรีย CU72-1 ถึง 18 
ชัว่โมง จากนั้นไดน้ าแบคทีเรียทั้ง 2 ตวัมาท าการเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนท่ีใชโ้ดย SK5-2 พบวา่แหล่งไนโตรเจนท่ี
เหมาะสมคือใชส้ารสกดัจากยสีต ์15 กรัมต่อลิตรกบั NH4Cl 4 กรัมต่อลิตร   พบวา่ yield ท่ีได ้0.92 กรัมของกรดดี-
แล็กติกท่ีไดต้่อกรัมของกลูโคสท่ีใชไ้ป productivity 3.83 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนแบคทีเรีย CU72-1 ให้ผล
การทดลองท่ีดีทั้งเปปโทน 10 กรัมต่อลิตรและ NH4Cl 10 กรัมต่อลิตร ได ้yield ของทั้ง 2 แหล่งไนโตรเจนคือ 
0.92 และ 0.94 กรัมของกรดดี-แลก็ติกท่ีไดต้่อกรัมของกลูโคสท่ีใชไ้ปตามล าดบั  
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In this study, D-lactic acid producing bacteria Sporolactobacillus laevolacticus SK5-2 and 
Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae CU72-1 were used to produce D-lactic acid for high 
productivity and optical purity in a stirred tank bioreactor. In case of SK5-2 the effects of inoculum age, 
inoculum size, preculture time, agitation speed, aeration rate and neutralizing agent on lactic acid 
production were investigated. The optimal operating conditions to achieve high lactic acid productions 
are as follows: 5% inoculums size grown for 6 h in a shaken flask, seeding precultured in the fermentor 
for 6 h at 300 rpm and 1.0 vvm air using CaCO3 as the neutralizing agent.  Under these operating 
conditions, SK5-2 gave 114.93 g/L D-lactic acid from the initial glucose of 125.08 g/L with the 
production yield of 0.92 g/g glucose, the productivity 3.83 g/Lh, and the optical purity of 100% ee 
within 36 h. For CU72-1, the influence of inoculum size and age as well as the neutralizing agent of 
lactic acid production were studied. It was found that with 10% inoculum size that was cultured in the 
flask for 24 h transferring into the fermentor operated at 200 rpm using CaCO3 for pH control, the 
highest D-lactic acid of 110.42 g/L with the yield of 0.91 g/g glucose, the productivity of 3.68 g/Lh, 
and the optical purity of 100 %ee was obtained within 54 h. From this study, SK5-2 gave the higher 
productivity compared with that obtained from CU72-1 with the corresponding shorter fermentation 
time due to the ability of catalase positive strain that could uptake some glucose for energy production 
required in lactic acid fermentation. Later, the inexpensive nitrogen sources were screened for 
substituting yeast extract and peptone. The results indicated that with yeast extract 15 g/L and NH4Cl 4 
g/L, the high D-lactic acid yield of 0.92 g/g glucose with the final titer of 114.93 g/L and the 
productivity of 3.83 g/Lh were obtained in the condition using SK5-2. While for CU72-1, it was found 
that NH4Cl could be able to substitute peptone with the slightly lower lactate yield. 
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สัญลกัษณ์      ความหมาย 

mg       มิลลิกรัม 

g       กรัม 

kg       กิโลกรัม 

ml       มิลลิลิตร 

L       ลิตร 

g/L       กรัมต่อลิตร 

g/L.h       กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

°C       องศาเซลเซียส 

µl       ไมโครลิตร 

M       โมลาร์ร์ 

h       ชัว่โมง 

mole       โมล  

PLA       พอลิแล็กติกแอซิด 

PDLA       พอลิดี-แล็กติกแอซิด 

PLLA       พอลิแอล-แล็กติกแอซิด 

rpm       รอบต่อนาที 

%ee       ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

sp.       Species 

subsp.       Subspecies 

L.       Lactobacillus 

S.       Sporolactoacillus



 

บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

  
พลาสติกท่ีเราใชก้นัอยา่งแพร่หลายอยูใ่นปัจจุบนันั้นผลิตมาจากสารตั้งตน้ทางปิโตรเลียม 

พลาสติกชนิดน้ีมีความแข็งแรงทนทานแต่ดว้ยคุณสมบติัน้ีท าให้มนัใช้เวลาในการย่อยสลายนาน

มากจึงท าให้เกิดการสะสมในส่ิงแวดลอ้มท าให้เกิดมลพิษได ้ประกอบกบัแหล่งปิโตรเลียมนั้นเป็น

แหล่งทรัพยากรธรรมชาติท่ีไม่สามารถหาทดแทนไดแ้ละก าลงัจะหมดไป ซ่ึงผลกระทบดงักล่าว

เป็นแรงผลกัดนัให้เกิดงานวิจยัเพื่อหาวตัถุดิบทางเลือกเพื่อน ามาทดแทนพลาสติกจากปิโตรเลียม 

โดยงานวิจัยท่ีก าลังเป็นท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งได้แก่ งานวิจัยด้านพลาสติกชีวภาพ 

โดยเฉพาะอยา่งยิง่พอลิแล็กติกแอซิด ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและไม่มีความเป็น

พิษ พอลิเมอร์ชนิดน้ีผลิตจากการสังเคราะห์ทางเคมีของกรดแอลหรือดี-แล็กติกบริสุทธ์ิ ท่ีเรียกว่า 

พอลิแล็กติกแอซิด หรือ PLA โดยท่ีผ่านมาได้มีความมุ่งหวงัให้มีการน า PLA ไปใช้ทดแทน

พลาสติกท่ีมาจากปิโตรเคมี เพื่อช่วยลดปัญหาดา้นแหล่งวตัถุดิบท่ีลดลงและราคาของปิโตรเคมีท่ี

สูงข้ึน และผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม (Bustos และคณะ, 2004; Fukushima และคณะ, 2004; 

สาโรจน์ ศิริศนัสนียกุล, 2547) ในระยะแรกของการพฒันาพลาสติกจากพอลิแล็กติกแอซิด เร่ิมจาก

การน ากรดแอล-แล็กติกท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงมากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์เป็นสารตั้งตน้ เน่ืองจาก

กรดแอ็ล-แล็กติกบริสุทธ์ิสามารถหาไดง่้ายกวา่และมีอยูท่ ัว่ไปอยูแ่ลว้ ซ่ึงพอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ได ้

มีอุณหภูมิเหลวอยู่ระหวา่ง 170 - 180 องศาเซลเซียส เน่ืองจากอุณหภูมิเหลวของพอลิแอล-แล็กติก

แอซิดมีค่าค่อนข้างต ่า เม่ือน าไปข้ึนรูปเป็นผลิตภณัฑ์จึงท าได้ค่อนข้างยาก และเม่ือข้ึนรูปแล้ว 

ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มีคุณสมบติัเชิงกล และเชิงความร้อนท่ีด้อยกว่าผลิตภณัฑ์พลาสติกจากปิโตรเคมี

อยา่งไรก็ดี เม่ือน ากรดดี-แล็กติกท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงมาสังเคราะห์เป็นพอลิเมอร์ร่วมกบักรด

แอล-แล็กติก เกิดเป็นโครงสร้าง stereocomplex จะท าให้เกิดพอลิเมอร์ท่ีมีอุณหภูมิเหลวสูงถึง 220 - 

230 องศาเซลเซียส ซ่ึงมากกวา่พอลิแอล-แล็กติกแอซิด ถึง 50 – 60 องศาเซลเซียสเลยทีเดียว (Sawai 

et al., 2007) จากค่าอุณหภูมิเหลวท่ีเพิ่มข้ึน ท าให้เอ้ือต่อการน าพอลิเมอร์ดังกล่าวมาข้ึนรูปเป็น

ผลิตภณัฑ์ อีกทั้งผลิตภณัฑ์ท่ีไดมี้คุณสมบติัเชิงกล และเชิงความร้อนเทียบเท่ากบัพลาสติกท่ีใชง้าน
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กนัอยูใ่นปัจจุบนั การพฒันาโครงสร้าง stereocomplex ของพอลิแล็กติกแอซิด ผลักดันให้มีการ

พฒันาการผลิตกรดดี-แล็กติกอย่างจริงจงัในระดบัอุตสาหกรรม จากเดิมในอดีตท่ีการผลิตไอโซเม

อร์ชนิดน้ีของกรดแล็กติกไม่เป็นท่ีแพร่หลายเท่าไรนกั  

การท่ีจะไปถึงขั้นระดบัอุตสาหกรรมนั้นเราจะตอ้งท าการขยายสเกลการผลิตจากในระดบั

ขวดเขย่ามาเป็นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นชนิดถงักวน ส่วนกระบวนการหมกันั้นจะมีการหมกัแบบ

แบต เฟดแบต และการหมกัแบบต่อเน่ือง ซ่ึงการหมกัแต่ละแบบจะให้ผลผลิตท่ีต่างกนัออกไป ดงั

งานวิจยัของ Tashiro และคณะ (2011) ซ่ึงใช้แบคทีเรียผลิตกรดแล็กติก Lactobacillus delbrueckii 

supsp. Lactis QU 41 ซ่ึงแบคทีเรียชนิดน้ีจดัอยูใ่นกลุ่ม thermotolerant โดยสามารถผลิตกรดดี-แล็ก

ติกไดท่ี้อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสหรือสูงกว่านั้น และไดห้าภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดใน

ระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 1 ลิตร (ปริมาตรน ้าหมกั 0.4 ลิตร) แบบแบตช์ พบวา่ไดป้ริมาณกรด

ดี-แล็กติก 20.1 กรัมต่อลิตรและมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงถึง 99.9 เปอร์เซ็นต ์โดยควบคุมค่าความ

เป็นกรด-ด่างท่ี 6โดยใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้เร่ิมตน้

ของกลูโคสเท่ากบั 20 กรัมต่อลิตร อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที ปริมาณหัวเช้ือ 10 เปอร์เซ็นต ์

(โดยปริมาตร) จากนั้นน าไปท าการหมกัแบบต่อเน่ืองในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีอตัราการเจือจาง 0.87 

ต่อชัว่โมง ไดผ้ลผลิตกรดดี-แล็กติก 18 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง นอกจากน้ี มีงานวิจยัของ Wang และ

คณะ (2011) ซ่ึงศึกษาการผลิตกรดดี-แล็กติกจากแบคทีเรีย Sporolactobacillus sp. CASD โดยใช ้

peanut meal เป็นแหล่งไนโตรเจน คณะผูว้ิจยัศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดในถงัปฏิกรณ์

ชีวภาพ ขนาด 30 ลิตร พบวา่ภาวะท่ีเหมาะสมอยูท่ี่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

5.5-6 โดยมี CaCO3 เป็นตวัควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง ในการหมกัเร่ิมตน้เป็นการหมกัแบบแบตช์

โดยใช้กลูโคสเร่ิมต้นท่ี 120 กรัมต่อลิตร ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมต้น 10 เปอร์เซ็นต์ (ต่อปริมาตร) 

หลงัจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มโดยเปล่ียนการผลิตเป็นแบบเฟดแบตช์ ซ่ึงกระบวนการน้ีให้ผล

ผลิตของกรดดี-แล็กติกท่ี 207 กรัมต่อลิตร มีความบริสุทธ์ิเชิงแสง 99.3 เปอร์เซ็นต์ (Wang et 

al.,2011) และยงัมีงานวิจยัของ Sawai และคณะ(2011) โดยใช้วิธีการหมกัแบบต่อเน่ืองโดยมีแผ่น

เมมเบรนเป็นตวักรองเซลล์ พบว่าค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีไดอ้อกมานั้นมีค่าเพิ่มข้ึนสูงสุดถึง 98 

เปอร์เซ็นต ์โดยในการทดลองน้ีเม่ือใชเ้วลาในการหมกัมากข้ึนค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงก็จะเพิ่มข้ึน

และคงท่ีตลอดการทดลอง (Sawai et al.,2011)  และงานวิจัยของ Mimitsuka และคณะ(2012) มี

ความตอ้งการท่ีจะลดปริมาณการใช้แหล่งไนโตรเจนคือสารสกดัจากยีสซ่ึงมีราคาแพงให้น้อยลง
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โดยใช้วิธีการหมักแบบต่อเน่ืองและมี เมมเบรนในการกรอง โดยใช้แบคที เรียดี-แล็กติก 

Sporolactobacillus laevolacticus ไดผ้ลว่าในช่วงชั่วโมงท่ี 0-140 จะใช้สารสกดัจากยีส 5 กรัมต่อ

ลิตร ชัว่โมงท่ี 140-233 จะลดปริมาณลงมาเหลือ3 กรัมต่อลิตรและท่ี 233-812 ชัว่โมงจะใชท่ี้ 1 กรัม

ต่อลิตร yield และค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีไดคื้อ 97 เปอร์เซ็นต์และ 99 เปอร์เซ็นต์(Mimitsuka et 

al.,2012) และสุดท้าย งานวิจัยของ Nguyen และคณะ(2012) โดยงานวิจัย น้ี ได้ใช้สาหร่าย 

Hydrodictyon reticulatum เป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้วิธีการ simultaneous saccharification and co-

fermentation และใช้แบคทีเรีย Lactobacillus coryniformis subsp. torquens ในการผลิตกรดดี-แล็ก

ติก การวิธีการน้ีพบว่าได้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงถึง 99.5 เปอร์เซ็นต์แต่ว่าค่า yield ท่ีได้

ค่อนข้างต ่า 45.9 เปอ์เซนต์ จากงานวิจยัน้ีจะเห็นว่ายงัมีแหล่งคาร์บอนอ่ืนท่ีสามารถใช้ได้อีก

นอกจาก กากน ้าตาล แป้ง เป็นตน้ (Nguyen et al.,2012) 

จากงานวิจยัดงักล่าวขา้งตน้ เห็นไดว้า่ การผลิตกรดดี-แล็กติก และการขยายส่วนการผลิต
ประกอบไปด้วยปัจจยัหลายๆ อย่างท่ีมีส่วนเก่ียวข้อง ตั้ งแต่ปัจจยัทางชีวภาพ ได้แก่ ชนิดของ
จุลินทรียท่ี์เลือกใช ้การพฒันาและเก็บรักษาสายพนัธ์ุใหมี้ความเสถียรต่อภาวะ ไม่เกิดการกลายพนัธ์ุ 
มีความสามารถในการเจริญในอาหาร minimal medium เป็นต้น และปัจจัยทางกายภาพ เช่น 
อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ตวัควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง อตัราการกวน และการรักษาภาวะมี
อากาศ/ก่ึงมีอากาศ/ไร้อากาศ ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน เป็นตน้ ทั้งน้ี 
เพื่อให้ได้ซ่ึงผลผลิตกรดดี-แล็กติกในปริมาณและคุณภาพสูง และคุม้ทุน โดยปัจจยัท่ีเป็นท่ีนิยม
ศึกษากนั ไดแ้ก่ การพฒันาสายพนัธ์ุจุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตกรดในปริมาณสูง การใช้
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีราคาถูก เช่น วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร (Tashiro et al.,2011) ซ่ึงคาดว่าจะ
น าไปสู่ตน้ทุนการผลิตกรดดี-แล็กติกท่ีลดลง และทา้ยท่ีสุดราคาของพอลิแล็กติกแอซิดท่ีสามารถ
เทียบเคียงกบัราคาของพลาสติกท่ีใช้กนัในปัจจุบนัได ้อย่างไรก็ดี งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต
กรดดี-แล็กติกในมุมมองเร่ืองการพฒันากระบวนการและขั้นตอนการผลิตเพื่อรองรับการขยายส่วน
การผลิตไปสู่ระดับอุตสาหกรรมยงัไม่เป็นท่ีแพร่หลายนัก ดงันั้น ในงานวิจยัน้ี จึงมุ่งศึกษาและ
พฒันากระบวนการหมกักรดดี-แล็กติก โดยเร่ิมจากการศึกษาพฒันาขั้นตอนการเตรียมหวัเช้ือ จนถึง
เทคนิคการหมกั และปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลต่อการออกแบบขยายส่วนการผลิต ทั้งน้ี เพื่อน าผลการวจิยั
ท่ีไดไ้ปพฒันาต่อยอดการขยายส่วนการผลิตต่อไปในอนาคต 
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1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 
 
หาสภาวะท่ีเหมาะสม พฒันาเทคนิคการหมกัเพื่อผลิตกรดดี-แล็กติกให้ไดผ้ลผลิตสูงและ

พฒันาสูตรอาหารเพื่อผลิตกรดดี-แล็กติก โดยใชแ้หล่งไนโตรเจนราคาถูก 
 
1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 
 

ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดดี-แล็กติกในระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนขนาด 
5 ลิตร ได้แก่ เวลาในการเล้ียงหัวเช้ือ ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้ เวลาในการเล้ียงใรขั้นตอนการ
เจริญ อตัราการกวน อตัราการให้อากาศ และสารควบคุมค่าความเป็ดกรด-ด่าง และศึกษาหาแหล่ง
ไนโตรเจนราคาถูกเพื่อทดแทนแหล่งไนโตรเจนท่ีใชอ้ยูคื่อสารสกดัจากยสี 

 
1.4 วธีิด าเนินการวจัิย  
 

1.4.1 ศึกษาหาสภาวะท่ี เหมาะสมของเวลาในการเล้ียงหัว เช้ือ เร่ิมต้น ท่ี ส่ งผลต่อ

จลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 

1.4.2 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีส่งผลต่อจลนพลศาสตร์ของ
การผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 

1.4.3 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเวลาในการเล้ียงขั้นตอนการเจริญ (preculture) ท่ี
ส่งผลต่อจลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 

1.4.4 ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของอตัราการกวนและอตัราการให้อากาศท่ีส่งผลต่อ
จลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 

1.4.ศึกษาหาสภาวะท่ี เหมาะสมของสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี ส่งผลต่อ
จลนพลศาสตร์ของการผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวน ขนาด 5 ลิตร 

1.4.6 ศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนเพื่อมาใชแ้ทนสารสกดัจากยสี 
 
1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  
 

สามารถทราบสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงั
กวนขนาด 5 ลิตร สภาวะท่ีได้น่ีจะน าไปท าการทดลองในขนาดสเกลท่ีใหญ่ข้ึนจนไปถึงระดับ
อุตสาหกรรม และแหล่งในโตรเจนท่ีไดจ้ะช่วยลดตน้ทุนในการผลิตได ้



 

 

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 กรดแลก็ติก (Lactic acid) 
 
 กรดแล็กติกเป็นกรดอินทรียช์นิดหน่ึงท่ีมีช่ือทางเคมีวา่ 2-Hydroxypropanoic acid สูตรทาง
เคมี คือ CH3CHOHCOOH กรดแล็กติกมี 2 ไอโซเมอร์ คือ กรดดี-แล็กติก และกรดแอล-แล็กติก พบ
ไดใ้นธรรมชาติ 3 ชนิดคือ กรดแอล-แล็กติก กรดดี-แล็กติก และกรดดีแอล-แล็กติก ความแตกต่าง
ระหวา่งกรดดี-แล็กติกและแอล-แล็กติก คือ การจบักนัของหมู่ไฮดรอกซีท่ีมาเกาะตรงต าแหน่งของ
ไครัลคาร์บอนอะตอม ดงัรูป 2.1 
 

 
Leavo-lactic acid          Dextro-lactic acid 

 
 รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของกรดแอล-แล็กติก (+) และกรดดี-แล็กติก (-)  
 
 จากความแตกต่างของโครงสร้างของแอล(+)ไอโซเมอร์และดี(-)ไอโซเมอร์ ท าให้กรดแล็ก
ติกทั้ง 2 ไอโซเมอร์มีคุณสมบติัต่างกนัโดยจุดเดือดจะอยูท่ี่ 82-85 องศาเซลเซียสและจุดหลอมเหลว
ของกรดแอล-แล็กติกจะอยู่ ท่ี  16.8-33 องศาเซลเซียส ส่วนกรดดี-แล็กติก จุดเดือดและจุด
หลอมเหลวจะอยู่ท่ี 103 องศาเซลเซียส และ 52.8-53.6 องศาเซลเซียสตามล าดบั กรดแล็กติกท่ีมี
ความบริสุทธ์ิสูงจะไม่มีสี สามารถละลายได้ในน ้ า เอทานอล และอะซีโตน แต่ไม่ละลายใน
คลอโรฟอร์ม ปิโตรเลียมอีเทอร์ และคาร์บอนไดซัลไฟด์ (Lockwood และคณะ 1965, Budavari 
และคณะ, 1989; Holten และคณะ, 1971; Reddy และคณะ, 2008) คุณสมบัติของกรดแล็กติก
ทั้งหมดไดแ้สดงในตารางท่ี 2.1  
 
 กรดแล็กติกพบไดง่้ายในธรรมชาติ เช่นอาหารจ าพวกอาหารหมกัดอง และยงัมีการน าไป
ประยุกต์ใชอ้ยา่งแพร่หลายในอุตสาหกรรมต่างๆ นอกจากน้ีกรดแอล-แล็กติกยงัสามารถพบไดใ้น
ร่างกายมนุษย ์สัตวแ์ละส่ิงมีชีวิตในธรรมชาติดว้ย ส่วนกรดดี-แล็กติกนั้นจะพบไดน้อ้ยในธรรมชาติ 
มีจุลินทรียเ์พียงไม่ก่ีชนิดท่ีสามารถผลิตได ้กรดชนิดน้ีเม่ืออยู่ในร่างกายมนุษยร์ะบบเมแทบอลิซึม
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จะไม่สามารถก าจดัได ้องคก์ารอนามยัโลกจึงมีการก าหนดวา่มนุษยบ์ริโภคกรดดี-แล็กติกไดไ้ม่เกิน 
100 มิลลิกรัมต่อน ้าหนกัร่างกาย 1 กิโลกรัมต่อวนั (Lee, 2007; สาโรจน ์ศิริศนัสนียกุล, 2547) 
 
ตารางท่ี 2.1 คุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของกรดแล็กติก 
สูตรเคมี C3H6O3 
ช่ือเคมี 2-Hydroxy-propanoic acid 
น ้าหนกัโมเลกุล 90.08 
จุดหลอมเหลว L : 53oC 

D : 53oC 
จุดเดือด 122°C at 14 mm Hg 

82°C at 0.5 mm Hg 
Dissociation constant, Ka at 25°C 1.37×104 

Acidity (pKa) 3.85 
Heat of combustion,    Hc 1361 KJ/mole 
Specific heat, Cp at 20 oC 190 J/mole/°C 
(ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Narayanan และคณะ, 2004; ประเสริฐศกัด์ิ, 2011) 
 
2.2 ประโยชน์ของกรดแลก็ติก  
 

กรดแล็กติกเป็นกรดอินทรียท่ี์มีประโยชน์สามารถน ามาประยุกตไ์ดอ้ย่างหลากหลาย โดย
องค์การอาหารและยา สหรัฐอเมริกา (Food and Drug Administration, FDA) ส าหรับน ามาใช้เป็น
สารเติมแต่งอาหารและถูกน ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในอุตสาหกรรมอาหารและยา นอกจากน้ียงัมีการ
น ากรดแล็กติกมาใช้ในอุตสาหกรรม เคมี เวชภณัฑ์ พลาสติก เคร่ืองส าอาง และการแพทย ์โดย
ส่วนมากกรดแล็กติกท่ีน ามาใชจ้ะผลิตจากการหมกัของแบคทีเรีย และส่วนท่ีเหลือผลิตข้ึนจากการ
สังเคราะห์ทางเคมี กรดแล็กติกยงัเป็นท่ีตอ้งการมากข้ึนทุกปีจนถึงปัจจุบนั 
 

2.2.1 อุตสาหกรรมอาหาร  
แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดแล็กติกได ้ถูกน ามาใช้ในกระบวนการผลิตนมเปร้ียวและโย

เกิร์ต เม่ือรับประทานเขา้ไปแบคทีเรียจ าพวกน้ีจะมีคุณสมบติัเป็น probiotic ท าให้ระบบยอ่ยอาหาร
และระบบภูมิคุม้กนัดีข้ึน นอกจากน้ีกรดแล็กติกยงัสามารถช่วยยืดระยะเวลาของผลิตภณัฑ์อาหาร
หรือใชใ้นการถนอมอาหารและเคร่ืองด่ืม เช่นการหมกัดอง เป็นตน้ 
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2.2.2 อุตสาหกรรมเวชภัณฑ์  
อุตสาหกรรมด้านเวชภณัฑ์ได้น ากรดแล็กติกมามีส่วนในขั้นตอนการเตรียมยาและการ

ขนส่งยาไปยงัเป้าหมาย 
 

2.2.3 อุตสาหกรรมด้านการแพทย์ 
ไดมี้การน ากรดแล็กติกมาท าเป็นวสัดุปลูกถ่าย เช่น ไหมละลาย อวยัวะเทียม วสัดุปิดแผล 

วสัดุเยบ็แผล หรืออุปกรณ์ยึดกระดูก เน่ืองจากพอลิแล็กติกแอซิดเป็นเป็นพอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อย
สลายไดต้ามธรรมชาติ และสามารถเขา้กบัเน้ือเยือ่ได ้
 

2.2.4 อุตสาหกรรมเคมี 
กรดแล็กติกยงัสามารถน ามาใช้ในกระบวนการทางเคมี ใช้เป็นตวัท าละลายในผลิตภณัฑ์

จ าพวกยาทาเล็บ แล็กเกอร์ เน่ืองจากไม่เป้นอนัตรายต่อวิง่แวดลอ้มและไม่เกิดการกดักร่อน 
 

 2.2.5 อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง 
กรดแล็กติกมาใชใ้นการควบคุมค่าค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นส่วนผสมอยูใ่นครีมทาผิวและ

มอยเจอร์ไรเซอร์ในเคร่ืองส าอาง ให้ความชุ่มช่ืนแก่ผิวและช่วยฟ้ืนฟูสภาพผิว นอกจากน้ีกรดแล็ก
ติกยงัมีคุณสมบติัใช้เป็นสารผิวขาวข้ึน โดยมีกลไกการยบัย ั้งการท างานของไทโรซิเนส และยงัใช้
ในการป้องกนัการเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นเคร่ืองส าอางอีกดว้ย 
 

2.2.6 อุตสาหกรรมพลาสติก   
ปัจจุบันได้มีการน ากรดแล็กติกมาเป็นสารตั้ งต้นในการผลิตพอลิแล็กติกแอซิดหรือ

พลาสติกชีวภาพ เป็นพลาสติกท่ีสามารถย่อยสลายไดใ้นธรรมชาติโดยอาศยัจุลินทรียใ์นการย่อย 
เพื่อทดแทนพลาสติกท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึนจากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี ในการสร้างพลาสติกชีวภาพ
นั้นตอ้งการกรดแล็กติกท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงมาก พลาสติกชีวภาพท่ีไดอ้อกมาตอ้งทนความร้อนได้
สูง เพื่อท่ีสามารถใชง้านไดห้ลากหลายมากข้ึน 
 
2.3 กระบวนการหมักโดยจุลนิทรีย์ 
 

จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการหมกักรดแล็กติกนั้นจะเป็นจุลินทรียก์ลุ่มราและแบคทีเรีย และยงัมีการ
สังเคราะห์ดว้ยวธีิทางเคมีดว้ย 
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2.3.1 กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี 
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี เร่ิมจากการเติม  Hydrogencyanide ท าปฏิ กิ ริยากับ

Acetaldehyde จะได ้Lactonitrile ดงัขั้นตอนท่ี 1 จากนั้นจะเขา้สู่กระบวนการไฮโดรไลซิสดว้ยกรด
ซลัฟิวริก ไดเ้ป็นกรดแล็กติกและเกลือแอมโมเนียม ดงัขั้นตอนท่ี 2 หลงัจากนั้นจึงเขา้สู่กระบวนการ
ท าบริสุทธ์ิโดยกระบวนการเอสเทอร์ริฟิเคชัน่ (Esterification) ดว้ย Methanol ได ้Methyl lactate ดงั
ขั้นตอนท่ี 3 และผา่นขั้นตอนการไฮโดรไลซิสดว้ยน ้าไดก้รดแล็กติก ดงัขั้นตอนท่ี 4  
 

ขั้นตอนที ่1 : การเติมไฮโดรเจนไซดย์าไนด ์(Hydrogen cyanide) 
CH3CHO      +          HCN                                CH3CHOHCN 
Acetaldehyde    Hydrogen cyanide                       Lactonitrile  

 
ขั้นตอนที ่2 : การไฮโดรไลซิสดว้ยกรดซลัฟิวริก (Hydrolysis by H2SO4 ) 
CH3CHOHCN  +   H2O +   1/2H2SO4                         CH3CHOHCOOH   +   ½(NH4)2SO4 
Lactonitrile               Sulphuric acid                              Lactic acid            Ammonium salt 

 
ขั้นตอนที ่3 : การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ (Esterification)  
CH3CHOHCOOH   +   CH3OH                                CH3CHOHCOOCH3  +  H2O 
Lactic acid                 Methanol                                    Methyl lactate 

 
ขั้นตอนที ่4 : การไฮโดรไลซิสดว้ยน ้า (Hydrolysis by H2O) 
CH3CHOHCOOCH3  +  H2O                            CH3CHOHCOOH  +  CH3OH 
Methyl lactate                                                      Lactic acid          Methanol  

 
ท่ีมา : Narayanan และคณะ (2004) 

 
แต่การสังเคราะห์ด้วยวิธีการทางเคมีนั้นยงัมีขอ้เสีย คือ การสังเคราะห์ทางเคมีนั้นจะใช้

สภาวะท่ีรุนแรงในการท าปฏิกิริยา สารเคมีท่ีใชย้งัเป็นสารเคมีท่ีอนัตรายต่อมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม
อีกทั้งยงัมีราคาท่ีสูงอีกดว้ย และกรดแล็กติกท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ดว้ยวิธีทางเคมีนั้นจะเป็นกรด
แล็กติกท่ีอยูใ่นรูปไอโซเมอร์ผสมทั้งแอล-แล็กติกและดี-แล็กติก รูปท่ี 2.2 ซ่ึงไม่สามารถน าไปใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหารและยาได ้เน่ืองจากกรดแล็กติกท่ีใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและยานั้น คือ กรด
แล็กติกชนิดแอล เพราะว่ากรดแล็กติกชนิดดีนั้นไม่มีความจ าเพาะต่อระบบเมแทบอลิซึมของ
ร่างกาย เน่ืองจากร่างกายไม่มีเอนไซม์ดี-แล็กเตทดีไฮโดรจีเนส ท าให้เกิดการสะสมของกรดใน
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ร่างกายและในกระแสเลือดท าให้เกิดภาวะท่ีเป็นกรดสูง นอกจากนั้นกรดแล็กติกแบบไอโซเมอร์
ผสมน้ีไม่เหมาะท่ีจะน าไปสังเคราะห์พอลิแล็กติกแอซิด เพราะพลาสติกท่ีผลิตไดอ้อกมานั้นจะมี
ความเสถียรต ่า  
 
 

 
 
รูปท่ี 2.2 แสดงการผลิตกรดแล็กติกดว้ยวธีิทางเคมีและการหมกัของจุลินทรีย ์
 

2.3.2 กระบวนการหมักโดยรา 
ราสามารถผลิตกรดแอล-แล็กติกบริสุทธ์ิไดท้ั้งจากน ้ าตาลและแป้ง ซ่ึงเป็นแหล่งวตัถุดิบ

ทางการเกษตรท่ีมีราคาถูกและหาไดง่้าย รายงัสามารถสร้างเอนไซม์อะไมเลสท่ีมีคุณสมบติัในการ
เปล่ียนแป้งให้เป็นน ้ าตาล เพื่อน าน ้ าตาลไปใช้ในการเจริญเติบโต และเป็นสารตั้งตน้ในการผลิต
กรดแล็กติก แต่รานั้นตอ้งการอากาศจ านวนมากทั้งในการเจริญเติบโตและการผลิตกรดแล็กติก 
ส่งผลให้กระบวนการผลิตกรดแล็กติกโดยรานั้นมีตน้ทุนสูง และกระบวนการหมกัของราเป็นแบบ
เฮเทอโรเฟอร์เมนต์เทชั่น (Heterofermentation) ซ่ึงสามารถผลิตกรดแล็กติกและมีผลิตภัณฑ์
ขา้งเคียงออกมา เช่น กรดฟูมาริก แอลกอฮอล์ และคาร์บอนไดออกไซด์อีกด้วย และการน าราไป
เล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนนั้นค่อนขา้งยุง่ยาก เน่ืองจากรามีรูปร่างเป็นเส้นใย อาจจะไป
เกาะตามส่วนต่างๆของถงั ท าให้การถ่ายเทออกซิเจนเขา้สู่เซลล์เป็นไปไดย้าก ส่งผลให้ปริมาณกรด
ท่ีผลิตไดน้ั้นมีปริมาณนอ้ย 
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2.3.3 กระบวนการหมักโดยแบคทเีรีย  
แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกจะมีวิธีการและกระบวนการเล้ียงท่ีแตกต่างจากรา เน่ืองจาก

แบคทีเรียไม่ต้องการอากาศจ านวนมากเหมือนรา การเล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นไปได้ง่าย
เน่ืองจากแบคทีเรียเป็นเซลลเ์ด่ียว และตน้ทุนการผลิตไม่สูงเท่าการเล้ียงโดยใชร้า 
 

กระบวนการหมกักรดแล็กติกของจุลินทรียมี์ 4 ขั้นตอนดงัน้ี  
 

ขั้นตอนที่ 1 : กระบวนการหมกัและการควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง (Fermentation and 
neutralization) 
C6H12O6                      +         Ca(OH)2                                (2CH3CHOHCOO-)Ca2+  +  2H2O 
Carbohydrate        Calcium hydroxide                           Calcium lactate 

 
ขั้นตอนที ่2 : การไฮโดรไลซิสดว้ยกรดซลัฟิวริก (Hydrolysis by H2SO4) 
(2CH3CHOHCOO-)Ca2+         +     H2SO4                        2CH3CHOHCOOH     +      CaSO4 
Calcium lactate                Sulphuric acid                       Lactic acid          Calcium sulphate  

 
ขั้นตอนที ่3 : การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ (Esterification)  
CH3CHOHCOOH     +     CH3OH                                CH3CHOHCOOCH3  +  H2O 
Lactic acid                      Methanol                                    Methyl lactate 

 
ขั้นตอนที ่4 : การไฮโดรไลซิสดว้ยน ้า (Hydrolysis by H2O) 
CH3CHOHCOOCH3     +     H2O                               CH3CHOHCOOH     +     CH3OH 
Methyl lactate                                                                Lactic acid               Methanol  

 
การหมกัโดยจุลินทรียปั์จจุบนัมีขอ้ดีคือ เราสามารถน าวสัดุเหลือใชท้างการเกษตรมาเป็น

สารตั้งต้นในการผลิตกรดแล็กติกได้ เช่น แป้ง กากน ้ าตาล เซลลูโลสเป็นต้น ซ่ึงช่วยในการลด
ตน้ทุนการผลิต นอกจากน้ีแบคทีเรียยงัสามารถผลิตได้ทั้งกรดแอล-แล็กติกและกรดดี-แล็กติก ท่ี
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงถึง 90 เปอร์เซนตจ์ากกรดแล็กติกท่ีไดจ้ากการหมกัของแบคทีเรีย  
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2.4 แบคทเีรียทีส่ามารถผลติกรดแลก็ติก 
 

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดแล็กติกไดคื้อแบคทีเรียจ าพวก Aerococcus Carnobacterium  
Enterococcus Lactococcus Lactobacillus Leuconostoc Oenococcus Pediococcus Streptococcus 
Tetragenococcus Vagococcus และ Weissella ซ่ึงแบคทีเรียพวกน้ีจดัอยู่ในไฟลัมน์ (Phylum) ของ 
Firmicutes แบคทีเรียผลิตกรดแล็กติกส่วนใหญ่ท่ีพบได้มาก คือ Lactobacillus ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย
ชนิดแกรมบวก มีรูปร่างเป็นแท่งหรือทรงกลม ไม่สามารถผลิตเอนไซม์คะตะเลสไดแ้ละไม่สร้าง
สปอร์ ไม่มีระบบ Cytochome และสามารถทนค่าความเป็นกรด-ด่างต ่าๆ ไดดี้ ท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่างตั้ งแต่ 5.5-6.5 ไม่ต้องการออกซิเจนปริมาณมาก หากแต่ต้องการอาหารท่ีสมบูรณ์ในการ
เจริญเติบโต ทั้งน้ีเน่ืองจากแบคทีเรียพวกน้ีมีขอ้จ ากดัในการสังเคราะห์สารอาหารบางอย่าง เช่น 
กรดนิวคลีอิก กรดอะมิโน และเปปไทด์ แบคทีเรียพวกน้ีมีมากถึงกว่า 80 สปีช่ีส์ ส่วนใหญ่เป็น
แบคทีเรียไม่ก่อโรค สามารถพบไดต้ามธรรมชาติ เช่น อาหารหมกัดอง เน้ือสัตวห์มกั เคร่ืองในสัตว ์
ดิน เปลือกไม้ นม เนยแข็ง และเคร่ืองด่ืมแปรรูปจากนม เป็นต้น และยงัพบได้ในร่างกาย เช่น 
บริเวณเยื่อบุทางเดินอาหาร หรือช่องคลอด เป็นตน้ (Reddy และคณะ, 2008) ซ่ึงมีทั้งหมด 12 สกุล 
ตามลกัษณะท่ีแตกต่างกนัออกไป ไดแ้ก่ 
 

2.4.1 Aerococcus  
กลุ่มน้ีมีลกัษณะการแบ่งตวัลกัษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดยแบ่งตวัคร้ังท่ี 2 ในทิศ

ด้านขวามือของคร้ังแรก ทาให้เกิดลักษณะเฉพาะเป็นเซลล์ 4 เซลล์ติดกันคล้ายจตุรัส (Tetrad 
formation) ประกอบด้วย 2 สปีชีส์ คือ A. viridians และ A. urinae ซ่ึงเปล่ียนแปลงจาก P. homari 
และ P. urinae–equi ตามล าดบั (Stlies และ Holzapfel, 1997) 
 

2.4.2 Carnobacterium  
เซลลมี์รูปร่างเป็นท่อนเรียวหรือท่อนตรงขนาดสั้น มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.5-

0.7 ไมครอน และยาว 1.1-3.0 ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นเซลล์เด่ียวหรือคู่ มกัไม่พบการเรียงเป็นสาย
โซ่ ผลิตกรดแอล-แล็กติก อะซีติก เอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์ จากการหมกัเฮกโซส มี 6 สปี
ชี ส์  คื อ C.  divergens C. piscicola C. mobile C. funditum แ ล ะ  C. alterfunditum มี  mol %G+C 
ระหวา่ง 31.6 - 37.2 % (Stlies และ Holzapfel, 1997) 
 

2.4.3 Enterococcus  
เซลล์มีลกัษณะรูปไข่ จดัเรียงตวัเป็นเซลล์เด่ียว หรือสายโซ่สั้ นๆ ผลิตกรดแอล-แล็กติก 

สามารถเจริญในช่วงอุณหภูมิ 10 หรือ 45 องศาเซลเซียส ประกอบดว้ย 5 กลุ่ม ไดแ้ก่ Enterococcus 
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faecalis Ent. avium Ent. gallinarum และ Ent. cecorum มี mol %G+C ระหว่าง 37-40 % (Devriese 
และ Pot, 1995) 

 

2.4.4 Lactococcus  
เซลล์มีลกัษณะรูปร่างกลมหรือรูปไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 - 1 ไมครอน จดัเรียงตวั

เป็นเซลล์เด่ียวเป็นคู่หรือต่อกนัเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแอล-แล็กติก สามารถพบไดใ้น ผกักาด ถัว่ และ 
หญ้า ปัจจุบนัประกอบด้วย 5 สปีชีส์ ได้แก่ Lactococcus lactis ssp. lactic Lc. lactis ssp. cremoris 
Lc. lactis ssp. hordniae Lc. garvieae Lc. plantarum Lc. raffinolactis และ Lc. piscium มี  mol %G 
+C ระหวา่ง 34-43 % (Teuber, 1995) 
 

2.4.5 Lactobacillus  
เป็นแบคท่ีเรียกรดแล็กติกท่ีพบไดม้ากท่ีสุด มีความหลากหลายด้านฟีโนไทป์ สรีรวิทยา

และชีวเคมี เน่ืองจากความแตกต่างของ mol %G+C ภายในสูง คือระหวา่ง 32- 53 % เซลล์มีรูปร่าง
เป็ น แท่ ง ซ่ึ งแบ่ ง ได้ เป็ น  3 ก ลุ่ ม  คื อ  Obligately homofermentative lactobacilli Facultatively 
heterofermentative lactobacilli และ Obilgately heterofermentative lactobacilli 
 

2.4.6 Leuconostoc  
เซลลมี์สัณฐานข้ึนกบัอาหารเล้ียงเช้ือ ในอาหารท่ีมีกลูโคสเซลลมี์ลกัษณะยดืออกคลา้ยกลุ่ม 

Lactobacilli หากเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีนมเป็นองคป์ระกอบ เซลล์จะมีรูปร่างกลม การจดัเรียง
ตัวเป็นเซลล์เด่ียว อยู่เป็นคู่หรือเป็นสายโซ่สั้ นถึงปานกลาง ผลิตกรดดี-แล็กติก เอทานอล 
คาร์บอนไดออกไซด์ และสารหอมระเหยจากการหมกักลูโคส (Heterofermentative) ช่วยสร้างกล่ิน
รสในอาหารหมกัดอง ปัจจุบนัประกอบด้วย 8 สปีชีส์คือ Leuconostoc mesenteroides Leuc. lactis 
Leuc. gelidum Leuc. carnosum Leuc. pseudomesenteroides Leuc. citreum Leuc. argentinum และ 
Leuc. fallax มี mol %G+C ระหวา่ง 37-40 % (Dellaglio และคณะ, 1995) 
 

2.4.7 Oenococcus  
ประกอบด้วยสปีชีส์เดียวคือ Oenococcus oeni มีคุณสมบติัการทนกรดและเอทานอลใน

ปริมาณท่ีสูง (Dellaglio และคณะ, 1995) 
 

2.4.8 Pediococcus  
เซลล์มีลกัษณะรูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.36-0.143 ไมครอน มีลกัษณะการ

แบ่งตวัเหมือนกบั Aerococcus ในภาวะไม่มีอากาศ ผลิตกรดแล็กติกชนิด ดีแอลและแอล-แล็กติก 
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จากกระบวนการหมกัโดยกลูโคส ปัจจุบนัประกอบดว้ย 6 สปีชีส์ ไดแ้ก่ Pediococcus acidilactici P. 
damonosus P. dextrinicus P. inopinatus P. parvulus และ P. pentosaceus มี  mol %G+C ระหว่าง 
34-44 % (Simson และ Taguchi, 1995) 

 

2.4.9 Streptococcus  
เซลล์มีลกัษณะรูปร่างกลมหรือรูปไข่ มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.8-1.2 ไมครอน จดัเรียง 

ตวัเป็นสายโซ่ หรือคู่ ผลิตกรดแอล-แล็กติก เป็นโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ สามารถเจริญได้ในช่วง
อุณหภูมิ 20-42 องศาเซลเซียส มี mol %G+C ระหวา่ง 34 -46 % (Hardie และ Whiley, 1995) 
 

2.4.10 Tetragenococcus  
การแบ่งตวัเหมือน Pediococcus เน่ืองจากเดิม คือ สปีชีส์ P. halophilus ไดจ้ดัจ าแนกใหม่

จากการเจริญในอาหารซ่ึงมีเกลือโซเดียมคลอไรค์สูงถึง 18 % และมีล าดบัเบสบน 16s rRNA gene 
ใกลเ้คียงกบัเช้ือสกุล Enterococcus และ Carnobacterium มากกว่าสกุลเดิม (Stlies และ Holzapfel, 
1997) 
 

2.4.11 Vagococcus  
เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเคล่ือนท่ีได้ ยกเวน้บางสายพันธ์ุ ประกอบด้วย 2 สปีชีส์  คือ 

Vagococcus fluvialis ซ่ึ งเดิมอยู่ใน  Streptococcus และ V. salmoninarum (Stlies และ Holzapfel, 
1997) 
 

2.4.12 Weissella  
มีลักษณะคล้าย Leuconostoc และ Lactobacillus รูปร่างเซลล์เป็นแท่งและกลม แต่มี

ลกัษณะแตกต่างคือ ขาดกรดอะมิโนบางชนิดท่ีผนงัเซลล์ คือกรดแอสปาติก และกรดไดอะมิโนพิมิ
ลิก ประกอบดว้ยแบคทีเรีย 7 สปีชีส์ ซ่ึงเดิมอยู่ในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus คือ Leuc. 
paramesenteroides (Weissella paramesenteroides) Lactobacillus confusus (W. confusus) Lb. 
halotolerans (W. halotoleran) Lb. kandleri (W. kandleri) Lb. minor (W. minor) แ ล ะ  Lb. 
viridescens (W. viridescen) (Stlies และ Holzapfel, 1997) 
 
 
 
 



14 

 

2.5 กระบวนการหมักของแบคทเีรียผลติกรดแลก็ติก แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มดังนี ้
 
 แบคทีเรียกลุ่ม โฮโมเฟอร์เมนเททีฟ (Homofermentative) แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะผลิตกรดแล็ก
ติกออกมาอย่างเดียวโดยสามารถผลิตกรดแล็กติก 2 โมลและพลงังานในรูป ATP จ านวน 2 โมล 
จากกลูโคส 1 โมล ผ่านวิถีไกลโคไลซิส (Glycolysis pathway) โดยแบคทีเรียกลุ่มน้ี  ได้แก่ 
Lactobacillus sp. และ Lactococcus sp. เป็นตน้ ส่วนอีกกลุ่ม คือ แบคทีเรียกลุ่ม เฮเทอโรเฟอร์เมน
เททีฟ (Heterofermentative) แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะใช้กลูโคส 1 โมลเปล่ียนเป็นกรดแล็กติกและ
พลงังานในรูป ATP อยา่งละ 1 โมลและยงัมีเอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์อยา่งละ 1 โมลออก
มาดว้ย ดงัรูปท่ี 2.3 
 

 
 
รูปที ่2.3 แสดงการหมักแบบโฮโมเฟอร์เมนเททฟีและเฮเทอโรเฟอร์เมนเททฟี 
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2.6 แบคทเีรียผลติกรดแลก็ติกแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มตามเอนไซม์แลก็เทตดีไฮโดรจีเนส 
  
 แบคทีเรียแล็กติกนั้นสามารถผลิตกรดแล็กติกได ้3 ชนิดคือ แอล-แล็กติก ดี-แล็กติก และดี
แอล-แล็กติก ข้ึนกับเอนไซม์แล็กเทตดีไฮโดรจีเนสท่ีมีอยู่ในเซลล์แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียท่ีมี
เอนไซมแ์อล-แล็กเตทดีไฮโดรจีเนสจะสามารถผลิตกรดแอล-แล็กติก ส่วนแบคทีเรียท่ีมีเอนไซมดี์-
แล็กเตทดีไฮโดรจีเนสจะผลิตกรดดี-แล็กติกออกมา และยงัมีแบคทีเรียบางกลุ่มท่ีสามารถผลิตกรด
แล็กติกไดท้ั้ง 2 ไอโซเมอร์คือกรดดีแอล-แล็กติก เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มน้ีจะมีทั้งเอนไซม์แอล-
แล็กเตทดีไฮโดรจีเนสและดี-แล็กเตทดีไฮโดรจีเนส กลุ่มแบคทีเรียท่ีผลิตไอโซเมอร์ต่างกนัแสดงใน
ตารางท่ี 2.2 
 
ตารางท่ี 2.2 แสดงการหมกัของแบคทีเรียชนิดต่างๆและไอโซเมอร์ท่ีได ้

Genera and species Fermentative Isomer of lactic acid 

Lactobacillus   
L. brevis Heterofermentative DL 
L. bulgaricus Homofermentative D(-) 
L. casei Homofermentative L(+) 
L. curvatus Homofermentative DL 
L. delbrucekii Homofermentative D(-) 
L. lactis Homofermentative D(-) 
L. plantarum Homofermentative DL 
Sporolactobacillus   
S. inulinus Homofermentative D(-) 
S. laevolacticus Homofermentative D(-) 
S. nakayamae Homofermentative D(-) 
Streptococcus   
S. cremoris Homofermentative L(+) 
S. faecalis Homofermentative L(+) 
S. lactis Homofermentative L(+) 
Leuconostoc   
L. dextranicum Heterofermentative D(-) 
L. mesenteroides Heterofermentative D(-) 
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Genera and species Fermentative Isomer of lactic acid 
P. damnosus Homofermentative DL 
Bifidobacterium   
B. bifidum Heterofermentative L(+) 
ท่ีมา : Vijayakuma และคณะ, 2008, ประเริฐศกัด์ิ, 2011, พิมทอง, 2011 
 

2.7 แบคทเีรียผลติกรดแลก็ติกสกุล Sporolactobacillus 
  
 แบคทีเรียผลิตกรดแล็กติกส่วนมากจะเป็นพวก Lactobacillus sp. ท่ีสามารถผลิตกรดดี-
แล็ก ติกได้แล้วนั้ นย ังพบว่ามีแบคที เรียอยู่ อีกสกุล ท่ีส ามารถผลิตกรดดี -แล็ก ติกได้ คือ 
Sporolactobacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปแท่ง สร้างสปอร์ไม่ผลิตคะตะเลส ส่วนใหญ่
ส าม าร ถ เค ล่ื อ น ท่ี ไ ด้  จั ด อ ยู่ ใ น  Phylum Firmicutes Class Bacilli Order Bacillales Family 
Sporolactobacillaceae ผนังเซลล์ประกอบด้วย meso-diaminopimelic acid มีโมลเปอร์เซ็นต์ GC 
43-50 เปอร์เซ็นต์  เช่น  Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae S. nakayamae subsp. 
racemicus S. inulinus S. terrae S. kofuensis S. lactosus S. laevolacticus S. putidus และ  S. vineae 
เป็นตน้ (Chang และคณะ, 2008; Yanagida และคณะ, 1997) 
 
 2.7.1 Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae  

สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ  15-40 °C และท่ีความเข้มข้น 3-7 % NaCl ผลิตกรดได้จาก 
Maltose galactose sucrose trehalose แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก Arabinose ribose xylose rhamnose 
lactose cellobiose melibiose salicin และ starch มีโมลเปอร์เซ็นต ์GC 43-47 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสามารถ
แยกเช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997) 
 
 2.7.2 Sporolactobacillus terrae  

สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ  15-40 °C และท่ีความเข้มข้น 3-5 % NaCl ผลิตกรดได้จาก 
Trehalose galactose sucrose และ  inulin แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก  Ribose xylose rhamnose 
lactose sorbitol arabinose melibiose และ starch มีโมลเปอร์เซ็นต์ GC 43-46 เปอร์เซ็นต์ สามารถ
แยกเช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997)  
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2.7.3 Sporolactobacillus kofuensis  
สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ  25-40 °C และท่ีความเข้มข้น 3-7 % NaCl ผลิตกรดได้จาก 

Galactose maltose sucrose raffinos mannitol และ inulin แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก Arabinose 
ribose xylose rhamnose cellobiose lactose และ  sorbitol มี โมล เปอร์ เซ็นต์  GC 43 เปอร์ เซ็นต ์
สามารถแยกเช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997)  
 

2.7.4 Sporolactobacillus lactosus  
สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ  15-45 °C และท่ีความเข้มข้น 3-4 % NaCl ผลิตกรดได้จาก 

Galactose lactose melibiose trehalose ส ายพัน ธ์ุ น้ี ส่ วนใหญ่ผลิตกรดได้จาก  Maltose sucrose 
raffinose inulin มีโมลเปอร์เซ็นต์ GC 43-46 เปอร์เซ็นต์ สามารถแยกเช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และ
คณะ, 1997)  
 

2.7.5 Sporolactobacillus putidus  
โคโลนีมีลกัษณะกลมขนาด 1-2 มิลลิเมตร เจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 30-45°C เจริญไดใ้นช่วงค่า

ความเป็นกรด-ด่าง 3.5-5.5 ไม่สร้าง Oxidase และคะตะเลส ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเทรต กรดผลิตได้
จ า ก  Galactose D-glucose D-fructose D-mannose mannitol maltose sucrose แ ล ะ  trehalose มี
องค์ประกอบ  Fatty acid คือ  Iso-C16:0 anteiso-C15:0 anteiso-C17:0 มี  Menaquinone 7 มี โมล
เปอร์เซ็นต ์GC 47 เปอร์เซ็นต ์แยกเช้ือไดจ้ากน ้าส้มบูด (Fujita และคณะ, 2010)  
 

2.7.6 Sporolactobacillus vineae  
สามารถเจริญไดใ้นช่วงค่าความเป็นกรด-ด่าง 6-7 เจริญท่ีอุณหภูมิ 25-40 °C เจริญท่ีความ

เข้มข้น 7 %NaCl สามารถสร้างกรดได้จากกลูโคส Fructose mannose และ sorbitol ไม่สามารถ
รีดิวซ์ไนเทรต ไม่ผลิตคะตะเลส และออกซิเดส มีองค์ประกอบ Fatty acid คือ Iso-C15:0 anteiso-
C15:0 anteiso-C17:0 มี Menaquinone 7 มีโมลเปอร์เซ็นต์ GC 47 เปอร์เซ็นต์ คดัแยกเช้ือไดจ้ากดิน
ในไร่องุ่นจากประเทศเกาหลี (Chang และคณะ, 2008) 
 
2.8 ปัจจัยทีส่่งผลต่อการผลติกรดแลก็ติก 
  
 ในการผลิตกรดแล็กติกจากจุลินทรียน์ั้นปัจจยัท่ีส าคญั คือ เช้ือสายของจุลินทรีย ์ขั้นตอน
และวิธีในการเล้ียง สภาวะท่ีเล้ียง และอาหารท่ีใช้เล้ียงจุลินทร์ ซ่ึงปัจจยัเหล่าน้ีจะส่งผลถึงการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย ์รวมไปถึงผลผลิตและอตัราการผลิตกรดแล็กติกของจุลินทรียอี์กดว้ย 
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 2.8.1 สายพนัธ์ุของจุลนิทรีย์ 
 จุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธ์ุจะสามารถผลิตกรดแล็กติกไดใ้นปริมาณไม่เท่ากนั รวมไปถึงไอ
โซเมอร์ของกรดแล็กติกท่ีผลิตออกมาก็จะไม่เหมือนกนัข้ึนอยู่กบัเอนไซม์ดีไฮโดรจีเนสในเซลล์
ของจุลินทรีย ์จุลินทรียจ์  าพวกโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ จะสามารถผลิตกรดแล็กติกไดดี้กว่าจุลินทรีย์
จ  าพวกเฮเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ 

2.8.2 สภาวะทีเ่ลีย้ง 
 2.8.2.1 อุณหภูมิ 
 อุณหภูมิมีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุจะเจริญได้ดีท่ี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม เช่น แบคทีเรียในกลุ่มมีโซไฟล์ (Mesophile) จะเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิในช่วง 28-
45 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีแบคทีเรียกลุ่มเทอโมไฟล์ (Thermophile) สามารถเจริญได้ดีในช่วง
อุณหภูมิ 45-62 องศาเซลเซียส การเลือกใชอุ้ณหภูมิท่ีเหมาะสมจะท าใหแ้บคทีเรียมีการเจริญเติบโต
ไดดี้ เม่ือมีการเจริญเติบโตดีการผลิตกรดแล็กติกก็จะดีดว้ย โดยทัว่ไปแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแล็กติก
จะสามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 37-45 องศาเซลเซียส เช่น Lactobacillus delbrueckii subsp. 
delbrueckii IFO 3202 เจริญและผลิตกรดแล็กติกได้ดีท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Tanaka และ
คณะ, 2006) และยงัมี Sporolactobacillus sp. Strain CASD มีการเจริญเติบโตและให้ผลผลิตกรด
แล็กติกท่ีดี ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส (Zhao และคณะ, 2010) การท่ีแบคทีเรียสามารถเจริญไดดี้
ในภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงนั้น จะเป็นขอ้ไดเ้ปรียบเม่ือน าไปใช้ในอุตสาหกรรมในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาดใหญ่เน่ืองจากในอุตสาหกรรมจะมีอุณหภูมิท่ีสูงจะสามรถประหยดัค่าหล่อเยน็ไดเ้ป็นการลด
ตน้ทุนการผลิต อีกทั้งท่ีอุณหภูมิสูงจะมีการปนเป้ือนค่อนขา้งยาก ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญ
ไดท่ี้อุณหภูมิสูง ดงัตารางท่ี 2.3 
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ตารางท่ี 2.3 การเจริญของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแล็กติกท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

สายพนัธ์ุ อุณหภูม ิ(oC) แหล่งคาร์บอน กรดแลก็ตกิ (g/L) Yield Productivity (g/L.h) 

L. casei NRRL 
B-441 

37 Hydrolysate barley starch 140 0.98 - 
41 Hydrolysate barley starch 117 0.82 - 

L. paracasei 
 No 8 

30 Sweet sorghum - - 1.5 
36 Sweet sorghum - - 1.9 
44 Sweet sorghum - - 2.2 

L. amylophilus 
ATCC 49845 

28 Starch 29 0.58 0.44 
35 Starch 30 0.60 0.33 

L. casei 
NRRL B-441 

30 Glucose 80 0.89 3.2 
37 Glucose 80 0.89 5.6 
45 Glucose 42 0.47 1.2 

L. rhamnosus 
ATCC 10863 

30 Glucose 67 0.74 3.3 
37 Glucose 70 0.78 3.3 
45 Glucose 75 0.83 3.3 

Lc. lactis sp. 
lactis 
ATCC 19435 

30 Maltose 3.2 0.70 1.0 
37 Maltose 4.0 0.80 1.1 
30 Glucose 60 1.3 2.2 
34 Glucose 65 1.5 2.8 
37 Glucose 60 1.5 2.3 
40 Glucose 50 1.2 1.5 

หมายเหตุ : L., Lactobacillus; Lc., Lactococcus (ท่ีมา : ประเสริฐศกัด์ิ, 2011) 
 
 2.8.2.2 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
 นอกจากอุณหภูมิแลว้ปัจจยัอีกอยา่งหน่ึงท่ีมีความส าคญัซ่ึงส่งผลต่อการเจริญเติบโต คือ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ในการผลิตกรดแล็กติกค่าความเป็นกรด-ด่างจะมีการเปล่ียนแปลง เน่ืองจากเม่ือ
เวลาผา่นไปแบคทีเรียจะผลิตกรดแล็กติกออกมาเม่ือผลิตออกมาสะสมมากข้ึนจะท าให้น ้ าหมกัเกิด
ภาวะความเป็นกรดมากเกินไป ซ่ึงแบคทีเรียผลิตกรดแล็กติกโดยทัว่ไปแลว้จะสามารถอยูใ่นสภาวะ
ความเป็นกรดไดจ้นถึงค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 4.5 ถา้ต ่ากวา่น้ีแบคทีเรียจะไม่สามารถเจริญ
และอาจตายได้ การควบคุมค่าค่าความเป็นกรด-ด่างในระบบจึงเป็นส่ิงส าคัญอีกอย่างใน
กระบวนการผลิตกรดแล็กติก โดยทัว่ไปแลว้ค่าค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมจะอยู่ในช่วง 5.5-
6.8 ดงัตารางท่ี 2.4 ท าการควบคุมโดยใชส้ารเคมี เช่น CaCO3 Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH เป็นตน้ 
การควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างให้คงท่ีจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตกรดแล็กติกไดมี้
ประสิทธิภาพอีกดว้ย (Hofvendahl และ Hagerdal, 2000; Vaidya และคณะ, 2005) 
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ตารางท่ี 2.4 สารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างในการหมกักรดแล็กติก 

สายพนัธ์ุ 
แหล่ง 

คาร์บอน 
pH 

สารควบคุมค่า
ความเป็นกรด-

ด่าง 
กรดแลก็ตกิ (g/L) Yield Productivity (g/L.h) 

L. amylophilus 
ATCC 49845 

Glucose 6.5 NaOH - - 1.2 
Glucose 7.1 NaOH - - 1.0 

L. delbrueckii 
IFO 3534 

Cellulose 4.2 CaCO3 15 0.30 - 
Cellulose 5.0 CaCO3 26 0.52 - 
Cellulose 5.9 CaCO3 18 0.36  

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
ATCC 11842 

Sorghum 6.5 NH3 - - 2.3 

Sorghum 6.0 NH3 - - 4.5 

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
ATCC 55163 

Whey 6.0 NH4OH 50 0.64 - 

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
NRRL B-548 

Cellulose 4.2 NH4OH 27 0.27 0.23 

Cellulose 5.0 NH4OH 52 0.58 0.43 

L. rhamnosus 
ATCC 10863 

Glucose 7.5 NH4 - - 17 
Glucose 6.3 NH4 - - 23 

L. rhamnosus 
ATCC 7469 

Glucose 6.2 CaCO3 26 0.81 2.6 

Lc. lactis sp. 
lactis ATCC 
19435 

Hydrolysate 
wheat 

6.0 NaOH 96 0.76 3.0 

Lc. lactis sp. 
lactis biovar 
diacetylactis 
CNRZ 2125 

Lactose + 
Citrate 

5.0 NaOH 7.0 0.13 0.83 

Lactose + 
Citrate 

6.5 NaOH 38 0.73 7.7 

L. salivarius sp. 
salivarius ATCC 
11742 

Soy 
molasses 

5.6 NaOH 5.5 0.85 - 

Soy 
molasses 

6.4 NaOH 4.9 0.82 - 

หมายเหตุ : L., Lactobacillus; Lc., Lactococcus (ท่ีมา : ประเสริฐศกัด์ิ, 2011) 
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2.8.3 อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

สารอาหารเป็นส่ิงส าคญัต่อส่ิงมีชีวิตทุกชนิดรวมไปถึงจุลินทรียด์้วย ถ้าในกระบวนการ
หมักมีสารอาหารท่ีเพียงพอและเหมาะสมจะท าให้จุลินทรียเ์จริญเติบโตได้ดีและสามารถผลิต
ผลิตภณัฑ์ออกมาได้จ  านวนมาก สารอาหารท่ีเหมาะสมจะมีความแตกต่างกนัข้ึนกบักระบวนการ
และวธีิการหมกัท่ีใช ้โดยทัว่ไปแลว้จะมีสารอาหารหลกั เช่น แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และ
เกลืออนินทรีย ์เป็นตน้ โดยปริมาณความเขม้ขน้ของอาหารท่ีใช้นั้นข้ึนกบัจ านวนจุลินทรีย ์ขนาด
ของการหมกัและวธีิการหมกัท่ีใช ้ 
  

2.8.3.1 แหล่งคาร์บอน 
คาร์บอนเป็นสารอาหารหลกัส าคญัของจุลินทรีย ์ช่วยในการสร้างเซลล์และพลงังานของ

จุลินทรีย ์
กลูโคส (Glucose) เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีนิยมใช้มากท่ีสุดเพราะเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว

แบคทีเรียจึงสามารถน าไปใชไ้ดเ้ลยโดยไม่ตอ้งผา่นกระบวนการยอ่ยต่างๆก่อนเขา้สู่ระบบเมแทบอ
ลิซึม โดยการหมกัของจุลินทรียก์ลูโคสจะถูกเปล่ียนเป็นไพรูเวท จากนั้นจะถูกเปล่ียนเป็นกรดแล็ก
ติกและผลิตภณัฑอ่ื์นๆ เช่น ฟูมาริก และเอทานอล เป็นตน้  

นอกจากกลูโคสแลว้ยงัมีแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆอีกเช่น แล็กโทส ไซโลส อะราบิโนส หางนม 
กากน ้ าตาล เซลลูโลส และแป้ง เป็นตน้ท่ีสามารถน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนได้แต่บางชนิดตอ้ง
ผ่านกระบวนการย่อยเพื่อให้เป็นโมเลกุลเล็กเสียก่อนเพื่อให้แบคทีเรียน าไปใช้ได้ง่ายเน่ืองจาก
แบคทีเรียบางชนิดไม่มีเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยได ้แหล่งคาร์บอนอ่ืนๆท่ีน ามาใชด้งัตารางท่ี 2.5 
 

2.8.3.2 แหล่งไนโตรเจน 
ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของอาหารท่ีส าคญัอีกอยา่งหน่ึงนอกจากแหล่งคาร์บอนแลว้

จุลินทรียย์งัตอ้งการแหล่งไนโตรเจนเพื่อใชใ้นกระบวนการสังเคราะห์กรดอะมิโน แหล่งไนโตรเจน
มีทั้งท่ีเป็นสารอินทรีย ์เช่น สารสกดัจากยีส เปปโทน เป็นตน้ และสารอนินทรีย ์เช่น แอมโมเนียม
คลอไรด์ แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมฟอตเฟต เป็นตน้ โดยทัว่ไปแล้วจุลินทรียจ์ะสามารถ
เจริญไดดี้ในแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย ์นอกจากน้ียงัมีวตัถุดิบทางการเกษตรน ามาใชเ้ป็น
แหล่งไนโตรเจนเพื่อเป็นการลดตน้ทุนไดอี้กดว้ย เช่น ถัว่เหลือและน ้าแช่ขา้วโพด เป็นตน้  
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ตารางที ่2.5 แสดงการใช้แหล่งคาร์บอนทีใ่ช้ผลติกรดแลก็ติก 
 

Carbon source (g/l) 
 

Microorganisms 
Optical purity 
D-Lactic acid 
(%) 

 
Reference 

Lactose (100 g/l) L. bulgaricus 99.9 Benthin and Villadsen 
(1995) 

Glucose (10 g/l) L. delbrueckii 
L. coryniformis subsp. torquens 
Leuc. mesenteroides subsp. 
mesenteroides 
Leuc. mesenteroides subsp. 
dextranicum 
Leuc. carnosum 
Leuc. fallax 

87.2 
92.2 
95.7 

 
91.5 

 
94.0 
86.1 

Manome et al. (1998) 

Filter paper (33 g/l) L. coryniformis subsp. torquens 100.0 Yáñez et al. (2003) 
Rice starch (100 g/l, converted 
value as maltose) 

L. delbrueckii 97.5 Fukushima et al. (2004) 

Rice bran (100 g/l) L. delbrueckii 95.0 Tanaka et al. (2006) 
Sugarcane molasses (119 g/l) 
Sugarcane juice (133 g/l) 
Sugar beet juice (105 g/l) 

L. delbrueckii 
L. delbrueckii 
L. delbrueckii 

97.1 
98.3 
97.5 

Calabia and Tokiwa (2007) 

Rice powder (100 g/l, converted 
value as maltose) 

L. delbrueckii LD 0028 97.5 Lee (2007) 

Glucose (100 g/l) L. plantarum NCIMB 8826 
ΔldhL1/pCUSαA 

99.7 Okano et al. (2009b) 

Raw corn starch (100 g/l) L. plantarum NCIMB 8826 
ΔldhL1/pCUSαA 

99.6 Okano et al. (2009b) 

Cellooligisaccharides (2 g/l) L. plantarum NCIMB 8826 
ΔldhL1/pCUSαA 

99.5 Okano et al. (2010) 

Hydrolyzed cane sugar (150 g/l) L. lactis NCIM2368 98.0 Joshi et al. (2010) 

หมายเหตุ : L., Lactobacillus; Leuc., Leuconostoc. (ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Pramkaew, 2010) 
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2.8.4 จลนพลศาสตร์ของการหมัก 
 

ในการหมกันั้นเราจ าเป็นตอ้งศึกษาถึงไคเนติกส์ของการหมกัดว้ย จะท าให้เราไดรู้้ช่วงการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ อัตราการใช้สารตั้ งต้น การใช้อากาศ การสร้างผลิตภัณฑ์ และการ
เปล่ียนแปลงของความเป็นกรดด่างในระบบได ้

จุลินทรียจ์ะแบ่งเป็น 4 ช่วงใหญ่ๆตั้งแต่เร่ิมเจริญเติบโตจนตายดงัน้ี ช่วงระยะปรับตวั (lag 
phase) เป็นช่วงท่ีแบคทีเรียก าลงัปรับตวักบัสภาพแวดลอ้มและเตรียมท่ีจะเจริญเติบโต โดยในการ
หมกัระดบัอุตสาหกรรมตอ้งการท่ีให้ช่วงน้ีใชเ้วลาสั้นท่ีสุดเพื่อลดตน้ทุนการผลิต จากนั้นจะเขา้สู้
ช่วงการเจริญ (log phase) เป็นช่วงท่ีแบคทีเรียเพิ่มจ านวนเม่ือแบคทีเรียเจริญไดสู้งสุดถึงระดบัหน่ึง
จะเขา้สู่ช่วงการเจริญคงท่ี (stationary phase) จากนั้นเซลล์จะเขา้สู้ช่วงการตาย (death phase) ดงัรูป
ท่ี 2.4 
 
 

 
  
รูปที ่2.4 การเจริญเติบโตของจุลนิทรีย์ในระบบการเพาะเลีย้งแบบแบตช์ 
 
 เม่ือจุลินทรีย์ได้เข้าสู่ช่วง log phase จุลินทรีย์จะมีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณซ่ึงการ
เจริญเติบโตในช่วงน้ีนอกจากความเขม้ขน้เซลล์จะเพิ่มข้ึนแลว้ อตัราการเพิ่มของความเขม้ขน้ของ
เซลล์ก็เพิ่มข้ึนด้วย นั่นคือเซลล์เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาท่ีสามารถเพิ่มจ านวนตวัเองได ้นอกจากมนัจะ
เป็นตวัท าให้เกิดปฏิกิริยาแลว้ มนัยงัเพิ่มจ านวนของตวัเร่งปฎิกิริยาดว้ย เม่ือจ านวนของเซลลเ์พิ่มข้ึน 
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อตัราการเกิดปฏิกิริยาก็เพิ่มข้ึนดว้ย ดงันั้นหากสภาวะแวดลอ้มอ่ืนๆ คงท่ี อตัราการเพิ่มของเซลล ์จะ
แปรผนัตามความเขม้ขน้ของเซลลใ์นขณะนั้น ดงัความสัมพนัธ์ 
 

dx/dt ∝ x 
 

ความสัมพนัธ์แปรผนัตามน้ี สามารถเปล่ียนเป็นสมการโดยแทนดว้ยค่าคงท่ี μ 
 

         dx/dt = µx                    ……………………………….(1) 

 
เม่ือ x = ความเขม้ขน้ของเซลล ์
t = เวลา (ชัว่โมง) 
μ = อตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate) 
 
เม่ือใส่ลอกาลิทึมในสมการท่ี (1) จะได ้
 

ln X1 = ln X0 + µt   ..........................................................(2) 

 
เม่ือน าสมการ (2) มาวาดกราฟจะไดก้ราฟเส้นตรง ซ่ึงมีค่าความลาดเอียง (slope) เท่ากบัอตัราการ

เจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุด (µmax)  
 
 กระบวนการหมกัสามารถแบ่งออกได ้3 ประเภทหลกั แบ่งตามวธีิการเล้ียง 
 1.การหมกัแบบแบตช์ (Batch fermentation) เป็นการหมกัท่ีท าการเพาะเล้ียงเซลล์ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบระบบปิด จะไม่มีการเติมอาหารเขา้ไปและดึงเอาอาหารออกมา การหมกัแบบน้ี
ปริมาตรจะคงท่ีขณะท่ีเซลล์จุลินทรียมี์การเจริญเติบโตไปเร่ือยๆ ในปี 2013 Nguyen และคณะไดท้ า
การใช้ Hydrodictyon reticulatum ตากแห้ง มาเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใช้
แบคทีเรีย Lactobacillus coryniformis subsp. torquens ด้วยวิธี SSF ในการหมกัแบบแบตช์พบว่า 
yield ท่ีได ้45.8 เปอร์เซ็นต ์และ productivity 2.38 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยมีค่าความบริสุทธ์ิเชิง
แสง 95.8-99.6 เปอร์เซ็นต์ ในปี 2003 Yanez และคณะไดท้ าการทดลองผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใช้
แบคทีเรีย Lactobacillus coryniformis subsp. torquens โดยการหมกัแบบแบตช์และ SSF ท่ีอุณหภูมิ 
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39 องศาเซลเซียสและค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.4 ผลการทดลองได้ yield 89 เปอร์เซ็นต์ และ 
produvtivity 0.5 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงและไม่พบกรดแอล-แล็กติกในน ้าหมกัเลย 
 2.การหมักแบบเฟดแบตช์ (Fed-batch fermentataion) การหมักประเภทน้ีจะมีการเติม
อาหารลงไปในระบบโดยการเติมนั้นจะเป็นการเติมแบบต่อเน่ืองหรือเติมไปทีเดียวปริมาณเยอะ 
หลงัจากเติมเขา้ไปแลว้จะไม่มีการน าอาหารออกมาจากระบบ ซ่ึงจะต่างจากการหมกัแบบแบตช์คือ
ปริมาตรจะเพิ่มข้ึนตามปริมาณอาหารท่ีเติมเขา้ไป ในปี 2011 Wang และคณะไดท้ าการหมกักรดดี-
แล็กติกโดยใช้แบคทีเรียSporolactobacillus sp. CASD ด้วยวิธี SSF กับการหมักแบบเฟดแบตช์
พบว่าความเข้มข้นของกรดดี-แล็กติกท่ีได้เม่ือส้ินสุดกระบวนการนั้ นสูงถึง 207 กรัมต่อลิตร 
productivity ท่ีได้ 3.8 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง yiled 93 เปอร์เซ็นต์ และความบริสุทธืเชิงได้ 99.3 
เปอร์เซ็นต ์การหมกัประเภทน้ีจะใหค้่าความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ีสูง 
 3.การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) เป็นการหมกัท่ีมีการเติมอาหารเขา้สู่
ระบบพร้อมทั้งมีการดึงอาหารออกจากระบบโดยอตัราการเติมเข้าและน าออกนั้นจะเท่ากัน จะ
ส่งผลใหป้ริมาตรอาหารในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพคงท่ีแบ่งออกเป็น 2 แบบ คือ 
  3.1 คีโมสแตท (Chemostat) การหมกัแบบน้ีจะมีการก าหนดอตัราการเติมอาหาร
เขา้และดึงอาหารออกไวค้่าหน่ึงคงท่ี ส่วนอตัราการเจริญเติบโตและอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์จะแปร
ตามอตัราการไหลเขา้และออกของอาหาร ดงัรูป 2.5 
 
 
                                           Fin                                                              Fout 
 
 
                                                                                                                     C คงท่ี 
 
 
     Fin = อาหารท่ีป้อนเขา้ 
     Fout = อาหารท่ีน าออก 
     C = ความเขม้ขน้ 
     

รูปท่ี 2.5 การหมกัแบบคีโมสแตท 
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3.2 เทอไบโดสแตท (Turbidostat) การหมกัแบบน้ีจะก าหนดค่าความเขม้ขน้ของเซลล์ไวค้่าหน่ึงท่ี
ตอ้งการโดยวดัจากค่าความขุ่น โดยตวัวดัความขุ่นจะถูกติดตั้งไวใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพซ่ึงจะเป็นตวั
ควบคุมอตัราการไหลเขา้และออกของของเหลวภายในระบบ ดงัรูป 2.6 
                                                                       
  
 
 
 
       S     เคร่ืองวดัคววามขุ่น 
 
 
 
 

ก าหนดใหค้่าความเขม้ขน้ของเซลลค์่าหน่ึง = X 
    C = ความเขม้ขน้ของอาหาร 
 
   รูปท่ี 2.6 แสดงการหมกัแบบเทอไบโดสแตท 
  

ในปี 2011 Tashiro และคณะได้ใช้แบคทีเรีย Lactobacillus delbrucekii subsp. lactis QU 
41 ผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใชก้ระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 43 องศาเซลเซียส ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง 6 พบว่าไดก้รดดี-แล็กติกมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงถึง 99.9 เปอร์เซ็นต ์yiled ท่ี
ได ้1.03 และ productivity 18.0 ท่ีอตัราการเจือจาง 0.84 ความเขม้ขน้ของกรดดี-แล็กติกท่ีไดคื้อ 20.7 
กรัมต่อลิตร จากน ้ าตาลเร่ิมตน้ 20 กรัมต่อลิตร  ตารางท่ี 2.6 แสดงกระบวนการหมกักรดแล็กติก ใน
ปีเดียวกนั Sawai และคณะไดท้  าการใชก้ารหมกัแบบต่อเน่ืองควบคู่กบัระบบ Membrane-Integrated 
Fermentation มาผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใช้แบคทีเรีย Sporolactobacillus laevolacticus ในการเพิ่ม
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง จากผลการทดลองพบว่าเม่ือระยะเวลาการหมกัท่ีนานข้ึนแบคทีเรียจะ
ปล่อยเอนไซมอ์อกมาเพื่อเปล่ียนกรดแอล-แล็กติกไปเป็นกรดดี-แล็กติกได ้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง
ท่ีได ้99.9 เปอร์เซ็นต ์ใชเ้วลา 350 ชัว่โมง productivity 12 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง จากนั้นในปีถดัมา 
2012 Mimitsuka และคณะได้ท าการทดลองโดยใช้วิธีเดียวกนัในลดการใช้แหล่งไนโตรเจนโดย
พบวา่เม่ือแบคทีเรียเจริญเติบโตจนช่วงเวลาหน่ึงแบคทีเรียจะใชแ้หล่งไนโตรเจนนอ้ยลงจึงสามารถ
ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนท่ีป้อนเขา้ไปได ้
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ตารางที ่2.6 แสดงเทคนิคการหมักแต่ละแบบ 
Microorganism Fermentation mode Lactic acid 

(g/l) 
Productivity 
(g/L.h) 

Reference 

Lactobacillus casei SU 
No 22 + 

Fed-batch, 
coimmobilization 

47.0 2.0 Roukas และคณะ 
1998 

Enterococcus faecalis 
RKY1 

Batch 
Repeated batch, cell-recycle 
via membrane 

95.7 
93.2 

4.0 
6.4 

Oh และคณะ  
2003 

Lactobacillus 
rhamnosus ATCC 
10863 

Batch 
Continuous, cell-recycle via 
membrane 

120.0 
92.0 

2.1 
57.0 

Kwon และคณะ 
2001 

Lactobacillus casei ssp. 
rhamnosus ATCC 
11443 

Continuous, cell-recycle via 
immobilization 

22.4 9.0 Cotton และคณะ 
2001 

Lactobacillus 
delbrueckii NRRL B445 

Fed-batch, in situ removal 
via solvent extraction 

23.1 0.2 Iyer และคณะ 
1999 

Lactococcus lactis IO-1 
JCM 7638 

Batch, in situ removal via 
electrodialysis 

39.0 0.9 Nomura และคณะ 
1998 

Lactobacillus 
rhamnosus IFO 3863 

Batch 
Continuous, in situ removal 
via electrodialysis 

98.0 
20.0 

1.9 
8.2 

Min-Tian และคณะ 
2005 

Lactobacillus helveticus 
CNRZ 303 

Continuous, cell-recycle via 
membrane 

55.0 7.1 Jeantet และคณะ 
1996 

Lactobacillus 
delbrueckii CECT 286 

Continuous, in situ removal 
via ion-exchange resin 

26.1 10.4 Monteagudo และ
คณะ 1999 

(ท่ีมา : Wee และคณะ, 2006) 
 
 ขอ้ดีและขอ้เสียของการหมกัแต่ละแบบ 
 

1. การหมกัแบบแบตช์ (Batch fermentation) 
ขอ้ดี 
- มีการปนเป้ือนยากเพราะเป็นระบบปิด 
- การควบคุมระบบเป็นไปไดง่้ายและไม่ซบัซอ้น 
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ขอ้เสีย 
- จะตอ้งท าการเตรียมอาหารและหัวเช้ือใหม่ทุกคร้ังซ่ึงอาจเป็นการส้ินเปลืองทั้ง

เวลาและค่าใชจ่้าย 
- เน่ืองจากตอ้งเร่ิมระบบใหม่ทุกคร้ังจุลินทรียจึ์งตอ้งมีการปรับตวัอาจจะท าให้ใช้

เวลาก่อนท่ีจุลินทรียจ์ะเขา้สู้ช่วงการเจริญ 
 

2. การหมกัแบบเฟดแบตช์ (Fed-batch fermentation) 
ขอ้ดี 
- เม่ือเติมอาหารลงไปเซลลส์ามารถเจริญไดเ้ลยไม่ตอ้งผา่นช่วงการปรับตวั 
- ลดปัญหาการยบัย ั้งจากสารอาหาร (Substrate inhibition)  
ขอ้เสีย 
- การเติมอาหารลงไปจะเติมได้ในปริมาตรท่ีจ ากดัเน่ืองจากไม่มีการน าอาหารใน

ระบบออกมาและพื้นท่ีถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีจ ากดั 
- ในการหมกัท่ีมีการควบคุมความเป็นกรดด่าง เม่ือระยะเวลาในการหมกัมากข้ึน

และของเหลวในระบบไม่มีการถ่ายเทออก จะส่งผลใหไ้อออนท่ีสะสมอยูใ่นระบบ
มีปริมาณมากข้ึนเซลลจ์ะเกิดภาวะเครียด 

 
3. การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 

ขอ้ดี 
- ลดปัญหาการยบัย ั้งจากสารอาหาร (Substrate inhibition)  
- อาหารในระบบจะใหม่อยู่ตลอดไม่เกิดการสะสมของสารท่ีเป็นอันตรายต่อ

จุลินทรียใ์นระบบ 
- ให้ผลผลิตท่ีสม ่าเสมอความสามารถในการผลิตดีในด้านพลงังาน ปริมาณ และ

พลงังานท่ีใช ้
- การควบคุมปริมาตรในระบบให้คงท่ีช่วยลดการสะสมของไอออนและภาวะ

ความเครียดของเซลลไ์ด ้
- เน่ืองจากมีการเติมเขา้และน าออกปริมาตรถงัปฏิกรณ์ชีวภาพจึงไม่เป็นอุปสรรคใน

การเติมอาหาร 
ขอ้เสีย 
- การควบคุมอตัราการเติมเขา้และน าออกนั้นท าไดย้ากและมีความซบัซอ้น 
- อาจเกิดการปนเป้ือนได้ง่ายเน้ืองจากมีการเติมอาหารเขา้และดึงอาหารออกจาก

ระบบตลอดเวลา 
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- การหมกัประเภทน้ีใชเ้วลาท่ีนานอาจจะเกิดการกลายพนัธ์ุของจุลินทรียไ์ด ้

 
2.8.5 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพนั้นถูกออกแบบมาเพื่อใชเ้ล้ียงจุลินทรียห์รือเน้ือเยือ่ โดยสามารถควบคุม
ให้อยู่ในสภาวะท่ีเหมาะสมได้ เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง อตัราการกวน อตัราการให้
อากาศ เป็นตน้ เพื่อให้จุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตและสร้างผลิตภณัฑ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
โดยสามารถควบคุมใหภ้ายในระบบปลอดเช้ืออยูต่ลอดกระบวนการหมกั  
 
 2.8.5.1 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวน (Stirred Tank Bioreactor) 
 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดน้ีมีการใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมต่างๆ เน้ืองจากการ
ออกแบบท่ีง่ายและมีการควบคุมท่ีไม่ซบัซ้อน มีส่วนประกอบหลกัอยู ่3 อยา่งคือ 1. ใบกวน 2. แกน
ของใบกวน 3. รูให้อากาศ ใบพดัจะสามารถตีฟองอากาศให้มีขนาดเล็กช่วยให้การถ่ายเทออกซิเจน
ระหวา่งเซลลก์บัอากาสเป็นไปไดดี้ข้ึน  ดงัรูป 2.8 
 

 
   รูปที ่2.7 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวน 
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  2.8.5.2 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift (Air-lift Bioreactor) 
  ถงัชนิดน้ีจะใชอ้ากาศท าให้เกิดการหมุนวน (Circulation) ในระบบ โดยถงัชนิดน้ี
จะไม่มีใบพดัจะเกิดการถ่ายเทมวลระหวา่ง ของเหลว-ก๊าซ หรือ ของแข็ง-ของเหลว-ก๊าซ ท่ีเกิดจาก
การไหลวนของอากาศในระบบ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดนน้ีจะแตกต่างจากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด 
Bubble column ในด้านโครงสร้างโดยถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Bubble column นั้ นจะมีจะเป็น 
vessel โดยอาหารจะถูกส่งไปยงัท่อดงักล่าวท าให้เกิดการผสมของสารภายในระบบแต่ถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift นั้น การไหลเวียนของของไกลนั้นจะข้ึนกบัลกัษณะของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพซ่ึง
จะมีทางการเคล่ือนท่ีของก๊าซ-ของเหลว-ของแข็ง ให้มีการเคล่ือนท่ีจากล่างข้ึนบนแลว้จากบนลง
ล่าง ท าใหเ้กิดการผสมของสารในระบบ ดงัรูปท่ี 2.8 
 

 
 

    รูปที ่2.8 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 
  2.8.5.3 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Bubble column (Bubble column bioreactor) 
   
  ถังช นิด น้ีจะคล้ายกับถังป ฏิกรณ์ ชีวภาพแบบ Air-lift มีลักษณะเป็นแก้ว
ทรงกระบอก มีตวัจ่ายอากาศอยูท่างดา้นล่างของถงัแต่จะไม่มีท่อบงัคบัอากาศ (Draft tube) ดงัรูปท่ี 
2.9 ฟองอากาศท่ีออกมานั้ นจะเคล่ือนท่ีไปในของเหลว หรือของเหลว-ของแข็ง ถังชนิดน้ีมี
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ประสิทธิภาพในการถ่ายเทความร้อนและมวลได้ดีเยี่ยม และใช้ค่าใช้จ่ายในการบ ารุงรักษาท่ีต ่า 
(Kantarci และคณะ, 2005)  
 

 
 

รูปที ่2.9 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Bubble column  
  
 
 
 
 

 
  
 
 

 

 

 



บทที ่3 
อปุกรณ์และวธีิด าเนินการวจิัย 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี   
 
3.1.1 วสัดุอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ รุ่น บริษัท ประเทศ 

กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) 
Alphaphot-2 
YS2-H 

Nikon ญ่ีปุ่น 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 
(Electronic balance) 

ML204/01 Metter Toledo AG สวติเซอร์แลนด์ 

คร่ืองชัง่แบบหยาบ 
(Electronic balance) 

ML3002E/01 Metter Toledo AG สวติเซอร์แลนด์ 

เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง 
(pH meter) 

AB15 
Fisher Sciencetific, 
Ltd. 

สิงคโ์ปร์ 

เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิแบบ
หมุน (Rotary incubator shaker) 

G25 
New Brunswick 
Scienctific Co., Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองเขยา่ผสม (Vortex mixer) K-550-GE 
Scienctific 
Industries, Inc 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองอบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า
(Autoclave) 

KT-40L ALP Co., Ltd. ญ่ีปุ่น 

เคร่ืองไฮเปอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโคร
มาโทกราฟี 
(High Performance Liquid 
Chromatography) 

Shimadzu LC-
6A 

Shimadzu Co., Ltd. ญ่ีปุ่น 

ตูป้ลอดเช้ือ (Larminar flow hood) 
NK system 
Clean bench 

International 
Sciencific Supply 

ไทย 

ตูอ้บแหง้ (Oven)   UL-80 Memmert Co., Ltd. เยอรมนั 

เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) MC-15A 
Tomy Seiko Co., 
Ltd. 

ญ่ีปุ่น 
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อุปกรณ์ รุ่น บริษัท ประเทศ 
เคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน K-350 Bushi, Ltd. สวติเซอร์แลนด์ 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร  B.E. Marubishi, Ltd. ไทย 
    
3.1.2 สารเคมี 

สารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
Agar (วุน้ผงตราเงือก) พฒันสินเอน็เตอร์ไพรส์ ไทย 
Calcium carbonate (CaCO3) Sigma เยอรมนั 
Copper sulfate (CuSO4.5H2O) Fluka ฝร่ังเศส 
Hydrochloric acid (HCl) Merck เยอรมนั 
Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O) Merck เยอรมนั 
Sodium hydroxide (NaOH) แกรนด ์เคมิคอล ไทย 
Sulfuric acid (H2SO4)  Merck เยอรมนั 
Glucose (C6H12O6) สยามชยัเคมิคอล ไทย 
Iron sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) Merk เยอรมนั 
Magnesiumsulfate heptahydrate 
(MgSO4.7H2O) 

Riedel-de Haen เยอรมนั 

Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Potassium phosphate dibasic (K2HPO4) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Ammonium choride (NH4Cl) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Hydrogenperoxide (H2O2) Merck เยอรมนั 
Sodium choride (NaCl) Sigma เยอรมนั 
Ammonium hydroxide (NH4OH) Merck เยอรมนั 
Calcium hydroxide (CaH2O2) Fluka ฝร่ังเศส 
Yeast extract Bio springer ฝร่ังเศส 
Peptone Fluka ฝร่ังเศส  
Ethanol (C2H6O) Merck   เยอรมนั 
Boric acid (H3BO3) Merk เยอรมนั 
Potassium nitrate (KNO3) Fluka ฝร่ังเศส 
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3.2 วธีิด าเนินงานวจัิย       
 

3.2.1 การเตรียมหัวเช้ือเร่ิมต้น      
3.2.1.1 แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตคะตะเลส (catalase) ท าการเล้ียงเช้ือในอาหารวุน้เอียง GYP ใน

ภาวะท่ีมีอากาศ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียว เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นท าการยา้ยเช้ือลงในอาหารเหลว GYP 
โดยการใช้พาสเจอร์ปิเปตดูดอาหารเหลวมาส่วนหน่ึงจากนั้นท าการลา้งเช้ือแบคทีเรียในอาหารวุน้เอียงจน
หมดจากนั้นดูดอาหารเหลวท่ีมีเช้ืออยูล่งไปในขวดเขยา่ท่ีมีอาหารเหลว GYP อยูแ่ละบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ในเคร่ืองเขยา่ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

3.2.1.2  แบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตคะตะเลส โดยท าการเล้ียงเช้ือในอาหารวุน้เอียง GYP ในภาวะท่ี
ไม่มีอากาศโดยเล้ียงในถุงซิปล้อคและมีถุง anaerobic gas pack เพื่อให้ในถุงบ่มนั้นเป็นสภาพไม่มีอากาศ
และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียว เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นท าการยา้ยเช้ือลงในอาหารเหลว GYP ตามขอ้ 
3.2.1.1 และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะไม่มีอากาศ เป็นเวลา 26 ชัว่โมงในถุงท่ีมี anaerobic gas 
pack  

 
3.2.2 การเตรียมถังปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดถังกวน ขนาด 5 ลติร 
3.2.2.1 แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตคะตะเลส เตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดถงักวนพร้อมอุปกรณ์ต่างๆ 

ท าการเทียบวัด  (calibrate) pH probe ก่อนท่ีจะต่อกับถังปฏิกรณ์ ชีวภาพ  บรรจุอาหารเพื่อการเจริญ 
(preculture) ปริมาตร 1.5 ลิตร จากนั้นท าการปิดช่องทางท่ีอากาศสามารถเขา้ได ้เช่น ช่องเก็บตวัอย่าง ช่อง
ให้อากาศ เป็นตน้ เหลือไวแ้ต่ช่องท่ีผา่น condenser เพื่อให้อากาศออก ท าการหุ้มฟอยลใ์นจุดต่างๆท่ีไม่ควร
ให้ไอน ้ าเขา้ไป เช่น บริเวณท่ีต่อสายไฟกบั probe ปลายสายของสายเก็บตวัอย่าง ปลายสายช่องให้อากาศ 
เป็นตน้ จากนั้นน าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 45 นาที เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือ
ภายในถังเย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง หากยงัไม่ใช้ในทันทีให้ท าการปิดช่องจาก condenser เพื่อป้องกันการ
ปนเป้ือนท าการต่อสายน ้ าหล่อเยน็และสายไฟเขา้ probe ให้ครบถว้นรวมทั้งสายอากาศด้วย ท่ีช่องอากาศ
ออกจาก condenser ให้จุ่มลงในสารละลาย CuSO4 จากนั้นเปิดเคร่ืองหล่อเย็นและ เร่ิมควบคุมอุณหภูมิ
ภายในถงัท่ี 37 องศาเซลเซียส แลว้เทียบวดัหวัวดัออกซิเจน (DO probe) โดยการฉีดแก๊สไนโตรเจนเขา้ไปใน
ถงัประมาณ 15 นาทีหรือจนค่า pO2 เป็น 0 และรออีก 10 นาที จากนั้นท าการปรับค่าและท าการฉีดอากาศเขา้
ไปในทั้งและรอให้ค่า pO2 น่ิงแล้วค่อยปรับค่า เม่ือท าการตั้งค่าทุกอย่างเรียบร้อยแลว้เร่ิมเติมหัวเช้ือลงไป 
10% ของปริมาตรอาหารท่ีใช ้ 

3.2.2.2 แบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตคะตะเลส เตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดถงักวนพร้อมอุปกรณ์
ต่างๆ ตามขอ้ 3.2.2.1 บรรจุอาหารเพื่อผลิต (ferment) ปริมาตร 3 ลิตร น าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 
ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 45 นาที เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือภายในถงัเย็นลงท่ีอุณหภูมิห้อง เร่ิมควบคุมอุณหภูมิ
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ภายในถงัท่ี 37 องศาเซลเซียส แลว้เทียบวดัหวัวดัออกซิเจน จากนั้นเร่ิมเติมหวัเช้ือลงไป 10% ของปริมาตร
อาหารท่ีใช ้ตามขอ้ 3.2.2.1 

 
 3.2.3 หาภาวะทีเ่หมาะสมของเวลาในการเลีย้งของแบคทเีรียทีส่ามารถผลติคะตะเลส  
 3.2.3.1 แปรเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมตน้ ท าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตามขอ้ 3.2.2.1 จากนั้น
ท าการเติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.1 ท่ีเล้ียงเป็นเวลา 6 หน่ึงการทดลองและ 12 ชัว่โมงอีกหน่ึงการทดลอง 
เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา 5 ชัว่โมงแลว้ ท าการหยุดการกวนและปิดการให้
อากาศ จากนั้นท าการเติมอาหารเพื่อการผลิต อีก 1.5 ลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 6.8 อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที ไม่ใหอ้ากาศ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 3.2.3.2 แปรปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้ ท  าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตามขอ้ 3.2.2.1 จากนั้นท า
การเติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.1 โดยใช้ปริมาณหัวเช้ือ 2 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ หน่ึงสภาวะต่อหน่ึงการ
ทดลอง เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ท าการหยุดการกวนและปิดการให้อากาศจากนั้นท า
การเติมอาหารเพื่อการผลิต อีก 1.5 ลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 อตัรา
การกวน 200 รอบต่อนาที ไม่ใหอ้ากาศ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 3.2.3.3 แปรเวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ท าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
ตามขอ้ 3.2.2.1 จากนั้นท าการเติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.1 เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการ
กวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที แปรค่าเวลา 3 และ 6 
ชัว่โมงหน่ึงสภาวะต่อหน่ึงการทดลอง ท าการหยุดการกวนและปิดการให้อากาศจากนั้นท าการเติมอาหาร
เพื่อการผลิต อีก 1.5 ลิตร เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 อตัราการกวน 200 
รอบต่อนาที ไม่ใหอ้ากาศ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  
 3.2.3.4 แปรค่าอตัราการกวนและอตัราการให้อากาศ ท าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตามขอ้ 3.2.2.1 
จากนั้นท าการเติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.1 เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แปรค่าอตัราการกวนโดยใช ้
150 300 และ 450 รอบต่อนาที แปรค่าอตัราการให้อากาศท่ี 0.5 และ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อ
นาที ชัว่โมง ท าการหยุดการกวนและปิดการให้อากาศจากนั้นท าการเติมอาหารเพื่อการผลิต อีก 1.5 ลิตร 
เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที ไม่ให้อากาศ 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
 3.2.3.5 เปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช้ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน CaCO3 

โดยท่ี Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH จะใชก้ารฟีดเขา้ไปเพื่อควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างหน่ึงตวัควัคุมต่อ
หน่ึงการทดลอง 

3.2.3.6 เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมงเพื่อน าไปวเิคราะห์ปริมาณกลูโคส และกรดแล็กติก  
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 3.2.4 หาภาวะทีเ่หมาะสมของเวลาในการเลีย้งของแบคทเีรียทีไ่ม่สามารถผลติคะตะเลส  
 3.2.4.1 แปรเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมตน้ ท าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตามขอ้ 3.2.2.2 จากนั้น
ท าการเติมหัวเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.2 ท่ีเล้ียงเป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมงหน่ึงสภาวะต่อหน่ึงการทดลอง 
จากนั้นท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที 
ไม่ใหอ้ากาศ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
 3.2.4.2 แปรปริมาณในการใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ ท าการเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตามขอ้ 3.2.2.2 จากนั้น
ท าการเติมหวัเช้ือเร่ิมตน้ในขอ้ 3.2.1.2 โดยใชป้ริมาณ 2 5 และ 10 เปอร์เซนตห์น่ึงสภาวะต่อหน่ึงการทดลอง 
ท าการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 อตัราการกวน 200 รอบต่อนาที ไม่ให้
อากาศ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
 3.2.4.3 เปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช้ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน CaCO3 

โดยท่ี Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH จะใชก้ารฟีดเขา้ไปเพื่อควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างหน่ึงตวัควัคุมต่อ
หน่ึงการทดลอง 

3.2.4.4 เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมงเพื่อน าไปวเิคราะห์ปริมาณกลูโคส และกรดแล็กติก  
 
3.2.5 ศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญและการผลติกรดดี-แลก็ติกจากแหล่งไนโตรเจนทีม่ี 

ความเข้มข้นและชนิดทีแ่ตกต่างกนั 
 เม่ือไดภ้าวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงท่ีให้ค่าการผลิตกรดแล็กติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูงในขอ้ 
3.2.3 และ 3.2.4 แลว้ น าภาวะท่ีไดม้าท าการหาแหล่งไนโตรเจนท่ีมีความเขม้ขน้และชนิดท่ีต่างกนั 
 3.2.5.1 แบคทีเรียท่ีสามารถสร้างคะตะเลสได ้น าภาวะการเล้ียงท่ีไดจ้ากการท าการทดลองขอ้ 3.2.3 
มาท าการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตกรดแล็กติกโดยใช้ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากยีสต ์7.5 กรัมต่อลิตรกบั
แอมโมเนียมคลอไรด์ 4 กรัมต่อลิตร และใช้ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ 7.5 กรัมต่อลิตรกับ
แอมโมเนียมคลอไรด ์10 กรัมต่อลิตร 1 ภาวะต่อหน่ึงการทดลอง  
 3.2.5.2 แบคทีเรียท่ีไม่สามารถสร้างคะตะเลสได้ น าภาวะการเล้ียงท่ีไดจ้ากการท าการทดลองขอ้ 
3.2.4 มาท าการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตกรดแล็กติก โดยเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนจากเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร 
มาเป็นแอมโมเนียมคลอไรด ์10 กรัมต่อลิตร 
 
3.3 วธีิการวเิคราะห์สารตัวอย่าง 
 3.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติก อะซิติก เอทานอล และน ้าตาลกลูโคสที่เหลือในน ้าหมักด้วย
เคร่ือง HPLC    
 น าน ้ าหมกัท่ีได้จากกระบวนการหมกัระดบัขวดเขย่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที ระยะเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์และแคลเซียมคาร์บอเนตออกไป และดูดสารละลายส่วนใส
ดา้นบนมาเจือจาง 100 เท่า หลงัจากนั้นกรองดว้ยกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท  
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คอลมัน์ (Column)  Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid column  
ขนาด 300 มิลลิเมตร × 7.8 มิลลิเมตร 

สารละลายตัวพา (Mobile phase) 0.005 mM กรดซลัฟิวริก 
อุณหภูมิ   45 องศาเซลเซียส 
อตัราการไหล (Flow rate)  0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
เคร่ืองตรวจวดั (Detector) Refractive index detector ของ Shimadzu รุ่น RID-6A 
เวลาทีว่เิคราะห์   25 นาที 
ปริมาตรสารทีว่เิคราะห์  15 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสารมาตรฐาน 0.25 0.50 1.00 1.50 และ 2.00 กรัมต่อลิตร 
 
ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) สารละลายเทียบมาตรฐาน (µl) น า้บริสุทธ์ิ (µl) 

0.25 125 875 
0.5 250 750 
1.0 500 500 
1.5 750 250 
2.0 1000 - 

น าค่าท่ีวิเคราะห์ไดม้าค านวณเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดแล็กติก กรดอะซิติก เอทานอล และ
ปริมาณน ้ากลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 2 กรัมต่อลิตร 
 

3.3.2 การวเิคราะห์ไอโซเมอร์ของกรดแลก็ติกในน า้หมักด้วยเคร่ือง HPLC 
 น าน ้ าหมกัท่ีได้จากกระบวนการหมกัระดบัขวดเขย่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที และดูดส่วนใสมาเจือจาง 100 เท่า หลงัจากนั้นน ามากรองดว้ยกระดาษกรองเซลลูโลสอะ
ซิเตท  
คอลมัน์ (Column)   Sumi Chiral OA-5000 ขนาด 150 มิลลิเมตร  x 4.6  มิลลิเมตร 
สารละลายตัวพา (Mobile phase)  1 mM คอปเปอร์ซลัเฟต 
อุณหภูมิ   40 องศาเซลเซียส 
อตัราการไหล (Flow rate)  1 มิลลิลิตรต่อนาที 
เคร่ืองตรวจวดั (Detector) UV detector 254 nm 
เวลาทีว่เิคราะห์   30 นาที 
ปริมาตรสารทีว่เิคราะห์  15 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสารมาตรฐาน 0.25 0.50 1.00 1.50 และ 2.00 กรัมต่อลิตร 
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ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) สารละลายเทียบมาตรฐาน (µl) น า้บริสุทธ์ิ (µl) 
0.25 5 995 
0.5 10 990 
1.0 20 980 
1.5 30 970 
2.0 40 960 

ค านวณเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดดี และแอล-แล็กติกโดยค่า Retention time ของกรด 
แอล-แล็กติก ประมาณ 18.9 นาที และค่า Retention time ของกรดดี-แล็กติกประมาณ 24.1 นาที 
 

3.3.3 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแล็กติกและน ้าตาลกลูโคสโดยเคร่ือง Biochemistry analyzer (YSI)
 น าน ้ าหมกัท่ีได้จากกระบวนการหมกัระดบัขวดเขย่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที และดูดส่วนใสมาเจือจาง 100 เท่า 

 
3.3.4 การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนของน า้หมักโดยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl protein) 
ดูดน ้าหมกัปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใส่ในขวดกลัน่และเติมโปรแตสเซียมซลัเฟตและคอปเปอร์ซลัเฟตท่ี

มีอตัราส่วน 95:5 ลงไป 7 กรัม จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริก 15 มิลลิลิตร และน าไปยอ่ยบนเตาหลุมเป็นเวลา 45 
นาที สารท่ีได้จะมีลกัษณะใสสีเขียว รออุณหภูมิลงประมาณ 15 นาที และน ามาเติมน ้ ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 
พร้อมกบัน าสารละลาย 4 %กรดบอริกปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีหยดอินดิเคเตอร์ 3 หยด มาประกอบเขา้กบั
เคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน หลงัจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์จะเกิดเป็นสารละลายสีด า และน า
สารละลายท่ีไดห้ลงัจากเขา้เคร่ืองกลัน่มาไทเทรตกบัสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.097 โมลาร์ร์ 
และบนัทึกปริมาตรกรดท่ีใชเ้พื่อค านวณหาปริมาณไนโตรเจน  

 
 



 

บทที ่4 
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
งานวิจยัน้ี เป็นการพฒันาเทคนิคการหมกัเพื่อผลิตกรดดี-แล็กติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดถงักวน

ขนาด 5 ลิตร โดยใช้แบคทีเรีย 2 ชนิด ได้แก่ Sporolactobacillus laevolacticus (SK5-2) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิตคะตะเลส และ Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae (CU72-1) ซ่ึงไม่สามารถ
ผลิตคะตะเลส โดยหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดดี-แล็กติกจากการแปรค่าปัจจยัควบคุมการผลิต ไดแ้ก่ 
เวลาในการเล้ียงหวัเช้ือ ปริมาณของหวัเช้ือท่ีใช ้เวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ อตัรา
การกวน อตัราการใหอ้ากาศ และชนิดของด่างท่ีใชค้วบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง 

  
4.1 หาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติกรดดี-แลก็ติกโดย S. laevolacticus (SK5-2)  

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตคะตะเลสได้ท่ีน ามาใช้ในการผลิตกรดดี-แล็กติกคือ Sporolactobacillus 
laevolacticus (SK5-2) ซ่ึงไดม้าจากการแยกเช้ือจากนางสาวบุษบาทิพย ์ประเสริฐศกัด์ิ(2011) 

4.1.1 แปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้  
จุดประสงค์ของการศึกษาปัจจยัน้ี คือตอ้งการเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียท่ีอยู่ในระยะ log phase โดย

เม่ือน าหัวเช้ือดงักล่าวถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ จะส่งผลให้ระยะ lag phase สั้ นลง เน่ืองจาก เซลล์มีแอ
คติวตีิสูงในช่วง log phase ไดผ้ลการทดลองแสดงในตาราง 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 ผลจากการแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
Inoculum age 
(h) 

Initial glucose 
(g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

6 124.70 114.00 0.91 3.80 89.01 
12 122.00 109.00 0.89 3.00 100.00 

 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าค่า yield และ productivity ท่ีไดข้องเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือท่ี 6 

และ 12 ชั่วโมงมีค่าต่างกนัไม่มาก แต่เม่ือดูจากกราฟรูปท่ี 4.2 แลว้ในช่วง 6 ชั่วโมงแรกของช่วงการผลิต
แบคทีเรียจะมีอตัราการใชก้ลูโคสท่ีชา้และจะเพิ่มข้ึนหลงัจาก 6 ชัว่โมงไปถึง24ชัว่โมงจนกลูโคสหมดและ
การผลิตกรดแล็กติกก็เพิ่มข้ึนในอตัราเดียวกนั 

ในขณะท่ีการเล้ียงท่ี 12 ชัว่โมง แบคทีเรียมีการใชก้ลูโคสท่ีเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 เม่ือเทียบกบัท่ีการ
เล้ียงท่ี 6 ชัว่โมงแลว้ การเล้ียงหวัเช้ือท่ี 12 ชัว่โมงนั้นแบคทีเรียอาจจะเขา้สู่ช่วงกลางหรือปลายของ log phase 
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แลว้หรืออาจจะผลิตกรดมาตั้งแต่หวัเช้ือแลว้ซ่ึงเราไม่ตอ้งการให้เป็นแบบนั้นอีกทั้งในช่วงการผลิตกรดนั้น 
ท่ีชัว่โมงท่ี 6 ถึงชัว่โมงท่ี 12 นั้นมีการชะลอการผลิต แบคทีเรียอาจจะใช้กลูโคสไปในการซ่อมแซมเซลล์
หรือสร้างเซลล์ได้ จึงท าการเลือกเวลาในการเล้ียงท่ี 6 ชั่วโมงเป็นเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือดังรูปท่ี 4.1 
ระยะเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือท่ีสั้นจะท าใหน้ าไปใชไ้ดเ้ร็วและลดเวลาในการใชใ้นกระบวนการผลิตได ้

 

 
  

รูปท่ี 4.1 สภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียงเพื่อหาเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 
 

 
 
รูปท่ี 4.2 การหมกักรดแล็กติกโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 6 ชัว่โมง  
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
ทั้งน้ี แบคทีเรียท่ีจะน าไปเป็นหัวเช้ือเร่ิมตน้จะตอ้งมีสภาพแข็งแรง และสามารถปรับตวัให้เขา้กบั

สภาวะท่ีเล้ียงและอาหารได้แล้วพร้อมต่อการแบ่งตวัหรืออยู่ในช่วง log phase แล้ว (Neves et al., 2000; 
Hamdy et al., 2011)  
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รูปท่ี 4.3 การหมกักรดแล็กติกโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 12 ชัว่โมง  
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
 4.1.2 แปรปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

เช่นเดียวกบัการเตรียมหวัเช้ือในระดบัขวดเขยา่ การผลิตหวัเช้ือในช่วงน้ีตอ้งการเพิ่มจ านวนหวัเช้ือ
ในระยะ log phase ให้มากข้ึนส าหรับน าไปใชใ้นการผลิตกรดดี – แล็กติก ในช่วงการเจริญน้ีเราตอ้งการให้
แบคทีเรียใชก้ลูโคสไปในการสร้างเซลล์อยา่งเดียวไม่ตอ้งการให้ผลิตกรดออกมาในกระบวนการ จึงตอ้งหา
เวลาในการเล้ียงท่ีเหมาะสมเช่นเดียวกบัการเล้ียงหัวเช้ือในระดบัขวดเขย่า จากการอา้งอิงจากงานวิจยัใน
ระดบัขวดเขยา่(ประเสริฐศกัด์ิ 2011)แลว้เราจะใชเ้วลาในการเล้ียงท่ี 3 ชัว่โมงและ 6 ชัว่โมง เน่ืองจากในการ
ทดลองการหาเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือ เวลาท่ี 12 ชั่วโมงอาจจะนานเกินไปจะท าให้แบคทีเรียเข้าสู่ช่วง 
stationary และ dead phase 

ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 6 ชัว่โมง ในเคร่ืองเขยา่ท่ี 200 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นท าการแปรปริมาณหัวเช้ือท่ีใช้เป็น 2 5 และ 10 เปอร์เซ็นตข์อง
ปริมาตรอาหารเพื่อการเจริญ ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้
อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาทีเป็นเวลา 6 ชัว่โมงจากนั้นท าการเติมอาหารเพื่อการผลิต
ลงไปและเล้ียงต่ออีก 48 ชัว่โมง โดยลดอตัราการกวนเหลือ 200 รอบต่อนาทีและไม่ให้อากาศ ความเป็น
กรด-ด่าง 6.8 สารท่ีใช้ควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตร โดยใช้ปริมาณน ้ าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงในตารางท่ี 4.2 
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ตารางท่ี 4.2 ผลจากการแปรปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
Inoculum size 
(%) 

Initial glucose 
(g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

2 127.00 107.00 0.84 4.45 100.00 
5 120.40 107.90 0.90 3.59 99.67 

10 124.70 114.00 0.91 3.80 89.01 
 

จากผลการทดลองท่ีไดพ้บวา่เม่ือลดปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใชม้าเป็น 5 เปอร์เซ็นต ์ค่า yield ท่ีไดไ้ม่
แตกต่างกบัการใช้ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ แต่เม่ือลดมาถึง 2 เปอร์เซ็นต์พบว่าค่า yield ท่ีได้
ลดลงมาถึง 0.84 จาก 0.90 และ 0.91 ท่ี 5 เปอร์เซ็นตแ์ละ 10 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั ซ่ึงท่ี 2 เปอร์เซ็นต ์ปริมาณ
หวัเช้ือเร่ิมตน้อาจจะนอ้ยเกินไปท าให้แบคทีเรียน ากลูโคสไปใชใ้นการสร้างเซลลส่์วนหน่ึง ในการทดลองน้ี
ปริมาณหัวเช้ือท่ีใช้ให้แบคทีเรียเจริญเติบโตและผลิตกรดดี-แล็กติก ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์  ก็เพียงพอเพราะท่ี10 
เปอร์เซ็นต ์ไดใ้หผ้ลผลิตท่ีใกลเ้คียงกนั 

ปริมาณหัวเช้ือท่ีใช้มากน้อยก็มีผลต่อกระบวนการผลิตและค่าใช้จ่าย ควรเลือกปริมาณหัวเช้ือท่ี
เหมาะสมในการผลิตเพื่อให้การเจริญท่ีเร็วและไม่ท าให้แบคทีเรียใชก้ลูโคสไปใช้อยา่งอ่ืนในช่วงการผลิต 
และยงัช่วยลดตน้ทุนได ้ดงันั้นในการทดลองต่อไปจะใช้ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ รูปท่ี 4.4 ซ่ึง
ใหค้่า yield ท่ีดีกวา่เม่ือเทียบกบัปริมาณหวัเช้ือท่ีใช ้

 

 
 
รูปท่ี 4.4 สภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียงเพื่อหาปริมาณการใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 
 
ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีดีจะใช้ในช่วง 3 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณอาหารท่ีใช้ (Neves et al., 

2000; Hamdy et al., 2011) การท่ีใช้ปริมาณหัวเช้ือน้อยเกินไปจะท าให้แบคทีเรียใช้เวลานานในการ
เจริญเติบโต ท าให้มีช่วง log phase ท่ียาว แต่ถา้ใชป้ริมาณมากเกินไปจะท าให้แบคทีเรียเจริญเร็วเกินไปและ
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อาจน ากลูโคสท่ีใชไ้ปสร้างกรดไดซ่ึ้งเราไม่อยากใหแ้บคทีเรียท่ีใชเ้ป็นหวัเช้ือน ากลูโคสไปในสร้างกรด ควร
ให้อยู่ในช่วงก าลงัแบ่งตวั ไม่ว่าจะเป็นอายุของหัวเช้ือเร่ิมตน้หรือความเขน้ขน้ของหัวเช้ือเร่ิมตน้จะส่งผล
โดยตรงต่อค่า yield ดงันั้นเราจึงใหค้วามส าคญักบัค่า yield เป็นอนัดบัแรก 

 
4.1.3 แปรเวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญ (preculture) ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
หลงัจากไดป้ริมาณหวัเช้ือท่ีเหมาะสมแลว้ ท าการแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือในช่วงการเจริญในถงั

ปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 6 ชัว่โมง ในเคร่ืองเขยา่
ท่ี 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหาร
เพื่อการเจริญ ภายใต้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที ในช่วงการเจริญน้ีจะท าการเล้ียงท่ี 3 และ 6 ชัว่โมงจากนั้นท าการ
เติมอาหารเพื่อการผลิตลงไปและเล้ียงต่ออีก 48 ชัว่โมง โดยลดอตัราการกวนเหลือ 200 รอบต่อนาทีและ
ไม่ให้อากาศ ความเป็นกรด-ด่าง 6.8 สารท่ีใชค้วบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใชคื้อ CaCO3 80 กรัมต่อลิตร โดย
ใชป้ริมาณน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงในตาราง 4.3 

 
ตารางท่ี 4.3 ผลจากการแปรเวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญ(preculture)ท่ีใชใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 
ลิตร 
Preculture time 
(h) 

Initial 
glucose (g/l) 

Lactic acid (g/l) Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical purity 
(%) 

3 123.58 112.34 0.91 3.74 100.00 
6 125.08 114.93 0.92 3.83 100.00 
 
จากการแปรค่าเวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญพบว่าเม่ือใช้เวลาในการเล้ียงท่ี 3 และ 6 ชั่วโมง 

yield ท่ีไดมี้ค่าไม่แตกต่างกนัมากนกัคือ 0.91 และ 0.92 ตามล าดบั แต่เวลาท่ีใชใ้นช่วงการผลิตนั้นจะต่างกนั
อาจเน่ืองมาจากท่ี 3 ชั่วโมงนั้นเป็นเวลาท่ีค่อนขา้งน้อยไปในการเล้ียงในขั้นการเจริญแบคทีเรียอาจจะอยู่
ในช่วง lag phase และการไดค้่า productivity ท่ีนอ้ยกวา่นั้นแสดงให้เห็นว่าเวลาในการผลิตกรดท่ี 3 ชัว่โมง
จะใชเ้วลามากกวา่ท่ี 6 ชัว่โมงดงันั้นเราจึงใชเ้วลาในการเล้ียงในช่วงน้ี ท่ี 6 ชัว่โมง รูปท่ี 4.5 และกราฟแสดง
การหมกั 
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รูปท่ี 4.5 สภาวะท่ีเล้ียงเพื่อหาระยะเวลาในการเล้ียงในช่วงการเจริญ 
 

การเล้ียงในช่วงน้ีตอ้งการให้แบคทีเรียอยูใ่นช่วงท่ีพร้อมจะผลิตกรดเม่ือส้ินสุดกระบวนการน้ีเพื่อท่ี
เม่ือเติมอาหารส าหรับผลิตกรดแล้วแบคทีเรียจะไม่มีการเจริญเติบโตและไม่ใช้กลูโคสไปท าอย่างอ่ืน
นอกจากการผลิตกรดอยา่งเดียวเราจึงใชเ้วลาในการเล้ียง 6 ชัว่โมง 

 
4.1.4 แปรค่าอตัราการกวนและอตัราการใหอ้ากาศ 
อตัราการกวนมีผลต่อการเจริญเติบโตอยา่งมากเพราะช่วยให้การถ่ายเทมวลและความร้อน ไดดี้ แต่

การกวนท่ีแรงและเร็วเกินไปนั้นจะส่งผลต่อเซลล์เพราะการกวนจะท าให้เกิดแรงเฉือนซ่ึงจะเป็นอนัตรายต่อ
เซลล์ได ้เราจึงตอ้งศึกษาอตัราการกวนให้เหมาะสม และอตัราการให้อากาศก็มีผลต่อการเจริญเช่นกนัเรา
ตอ้งใหอ้ากาศในอตัราท่ีเหมาะสมไม่มากหรือนอ้ยเกินไป 
ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใช้เวลาในการเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมตน้ 6 ชัว่โมง ในเคร่ืองเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเพื่อการเจริญ ภายใต้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แปรค่าอตัราการกวนท่ี 150 300 และ 450 รอบต่อนาที แปรค่าอตัราการใหอ้ากาศ
ท่ี 0.5 และ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมงจากนั้นท าการเติมอาหารเพื่อการ
ผลิตลงไปและเล้ียงต่ออีก 48 ชัว่โมง โดยลดอตัราการกวนเหลือ 200 รอบต่อนาทีและไม่ใหอ้ากาศ ความเป็น
กรด-ด่าง 6.8 สารท่ีใช้ควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตร โดยใช้ปริมาณน ้ าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงในตาราง 4.4 
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ตารางท่ี 4.4 ผลจากการแปรค่าอตัราการกวนและอตัราการให้อากาศในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
Agitation 
speed (rpm) 

Aeration 
rate (vvm) 

Initial glucose 
(g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

150  
0.5 

122.46 105.75 0.86 3.53 100.00 
300 125.20 102.22 0.82 4.25 100.00 
450 117.89 108.50 0.92 3.52 100.00 
150  

1 
128.33 105.34 0.82 3.00 100.00 

300 125.08 114.93 0.92 3.83 100.00 
450 120.58 103.51 0.86 4.31 100.00 

 
จากการท าการทดลองแปรค่าอตัราการกวนและอตัราการให้อากาศพบวา่ท่ีอตัราการกวน 450 รอบ

ต่อนาทีอตัราการให้อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาทีและท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อ
นาทีอตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที ได้ yield ท่ีดีท่ีสุดท่ี 0.92 จากการ
ทดลองจะเห็นวา่อตัราการกวนและอตัราการให้อากาศจะมีความสัมพนัธ์กนั การใช้อตัราท่ีเหมาะสมจะท า
ให้แบคทีเรียเจริญเติบโตดี ท่ีอตัราการกวน 300 รอบต่อนาทีและอตัราการให้อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาทีจะได ้yield ท่ีค่อนขา้งต ่า อาจจะมาจากการให้อากาศท่ีต ่าเกินไปเพราะวา่แบคทีเรีย
ตอ้งการอากาศท่ีเพียงพอในการเจริญเติบโตดว้ย แต่เม่ือท าการเพิ่มความเร็วรอบการกวนเป็น 450 รอบต่อ
นาที พบว่าให้ผลท่ีดีข้ึน และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างอตัราการกวนท่ี 150 และ 300 รอบต่อนาทีโดยให้
อากาศท่ี 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที พบว่าอตัราการกวนท่ี 150 รอบต่อนาทีอาจจะต ่า
เกินไปท าให้แบคทีเรียเจริญค่อนขา้งช้า เม่ือเพิ่มอตัราการกวนเป็น 300 รอบต่อนาทีพบว่าค่า yield ท่ีได้
สูงข้ึนแต่เม่ือท าการเพิ่มอตัราการกวนเป็น 450 รอบต่อนาทีพบวา่ yield มีค่าลดลง อาจเน่ืองมาจากสภาวะน้ี
เป็นสภาวะท่ีให้อากาศและอตัราการกวนเยอะท่ีสุดแบคทีเรียในสภาวะน้ีเจริญเติบโตไดดี้แต่เม่ือท าการเติม
อาหารเพื่อการผลิตลงไปท าให้แบคทีเรียมีการปรับตวัโดยในช่วงแรกแบคทีเรียจะยงัคงใชน้ ้ าตาลกลูโคสไป
ในการสร้างเซลล์อยูจึ่งท าให้ค่า yield ลดต ่าลงเม่ือเทียบกบัสภาวะท่ีใชอ้ตัราการกวน 300 รอบต่อนาทีและ
อตัราการให้อากาศท่ี 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที การท่ีจะเลือกใชอ้ตัราการกวนและอตัรา
การใหอ้ากาศนั้นตอ้งเลือกใหมี้ความเหมาะสมกนัเพื่อท่ีจะไดผ้ลผลิตท่ีมากท่ีสุดในเวลาท่ีนอ้ยท่ีสุด  

ส่วนท่ีอตัราการกวน 150 รอบต่อนาที และให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที 
ผลของ yield ได้ค่อนขา้งน้อยเน่ืองจากการกวนท่ีช้าเกินไปจะท าให้การถ่ายเทมวลและความร้อนได้ไม่ดี
เท่าท่ีควร และเน่ืองจากด่างท่ีใชป้รับค่าความเป็นกรด-ด่างคือ CaCO3 ซ่ึงไม่ละลายน ้า การท่ีกวนชา้เกินไปจะ
ท าให้ CaCO3 นอนกน้ถงัไดแ้ละไม่เป็นเน้ือเดียวกนั ท่ีอตัราการกวนท่ี 450 รอบต่อนาที และให้อากาศท่ี 1
ปริมาตรน ้ าหมักต่อปริมาตรอากาศต่อนาทีนั้ น การกวนท่ีแรงเกินไปท าให้เกิดแรงเฉือนข้ึนท าให้เป็น
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อนัตรายต่อเซลล์แบคทีเรียไดแ้บคทีเรียจะน ากลูโคสไปใชใ้นการซ่อมแซมเซลล์ส่วนหน่ึงจึงท าให้ค่า yield 
ท่ีไดล้ดลง 

ในงานวจิยัของ Qin และคณะ, 2002 นั้นไดท้  าการศึกษาผลของอตัราการใหอ้ากาศของการหมกักรด
แล็กติกจาก Bacillus sp. Na-2โดยใช้อตัราการกวนท่ี 200 รอบต่อนาทีและอตัราการให้อากาศท่ี 0, 0.5 และ 
1.25 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมักต่อนาที พบว่าเม่ือเพิ่มอัตราการให้อากาศจะท าให้แบคทีเรีย
เจริญเติบโตและผลิตกรดแล็กติกไดม้ากข้ึน แต่ท่ีการให้อากาศท่ี 0.5 และ 1.25 นั้นไดผ้ลผลิต yield ท่ี 0.92 
และ 0.90 แสดงให้เห็นวา่การให้อากาศมากเกินไปไม่ไดช่้วยให้การผลิตกรดแล็กติกไดม้ากข้ึนเราจึงตอ้งท า
การหาอตัราการใหอ้ากาศท่ีเหมาะสมเพื่อใหแ้บคทีเรียผลิตกรดแล็กติก ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

ในงานวิจยัของ Boontawan และคณะ, 2001 ไดมี้การแปรค่าอตัราการกวนโดยใช้อตัราการกวนท่ี 
100, 200 และ 300 รอบต่อนาที พบว่าท่ีอตัราการกวน 100 รอบต่อนาทีนั้นให้ผลผลิต yield ท่ีต ่ากว่าอตัรา
การกวนท่ี 200 และ 300 รอบต่อนาทีซ่ึงใหค้่าใกลเ้คียงกนั แสดงให้เห็นวา่อตัราการกวนท่ีต ่าจะส่งผลต่อการ
เจริญและการผลิตกรดแล็กติกดว้ยเน่ืองจากอตัราการกวนส่งผลต่อค่าการถ่ายเทมวล การถ่ายเทความร้อน 
และการละลายของออกซิเจนซ่ึงแต่ละปัจจยัลว้นมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตกกรดของแบคทีเรีย
ทั้งส้ิน 

อตัราการกวนและอตัราการให้อากาศท่ี 300 รอบต่อนาทีและ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกั
ต่อนาทีจะให้ yield เท่ากนักบัท่ี 450 รอบต่อนาทีและ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที แต่ให้
ค่า productivity ท่ีสูงกวา่จึงไดน้ าค่าน้ีไปท าการทดลองในขั้นต่อไปรูปท่ี 4.6 
 

 
 
รูปท่ี 4.6 สภาวะท่ีใชเ้ล้ียงเพื่อหาอตัราการกวนและอตัราการใหอ้ากาศ 
 
4.1.5  เปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช ้Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน CaCO3  

จากการวจิยัในระดบัขวดเขยา่ (ประเสริฐศกัด์ิ 2011) ไดใ้ช ้CaCO3 เป็นตวัควบคุมค่าความเป็นกรด-
ด่าง เน่ืองจาก CaCO3 เป็นควบคุมท่ีดีและสะดวกในการน าไปใช้ อีกทั้งยงัสามารถแยกออกจากน ้ าหมกัได้
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ง่าย แต่ในระดบัอุตสาหกรรมการน า CaCO3 มาใชอ้าจจะมีขั้นตอนท่ียากเน่ืองจากปริมาณท่ีใชมี้จ านวนมาก 
ดงันั้นขั้นตอนการเตรียม การฆ่าเช้ือและการน าไปใชจ้นถึงการแยกออกจากน ้ าหมกัอาจมีขั้นตอนท่ีซบัซ้อน
และท าไดย้าก จึงตอ้งสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีสามารถเติมเขา้ไปในระบบได้และควบคุมความ
เป็นกรด-ด่างไดดี้ คือ Ca(OH)2 NH4Cl และ NaOH ซ่ึงทั้ง 3 ตวัน้ีมีการใช้เป็นตวัควบคุมความเป็นกรด-ด่าง
ในการผลิตกรดแล็กติกในงานวจิยัหลายๆงาน 

ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 6 ชัว่โมง ในเคร่ืองเขยา่ท่ี 200 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชป้ริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรอาหารเพื่อการเจริญ 
ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที เป็นเวลา 6 ชัว่โมงจากนั้นท าการเติมอาหารเพื่อการผลิตลงไปและเล้ียงต่ออีก 48 
ชัว่โมง โดยลดอตัราการกวนเหลือ 200 รอบต่อนาทีและไม่ให้อากาศ ความเป็นกรด-ด่าง 6.8 ในการทดลอง
น้ีจะใช ้ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH  เป็นสารในการควบคุมความเป็นกรด-ด่างแทน CaCO3 สารทั้ง 3 ตวั
จะค่อยๆเติมเขา้ไปเพื่อปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เหมาะสมโดยใช้ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 120 
กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองแสดงในตาราง 4.5 
 
ตารางท่ี 4.5 ผลจากการเปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช้ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน 
CaCO3  
Neutralizer Initial 

glucose (g/l) 
Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

5M Ca(OH)2 122.68 94.3 0.77 3.92 100.00 
7M NH4OH 123.17 61 0.50 1.69 100.00 
10M NaOH 137.16 91.44 0.67 2.54 100.00 
CaCO3(add) 125.08 114.93 0.92 3.83 100.00 

 
จากผลการทดลองเม่ือเปล่ียนสารควบคุมความเป็นกรด-ด่างจากแคลเซียมคาร์บอเนตมาเป็น 5 โม

ลาร์ร์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ 7 โมลาร์แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ และ 10 โมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์พบวา่
ค่า yield ท่ีได้คือ 0.77 0.50 และ 0.67 กรัมกรดแล็กติกต่อกรัมกลูโคสซ่ึงน้อยกว่าเม่ือเทียบกบัแคลเซียม
คาร์บอเนต 0.92 กรัมกรดแล็กติกต่อกรัมกลูโคส เม่ือใช้แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์เป็นตวัควบคุมค่าความ
เป็นกรด-ด่างเม่ือเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมงหลงัจากเติมอาหารเพื่อการผลิต (ferment) ไปแลว้พบว่าแบคทีเรีย
หยุดการใช้กลูโคสลงและไม่ท าการใช้กลูโคสอีก อาจจะมาจากสาเหตุ คือ แบคทีเรียไม่สามารถทนความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในปริมาณมากไดเ้พราะเม่ือแบคทีเรียผลิตกรดออกมาค่าความเป็น
กรด-ด่างในถงัจะลดลงระบบก็จะเติมแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์เขา้ไปเม่ือเติมเขา้ไปมากข้ึนแบคทีเรียอาจ
ทนไม่ไดแ้ละตาย นอกจากน้ีแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ยงัเป็นสารท่ีมีกล่ินฉุนเม่ือสูดดมไปมากๆอาจเป็น
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อตัราต่อระบบหายใจได ้ส่วนโซเดียมไฮดรอกไซดแ์ละแคลเซียมไฮดรอกไซด์ แบคทีเรียสามารถใชก้ลูโคส
ไดจ้นหมดและผลิตกรดดี-แล็กติกได ้91.44 และ 94.30 ตามล าดบั โซเดียมไฮดรอกไซด์ เป็นด่างแก่ท่ีความ
เขม้ขน้สูงเม่ือเติมเขา้ไปในถึงหมกัในช่วงแรกท่ีเติมลงไปอาจจะไปท าให้แบคทีเรียตายได ้แคลเซียมไฮดรอก
ไซด์เป็นสารท่ีไม่ละลายน ้ าเม่ือผสมน ้ าแลว้ถา้ตั้งทิ้งไวจ้ะตกตะกอนตอ้งมีการกวนตลอดและเวลาเติมผ่าน
สายยางจะท าไดล้ าบากเน่ืองจากอาจจะเกิดการอุดตนัไดท้  าให้ประสิทธิภาพในการควบคุมความเป็นกรด-
ด่างไดไ้ม่ดีเท่าท่ีควร ในการทดลองน้ีแคลเซียมคาร์บอเนตก็ยงัเป็นสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีดี รูป
ท่ี 4.7 การทดลองของ Nakano และคณะ ท าการทดลองใชส้ารควบคุมความเป็นกรด-ด่างคือแคลเซียมไฮดร
อกไซด์ แคลเซียมคาร์บอเนต และโซเดียมไฮดรอกไซด์ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยใช้สารตั้งตน้คือขา้ว
หกัและใชแ้บคทีเรีย Lactobacillus delbrueckii ในการผลิตกรดดี-แล็กติก พบวา่สารท่ีดีท่ีสุดในการทดลองน้ี
ท่ีท าใหแ้บคทีเรียเจริญไดดี้และใชก้ลูโคสจากขา้วหกัไดม้ากคือแคลเซียมไฮดรอกไซดซ่ึ์งโดยไดอ้ตัราในการ
ผลิตกรดดี-แล็กติกของ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์และโซเดียวไฮดรอกไซดคื์อ 3.59, 
1.51 และ 1.40 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงตามล าดบั และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ยงัใช้ความเขม้ขน้ท่ีน้อยกว่า
แอมโมเนียมไฮดรอกไซดแ์ละโซเดียมไฮดรอกไซดถึ์งคร่ึงหน่ึงอีกดว้ย   
 

 
 
รูปท่ี 4.7 สภาวะท่ีใชเ้ล้ียงเพื่อหาสารควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสม 
 

ค่าความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีสูงหรือต ่า
เกินไปจะท าให้แบคทีเรียเจริญเติบโตไดไ้ม่ดีหรือใชเ้วลาในการเจริญเติบโตนานข้ึน ในสภาวะท่ีเป็นกรดจะ
มีปริมาณไฮโดรเจนไอออนสูงจะส่งผลต่อตวัเซลล์แบคทีเรียด้วย ค่าความเป็นกรด-ด่างจะส่งผลต่อการ
ท างานของเอนไซม์ภายในเซลล์และการขนส่งสารอาหารภายในเซลล์ด้วย และท่ีความเป็นกรด-ด่างไม่
เหมาะสมอาจท าใหช่้วง lag phase ของแบคทีเรียนานข้ึน (Panesar et al., 2010) 
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4.2 หาสภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับการผลติกรดดี-แลก็ติกโดย S. nakayamae subsp. nakayamae (CU72-1)   
แบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตคะตะเลสได้ท่ีน ามาใช้ในการทดลองน้ีในการผลิตกรดดี-แล็กติกคือ

Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae (CU72-1) ซ่ึงได้มาจากการแยกเช้ือจากนางสาวบุษบา
ทิพย ์ประเสริฐศกัด์ิ 
 
4.2.1 แปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้  

ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 24 และ 48 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส สภาวะท่ีเล้ียงแบบไม่ให้อากาศในถุง anaerobic โดยมี anaerobic gas pack ใส่ไปเพื่อให้อยูใ่น
สภาวะ anaerobic จากนั้นท าการใส่หัวเช้ือเร่ิมตน้ในปริมาณ 2 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหารเพื่อการผลิต
ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาทีและไม่มีการให้อากาศ ค่าความเป็นกรด-
ด่าง 6.8 สารท่ีใช้ควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตร โดยใช้ปริมาณน ้ าตาลกลูโคส
เร่ิมตน้ท่ี 120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6 ผลจากการแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
Inoculum age 
(h) 

Initial glucose 
(g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

24 129.01 114.2 0.89 2.89 100.00 
48 126.45 107.07 0.85 2.54 100.00 

 
จากการแปรค่าเวลาในการเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่าเม่ือส้ินสุดกระบวนการ

หมกัแลว้การเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงจะให้ผลท่ีดีกว่าการเล้ียงท่ี 48 ชั่วโมง โดย yield ทีไดคื้อ 
0.89 และ 0.85 ตามล าดบั การใชเ้วลาบ่มท่ีนานแบคทีเรียอาจจะผา่นช่วงการเจริญและเขา้สู่การผลิตกรดแล็ก
ติกแลว้ซ่ึงเราไม่ตอ้งการให้เป็นส าหรับหวัเช้ือเร่ิมตน้ควรจะอยูใ่นช่วงการเจริญเพื่อท่ีเวลาน าไปเติมลงในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพแลว้แบคทีเรียสามารถเจริญต่อไดเ้ลยลดเวลาการปรับตวัของแบคทีเรีย การใชเ้วลาเล้ียงมาก
เกินไปแบคทีเรียอาจเขา้สู่ช่วง stationary phase และ dead phase ได ้เม่ือแบคทีเรียตายจึงน ากลูโคสซ่ึงควรจะ
น ามาผลิตกรดแล็กติกไปสร้างเซลล์แทนจึงท าให้ผลผลิตกรดท่ีไดอ้อกมาต ่าลง ดงันั้นจึงใชเ้วลาในการเล้ียง
หวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 24 ชัว่โมงไปใชใ้นการทดลองต่อไป รูปท่ี 4.8 
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รูปท่ี 4.8 สภาวะท่ีใชเ้ล้ียงเพื่อหาเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ของแบคทีเรีย CU72-1 
  
4.2.2 แปรปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้  

ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 24 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
สภาวะท่ีเล้ียงแบบไม่ให้อากาศในถุง anaerobic โดยมี anaerobic gas pack ใส่ไปเพื่อให้อยู่ในสภาวะ 
anaerobic แปรปริมาณหัวเช้ือเร่ิมต้นท่ี 2 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหารเพื่อการผลิต ภายใต้
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาทีและไม่มีการให้อากาศ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 
สารท่ีใช้ควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตร โดยใช้ปริมาณน ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 
120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.7 
 
ตารางท่ี 4.7 ผลจากการแปรปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใชใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
Inoculum size 
(%) 

Initial glucose 
(g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

2 129.01 114.2 0.89 2.89 100.00 
5 121.76 110.04 0.90 2.98 100.00 

10 121.41 114.41 0.94 3.17 100.00 
 

เม่ือเราไดเ้วลาในการเล้ียงหัวเช้ือมาแลว้ขั้นต่อไปจะเป็นการหาปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ีใช้จากการ
ทดลองไดใ้ชท่ี้ 2 5 และ 10 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช ้พบวา่เม่ือใชป้ริมาณหวัเช้ือท่ี 2 และ 5 
เปอร์เซ็นตข์องอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใช ้ปริมาณกรดแล็กติกและค่า yield ท่ีไดไ้ม่แตกต่างกนัคือ 0.89 และ 0.90 
ตามล าดบั แต่เม่ือเพิ่มปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้มาท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ ค่า yield ทีไดเ้พิ่มข้ึนมาเป็น 0.94 แสดงให้
เห็นว่าเม่ือใช้ปริมาณหัวเช้ือเพิ่มข้ึนแบคทีเรียสามารถเพิ่มจ านวนได้เร็วข้ึนและใช้เวลาในการใช้กลูโคส
น้อยลง ปริมาณหัวเช้ือเพิ่มข้ึนเวลาในช่วงการผลิตจะลดลงตามล าดบั ซ่ึงท่ี 10 เปอร์เซ็นต์จะใช้เวลา 30 
ชัว่โมงในการท่ีแบคทีเรียใชก้ลูโคสจนหมดรูปท่ี 4.9 
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รูปท่ี 4.9 สภาวะท่ีใชเ้ล้ียงเพื่อหาปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ของแบคทีเรีย CU72-1 
 
4.2.3  เปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช ้Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน CaCO3  

ในการผลิตกรดดี-แล็กติกโดยแปรเวลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 24 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
สภาวะท่ีเล้ียงแบบไม่ให้อากาศในถุง anaerobic โดยมี anaerobic gas pack ใส่ไปเพื่อให้อยู่ในสภาวะ 
anaerobic แปรปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหารเพื่อการผลิตภายใต้อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส อตัราการกวน 200 รอบต่อนาทีและไม่มีการให้อากาศ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 แปรสารท่ี
ใช้ควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน CaCO3 โดยใช้ปริมาณน ้ าตาล
กลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 120 กรัมต่อลิตร ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 4.8 
 
ตารางท่ี 4.8 ผลจากการเปล่ียนสารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใช้ Ca(OH)2 NaOH และ NH4OH แทน 
CaCO3  ของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลส 
Neutralizer Initial glucose 

(g/l) 
Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

5M Ca(OH)2 106.90 78.50 0.73 1.63 100.00 
7M NH4OH 117.53 46.15 0.39 1.53 100.00 
10M NaOH 112.63 83.35 0.74 2.77 100.00 
CaCO3(add) 121.41 110.42 0.91 3.68 100.00 

 
จากผลการทดลองเม่ือเปล่ียนสารควบคุมความเป็นกรด-ด่างจากแคลเซียมคาร์บอเนตมาเป็น 5 โม

ลาร์ แคลเซียมไฮดรอกไซด์ 7 โมลาร์ แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ และ 10 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ จาก
ตารางท่ี 4.8 แสดงให้เห็นวา่ แคลเซียมไฮดรอกไซดแ์ละโซเดียมไฮดรอกไซดใ์ห้ผลการผลิตกรดดี-แล็กติกท่ี
ใกลเ้คียงกนัคือ 0.73 และ 0.74 แต่แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ ให้ผลท่ีค่อนขา้งต ่าอาจเน่ืองจากแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุน้ีไม่สามารถทนต่อแอมโมเนียมไฮดรอกไซด์ในปริมาณมากได ้จากผลการทดลองไดก้รดดี-แล็กติกท่ี
ต ่าอาจเน่ืองมาจากเซลล์น ากลูโคสไปใช้อย่างอ่ืน เช่นการซ่อมแซมเซลล์ให้สามารถอยู่ในสภาพท่ีมี
แอมโมเนียมากได ้หรือน าไปสร้างเซลล์ใหม่ท าให้กลูโคสท่ีตอ้งน ามาผลิตกรดนั้นมีปริมาณนอ้ยลงจึงท าให้
ผลิตกรดออกมาไดน้อ้ยลง ส่วนแคลเซียมคาร์บอเนตให้ค่า yield ท่ีมากท่ีสุดเม่ือเทียบกบัแคลเซียมไฮดรอก
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ไซด์และโซเดียมไฮดรอกไซด์ เน่ืองจากว่าแคลเซียมคาร์บอเนตเราไดท้  าการเติมไปในระบบอยูแ่ลว้ตั้งแต่
แรกจึงสามารถท าการจบักบักรดแล็กติกไดใ้นทนัทีท าใหก้ารควบคุมความเป็นกรด-ด่างมีประสิทธิภาพ ส่วน
แคลเซียมไฮดรอกไซด์ก็เป็นตวัควบคุมความเป็นกรด-ด่างท่ีดีอีกตวัหน่ึงดงัในการทดลองของ Nakano ท่ีได้
กล่าวไวใ้นขอ้ 4.1.5 จึงใชแ้คลเซียมคาร์บอเนตเป็นสารปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง รูปท่ี 4.10 
 

 
 
รูปท่ี 4.10 สภาวะท่ีใชเ้ล้ียงเพื่อหาสารควบคุมความเป็นกรด-ด่างของแบคทีเรีย CU72-1 
 
4.3 การหาแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมแทนสารสกดัจากยสีต์และเปปโทน 
 
4.3.1 แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลสได ้

แบคทีเรียตอ้งการแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตชนิดและความเขม้ขน้ท่ีแตกต่าง
กนัมีผลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ในการทดลองน้ีเราจะใช้สารอนินทรียม์าแทนแหล่งไนโตรเจน
ท่ีมาจากสารอินทรียซ่ึ์งมีราคาแพง ในการทดลองน้ีไดน้ าขอ้มูลจากงานวจิยัในระดบัขวดเขยา่(ประเสริฐศกัด์ิ 
2011)มาเทียบผลและหาปริมาณของแหล่งไนโตรเจนท่ีใช้ พบว่าท่ีการใช้สารสกัดจากยีสต์ 7.5 และ 
แอมโมเนียมคลอไรด ์4 และ 10 กรัมต่อลิตร นั้นแบคทีเรียมีการใชก้ลูโคสจนหมดและใหค้่า yield ท่ีสูงจึงน า
ทั้ง 2 สภาวะน้ีมาท าในงานวจิยัน้ี 
 
ตารางท่ี 4.9 ผลจากการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีปริมาณต่างๆของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลสได ้
Nitrogen source 
(g/l) 

Initial 
glucose (g/l) 

Lactic acid 
(g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

YE 15 + NH4Cl 4 125.28 114.93 0.92 3.83 100.00 
YE 7.5 + NH4Cl 4 119.38 95.89 0.80 1.99 100.00 

YE 7.5 + NH4Cl 10 116.90 97.25 0.83 2.02 100.00 
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พบว่าเม่ือลดปริมาณสารสกดัจากยีสต์ลงท าให้ค่า yield และ productivity ลดลงไปด้วยแต่เม่ือใช้
สารสกดัจากยสีตใ์นปริมาณท่ีเท่ากนัแต่เพิ่มแหล่งไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรียคื์อแอมโมเนียมคลอไรดเ์ขา้
ไปพบวา่ผลผลิตกรดแล็กติกมีค่าใกลเ้คียงกนั ดงัตารางท่ี 4.9 แสดงให้เห็นวา่สารสกดัจากยีสตมี์ผลต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดแล็กติกของแบคทีเรียมากกวา่แอมโมเนียมคลอไรด์ เน่ืองจากสารสกดัจากยสีต์
มีเบสพิวรีน ไพริมีดีนและวติามินบีเป็นส่วนประกอบซ่ึงแหล่งไนโตรเจนอนินทรียจ์ะไม่มีวติามินบีประกอบ
อยูว่ติามินบีเป็นสารส าคญัในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียเช่นกนัถา้มีแหล่งไนโตรเจนอยา่งเดียวแบคทีเรีย
อาจไม่สามารถเจริญไดแ้ละการท่ีมีปริมาณนอ้ยไปก็จะท าให้แบคทีเรียเจริญและผลิตกรดไดไ้ม่ดีเช่นกนั แต่
การท่ีใช้แอมโมเนียมคลอไรด์นั้ นถ้าใช้ในปริมาณมากจะไม่ดีเน่ืองจากแอมโมเนียมไอออนอาจไปท า
อันตรายต่อเซลล์  โดยท าให้ มีสภาวะความ เป็นด่างมาก ข้ึนท าให้การผลิตกรดแล็ก ติกต ่ าลงได ้
(Leejeerajumnean et al., 2000) แต่การใส่ไนโตรเจนไปในปริมาณมากนั้นอาจจะไปยบัย ั้งการเจริญเติบโต
และการสร้างกรดแล็กติกไดเ้ช่นกนั (Bolner de Lima et al., 2009)  
 จากรูปท่ี ข.30 แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียจะใชไ้นโตรเจนในปริมาณท่ีค่อนขา้งนอ้ย อาจเน่ืองจากใน
การรักษาสภาพของตวัมนัเองใหอ้ยูใ่นภาวะท่ีสามารถผลิตกรดดี-แล็กติกไดจ้  าเป็นตอ้งใช ้กรดอะมิโนและ
วติามิน ซ่ึงถา้สารอาหารจ าพวกน้ีมีปริมาณนอ้ยเกินไปจะส่งผลใหค้วามสามารถในการผลิตกรดดี-แล็กติ
กลดต ่าลงไปดว้ย  
 
4.3.2 แบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลสได ้

ในการทดลองน้ีไดน้ าขอ้มูลจากงานวิจยัในระดบัขวดเขยา่(ประเสริฐศกัด์ิ 2011)มาเทียบผลและหา
ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนท่ีใช ้พบวา่ท่ีการใชแ้อมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตรแทนเปปโทน 10 กรัม
ต่อลิตร นั้นแบคทีเรียมีการใชก้ลูโคสจนหมดและใหค้่า yield ท่ีสูงจึงสภาวะน้ีมาท าในงานวจิยัน้ี 
 
ตารางท่ี 4.10 ผลจากการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีปริมาณต่างๆของแบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตเอนไซม ์
คะตะเลสได ้
Nitrogen source 
(g/l) 

Initial 
glucose 
(g/l) 

Lactic 
acid (g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

YE 20 + peptone 10 121.41 110.42 0.91 3.68 100.00 
YE 20 + NH4Cl 10 113.74 107.93 0.94 2.99 100.00 

 
 จากตารางท่ี 4.10 แสดงให้เห็นว่าเม่ือเปล่ียนมาใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ แล้วค่า yield ท่ีได้จะ
ใกล้เคียงกับตอนใช้เปปโทนเป็นแหล่งไนโตรเจนเน่ืองจากเปปโทน ไม่มีส่วนประกอบของวิตามินบี 
(Loginova et al., 2001)เหมือนในสารสกดัจากยีสต์ เช่นเดียวกบัแอมโมเนียมคลอไรด์และสอดคลอ้งกบัผล



54 

การทดลองของแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตคะตะเลสได ้ค่าผลผลิตท่ีไดจ้ะใกลเ้คียงกนัเม่ือปริมาณสารสกดัจาก
ยสีตเ์ท่ากนั เน่ืองจากแบคทีเรียบางตวัไม่สามารถสังเคราะห์กรดอะมิโนและวติามินได ้(Hujanen and Linko, 
1995)เราจึงตอ้งใส่เขา้ไปซ่ึงในสารสกดัจากยีสต์ก็มีทั้งพิวรีน ไพริมีดีนและวิตามินบีซ่ึงจ าเป็นต่อการเจริญ
และการผลิตกรดแล็กติกแต่แบคทีเรียในการทดลองน้ีไม่สามารถผลิตได ้แต่เปปโทนก็ยงัเป็นแหล่งอาหารท่ี
ดีกวา่แอมโมเนียมคลอไรด์เพราะนอกจากจะเป็นแหล่งไนโตรเจนแลว้เปปโทนยงัมีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อ
การเจริญเติบโตของเซลลด์ว้ย ปริมาณการใชไ้นโตรเจนแสดงดงัรูปท่ี ข.31 
 ในงานวจิยัของ Nancib และคณะ(2005) พบวา่เม่ือใชแ้อมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจนเทียบ
กบัเปปโทนพบวา่แอมโมเนียมซลัเฟตให้ค่าการผลิตกรดแล็กติกท่ีมากกวา่การใชเ้ปปโทนโดยใชแ้บคทีเรีย 
Lactobacillus casei subsp. rhamnosus NRRL-B445 ในกระบวนการหมัก ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยน้ี ท่ี
แอมโมเนียมคลอไรดไ์ดใ้หผ้ลผลิตกรดแล็กติกท่ีสูงกวา่การใชเ้ปปโทน 

จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่สารสกดัจากยสีตย์งัคงเป็นสาระส าคญัและจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต
และผลิตกรดแล็กติกของแบคทีเรียไม่ควรแต่ดว้ยราคาท่ีแพงถา้เราสามารถหาสารอ่ืนมาทดแทนหรือลดการ
ใชโ้ดยท่ีไม่ท าใหผ้ลผลิตท่ีไดล้ดลงจะเป็นการลดตน้ทุนการผลิตลงไปได ้

จากการทดลองของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ เม่ือน าสภาวะในการเล้ียงท่ีให้ผลผลิตดีท่ีสุดของทั้ง 2 
สายพนัธ์ุมาเปรียบเทียบกนัพบวา่แบคทีเรีย Sporolactobacillus laevolacticus (SK5-2) ในการเล้ียงท่ีสภาวะ
ท่ีมีอากาศโดยเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือ 6 ชัว่โมงในเคร่ืองเขยา่ 200 รอบ
ต่อนาที ปริมาณหัวเช้ือท่ีใช ้5 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรอาหารเพื่อการเจริญ อตัราการกวน 300 รอบต่อนาที 
อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ าหมกัต่อนาที ใชเ้วลาช่วงการเจริญในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
6 ชั่วโมง ใช้เวลาในการผลิตกรดแล็กติกโดยแบคทีเรียสามารถใช้กลูโคสจนหมดท่ี 24 ชั่วโมง โดยใช ้
CaCO3 เป็นสารควบคุมความ เป็นกรด -ด่ างซ่ึ งใช้ เวลาทั้ งกระบวนการผลิตน้อยกว่าแบคที เรีย 
Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae (CU72-1) โดยใช้ เวลาในการเล้ียงหัวเช้ือเร่ิมต้น  24 
ชัว่โมงในสภาวะไร้อากาศ ใช้ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ 10 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณอาหาร ใช้ CaCO3 เป็นสาร
ควบคุมความเป็นกรด-ด่าง แบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีสามารถใชก้ลูโคสจนหมดในเวลา 30 ชัว่โมงในขั้นตอนการ
ผลิตกรดดี-แล็กติก โดยเวลาท่ีใชท้ั้งกระบวนการของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุดงัรูปท่ี 4.11 และผลผลิตท่ีได้
ดงัตารางท่ี 4.11 
 



55 

 
 
รูปท่ี 4.11 เวลาท่ีใชใ้นการผลิตกรดดี-แล็กติกของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ 
 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย Sporolactobacillus laevolacticus (SK5-2) สามารถ
ผลิตกรดดี-แล็กติกไดดี้และใช้เวลาท่ีน้อยกว่าแบคทีเรีย Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae 
(CU72-1) เน่ืองจาก S. laevolacticus สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีอากาศท าให้การเจริญเติบโตไดดี้และเร็ว
กวา่ S. nakayamae subsp. nakayamae โดยใช้เวลาทั้งกระบวนการนอ้ยกว่าถึง 18 ชัว่โมง และผลผลิตทีไดก้็
ใกลเ้คียงกนั ถา้สามารถเวลาในการผลิตในกระบวนการไดจ้ะท าใหป้ระหยดัค่าใชจ่้าย ลดตน้ทุนการผลิตได ้
 
ตารางท่ี 4.11 เปรียบเทียบผลการทดลองระหวา่งระดบัขวดเขยา่และระดบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร
เล้ียงท่ีสภาวะเหมาะสม 
Bacteria strain Initial 

glucose 
(g/l) 

Lactic 
acid (g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

SK5-2 (fermenter) 125.08 114.93 0.92 3.83 100.00 
CU72-1 (fermenter) 121.41 110.42 0.91 3.68 100.00 
SK5-2 (flask) 119.99 118.78 0.98 1.65 99.18 
CU72-1 (flask) 118.60 103.84 0.87 1.44 98.92 
 

 ผลการทดลองเม่ือน ามาเทียบกบังานวจิยัระดบัขวดเขยา่แสดงในตารางท่ี 4.11 พบวา่ค่า productivity 
ของการทดลองในระดับขวดเขย่ามีค่าท่ีต ่าเน่ืองจากในขวดเขย่าการควบคุมสภาวะเป็นไปได้ยากเม่ือ
แบคทีเรียอยู่ในสภาวะท่ีไม่ใช่สภาวะท่ีเหมาะสมท าให้ใช้เวลานานกว่าการเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพซ่ึง
สามารถควบคุมสภาวะไดดี้กวา่ 



 

        บทที ่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

  
จากการทดลองเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตกรดดี-แล็กติกให้ได้ผลผลิตและค่าความ

บริสุท ธ์ิ เชิงแสงสูงในถังปฏิกรณ์ ชีวภาพแบบกวนขนาด 5 ลิตร ของแบคที เรีย 2 สายพัน ธ์ุ คือ 
Sporolactobacillus laevolacticus (SK5-2) และ  Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae (CU72-
1) พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการเล้ียงแบคทีเรีย SK5-2 คือใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือ 6 ชัว่โมง ปริมาณหัว
เช้ือท่ีใชคื้อ 5 เปอร์เซ็นตข์องปริมาณอาหารท่ีใชใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ระยะเวลาช่วงการเจริญในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ 6 ชัว่โมง ใชอ้ตัราการกวน 300 รอบต่อนาทีและอตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้ า
หมกัต่อนาที ระยะเวลาในการผลิตกรดดี-แล็กติก แบคทีเรียใชก้ลูโคสจนหมดท่ี 24 ชัว่โมง ใชอ้ตัราการกวน
ท่ี 200 รอบต่อนาทีไม่มีการให้อากาศ ใชอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทั้งกระบวนการ ด่างท่ีใชค้วบคุมความ
เป็นกรด-ด่างคือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตรโดยเติมลงไปในอาหาร ใช้น ้ าตาลกลูโคส 125.08 กรัมต่อลิตร ได้
กรดดี-แล็กติก 114.93 กรัมต่อลิตร yield ท่ีได ้0.92 กรัมของกรดดี-แล็กติกท่ีไดต่้อกรัมของกลูโคสท่ีใช้ไป 
productivity 3.83 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 100 เปอร์เซ็นต ์ 

แบคทีเรีย CU72-1 สภาวะท่ีดีท่ีสุดคือ ใช้เวลาในการเล้ียงหวัเช้ือ 24 ชัว่โมง ปริมาณหัวเช้ือท่ีใช ้10 
เปอร์เซ็นตข์องปริมาตรน ้าหมกั ด่างควบคุมความเป็นกรด-ด่างคือ CaCO3 80 กรัมต่อลิตรเติมลงไปในอาหาร
เล้ียงแบบไม่ใหอ้ากาศ อตัราการกวน 200 รอบต่อนาทีและใชอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทั้งกระบวนการ ใช้
กลูโคส 121.41 กรัมต่อลิตรไดก้รดดี-แล็กติก 110.42 กรัมต่อลิตร ค่า yield 0.91 กรัมของกรดดี-แล็กติกท่ีได้
ต่อกรัมของกลูโคสท่ีใชไ้ป productivity 3.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 100 เปอร์เซ็นต ์ 

ต่อมาน าแบคทีเรีย SK5-2 และ CU72-1 มาท าการเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนและความเขม้ขน้ท่ีใชโ้ดย 
SK5-2 ไดแ้หล่งไนโตรเจนและปริมาณท่ีใช่คือ สารสกดัจากยีสต ์15 กรัมต่อลิตรผสมกบัแอมโมเนียมคลอ
ไรด์ 4 กรัมต่อลิตรโดยใชส้ภาวะท่ีไดก้ล่าวไปขา้งตน้ในการเล้ียง พบวา่ yield ท่ีได ้0.92 กรัมของกรดดี-แล็ก
ติกท่ีได้ต่อกรัมของกลูโคสท่ีใช้ไป productivity 3.83 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 100 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงใหผ้ลผลิตท่ีดีกวา่การท่ีลดปริมาณสารสกดัจากยีสตเ์หลือ 7.5 กรัมต่อลิตรและใชแ้อมโมเนียม
คลอไรด์ 4 กรัมต่อลิตร กบัการใช้สารสกดัจากยีสต์ 7.5 กรัมต่อลิตรและแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อ
ลิตรซ่ึงไดค้่า yield และ productivity ท่ี 0.80 และ 1.99 กบั 0.83 และ 2.02 ตามล าดบั ซ่ึงนอ้ยกวา่ 

ส่วนแบคทีเรีย CU72-1 ได้ท าการเปล่ียนแหล่งไนโตรเจนจากเปปโทน 10 กรัมต่อลิตรมาใช้
แอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร พบว่าเม่ือเปล่ียนมาใช้แอมโมเนียมคลอไรด์ผลของค่า yield ไม่
แตกต่างกนัมากเม่ือเทียบกบัเปปโทนคือแอมโมเนียมคลอไรด ์yield 0.94 กรัมของกรดดี-แล็กติกท่ีไดต่้อกรัม
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ของกลูโคสท่ีใช้ไปและเปปโทนได้ 0.92 กรัมของกรดดี-แล็กติกท่ีได้ต่อกรัมของกลูโคสท่ีใช้ไปดังนั้ น
แบคทีเรียสายพนัธ์ุน้ีสามารถใชแ้อมโมเนียมคลอไรดแ์ทนเปปโทนไดซ่ึ้งแอมโมเนียมคลอไรดมี์ราคาถูกกวา่
เพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิตอีกดว้ย 

แบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุเม่ือน ามาเปรียบเทียบกระบวนการผลิตแลว้พบวา่แบคทีเรีย SK5-2 ใชเ้วลา
ทั้งกระบวนการในการผลิตกรดดี-แล็กติกไดเ้ร็วกวา่แบคทีเรีย CU72-1 ถึง 18 ชัว่โมงเน่ืองจากแบคทีเรียแล็ก
ติกส่วนใหญ่ท่ีพบในธรรมชาติจะไม่สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีอากาศเน่ืองจากในกระบวนการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียจะท าให้เกิดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ข้ึนมาซ่ึงเป็นอนัตรายต่อเซลล์แบคทีเรียซ่ึง
เอนไซมท่ี์สามารถสลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดคื้อเอนไซมค์ะตะเลสซ่ึงแบคทีเรียไม่สามารถผลิตไดจึ้ง
ตอ้งเล้ียงแบบไม่ให้อากาศ แต่แบคทีเรีย SK5-2 สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสไดจึ้งสามารถเจริญได้ใน
สภาวะท่ีอากาศซ่ึงขอ้ดีของมนัคือจะเจริญไดเ้ร็วกวา่เพราะวา่ระบบเมแทบอลิซึมของการเจริญแบบมีอากาศ
นั้นจะให้พลงังานท่ีมากกว่าแบบไม่มีอากาศหลายเท่า เม่ือมีพลงังานมากและมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เจริญจึงท าใหแ้บคทีเรียเจริญไดไ้วและสามารถผลิตกรดไดดี้อีกดว้ย 
 จากผลการทดลองโดยการเล้ียงแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุเพื่อผลิตกรดดี-แล็กติกในสภาวะท่ีไดจ้าก
การท าการทดลองเม่ือเทียบกบัในระดบัขวดเขย่าแลว้พบว่าให้ผลท่ีดีกว่ามากทั้ง yield, productivity, ความ
เขม้ขน้ของกรดดี-แล็กติกท่ีไดร้วมถึงค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีได้เพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัในระดบัขวดเขย่า 
แสดงใหเ้ห็นวา่การท่ีเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวนซ่ึงเราสามารถควบคุมสภาวะไดจ้ะเป็นขอ้ไดเ้ปรียบ
ในการเล้ียง นอกจากจะช่วยให้แบคทีเรียเจริญไดดี้แลว้ยงัใหผ้ลผลิตท่ีสูงและค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงอีก
ดว้ย  
 
ข้อเสนอแนะ  

1. จากสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ของแบคทีเรียทั้ง 2 สายพนัธ์ุ สามารถน าไปเพิ่มขนาดการผลิตในถงั

ปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีขนาดใหญ่ข้ึนไปไดเ้พื่อเป็นการต่อยอดไปในระดบัอุตสาหกรรมพร้อมทั้งหา

ขอ้ดีและแกไ้ขขอ้ดอ้ยของการขยายขนาดการหมกัก่อนถึงระดบัอุตสาหกรรม 

2. สารควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีใช้คือ CaCO3 ตอ้งหาวิธีการน าไปใช้เม่ือท าการขยายขนาดให้

ใหญ่ข้ึน 

3. เพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาลกลูโคสจากเดิม 120 กรัมต่อลิตร เป็น 150 กรัมต่อลิตรเพื่อเป็นการเพิ่ม

ผลผลิตกรดแล็กติก 

4. ประยุกต์ใช้กระบวนการหมักแบบ Fed-batch และ Continuous มาใช้ในกระบวนการผลิต
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์และการเตรียมสารเคมี 
 

1. อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ 
 
1.1 อาหาร GYP 

กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  5   กรัมต่อลิตร 
เปปโทน   5   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   10   มิลลิลิตรต่อลิตร   
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร 
วุน้    20   กรัมต่อลิตร 

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหเ้ป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร หลงัจาก
นั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
 1.2 Salt solution  
MgSO4.7H2O   400   มิลลิกรัม  
MnSO4.5H2O   20   มิลลิกรัม  
FeSO4.7H2O   20   มิลลิกรัม  
NaCl    20   มิลลิกรัม  
หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหเ้ป็น 10 มิลลิลิตร  
 

1.3 10 % Skim milk  
ชัง่ Skim milk 10  กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือด้วยหม้อน่ึง

ความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 10 นาที  
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1.4 อาหาร Preculture ของแบคทเีรียไม่ผลติคะตะเลส 
กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  5   กรัมต่อลิตร 
เปปโทน   5   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   10   มิลลิลิตรต่อลิตร 
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร 

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรให้ได ้1000 มิลลิลิตร หลงัจาก
นั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส, 15 นาที 
  

1.5 อาหาร Fermentation ของแบคทเีรียไม่ผลติคะตะเลส 
กลูโคส    120   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  20   กรัมต่อลิตร  
เปปโทน   10   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   20   มิลลิลิตรต่อลิตร  
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหเ้ป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร โดยมีการ
เติมCaCO3 4 กรัม หลงัจากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 
นาที 
 

1.6 อาหาร Preculture ของแบคทเีรียผลติคะตะเลส 
กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  15   กรัมต่อลิตร  
NH4Cl    4   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.5   กรัมต่อลิตร 
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   20   มิลลิลิตรต่อลิตร  
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ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใหเ้ป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตรหลงัจาก
นั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
  

1.7 อาหาร Fermentation ของแบคทเีรียผลติคะตะเลส  
อาหาร Fermentation ประกอบดว้ย กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร และมีการเติม CaCO3 4 กรัม หลงัจาก

นั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

2. สารเคมีและวธีิการเตรียมสารเคมี 
 

2.1 0.005 mM H2SO4    
ดูดสารละลาย Conc. H2SO4 ปริมาตร 556 µl ละลายในน ้า 2 ลิตร และน ามากรองดว้ยเมม 

เบรนขนาด 0.45 µm หลงัจากนั้นเขา้เคร่ือง Sonicate ระยะเวลา 30 นาที  
 
 2.2 1 mM CuSO4  
 ชัง่ CuSO4 0.5 กรัม ละลายในน ้ า 2 ลิตร และน ามากรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 µmหลงัจากนั้นเขา้
เคร่ือง Sonicate ระยะเวลา 30 นาที  
 

2.3 สารละลายมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์กรดแล็กติก กลูโคส เอทานอล และกรดอะซิติก (ความเข้มข้น 2 
กรัมต่อลติร) 
 ชัง่กลูโคส และ Lactate.5H2O อยา่งละ 0.1 และ 0.1712 กรัม ตามล าดบั หลงัจากนั้นเติม 
เอทานอล และกรดอะซิติก ปริมาตร 105.3 และ 95 ไมโครลิตร ตามล าดับ พร้อมปรับปริมาตรเป็น 50 
มิลลิลิตร  

2.4 32% NaOH 
 น า NaOH 320 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 

 
2.5 4% Boric acid 

 น ากรดบอริก 40 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
 

2.6 K2SO4 : CuSO4.5H2O 
 น า K2SO4 95 กรัม ผสมกบั CuSO4.5H2O 5 กรัม 
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ภาคผนวก ข 

 
สูตรการค านวณ 

 
สูตรการค านวณ 
1. ค่า Yield  
Yield   =                  (กรดแล็กติกท่ีได ้(กรัมต่อลิตร))   
                    (กลูโคสเร่ิมตน้ - กลูโคสสุดทา้ย (กรัมต่อลิตร)) 
 
2. ค่า Productivity (กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
Productivity    =                (กรดแล็กติกท่ีได ้(กรัมต่อลิตร))   
                                       (เวลาในการหมกักรดแล็กติก (ชัว่โมง)) 
 
3. ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง (%ee) 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง =     (พื้นท่ีกรดดี-แล็กติก - พื้นท่ีกรดแอล-แล็กติก)      ×  100 
                            (พื้นท่ีกรดดี-แล็กติก + พื้นท่ีกรดแอล-แล็กติก) 
4. ค่า Nitrogen 
ไนโตรเจน   =    (VHCl จากการไทเทรตตวัอยา่ง - V HCl จากการไทเทรต Blank) × 0.014007 × 0.0974 N HCl 
 
5. % Nitrogen 
% Nitrogen   =          ค่าไนโตรเจน ×  100 
                                  ปริมาตรสารตวัอยา่ง  
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ภาคผนวก ค 

 
กราฟ Kinetic ของการหมักกรดดี-แลก็ติกโดยแบคทีเรีย SK5-2 

 

 
รูปท่ี ค.1 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 10 เปอร์เซนต ์
 

 
รูปท่ี ค.2 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 5 เปอร์เซนต ์
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รูปท่ี ค.3 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 2 เปอร์เซนต ์
 

 
รูปท่ี ค.4 กราฟการหมกัโดยใชเ้วลาในช่วงการเจริญ 3 ชัว่โมง 
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รูปท่ี ค.5 กราฟการหมกัโดยใชเ้วลาในช่วงการเจริญ 6 ชัว่โมง 
 

 
รูปท่ี ค.6 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 150 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 
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รูปท่ี ค.7 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 
 

 
รูปท่ี ค.8 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 450 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 
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รูปท่ี ค.9 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 150 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 
 
 

 
รูปท่ี ค.10 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 
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รูปท่ี ค.11 กราฟการหมกัโดยอตัราการกวน 450 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อ
ปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที 

 

 
รูปท่ี ค.12 กราฟการหมกัโดยใชแ้อมโมเนียมไฮดรอกไซด์เป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
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รูปท่ี ค.13 กราฟการหมกัโดยใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดเ์ป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
 
 

 
รูปท่ี ค.14 กราฟการหมกัโดยใชแ้คลเซียมไฮดรอกไซดเ์ป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
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รูปท่ี ค.15 กราฟการหมกัโดยใชแ้คลเซียมคาร์บอเนตเป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 

 
 

 
รูปท่ี ค.16 กราฟการหมกัโดยใชส้ารสกดัจากยสีต ์15 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด ์4 กรัมต่อลิตร 
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รูปท่ี ค.17 กราฟการหมกัโดยใชส้ารสกดัจากยสีต ์7.5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด ์4 กรัมต่อลิตร 
 

 
รูปท่ี ค.18 กราฟการหมกัโดยใชส้ารสกดัจากยสีต ์7.5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด ์10 กรัมต่อลิตร 
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กราฟ Kinetic ของการหมักกรดดี-แลก็ติกโดยแบคทีเรีย CU72-1 
 

 
รูปท่ี ค.19 กราฟการหมกัโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 24 ชัว่โมง 
 

 
รูปท่ี ค.20 กราฟการหมกัโดยใชเ้วลาในการเล้ียงหวัเช้ือเร่ิมตน้ 48 ชัว่โมง 
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รูปท่ี ค.21 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 2 เปอร์เซนต ์
 

 
รูปท่ี ค.22 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 5 เปอร์เซนต ์
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รูปท่ี ค.23 กราฟการหมกัโดยใชห้วัเช้ือเร่ิมตน้ 10 เปอร์เซนต ์
 

 
รูปท่ี ค.24 กราฟการหมกัโดยใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดเ์ป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
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รูปท่ี ค.25 กราฟการหมกัโดยใชแ้อมโมเนียมไฮดรอกไซด์เป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 

 

 
รูปท่ี ค.26 กราฟการหมกัโดยใชแ้คลเซียมไฮดรอกไซดเ์ป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
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รูปท่ี ค.27 กราฟการหมกัโดยใชแ้คลเซียมคาร์บอเนตเป็นด่างควบคุมค่าตวามเป็นกรด-ด่าง 
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รูปท่ี ค.28 ใชเ้ปปโทน 10 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจนรวมกบัสารสกดัจากยสัต ์20 กรัมต่อลิตร 

 

 
รูปท่ี ค.29 ใชแ้อมโมเนียมคลอไรด ์10 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งไนโตรเจนรวมกบัสารสกดัจากยสัต ์20 กรัมต่อ
ลิตร 
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รูปท่ี ค.30 แสดงปริมาณไนโตรเจนท่ีใชไ้ปในกระบวนการหมกัในการศึกษาปริมาณไนโตรเจน 
ท่ีใชข้องแบคทีเรีย SK5-2 

 

 
รูปท่ี ค.31 แสดงปริมาณไนโตรเจนท่ีใชไ้ปในกระบวนการหมกัในการศึกษาปริมาณไนโตรเจน 
ท่ีใชข้องแบคทีเรีย CU72-1 
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ตารางที ่ค.1 แสดงผลการทดลองทั้งหมดของ Sporolactobacillus laevolacticus SK5-2  
Flask Fermentor Result 

Inoculum 
age (h) 

Inoculum 
size (%) 

Preculture 
time (h) 

Agitation 
speed (rpm) 

Aeration 
rate (vvm) 

Neutralizing 
agent 

Glucose 
(g/l) 

D-lactic 
acid (g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity 
(%) 

6 10 5 300 1 CaCO3 124.70 114.00 0.91 3.80 89.01 
12 10 5 300 1 CaCO3 122.00 109.00 0.89 3.00 100.00 
6 5 5 300 1 CaCO3 120.40 107.90 0.90 3.59 99.67 
6 2 5 300 1 CaCO3 127.00 107.00 0.84 4.45 100.00 

6 5 3 300 1 CaCO3 123.58 112.34 0.91 3.74 100.00 

6 5 6 300 1 CaCO3 125.08 114.93 0.92 3.83 100.00 

6 5 6 150 1 CaCO3 128.33 105.34 0.82 3.00 100.00 

6 5 6 450 1 CaCO3 120.58 103.51 0.86 4.31 100.00 

6 5 6 150 0.5 CaCO3 122.46 105.75 0.86 3.53 100.00 

6 5 6 300 0.5 CaCO3 125.20 102.22 0.82 4.25 100.00 

6 5 6 450 0.5 CaCO3 117.89 108.50 0.92 3.52 100.00 

6 5 6 300 1 Ca(OH)2 122.68 94.30 0.77 3.92 100.00 

6 5 6 300 1 NH4OH 123.17 61.00 0.50 1.69 100.00 

6 5 6 300 1 NaOH 137.16 91.44 0.67 2.54 100.00 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 83 



 

ตารางที ่ค.2 แสดงผลการทดลองทั้งหมดของ Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayame CU72-1  
Flask Fermentor Result 

Inoculum 
age (h) 

Inoculum 
size (%) 

Agitation 
speed (rpm) 

Aeration 
rate (vvm) 

Neutralizing 
agent 

Glucose 
(g/l) 

D-lactic 
acid (g/l) 

Yield (g/g 
glucose) 

Productivity 
(g/l.h) 

Optical 
purity (%) 

24 2 200 - CaCO3 129.01 117.38 0.91 2.89 100.00 
48 2 200 - CaCO3 126.45 90.98 0.72 2.52 98.92 
24 5 200 - CaCO3 121.76 107.46 0.88 2.98 100.00 
24 10 200 - CaCO3 121.41 110.42 0.91 3.68 100.00 
24 10 200 - Ca(OH)2 110.45 78.50    0.71 1.63 100.00 
24 10 200 - NH4OH 117.53 46.15 0.39 1.53 100.00 
24 10 200 - NaOH 112.63 83.35 0.74 2.77 96.63 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส, ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 

 
 นายกล้า  จนัทนวลัย์ เกิดวนัท่ี 17 ตุลาคม พ.ศ. 2528 ท่ีจงัหวดันนทบุรี ส าเร็จการศึกษาระดับ
ป ริญญาวิทยาศาสตรบัณ ฑิ ต  ภาควิช าเทคโนโลยี ชี วภ าพ  คณะ วิทยาศาสตร์และ เทคโนโลย ี
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ในปีการศึกษา 2550 ต่อมาได้เข้ารับการศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวทิยา ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ในปีการศึกษา 2553 
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Jantawon, K., Kodama, K. and Thongchul, N. Enchanced production of an optically purified d-
lactic in a stirred tank fermentor. The 14thTSAE National Conference and the 6th TSAE International 
Conference “TSAE 2013”. 1-4 April 2013, Hua Hin Grand Hotel & Plaza, Prachuap Khiri Khan, 
Thailand.  
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