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ศิริพร อุนแอบ : การผลิตกรดแอล(+)-แลกติกจากสารละลายที่ไดจากการยอยกากมนั
สําปะหลังโดย Rhizopus oryzae ที่ถูกตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต. 
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งานวิจัยน้ีศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดแอล-แลกติกโดย 
Rhizopus oryzae NRRL 395 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยกอนเขาสูกระบวนการหมัก 
จะตองนํากากมันไปปรับสภาพและยอยเพื่อใหไดเปนสารละลายซึ่งจะนําไปเปนแหลงคารบอนในอาหาร
เล้ียงเชื้อ โดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ กากถูกนําไปปรับสภาพภายใตอุณหภูมิและความดันสูง เพื่อ
ทําลายโครงสรางลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ทําใหสามารถยอยเซลลูโลสและแปงท่ีติดอยูไดงายข้ึน ในการ
ปรับสภาพจะศึกษาผลของเวลาท่ีใช (15-60 นาที) ความเขมขนของกากมัน (อัตราสวนของกากมันแหง
ตอสารละลาย 5-20 เปอรเซ็นต) และความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด (0.1-1.0 นอรมอล) โดยภาวะ
ท่ีเหมาะสม คือ ใชกากมัน 20 เปอรเซ็นต นําไปปรับสภาพท่ี 121 องศาเซลเซียส ภายใตความดัน 15 
ปอนดตอตารางน้ิว นาน 15 นาที จากน้ันนํากากมันท่ีปรับสภาพไปยอยตอดวยเซลลูเลสและอัลฟาอะ
ไมเลสตามลําดับ โดยปจจัยท่ีศึกษา ไดแก ปริมาณเอนไซมท่ีใช (เซลลูเลส: 5.61 และ 33.15 ยูนิตตอ
กรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว และอัลฟาอะไมเลส: 16.8 และ 33.6 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับ
สภาพแลว) และเวลาท่ีใชในการยอย (เซลลูเลส: 1 และ 6 ชั่วโมง และอัลฟาอะไมเลส: 15 และ 30 นาที) 
โดยภาวะการยอยท่ีเหมาะสมท่ีสุดใชเซลลูเลส 33.15 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว ยอยนาน 
6 ชั่วโมง ตอดวยอัลฟาอะไมเลส 16.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงท่ีปรับสภาพแลว นาน 15 นาที โดยได
นํ้าตาลออกมาสูงสุดท่ี 0.6 กรัมตอกรัมกากมันแหง คิดเปนปริมาณน้ําตาลท่ีไดท้ังหมด เทากับ 0.541 
กรัมตอกรัมกากแหง หลังจากน้ันสารละลายท่ีไดถูกนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแอล-แลก
ติกดวย R.oryzae ท่ีถูกตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยไดความเขมขนของกรดแอล-แลก
ติกสูงสุดท่ี 25.41 กรัมตอลิตร คิดเปนคาปริมาณผลผลิตกรดแอล-แลกติก เทากับ 48.95% และคาอัตรา
การผลิตกรดแอล-แลกติกเทากับ 1.12 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อเทียบกับการหมักภาวะอื่นๆ จากผล
การทดลองแสดงการใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน มีผลตอการผลิตกรดแลกติกของ R.oryzae 
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This study investigated L-lactic acid production from cassava pulp feedstocks by 
Rhizopus oryzae NRRL 395 in the static bed bioreactor. Prior to fermentation, cassava pulp 
was pretreated and hydrolyzed to obtain the hydrolysate to be used as the carbon source 
in the fermentation medium. By physicochemical pretreatment, cassava pulp was 
pretreated under high temperature and pressure to eliminate lignin and hemicellulose 
contents; thus, facilitating cellulose and starch hydrolysis later. The effects of pretreatment 
time (15-60 min), pulp concentration (ratio of dry pulp to solution: 5-20%), and NaOH 
concentration (0.1-1.0 N) were observed during pretreatment. The optimal pretreatment 

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

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

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

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

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

48.95% and the production rate of 1.12 g/Lh was achieved. Comparison of the other 
fermentation condition, this result indicated that using of  various carbon sources  effect to 
lactic acid production by R.oryzae 
 Field of Study :            Biotechnology  Student’s Signature :  
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 กรดแลกติก (กรด 2-ไฮดรอกซีโพรไพโอนิก, CH3CHOHCOOH) เปนกรดอินทรียชนิดหนึ่ง
ซึ่งประกอบไปดวยหมูไฮดรอกซิล (-OH) และหมูคารบอกซิล (-COOH) กรดแลกติกถูกนํามาใช
งานอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเคมี เคร่ืองสําอาง และเภสัชกรรม ปจจุบัน
มีการประยุกตใชกรดแลกติกเปนโมโนเมอรในการผลิตพอลิเมอรของกรดแลกติก หรือพอลิแลกติก
แอซิด (PLA) ซึ่งใชผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 
(Kadam และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2007; Miura และคณะ, 2003) ทําใหแนวโนมความ
ตองการและราคาในตลาดโลกเพิ่มข้ึน ปจจุบันพบวาความตองการกรดแลกติกทั่วโลกประมาณ 
130,000 ถึง 150,000 ตันตอป และในป 2011 คาดวาจะมีแนวโนมของตลาด PLA โลกสูงถึง 
500,000 ตันตอป (Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007) ซึ่งในปจจุบันประเทศไทยตอง
นําเขากรดแลกติกจากตางประเทศเพื่อการใชงานในประเทศ ดังนั้นถาหากประเทศไทยสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดเองจะชวยลดปญหาการนําเขาและการขาดดุลกับตางประเทศได การผลิตกรด
แลกติกสามารถผลิตได 2 วิธีดวยกันคือ กระบวนการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการหมักโดย
จุลินทรีย ซึ่งพบวา กระบวนการสังเคราะหทางเคมีนั้น กรดแลกติกที่ผลิตไดจะอยูในรูปไอโซเมอร
ผสม คือกรดแอลแลกติกและดีแลกติก (Wee และคณะ, 2006; Zhang และคณะ, 2007; Tay และ 
Yang, 2002) และใชภาวะรุนแรงในกระบวนการสังเคราะหกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม อีกทั้ง
วัตถุดิบที่ใชในการผลิตยังมาจากปโตรเคมี ซึ่งในปจจุบันมีราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ (Kadam และคณะ, 
2006; Wee และคณะ, 2006) ในขณะที่กระบวนการหมักนั้นสามารถผลิตกรดแลกติกไดทั้งในรูป
ไอโซเมอรผสมและกรดแลกติกในรูปบริสุทธิ์ โดยข้ึนอยูกับจุลินทรียที่ใช ซับสเตรท และภาวะท่ีใช
ในกระบวนการหมัก (Zhang และคณะ, 2007) กรดแอลแลกติกบริสุทธิ์ เปนที่ไดรับความนิยม
มากกวากรดดีแลกติกบริสุทธิ์ เนื่องจากกรดดีแลกติกนั้นเปนอันตรายตอมนุษย จึงนิยมนํากรดแอ
ลแลกติกมาใชอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา (Zhang และคณะ, 2007) โดยเฉพาะอยางยิ่ง
ในการผลิตพอลิแลกติกแอซิด (PLA) เนื่องจากสามารถใหพอลิเมอรที่มีความเปนผลึกสูงจึงเหมาะ
กับการนําไปใชในการผลิตพลาสติก (Oh และคณะ, 2005; Kadam และคณะ, 2006; Wee และ
คณะ, 2006; Lin และคณะ, 2007)  

ในกระบวนการหมัก กรดแลกติกผลิตโดยจุลินทรีย 2 กลุม คือแบคทีเรียและรา ซึ่ง 
Lactobacillus sp. เปนที่สนใจกันอยางกวางขวาง โดยใชกระบวนการหมักชนิดโฮโมเฟอรเมนเท
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ชันเปนสวนใหญ เนื่องจาก ใหอัตราผลผลิตสูงและกระบวนการหมักสามารถทําไดงายไมซับซอน 
(Oh และคณะ, 2005; Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007) จากงานวิจัยของ 
Michelson และคณะ (2006) พบวาแบคทีเรีย Bacillus coagulans SIM-7 DSM 14043 และ 
Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 สามารถใหผลผลิตกรดแลกติกสูงถึง 9.9 
และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ในการหมักแบบไมตอเนื่องสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 91.5 
กรัมตอลิตร แตอยางไรก็ตาม แบคทีเรียกลุมนี้ตองการสารอาหารพวกไวตามินและกรดอะมิโนใน
ปริมาณมากสําหรับการเจริญ และกรดแลกติกที่ผลิตไดประกอบไปดวยกรดแอลแลกติกและดีแลก
ติก ทําใหเกิดความซับซอนในการทําใหบริสุทธิ์กอนนําไปใชในการผลิตพอลิแลกติกแอซิด ซึ่งสงผล
ตอตนทุนในการผลิตที่สูงข้ึน (Lin และคณะ, 2007; Miura และคณะ, 2003) 

ในขณะที่ Rhizopus sp. สามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธิ์จากวัสดุทางการเกษตรที่มี
ราคาถูก เนื่องจากราสามารถสรางอะไมเลสเพื่อยอยแปงและสามารถใชน้ําตาลคารบอน 5 
อะตอมซ่ึงพบในเฮมิเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนได (Tay และ Yang, 2002; Wee และคณะ, 
2006; Zhang และคณะ, 2007) ทําใหกระบวนการหมักดวย R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดาน
วัตถุดิบและกระบวนการแยกบริสุทธิ์หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักโดยแบคทีเรีย ทําใหมี
นักวิจัยหลายกลุมใหความสนใจที่จะนํา R. oryzae  มาใชในกระบวนการผลิตกรดแอลแลกติก 
(Sun และคณะ, 1999; Zhang และคณะ, 2007) R. oryzae เปนราที่ตองการอากาศในการเจริญ 
ในภาวะที่ขาดอากาศราจะเปล่ียนวิถีเมแทบอลิซึมโดยจะเปล่ียนเปนเอทานอล ซึ่งราจะสามารถ
ดํารงชีวิตอยูไดในระยะหนึ่งและตายในท่ีสุด ดังนั้นการรักษาระดับออกซิเจนในกระบวนการหมัก
กรดแลกติกจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง (Bai และคณะ, 2003; Wee และคณะ, 2006) จากลักษณะ
สัณฐานของ R. oryzae ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักและข้ึนกับภาวะที่ใชในการหมัก 
กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมักจะ
ประสบปญหาเร่ืองการถายเทอากาศ ซึ่งจะสงผลโดยตรงตอการเจริญของราและการสรางกรดแลก
ติก (Skory และคณะ, 1998; Bai และคณะ, 2003) เพื่อกําจัดปญหาเร่ืองการเปลี่ยนแปลงของ
สัณฐาน จึงไดมีการพัฒนาเทคนิคการตรึงเซลลเพื่อใชในการควบคุมสัณฐานของราตามตองการ 
และพบวาการตรึงเซลลนอกจากจะใชในการควบคุมสัณฐานของราแลวยังสามารถเพิ่มความ
หนาแนนของเซลล อัตราการผลิตกรดแลกติกและผลผลิตกรดแลกติก (Tay และ Yang, 2002; 
Dong และคณะ, 1996) งานวิจัยของ Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติก ดวย 
Rhizopus sp. จํานวน 8 สายพันธุและเปรียบเทียบภาวะที่ใชในการหมักดวยระบบ Air-Lift โดยใช
แปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแอล (+)-แลกติก
ไดสูงสุดคือ 102 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 85 % ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร 
งานวิจัยของ Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติกดวยการตรึง R. oryzae 
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NRRL 395 ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) โดยใชกลูโคส
เปนแหลงคารบอน พบวา การตรึงเซลลสามารถใชควบคุมสัณฐานของรา ทําใหมีอัตราการเจริญ
และผลผลิตสูง สามารถผลิตกรดแอลแลกติกไดสูงสุดคือ 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 
90 % และอัตราการผลิตกรดแลกติก 2.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และเมื่อใชแปงขาวโพดเปนแหลง
คารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแอลแลกติก คิดเปนคา YP/S  เทากับ 100 % และอัตราการผลิต
กรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง นอกจากเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเซลลตรึงดังกลาว
มาแลวขางตน กลุมผูวิจัยไดทําการพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตเพื่อใชในการตรึง
เซลลรา และพบวาเครื่องปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้สามารถชวยเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติกเปน 
2.09 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งสูงข้ึนเมื่อเทียบกับกระบวนการหมักแบบเซลลแขวนลอยในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ คือ 0.58 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ที่รอบการกวน 700 รอบตอนาที อัตราการให
อากาศเทากับ 0.50 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที  

จากที่ไดกลาวมาขางตนที่วากรดแลกติกนั้นสามารถใชผลิตพลาสติกที่สามารถยอยสลาย
ไดทางชีวภาพทําใหเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งตอการขยายการตลาดของ
กรดแลกติกในอนาคตถาหากมีการพัฒนากระบวนการผลิตมากยิ่งข้ึนจากเดิม แตอยางไรก็ตาม
ประสิทธิภาพและเศรษฐศาสตรของการหมักกรดแลคติกที่ดีที่สุดนั้น ยังคงประสบปญหาที่เกิดจาก
หลายแนวทางดวยกันและองคประกอบที่สําคัญอยางยิ่งในการปรับปรุงนั้นคือกระบวนการผลิต มี
หลายงานวิจัยที่มุงเนนศึกษาและคนควาเกี่ยวกับการนําวัตถุดิบที่ราคาถูกและสามารถนํากลับมา
ใชใหม เชน กากน้ําตาล ซังขาวโพด กากมันสําปะหลัง และวัตถุดิบที่มีสวนประกอบของแปง มาใช
เปนซับสเตรทในการผลิตกรดแลกติก ปจจุบันนี้เปนที่ทราบกันดีกวา R. oryzae นั้นสามารถใชส่ิง
เหลือใชจากทางเกษตรกรรม รวมถึงของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทางการเกษตรมาใชเปนซับส
เตรทได (Pandey และคณะ, 2000; Carta และคณะ, 1999) เนื่องจาก R. oryzae มีอะไมโลไลติก
แอคทิวิต้ีซึ่งสามารถเปลี่ยนแปงใหเปนกรดแอล(+)-แลกติกไดโดยตรง (Wee และคณะ, 2006) 

ในประเทศไทยอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลังมีขนาดใหญและเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ซึ่งในการ
ผลิตแปงแตละคร้ังจะใชหัวมันสําปะหลังสดประมาณ 10 ลานตัน ซึ่งกอใหเกิดกากมันอยางนอยไม
ตํ่ากวา 1 ลานตันตอป (Sriroth และคณะ,  2000) ปจจุบันกากมันสําปะหลังสามารถนํามาทําเปน
อาหารสัตวซึ่งคอนขางมีมูลคาตํ่า แมวากากมันสําปะหลังคือสวนของลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลือ
อยู แตประกอบดวยแปงประมาณ 50-60% (โดยกรัมน้ําหนักแหง) (Carta และคณะ, 1999; 
Sriroth และคณะ, 2000; Pandey และคณะ, 2000) ซึ่งสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทในการหมัก
สําหรับการผลิตผลิตภัณฑที่สามารถเพิ่มมูลคาไดมากข้ึน การประยุกตใชกากมันสําปะหลังในการ
หมักนั้น ไมเพียงใชเปนซับสเตรททางเลือกทางหนึ่งแตยังเปนการชวยลดและแกไขปญหาของ
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มลพิษของโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปมันสําปะหลังอีกดวย (Thongchul และคณะ, 2010) ถึง
อยางไรก็ตามการใชประโยชนทางเศรษฐกิจของสารชีวมวลที่มีองคประกอบหลักเปนแปงแตมีสวน
ของลิกโนเซลลูโลสอยูปนเล็กนอยอยางเชน กากมันสําปะหลัง เปนตนนี้ จําเปนตองมีพัฒนาให
งายข้ึน วิธีการปรับสภาพนั้นสงผลให yield ของน้ําตาลจากพอลิแซคคาไลน (แปง เซลลูโลส และ 
เฮมิเซลลูโลส) ที่มีอยูในกากมันสําปะหลังเพิ่มมากข้ึน เสนใยในกากมันสําปะหลังมีบทบาทสําคัญ
ตอการสกัดแยกสวนที่เปนแปงออกมาซ่ึงมันจะมีลักษณะเปนโครงรางตาขายหอหุมแกรนูลแปงอยู
ภายใน ในเซลลพืชผนังเซลลมีลักษณะเปนโครงสรางขนาดเล็กจะประกอบดวยเซลลูโลสที่ปรากฎ
ตัวในรูปของพอลิแซคคาไลน และเมทริกซของโปรตีนถูกหอมลอมดวยชั้นที่ประกอบสวนที่เปน    
เพคติน แกรนูลของแปงจะอยูในเมทริกซพอลิเมอรที่ซับซอนซ่ึงยากตอการที่จะถูกปลดปลอย
ออกมา ดังนั้นการพัฒนาการสกัดแปงออกจากกากมันควรตองมีการปรับปรุงโดยการไปทําลาย
เมทริกซเหลานั้นเพื่อที่แกรนูลของแปงจะสามารถถูกปลดปลอยออกมาภายนอกได  การทําลาย
เมทริกซที่เปนเสนใยสามารถทําไดโดยวิธีการปรับสภาพ (Sriroth และคณะ, 2000) เนื่องจากกาก
มันสําปะหลัง คือสวนของลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลืออยูดังนั้นกากมันจึงประกอบไปดวยเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสนั้นมีจุดมุงหมายคือการปรับเปลี่ยนขนาด
และโครงสรางตําแหนงทางเคมีของสารชีวมวล ทําใหโครงสรางของลิกนินแตกสลายและทําลาย
โครงสรางผลึกของเซลลูโลสเพื่อเอนไซมสามารถที่จะเขาไปยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สงผลใหการ
ยอยสวนของแปงใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวนั้นสามารถทําไดอยางรวดเร็วและได yield ที่สูงข้ึน 
กระบวนการยอยสลายสามารถเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญโดยการกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลด
ความเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มชองวางดวยการผานกระบวนการปรับสภาพ (Kumar และ
คณะ, 2009) 

เนื่องจากแปงในกากมันสําปะหลังติดอยูในโครงสรางของลิกโนเซลลูโลสที่มีความแข็งแรง 
ซึ่งอาจสงผลตอกระบวนการยอยแปงโดยรา และการผลิตกรดแลกติก ทําใหอัตราผลผลิตตํ่ากวาที่
ควร ข้ันตอนการเตรียมวัตถุดิบกากมันสําหรับกระบวนการหมักที่เหมาะสมจะชวยเพิ่มอัตราการ
ยอยแปงและการผลิตกรดแลกติกได  ในงานวิจัยนี้ทีมผูวิจัยมีจุดมุงหมายที่จะทําการพัฒนา
กระบวนการปรับสภาพกากมันสําปะหลังเพื่องายตอการนําไปสูข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม 
สงผลใหไดสารละลายที่ไดจากการยอยมี  yield ของน้ําตาลในปริมาณที่ สูง นอกจากนั้น
สารละลายที่ไดจากการยอยนี้จะตองเหมาะสมสําหรับใชในการหมักกรดแลกติกจาก R. oryzae
กากมันสําปะหลังจะถูกปรับสภาพดวยการใชไอน้ําและการใชโซเดียมไฮดรอกไซดในความเขมขน
ที่แตกตางกัน กอนที่จะนําไปสูข้ันตอนการยอยดวยเอนไซม ซึ่งทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใช
ในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ จากนั้นทําการศึกษาผลของความเขมขนของ
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เอนไซม และเวลาท่ีใชในการบมในข้ันการยอยดวยเอนไซม เพื่อใหได yield ของนํ้าตาลที่ได
ภายหลังจากการยอยกากมันสําปะหลังในปริมาณที่เหมาะสม เมื่อไดการปรับสภาพและ
กระบวนการยอยที่เหมาะสม สารละลายที่ไดจากการยอยนี้จะถูกนํามาเปนแหลงคารบอนสําหรับ
การหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยจะศึกษา
เปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมัก และความคุมทุนของกระบวนการในระดับ
หองปฏิบัติการ 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

เพื่อศึกษาเปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการผลิตกรดแลกติกจากสารละลายที่
ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและเอนไซม เทียบกับกระบวนการผลิตจากกลูโคส และ
สารละลายแปง ดวยเซลลตรึงของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยเปรียบเทียบแหลง
คารบอนท่ีใชในกระบวนการหมักที่แตกตางกัน ซึ่งจะเนนที่ศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาผาน
การปรับสภาพดวยวิธีที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพ ปริมาณ
ความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอน
การปรับสภาพ และทําการศึกษาผลของความเขมขนของเซลลูเลสและอะไมเลส และเวลาท่ีใชใน
การบมในข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม เพื่อใหไดแหลงคารบอนที่มีประสิทธิภาพ
ตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแอล(+)แลกติก  

1.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1 ศึกษาข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและเอนไซม เพื่อเตรียม
สารละลายจากการยอยสําหรับกระบวนการหมักกรดแลกติก 

1.4.2 ศึกษากระบวนการหมักกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดย
เปรียบเทียบแหลงคารบอนตางชนิดกัน ไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการ
ยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอย
ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดันดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน
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ดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และ
สารละลายแปง 

1.4.3 วิเคราะหผล และเปรียบเทียบกระบวนการผลิตทั้ง 6 แบบ เพื่อใชในการพัฒนา
กระบวนการที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติกจากกากมันสําปะหลัง 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทราบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกจากสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมนัสําปะหลังแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.1 กรดแลกติก 

ก ร ด แ ล ก ติ ก  (Lactic acid) เ ป น ก ร ด อิ น ท รี ย ช นิ ด ห นึ่ ง  ชื่ อ ท า ง เ ค มี  คื อ  2-
hydroxypropanoic acid มีสูตรทางเคมี คือ C3H6O3 กรดแลกติกถูกคนพบเปนคร้ังแรกใน
ผลิตภัณฑนมในป ค.ศ. 1780 โดยนักเคมีชาวสวีเดน กรดชนิดนี้มี 2 ไอโซเมอร คือ กรดดี(-)-แลก
ติก และกรดแอล (+)-แลกติก (Wee และคณะ, 2006 ; Zhang และคณะ, 2007) ซึ่งแตกตางกันที่
การวางตัวของหมูไฮดรอกซีตรงตําแหนงของไครัลคารบอนอะตอม แสดงในภาพที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.1 โครงสรางของกรดแอล (+)-และดี (-)-แลกติก 

 

 ความแตกตางทางโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติกทั้งชนิดแอล(+)- และดี(-)-ไอโซเมอร 
ทําใหไอโซเมอรทั้งสองชนิดนี้มีคุณสมบัติแตกตางกัน เชน จุดเดือดและจุดหลอมเหลว โดยกรด
แอล-แลกติกซ่ีงมีจุดเดือดที่ 82-85 องศาเซลเซียส และจุดหลอดเหลวท่ี 16.8-33 องศาเซลเซียส 
ซึ่งตํ่ากวากรดดี-แลกติกที่มีจุดเดือดที่ 103 องศาเซลเซียส และจุดหลอมเหลวที่ 52.8-53.6 องศา
เซลเซียส (Budavari และคณะ, 1989; Holten และคณะ, 1971) 

 กรดแลกติกที่มีความบริสุทธิ์สูงจะไมมีสี สามารถละลายในนํ้า เอทานอล อะซีโตนและ
อีเทอรได แตไมละลายในคลอโรฟอรม ปโตรเลียมอีเทอรและคารบอนไดซัลไฟด (Lockwook, 
1965) ตารางที่ 2.1 แสดงคุณสมบัติตางๆ ของกรดแลกติก 

 

 

 

 

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

ลักษณะของกรดแลกติก  

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

 EINECS number 200-018-0 

 สูตร CH3CH(OH)COOH 

 มวลโมเลกุล 90.08 

 H.S. code 2918.11 

 Toxicity Oral rat LD50:3543 mg/kg 

 Synonyms 2-hydroxypropanoic acid; 

1-hydroxyethanecarboxylic acid; 

Ethylidenelactic acid; 

Alpha-hydroxypropionic acid 

สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมี (99%)  

 Physical State Colorless to slightly yellow, syrupy liquid 

 จุดหลอมเหลว 17 องศาเซลเซียส 

 จุดเดือด 122 องศาเซลเซียส 

 Specific gravity 1.2 

 Solubility in water Miscible 

 NFP Aratings Health 3, Flammability 1, Reactivity 1 

 Flash point 112 องศาเซลเซียส 

 Stability Stable under ordinary conditions 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Vaidya และคณะ (2005) 
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2.2 ประโยชนของกรดแลกติก 

ดานอาหาร กรดแลกติกเปนกรดที่พบมากในผลิตภัณฑนม อาหารจําพวกหมักดอง มัก
นําไปใชเปนสารที่ใหรสเปร้ียว เปนสารปรับคาพีเอชในอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม 
นอกจากนี้ยังนิยมนําไปใชในการควบคุมการเจริญของจุลินทรียและเปนสารตานอนุมูลอิสระใน
ผลิตภัณฑหลากหลายชนิด รวมถึงใชเปนสารกันเสียและปองกันการเจริญของจุลินทรีย 

 ดานเภสัชกรรม กรดแลกติกถูกนํามาใชเปนสารปรับคาพีเอชและเปนวัตถุดิบในการ
สังเคราะหยา เปนสารเติมแตงเพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันในการเตรียมไวตามิน เปน
สวนประกอบของยาเพื่อเพิ่มคุณสมบัติในการละลายน้ํา เปนสารตัวกลางเพื่อชวยใหตัวยาผสมกัน
ไดดีข้ึน นอกจากนี้อนุพันธของกรดแลกติกยังถูกนํามาใชในการรักษาโรค เชน โรคโลหิตจาง โรค
ขาดแคลเซียมในกระดูกและฟน เปนตน 

 ดานเครื่องสําอาง กรดแลกติกเปนสวนผสมที่อยูในครีมหรือโลชั่นสําหรับทาเพื่อเพิ่ม
ความชุมช้ืนใหกับผิว เปนสารที่ผสมในเคร่ืองสําอางเพื่อกระตุนใหเกิดการหลุดลอกของผิวหนัง ใช
เปนสารชวยใหผิวขาวข้ึนโดยมีกลไกการยับยั้งการทํางานของไทโรซิเนส และยังใชเพื่อควบคุมคาพี
เอชและปองกันการเจริญของจุลินทรียในผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางอีกดวย 

 ดานการฟอกหนังและทอผา กรดแลกติกถูกนําไปใชในการฟอกหนังใหนิ่มใน
อุตสาหกรรมฟอกหนัง และเปนตัวชวยในการติดสียอมและพิมพซึ่งจะชวยใหสีติดแนนยิ่งข้ึนใน
อุตสาหกรรมทอผา 

 ดานอุตสาหกรรมพลาสติก กรดแลกติกเปนสารต้ังต้ันสําหรับการผลิตพลาสติกชีวภาพ 
(พอลิแลกติกแอซิด) ที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติ เพื่อนํามาใชทดแทนพลาสติกที่
สังเคราะหจากวัตถุดิบทางอุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยพอลิแลกติกแอซิดนี้สามารถนําไปใชในดาน
ตางๆ  ไดแก วัสดุทางการเกษตรและประมง เชน ฟลมคลุมพืช กระถางตนไม เชือกอวนและแห 
วัสดุกอสราง เชน ฉนวนกันความรอน ผนังกั้นหรือถุง วัสดุสํานักงาน เชน ซองเอกสาร แฟมใส ปก
หนังสือ เปนตน ตลอดจนถูกนํามาใชเปนบรรจุภัณฑอาหาร เชน ถาดอาหารหรือฟลมหอหุมอาหาร 
ผลิตอุปกรณเคร่ืองมือแพทย เชน วัสดุเย็นแผล วัสดุซอมแซมกระดูกช้ินเล็ก ๆ เนื่องจากพสาสติก
ชีวภาพสามารถยอยสลายไดงาย 

 ดานอ่ืนๆ กรดแลกติกสามารถนําไปใชในการผลิตแลกเกอร น้ําหมึก ใชในการผลิต
ผลิตภัณฑทําความสะอาด และสารฆาเชื้อปองกันการเจริญของจุลินทรีย เปนตน 
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จากการสํารวจการผลิตกรดแลกติกทั่วโลก พบวา มีการผลิตกรดแลกติกถึง130,000-
150,000 ตันตอป (Wee และคณะ, 2006 John และคณะ, 2009) มีการคาดการณวาในแตละป
การผลิตกรดแลกติกใน  และมีแนวโนมความตองการสูงข้ึนอยางตอเนื่อง ซึ่งในตลาดโลกจะเติบโต 
10% ถึง 15% ตอป (Wassewar, 2005; Vijayakumar และคณะ, 2008) บริษัทตนแบบการผลิต
พอลิแลกติกแอซิด (polylactic acid) ของสหรัฐอเมริกา รายงานวาในป 2010 ตลาดพอลิแลกติก
แอซิด (polylactic acid) มีเปาหมายตองการกรดแลกติกถึง 5,000,000 ตัน (Vijayakumar และ
คณะ, 2008) และในปจจุบันพบวาธุรกิจผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางและอุตสาหกรรมการผลิต
พลาสติกชีวภาพมีความสนใจในการนํากรดแลกติกใชเปนสารต้ังตนในการผลิตมากข้ึนยิ่งข้ึน ซึ่ง
ในป 2012 มีการคาดการณวาจะสามารถผลิตกรดแลกติกไดมากกวา 200,000 ตันตอป 
(Maneeboon และคณะ, 2010)  โดยมีราคาประมาณ 1.59 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม ที่ความ
เขมขนของกรดแลกติกเทากับ 88 เปอรเซ็นต (Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2009) 

 

2.3 การผลิตกรดแลกติก 

2.3.1 กระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

 การผลิตกรดแลกติกในกระบวนการทางอุตสาหกรรมโดยวิธีทางเคมี สวนใหญมักนิยมใช
การสังเคราะหผาน Lactonitrile โดยนํา HCN มาทําปฏิกิริยากับ Acetaldehyde ไดเปน 
Lactonitrile ตามสมการที่ 1 จากนั้นนํา Lactonitrile ที่ไดมาผานกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยใช
กรดซัลฟูริกหรือกรดไฮโดรคลอริก ไดเปนกรดแลกติกและเกลือแอมโมเนียม ตามสมการที่ 2 
จากนั้นกรดแลกติกที่ไดจะถูกนําไปผานปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคชั่นดวยเมทานอล ไดเปนเมทิลแล็ก
เททตามสมการที่ 3 แลวนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยการกล่ันและผานปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ไดเปนกรด
แลกติกและเมทานอลตามสมการที่ 4  

 

ขั้นตอนท่ี 1: Addition of Hydrogen Cyanide 

CH3CHO    +    HCN                            CH3CHOHCN     (1) 

acetaldehyde         hydrogen cyanide                             lactonitrile 

ขั้นตอนท่ี 2: Hydrolysis by H2SO4 

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

   lactonitrile                   sulfuric acid                        lactic acid         ammonium salt 

catalyst 
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ขั้นตอนท่ี 3: Esterification 

CH3CHOHCOOH  +  CH3OH       CH3CHOHCOOCH3  +  H2O  (3) 

                  lactic acid          methanol                                           methyl lactate 

ขั้นตอนท่ี 4: Hydrolysis by H2O 

CH3CHOHCOOCH3  +  H2O       CH3CHOHCOOH  +  CH3OH  (4) 

     methyl  lactate       lactic acid          methanol 

ที่มา : Narayanan และคณะ (2004) 

 

 นอกจากที่กลาวไปแลวขางตน เรายังสามารถผลิตกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีผาน
กระบวนการอื่นๆ ไดอีก ไดแก การสังเคราะหโดยใช Propene เปนซับสเตรท (Vaidya และคณะ, 
2005) ปฏิกิริยาการยอยสลายดวยดาง (Varadarajan และ Miller, 1999) ปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
propylene glycol ปฏิกิริยาระหวาง Acetaldehyde กับคารบอนไดออกไซดและน้ํา ภายใต
อุณหภูมิและความดัน และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Chloropropionic acid เปนตน 

กระบวนการสังเคราะหกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีนั้นมีขอเสียคือ มีการใชภาวะรุนแรงใน
กระบวนการสังเคราะหกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม และท่ีสําคัญวัตถุดิบที่ใชเปนซับสเตรทใน
การผลิตนั้นไดมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี ซึ่งนับวันจะมีราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ และยังกอใหเกิด
ปญหามลพิษภายหลัง (Kadam และคณะ, 2005; Wee และคณะ, 2006) นอกจากนี้กรดแลกติกที่
สังเคราะหไดจะอยูในรูปไอโซเมอรผสม คือ กรด-แอลแลกติกและดี-แลกติก (Wee และคณะ, 
2006; Zhang และคณะ, 2007; Tay และ Yang, 2002) ทําใหตองมีการทําใหกรดแลกติกมีความ
บริสุทธิ์กอนการนําไปใชเพื่อการบริโภค ทั้งนี้เนื่องจากกรดแลกติกที่เปนประโยชนสําหรับส่ิงมีชีวิต
และสามารถใชในอาหารและเภสัชกรรมมีเพียงชนิดแอลไอโซเมอรเทานั้น เนื่องจาก ส่ิงมีชีวิตไม
สามารถเมทาบอไลซกรดดี-แลกติกได เพราะขาดเอนไซมชนิดดีแลกเตทดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นหาก
บริโภคกรดแลกติกที่มีปริมาณกรดดี-แลกติกปนเปอนในปริมาณมาก อาจสงผลใหมีปริมาณกรดดี-
แลกติกสะสมในกระแสโลหิตสูง เกิดภาวะความเปนกรดสูงในรางกาย (Hyper-acidity) และ
นอกจากนี้แลวพบวาในปจจุบันกระบวนการสังเคราะหพอลิแลกติกแอซิดมีความตองการกรดแลก
ติกในรูปบริสุทธิ์เพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตพอลิเมอรชนิดนี้อีกดวย จากที่กลาวมาขางตนเห็นไดวา
การสังเคราะหทางเคมีมีขอจํากัดหลายประการในกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไปใน
อนาคต และเม่ือเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกโดยการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการหมัก 
แสดงดังภาพที่ 2.2 พบวา การผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักโดยการใชจุลินทรีย จะให
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ผลผลิตกรดแลกติกในรูปของดีบริสุทธิ์ หรือแอลบริสุทธิ์อยางเดียว หรืออยูในรูปของไอโซเมอรผสม
ดีแอล ข้ึนอยูกับลักษณะของจุลินทรียที่นํามาใชในกระบวนการหมัก ในขณะที่การผลิตกรดแลกติ
กทางเคมีจะใหกรดแลกติกรูปของไอโซเมอรผสมเพียงอยางเดียว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (1) และ
กระบวนการหมัก (2)  
ที่มา : Wee และคณะ, 2006 
 
 

2.3.2 กระบวนการหมัก 

2.3.2.1 กระบวนการหมักโดยแบคทีเรีย 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกแบงเปน 2 กลุมคือ กลุมที่เปนโฮโม
เฟอรเมนเททีฟ คือ จะผลิตกรดแลกติกเพียงอยางเดียว ตัวอยางของแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก 

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

Desirable due to 

Petrochemical resources 

Acetaldehyde (CH3CHO) 

Lactonitrile (CH3CHOHCN) 

Only racemic DL-Lactic acid 

(1) Chemical synthesis 

Addition of 
HCN and catalyst 

Hydrolysis by H2SO4 

Renewable resources 

Fermentable carbohydrates 

Fermented broth 

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

(2) Microbial fermentation 

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

Microbial fermentation 

Recovery and purification 
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Lactobacillus sp. Bacillus sp. และ Lactococcus sp. เปนตน อีกกลุมคือ แบคทีเรียพวกเฮเทอ
โรเฟอรเมนเททีฟซ่ึงนอกจากจะผลิตกรดแลกติกแลวยังผลิตผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน เอทานอลและ
คารบอนไดออกไซด (Hofvendahl และ Hahn-Hagerdal, 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2.3 แบคทีเรีย
พวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟจะใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนแลวเขาวิถี Emden-Meyerhof pathway 
(EMP) โดยการเปล่ียนกลูโคสเปนไพรูเวทจากนั้นจึงเปล่ียนไพรูเวทไปเปนกรดแลกติก โดยกลูโคส
หนึ่งโมเลกุลสามารถผลิตกรดแลกติกไดสองโมเลกุล แตในกรณีที่ภาวะในระหวางกระบวนการ
หมักแปรผันไมเหมาะสม เชน คาความเปนกรด-ดาง ความเขมขนของสารอาหารอันมีสาเหตุจาก
การกวนที่ไมเปนเนื้อเดียวกัน ก็สามารถทําใหแบคทีเรียโฮโมเฟอรเมนเททีฟ เปล่ียนวิถีของการ
สังเคราะหไปเปนแบบ phosphoketolase (PK) ได โดยจะไดเปนกรดแลกติกเพียงหนึ่งโมเลกุล 
ทั้งนี้จะเกิดเปนผลิตภัณฑรวมอีกดวยดวย สงผลใหไดผลผลิตของกรดแลกติกลดลง (สาโรจน, 
2547) สวนพวกเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ กลูโคสหนึ่งโมเลกุลสามารถผลิตกรดแลกติก เอทานอล 
และคารบอนไดออกไซด อยางละหนึ่งโมเลกุลออกมาดวยการเขาสูวิถี phosphoketolase (PK) ใน
งานวิจัยของ Zhao และ Ding (2008) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจาก Bacillus coagulans B179 
ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 36.2 กรัมตอลิตร เมื่อใช
กลูโคสความเขมขน 40 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน  

   Michelson และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Bacillus coagulans 
SIM-7 DSM 14043 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 ใหอัตราการผลิต
กรดแลกติกสูงถึง 9.9 และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ ในการหมักแบบไมตอเนื่องโดยใช
สารอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส 126 กรัมตอลิตร Yeast autolysate 185.7 มิลลิลิตรตอลิตร 
KH2PO4 0.25 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.024 กรัมตอลิตร MgCl2 0.03 กรัมตอลิตร MgSO4·7H2O 
0.08 กรัมตอลิตร และ Microelements solution 2.3 มิลลิลิตรตอลิตร แตเนื่องจากแบคทีเรียกลุม
นี้ตองการไวตามินและกรดอะมิโนหลายชนิดในการเจริญและไมสามารถใชแหลงคารบอนจําพวก
แปงและเซลลูโลสไดเนื่องจากไมมีเอนไซมที่ใชในการยอยทําใหตองเพิ่มข้ันตอนในการยอยแปง
ดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักสงผลใหการผลิตกรดแลกติกมี
ตนทุนที่สูง อีกทั้งยังพบวากรดแลกติกที่ไดจากแบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟนั้นอยูในรูปของ
ไอโซเมอรผสมหรือกรดแอล (+) และดี (-) แลกติกทําใหเมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักจึงตองแยก
ไอโซเมอรผสมของกรดแลกติกออกจากกันกอนนําไปใชในอุตสาหกรรมอ่ืนๆตอไป 
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ภาพที่ 2.3 เมแทบอลิซึมการผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี glycolysis, 
Embden-Meyerhof-Parnas (A)  และเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี phosphoketolase (B) จาก
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย  ที่มา : http://textbookofbacteriology.net/lactics_2.html 

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

   ราที่สามารถผลิตกรดแลกติกเปนราที่อยูในจีนัส Rhizopus Mucor  และ 
Monilia  เชน Rhizopus arrhizus  R. Delmar  R. elegans  R. japonicus  R. oryzae  R. 
stolonifer  และ R. chinensis เปนตน สําหรับการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมนิยมใช 
R. oryzae     เนื่องจากราสามารถผลิตกรดแอล-แลกติกบริสุทธิ์จากแปง น้ําตาล รวมทั้งวัสดุ
การเกษตรที่มีแปงเปนองคประกอบ รวมทั้งกากน้ําตาลซึ่งมีราคาถูก เนื่องจากรามีอะไมเลสและ
กลูโคอะไมเลสที่สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาล (Wee และคณะ, 2006) ในภาวะที่มีอากาศ 
สามารถเจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีแหลงไนโตรเจนอนินทรียเชนเกลือแอมโมเนียมหรือไน
เตรต อีกทั้งไมตองการไวตามินหรือกรดอะมิโนเสริมในกระบวนการหมักเหมือนแบคทีเรีย จึงทําให
กระบวนการหมักดวย R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดานวัตถุดิบและกระบวนการแยกบริสุทธิ์
หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักดวยแบคทีเรีย นอกจากนี้กระบวนการหมักกรดแลกติกจาก
ราสามารถผลิตที่อุณหภูมิสูงและพีเอชตํ่า ซึ่งจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเช้ือจุลินทรียชนิด
อ่ืนได รามีการหมักแบบเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ  การหมักกรดแลกติกโดยราเมื่อใชน้ําตาลกลูโคส
เปนซับสเตรทในสภาวะที่มีการใหอากาศจะใหกรดแลกติก 1.5 โมลตอโมลของกลูโคส เม่ือ
เปรียบเทียบกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย Lactobacillus sp. กับ R. oryzae ในตารางที่ 2.2 

งานวิจัยของ Mirdamadi และคณะ (2002) ไดทําการเปรียบเทียบการ
ผลิตกรดแลกติกระหวางแบคทีเรียและรา  พบวา สายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไดสูงไดแก  R. 
oryzae PTCC 5263 Lactobacillus plantarum PTCC 1058 และ L. bulgaricus PTCC 1332 
โดยสายพันธุ Lactobacillus sp. จะผลิตกรดแลกติกที่เปนไอโซเมอรผสมโดยมีกรดดีแลกติกอยู
ประมาณ 2 เปอรเซ็นต ซึ่ง R. oryzae PTCC 5263 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 160 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 84 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 4.10 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง เทียบกับ L. plantarum PTCC 1058 สามารถผลิตกรดแลกติกได 27 กรัมตอลิตร คิดเปน
คา YP/S  เทากับ 15 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.56 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ L. 
bulgaricus PTCC 1332 สามารถผลิตกรดแลกติกได 30 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 
16.67 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.62 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อใชกลูโคสความ
เขมขน 180 กรัมตอลิตร ทําการหมักในระดับขวดเขยาแบบไมตอเนื่อง  
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ตารางที่ 2.2 เปรียบเทียบกระบวนการหมักระหวาง Lactobacillus sp. กับ R. oryzae  

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

pentoses require complex 
growth nutrients 

able to use starch and 
pentoses simple medium 
composition 

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

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

Product yield from 
glucose 

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

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

Reactor  operation Easy difficult due to the filamentous 
cell morphology 

 
ที่มา : Thongchul, 2005 
 
2.4 วิถีเมแทบอลิซึมของ R. oryzae 

จากงานวิจัยของ Wright และคณะ (1996) ไดศึกษาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของ
กลูโคสและพัฒนาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของรา R. oryzae จากทฤษฎีการควบคุมวิถีเม
แทบอลิซึม (Metabolic control theory) ภายใตภาวะที่ปจจัยที่ถูกควบคุมตางๆ คงที่ ดวยการ
ติดตาม (14C)-กลูโคสในวิถีไกลโคไลซีสและวัฏจักร TCA ดังภาพที่ 2.4 พบวา รา R. oryzae 
สามารถใชแปงเปนแหลงอาหารไดโดยตรง เนื่องจากในรามีอะไมเลสเพื่อใชในการยอยโมเลกุลของ
แปงโดยเปล่ียนแปงเปนกลูโคส จากนั้นจึงเปลี่ยนกลูโคสเปนไพรูเวท โดยวิถี Emden-Meyerhof 
pathway (EMP) นอกจากนี้ รายังสามารถใชน้ําตาลไซโลสเปนซับสเตรทโดยเปล่ียนไซโลสเปนไพรู
เวทโดยวิถีเพนโทสฟอสเฟต (HMP) ถาอยูในสภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคสและปริมาณออกซิเจนที่
ละลายในอาหารเล้ียงเชื้อสูง ราจะเปล่ียนไพรูเวทเปนแล็กเททดวย NAD- dependent แล็กเททดี
ไฮโดรจีเนส (Pritchard, 1973) โดยมี NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน แตในสภาวะที่ปริมาณกลูโคส
ในอาหารเล้ียงเชื้อหมด หรือเมื่อรามีการสรางสปอร คาแอกทิวิต้ีของแล็กเททดีไฮโดรจีเนสจะลดลง 
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จะเกิดการปล่ียนแล็กเททกลับมาเปนไพรูเวทไดดวย NAD-independent แล็กเททดีไฮโดรจีเนส ดัง
สมการที่ 5 

NAD+ - dependent lactate dehydrogenase 

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

NAD+ - independent lactate dehydrogenase 

 

นอกจากนี้ไพรูเวทที่เกิดข้ึนยังถูกนําเขาสูวัฎจักร TCA ในไมโทคอนเดรียเพื่อสรางเซลล
และพลังงานหรือเปล่ียนเปนกรดฟูมาริก สําหรับในภาวะที่ถูกจํากัดดวยอากาศ ราจะเปล่ียนไพรู
เวทไปเปนเอทานอลดวยแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นในการผลิตกรดแลกติกโดยกระบวนการ
หมั กด วยรานอกจากได ก รดแลก ติกแล วยั งอาจ ได ผ ลิต ภัณฑ อ่ื น  เ ช น  กรดฟูมา ริก 
คารบอนไดออกไซด และเอทานอลข้ึนกับสภาวะที่ใชในการหมัก ดังนั้นการรักษาระดับออกซิเจนที่
ละลายภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจึงมีความสําคัญตอกระบวนการผลิตกรดแลกติก (Bai และ
คณะ, 2003) 

 แตเนื่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาของราที่เปนเสนใย ทําใหกระบวนการหมัก
กรดแลกติกดวยอาหารเหลวดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมักจะ
ประสบปญหาเร่ืองเสนใยของราที่พันรอบแกนหมุนและใบพัด และเจริญเติบโตเกาะกลุมกันเปน
กอนตรงสวนใดสวนหนึ่งของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ทําใหเกิดปญหาถายเทอากาศและอาหาร
ภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพซ่ึงจะสงผลโดยตรงตอการเจริญของรา และลักษณะสัณฐานของ R. 
oryzae ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักจะมีผลตอการผลิตกรดแลกติก จึงมีลดปญหา
ดังกลาวนี้ดวยวิธีการยึดตรึงเซลล ซึ่งวิธีนี้สามารถชวยในการควบคุมการเปล่ียนแปลงลักษณะ
สัณฐานของราในระหวางกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ได 
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ภาพที ่2.4 กระบวนการเมแทบอลิซึมของกลูโคสในรา R. oryzae 
(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

2.5 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae 

รา R. oryzae ถูกจัดอยูใน Order Mucorales Family Mucoraceae เสนใยไมมีผนังกั้น 
เม่ือเจริญเติบโตเต็มที่จะสรางสปอรสีดํา ดังแสดงในภาพที่ 2.5  มีอับสปอรลักษณะคอนขางกลม 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 40-350 ไมโครเมตร อยูที่ปลายกานชูอับสปอรซึ่งมีสีน้ําตาลเขมจนถึงสี
น้ําตาลอมดํา สปอรมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 4-11 ไมโครเมตร ลักษณะกลม หรือรูปไข (Ellis, 
1997) แสดงดังภาพที่ 2.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต คือ 35 องศาเซลเซียส อุณหภูมิ
ตํ่าสุดที่สามารถเจริญเติบโตได คือ 5-7 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่เจริญเติบโตได คือ 44-
49 องศาเซลเซียส 

Starch

Glucose 

Glucose-6-Phosphate 

Fructose-6-Phosphate 

Fructose-1,6-biphosphate

Phosphoenol pyruvate  Pyruvate

Aldehyde Lactate 

Ethanol 

Xylose 

Oxaloacetate

Malate Fumarate 

Mitochondrion 

Acetyl CoA Citrate 

Oxaloacetate Fumarate 

Malate 

CO2 

CO2 
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ภาพที ่2.5 ลักษณะของรา Rhizopus oryzae 

(ที่มา: Domsch และคณะ, 1980) 

ในกระบวนการหมักในอาหารเหลวลักษณะทางสัณฐานของราจะถูกกําหนดโดยสภาวะ
แวดลอมภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ เชน อาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ อัตราการใหอากาศ อัตราการกวน    
เปนตน ลักษณะทางสัณฐานทั่วไปของราแบงเปน 2 กลุมไดแก Disperse mycelia และ Pellets 
ดังภาพที่ 2.6 ซึ่ง Disperse mycelia ยังแบงเปน Freely disperse และ Mycelial clumps โดย 
ลักษณะการเจริญแบบ Freely disperse ประกอบไปดวยเสนใย (Hyphal) มากกวา 3 สาย มา
เรียงซอนทับกันซึ่งลักษณะการเรียงแบบนี้นับเปน 1 Loop เมื่อเสนใยมาเรียงซอนทับกันมากกวา 3 
Loop เรียกวา Clumps หรือ การเจริญแบบกลุมกอน 

 ลักษณะการเจริญแบบ Pellets (Thongchul, 2005) แบงไดเปน 

  The outer zone หรือ Hairy zone เปนสวนที่อยูบริเวณรอบนอกของ Pellets มี
ลักษณะคลายขน ซึ่งขนเหลานี้ทําหนาที่ในการดูดซึมแรธาตุอาหารและอากาศเพื่อใชในการเจริญ
ของเซลลและผลิตกรดแลกติก 

Penetrated zone เปนโซนที่อยูถัดเขามาอีกช้ันของ Pellets ในโซนนี้แรธาตุ
อาหารและอากาศสามารถซึมผานเขาถึงเซลลได ทําใหเซลลเกิดกิจกรรมในการผลิตสารเมแทบอลิ
ซึม ซึ่งขนาดของโซนข้ึนกับ ความหนาแนนของ Pellets อัตราการเจริญและความเขมขนของ
อากาศที่ละลายในอาหาร 

Starvation zone เปนโซนที่อยูบริเวณดานในสุดของ Pellets ที่โซนน้ีแรธาตุ
อาหารและอากาศไมสามารถซึมผานเขาถึงเซลลบริเวณนี้ได ทําใหเซลลถูกจํากัดในเร่ืองของการ
ถายเทอาหารและอากาศ เมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมเซลลจะผลิตผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล
และเกิด Autolysis (Cui และคณะ 1998) 
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ภาพที ่2.6 ลักษณะทางสัณฐานของรา 

(ที่มา: ดัดแปลงจาก Thongchul, 2005) 

 

 

 R. oryzae มีลักษณะสัณฐานที่เปล่ียนแปลงไปนั้น เนื่องมาจากมีกระบวนการหมักที่
แตกตางกัน และลักษณะสัณฐานแบบตางๆ ของ R. oryzae นั้นไดสงผลตอการผลิตกรดแลกติก
ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติก 

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

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

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

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

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

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

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

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

 

ที่มา : ดัดแปลงมาจาก Zhang และคณะ (2007) 

หมายเหตุ ALR : Air-lift reactor 

  BCR : Bubble column reactor 

  STR : Stirred tank reactor
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Du และคณะ (1998) พบวาลักษณะของเสนใยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบ Bubble column ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง มี 2 แบบ คือการเจริญแบบ Filamentous และ
แบบ Pellet ซึ่งการเกิดลักษณะรูปรางของเสนใยข้ึนกับคาพีเอชเร่ิมตนและการเติม CaCO3 เม่ือคา
พีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 5.5 เสนใยของราเจริญเปนแบบ Filamentous และสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 1.46 กรัมตอชั่วโมงตอ
กรัม เมื่อทําการหมักเปนเวลา 27 ชั่วโมง สวนอาหารที่มีคาพีเอชเทากับ 2 เสนใยของราเจริญเปน
แบบ Pellet โดยสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 66 กรัมตอลิตรคิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 
1.46 กรัมตอช่ัวโมงตอกรัม เมื่อทําการหมักเปนเวลา 43 ชั่วโมง  

Bai และคณะ (2003) รายงานวา ลักษณะสัณฐานแบบ Pellet นั้นเกิดในข้ันตอนของการ
เตรียมหัวเช้ือเร่ิมตนจากการหมักในระดับขวดเขยาของรา R. oryzae โดยมีปจจัยที่กอใหเกิด 
Pellet ไดแก การเติมแคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) ปริมาณของหัวเชื้อเร่ิมตนและความเขมขน
ของแหลงไนโตรเจนในกระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
เนื่องจากแคลเซียมคารบอเนตนั้นมีคุณสมบัติไมละลายน้ํา (Martak และคณะ, 2003) ดังนั้น เม่ือ
เติมแคลเซียมคารบอเนตมากเกินไปจึงทําใหสวนที่ไมละลายนํ้าจะไปอยูบริเวณดานลางของขวด
เมื่อเซลลเจริญเซลลจะไปเกาะกับแคลเซียมคารบอเนตทําใหลักษณะของเซลลมีการเจริญแบบ
กลุมกอน (Clump) และขนาดของ Pellet ที่เกิดข้ึนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพนั้นจะข้ึนกับรอบ
การกวนและอัตราการใหอากาศ  

Yang และคณะ (1995) พบวา ลักษณะสัณฐานแบบ Pellet ที่มีขนาดเล็กในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพนั้นเกิดจากการใชไซโลสเปนแหลงคารบอนในระหวางของข้ันตอนการเตรียมหัว
เช้ือในการหมักในระดับขวดเขยา Martak และคณะ (2003) พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกลด
ลงจาก 2.91 เปน 1.63 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงและการผลิตกรดแลกติก คิดเปนคา YP/S  ลดลงจาก 
75.3 เปน 62.6 เปอรเซ็นต เมื่อลักษณะสัณฐานของรา R. arrhizus เปล่ียนเปนแบบ Pellet 
หลังจากการหมักที่ 152 ชั่วโมงในการหมักระบบ Periodical bleed and feed  

 Liu และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae NRRL 395 ที่มีลักษณะ
การเจริญแบบ Clump เทียบกับการเจริญแบบ Pellet  ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
พบวา ลักษณะการเจริญแบบ Clump สามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 33 กรัมตอลิตร สวน
เซลลที่มีการเจริญ แบบ Pellet สามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 60 กรัม เมื่อทําการหมัก 2.5 วัน 
ที่ 200 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.00 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ควบคุม
คาพีเอชเทากับ 7.0±0.1 ดวย 20 เปอรเซ็นต ของ Ca(OH)2  และอุณหภูมิที่ใชคือ 27 องศา
เซลเซียส 
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2.6 การตรึงเซลล R. oryzae 

กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพมักจะประสบปญหาคือ เซลลเจริญกระจัดกระจายทั่วเครื่องปฏิกรณชีวภาพ ทําใหอาหาร
เกิดความหนืด สงผลใหตองเพิ่มแรงในการปนกวนมากข้ึน และท่ีสําคัญไมสามารถในการควบคุม
ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ได ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงในระหวางการหมัก ทําใหประสบปญา
ในการถายเทอากาศและอาหารใหกับเซลลภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สงผลโดยตรงตอการ
เจริญเติบโตของเซลลและความสามารถในการผลิตกรดแลกติก (Chotisubha-anadha และคณะ, 
2011; Znidarsic และ Pavko, 2001; Wang และคณะ, 2010; Thongchul และ Yang, 2004) 
เพื่อกําจัดปญหาดังกลาวการยึดตรึงเซลลจึงเปนวิธีทางเลือกหนึ่งในกระบวนการหมัก การยึดตรึง
เซลลสามารถควบคุมสัณฐานของเชื้อในระหวางการบวนการหมักได นอกจากนี้ยังพบวาการตรึง
เซลลยังสามารถชวยเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติก เพิ่มอัตราการถายเทอากาศใหกับเซลล และ
การเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพยังทําไดสะดวกมากขึ้นเมื่อเทียบกับ
กระบวนการหมักกรดแลกติกดวยเซลลแขวนลอย (Chotisubha-anadha และคณะ, 2011; Tay 
และ Yang, 2002) แสดงดังตารางที่ 2.4 ดังนั้น จึงไดมีการศึกษาและพัฒนาเทคนิคการยึดตรึง
เซลลที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก แสดงในตารางที่ 2.5 และ 2.6 

วิธีการตรึงเซลลจุลินทรียแบงออกเปน 4 วิธี (Bicherstaff, 1997) (ภาพที่ 2.7) 

1) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการเช่ือมไขว (Cross linking method) 

  เซลลจุลินทรียเกิดการเช่ือมโยงระหวางเซลลดวยกันเอง เม่ือเติมสารเชื่อมไขว 
เชน glutaraldehyde, tolune di-isocyanate ซึ่งสารเหลานี้จะทําปฏิกิริยาที่กลุมอะมิโนอิสระ และ
กลุมคารบอกซิลอิสระบนผนังเซลล หรือการเติมสารจําพวก polyamines, polyethyleneimine 
หรือ polystyrene sulfonate ทําใหเกิดเปนกลุมเซลลจุลินทรียขนาดใหญ 

 2) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการยึดเกาะ (Adsorption method) 

  แรงยึดเกาะระหวางเซลลจุลินทรียกับวัสดุตรึงจะมีมากหรือนอยข้ึนอยูกบัชนดิของ
จุลินทรีย โดยวัสดุตรึงจะจับกับเซลลดวยแรงแวนเดอวาลส พันธะไอออนิก (เมื่อมีไอออนอ่ืนๆชวย 
เชน Ca2+, Fe2+, Fe3+, Al3+) หรือพันธะไฮโดรเจน แรงเหลานี้จะข้ึนอยูกับกลุมตางๆ ที่อยูบนผิวของ
ผนังเซลลจุลินทรีย ไดแก peptide, hexosamines และ diaminopimelic เนื่องจากกลุมเหลานี้จะ
มีประจุทําใหสามารถจับกับกลุมที่มีประจุของวัสดุตรึงได การตรึงเซลลจุลินทรียดวยวิธีนี้สามารถ
ทําไดงาย รวดเร็ว วัสดุตรึงราคาถูก ไมเปนอันตรายตอเซลล เนื่องจากไมมีการเติมสารเคมีลงไป 
แตการตรึงเซลลจุลินทรียดวยวิธีนี้ มีขอเสียคือ อาจจะเกิดการหลุดของเซลลไดงาย เนื่องจากการ
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ยึดเกาะนี้เกิดข้ึนแบบไมจําเพาะ อาจจะทําใหส่ิงแปลกปลอม (contaminate product) บางสวนไป
ยึดติดกับวัสดุตรึงแทนได นอกจากนี้การหลุดของเซลลสามารถเกิดข้ึนไดงาย เมื่อเกิดการ
เปล่ียนแปลงสภาพการเพาะเล้ียง เชน คาพีเอช อุณหภูมิ และคาไอออนิก เปนตน วัสดุตรึงที่นิยม
ใชในการยึดเกาะ ไดแก เรซินแลกเปล่ียนประจุชนิด DEAE-cellulose CM-cellulose เซรามิก อิฐ 
แกว ข้ีเล่ือย ฟองน้ํา เสนใยผา เปนตน 

 3) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการจับกันของพันธะโควาเลนซ (Covalent binding 
method) 

  เซลลจุลินทรียจะถูกตรึงจับกับวัสดุตรึงดวยพันธะโควาเลนซที่เกิดข้ึนระหวาง หมู
ฟงกชั่นที่ผิวของวัสดุตรึงกับหมูฟงกชั่นของกรดอะมิโนที่ผิวของเซลลจุลินทรีย โดยการใชสารพาหะ
ที่มีกลุมกัมมันตอยู ไดแก CNBr-cellulose และ glutaraldehyde-gelatin เปนตน ขอดีของการ
ตรึงโดยวิธีนี้คือ เซลลจุลินทรียจะถูกตรึงถาวร ดังนั้นจึงไมเกิดปญหาการหลุดของเซลลออกจาก
วัสดุตรึง นอกจากนี้เซลลตรึงยังสามารถดูดซึมอาหารไดโดยไมมีขอจํากัดในการแพรกระจาย
เหมือนกันกับการตรึงเซลลดวยวิธีการดักจับเซลลไวในพอลิเมอรอีกดวย 

4) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการดักจับ (Entrapment method) 

 การตรึงเซลลโดยวิธีการดักจับนี้จะมีการจํากัดการเคล่ือนที่ของเซลลจุลินทรียไว
ในวัสดุตรึงที่มีลักษณะเปนเจล การเกิดเจลนี้สามารถทําไดหลายวิธีดวยกันคือ 

1) การเกิดเจลเนื่องจากการพอลิเมอรไรเซช่ัน (Polymerization) ของสารอินทรีย 
เชน polyacrylamide 

2) การเกิดเจลเนื่องจากความรอน (Thermal gelation) เชน collagen gelatin 
agar agarose และ K-carrageenan เปนตน 

3) การเกิดเจลเนื่องจากการเชื่อมไขวเขากับไอออนของโลหะ (Ionotropic 
gelation) เชน alginate และ chitosan เปนตน 

4) การเกิดเจลเนื่องจากการควบแนน (Polycondensation gelation) เชน 
polyurethane และ epoxyresin เปนตน 

การคัดเลือกวัสดุตรึงใหเหมาะสมตอการตรึงเซลลจุลินทรีย ควรพิจารณาจากพื้นที่ผิว 
ขนาดและรูปรางที่เหมาะสม มีการซึมผานของสารได ไมละลายน้ํา เสถียรตอสารเคมี ความรอน
และแรงกระทบ สามารถนํากลับมาใชใหมได 
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ภาพที่ 2.7 วิธีการตรึงเซลลจุลินทรีย 

(ก) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการเชื่อมไขว (Cross linking method) 
(ข) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการยึดเกาะ (Adsorption method) 
(ค) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการจับกันของพันธะโควาเลนซ (Covalent binding 
method) 
(ง) การตรึงเซลลจุลินทรียโดยวิธีการดักจับ (Entrapment method) 

 

 

 

 

 

 

 

(ก)      (ข)   

(ค)      (ง)   
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ตารางที่ 2.4 การผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมักโดยเซลลแขวนลอยในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ  

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

Concentration (g/L) Operation period Reference 

Free cells (pellet) in air-lift 
bioreactor 

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

2.02   
(cycle 1-6) 

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

9 repeated 
batches, 14 days 

Yin และคณะ (1998) 

Free cells (filamentous/pellet) 
in bubble bioreactor 

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

- - 62 (filamentous) 
66 (pellet) 

Batch, 27 h 
Batch, 43 h 

Du และคณะ (1998) 

Free cells in bubble column 
bioreactor 

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

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

Glucose 100 g/L 67.3 2.31 

kg/m3h 

~80 14 PBF cycles, 10 
days 

Martak และคณะ (2003) 

Free cells (pellet) in stirred 
tank bioreactor 

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

Free cells (pellet) in stirred 
tank bioreactor 

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

Wu และคณะ (2010) 
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ตารางที่ 2.5 การผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมักโดยเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

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

Concentration (g/L) Operation period Reference 

Immobilized cells on fibrous 
matrix in a RFBB 

Glucose 70 g/L 
Corn starch 70 g/L 

90 
100 

2.5 
1.65 

226 
127 

Repeated batch and  
fed-batch 

Tay และ Yang (2002) 

Immobilized cells on 
honeycomb matrix in bubble 
column bioreactor  

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

Wang และคณะ (2010) 

Immobilized cells on cotton 
matrix in a static bed 
bioreactor 

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

Immobilized cells on cotton 
matrix in a static bed 
bioreactor 

Glucose 70 g/L 62 2.09 37.83 Batch Chotisubha-anandha 
และคณะ (2011) 
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ตารางที่ 2.6 การยึดตรึงเซลลรา R. oryzae ที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติก  

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

Concentration 
(g/L) 

Reference 

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

Repeated batch and  
fed-batch 

Starch 
Glucose 

100 
90 

1.65 
2.5 

127 
226 

Tay และ Yang (2002) 

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

Semi-batch 
Glucose 
Glucose 

94 
78 

5.0 
2.8 

112 
173 

Efremenko และคณะ (2006) 

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

ที่มา : ดัดแปลงจาก Zhang และคณะ (2007) 
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 Hang และคณะ (1989) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิคตรึง ของ R. oryzae 
NRRL 395 บน Calcium alginate ในระดับขวดเขยา ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเซลลตรึง
สามารถรักษาสภาพไดดี และสามารถนํากลับมาใชหมักซํ้าไดถึง 9 รอบ ในระยะเวลาการหมัก 18 
วัน โดยการหมักรอบที่ 5 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดเทากับ 62.4 กรัมตอลิตร ในขณะที่
กระบวนการหมักดวยเซลลแขวนลอยเมื่อนํามาหมักซํ้า พบวาปริมาณของกรดแลกติกที่ผลิตไดไม
คงที่ อัตราการผลิตกรดแลกติกจะสูงในชวงแรกของการหมัก และจะเร่ิมลดลงตามลําดับเมื่อทํา
การหมักตอไประยะยาว 

Hamamci และ Ryu (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิคตรึง R. oryzae บน
Alginate ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ fluidized-bed โดยทาํการหมักแบบไมเนื่อง ใชกลูโคส
ความเขมขน 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกได 73 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา YP/S เทากบั 64.8 เปอรเซ็นต เมื่อทาํการหมักนาน 44.5 ชั่วโมง 

Efremenko และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยการตรึง R. oryzae บน 
Poly(vinyl alcohol)-Cryogel ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกได 112 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 94 เปอรเซ็นต และอัตราการ
ผลิตกรดแลกติก เทากับ 5.0 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เม่ือทําการหมักแบบไมตอเนื่องและเมื่อทําการ
หมักแบบกึ่งตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 173 กรัมตอลิตร  

 Ganguly และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยวิธีตรึงเซลล R. oryzae 
RBU2-10 บนใยบวบ โดยใสใยบวบขนาด 1.008 ลูกบาศกเซนติเมตร จํานวน 4 ชิ้นตออาหารเล้ียง
เช้ือ 100 มิลลิลิตร  ความเขมขนของหัวเช้ือเร่ิมตน 3 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร พบวา สามารถผลิต
กรดแลกติกไดสูงสุด 80.75 กรัมตอลิตรเม่ือทําการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง ดวยอัตราการผลิตกรด
แลกติก 1.66 – 1.84 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

2.7 ซับสเตรทในกระบวนการหมักกรดแลกติก 

 การผลิตกรดแลกติกนั้นโดยสวนใหญแลวจะนิยมใชกลูโคสบริสุทธิ์เปนซับสเตรทใน
กระบวนการหมัก เนื่องจากหางาย และไมตองผานข้ันตอนตางๆ สามารถนํามาใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักไดโดยตรง แตในปจจุบันกลูโคสบริสุทธิ์มีราคาคอนขางสูง สงผลตอ
ราคาตนทุนในการผลิตที่สูงข้ึนตามอีกดวย ดังนั้นการเลือกใชวัตถุดิบมาใชเปนซับสเตรทจึงเปน
ส่ิงคัญอยางยิ่งตอการลดตนทุนของกระบวนการผลิต ปจจุบันจึงสนใจที่จะแกปญหาดังกลาวโดย
มุงเนนไปที่การเลือกใชซับสเตรท ซึ่งมีการเลือกใชวัตถุดิบที่ราคาถูก รวมถึงส่ิงเหลือใชจากทาง
เกษตรกรรมที่สามารถนํากลับมาใชใหมได ตลอดจนของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมทาง
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การเกษตร เชน มันฝร่ัง ซังขาวโพดและกากน้ําตาล ตามลําดับ โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบที่มีแปง
เปนองคประกอบเชน กากมันสําปะหลัง เปนตน มาใชเปนซับสเตรทในการผลิตกรดแลกติก และ
จากคุณสมบัติ R. oryzae ซึ่งเปนราที่มีอะไมโลไลติกแอคทิวิต้ี กลาวคือมีอะไมเลสและกลูโคอะ
ไมเลสที่สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลกลูโคสได (Wee และคณะ, 2006) แตอยางไรก็ตามซับสเต
รทดังกลาวเหลานั้นบางตัวยังไมอยูในสภาพที่จะนําไปเขาสูกระบวนการหมักไดทันที จะตองผาน
การยอยเพื่อใหไดเปนน้ําตาลที่พรอมจะนําไปเขาสูกระบวนการหมักไดกอน (fermentable sugar) 
ซึ่งน้ําตาลที่ไดหลังจากผานการยอยแลวนั้น จะทําหนาที่เปนแหลงคารบอนในกระบวนการหมัก
ตอไป ซึ่งสามารถจําแนกซับสเตรทไดคราวๆออกเปน 3 ประเภท (ตารางที่ 2.7) ไดแก 

 2.7.1 ซับสเตรทที่อยูในรูปของน้ําตาลบริสุทธิ์ (pure sugar) เชน กลูโคส ซูโครส เปนตน 
กลูโคส (Glucose) เปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว มีสูตรทั่วไปคือ C6H12O6 เนื่องจากกลูโคสเปนน้ําตาล
โมเลกุลเด่ียว  เชื้อจึงสามารถใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรงไมตองผานข้ันตอนการยอยกอนเขาสู
กระบวนการหมัก กลูโคสจะถูกเปลี่ยนเปนไพรูเวทดวยวิถี Emden-Meyerhof pathway (EMP) 
จากนั้นจึงเปลี่ยนเปนกรดแลกติก  

 2.7.2 ซับสเตรทที่อยูในรูปของแปงหรือมีแปงเปนองคประกอบ (starch/starchy 
materials) เชน แปงขาวโพด แปงมันสําปะหลัง มันฝร่ัง กากมันสําปะหลัง เปนตน ซับสเตรท
ประเภทนี้ ไมสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรง จําเปนตองผานการยอยใหไดน้ําตาล
โมเลกุลเด่ียวกอน (fermentable sugar) จึงจะสามารถนําใชในกระบวนการหมักได มีรายงานวา
รา Rhizopus spp. สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณสูงจากการใชแหลงคารบอนจําพวก 
แปงขาวโพด แปงขาวเจา แปงมันสําปะหลัง เปนตน (Yu และ Hang, 1989) เนื่องจากรามี
เอนไซมอะไมเลสเพื่อยอยโมเลกุลแปง (Wee และคณะ, 2006) จึงสามารถใชแหลงคารบอนจาก
วัสดุการเกษตรที่มีแปงเปนองคประกอบโดยไมตองผานการยอย    

 2.7.3 ซับสเตรทที่อยูในรูปของลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เชน ซังขาวโพด ชานออย 
เปนตน ซับเตรทประเภทนี้ ไมสามารถนําไปใชเปนแหลงคารบอนไดโดยตรง จําเปนตองผานการ
ยอยใหไดน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวกอน  (fermentable sugar) จึงจะสามารถนําใชในกระบวนการหมัก
ได ลิกโนเซลลูโลสสวนมากจะประกอบเซลลูโลส (cellulose) เปนหลัก รองมาคือ เฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ตามลําดับ ซึ่งจากองคประกอบดังกลาวกอใหเกิดอุปสรรคตอ
การยอยใหไดเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการปรับสภาพ (pretreatment) กอน
การนําไปยอย (hydrolysis) ในข้ันตอนตอไปเพื่อใหไดเปนน้ําตาลออกมากอนที่จะนําไปใชใน
กระบวนการหมัก 
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ตารางที่ 2.7 ซับสเตรทที่สามารถนาํมาผลิตกรดแลกติก 
 

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

Products Substrates Microorganisms References 
Lactic acid Sugarcane 

bagasse 
Lactobacillus delbrueckii John และคณะ (2006) 

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

Clostridium 
saccharoperbutylacetomicum 

Apiwatanapiwat และคณะ 
(2011) 
Thang และคณะ (2010) 

Citric acid Cassava bagasse Aspergillus niger Vandenberghe และคณะ
(2004) 

Mushrooms 
production 

Cassava bagasse Pleurotus ostrreatus  Leifa และคณะ (2001) 

Coffee residues Flamulina velutipes  
Pleurotus ostreatus 

Leifa และคณะ (2000) 
Leifa และคณะ (2001) 

Aroma 
production 
 

Cassava bagasse 
Coffee husks 
 

Klyveromyces marxianus 
Ceratocystis fmlbriata  
 
Rhizopus sp. 
 

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

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

 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Soccol และ Vandenberghe (2003) 
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 Bulut และคณะ (2004) ไดทําการเปรียบเทียบแหลงคารบอน 5 แหลงในการผลิตกรดแลก
ติกไดแก กูลโคส ซูโครส กากน้ําตาลจากหัวบีท แครอบพอดและรําขาวสาลี พบวา สามารถผลิต
กรดแลกติกไดสูงสุด 60 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 60 เปอรเซ็นต เมื่อใชกลูโคสความ
เขมขน 150 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน ซึ่งกากน้ําตาลจากหัวบีทเมื่อผานการพลาสเจอรไร
เซชั่นสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพิ่มข้ึนจาก 37 กรัมตอลิตรเปน 40 กรัมตอลิตรและยังพบวา เม่ือ
เติมสารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร สามารถผลิตกรดแลกติกเปน 49 กรัมตอลิตร พืชทองถิ่น
อยางแครอบพอดยังสามารถใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกโดยสามารถผลิตกรด
แลกติกได 58 กรัมตอลิตร สวนรําขาวสาลีไมเหมาะสําหรับการใชเปนแหลงคารบอนเพราะให
ปริมาณกรดแลกติกตํ่าเพียง 6 กรัมตอลิตร เมื่อใชความเขมขน 50 กรัมตอลิตร  

 Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบกวน และเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว โดยใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนความ
เขมขน 120 กรัมตอลิตร พบวาราที่ทําการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว สามารถผลิต
กรดแลกติกไดเทากับ 92 กรัมตอลิตร ใชระยะเวลาการหมัก 3 วัน ในขณะที่ราที่ทําการหมักใน
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 82 กรัมตอลิตร ภายหลังจาก
การหมักเปนระยะเวลา 4 วัน จะเห็นวาความสามารถในการผลิตกรดแลกติกของราท่ีเล้ียงใน
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนนอยกวาการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบลอยตัว เนื่องจากรา
ที่เล้ียงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบกวนมีการเจริญเกาะกลุมเปนกอนเซลลขนาดใหญ บางสวน
จะเกิดเปน wall growth ติดตามผนังภายในของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ และอุดตันทอสงอากาศ ทํา
ใหประสิทธิภาพในการใชซับสเตรทและความสามารถในการผลิตกรดแลกติกลดลง 

Ruengruglikit และ Hang (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย R. oryzae โดยใชซัง
ขาวโพดเปนแหลงคารบอนโดยการหมักในระดับขวดเขยาที่ 200 รอบตอนาที 30 องศาเซลเซียส 
พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกได 299±6.8 กรัมตอกิโลกรัมซังขาวโพดแหง ระยะเวลาการหมัก 
48 ชั่วโมง 

 Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed แบบ Fed-batch โดยใชแปงเปนแหลงคารบอน 
พบวา สามารถผลิตกรดไดสูงถึง 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 100 เปอรเซ็นตและอัตรา
การผลิตกรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  
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 Park และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากของเหลือที่ไดจากสํานักงาน 
(Waste office) ไดแก กระดาษ จากนั้นนํากระดาษมาผานกระบวนการยอย กอนนํามาเปนวัตถุดิบ
ในการหมัก โดย R. oryzae NRRL 395 ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง ในระดับขวดเขยา พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกได 49.1 กรัมตอลิตร คา YP/S เทากับ 59 เปอรเซ็นต  

 Jin และคณะ (2005) เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกระหวาง R. arrhizus 36017 กับ 
R. oryzae 2062 โดยใชของเสียอุตสาหกรรมการผลิตอาหารจากมันฝร่ัง ขาวโพด ขาวสาลีและ
สับปะรด เปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนของแปงหรือน้ําตาล 20 กรัมตอลิตร พบวา R. arrhizus 
36017 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คิดเปนคา Yp/s 0.94-0.97 กรัมตอกรัมของแปงหรือ
น้ําตาล ขณะที่ R. oryzae 2062 สามารถผลิตกรดแลกติกคิดเปนคา Yp/s 0.65-0.76 กรัมตอกรัม
ของแปงหรือน้ําตาล และยังพบวา เม่ือเติม (NH4)2SO4 สารสกัดจากยีสตและเปปโตนสามารถเพิ่ม
ผลผลิตกรดแลกติกข้ึน 8-15 เปอรเซ็นตและมีน้ําหนักเซลลเพิ่มข้ึน 10-20 เปอรเซ็นต 

2.8 กากมันสําปะหลัง 

 มันสําปะหลัง (cassava, tapioca, manioc, mandioca หรือ yuca) มีชื่อสามัญหรือชื่อที่
เรียกทั่วไปเปนภาษาอังกฤษวา cassava หรือ tapioca ในประเทศบราซิลและอารเจนตินา เรียกวา 
madioca ลักษณะทางพฤกษศาสตรของมันสําปะหลังเปนไมพุมยืนตน (ภาพที่ 2.8 (ก)) มีอายุอยู
ไดหลายป ลักษณะลําตนสูงแตกตางกันตามพันธุ และสภาพแวดลอมโดยอาจสูงถึง 1-5 เมตร 
ลักษณะของใบมันสําปะหลังเปนแบบใบเด่ียว (single leaf)  สีของใบแตกตางกันตามพันธุ
เชนเดียวกับสีของลําตน ระบบรากของมันสําปะหลังสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก รากจริง 
(true or wiry root) และรากสะสม (modified or storages roots) รากสะสมนี้จะเจริญกลายเปน
หัวมันสําปะหลัง โดยทั่วไปในตนมันสําปะหลังตนหนึ่งจะมีรากสะสมอาหารหรือหัวอยูประมาณ 5-
20  หัวตอตน มันสําปะหลังเปนพืชที่เก็บสะสมอาหารไวในราก เม่ือพืชมีการสรางอาหารจากใบ
และสวนเปนสีเขียวแลว จะสะสมในรูปของคารโบไฮเดรต คือ แปง ไวในราก จะเห็นวา
องคประกอบสวนใหญในรากนั้นนอกจากน้ําแลวคือแปง ซึ่งมีถึงรอยละ 70-80 เปอรเซ็นต เมื่อ
หัวมันสําปะหลังถูกนําเขาสูกระบวนการเพื่อเปลี่ยนใหเปนแปงมันสําปะหลังดิบ เมื่อเสร็จส้ิน
กระบวนการดังกลาวจะไดเปนสวนที่เปนกากออกมาในภายหลัง ซึ่งในประเทศไทยอุตสาหกรรม
แปงมันสําปะหลังมีขนาดใหญและเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ผลิตแปงแตละคร้ังจะใชหัวมันสําปะหลังสด
ประมาณ 10 ลานตัน ซึ่งกอใหเกิดกากมันอยางนอยไมตํ่ากวา 1 ลานตันตอป (Sriroth และคณะ,  
2000)  
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ภาพที ่2.8 ลักษณะของตนมนัสําปะหลัง (ก), หัวมันสําปะหลัง (ข) และกากมันสําปะหลัง (ค) 

 

ตารางที่ 2.9 องคประกอบของกากมันสําปะหลัง  

องคประกอบ % (โดยน้ําหนกัเปยก) % (โดยน้ําหนกัแหง) 
แปง 17.80 ± 1.24 68.89 ± 4.00 
ความชืน้ 72.00 ± 0.08 - 
เถา   0.44 ± 0.00 1.70 ± 0.01 
โปรตีน 0.40 ± 0.00 1.55 ± 0.03 
เสนใย 7.17 ± 0.06 27.75 ± 0.20 
ไขมัน  0.03 ± 0.00 0.12 ± 0.01 
pH 4.99 4.99 
Values are the mean. S.E. of two determinations. 
ที่มา : Sriroth และคณะ, 2000 
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  กากมันสําปะหลัง (cassava pulp) เปนของแข็งที่เหลือจากกระบวนการผลิตแปง
มันสําปะหลัง มีลักษณะดังภาพที่ 2.8 (ค) ซึ่งมีแปงเปนองคประกอบหลักอยูในปริมาณมาก 
(ประมาณรอยละ 50-60 โดยน้ําหนักแหง (ตารางที่ 2.9) ทั้งนี้ข้ึนอยูกับคุณภาพหัวมันและ
กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังของโรงงาน) ซึ่งสามารถนํามาใชเปนซับสเตรทในกระบวนการ
หมัก และองคประกอบที่รองลงมาคือพวกเสนใย (fiber) หรือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสอยูประมาณ 
30 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง ซึ่งรายละเอียดของแตละองคประกอบของกากมันสําปะหลังมีดังนี้ 

 2.8.1 แปงและโครงสรางของแปง 

  แปง (starch) เปนโฮโมพอลิแช็คคาไรด (homopolysaccharide) ที่ไดจาก
กระบวนการสังเคราะหแสงของพืช ประกอบดวยหนวยยอย คือ กลูโคส ซึ่งจะถูกเก็บสะสมไวที่สวน
ตางๆ ของพืช ไดแก ราก  ลําตนใตดิน ผล และเมล็ด ในธรรมชาติจะพบอยูในรูปเม็ดแปง แปง
ประกอบดวยพอลิเมอร 2 ชนิด ไดแก 

  2.8.1.1 อะไมโลส (amylose) มีอยูในแปงประมาณ 10-25% ประกอบดวย
กลูโคสที่เช่ือมตอกันดวยพันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก เปนสายยาวไมแตกกิ่งหรือแขนง ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.9 จึงขดเปนเกลียว helix อะไมโลสเปนผงสีขาว ไมมีรสหวาน เมื่ออยูในน้ําจะมีสีขุนขาว 
ทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนใหสีน้ําเงินเขม เกิดจากการที่โมเลกุลของไอโอดีนแทรก 
(intercalate) เขาไประหวางเกลียว helix ของอะไมโลส ทําใหเกิดสีมวงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.9 โครงสรางของอะไมโลส(amylose) 

 

2.8.1.2 อะไมโลเพกติน (amylopectin) ประกอบดวยกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวย
พันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก และมีการแตกก่ิงที่เช่ือมตอกันดวยพันธะ α-1, 6 -ไกลโคซิดิก ทําใหมี
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โครงสรางเปนกิ่ง ดังแสดงในภาพที่ 2.10 เมื่อทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนจะใหสีมวงแดง 
เนื่องจากมีการแตกกิ่งจํานวนมาก ทําใหไอโอดีนที่แทรกซืมเขาไปติดไดในปริมาณนอย ทําใหเกิด
สีมวงแดงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.10 โครงสรางของอะไมโลเพกติน (amylopectin) 

 

2.8.2 เสนใยหรือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสในกากมันสําปะหลัง 

เสนใย (fiber) คือสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลสที่หลงเหลืออยูในกากมันสําปะหลังซ่ึง
มาจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังของโรงงานอุตสาหกรรมแปง เสนใยนี้จัดไดวามีอยูใน
ปริมาณนอยมากถาเทียบกับสัดสวนขององคประกอบทั้งหมด ดังที่ไดกลาวมาแลววาเสนใยก็คือ
ลิกโนเซลลูโลส ซึ่งลิกโนเซลลูโลสสวนมากจะประกอบดวยเซลลูโลส (cellulose) เปนหลัก รองมา
คือ เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ตามลําดับ ดังนี้ 

  2.8.2.1 เซลลูโลส (Cellulose)  พบในผนังเซลล (cell wall) ของพืช เปนพอลิเมอร
ของ β–D-กลูโคส เชื่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก ซึ่งตางจากพอลิเมอรของอะไมโลส
และอะไมโลเพกติน พันธะ β-1, 4 ไกลโคซิดิก ทําใหพอลิเมอรของเซลลูโลสมีลักษณะยืดออกไป
เปนเสนตรง ในขณะที่พันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก จะทําใหเกิดการขดเปนวง (helix) นอกจากนี้การ
เกิดพันธะ อินเตอร- และ อินตรา- เชน ไฮโดรเจน (inter- and intra-hydrogen bond) ทําให
เซลลูโลสมีความแข็งแรง และทนแรงดึงไดสูง เซลลูโลสจะถูกสลายดวยเซลลูเลสซ่ึงจะไดเปน
กลูโคสออกมา 

  2.8.2.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   เปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช 
ประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลเชิงเด่ียว (monosaccharide) ชนิดตางๆ ต้ังแตสองชนิดข้ึนไปเปน
จํานวน 100 โมเลกุลที่มีคุณสมบัติในการละลายเหมือนกันคือ ละลายไดในสารละลายดาง น้ําตาล
เชิงเด่ียวนี้แบงไดเปน 2 ชนิดคือ เพนโทแซนส (pentosans) และ เฮกโซแชนสที่ไมใชเซลลูโลส 
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(non cellulose hexosans) น้ําตาลเชิงเด่ียวที่พบมากในเฮมิเซลลูโลสคือ ดี-ไซแลนส (D-xylans) 
และ ดี-กลูโค-ดีแมนแนนส (D-gluco-D-mannans) และมีไซดเซนสเปนน้ําตาลเชิงเด่ียวชนิดอ่ืนๆ 
เชน แอล-อะราบิโนส (L-arabinoses) 

  2.8.2.3 ลิกนิก (lignin) เปนสารประกอบพอลิเมอรไมมีรูปผลึก จะเกาะกันอยูใน
ชั้นระหวางเสนใย (middle lamella) ซึ่งทําหนาที่ ยึดเกาะเสนใยเขาดวยกัน และมีบางสวนผสมอยู
ในเสนใยดวย โครงสรางพื้นฐานของลิกนินคือ ฟนิลโพรเพน (phenylpropane) หรือสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีคารบอน 9 อะตอม ประมาณรอยละ 65–67เปนสารประกอบเชิงซอนที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุลสูง มักพบอยูรวมกับเซลลูโลส ลิกนินไมละลายนํ้า ไมมีสมบัติทางการยืดหยุน เพราะฉะนั้น
จึงทําใหพืชที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน เม่ือพืชตายลิกนินจะถูกยอยดวยเอนไซมลิกเนส 
(Lignase) หรือลิกนินเนส(Ligninase) 

  เนื่องจากองคประกอบสวนใหญของกากมันสําปะหลัง คือ คารโบไฮเดรท และมี
สวนของลิกโนเซลลูโลสอยูปนเล็กนอย จึงมีความเปนไปไดสูงในการนํากากมันสําปะหลังกลับมา
ใชประโยชน โดยการยอยกากมันสําปะหลังใหเปนสารละลายน้ําตาลกลูโคส เพื่อใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมัก ไดมีการรายงานการนํากากมันสําประหลังมาใชเปนแหลงคารบอน
ในการผลิตผลิตภัณฑตางๆ เชน รายงานของ Kosugi และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการผลิต
เอทานอลจากกากมันสําปะหลังดวยยีสต Saccharomyces cerevisiae Kyokai no.7 (strain K7) 
โดยการยอยแปงที่อยูในกากมันโดยใชเอนไซมทางการคา ไดแก อัลฟา-อะไมเลส กลูโคอะไมเลส 
และเซลลูเลสในการยอยเสนใยเซลลูโลส เพื่อเปล่ียนใหเปนกลูโคส พบวา สามารถไดกลูโคส 37.2 
กรัมตอลิตร จากการใชกากมันสําปะหลัง 5 เปอรเซ็นต ในหนวยน้ําหนักตอปริมาตร ไดผลผลิตเอ
ทานอล 0.50 กรัมตอกรัมซับสเตรท อัตราการผลิต 0.77 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง คิดเปนคา Yp/s 

เทากับ 98 เปอรเซ็นต 

  แตอยางไรก็ตามเสนใยที่ เปนสวนของลิกโนเซลลูโลสที่อยูภายในกากมัน
สําปะหลังนี้มีบทบาทสําคัญตอการสกัดแยกสวนที่เปนแปงออกมา ซึ่งเสนใยจะมีลักษณะเปนโครง
รางตาขายหอหุมแกรนูลแปงอยูภายใน ในเซลลพืชผนังเซลลมีลักษณะเปนโครงสรางขนาดเล็กจะ
ประกอบดวยเซลลูโลสที่ปรากฏตัวในรูปของพอลิแซคคาไลน และเมทริกซของโปรตีนถูกหอมลอม
ดวยชั้นที่ประกอบสวนที่เปนเพคติน แกรนูลของแปงจะอยูในเมทริกซพอลิเมอรที่ซับซอนซ่ึงยากตอ
การที่จะถูกปลดปลอยออกมา ดังนั้นเสนใยเหลานี้จึงเปนอุปสรรคในการยอยใหไดกลูโคส ดังนั้น
การพัฒนาการสกัดแปงออกจากกากมันควรตองมีการปรับปรุงโดยการไปทําลายเมทริกซเหลานั้น
เพื่อที่แกรนูลของแปงจะสามารถถูกปลดปลอยออกมาภายนอกได  การทําลายเมทริกซที่เปนเสน
ใยสามารถทําไดโดยวิธีการปรับสภาพ (pretreatment) (Sriroth และคณะ, 2000) กากมัน
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สําปะหลังกอนการนําไปยอย (hydrolysis) ในข้ันตอนลําดับตอไปเพื่อใหไดเปนน้ําตาล 
(fermentable sugar) จากสวนที่เปนพอลิแซคคาไลน (แปง เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส) ที่อยู
ภายในกากมันสําปะหลัง กอนที่จะนําไปใชในกระบวนการหมัก 

2.9 กระบวนการผลิตกรดแลกติกจากวัตถุดิบเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรท่ีมี
สวนประกอบของลิกโนเซลลูโลส 

 การผลิตกรดแลกติกจากวัตถุดิบเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรที่มีสวนประกอบของ
ลิกโนเซลลูโลสประกอบดวยกระบวนการที่สําคัญ 3 ข้ันตอน คือ การปรับสภาพ (pretreatment) 
การยอยสลาย (hydrolysis) และกระบวนการหมัก (fermentation) 

2.9.1 การปรับสภาพ (pretreatment) 

การปรับสภาพวัตถุดิบเปนการแยกสวนประกอบของลิกโนเซลลูโลสออกจากกัน
เปน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ดังแสดงในภาพที่ 2.11 วัตถุประสงคของการปรับสภาพ 
คือ เพื่อที่จะกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและ
พื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําใหวัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Kumar และคณะ, 2009) (ตารางที่ 
2.10) 

  กากมันสําปะหลังมีองคประกอบของสวนที่เปนเสนใยซ่ึงก็คือสวนของลิกโน
เซลลูโลสที่หลงเหลืออยูดังนั้นกากมันสําปะหลังจึงประกอบไปดวยแปง เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสนั้นมีจุดมุงหมาย คือการปรับเปล่ียนขนาดและโครงสราง
ตําแหนงทางเคมีของสารชีวมวล ทําใหโครงสรางของลิกนินแตกสลายและทําลายโครงสรางผลึก
ของเซลลูโลส โดยการกําจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ลดความเปนผลึกของเซลลูโลส และเพิ่ม
ชองวางดวยการผานกระบวนการปรับสภาพ (Kumar และคณะ, 2009) เพื่อเอนไซมสามารถที่จะ
เขาไปยอยเซลลูโลสไดงายข้ึน สงผลใหการยอยสวนของแปงใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวนั้น
สามารถทําไดอยางรวดเร็วและได yield ที่สูงข้ึน  
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ภาพที ่2.11 ลักษณะของลิกโนเซลลูโลสภายหลังจากการปรับสภาพ 

(ที่มา: ดัดแปลงจาก  Kumar และคณะ, 2009) 

การปรับสภาพท่ีดีตองมีลักษณะดังตอไปนี้ (Sun และ Cheng, 2002) 

1) เพิ่มความสามาถในการยอยสลายของเอนไซมได 
2) หลีกเล่ียงการทําลายคารโบไฮเดรต 
3) หลีกเล่ียงการเกิดผลิตภัณฑที่จะเปนตัวยับยั้งกระบวนการยอยสลายและ

กระบวนการหมักในภายหลัง 
4) มีคาใชจายที่ไมสูงจนเกินไป 

วิธีการปรับสภาพวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสแบงเปน 4 วิธี ดังตอไปนี้ 

  2.9.1.1 การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพ (physical pretreatment)  

  การปรับสภาพดวยวิธีทางกายภาพเปนการลดขนาดและเพิ่มพื้นที่ของ
วัตถุดิบเพื่อใหเอนไซมสามารถเขายอยสลายไดดีข้ึน วัตถุดิบสามารถถูกบดใหละเอียดไดโดยการ
ใชหลายวิธีรวมกัน คือ การตัด การบด และการโม โดยปกติภายหลังจากการตัดแลววัตถุดิบจะมี
ขนาด 10 – 30 มิลลิเมตร และหลังจากการบดหรือโมแลววัตถุดิบจะมีขนาด 0.2 – 2 มิลลิเมตร 
(Sun และ Cheng, 2002) นอกจากน้ีการแยกสลายดวยความรอน (pyrolysis) ยังเปนการปรับ
สภาพดวยวิธีทางกายภาพอีกวิธีหนึ่งที่สามารถแยกสลายเซลลูโลสไดอยางรวดเร็วโดยใชอุณภูมิสูง 
(Sánchez และ Cardona, 2008) 
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ในการยอยสลายโดยใชเอนไซม หากมีการลดขนาดของวัตถุดิบแลวตาม
ดวยการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ จะทําใหเกิดการยอยสลายไดดีข้ึน ดังนั้นถาไมมีการปรับสภาพตอ
จะสงผลใหปริมาณน้ําตาลที่ไดจากการยอยสลายดวยเอนไซมลดลง 20 เปอรเซ็นตของคาที่ดตาม
ทฤษฎี ในขณะที่หากมีการปรับสภาพตอจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลสูงข้ึน 90 เปอรเซ็นตหรือ
มากกวา 

  2.9.1.2 การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพ (physicochemical 
pretreatment)  

การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีกายภาพเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมากกวา
วิธีทางกายภาพ โดยวิธี steam explosion หรือ autohydrolysis เปนวิธีที่มีการศึกษามากที่สุด ใน
กระบวนการนี้จะใชไอน้ําที่ความดันสูงทําใหเกิดปฏิกิริยา autohydrolysis (Sánchez และ 
Cardona, 2008) วิธีนี้จะใชอุณหภูมิ 160 – 260 องศาเซลเซียส ความดัน 0.69 – 4.89 MPa เปน
เวลาไมกี่วินาทีจนถึง 2 – 3 นาที กอนที่วัตถุดิบจะกลับสูความดันบรรยากาศ เมื่อความดันลดลง
อยางรวดเร็วจะทําใหวัตถุดิบนั้นแตกออกเปนช้ินเล็กๆ (Sun และ Cheng, 2002) ทําใหเฮมิ
เซลลูโลสเกิดการยอยสลาย สามารถแยกเซลลูโลสออกจากเฮมิเซลลูโลสและลิกนินได ดังนั้นจึง
เปนการเพิ่มประสิทธิภาพของการยอยสลายเซลลูโลส ปจจัยที่สงผลตอการปรับสภาพดวยวิธี 
steam explosion คือ ระยะเวลาที่ใช อุณหภูมิ ขนาดของวัตถุดิบ และปริมาณความช้ืน วิธีนี้เปน
หนึ่งในวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดสําหรับใชในการปรับสภาพไมเนื้อแข็งและวัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร แตมีประสิทธิภาพนอยในไมเนื้อออน (Sánchez และ Cardona, 2008) 

การ เ ติมกรดซั ลฟ ว ริก  (อาจจะ เป นซั ล เฟอร ไดออกไซด ) ห รือ
คารบอนไดออกไซด ลงใน steam explosion สามารถเพิ่มการยอยสลายดวยเอนไซมไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ลดการเกิดสารยับยั้ง และสามารถกําจัดเฮมิเซลลูโลสไดอยางสมบูรณมากข้ึน 
(Morjanoff และ Gray, 1987) 

นอกจากนี้ ammonia fiber explosion (AFEX) จัดเปนการปรับสภาพ
ดวยวิธีทางเคมีกายภาพอีกวิธีหนึ่งซึ่งวัสดุประเภทลิโนเซลลูโลสจะอยูในแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิ
และความดันสูงเปนระยะเวลาหนึ่งกอนที่ความดันจะลดลงอยางรวดเร็ว (Sun และ Cheng, 2002) 

2.9.1.3 การปรับสภาพดวยวิธีทางเคมี (chemical pretreatment)  

มีการใชสารเคมีตางๆในการปรับสภาพวัตถุดิบ Sun และ Cheng (2002) 
ไดปรับสภาพดวยวิธีทางเคมีออกเปน 5 วิธี คือ 
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1) การปรับสภาพดวยกรด แบงออกเปน 

1.1) การใชกรดเขมขน เชนกรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก 
แมวาจะเปนสารที่ทําใหเกิดการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตกรดที่มีความเขมขนสูงจะมีความเปน
พิษ มีฤทธิ์กัดกรอนรุนแรง จึงตองการภาชนะที่ทนตอการกัดกรอนได นอกจากนี้ยังตองมี
กระบวนการนํากรดเขมขนกลับมาใชภายหลังการยอยสลายแลว เพื่อใหมีความคุมคาทาง
เศรษฐศาสตร (Sivers และ Zacchi, 1995) 

1.2) การใชกรดเจือจาง  เปนหนึ่งในวิธีการปรับสภาพที่มี
การศึกษามากที่สุด เกิดข้ึนที่อุณหภูมิปานกลางโดยมีการใชกรดเจือจาง เชน กรดซัลฟวริก กรด
ฟอสฟอริกและกรดไนตริก แตสวนใหญนิยมใชกรดซัลฟวริกเจือจาง หนาที่ของกรดออน คือ จะไป
ยอยสลายเฮมิเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล หรืออาจจะกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนินบางสวน
ออกไปเพื่อใหเซลลูโลสสามารถถูกยอยสลายไดดีข้ึน แมวาการใชกรดออนในการปรับสภาพจะ
สามารถเพิ่มการยอยสลายเซลลูโลสไดดี แตการใชวิธีนี้จะมีตนทุนสูงกวาการปรับสภาพดวยวิธี
ทางเคมีกายภาพบางวิธี เชน steam explosion หรือ AFEX เนื่องจากตองมีการทําใหคาพีเอชเปน
กลางซ่ึงมีความจําเปนสําหรับกระบวนการยอยสลายดวยเอนไซมและกระบวนการหมัก (Sun และ 
Cheng, 2002) นอกจากนี้การใชกรดออนยังกอใหเกิดการสรางสารประกอบ เชน กรดอะซิติกและ
เฟอรฟูรัลข้ึนในไฮโดรไลเสตซ่ึงมีความเปนพิษตอเช้ือที่ใชในกระบวนการหมัก 

2) การปรับสภาพดวยดาง   

วิธีนี้ใชอุณหภูมิและความดันตํ่ากวาการปรับสภาพดวยวิธีอ่ืนๆ 
สามารถเกิดข้ึนไดที่สภาวะหองแตใชระยะเวลานานเปนช่ัวโมงหรือเปนวัน การปรับสภาพดวยดาง
เปนการเพิ่มพื้นที่ผิว ลดปริมาณของลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในชีวมวลโดยทําลายพันธะระหวางเฮ
มิเซลลูโลสและพันธะระหวางลิกนินที่เช่ือมกับคารโบไฮเดรต (Balat และคณะ, 2008) สามารถ
กําจัดลิกนินไดโดยไมสงผลกระทบตอองคประกอบอ่ืนๆ (McMillan, 1997) การปรับสภาพวัสดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสดวยโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจางจะทําใหวัตถุดิบเกิดการบวมพองสงผลให
พื้นที่ผิวภายในเพิ่มข้ึน เกิดการลดลงของ degree of polymerization สามารถแยกลิกนินออกจาก
คารโบไฮเดรตอ่ืนๆ เปนการทําลายโครงสรางของลิกนิน (Sun และ Cheng, 2002) นอกจากนี้การ
ปรับสภาพดวยดางอาจใชเปนแอมโมเนียหรือแคลเซียมไฮดรอกไซดไดเชนกัน 

3) การกําจัดลิกนินดวยการทําปฏิกิริยาออกซิไดเซชั่น (oxidative 
delignification)  

นิยมใชเปนไฮโดรเจนเพอรออกไซดที่มีความเปนดาง (คาพีเอช 
11.5) หรือเรียกวาอัลคาไลนเพอรออกไซด เปนวิธีที่สามารถละลายสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและ
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ลิกนินออกจากวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสได และสามารถลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส
ลง จากการศึกษาของ Saha และ Cotta (2006, 2007) พบวา ฟางขาวสาลีและแกลบที่ไดรับการ
ปรับสภาพดวยอัลคาไลนเพอรออกไซด เมื่อถูกยอยสลายดวยเอนไซมสามารถเปล่ียนน้ําตาลที่ใช
ในการหมักไดถึง 97 และ 96 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไมเกิดสารยับยั้งที่เปนเฟอรฟูรัลและไฮดร
อกซีเมทิลเฟอรฟูรัล 

4) การใชโอโซน (ozonolysis) 

โอโซนสามารถยอยลิกนินและเฮมิเซลลูโลสวัสดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสได การปรับสภาพดวยวิธีนี้มีขอดีคือ สามารถกําจัดลิกนินไดอยางมีประสิทธิภาพ ไม
กอใหเกิดสารพิษในกระบวนการ และสามารถเกิดปฏิกิริยาไดที่ความดันและอุณหภูมิหอง (Vidal 
และ Molinier, 1988) แตขอเสียคือ ตองใชโอโซนปริมาณมากทําใหกระบวนการนี้มีตนทุนสูง 

5) กระบวนการ organosolv 

เปนวิธีที่มีการผสมตัวทําละลายอินทรียกับตัวเรงปฏิกิริยาที่เปน
กรดอนินทรีย เชนกรดซัลฟวริกหรือกรดไฮโดรคลอริก เพื่อทําลายลิกนินและพันธะระหวางเฮมิ
เซลลูโลส ตัวทําละลายอินทรียที่ใชในกระบวนการน้ี ไดแก เมทานอล เอทานอล อะซิโตน เอทิลีน
ไกลคอล ไตรเอทิลีนไกลคอล และเตตระไฮโดรเฟอรฟูริลแอลกอฮอล นอกจากนี้กรดอินทรีย เชน 
กรดออกซาลิก กรดอะซิติลซาลิไซลิก และกรดซาลิไซลิก สามารถใชเปนตัวเรงปฏิกิริยาใน
กระบวนการ organosolv ไดเชนกัน ตัวทําละลายที่ใชในกระบวนการน้ีตองมีการกําจัดออก 
อาจจะเปนการระเหยและควบแนนเพื่อหมุนเวียนกลับมาใชใหมซึ่งชวยลดตนทุนได การกําจัดตัว
ทําละลายออกจากระบบเปนส่ิงที่จําเปน เนื่องจากตัวทําละลายเปนสารยับยั้งในกระบวนการยอย
สลายดวยเอนไซมและยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียที่ใชในการหมัก (Sun และ Cheng, 
2002) 
 2.9.1.4 การปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ (biological pretreatment) 

 

เปนการใชจุลินทรียเชน brown-rot fungi white-rot fungi และ soft-rot 
fungi ในการยอยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส สวนใหญ brown-rot fungi จะยอยเซลลูโลส 
ในขณะที่ white-rot fungi และ soft-rot fungi จะยอยทั้งเซลลูโลสและลิกนิน  white-rot fungi เปน
จุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการปรับสภาพวัสดุประเภทเซลลูโลสดวยวิธีทางชีวภาพ 
(Sun และ Cheng, 2002) การยอยสลายลิกนินดวย white-rot fungi มักจะใชจุลินทรียซึ่งไดแก 
Phanerochaete chrysosporium Pleurotus ostreatus และ Trametes versicolor เปนตน โดย
ราเหลานี้สามารถผลิตเอนไซมยอยสลายลิกนิน (ligninase) ไดแก ลิกนินเพอรออกซิเดส 
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แมงกานีสเพอรออกซิเดส และแลคเคส ขอดีของการปรับสภาพดวยวิธีทางชีวภาพ คือ ใชพลังงาน
นอย และสามารถเกิดไดในสภาวะที่ไมรุนแรง แตขอเสีย คือ ตองใชระยะเวลานานในการยอย
สลายลิกนิน (Silverstein, 2004) 
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ตารางที่ 2.10 ผลของการปรับสภาพดวยเทคนิดตางๆ ตอองคประกอบทางกายภาพและทางเคมี หรือโครงสรางของลิกโนเซลลูโลส 

 

Pretreatment 
methods 

Increase accessible 
surface area 

Decrystallization 
cellulose 

Solubilization 
hemicellulose 

Solubilization lignin 
Formation furfural / 

HMF 
Alteration 

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

LHW (batch)  + ND + - - - 

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

Acid  +  + - + + 

Alkaline  +  - + / - - + 

Oxidative  + ND  + / - - + 

Thermal + acid  + ND + + / - + + 

Thermal + alkaline 
(lime)  

+ ND - + / - - + 

Thermal + oxidative  + ND - + / - - + 

Thermal + alkaline + 
oxidative  

+ ND - + / - - + 

Ammonia (AFEX)  + + - + - + 

CO2 explosion  +  +    

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

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

ที่มา: Hendriks และ Zeeman, 2009  
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2.9.2 การยอยสลาย (hydrolysis) 

  วัตถุดิบจากวัสดุเหลือใชจากทางอุตสาหกรรมเกษตรที่มีสวนประกอบของลิกโน
เซลลูโลส ประกอบดวยพอลิเมอรของกลูโคสตอกันเปนสายยาวที่อยูในรูปของเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส และเม่ือถูกยอยจะไดเปนโมเลกุลของน้ําตาลที่มีขนาดส้ันลง 

กากมันสําปะหลังคือวัตถุดิบจากวัสดุเหลือใชที่มาจากกระบวนการผลิตแปงมัน
สําปะหลังดังนั้นจึงมีสวนของแปงเปนองคประกอบหลัก รองลงมาคือเสนใยซ่ึงเปนสวนของลิกโน
เซลลูโลสที่หลงเหลืออยูจากกระบวนการผลิตแปงมัน การยอยสลายแปง เซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลส เพื่อใหไดน้ําตาลสําหรับใชในกระบวนการหมักนั้นสามารถทําได 2 วิธี คือ วิธีทางเคมี
โดยการใชกรด และวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม 

2.9.2.1 การยอยสลายดวยวิธีทางเคมี (chemical hydrolysis)  

 วิธีที่นิยมใช คือ การยอยสลายดวยกรด (acid hydrolysis) สามารถใชได
ทั้งกรดเขมขนและกรดเจือจางในการยอยสลาย กรดที่นิยมใช ไดแก กรดไฮโดรคลอริกและกรด
ซัลฟวริก การใชกรดเขมขน เชนกรดซัลฟวริกความเขมขน 72 เปอรเซนต ที่อุณหภูมิหองจะทําใหได
ปริมาณน้ําตาลที่สูงมากถึงเกือบ 100 เปอรเซ็นต ของปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎี แตการใช
กรดในปริมาณมากนี้จําเปนที่จะตองมีกระบวนการนํากรดกลับมาใชใหม สวนการใชกรดเจือจาง 
เชน ที่ความเขมขน 1 เปอรเซนต เปนการใชปริมาณของกรดนอยกวาแตใชอุณหภูมิที่สูง ซึ่งทําให
ไดปริมาณน้ําตาลเพียง 55 – 60 เปอรเซ็นตของปริมาณน้ําตาลที่ไดตามทฤษฎีเทานั้น 
(Silverstein, 2004) Hamelinck และคณะ (2005) ไดรายงานการเปรียบเทียบการใชกรดเจือจาง
และกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลสดังตารางที่ 2.11 จะเห็นไดวาการใชกรดเจือจางจะใช
อุณหภูมิที่สูงกวาและใชเวลานอยกวาการใชกรดเขมขน แตปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดจากการใช
กรดเขมขนจะมีคาสูงกวา 

ตารางที่ 2.11 เปรียบเทยีบการใชกรดเจือจางและกรดเขมขนในการยอยสลายเซลลูโลส 

กรดซัลฟวริก ความเขมขน 
อุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส) 
เวลาที่ใช 

ปริมาณน้าํตาลกลูโคส 
(เปอรเซนต) 

เจือจาง นอยกวา 1 % 215 3 นาท ี 50 – 70 
เขมขน 30 – 70 % 40 2 – 6 ชั่วโมง 90 
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ในระหวางการยอยสลายดวยกรด เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินจะถูกยอย
สลายกลายเปนน้ําตาลกลูโคส น้ําตาลแมนโนสหรือน้ําตาลไซโลส และสารประกอบฟโนลิก 
ตามลําดับ ในขณะที่เกิดโมโนเมอรชนิดตางๆ ข้ึนนี้ จะมีการยอยสลายเกิดข้ึนตอไปทําใหไดสาร
ตางๆ เชน 5-ไฮดรอกซีเมทิลเฟอรฟูรัล (HMF) จากนํ้าตาลคารบอนหกอะตอม และเฟอรฟูรัลจาก
น้ําตาลคารบอนหาอะตอม ซึ่งสารทั้งสองชนิดนี้จะถูกยอยสลายกลายเปนกรดลีวูลินิกและกรดฟอร
มิมิกตอไป นอกจากนี้กรดอะซิติกยังสามารถถูกปลอยออกมาจากหมูอะซิติลที่อยูในเฮมิเซลลูโลส
ไดอีกดวย ในขณะที่ลิกนินจะถูกยอยสลายและปลอยสารประกอบฟลิกออกมา (Purwadi, 2006) 
ผลพลอยไดตางๆ ที่เกิดข้ึนมาในระหวางการยอยสลายดวยกรดนี้สงผลตอกระบวนการหมัก
เนื่องจากเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือที่ใชในการหมัก 

 
2.9.2.2 การยอยสลายดวยวิธีทางชีวภาพโดยการใชเอนไซม (enzymatic 

hydrolysis)  
 เอนไซมที่ใชในการยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสสามารถผลิตได

จากจุลินทรียหลายชนิด สวนใหญมักเปนราและแบคทีเรีย การยอยสลายดวยเอนไซมเปนวิธีที่มี
ความเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม ปฏิกิริยาเกิดข้ึนไมรุนแรง เปนการยอยสลายแบบเฉพาะเจาะจง
ระหวางเอนไซมกับวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรดกับการ
ยอยสลายดวยเอนไซมดังตารางที่ 2.12 และ 2.13 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



48 

 

ตารางที่ 2.12 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยกรด (Woodward, 1987; Parisi, 1989) 

ขอดี ขอเสีย 

1. สารเคมีที่ใชมีราคาถกู 
2. เปนกระบวนการท่ีทาํไดงาย 
3. วัตถุดิบไมตองผานการปรับสภาพ 
4. ปฏิกิริยาเกดิข้ึนเร็ว ใชเวลาส้ัน 
5. ปฏิกิริยาเกดิไดที่อุณหภูมิตํ่า (กรณีใชกรด
เขมขน) 
6. ใหปริมาณน้ําตาลสูง (กรณีใชกรดเขมขน) 

1. ตองมีการปรับสภาพน้าํตาลใหเปนกลางกอน
นําไปหมัก (neutralization) 
2. ตองมีกระบวนการนาํกรดกลับมาหมนุเวียน
ใชใหม 
3. ใชอุณหภูมิสูง (กรณีใชกรดเจือจาง) 
4. ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนไมเฉพาะเจาะจง ทาํให
ผลิตภัณฑที่ไดไมบริสุทธิ์ 
5. น้ําตาลที่ไดจะเปลี่ยนเปนสารอ่ืน เชน เฟอร
ฟูรัล ซึ่งมีความเปนพิษตอเชื้อที่ใชใน
กระบวนการหมัก 
6. กรดที่ถูกทิ้งออกมากอใหเกิดมลพิษตอ
ส่ิงแวดลอม 
7. ตองใชเคร่ืองมือทีท่นตอการกัดกรอนของ
กรดไดซึ่งมีราคาแพง 
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ตารางที่ 2.13 ขอดีและขอเสียของการยอยสลายดวยเอนไซม (Woodward, 1987; Parisi, 1989) 

ขอดี ขอเสีย 

1. สภาวะที่ใชทั้งอุณหภูมิและความเปนกรด
ดางไมรุนแรง 
2. ปฏิกิริยามคีวามเฉพาะเจาะจงทําให
ผลิตภัณฑที่ไดมีความบริสุทธิ์สูง 
3. ผลิตภัณฑที่เกิดข้ึนไมเปล่ียนเปนสารอ่ืน 
4. สามารถหมักน้ําตาลทีเ่กิดข้ึนไปพรอมกบัการ
ยอยได 
5. ไมจําเปนตองใชอุปกรณที่ทนตอการกดั
กรอน 

1. เอนไซมมีราคาสูง 
2. นําเอนไซมกลับมาใชใหมยาก 
3. ตองมีการปรับสภาพวัตถดิุบกอน 
4. ผลิตภัณฑที่ไดสามารถยบัยั้งปฏิกิริยาที่
เกิดข้ึน (product inhibition) 
5. อาจเกิดการสูญเสียเอนไซม เนื่องจากถูกดูด
ซับบนวัสดุที่ไมยอย 
6. เกิดความเสี่ยงตอการปนเปอน 
(contamination) ของเช้ือจุลินทรีย 
7. ถาระบบมสีารที่ขัดขวางปฏิกิยา เชน เฮมิ
เซลลูโลส หรือลิกนนิ จะทาํใหอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาชาลง 
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2.9.2.2.1 เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายโมเลกุลของแปง 

    เอนไซมที่สามารถยอยแปงไดคือ อะไมเลส เปนเอนไซมที่มี
หลายชนิด สามารถแบงออกเปนกลุมใหญๆ ได 3 กลุม ไดแก  

    1) อัลฟา-อะไมเลส (α-amylase) 

     ชื่อตามระบบ  α-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, 
EC 3.2.1.1 เปนพวกเอนโดเอนไซม (endoenzyme) ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลาย
พันธะอัลฟา-1, 4 กลูโคซิดิก ระหวางโมเลกุลกลูโคสภายในสวนของอะไมโลสและอะไมโลเพคติด
ภายในโมเลกุลของแปง ไดเปนพวกโอลิโกแชคคาไรค(oligosaccharide) และอัลฟา–ลิมิท-เด็ก
ตริน (α-limit-dextrins) ออกมา 

    2) บีตา-อะไมเลส (β-amylase) 

     ชื่อตามระบบ α-1,4-glucan maltohydrolase, EC 
3.2.1.2  มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกของแปงที่ตําแหนงอัลฟา-1,4
ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดานไมมีหมูรีดิวซ เขาไปสู
ภายในสายคร้ังละ 2 หนวยของโมเลกุลกูลโคส และจะหยุดปฏิกิริยาทันทีที่พบพันธะอัลฟา-1,6 
ไกลโคซิดิก  

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

     ชื่อตามระบบ λ-1,4-glucan glucohydrolase, EC 
3.2.1.3 เปนพวกเอ็กโซเอนไซม (exoenzyme) มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพันธะ
พันธะ α-1, 4 และ α-1, 6 กลูโคซิดิก โดยจะทําการตัดโมเลกุลของกลูโคสที่ตําแหนงปลายของอะ
ไมโลสและอะไมโลเพคติด ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดาน
ไมมีหมูรีดิวซเขาไปสูภายในสายครั้งละหนวยของโมเลกุลกูลโคส ดังนั้นผลผลิตที่ไดจะเปนกลูโคส
เพียงอยางเดียว    

2.9.2.2.2 เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายเซลลูโลส 

 เอนไซมที่ใชยอยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส คือ เอนไซม
ในกลุมของเซลลูเลส ซึ่งเปนกลุมของเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายเซลลูโลสใหกลายเปนน้ําตาล
กลูโคสประกอบดวยเอนไซมหลายชนิดที่มีความจําเพาะในการยอยสลายแตกตางกันมาทํางาน
รวมกัน สามารถแบงเอนไซมในกลุมของเซลลูเลสออกเปน 3 ชนิด (Sun และ Cheng, 2002) 
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 1.1) เอนโดกลูคาเนส (EG หรือ เอนโด-1,4-เบตา-กลูคาเนส 
หรือ คารบอกซีเมทิลเซลลูเลส: EC 3.2.1.4) เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิก
แบบสุมภายในบริเวณที่เปนอะมอรฟสของเซลลูโลส ทําใหไดผลิตภัณฑผสมหลายชนิด คือ กลูโคส 
เซลลโลไบโอสและเซลโลโอลิโกแซคคาไรด โดยกลูโคสจะไดในปริมาณที่นอยมาก 

 1.2) เอกโซกลูคาเนส (CBH หรือ เอกโซ-1,4-เบตา-กลูคาเนส 
หรือ เซลโลไบโอไฮโดรเลส: EC 3.2.1.91 ) เปนเอนไซมที่เปนองคประกอบหลักของเซลลูเลสที่ผลิต
จากรา โดยมีปริมาณ 40-70 เปอรเซ็นตของเซลลูเลสทั้งหมด (Howard และคณะ, 2003) ทําหนาที่
ตัดพันธะเบตา-1,4-ไกลโคซิดิกจากปลายดานที่เปน non-reducing ของสายเซลลูโลส และ
สามารถยอยเซลลูโลสบริเวณที่มีความเปนคริสตัลไลนสูงได ทําใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสและเซล
โลไบโอส โดยจะไดเซลโลไบโอสเปนสวนใหญ 

 1.3) เบตา-กลูโคซิเดส (BGL หรือ เซลโลไบเอส: EC 3.2.1.21) 
เปนเอนไซมที่ทําหนาที่ยอยสลายเซลโลไบเอสที่ไดจากการทํางานของเอนโดกลูคาเนสและเอก
โซกลูคาเนส ทําใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.12 การทํางานของเอนไซมในกลุมเซลลูเลสที่ตําแหนงตางๆ ของเซลลูโลส 

(ที่มา: Malherbe และ Cloete, 2002) 

 



52 

 

Yu และคณะ (2010) ศึกษาการยอยสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลสของ 
Eucalyptus grandis ดวยการปรับสภาพโดยวิธี Two-step liquid hot water pretreatment กอน
จากนั้นนําไปยอยดวยเอนไซม ซึ่งวิธีการปรับสภาพทํา 2 คร้ัง คร้ังแรกทําการ pretreatment ที่
อุณหภูมิ 180 ถึง 200 องศาเซลเซียส พบวาสามารถยอยไดเปนไซโลสที่มากสุดคิดเปน yield 
86.4% ในระยะเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส คร้ังตอมาทําการ pretreatment ที่
อุณหภูมิ 180 ถึง 240 องศาเซลเซียส เปนชวงเวลา 0 ถึง 60 นาที พบวา อุณหภูมิมีผลตออัตรา
การเปล่ียนของกลูแคนมากกวาเวลา ซึ่งภาวะที่เหมาะสมของข้ันตอนที่สองคือ อุณหภูมิ 200 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 20 นาที จากนั้นยอยดวยเอนไซม พบวาสามารถยอยไดปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดสูงถึง 96.63% โดยใชเวลา 72 ชั่วโมง 

Woiciechowski และคณะ (2002) ศึกษาการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดและ
เอนไซม พบวาการยอยดวยกรดไฮโดรคลอริกสามารถผลิต reducing sugar ได 62.4 กรัมตอกาก
มันสําปะหลัง 100 กรัม ซึ่งมีปริมาณแปงอยู 66% คิดเปน 94.5% ของ reducing sugar recovery 
และการยอยดวยเอนไซมอัลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสสามารถผลิต reducing sugar ได 
77.1 กรัมตอกากมันสําปะหลัง 120 กรัม คิดเปน 97.3% ของ reducing sugar recovery 

 Zhao และคณะ (2009) ศึกษาการยอยชานออยดวยเอนไซม โดยผานการปรับ
สภาพดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและกรดเปอรอะซีติก(PAA) พบวาเมื่อทําการปรับสภาพดวย 
โซเดียมไฮดรอกไซด 10% (โดยนํ้าหนักแหง) ดวยอัตราสวน 3:1 (น้ําตอของแข็ง) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1.5 ชั่วโมง จากนั้นทําการขจัดลิกนินดวย PAA 10% (โดยน้ําหนัก
แหง) ที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2.5 ชั่วโมง สามารถผลิต reducing sugar ได 
92.04% จากการยอยตอดวยเซลลูเลส ความเขมขน 15 ยูนิตตอกรัมของแข็ง 

 Sriroth และคณะ (2000) ศึกษาการยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม โดยใช 
เซลลูเลสความเขมขน 15 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักแหง และเพคติเนสความเขมขน 122.5 ยูนิตตอกรัม
น้ําหนักแหง ใชระยะเวลาในการบม 60 นาที พบวาสามารถยอยแปงออกมาจากกากมันไดปริมาณ
สูงถึง 40% ของกากมัน 
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2.9.3 กระบวนการหมัก (fermentation) 

 ระบบการหมักมีความสําคัญตอประสิทธิภาพในผลิตกรดแลกติกในการนําไป
ประยุกตใชในระดับอุตสาหกรรม เนื่องจากระบบการหมักในแตละแบบนั้นมีผลโดยตรงตอ
ความสามารถของการผลิตกรดแลกติก ข้ันตอนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ ตลอดจนการกําจัดของ
เสียภายหลังกระบวนการหมัก สามารถแบงได 2 ประเภทคือ กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 
(Solid-state fermentation: SSF) และกระบวนการหมักแบบอาหารเหลว (Submerged 
fermentation: SmF) 

2.9.3.1 กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (Solid-state fermentation: SSF) 
เปนกระบวนการหมักจุลินทรียบนอาหารแข็งที่มีความชื้น ในสภาวะที่ไมมีน้ําอิสระ แบคทีเรีย ยีสต 
และรา จํานวนมากมายที่สามารถเจริญอยูบนอาหารแข็งซ่ึงถูกคนพบและนําไปประยุกตเขาสู
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง วัตถุดิบที่นํามาใชในการหมักมีมากมายหลากหลาย วัตถุ
ประเภทนี้มักเปนพวกที่มีแปงหรือลิกโนเซลลูโลสเปนองคประกอบ มักเปนผลิตภัณฑที่ไดจาก
เกษตรกรรมเปนหลัก หรือของเหลือทิ้งจากโรงงานเกษตร เชน พวกธัญพืชและ byproduct  การ
หมักแบบอาหารแข็งมักนิยมนํามาใชในข้ัน primary screening ของการคัดเลือกจุลินทรียที่เปน
ประโยชน (Davis และ Blevins 1979) และการผลิตปราบแมลงศัตรูพืชข้ันตน เนื่องจากราสามารถ
สรางสปอรที่เหมาะสมบนอาหารแข็ง (Jackson, 1997) แตอยางไรก็ตามการหมักแบบอาหารแข็ง
นั้นก็ยังคงมีขอเสียในหลายประการดวยกันคือ หากทําการหมักในระยะยาว (long-term 
cultivation) การหมักแบบอาหารแข็งนี้จะการจํากัดของการถายเทสารอาหารและอากาศ สงผลให
เซลลสามารถผลิตผลิตภัณฑไดนอยลง ซับสเตรทบางชนิดที่นํามาทําการหมักแบบอาหารแข็ง
จําตองมีการผานการปรับสภาพ (pretreatment) กอนเพื่อใหเซลลสามารถนําซับสเตรทเหลานั้นไป
ใชเปนแหลงคารบอนใหมีประสิทธิภาพมากข้ึนยิ่งข้ึน โดยธรรมชาติของของแข็งนั้นจะพบปญหาใน
การวัดและควบคุมปจจัยในการหมัก ไดแก พีเอช ความช้ืน อุณหภูมิ อากาศ อาหาร และความ
เขมขนของเซลล (Toca-Herrera และคณะ, 2007) ดวยเหตุผลนี้จึงยังไมเปนที่นิยมใชในการผลิต
ผลิตภัณฑในระดับอุตสาหกรรม (Yu และคณะ, 1998) 

2.9.3.2 กระบวนการหมักแบบอาหารเหลว (Submerged fermentation: 
SmF) เปนกระบวนการหมักจุลินทรียในอาหารเหลว โดยท่ีซับสเตรทอยูในสภาพแวดลอมที่เปน
ของเหลว  ซึ่งอาหารเหลวนั้นจะมีแหลงคารบอนและธาตุอาหารอื่นที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต 
การหมักในอาหารเหลวนั้นสามารถทําไดในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ (Bioreactor) ซึ่งสามารถจะ
ควบคุมสภาพแวดลอมตาง ๆ ไดเชน พีเอช การใหอากาศ อุณหภูมิ และจะใชพื้นที่นอยกวาการ
หมักแบบอาหารแข็ง การหมักแบบอาหารเหลวเปนที่นิยมในการหมักขนาด large-scale (Davis 
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และ Blevins 1979)  เนื่องจากระบบมีสภาพเปนของเหลวทําใหมีความเปนเนื้อเดียวกัน สงผลให
งายตอการควมคุม การตรวจติดตามในระหวางกระบวนการหมัก (Jackson, 1997) การแยก
ผลิตภัณฑออกจากเซลลสามารถใชวิธี centrifugation หรือ filtration ได (Davis และ Blevins, 
1979) ตลอดจนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑซึ่งมีประสิทธิภาพดีกวา สามารถทําไดมากกวาการหมัก
แบบอาหารแข็ง ปจจุบันมีการใชอยางกวางขวางในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งเทคนิคนี้ถือไดวาเปน
ความรูที่ใชกันเปนรูจักกันอยางแพรหลาย ประกอบกับในระดับอุตสาหกรรมไดมีการพัฒนาและ
การผลิตโดยการใชกระบวนการหมักแบบอาหารเหลวมาอยูกอนแลว ดังนั้นในการเลือกใชการหมัก
แบบอาหารเหลวจึงเปนอีกทางเลือกหน่ึงที่เปนที่นิยมนํามาใชในงานวิจัย เพื่อที่จะสามารถพัฒนา
ตอยอดในระดับอุตสาหกรรมไดตอไป 

Wee และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Enterococcus faecalis  
โดยใช wood hydrolysate 30 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน พบวาอัตราการผลิตกรดแลกติกและ
ความเขมขนของเซลล เทากับ 0.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง และ 2.1 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตเม่ือ
เปล่ียนความเขมขนของซับสเตรทเปน 25 ถึง 100 กรัมตอลิตร และ Yeast extract พบวาสามารถ
ผลิตกรดแลกติกได 24-93 กรัมตอลิตร และอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 1.7 ถึง 3.2 กรัมตอ
ลิตรตอชั่วโมง 

Woiciechowski และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus 
oryzae โดยใช Hemicellulosic hydrolysate เปนแหลงคารบอน จาก Pinus taeda chips ทําการ
วิเคราะหทางสถิติพบวาอัตราสวนของ C/N ที่ 35 และความเขมขนของซับสเตรท 90 กรัมตอลิตร 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีที่สุด  

Guo และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย Rhizopus oryzae GY18 
โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยซังขาวโพดดวยกรดเจือจางและเอนไซมเปนแหลงคารบอน  
พบวาสามารถผลิตไดภายใน 72 ชั่วโมง คิดเปน yield ของกรดแลกติก 355 กรัมตอกิโลกรัมของ 
corncob 

Miura และคณะ (2004) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus sp. MK-96-
1196 โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยซังขาวโพดดวยเซลลูเลสจาก Acremonium ปริมาณ 10 
ยูนิตตอกรัมของซับสเตรท คิดเปนความเขมขนของกลูโคส 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดมากกวา 25 กรัมตอลิตร 

 



55 

 

ตารางที่ 2.14 ความแตกตางของกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (solid-state fermenatation) 
และอาหารเหลว (submerged fermentation) 

การหมกัแบบอาหารแข็ง การหมกัแบบอาหารเหลว 

– สามารถใชวัตถุดิบเปนสารอาหารและเปน
แหลงที่จุลินทรียเกาะติดไดโดยตรง 

– มีตนทุนตํ่า 
– ควบคุมการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอ่ืน

ไดงาย 
– อ าห า รที่ ใ ช ใ น ก ร ะบ วนก า รหมั ก มี

องคประกอบที่ไมซับซอนและหาไดงาย 
– ใชน้ําในปริมาณนอย ดังนั้นจุลินทรียที่จะ

นํามาใชจะตองเปนจุลินทรียจําพวกที่
สามารถเจริญที่ภาวะน้ํานอยได 

– ระบบอยูในลักษณะ Heterogeneous 

– เนื่องจากสวนมากอาหารที่ใชอยูในรูปของ
สารละลายสมบูรณทําใหซับสเตรทสัมผัสกับ
เชื้อไดอยางทั่วถึงเทากันทุกบริเวณ 

– ติดตามการเจริญเติบโตและการคํานวณหา
ปริมาณมวลชีวภาพไดงาย 

– ควบคุมคาความเปนกรด-ดางไดงาย  
– การใหอากาศทําไดงาย เนื่องจากในระบบมี

น้ําปริมาณมากทําใหออกซิเจนละลายไดดี 
– ระบบมีความเปน Homogeneous 
– มีการถายเทความรอนที่ดี 
– ปจจุบันเปนที่นิยมในระดับอุตสาหกรรม 
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2.10 ชนิดของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเปนสวนประกอบหลักในการใชจุลินทรียเพื่อการผลิตสารชีวภาพที่มี
ประโยชน   เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพที่ถูกออกแบบอยางเหมาะสมตองสามารถควบคุมสภาวะ
แวดลอม เชน คาพีเอช อุณหภูมิภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพได สามารถรักษาสภาวะปลอดเช้ือ 
(Sterile condition) และใหการกวนผสมที่มีประสิทธิภาพ เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพที่นิยมในการผลิต
กรดแลกติก ไดแก 

 2.10.1 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวน (Stirred-tank reactor)  

ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ นิยมทําดวยแกว ที่ดานขางของเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพจะมี Baffle ติดต้ังอยูโดยทั่วไปจะมีอยู 4 อัน เพื่อปองกันการเกิด Vortex ซึ่งเกิดจากการ
หมุนของใบพัดที่ความเร็วรอบสูง ใบพัดของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพอาจติดต้ังอยูดานบนหรือ
ดานลางของตัวเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ซึ่งอัตราสวนความกวางของใบพัดตอเสนผานศูนยกลางของ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพเปน 1:10 ถึง 1:12 แสดงดังภาพที่ 2.13 ใหอากาศทางดานลางของเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ ขอดีของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้คือ คาดําเนินการตํ่า และกระบวนการหมัก
สามารถทําไดงาย แตเนื่องจากลักษณะเสนใยของราที่มีการเจริญแบบ Freely disperse mycelia 
จะกอใหเกิดปญหาในการควบคุมระบบในการหมัก เนื่องจากเซลลไปเกาะที่บริเวณมาตรวัดคาพี
เอช (pH sensor) และมาตรวัดออกซิเจนที่ละลาย (DO Probe) อีกทั้งคาการละลายของออกซิเจน
ตํ่าลงและเกิดปญหาในการกวนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ  

 

ภาพที ่2.13 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบปนกวน (Stirred-tank reactor)  

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

  

Impeller 

Air supply 
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2.10.2 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed bed  

ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพชนิดนี้ คือ ใหอากาศเขาทาง ดานลางของ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สงผลใหเกิดการไหลวนดวยแรงดันของอากาศ คาแรงเฉือนจึงตํ่าเนื่องจาก
ไมมีใบพัด และมีพื้นที่ไวสําหรับใหเซลลยึดเกาะ ภายในมีลักษณะเปนชอง จึงเกิดการตรึงเซลล
ภายในชองดังกลาว (ภาพที่ 2.14) เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบนี้มักมีปญหาเร่ืองการควบคุมขนาด
ของเซลลทําใหเกิดการจํากัดการถายเทอากาศภายในเซลล 

                                            

ภาพที ่2.14 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed bed 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

 2.10.3 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift 

หลักการทํางานจะอาศัยความแตกตางของความถวงจําเพาะของของเหลวเมื่อมี
อากาศผสมอยูในปริมาตรแตกตางกัน การสงผานออกซิเจนเขาสูของเหลวในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพเกิดข้ึนจากแรงดันของของเหลวภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยเกิดมากสุดบริเวณฐาน
ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ และนอยลงตามลําดับความสูงที่เพิ่มข้ึน แสดงดังภาพที่ 2.15 

 

 

 

Liquid in 

Air supply 
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ภาพที ่2.15 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

 

 2.10.4 เครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column  

ลักษณะการทํางานคลายเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Air-lift คือมีการใหอากา
กาศทางดานลางของเครื่องปฏิกรณชีวภาพ แตไมมีทอบังคับอากาศ (draft tube) แสดงดังภาพที่ 
2.16  

 

 ภาพที่ 2.16 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column 

(ที่มา: Thongchul, 2005) 

Downcomer 
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  Martak และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูง 80 กรัมตอลิตร เปนคา YP/S เทากับ 67.3 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 2.31 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอช่ัวโมง ใช
กลูโคสความเขมขน 100 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน เมื่อทําการหมักแบบ Periodical bleed 
and feed (PBF)  

  Zhang และคณะ (2008) ศึกษาการเล้ียงรา R. arrhizus ในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพเพื่อผลิตกรดแลกติก รวมถึงศึกษาขอจํากัดของการถายเทอาหารและการกวนท่ีเปนปญหา
จากสัณฐานของราในรูปกลุมกอนในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ พบวา การใชกรดไฮโดรคลอริกเพื่อ
ปรับคาพีเอชในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตนนั้นสามารถควบคุมลักษณะสัณฐานของราได โดยลักษณะ
สัณฐานของราแบบ Pellet สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 85.7 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S 

เทากับ 86 เปอรเซ็นต เม่ือใชของเหลือที่ไดจากการผลิตแปงมันฝร่ัง (Waste potato starch) เปน
แหลงอาหาร 

  Sirisansaneeyakul และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรด
แลกติกโดยเทคนิคการตรึงเซลล Lactococcus lactis IO-1 แบบ microencapsulated ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ Packed bed แบบ Repeated Batch พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 
4.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เมื่อใชกูลโคส 45 กรัมตอลิตร สารสกัดจากยีสต 10 กรัมตอลิตร สาร
สกัดจากเน้ือ 10 กรัมตอลิตร เปปโตน 7.5 กรัมตอลิตร และแคลเซียมคลอไรด 10 กรัมตอลิตรเปน
แหลงอาหาร คาพีเอชเร่ิมตน 6.85 และ 37 องศาเซลเซียส   

Yin และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย Rhizopus sp.จํานวน 8 
สายพันธุและเปรียบเทียบสภาวะที่ใชในการหมักดวยระบบ Air-Lift โดยใชแปงขาวโพดเปนแหลง
คารบอน พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดคือ 102 กรัมตอลิตร คิด
เปนคา YP/S  เทากับ 85 เปอรเซ็นต ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพขนาด 3 ลิตร 

  Park และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 
ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ Air-lift แบบไมตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 104.6 
กรัมตอลิตร คา YP/S เทากับ 87 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.8 กรัมตอลิตร
ตอชั่วโมง เมื่อใชกลูโคสความเขมขน 120 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน 
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  Du และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Bubble column พบวา ผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 62 กรัมตอลิตร คิดเปนคา 
YP/S เทากับ 80 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตแลกติกเทากับ 1.46 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เมื่อใช
กลูโคสความเขมขน 78 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ทําการหมักนาน 27 ชั่วโมง 

 

2.11 การออกแบบและพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

 หนาที่สําคัญของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ไดแก การทําใหเกิดสภาวะแวดลอมที่สามารถ
ควบคุมไดสําหรับการเจริญของจุลินทรีย เพื่อใหไดผลิตผลตามที่ตองการ ดังนั้นจึงตองออกแบบ
เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพใหมีความเหมาะสมกับกระบวนการหมักแตละชนิด (Liden, 2002) 

 Bruno-Barcena และคณะ (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus casei 
ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบ Packed-bed 2 ระบบ (Two-stage systems) ทําการหมัก
แบบตอเนื่อง โดยลักษณะเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพนั้นประกอบดวย คอลัมนแจ็คเก็ตแกวเพื่อควบคุม
อุณหภูมิ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 เซนติเมตร สูง 10 เซนติเมตรในถังแรก ถังที่สองมีขนาดของ
คอลัมนแจ็คเก็ตแกวเทากับ 3.5 เซนติเมตร สูง 14 เซนติเมตร ภายในบรรจุดวย Porous foam 
glass ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2-4 มิลลิเมตร ดวยอัตราสวนปริมาตรตอชอง 60 เปอรเซ็นต หนา 
2 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ตัวคอลัมนประกอบดวย External Loop และมาตรวัดคาพีเอช (ภาพ
ที่ 2.17)  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.17 เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ 2 ระบบ (Two-stage systems) 
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 พบวาการสามารถผลิตกรดแลกติกได 57.5 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 
9.72 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง อาหารที่ใชคือกลูโคสความเขมขน 150 กรัมตอลิตร ควบคุมอุณหภูมิ
ในถังแรกและถังที่สองที่ 42 และ 45 องศาเซลเซียสตามลําดับ และควบคุมพีเอชเทากับ 6.0   

Cottton และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus casei subsp. 
rhamnosus (ATCC 1143) ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Plastic composite support (PCS) ทํา
การหมักแบบตอเนื่อง ลักษณะของ PCS เปน Biofilm หนา 3.5 มิลลิเมตร มีเสนผานศูนยกลาง 
10.5 มิลลิเมตร ระยะหางของ PCS เทากับ 10 เซนติเมตร ประกอบดวย PCS จํานวน 6 ตัว วาง
ตามแนวนอนช้ันละ 2 ตัวและมี 3 ชั้นที่ยึดอยูกับแกนใบพัด แสดงดังภาพที่ 2.18     

 

  

 

 

 

 

ภาพที ่2.18 ลักษณะของ Plastic composite support (PCS) 

 

โดยไดออกแบบการทดลองดังภาพที่ 2.19 เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพถูกดัดแปลงจากถังกวน 
เมื่อใชผลิตภัณฑจากการเกษตร 50 เปอรเซ็นต (w/w) เปนแหลงคารบอน พบวา คาเฉลี่ยของอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 9.0 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เม่ืออัตราการไหลเทากับ 0.4 ลิตรตอชั่วโมง 
คิดเปนคา YP/S ประมาณ 70 เปอรเซ็นต 
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ภาพที ่2.19 แบบการทดลองในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Plastic composite support (PCS) 

 

Lin และคณะ (2007) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวย R. oryzae ที่ถูกตรึงดวย Calcium 
alginate ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Three-phase fluidized bed แสดงดังภาพที่ 2.20  

         

 

ภาพที ่2.20 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Three-phase fluidized bed 
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 ซึ่งภายในระบบประกอบดวยคอลัมนแกว 2 แทง โดยมีขนาดเสนผานศูนยกลางภายใน 70 
มิลลิเมตรและกวาง 420 มิลลิเมตร เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจะประกอบดวย Water jacket เพื่อ
ควบคุมอุณหภูมิ บริเวณดานลางของถังจะบรรจุ Glass screen เพื่อรองรับเม็ดบีท โดยเติมหัวเช้ือ
เร่ิมตนกับเม็ดบีทลงในอาหารเล้ียงเชื้อปริมาตร 600 มิลลิลิตร อัตราการใหอากาศ 1.00 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที หลังจากหมัก 12 ชั่วโมง จึงเติมลงไปในคอลัมนซึ่งบรรจุดวย
อาหารเลี้ยงเช้ือ 1,200 มิลลิลิตร จึงเร่ิมกระบวนการหมัก ที่สภาวะการหมัก 35 องศาเซลเซียส 
ดวยอัตราการไหล 3.0 ลิตรตอช่ัวโมง โดยสามารถผลิตกรดแลกติกคิดเปนคาอัตราการผลิตกรด
แลกติกเทากับ 11 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  

 Tay และ Yang (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนดวย
การตรึง R. oryzae NRRL 395 โดยไดออกแบบและพัฒนาเครื่องปฏิกรณชีวภาพข้ึนเปนเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) โดยมีโครงรางแบบทรงกระบอก
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร สูง 15 เซนติเมตร ทําจากสแตนเลสสตีล ซึ่งยึดอยูกับฝาบน
ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพและใชตะแกรงสแตนเลสสตีลหุมเปนโครงราง RFB จากนั้นจึงหุมดวย
เสนใยผาฝาย 100 เปอรเซ็นต แสดงดังภาพที่ 2.21 

 

ภาพที ่2.21 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed bioreactor (RFB) 

 

 พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดคือ 127 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 90 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 2.5 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง นอกเหนือจากกลูโคส เมื่อใช
แปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน พบวา สามารถผลิตกรดแลกติก คิดเปนคา YP/S เทากับ 100 
เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 1.65 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
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บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี 

3.1.1 วัสดุอุปกรณ 

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

กลองจุลทรรศน 
(Microscope) 

Alphaphot-2 
YS2 

Nikon Co., Ltd. ญ่ีปุน 

แผนนับเม็ดเลือดแดง 
(Heamacytometer) 

Neubauer 
Bright Line 

Bocco Co., Ltd. เยอรมัน 

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด 
(Electronic balance) 

FX-180 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ  
(Electronic balance) 

FX-3000 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง 
(pH meter) 

F-13 Horiba ญ่ีปุน 

เคร่ืองไฮเปอรฟอรมานซลิควิดโครมาโท 
กราฟ (High Performance Liquid 
Chromatography) 

Shimadzu 
LC-6A 

Shimadzu Co., 
Ltd. 

ญ่ีปุน 

ตูปลอดเช้ือ 
(Laminar flow hood) 

NK system 
clean bench 

International 
Scientific Supply 

ไทย 

ตูอบแหง (Oven) UL-80 Memmert Co., 
Ltd. 

เยอรมัน 

เคร่ืองเขยาผสม  
(Vortex mixer) 

Vortex-Genie 
No.2 

Scientific 
Industries Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
 (Autoclave) 

KT-30 SD ALP Co., Ltd. ญ่ีปุน 
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3.1.2 สารเคมี 

สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Acetic acid (C2H4O2) Merck เยอรมัน 

Glucose (C6H12O6) สยามชัยเคมิคอล ไทย 

Hydrochloric acid (HCl) Merck เยอรมัน 

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

ปมไหลวน  
(Peristaltic pump) 

P-3 Pharmacia Fine 
Chemical 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร 
(Fermentor 5 L) 

MD 300-5L B.E. Marubishi ญ่ีปุน 

ชุดควบคุมสภาวะ 
(Bio process controller) 

MD 300-5L B.E. Marubishi ญ่ีปุน 

เคร่ืองอัดอากาศ 
(Air compressor) 

- Hitachi ญ่ีปุน 

เคร่ืองควบคุมระบบน้ําหลอเย็น 
(Circulation type hardy cooler) 

TRL-108 Thomas Kagaka ญ่ีปุน 

มาตรตรวจวัดความเปนกรดดาง 
(pH combination electrode) 

405-DPAS-
SC-K85/225 

Mettler toledo สวิตเซอรแลนด 

มาตรวัดออกซิเจนที่ละลาย 
(Dissolved oxygen electrode) 

O2sensor 
InPro 
6820/12/220 

Mettler toledo สวิตเซอรแลนด 

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน 
(Scanning electron microscope)  

JSM-5410LV Jeol ญ่ีปุน 

เคร่ืองวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 
(YSI Select Biochemistry Analyzer) 

Model 2700  YSI Limited อังกฤษ 
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สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Magnesium sulfate (MgSO4·7H2O)  Carlo erba อิตาลี 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  Merck เยอรมัน 

Sodium hydroxide (NaOH) Merck เยอรมัน 

Sulfuric acid (H2SO4)  Merck เยอรมัน 

Urea (NH2)2CO Merck เยอรมัน 

Yeast extract (สารสกัดจากยีสต) Difco สหรัฐอเมริกา 

Zinc sulfate (ZnSO4·7H2O) Merck เยอรมัน 

 
3.2 จุลินทรียและการเตรียมกลาเชื้อ 

 

 3.2.1 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย 

 จุลินทรียที่ใชในการศึกษาการผลิตกรดแลกติก คือ Rhizopus oryzae NRRL 395 จาก 
Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.2.2 วิธีการเก็บรักษาจุลินทรีย 

 ใชเข็มเข่ียสปอรของรา R. oryzae NRRL 395 ลากลงบนอาหารวุนสําเร็จรูป Potato 
dextrose agar หรือ PDA 39 กรัมตอลิตร บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
เมื่อเช้ือเจริญเต็มที่แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการถายเชื้อทุกๆ เดือน 

 3.2.3 การเตรียมกลาเชื้อ 

 เล้ียงรา R. oryzae NRRL 395 บนอาหารเล้ียงวุน PDA บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
เปนเวลาประมาณ 7 วัน เม่ือราเจริญเต็มที่แลวใชเข็มเข่ียสปอร ใสน้ํากล่ันที่ฆาเชื้อแลว 10 
มิลลิลิตร เข่ียสปอรใหกระจาย ปเปตสปอรแขวนลอยมาประมาณ 20 ไมโครลิตร ถายลงบน 
Haemacytometer ที่ปดดวย Cover slip นับจํานวนสปอรภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 40 
เทา ตามแนวเสน ดังภาพที่ 3.1  
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การคํานวณหาความเขมขนโดยใช Haemacytometer 

 ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)  = 0.1  ลูกบาศกมิลลิเมตร 

 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนสปอรใน 1 ชองใหญ  = X    เซลล 

 ใน 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด  = (X)x25  เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด = (X)x25x10  เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกเซนติเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด = (X)x25x10x1000 เซลล 

= 25(X)x104   เซลล  

 โดยนับจํานวนสปอรตามแนวเสนทั้งหมด 5 ชอง นําคาที่ไดมาหาคาเฉล่ียเพื่อคํานวณ
ความเขมขนของสปอรแขวนลอย จากนั้นเตรียมสปอรแขวนลอยท่ีความเขมขน 107 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงไปในอาหารเพื่อการเจริญปริมาตร 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตนประมาณ 6.0 อัตราการกวนคือ 700 รอบตอนาทีและอัตราการให
อากาศคือ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 ลักษณะของ Haemacytometer (1) ภาพที่มองจากดานบนของ chamber มีตารางอยู
กลางสไลด (2) ภาพขยายของตารางที่กําลังขยาย 10 เทาประกอบดวยส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดใหญ
แตละดานยาว 1 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสเล็กบรรจุอยู 25 ชองแตละชองมีเสน 3 เสน
ลอมรอบโดยแตละดานยาว 0.2 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดเล็กบรรจุอยูอีก 16 ชอง 

ที่มา : คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี, (2551) 

(1) 

(2) 
1 มม. 
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3.3 สูตรอาหารท่ีใชในการหมัก 

อาหารเล้ียงเชื้อ R. oryzae NRRL 395 ใชตามงานวิจัยที่ผานมาของ Chotisubha-
anandha และคณะ (2011) โดยอาหารที่นํามาใชเล้ียงราแบงเปน 2 ชนิดไดแก อาหารเพื่อการ
เจริญ (Growth Medium) และอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑ (Production Medium) 

3.3.1 อาหารเพื่อการเจริญ (Growth Medium) ประกอบดวย 
แหลงคารบอน (สารละลายจากการยอยกากมันดวยเอนไซมหรือกรด สารละลาย

แปง และกลูโคส)  50 กรัมตอลิตร 
  สารสกัดจากยีสต  5 กรัมตอลิตร 

3.3.2 อาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑ (Production Medium) ประกอบดวย 
แหลงคารบอน (สารละลายจากการยอยกากมันดวยเอนไซมหรือกรด สารละลาย

แปง และกลูโคส)  70  กรัมตอลิตร 
ยูเรีย    0.3 กรัมตอลิตร  
KH2PO4   0.6  กรัมตอลิตร  
MgSO4   0.25  กรัมตอลิตร 
ZnSO4   0.088  กรัมตอลิตร  

 
3.4 กากมันสาํปะหลงั 

กากมันสําปะหลังจากบริษัท แปงมันเอ่ียมเฮงอุตสาหกรรม จํากัด มีความช้ืนประมาณ 
81.50% โดยมีองคประกอบของแปง 85.66% เสนใย (ไฟเบอร) 11.85% โปรตีน 1.37% และเถา 
1.12% (โดยน้ําหนักแหง) (A.O.A.C.,1995) ซึ่งองคประกอบเหลานี้ข้ึนอยูกับกระบวนการผลิตแปง
มันสําปะหลังของแตละโรงงาน 

 

3.5 วิธีดําเนินการวิจัย  

การดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 2 ข้ันตอนหลัก ไดแก การยอยกากมันสําปะหลังดวย
เอนไซม หรือกรด และการหมักกรดแลกติกโดยใชสารละลายจากการยอยกากมันเปนแหลง
คารบอน การยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซมประกอบดวย 2 ข้ันตอนหลัก ในข้ันตอนแรก จะ
ทําการปรับสภาพกากมันสําปะหลังเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยอยดวยเอนไซมใหมากข้ึนโดยใช
อุณหภูมิและความดันสูงควบคูกับการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด โดยปจจัยที่ศึกษา ไดแก เวลาที่ใช
ในการปรับสภาพ อุณหภูมิและความดัน ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด ที่เติมในกากมัน 
อัตราสวนของกากมันสําปะหลังที่ใชตอสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด หรือน้ํา ในข้ันตอนที่ 2 จะ
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นํากากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพแลวมายอยดวยเซลลูโลสและแปงดวยเอนไซม โดยแปร
เวลาที่ใชในการยอย และความเขมขนของเอนไซมที่ใช โดยสารละลายจากการยอยในข้ันตอนแรก 
จะนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแลกติก เทียบกับการหมักกรดแลกติกจากแหลง
คารบอนชนิดอ่ืน และการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดไฮโดรคลอริก 0.1 นอรมอล เปนเวลา 15 
นาที (Thongchul และคณะ, 2010) 

3.5.1 การเตรียมสารละลายจากการยอยกากมันสาํปะหลงัดวยเอนไซม 

การยอยกากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ประกอบดวย 2 ข้ันตอนคือ 

3.5.1.1 การปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนการยอย  
โดยใชวิธี physicochemical pretreatment ไดแก 
3.5.1.1.1 การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam 

pretreatment) 
นํากากมันสดมาเติมน้ําใหมีความเขนขนของกากมันอยูที่ 5 – 20% 

(น้ําหนัก/ปริมาตร) จากน้ันนําไปทําการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว (psig) โดยแปรระยะเวลาในการ autoclave ที่ 15 30 45 และ 60 นาที 

3.5.1.1.2 การปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอลคาไลน  (steam with combination of alkaline treatment) 

นํากากมันสดมาเติมสารละลายโซเดียมโฮดรอกไซด ที่ความเขมขนตางๆ
คือ 0.1 0.5 และ 1 นอรมอล (N) ซึ่งความเขนขนของกากมันอยูที่ 5% -10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
จากนั้นนําไปทําการ autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(psig) โดยแปรระยะเวลาในการ autoclave ที่ 15 30 45 และ 60 นาที 

ภายหลังการปรับสภาพแยกเอาสารละลายออกจากตัวอยาง แลวนํากากที่

เหลือจากการยอยไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส แลวนํากากอบแหงที่ไดไปยอยดวย

เอนไซมตอไป สวนสารละลายที่แยกไดนําไปหาปริมาณน้ําตาลที่สูญเสียจากกากมันไปภายหลัง

การปรับสภาพดวยวิธีดังกลาวขางตน โดยสามารถสรุปวิธีการได ดังตารางที่ 3.1 

 
3.5.1.2 การยอยเซลลูโลสและแปง 

นํากากมันที่ผานการปรับสภาพจากขอ 3.5.1.1 มาทําการยอยสวนที่เปน

เซลลูโลสและแปงที่อยูในกากมัน (นํากากมันแหง 0.5 กรัม จากนั้นเติมน้ํา DI ปริมาตร 7 มิลลิลิตร 

ซึ่งจะมีความเขนขนของกากมันอยูที่ 6.7 % (น้ําหนัก/ปริมาตร)) ในการยอยลําดับแรกจะใชเซลลู
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เลส (Accellerase®1500, Genencor, USA, 2,200-2,800 CMCU/กรัม, ความถวงจําเพาะ

ประมาณ 1.00 กรัม/มิลลิลิตร) เพื่อทําการยอยสลายเซลลูโลสและทําใหแกรนูลของแปงที่อยู

ภายในโครงสรางของเซลลูโลสถูกปลดปลอยออกมา โดยแปรความเขมขนของเซลลูเลสที่ 5.61 

และ 33.15 ยูนิต/กรัมกากมันแหง บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แปรระยะเวลาในการบมที่ 1 

และ 6 ชั่วโมง จากนั้นนําตัวอยางไปยอยตอดวย อะไมเลส (Spezyme ethyl, Genencor, USA, 

6,700–7,300 AAU/กรัม, ความถวงจําเพาะประมาณ 1.18–1.22 กรัม/มิลลิลิตร) แปรความเขมขน

ของอะไมเลสที่ 16.8 และ 33.6 ยูนิต/กรัมกากมันแหง โดยเติมอะไมเลสลงในสารละลาย ผสมให

เขากัน แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส แปรระยะเวลาในการบมที่ 15 และ 30 นาที 

สามารถสรุปวีธีการได ดังตารางที่ 3.2 

หลังการยอยนําตัวอยางไปปนเหวี่ยงและแยกสารละลายสวนใสเก็บไว

สําหรับใชเปนแหลงคารบอนในการหมักกรดแลกติกโดยปรับพีเอชเปน 6.0 แบงตัวอยาง

สารละลายสวนหนึ่งไวสําหรับวิเคราะหองคประกอบของน้ําตาล และสารประกอบอ่ืนๆ 

ตารางที่ 3.1 ปจจัยเคมีและทางกายภาพที่ศึกษาตอประสิทธิภาพของสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ในข้ันตอนของการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวย
เอนไซม (ข้ันตอนที่ 1) 

ขั้น
ตอ

นที่
 1

  
กา
รป
รับ
สภ
าพ
กา
กมั
นสํ
าป
ะห
ลัง
กอ
นก
าร
ยอ
ย 

วิธีการปรับสภาพ 
ความเขมขนของกาก
มันสําปะหลังในการ

ทําปฏิกิริยา 

ความเขมขน
ของสารละลาย
แอลคาไลน 

ระยะเวลาที่ใช
ในการปรับ
สภาพ 

การปรับสภาพดวยการ
ใชความรอนสูงภายใต

ความดัน 
5, 10, 15 และ 20 % - 

15, 30, 45 และ 
60 นาท ี

การปรับสภาพดวยการ
ใชรอนสูงภายใตความ
ดันพรอมกับการใช

สารละลายแอคคาไลน 

6.7, 10 และ 20 % 
0.1, 0.5 และ 
1.0 นอรมอล 
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ตารางที่ 3.2 ปจจัยเคมีและทางกายภาพที่ศึกษาตอประสิทธิภาพของสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยเอนไซม ในข้ันตอนของการยอยสวนที่เปนเซลลูโลสและแปงดวยเอนไซม
เปนลําดับข้ันตอน (ข้ันตอนที่ 2) 

ขั้น
ตอ

นที่
 2

  
กา
รย
อย
สว
นท
ี่เป
นเ
ซล
ลูโ
ลส
แล
ะแ
ปง
ดว
ยเ
อน
ไซ
ม 

เอนไซมที่ใชในการยอย 
ความเขมขนของกาก
มันสําปะหลังในการ

ทําปฏิกิริยา 

ปริมาณความ
เขมขนของ
เอนไซม 

ระยะเวลาที่ใช
ในการบม 

เซลลูเลส 

6.7 % 

5.61 และ 
33.15 ยูนิต/

กรัมกากมันแหง 
1 และ 6 ชั่วโมง 

อะไมเลส 
16.8 และ 33.6 
ยูนิต/กรัมกาก
มันแหง 

15 และ 30 
นาท ี

 

3.5.2 กระบวนการหมักกรดแลกติกโดยเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตร 

ในกอนการจะปฏิบัติการทดลองทุกคร้ัง เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพจะตองผานการสเตอริ
ฆาเ ช้ือ  (sterilization) เพื่อทําใหปราศจากเช้ือจุลินทรียตางๆ  และปองกันการ
ปนเปอน  (contamination) ในระหวางกระบวนการหมัก โดยตออุปกรณของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
ครบสมบูรณแลวนําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
(psig) เปนเวลา 30 นาที 

เคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตดัดแปลงจากเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ มีโครงราง
แบบทรงกระบอกขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร สูง 19 เซนติเมตร ทําจากสแตนเลสสตีล 
ยึดอยูกับฝาบนของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพดังนั้นตัวเบดสถิตจึงไมเคล่ือนที่และใชตะแกรงสแตน
เลสสตีลที่มีขนาดชองตาขาย 0.5x0.5 ตารางมิลลิเมตร หุมเปนโครงรางตัวเบดสถิต จากนั้นจึงหุม
ดวยผาเสนใยฝายสําหรับเปนตัวยึดเกาะของ R. oryzae แสดงดังภาพที่ 3.2 
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ภาพที ่3.2 ลักษณะของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

ที่มา : (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

  ทําการหมักแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดยถายหัวเชื้อ
เร่ิมตนปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงไปในอาหารเพื่อการเจริญปริมาตร 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตนประมาณ 6.0 อัตราการกวนคือ 700 รอบตอนาทีและอัตราการให
อากาศคือ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ทําการหมักจนครบ 48 ชั่วโมง แลว
เปล่ียนอาหารเปนอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑควบคุมคาพีเอชที่ 6.0 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 5 โมลาร ตลอดการหมัก ทําการหมักตอจนครบ 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุกๆ 8 ชั่วโมง เม่ือ
ครบเวลาที่กําหนดเปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง ทําการเก็บเซลลและนําสารละลายตัวอยางที่ไดไป
วิเคราะหดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแอล(+)
แลกติกตอไป (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

อาหารเพื่อการเจริญเติบโต และอาหารเพื่อสรางผลิตภัณฑที่ใชในกระบวนการหมักนี้
จะใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลัง
ที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนดวยเอนไซม สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง 
50 กรัมตอลิตรสําหรับอาหารเพื่อการเจริญเติบโต และ 70 กรัมตอลิตรสําหรับอาหารเพื่อสราง
ผลิตภัณฑ 
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3.6 การวิเคราะหผลการทดลอง 

3.6.1 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสในสารละลายทีแ่ยกออกมาภายหลังการปรับ

สภาพกากมันและในสารละลายที่ไดจากการยอย 

นําสารตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากสวนที่ตกตะกอน จากนั้นทําการเจือจาง 10 เทา แลวนําไปทํา
การวิเคราะหกลูโคสดวยเคร่ือง YSI 2700 Biochemistry Analyzer แลวนําผลที่ไดมาคํานวณ
ปริมาณ yield ของกลูโคสท่ีไดตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหง สวนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดในรูป
ของ glucose equivalent ในของเหลวที่แยกออกมาภายหลังการปรับสภาพกากมันและในสวน
สารละลายที่ไดจากการยอย หาไดจากการนําสารละลายที่ไดมาทําปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริก 
0.25 โมลาร  ในอัตราสวนของสารตัวอยางกับกรดไฮโดรคลอริกเปน 1 : 9 จากนั้นนําไปทําการ 
autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (psig) เปนเวลา 60 
นาที ทําใหเย็นลง จากนั้นนําตัวอยางไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 
10 นาที เพื่อแยกสารละลายสวนใสออกจากสวนที่ตกตะกอน จากนั้นทําการเจือจาง 10 เทา แลว
นําไปทําการวิเคราะหกลูโคสดวยเคร่ือง YSI 2700 Biochemistry Analyzer แลวนําผลที่ไดมา
คํานวณปริมาณ yield ของกลูโคสที่ไดตอกรัมของกากมันสําปะหลังแหง 

3.6.2 การหานํ้าหนักเซลลแหง 

เมื่อส้ินสุดการหมัก นําเซลลที่เกาะอยูบนผาเสนใยฝายลางดวยน้ํากล่ัน จากนั้นนําไป
อบแหงที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนน้ําหนักคงที่ทิ้งใหเย็นในโถดูดความชื้นประมาณ 45 – 
60 นาทีนําไปชั่งน้ําหนัก หักลบกับผาเสนใยฝายที่ชั่งหาน้ําหนักที่แนนอนไวกอนหนาแลว จะได
น้ําหนักเซลลแหงของ R. oryzae 

 3.6.3 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล ปริมาณนํ้าตาล
กลูโคสดวยเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC)  

นําตัวอยางสวนใสที่ไดมาปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวนใสมาทํา
การเจือจางใหความเขมขนเปน 0.1 เทา นํามากรองผานกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตทฉีด
สารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นวิเคราะหดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิด 
โครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอลและกลูโคส  

คอลัมน   Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid  

   column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร  
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สารละลายตัวพา กรดซัลฟวริกที่ความเขมขน 0.005 mM 

อุณหภูมิ  45   องศาเซลเซียส 

อัตราการไหล  0.6  มิลลิลิตรตอนาที  

เคร่ืองตรวจวัด  RI detector (Shimadzu รุน RID-6A) 

 เวลาที่อยูในคอลัมน  45 และ 25 นาที 

คํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล และกลูโคสที่
ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

 3.6.4 การหาคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนดวยวิธี Dynamic method of 
gassing out 

Dynamic method of gassing out สามารถใชการคํานวณหาคา  KLa ในกรณีที่สภาวะ
ของการหมักยงัมีเซลลที่มีชวีติอยู โดยในระหวางข้ันตอนการหมกันัน้จะหยุดการใหอากาศทําให
ความเขมขนของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหาร (CL) ลดลงอยางตอเนื่องแตยังคงใหมีการกวนระดับ
ตํ่าอยูเพื่อคงใหคงความเปนเนื้อเดียวกนั ทาํการวัดความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหาร
ทุกๆ 10 วินาทีจนกระทัง่คาความเขมขนของออกซิเจนทีล่ะลายในอาหารวัดไดคาคงที่ หลังจากนั้น
จึงใหอากาศตามเดิมแลวนําคาที่ไดไปเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจน

ที่ละลายในอาหารกับเวลา อยูในเทอมของ 
dt

dC L เพื่อหาความชันหรือ อัตราการใชออกซิเจนของ

เซลล (OUR) จากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณจากสูตร 

OUROTR
dt

dC L   

โดยอัตราการถายเทออกซิเจน (OTR) นั้นสามารถหาไดจาก 

OTR =  KLa x (CL*-CL) 

C* คือ คาการละลายของออกซิเจนในอาหาร (mM) และ KLa หรือคาสัมประสิทธิ์การ
ถายเทออกซิเจน (min-1) ในสภาวะท่ีไมมีอากาศ พบวาคา OTR = 0 และ คา OUR (mM/min) 
สามารถหาไดจากความสัมพันธระหวาง CL กับ เวลา (ไมมีอากาศ) แสดงดังภาพท่ี 3.3 ซึ่งทั้งคา 

KLa และคา C* สามารถหาไดจากความสัมพันธระหวางคา 
dt

dC L  + OUR กับ CL ซึ่งคา KLa คือ

สวนกลับของความชัน สวนคา C* เทากับ จุดตัดแกน Y ตอ KLa 
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ภาพที ่3.3 คาการละลายของออกซิเจนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพดวยเทคนิค Gassing out 

  

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

แบงตัวอยางของเซลลยึดตรึงแบบเบดสถิตที่ไดจากขอ 3.5.2 มาเล็กนอย โดยตัดใหได
ขนาด 2.5x2.5 ตารางเซนติเมตร นํามาแชในสารละลายผสมระหวางกลูตารัลดีไฮด 2.5% กับ
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร pH 7.2 เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 คืน 
จากนั้นลางเซลลดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.2 โมลาร pH 7.2 เปนเวลา 10 นาที จํานวน 2 คร้ังและ
น้ํา DI เปนเวลา 10 นาที อีก 1 คร้ัง ตอมาทําการดีไฮเดรทดวยเอทานอล (30% 50% 70% และ 
95% เปนเวลา 10 นาทีตอคร้ัง สุดทายใช absolute เอทานอล เปนเวลา 10 นาที จํานวน 3 คร้ัง 
เม่ือไดแลวนําเซลลไปทําใหแหงดวยวิธี Critical point (Critical point dryer, Balzer model CPD 
020) จากนั้นนําไปเคลือบติดดวยทอง (Sputter coater, Balzer model CPD 020) ข้ันตอน
สุดทายนํามาวิเคราะหดวยเคร่ืองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (JEOL, model JSM-
5410LV) ของศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เพื่อศึกษา
ดูโครงสรางของเสนใยและลักษณะของ R. oryzae ที่ยึดตรึงบนผาเสนใยฝาย อันเนื่องมาจากการ
ใชแหลงคารบอนตางชนิดกัน 
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บทที่  4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยกาก
มันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนในกระบวนการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต โดย
เปรียบเทียบแหลงคารบอนที่ใชในกระบวนการหมักที่แตกตางกัน ซึ่งกากมันสําปะหลังจะตองผาน
กระบวนการยอยพื่อใหไดปริมาณของน้ําตาลที่ใชในการหมักที่เหมาะสมตอการนําไปใชใน
กระบวนการหมักกรดแลกติก (Balat และคณะ, 2008) ซึ่งข้ันตอนการยอยแปงที่หลงเหลืออยูใน
กากมันในงานวิจัยนี้ ประกอบดวย 2 ข้ันตอน ไดแก การปรับสภาพกากมันกอนการยอยโดย
เทคนิคทางเคมีกายภาพ (physicochemical pretreatment) และการยอยแปงและเซลลูโลส ซึ่งจะ
เนนที่ศึกษาการนํากากมันสําปะหลังมาผานการปรับสภาพดวยวิธีที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผล
ของระยะเวลาท่ีใชในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกากมันในสารละลาย ความเขมขน
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ และทําการศึกษาผลของความ
เขมขนของเซลลูเลสและอะไมเลส และเวลาที่ใชในการบมในข้ันตอนการยอยกากมันสําปะหลัง
ดวยเอนไซม เพื่อใหไดแหลงคารบอนที่ประสิทธิภาพตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรด
แอล(+)แลกติก 

4.1 การปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวยเอนไซม 

ศึกษาและเปรียบเทียบการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนนําไปยอยดวยเอนไซมดวยวธิี
ที่แตกตางกัน ทําการศึกษาผลของระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพ ปริมาณความเขมขนของกาก
มันในสารละลาย ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในข้ันตอนการปรับสภาพ การ
ปรับสภาพกากมันกอนการยอยโดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ (physicochemical pretreatment) 
ในข้ันตอนนี้จะศึกษาผลของการใชความรอนภายใตความดันสูงเพียงอยางเดียว (steam 
pretreatment) เปรียบเทียบกับการใชภาวะดังกลาวควบคูกับการเติมสารละลายแอลคาไลนไป
ดวย (steam with combination of alkaline treatment)  

การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน จากการทดลองพบวาน้ําที่แยก
ออกมาจากกากมันภายหลังการปรับสภาพมีอนุภาคของแปงในรูปของกลูโคสหลุดออกมาจากกาก
มัน ไดผลดังกราฟภาพท่ี 4.1 (ก) ซึ่งเมื่อทําการเพิ่มระยะเวลาจาก 15 นาที เปน 30 นาที กลูโคส 
จะหลุดออกมามากข้ึน แตเมื่อเพิ่มเวลาในการปรับสภาพนานถึง 60 นาที พบวาปริมาณของ
อนุภาคแปงที่หลุดออกจากกากมันไมเพิ่มข้ึนมากไปกวาที่เวลา 30 นาที  โดยคิดปริมาณของแปงที่
หลุดออกจากกากมันในรูปของกลูโคส จะได yield ของกลูโคสประมาณ 0.5 กรัมตอกรัมกากมัน
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แหงที่นําไปปรับสภาพ และจะเห็นไดวาเม่ือใชกากมันที่ความเขมขนตํ่ากวา (5%) จะได yield ของ
กลูโคสสูงกวาเมื่อใชปริมาณกากมันเพิ่มข้ึน (ที่ความเขมขน 6.7%) ในกรณีของปริมาณความ
เขมขนของกากมันที่ 10% น้ําที่แยกออกมามีปริมาณนอยมากจึงไมสามารถนําไปวิเคราะห
ปริมาณกลูโคสได และเมื่อใชปริมาณกากมันมากเกินไป (20%) จะไมสามารถแยกสวนของ
สารละลายที่เกิดจากการปรับสภาพได เนื่องจากกากมันดูดซับสารละลายทั้งหมดไว และที่ความ
เขมขน 20% จะเปนความเขนขนของกากมันต้ังตนในการทดลองอยูแลวดวย โดยกากมันที่ไดจาก
การปรับสภาพโดยวิธีนี้ (ที่ความเขมขน 5% 6.7% และ 20%) จะนําไปยอยตอดวยเอนไซมใน
ข้ันตอนตอไป เพื่อใหไดเปนสารละลายจากการยอยซึ่งจะนําไปใชในการหมักกรดแอล-แลกติกใน
การทดลองอีกสวนหนึ่ง โดยวัตถุประสงคหลักของการปรับสภาพดวยวิธีนี้ คือ ทําใหเฮมิเซลลูโลส
เกิดการละลายและปรับเปล่ียนโครงสราง ทั้งนี้เพื่อใหเอนไซมสามารถเขาไปยอยเซลลูโลสและแปง
ไดดีข้ึน อีกทั้งเพื่อหลีกเล่ียงการกอตัวของสารยับยั้ง ซึ่งระหวางการเกิดปฏิกิริยาจะมีกรดอะซีติก
เกิดข้ึน โดยกรดที่เกิดข้ึนนี้จะทําหนาที่ยอยสวนที่เปนเฮมิเซลลูโลสไดเรียกวา “auto-cleave” 
(Hendriks และ Zeeman, 2009; Bulat และคณะ, 2008) อยางไรก็ตาม หลังกระบวนการปรับ
สภาพ ควรจะมีการกําจัดส่ิงเจือปนเหลานั้นออกกอนที่จะนําไปใชในกระบวนการหมัก เนื่องจากส่ิง
ปนเปอนดังกลาวอาจสงผลกระทบเชิงลบตอเซลลจุลินทรียที่จะใชในการหมักกรดแอล-แลกติก 
และกระบวนการทําใหบริสุทธิ์ภายหลังจากการหมัก 

วิธีปรับสภาพกากมันกอนการยอยดวยเอนไซมอีกวิธีหนึ่งที่ศึกษา คือ การใชความรอนสูง
ภายใตความดันพรอมกับการเติมสารละลายแอลคาไลนลงในกากมันที่นําไปยอย โดยสารละลาย
แอลคาไลนที่ใช ไดแก โซเดียมไฮดรอกไซด จากการทดลองพบวาน้ําที่แยกออกมาจากกากมัน
ภายหลังการปรับสภาพนั้นมีอนุภาคของแปงในรูปของกลูโคสหลุดออกมาจากกากมันเชนกันกับ
การปรับสภาพดวยวิธีแรก ไดผลดังกราฟภาพที่ 4.1 (ข) พบวาเม่ือเพิ่มความเขมขนของโซเดียมไฮ 
ดรอกไซดจาก 0.1 นอรมอล ถึง 1.0 นอรมอล อนุภาคของแปงจะหลุดออกจากกากมันไดมากข้ึน 
โดยคิดเปน yield ของกลูโคสที่เพิ่มข้ึนตามลําดับ อีกทั้งการเพิ่มปริมาณของกากมัน (จากความ
เขมขน 5% เปน 6.7 %) ก็สงผลใหอนุภาคแปงหลุดจากกากมันไดมากข้ึนเชนกัน สังเกตไดจาก 
yield ของกลูโคสที่เพิ่มมากข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากเม่ือมีปริมาณของกากมันที่มากข้ึนสงผลใหความ
เขมขนของกลูโคสในน้ําที่แยกออกมามีปริมาณที่มากข้ึน ไมเกิดการเจือจางของสาระละลายสงผล
ให yield ของกลูโคสเพิ่มข้ึนตาม ในกรณีของปริมาณความเขมขนของกากมันที่ 10% น้ําที่แยก
ออกมามีปริมาณนอยมากจึงไมสามารถนําไปวิเคราะหปริมาณกลูโคสไดเชนเดียวกันกับการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนภายใตความดันสูงเพียงอยางเดียว ในขณะเดียวกันการเพิ่มความเขน
ขนของโซเดียมไฮดรอกไซดสงผลใหโครงสรางลิกนินสามารถแตกสลายไดมากขึ้น (Mission และ
คณะ, 2009) สงผลใหกลูโคสหลุดออกมาไดมากเชนกัน และเมื่อเพิ่มระยะเวลาในการปรับสภาพ
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กากมันจาก 15 นาที จนถึง 60 นาที พบวา อนุภาคแปงที่หลุดออกจากกากมันเพิ่มมากข้ึน โดย
สังเกตไดจากปริมาณแปงที่วิเคราะหในรูปของกลูโคสที่อยูในสารละลายที่แยกไดจากการปรับ
สภาพเพ่ิมมากข้ึน ทั้งนี้เนื่องจากระยะเวลาที่ใชในการปรับสภาพที่มากพอควร มีผลตอการทํา
ปฏิกิริยาของโซเดียมไฮดรอกไซดสงผลให yield ของกลูโคสเพิ่มข้ึนตาม (Saha และคณะ, 2010; 
Kumar และคณะ, 2009) โดยสามารถคิดเปน yield ของกลูโคสที่หลุดออกจากกากมัน อยูที่
ประมาณ 0.4-0.5 กรัมตอกรัมกากมันแหง จากผลการทดลองในสวนนี้ พบวาเม่ือใชความเขมขน
ของกากมัน 6.7% และเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 นอรมอล แลวนําไปปรับสภาพโดยใช
ความรอนภายใตความดันสูงนาน 60 นาที จะให yield ของกลูโคสสูงที่สุด คือ ประมาณ 0.541 
กรัมตอกรัมกากมันแหง ดังนั้น ในการทดลองตอไป จึงจะนําภาวะนี้เพื่อใชในการเตรียมปรับสภาพ
กากมันกอนนําไปยอยดวยเอนไซมตอไป 

ขอสังเกตที่ไดจากการปรับสภาพโดยวิธีนี้ เม่ือเทียบกับวิธีแรก จะเห็นวาสารละลายที่แยก
ออกมาภายหลังการปรับสภาพมีลักษณะหนืดเล็กนอย เนื่องจากมีการบวมของแกรนูลแปงที่ถูก
ปลดปลอยออกมาหลังจากที่มีการปรับสภาพดวยสารแอลคาไลนที่อุณหภูมิสูง (Wyman  และ
คณะ, 2005) ซึ่งการปรับสภาพดวยวิธีนี้จุดประสงคหลักคือ ทําใหลิกนินเกิดการละลาย แยกออก
จากกัน และทําใหโครงสรางของเซลลูโลสบริเวณที่เปนคริสตัลไลนมีการเปลี่ยนรูป (Hendriks และ 
Zeeman, 2009) ซึ่งการเติมสารละลายแอลคาไลนลงไปควบคูกับการใชความรอนสูงนั้นเพื่อที่จะ
เปนการแกไขปญหาในสวนของการเกิดกรดอะซีติกของข้ันตอนการปรับสภาพดวยการใชความ
รอนสูงภายใตความดันได (Bulat และคณะ, 2008) แตอยางไรก็ตามการที่ใชโซเดียมไฮดรอกไซดที่
มีความเขมขนมากเกินจะสงผลใหสารละลายที่ไดมีคาพีเอชสูง หากจะนําไปใชในการหมัก ตองมี
การปรับคาใหเปนกลาง สงผลใหเกิดเกลือในสารละลายมากเกินไป อาจสงผลเชิงลบตอการหมัก
กรดแลกติกโดย R. oryzae  
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(ก)  
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ภาพที ่4.1 อนภุาคแปงทีห่ลุดออกจากกากมัน รายงานในรูป yield ของกลูโคส (กรัม/กรัมกาก
มันแหง) ที่ปรากฏในของเหลวที่แยกไดจากกากมันภายหลังการปรับสภาพดวยสองวิธี ที่ความ
เขมขนของกากมัน ความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด และเวลาที่ใชในการปรับสภาพตางกนั 

(ก) การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) 
(ข) การปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใชสารละลายแอคคาไลน  

(steam with combination of alkaline treatment ) 
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4.2 การยอยกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยโดยเทคนิคทางเคมีกายภาพ 
(physicochemical pretreatment) มาแลว ดวยเอนไซม 

ในข้ันตอนนี้ไดนํากากมันที่ผานการปรับสภาพแลวดวยเทคนิคและภาวะตางๆกันมายอย
ดวยเอนไซม เพื่อยอยสวนที่เปนเซลลูโลสที่ยังไมถูกทําลายจากข้ันตอนของการปรับสภาพขางตน 
อีกทั้งเพื่อยอยสวนที่เปนแปง คงตัวเปนแกรนูลที่ถูกหอหุมอยูภายในสวนของลิกโนเซลลูโลส ดังนั้น
ปริมาณกลูโคสที่ไดออกมาภายหลังจึงเปนกลูโคสที่ไดมาจากการยอยสวนที่เปนเซลลูโลสและแปง 
โดยไดศึกษาและเปรียบเทียบปริมาณของกลูโคสที่ไดภายหลังจากการยอยดวยเซลลูเลส และอะ
ไมเลส โดยแปรความเขมขนของเซลลูเลส และอะไมเลสท่ีใช ระยะเวลาที่ใชในการบม (ยอย) ทั้งนี้ 
เพื่อใหไดปริมาณกลูโคสออกมาจากกากมันไดมากที่สุด เพื่อนําไปใชในการหมักกรดแอล-แลกติก 
ตอไป การยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน มีสองข้ันตอน
คือ ข้ันตอนแรกนํากากมันที่ปรับสภาพแลวมายอยดวยเซลลูเลส ที่ความเขมขน 5.61 และ 33.15 
ยูนิต/กรัมกากมันแหง บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 และ 6 ชั่วโมง จากนั้นนํา
สวนผสมทั้งหมดไปยอยตอดวยอะไมเลสที่ความเขมขน 16.8 และ 33.6 ยูนิต/กรัมกากมันแหง บม
ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสระยะเวลา 15 และ 30 นาที ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.2 
ถึง 4.4 จะเห็นไดวา ความเขมขนของเซลลูเลสและเวลาที่ใชในการบมมีผลตอปริมาณกลูโคสที่ได
เมื่อทําการยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันโดยเมื่อความ
เขมขนของเซลลูเลสที่มากข้ึน และเวลาที่ใชในการบมนานข้ึน จะใหคา yield ของกลูโคสมีแนวโนม
ที่มากข้ึนตามดวย อยางไรก็ดี จากการทดลองพบวาความเขมขนของอะไมเลสและเวลาในการบม
ในข้ันตอนนี้ไมมีผลตอการยอยกากมันที่ปรับสภาพแลว 

ดังนั้น จึงสรุปไดวา ในข้ันตอนการยอยกากมันดวยอะไมเลส ปริมาณอะไมเลส 16.8 ยูนิต
ตอกรัมกากมันแหง และระยะเวลาในการบม 15 นาที เพียงพอสําหรับการยอยกากมันที่ปรับสภาพ
ดวยวิธีขางตน และยอยดวยเซลลูเลสมาแลวเบ้ืองตน (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) ทั้งนี้
เนื่องจากการเลือกใชปริมาณของอะไมเลสที่นอยและระยะเวลาในการบมที่ส้ัน จะสามารถชวยลด
ตนทุนได นอกจากนี้จะเห็นไดวา เมื่อยอยกากมันดวยเอนไซมที่ภาวะเดียวกัน โดยเพิ่มปริมาณ
ความเขมขนของกากมันในข้ันตอนการปรับสภาพจาก 5% เปน 6.7% และ 20% ตามลําดับ จะได
คา yield ของกลูโคสสูงข้ึนตามไปดวย (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) 

จากผลการทดลองที่กลาวมาขางตน สามารถสรุปไดวา ภาวะที่เหมาะสมสําหรับยอยกาก
มันที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเซลลูเลส และอะไมเลส ได
ดังนี้ ปริมาณความเขมขนของกากมันสด 20% ปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน เปน
เวลา 15 นาที จากนั้นยอยตอดวยเซลลูเลส 33.15 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง นาน 6 ชั่วโมง แลว
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ยอยตอดวยอะไมเลส 16.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง นาน 15 นาที โดยได yield ของกลูโคสสูงสุด
ประมาณ 0.6 กรัมตอกรัมของกากมันแหง เมื่อเปรียบเทียบผลของการยอยดวยเซลลูเลสและอะ
ไมเลส จะเห็นไดวาข้ันตอนการยอยกากมันปรับสภาพแลวดวยเซลลูเลสมีบทบาทสําคัญมากกวา
ข้ันตอนการยอยดวยอะไมเลส กลาวคือ เมื่อความเขมขนของเซลลูเลสมากข้ึน และเวลาที่ใชในการ
ยอยนานข้ึน จะใหคา yield ของกลูโคสมีแนวโนมที่สูงข้ึน ในขณะที่ความเขมขนของอะไมเลสและ
เวลาที่ใชในการบม จะไมสงผลตอ yield ของกลูโคสมากนัก 

 ข้ันตอนการเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันอีกวิธีหนึ่ง คือ การนํากากมันที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมายอยตอ
ดวยเซลลูเลส และอะไมเลส ไดผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.5 พบวาความเขมขนของเซลลู
เลสและเวลาในการบมมีผลตอการยอยกากมันที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีนี้เชนเดียวกันกับการ
นํากากมันที่ผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน เห็นไดจากปริมาณของกลูโคสที่
ไดในสารละลายที่ออกมาภายหลังการยอย หากความเขมขนของเซลลูเลสมากข้ึนและใช
ระยะเวลาในการบมที่นานข้ึน จะได yield ของกลูโคสในปริมาณที่มากข้ึนตามไปดวย แตพบวา
ความเขมขนของอะไมเลสและเวลาในการบมไมมีผลตอการยอยเชนเดียวกับที่พบในการยอยกาก
มันที่ปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน แตอยางไรก็ตาม คา yield ของกลูโคสที่ไดนั้น
สูงสุดอยูที่ประมาณ 0.16 กรัมตอกรัมของกากมันแหง ซึ่งยังคงนอยกวาเม่ือเทียบกับการยอยกาก
มันที่ผานการปรับสภาพดวยวิธีดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ประมาณ 0.6 กรัมตอ
กรัมของกากมันแหง) ซึ่งนอยกวาเกือบ 4 เทา ผลการทดลองที่ไดอาจอธิบายไดจากการปรับสภาพ
ดวยวิธีใชความรอนสูงภายใตความดันควบคูกับการเติมโซเดียมไฮดรอกไซดลงไป ทําใหกากมันที่
ไดมีคาพีเอชสูง กอนทําการยอยดวยเอนไซมตองมีการปรับคาพีเอชใหอยูที่คาที่เหมาะสมสําหรับ
เอนไซมแตละตัว การปรับพีเอชสงผลใหมีปริมาณเกลือที่ปนในกากมันในจํานวนคอนขางมาก 
เกลือดังกลาวอาจสงผลกระทบตอการทํางานของเอนไซมแตละชนิดที่ใชก็อาจจะเปนได 
นอกจากนี้แลว ยังพบวาการปรับสภาพกากมันกอนนําไปยอยดวยเอนไซมนับเปนข้ันตอนที่มี
ความสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากการปรับสภาพกากมันจะชวยทําใหโครงสรางลิกโนเซลลูโลสถูก
ทําลาย ทําใหเอนไซมเขาถึงแกรนูลของแปงที่อยูภายในโครงสรางของกากมันไดงายข้ึน 
(Thongchul และคณะ, 2010) 

 เมื่อส้ินสุดกระบวนการปรับสภาพและการยอยดวยเอนไซม สามารถวิเคราะหเปนปริมาณ
น้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด (glucose recovery yield) โดยคิดจากกากมันปะหลังต้ังตนใน
การทดลอง ผานเขาสูกระบวนการปรับสภาพซึ่งในข้ันตอนนี้จะมีปริมาณของแปงที่อยูในรูปของ
กลูโคสหลุดออกมาในน้ํา ซึ่งไดทําการแยกกากน้ําและกากออกเพื่อที่จะนําไปยอยดวยเอนไซม โดย
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จะนําปริมาณของกลูโคสที่หลุดออกมาในสวนนี้ไปคิดรวมกับกลูโคสที่ไดภายหลังการนํากากไป
ยอยดวยเอนไซม จากการทดลองในกระบวนการของการปรับสภาพดวยเทคนิคแรกพบวา กลูโคส
ที่หลุดออกมาในน้ําที่ทําการแยกกากจากกระบวนการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันเพียงอยางเดียว (ภาพที่ 4.1 (ก)) และกลูโคสที่ไดจากการนํากากมายอยตอดวยเอนไซม
เซลลูเลสและอะไมเลส (ภาพที่ 4.2(ก) 4.3(ก) และ 4.4(ก)) สามารถวิเคราะหเปนปริมาณน้ําตาล
กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดไดดังกราฟภาพท่ี 4.6 และ 4.7 (ที่ความเขนขนกากมันในข้ันตอนการ
ปรับสภาพ 5% และ 6.7% ตามลําดับ) ซึ่งคิดเปนกลูโคสประมาณ 0.7 กรัมตอกรัมของกากมันแหง 
สวนในกระบวนการของการปรับสภาพดวยอีกเทคนิคหนึ่งพบวา กลูโคสที่หลุดออกมาในน้ําที่ทํา
การแยกกากจากกระบวนการปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอคคาไลน (ความเขมขนของกากมัน 6.7% และเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.5 
นอรมอล แลวนําไปปรับสภาพโดยใชความรอนภายใตความดันสูงนาน 60 นาที) และกลูโคสที่ได
จากการนํากากมายอยตอดวยเอนไซมเซลลูเลสและอะไมเลส (ภาพที่ 4.5) สามารถวิเคราะหเปน
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดไดดังกราฟภาพท่ี 4.8 ซึ่งคิดเปนกลูโคสประมาณ 0.6 
กรัมตอกรัมของกากมันแหง ผลปรากฏวาในกระบวนการแรกนั้นสามารถใหปริมาณน้ําตาลกลูโคส
ที่ไดออกมาทั้งหมด (glucose recovery yield) ไดมากกวากระบวนการหลัง 

 เม่ือนํามาเปรียบเทียบกันระหวางสองกระบวนการ คือกระบวนการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม กับ กระบวนการปรับ
สภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใชสารละลายแอคคาไลนแลวนําไปยอยตอ
ดวยเอนไซม โดยเลือกเฉพาะภาวะที่เหมาะสมในการนําไปใชในข้ันตอนกระบวนการหมักในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ ผลปรากฏดังตารางที่ 4.1 พบวาในกระบวนการแรกคือการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม ความเขมขนของกาก
มันมีผลตอปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด ซึ่งพบวาการใชความเขมขนของกากมันใน
ปริมาณที่นอยจะสามารถใหปริมาณน้ําตาลไดมากสุด แตอยางที่กลาวมาแลวในขางตนวา ใน
ข้ันตอนของการปรับสภาพนั้น เราสนใจที่จะปรับสภาพกากมันเพื่อทําลายโครงสรางสวนที่เปนเฮมิ
เซลลูโลสและลิกนิน ดังนั้นในน้ําสวนที่แยกออกมาจึงควรจะสวนที่เราไมตองการหลุดออกมา แต
จากผลการทดลองกลับพบวา ในน้ําที่แยกออกจากกากในข้ันตอนของการปรับสภาพนั้นมีปริมาณ
ของน้ําตาลกลูโคสหลุดออกมาอยูในปริมาณที่คอนขางมาก ซึ่งที่ความเขมขนของกากมัน 5% และ 
6.7% คิดเปน 0.443 และ 0.426 กรัม ตามลําดับ ในขณะที่ความเขมขนกากมัน 20% นั้นสามารถ
แยกน้ําออกมาได จึงไมสามารถวัดปริมาณกลูโคสที่หลุดออกมาได จึงมาพิจารณาที่ข้ันตอนของ
การยอย โดยปริมาณน้ําตาลกลูโคสในสวนไฮโดรไลเซทภายหลังการยอยพบวา ซึ่งที่ความเขมขน
ของกากมัน 5% 6.7% และ 20% คิดเปน 0.232 0.232 และ 0.541 กรัม ตามลําดับ เห็นไดวาที่
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ความเขนขนของกากมัน 20% จะสามารถยอยดวยเอนไซมแลวใหปริมาณกลูโคสออกมาได
มากกวาที่ 5% และ 6.7% ทั้งนี้จึง เห็นไดวา ปริมาณแปงยังคงอยูในกากมัน ไมไดสูญหายไปใน
ระหวางข้ันตอนของการปรับสภาพ เม่ือมาพิจารณาปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมด
ภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) พบวากระบวนการของการใชความเขมขน
ของกากมันนอยในข้ันตอนการปรับสภาพนั้น จะไดปริมาณของน้ําตาลออกมามากในปริมาณที่สูง
กวา ดูจากผลการวิเคราะหของความเขมขนของกากมัน 5% 6.7% และ 20% เทากับ 0.675 0.658 
และ 0.541 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง ตามลําดับ แตภาวะที่เราเลือกนําไปใชในการยอยในระดับ
สเกลใหญเพื่อนําไปใชเปนซับสเตรทสําหรับการหมักในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ สําหรับกระบวนการ
ของเทคนิคการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวแลวนําไปยอย
ตอดวยเอนไซมนั้น การที่เลือกใชความเขมขนกากมันนอย จะพบปญหาในเร่ืองการเจือจางของ
กลูโคสในไฮโดรไลเซท ทําใหตองมีข้ันตอนของการระเหยน้ํา (evaporation) เพื่อใหไดปริมาณ
ความเขมขนของกลูโคสที่มากพอสมควร และเหมาะสมตอการนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการ
หมัก ดังนั้นจึงเลือกภาวะที่ใชความเขมขนของกากมันที่ 20% ของข้ันตอนการปรับสภาพ เพราะวา
การที่โฮโดรไลเซทนั้นมีปริมาณความเขนขนของกลูโคสสูง สงผลดีตอการเก็บเปน feedstock และ
นําไปใช เนื่องจากไมตองส้ินเปลืองพลังงานและชวยใหลดตนทุนในการระเหยนํ้าอีกดวย สวนใน
อีกกระบวนการหนึ่งคือ กระบวนการปรับสภาพดวยการใชรอนสูงภายใตความดันพรอมกับการใช
สารละลายแอคคาไลนแลวนําไปยอยตอดวยเอนไซม พบวาสามารถให ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ได
ออกมาทั้งหมดภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) เทากับ 0.612 กรัมตอกรัม
น้ําหนักแหง ซึ่งไฮโดรไลเซทที่ไดจากกระบวนการนี้จะมีเกลืออยูในสารละลายปริมาณมาก ซึ่งเกิด
จากการปรับพีเอชของสารละลายใหเหมาะสมตอการยอยของเอนไซม ดังนั้นถึงแมวาในไฮโดรไล
เซทจะมีปริมาณกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดมากกวากระบวนการแรก แตก็อาจจะไปยับยั้งการ
เจริญเติบโตการสรางผลิตภัณฑของรา สงผลเชิงลบตอการนําไปใชเปนแหลงคารบอนในการหมัก
ได (Thongchul และคณะ, 2010) 

 เม่ือทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Thongchul และคณะ (2010) ซึ่งไดทําการศึกษา
เทคนิคการยอยกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ โดยใชเซลลูเลส 1.41 ยูนิตตอกรัมกาก
มันแหง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นตามดวย อะไมเลส 48 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง เปนเวลา 1 
ชั่วโมง แลวยอยตอดวยกลูโคอะไมเลส 4.8 ยูนิตตอกรัมกากมันแหง เปนเวลา 3 ชั่วโมง สามารถให
ปริมาณน้ําตาลกลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดภายหลังส้ินสุนกระบวนการ (glucose recovery yield) 
เทากับ 0.407 กรัมตอกรัมน้ําหนักแหง เห็นไดวาเทคนิคการปรับสภาพกากมันสําปะหลังกอนจะ
นําไปยอยดวยเอนไซมนั้น สามารถใหปริมาณกลูโคสท่ีไดออกมาทั้งหมดในปริมาณที่สูงข้ึน ดังนั้น
จึงสรุปได การปรับสภาพกากมันสําปะหลังดวยการทําลายโครงสรางของสวนที่เปนลิกโนเซลลูโลส 
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นั้นมีประโยชนตอการยอยของเอนไซม โดยท่ีวัตถุประสงคของการปรับสภาพคือ กําจัดลิกนินและ
เฮมิเซลลลูโลส ลดความเปนคริสตัลไลนของเซลลูโลส เพิ่มรูพรุนและพื้นที่ผิวใหกับวัตถุดิบ ทําให
วัตถุดิบถูกยอยสลายไดดีข้ึน (Kumar และคณะ, 2009) 
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ภาพที่ 4.2 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก
มันเร่ิมตน 5% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัมกาก
แหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัมกาก
แหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.3 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก

มันเร่ิมตน 6.7% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัม

กากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัม

กากแหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.4 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ

สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน ดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใชความเขมขนของกาก

มันเร่ิมตน 20% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัม

กากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัม

กากแหง 30 นาท ี
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 



88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.5 กลูโคสท่ีไดในรูปของ yield ของกลูโคส จากการยอยกากมันที่ผานการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (0.5 นอรมอล) ดวยเซลลู
เลสที่ 50 องศาเซลเซียส และอะไมเลสที่ 100 องศาเซลเซียส โดยใชความเขมขนของกากมัน
เร่ิมตน 6.7% 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.6 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใช
ความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 5% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะไมเลส 
33.16 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะไมเลส 
33.6 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.7 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส โดยใช
ความเขมขนของกากมันเร่ิมตน 6.7% (ก) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ข) อะ
ไมเลส 33.16 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาที; (ค) อะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที; (ง) อะ
ไมเลส 33.6 ยูนิต/กรัมกากแหง 30 นาที 
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 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ภาพที่ 4.8 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการปรับ
สภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด (0.5 นอรมอล) และนํามา
ยอยตอดวยเซลลูเลสที่ 50 องศาเซลเซียส และอะไมเลสที่ 100 องศาเซลเซียส โดยใชความเขมขน
ของกากมันเร่ิมตน 6.7%  
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ความเขมขนของอะไมเลสและระยะเวลาในการบม

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 1 ชม. 

 เซลลูเลส 5.61 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 

 เซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัมกากแหง, 6 ชม. 
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ตารางที่ 4.1 กลูโคสที่ไดออกมาทั้งหมดในรูปของ yield ของกลูโคส จากกระบวนการการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันและผานการปรับสภาพดวย
ความรอนสูงภายใตความดันที่มีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด และนํามายอยตอดวยเซลลูเลสและอะไมเลส จากการยอยกากมันที่ผาน ดวยเซลลูเลส 33.15 ยูนิต/กรัม
กากแหง 6 ชั่วโมง ตามดวยอะไมเลส 16.8 ยูนิต/กรัมกากแหง 15 นาท ี

ภาวะที่ใชการปรับสภาพกากมันสําปะหลัง 
yield ของกลูโคส
ในน้าํที่แยก

ออกมา(กรัม/กรัม
กากแหง) 

yield ของกลูโคสใน
ไฮโดรไลเซท(กรัม/
กรัมกากแหง) 

ปริมาณกลูโคสใน
น้ําที่แยกออกมา

(กรัม) 

ปริมาณกลูโคสใน
ไฮโดรไลเซท(กรัม) 

yield ของกลูโคสที่
ไดออกมาทัง้หมด

เมื่อสิ้นสุด
กระบวนการ (กรัม/
กรัมกากแหง) 

ความเขมขนของกาก
มัน (%) 

ความเขมขน
โซเดียมไฮดรอกไชด 

(นอรมอล) 

เวลาในการปรับ
สภาพ (นาท)ี 

กากมนัที่ผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดัน 

5% - 15 0.443 0.416 0.443 0.232 0.675 

6.7%  - 15  0.426 0.405 0.426 0.232 0.658 

20%  - 15  ND*  0.541 ND* 0.541 0.541 

กากมนัผานการปรับสภาพดวยความรอนสูงภายใตความดันทีม่ีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด 

6.7% 0.5 60 0.541 0.155 0.541 0.071 0.612 

ND* คือ ไมสามารถวัดปริมาณกลูโคสไดเนื่องจากไมสามารกแยกน้ําออกมาจากสวนที่เปนกากได 
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4.3 กระบวนการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 
ลิตร โดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

ศึกษาและเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานและจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลก
ติกโดย R. oryzae โดยการใชซับสเตรทตางกันเปนแหลงคารบอน ไดแก กลูโคส สารละลายที่ได
จากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดัน สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง 

การหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงโดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกันนี้ จะทําการหมัก
เปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง โดยแบงเปนสองชวงคือ ในชวง 0 – 48 ชั่วโมงจะเปน growth phase 
และในชวง 48 – 96 ชั่วโมงจะเปน production phase 

4.3.1 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ตรึงอยูบนเสนใยในเครื่องปฏิกรณชีวภาพ 

ในกระบวนการหมักแบบอาหารเหลว R. oryzae สามารถเจริญเติบโตโดยมี
ลักษณะสัณฐานที่แตกตางกัน ข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยางดวยกัน ยกตัวอยางเชน ขนาดของสปอร
เร่ิมตน (initial spore inoculum size) ซับสเตรทที่ใช คาพีเอช อัตราการปนกวน อัตราการให
อากาศ และ อุณหภูมิ เปนตน (Zhang และคณะ, 2007) ในงานวิจัยนี้ไดใชซับสเตรทที่แตกตางกัน
มาเปนแหลงคารบอนสําหรับใชในกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae ที่ตรึงอยูบนเสนใย
ผาฝายชนิดผาขนหนู ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.6 ถึง 4.10  

เม่ือพิจารณาลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ในระยะการเจริญเติบโต (growth 
phase) ที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.9) พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตเปนตัวเซลลแบบ
ลักษณะเสนใย โดยจัดวางตัวเปนชั้นๆ เกาะอยูบนเสนใยของผา ซึ่งจะมีรูปรางหนาตาเหมือนกัน 
แตตางกันที่ปริมาณเซลลที่เกาะอยูบนเสนใย และสีของตัวเซลล โดยจะข้ึนอยูกับแตละภาวะของ
แหลงคารบอนที่ใช กรณีภาวะที่ใชซับสเตรทกลูโคสเปนแหลงคารบอน เซลลมีสีขาวนวล แตมี
ปริมาณที่ไมมากนักเม่ือเทียบกับภาวะอ่ืน ดังแสดงในภาพที่ 4.9 (ก) สวนภาวะที่ซับสเตรทเปน
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.9 (ข) และ 
4.9 (ค)) พบวา เซลลมีสีน้ําตาล เนื่องจากสีของอาหารที่ใชในการเจริญเติบโต (growth medium) 
และอาหารที่ใชในการสรางผลิตภัณฑ (production medium) ที่ผานการปรับสภาพและการยอย 



94 

 

เซลลมีการเจริญเติบโตคอนขางมาก ซึ่งสังเกตจากปริมาณของเซลลที่เกาะอยูบนผาในจํานวนที่
มากพอควร สงผลใหอาหารที่ใชในการเจริญเติบโต มีปริมาณนอย เนื่องจากถูกเซลลดูดน้ําเขาไป
เปนจํานวนมาก คาดวานาจะมาจากการที่สารอาหารที่ใชในการเปนอาหารสําหรับการเจริญเติบโต
และอาหารสําหรับการสรางผลิตภัณฑนั้นมีโปรตีนอยูคอนขางมาก ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ 
Thongchul และคณะ (2010) พบวากากมันสําหลังประกอบดวยโปรตีนประมาณ 5.3 % ทําให
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังมีปริมาณของโปรตีนสูงเชนกัน ซึ่งเปนการเพิ่ม
ปริมาณของแหลงไนโตรเจนอีกทางหนึ่ง สงผลใหชวยสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใน
ปริมาณที่มากข้ึน (Yao และคณะ, 2010) สวนภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอย
ดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน
พรอมกับสารละลายแอลคาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพ
ที่ 4.9 (ง) และ 4.9 (จ)) พบวา เซลลมีสีน้ําตาลเขม และนํ้าตาลสมตามลําดับ เนื่องจากสีของ
อาหารที่ใชเชนกัน และในระหวางการหมักนั้นจะมีปริมาณของฟองเกิดข้ึนเปนปริมาณมากโดยจะ
เกิดเปนฟองลอยข้ึนมากอยางตอเนื่องตลอดเวลา จวบจนกระทั่งฟองคงที่ซึ่งใชเวลานานประมาณ 
24 ชั่วโมง และภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง (ภาพที่ 4.9 (ฉ)) พบวา เซลลมีสีขาวนวล แต
จะขาวกวาการใชกลูโคส เนื่องจากสีของสารละลายแปง และในชวงเร่ิมตนกระบวนการหมักนั้น 
สารละลายแปงที่ใชจะเกิดเจลาติไนเซชั่น ทําใหน้ําหมักมีความหนืดคอนขางสูง และเนื่องจาก
สารละลายแปงที่มีลักษณะเปนเจล จึงไปเกาะกับเสนใยผาฝายที่เตรียมไวสําหรับใหเซลลข้ึนไป
เกาะในขณะเจริญเติบโต จึงสงผลใหเซลลเกาะตัวบนผาฝายแบบไมแนนนัก แตเม่ือทําการหมักไป
ระยะหนึ่งประมาณชั่วโมงที่ 24 พบวา สารละลายแปงมีความหนืดลดลง อาจมาจากการที่มีการ
ปนกวนของใบพัดทําใหโมเลกุลของแปงส้ันลง อีกทั้ง R. oryzae มีเอนไซมในกลุมอะไมโลไลติกมา
ชวยยอยโมเลกุลของแปงใหมีขนาดเล็กลงความหนืดของอาหารจึงลดลง (Wee และคณะ, 2006)  

เมื่อพิจารณาลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ในระยะการสรางผลิตภัณฑ 
(production phase) ที่เวลาการหมัก 96 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.10) พบวา เซลลในแตละภาวะมีการ
เจริญเติบโตเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะภาวะท่ีซับสเตรทเปนสารละลายท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.10 (ข) และ 4.10 (ค)) พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตเพิ่ม
มากข้ึน สงผลใหเซลลบางสวนไมไดสัมผัสกับอาหารทําใหเซลลเจริญเปนสปอรในบริเวณดานบน
ของเบดสถิต สวนภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายท่ีไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.10 (ง) และ 4.10 (จ)) 
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พบวา เซลลมีการเจริญเติบโตมากข้ึนเชนกัน แตอยางไรก็ตามความถี่ของการเกิดฟองในระยะนี้จะ
มีมากกวาในระยะของการเจริญเติบโต 

เมื่อพิจารณาลักษณะการยึดเกาะของ R. oryzae บนเบดสถิตดานนอก และดาน
ใน (ภาพที่ 4.11) และความหนาของเซลล (ภาพที่ 4.12) พบวา เซลลมีการยึดเกาะบนเบดสถิตที่
หนาแนนและมีความหนาท่ีแตกตางกันไปในแตละภาวะ จะเห็นไดชัดเจนในกรณีของภาวะที่ซับส
เตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ
และผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.11 
(ข) และ 4.11 (ค)) พบวา เซลลมีปริมาณมาก และเจริญเติบโต ขยายขนาดเกินบริเวณที่ยึดเกาะ
ของเบดสถิต เซลลมีลักษณะยึดเกาะกันอยางหลวมๆ ตัวเซลลมีความหนามากพอควร ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.12 (ข) และ 4.12 (ค) มีการพองน้ําเนื่องมาจากการที่เซลลดูดน้ําเขาไปในระหวาง
กระบวนการหมัก น้ําหนักแหงของทั้งสองภาวะน้ีคือ 57.26 และ 58.09 กรัม ตามลําดับ ซึ่ง
มากกวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนคือ 35.12 กรัม กรณีภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง 
(ภาพที่ 4.11 (ฉ)) พบวา เซลลมีปริมาณมากเชนกัน มีการเจริญเติบโตของเซลลที่มีขนาดคอนขาง
หนา ดังแสดงในภาพที่ 4.12 (ฉ) แตในภาวะนี้เซลลมีการหลุดออกจากเบดสถิตไดงาย เนื่องจากมี
การเกาะตัวกันอยางหลวมๆ ปนอยูกับสารละลายแปงที่ยังคงมีสภาพเปนเจล และมีการพองน้ํา
เชนกันดวย กรณีของภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลนและสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.11 (ง) และ 4.11 (จ)) 
พบวา เซลลมีการเจริญเติบโต เกาะตัวกันอยางหนาแนนจึงสังเกตไดวาเซลลมีปริมาณนอย เจริญ
อยูบนเสนใยผาฝายเทานั้น และมีขนาดไมหนามากเกินไป ดังแสดงในภาพท่ี 4.12 (ง) และ 4.12 
(จ) ซึ่งภาวะขางตนที่ไดกลาวมานั้นแตกตางกับภาวะที่ใชซับสเตรทกลูโคสเปนแหลงคารบอน 
(ภาพที่ 4.11 (ก) ในภาวะนี้เซลลจะยึดเกาะเรียงตัวกันอยางเปนระเบียบ และเกาะตัวกันอยางไม
หนาแนนมากนัก ดังแสดงในภาพท่ี 4.12 (ก) ทําใหมีชองวางภายในตัวเซลล สงผลใหการถายเท
อาหารและอากาศเขาสูภายในตัวเซลลมีประสิทธิภาพมากกวาภาวะอ่ืนๆ เซลลจึงสามารถผลิต
กรดแลกติกไดมากข้ึน (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

เมื่อพิจารณาลักษณะเซลล R. oryzae ที่ตรึงอยูดานในของเบดสถิต (ภาพที่ 
4.13) พบวา บริเวณผิวของเซลลที่อยูดานในมีลักษณะดานและแข็งกวาเซลลที่อยูดานนอกของ
เบดสถิต  เนื่องมาจากเปนบริเวณที่อยู ติดกับอาหารเลี้ยงเชื้อมากกวาดานนอกของเบด 
(Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) กรณีของภาวะท่ีซับสเตรทเปน
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
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ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนและสารละลายท่ีไดจากการยอยกาก
มันสําปะหลังดวยกรด (ภาพที่ 4.13 (ง) และ 4.13 (จ)) พบวา ลักษณะที่ดาน แข็ง และมีการ
จัดเรียงกันแนนมากกวาภาวะอ่ืนๆ ทั้งนี้อาจจะมาจากการที่สารละลายมีความเขมขนของเกลือสูง 
ซึ่งการองคประกอบของอาการเล้ียงเชื้อนั้นสงผลโดยตรงตอรูปรางและลักษณะของเซลล (Zhang 
และคณะ, 2007) โดยน้ําหนักแหงของทั้งสองภาวะนี้คือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามลําดับ ซึ่งสูง
กวาการใชภาวะอื่น จึงเปนสามารถสรุปไดวา เซลลที่เกิดในสองภาวะนี้มีการแพ็คตัวอยูอยาง
หนาแนน และกรณีของภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายแปง (ภาพที่ 4.13 (ฉ)) พบวา เซลลมี
ลักษณะที่นุม ไมมีความคงตัวของตัวเซลล หลุดขาดจากกันงาย แตยังมีบริเวณที่มีความแข็งอยู
บางเล็กนอย เนื่องมาจากการในภาวะนี้มีโมเลกุลของแปงที่มีลักษณะเปนเจล มาแทรกอยูระหวาง
ตัวเซลลกับเสนใยผาฝายที่ยึดตรึง ทําใหเซลลมีไมมีความคงตัวและหลุดออกจากกันงาย ทําใหมี
ตัวเซลลมีการหลุดออกมาบางในขณะท่ีทําการเปล่ียนถายอาหาร และยังสงผลใหปริมาณของ
น้ําหนักแหงของภาวะนี้มีคามากกวาคาที่เปนจริงเพราะมีน้ําหนักของโมเลกุลแปงปะปนไปดวย คือ 
33.77 กรัม 
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ภาพที่ 4.9 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบด
สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 
0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการเจริญเติบโตที่เวลาการหมัก 48 ชั่วโมง 
ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวย
กรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบด
สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 
0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ในระยะการสรางผลิตภัณฑที่เวลาการหมัก 96 
ชั่วโมง ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกาก
มนัสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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ภาพที่ 4.11 ลักษณะการยึดเกาะของเซลลบนเบดสถิตดานนอก (ลูกศรสีน้ําเงิน) และดาน
ใน ลูกศรสีแดง) ของเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 
รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของการใชแหลง
คารบอน 6 ชนิด ไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลัง
ที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอม
กับสารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และ
สารละลายแปง (ฉ) 
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ภาพที่ 4.12 ความหนาของเซลลของ R. oryzae (เสนสีแดง) ที่ถูกตรึงในเครื่องปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การให
อากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของการใชแหลงคารบอน 6 ชนิด 
ไดแก กลูโคส(ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับ
สภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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4.3.2 จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae ในเครื่อง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

ศึกษาและเปรียบเทียบจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae 
ในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การใหอากาศเทากับ 0.5 
ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที โดยการใชซับสเตรทตางกันเปนแหลงคารบอน ไดแก 
กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด และสารละลายแปง (ภาพที่ 4.14) พบวา
สามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 53.61 26.57 25.41 7.63 6.75 และ 33.77 กรัมตอลิตร คิดเปน
คา YP/S เทากับ 75.55%, 41.57% 44.48% 12.56% 12.84% และ 53.10% ตามลําดับ อัตราการ
ผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.68 0.66 0.64 0.16 0.14 และ 0.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ 
โดยสามารถผลิตเอทานอลคิดเปนคา YP/S เทากับ 5.65% 18.68% 16.38% 21.32% 23.84% และ 
17.11% ตามลําดับ อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.13 0.49 0.38 0.27 0.26 และ 0.23 กรัมตอ
ลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ แสดงดังตารางที่ 4.2 จากผลทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาการเลือกใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกัน สงผลตอความสามารถในการผลิตกรดแลกติกที่แตกตางกันดวย 
เพราะวาองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชเปนแหลงคารบอนในแตละภาวะนั้นไมเหมือนกัน 
และ R. oryzae เปนราที่มีอะไมโลไลติกแอคทิวิต้ี กลาวคือมีอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่
สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาลกลูโคสได (Wee และคณะ, 2006) ความสามารถในการที่รานั้นจะ
นําเอาไปใชในแตละภาวะจึงมีประสิทธิภาพที่แตกตางกันดวย 

จากการทดลองพบวาการเลือกใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.14 (ก)) จะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดมากที่สุดคือ 53.61 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 75.55% และ
อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 1.68 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง รองลงมาคือการแปง (ภาพที่ 4.14 
(ฉ))สามารถผลิตกรดแลกติกได 33.77 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 53.10% และอัตราการ
ผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.70 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง จะเห็นไดวาเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
โดยตรง R. oryzae จะสามารถนําไปใชในวิถีเมแทบอลิซึมโดยเปล่ียนกลูโคสเปนไพรูเวทดวยวิถี 
Emden-Meyerhof pathway (EMP) ไดทันที (Thongchul, 2005) สงผลใหอัตราการผลิตกรดแลก
ติกสูงกวาการเลือกใชแหลงคารบอนชนิดอ่ืน ซึ่งพบวาเม่ือใชสารละลายแปงเปนแหลงคารบอนนั้น
จะมีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกนอยกวาการใชกลูโคส ทั้งนี้เนื่องจากในข้ันตอนของการ



103 

 

นําแปงไปใชในวิถีแมทอบอรึซึมไดนั้น จะตองมีการกระบวนการตัดโมเลกุลของแปงใหมีขนาดเล็ก
จนไดเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวหรือโมโนแซคคาไรด (monosaccharide) กอน ราจึงสามารถนําเขา
สูวิถีแมทอบอลิซึมไดและสามารถผลิตเปนกรดแลกติกออกมาได ซึ่งสังเกตไดจากกราฟภาพที่ 
4.14 (ฉ) พบวาคาพีเอชในชวงแรกของระยะการเจริญเติบโต (growth phase) มีคาเพิ่มสูงข้ึน 
แสดงวาโมเลกุลของแปงมีการตัดใหส้ันลงเกิดเปนโมโนแซคคาไรดมากข้ึน สงผลใหมีความเปน
เบสเพิ่มข้ึนตาม เนื่องจากมีหมู reducing sugar ปรากฏออกมาเพิ่มข้ึน คาพีเอช จึงเพิ่ม (Williams 
และ Flowers, 1978) อาจจะสงผลตอการเจริญเติบโตและการสรางกรดแลกติกของราได 
เนื่องจากคาพีเอช ที่เหมาะสมตอการการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑของ R. oryzae คือ 
6 (Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

จากการทดลองพบวาซับสเตรทที่สามารถผลิตกรดแลกติกถัดมาจากกลูโคสและ
สารละลายแปงคือ ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน
เปนแหลงคารบอน ซึ่งซับสเตรททั้งสองชนิดนี้มีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกใกลเคียงกัน
ดังแสดงผลดังตารางที่ 4.2 คือ 26.57 และ 25.41 กรัมตอลิตรคิดเปนคา YP/S เทากับ 41.57% และ 
44.48 อัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.66 และ 0.64 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ พบวา 
สามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 0.5 เทาของการใชกลูโคส ซึ่งในสองภาวะนี้เซลลมีการเจริญ
ไปเปนตัวเซลลคอนขางมาก (ภาพที่ 4.11 (ข) และ 4.11 (ค)) คาดวานาจะมาจากการที่สารละลาย
มีโปรตีนสูงจึงทําใหสงเสริมการเจริญของเซลลทําใหอัตราการถายเทอาหารและอากาศภายในตัว
เซลลมีประสิทธิภาพตํ่า และซับสเตรทดังกลาวไมไดอยูในรูปของกลูโคสบริสุทธิ์ ซึ่งจะมี
องคประกอบของสารอื่นปะปนอยูดวย ซึ่งอาจจะไปสงเสริมการเจริญเติบโตของ R. oryzae ทําให
ภาวะที่เปนอยูนั้นกลับเขาสูระยะของการเจริญเติบโตอีกคร้ัง และราก็สามารถใชน้ําตาลหมดไป
อยางรวดเร็ว ซึ่งพบวาน้ําตาลของท้ังสองภาวะนี้หมดตั้งแตชั่วโมงที่ 72 และ 80 ตามลําดับ ดัง
แสดงในกราฟภาพท่ี 4.14 (ข) และ 4.14 (ค) ตามลําดับ อีกทั้งการยอยของกากมันสําปะหลังดวย
เอนไซมนี้อาจจะยังไมเกิดปฏิกิยาที่สมบูรณ เนื่องจากการยอยดวยเอนไซมนี้เปนการยอยที่ภาวะ
ไมรุนแรงสงผลใหโมเลกุลของแปงยังอยูในรูปของโอลิโกแชคคาไรค (oligosaccharide) ดังนั้น R. 
oryzae จึงตองสรางเอนไซมจําพวกอะไมโลไลติกออกมายอยใหไดกลายเปนกลูโคสบริสุทธิ์
เพื่อที่จะนําเขาสูวิถีเมแทบอลิซึมตอไป ทําใหเซลลมีสามารถผลิตกรดแลกติกไดในระดับหนึ่ง เมื่อ
มาพิจารณาตามคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนเทากับ 0.033 และ 0.049 ตอวินาที
ตามลําดับ เมื่อทําการหมักเปนระยะเวลา 96 ชั่วโมง แสดงในตารางที่ 4.2 พบวาประสิทธิภาพของ
การถายเทออกซิเจนของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพนั้นมีคอนขางตํ่ากวากากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน และน้ําหนักเซลลแหง
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เทากับ 57.26 และ 58.09 กรัมตามลําดับ ซึ่งในปริมาณของเซลลที่ใกลเคียงกัน แตคาสัมประสิทธิ์
ของการถายเทออกซิเจนแตกตางกัน ดังนั้นจึงเห็นไดวาการปรับสภาพกากมันนั้น สงผลใหคา
สัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพมีคาที่สูงข้ึน ทําใหประสิทธิภาพ
ของการถายเทอาหารและอากาศมีมากข้ึน สงผลดีตอการเจริญของเซลลและการผลิตกรดแลกติก
ใหไดในปริมาณสูงในการหมักระยะยาว (Thongchul และ Yang, 2004) และจากผลการทดลอง
ในตารางที่ 4.2 พบวา ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน 
มีน้ําหนักเซลลแหงที่ใกลเคียงกันกับภาวะที่ซับสเตรทใชแปงเปนแหลงคารบอน คือ 55.62 กรัม 
ในขณะที่ ภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนและ
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอนนั้น ไดน้ําหนักเซลลแหง
ที่มากกวา คือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา สารละละลายที่ไดจากการยอย
ดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพและผานการปรับสภาพดวยการใชความ
รอนสูงภายใตความดัน นาจะมีคุณสมบัติของอาหารเล้ียงเชื้อที่ใกลเคียงกับสารละลายแปงดวย 

จากการทดลองพบวาซับสเตรทที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดในปริมาณที่ตํ่าคือ 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน และสารละลายที่ไดจากการยอย
กากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอน กรดแลกติกที่ไดมีปริมาณตํ่ากวาซับสเตรทชนิดอ่ืน
แสดงผลดังตารางที่ 4.2 คือสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพียง 7.63 และ 6.75 กรัมตอลิตร อัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.16 และ 0.14 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ตามลําดับ ทั้งนี้เนื่องจากซับสเต
รทสองชนิดนี้จําเปนตองมีการปรับคาพีเอช ใหเหมาะสมดวยกรดและเบสกอนที่จะนําไปเขาสูการ
ยอยดวยเอนไซม ดังนั้นจึงทําใหมีความเขมขนของเกลือในปริมาณที่สูงเชนกัน อีกทั้งอาจจะมี
ผลิตภัณฑรวมอ่ืนๆ เกิดข้ึนดวย  ซึ่งในกรณีของการยอยดวยกรดนั้นจะเกิดผลิตภัณฑรวมที่ไม
ตองการเชน เฟอรฟูรอล และสารประกอบฟโนลิก เปนตน ซึ่งกอใหเกิดอันตรายตอเซลล R. oryzae 
และเปนตัวยับยั้งกระบวนการหมักได (Woiciechowski และคณะ, 1999) ซึ่งในการทดลองนี้เพื่อ
เปนการประหยัดตนทุนใหมากที่สุด จึงไมไดมีการนําเกลือที่เกิดข้ึนออกไปกอนที่จะนําไปใชเปน
แหลงคารบอนในกระบวนการหมัก สงผลใหกรดแลกติกที่ไดจากการใชสารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ
ดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมาเปนแหลงคารบอนนั้นมีปริมาณที่ตํ่า มีกรดฟูมาริกเกิดข้ึนใน
ระหวางกระบวนการหมักของแหลงคารบอนทั้งสองชนิดดวยเชนกัน การใชสารละลายที่ไดจากการ
ยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความ



105 

 

ดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนมาเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.14 (ง)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึน
ในชวงช่ัวโมงที่ 40 ของระยะการเจริญเติบโต และช่ัวโมงที่ 24 ของระยะการสรางผลิตภัณฑ ซึ่ง
สามารถผลิตกรดฟูมาริกสูงสุด 6.20 กรัมตอลิตร สวนสารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรดมาเปนแหลงคารบอนนั้น (ภาพที่ 4.14 (จ)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึนในชวงชั่วโมงที่ 
24 ของระยะการสรางผลิตภัณฑ ซึ่งสามารถผลิตกรดฟูมาริกสูงสุด 5.51 กรัมตอลิตร แตสองภาวะ
นี้จะเห็นไดวา R. oryzae มีการเจริญเติบโตที่ชากวาภาวะอ่ืนๆ ซึ่งเซลลจะเร่ิมโตภายหลังช่ัวโมงที่ 
24 ของระยะการเจริญเติบโตเปนตนไป สังเกตไดจากคาพีเอชที่เร่ิมลดลง เนื่องมาจากเซลลเร่ิมมี
การเจริญเติบโตและมีการผลิตกรดแลกติกออกมาจึงทําใหคาพีเอชลดลง ในขณะที่ภาวะอ่ืนนั้น
เซลลจะเร่ิมโตต้ังแตชั่วโมงที่ 16 ของระยะการเจริญเติบโตเปนตนไป และพบวาสองภาวะนี้มีการ
ผลิตเอทานอลเปนปริมาณสูงกวาการผลิตกรดแลกติก ซึ่งสามารถผลิตเอทานอลเทากับ 12.95 
และ 12.53 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ถึงแมวาจะราสามารถใชซับสเตรทจําพวกสารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลนกับสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวย
กรดมาเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกได  แตก็จําเปนตองมีกําจัดส่ิงเจือปน 
(detoxification) จําพวกสารยับยั้งในกระบวนการหมักเชน กรดอะซิติก เฟอรฟูรอล ไฮดรอกซีเมทิล
เฟอฟวรอล(HMF) และเกลือ เปนตน (Zhao และคณะ, 2009) เพื่อที่จะใหเช้ือมีประสิทธิภาพใน
การเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑไดมากข้ึน 

จากการทดลองพบวาภาวะที่ซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันจะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีกวาภาวะที่ใชซับสเตรทเปนสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม
ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน ทั้งนี้เนื่องมาจากการที่ซับสเตรทที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอน
สูงอยางเดียว ไมมีการใชสารเคมีซึ่งในที่นี้คือโซเดียมไฮดรอกไซดในระหวางข้ันตอนการปรับสภาพ
เขามาเกี่ยวของ สงผลใหไมจําเปนตองมีการปรับคาพีเอช ดวยกรดและเบสเพื่อใหไดพีเอชที่
ตองการ กอนที่จะนําไปเขาสูการยอยดวยเอนไซมตอไป จึงไมกอใหเกิดปริมาณของเกลือใน
สารละลายได ดังนั้นภาวะที่สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอนน้ัน จึงมีความสามารถในการ
ผลิตกรดแลกติกไดมากกวา สงผลใหมีคา yield และอัตราการผลิตกรดแลกติกที่สูงกวาเชนกัน 
ดังนั้นการนํากากมันสําปะหลังมาประยุกตในกระบวนการผลิตกรดแลกติกนั้น พบวาการที่นํากาก
มันมาปรับสภาพดวยเทคนิคการใชความรอนสูงภายใตความดันเพียงอยางเดียวจะสามารถผลิต
กรดแลกติกไดในปริมาณระดับหนึ่ง (25.41 กรัมตอลิตร)  
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จากงานวิจัยนี้ไดทําการเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Thongchul และคณะ 
(2009) ทําการศึกษาผลิตกรดแลกติก จากกลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง
ดวยกรดและเอนไซมเปนแหลงคารบอนความเขมขน 70 กรัมตอลิตร โดยการตรึงเซลล R.oryzae 
NRRL 395 บนเสนใยผาฝาย ทําการหมักในขวดเขยา พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 
23.76 4.47 และ 15.43 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 33% 6% และ 2.3% ตามลําดับ อัตรา
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.46 0.13 และ 0.23 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ และสามารถ
ผลิตเอทานอลสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 14.67 16.37 และ 24.25 กรัมตอลิตร คิดเปนคา 
YP/S  เทากับ 21% 28% และ 31% ตามลําดับ อัตราการผลิตเอทานอลเทากับ 0.29 0.60 และ 0.30 
กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน จะ
สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด เนื่องจากกากมันสําหลังประกอบดวยโปรตีนประมาณ 5.3 % 
ทําใหสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังมีปริมาณของโปรตีนสูงเชนกัน ซึ่งเปนการเพิ่ม
ปริมาณของแหลงไนโตรเจนอีกทางหนึ่ง สงผลใหชวยสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใน
ระหวางกระบวนการหมักมากข้ึนแทนที่จะไปสรางเปนกรดแลกติก และการทดลองนี้เปนการหมัก
ในระดับขวดเขยา ทําใหประสิทธิภาพของการถายเทออกซิเจนภายในขวดเขยาไมเพียงพอและมี
การ เนื่องจาก R. oryzae เปนราที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑ 
ดังนั้นออกซิเจนจึงเปนปจจัยสําคัญวิถีเมแทบอลิซึมของเซลล ถาหากมีออกซิเจนไมเพียงพอสาเหตุ
จากการกวนที่ไมทั่วถึง จะเปล่ียนวิถีไปสรางเปนผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล เปนตน (Zhang 
และคณะ, 2007) ดังนั้นสามารถแกปญหาเหลานี้ไดโดยการทําการหมักโดยการใชเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพซ่ึงจะสามารถควบคุมอัตราการปนกวนและใหอากาศอยางทั่วถึง สงผลใหการถายเท
ออกซิเจนและการผสมเปนเนื้อเดียวกันของอาหารมีประสิทธิภาพย่ิงข้ึน สอดคลองกับงานวิจัยของ 
Tay และ Yang (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติก โดย R. oryzae NRRL 395 ในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบ Rotating fibrous-bed แบบ Fed-batch โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน
ความเขมขน 70 กรัมตอลิตร พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงคิดเปน YP/S  เทากับ 90% 
เนื่องจากมีการตรึงเซลลบนเสนใยผาฝาย และมีการใหออกซิเจนที่ทั่วถึง และงานวิจัยนี้พบวาเมื่อ
ทําการหมักโดยใชเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ โดยใชแหลงคารบอนความเขมขน 70 กรัมตอลิตรเชนกัน 
พบวาสามารถชวยเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตกรดแลกติก อีกทั้งชวยลดปริมาณของการผลิตเอ
ทานอลไดอีกดวย แตอยางไรก็ตาม ซับสเตรทที่มาใชเปนแหลงคารบอนก็เปนอีกปจจัยสําคัญ ถา
หากมีองคประกอบที่เปนอุปสรรคตอการผลิตกรดแลกติก ก็จะสงผลใหประสิทธิภาพของการผลิต
กรดแลกติกลดลงอีกดวย โดยจะเกิดเปนผลิตภัณฑรวมคือ เอทานอล และกรดฟูมาริกแทน 
(Zhang และคณะ, 2007; Wee และคณะ, 2006; John และคณะ, 2007)  

 



 

 

107

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กลูโคส น้ําตาลทั้งหมด กรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล pH
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ภาพที่ 4.14 จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกโดย R. oryzae อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH 6.0 อัตราการกวน 700 รอบตอนาที การให
อากาศเทากับ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ของแหลงคารบอน 6 ชนิดไดแก กลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมัน
สําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซม (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกในการหมักแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่สภาวะตางๆที่มีอาหารปริมาตร 3 ลิตร 

Carbon source 
YP/S lactic acid (%) 

Productivity lactic 
acid (g/(L·h)) 

YP/S ethanol (%) 
Productivity 

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

(g/L) 

Cell dry 
weight 

(g) 

KLa 
(s-1) 

 GM PM GM PM GM PM GM PM 

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

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

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

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

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

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

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

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

ECPHSP    :     Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by steam pretreatment 

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

HACPH     :     HCl-treated cassava pulp hydrolysate 
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4.3.3 วิเคราะหลักษณะพื้นผิวและโครงสรางของ R. oryzae ที่ตรึงบนเสนใยและ
ภายในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 

  เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักทําการเก็บตัวอยางเซลลที่ยึดตรึงในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต ตัดใหไดขนาด 2.5 x 2.5 เซนติเมตร มาวิเคราะหโดยใชเคร่ือง Scanning 
Electron Microscope (SEM) พบวา ลักษณะเสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝาย
ชนิดผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 เทา (ภาพที่ 
4.15) โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกันไดแก กลูโคส สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม
ของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกาก
มันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน สารละลายที่ไดจาก
การยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใต
ความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด 
และสารละลายแปง พบวาการใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน (ภาพที่ 4.15 (ก)) เซลลมีลักษณะเรียว
ยาวและลักษณะการเกิดกิ่งเล็กๆ (Fragmentation) ภายในหนึ่งสาย ซึ่งไมแตกตางกับแหลง
คารบอนชนิดอ่ืนๆ โดยสามารถผลิตกรดแลกติกได 53.61 กรัมตอลิตร แสดงวาการใชกลูโคส
บริสุทธิ์เปนแหลงคารบอน เซลลจะมีการเจริญเติบโตในลักษณะที่สมบูรณที่สุดและสามารถผลิต
กรดแลกติกไดมากที่สุด แตอยางไรก็ดีคาสัมประสิทธิ์ของการถายเทออกซิเจนก็ควรจะสูงตามไป
ดวยเพื่อแสดงถึงการถายเทอาหารและอากาศที่เพียงพอ  

  แตเม่ือพิจารณาลักษณะเสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝายชนิด
ผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 เทา พบวาการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดันเปนแหลงคารบอน (ภาพท่ี 4.16 (ข)) เซลลมีลักษณะอวน ยาวแต
บริเวณดานปลายจะขาด เนื่องจากเซลลมีการเจริญเติบโตที่คอนขางหนาแนน โดยดูจากภาพที่ 
4.11 (ค) พบวาเซลลนั้นมีปริมาณมาก ทําใหระยะหางระหวางเซลลและใบพัดมีนอย สงผลเซลล
เกิดการฉีกขาดจากแรงเฉือนจากใบพัดแตอยางไรก็ดีที่สภาวะนี้เซลลก็ยังสามารถผลิตกรดแลกติก
ไดถึง 25.41 กรัมตอลิตร 

  เมื่อพิจารณาการใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซม ของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอล
คาไลน สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอน พบวาลักษณะ
เสนใยราของ R. oryzae ที่เจริญบนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนูที่บริเวณภายในเคร่ืองปฏิกรณ
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ชีวภาพแบบเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 เทา (ภาพที่ 4.16 (ง) และ 4.16 (จ)) เซลลมีลักษณะที่ลีบ
แบนและมีผลึกมาเกาะอยูตัวเซลล และเมื่อทําการเพิ่มกําลังขยายเปนที่ 3500 เทา (ภาพที่ 4.17) 
พบวาผลึกที่มาเกาะอยูบนตัวเซลลนั้นมีลักษณะเปนรูปแฉกคลายลักษณะของผลึกของเกลือ 
(Fontana และคณะ, 2011) และเมื่อทําการวิเคราะหหาธาตุองคประกอบของผลึกดวย
เคร่ือง Energy Dispersive X-ray spectrometer (EDX) พบวาประกอบไปดวยธาตุคารบอน
ประมาณ 52% ออกซิเจนประมาณ 42% และโซเดียมประมาณ 6% ซึ่งผลึกที่เกิดข้ึนนี้สงผลให
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกของซับสเตรททั้งสองชนิดนี้มีประสิทธิภาพลดลง เห็นไดวา 
ในภาวะนี้เซลลผลิตกรดแลกติกไดเพียง 7.63 และ 6.75 กรัมตอลิตร ตามลําดับ  

  เมื่อพิจารณาลักษณะการยึดเกาะของ R. oryzae บนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนู
ที่บริเวณดานนอกของเบดสถิต แสดงดังภาพที่ 4.18 เมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะของเสนใยผาฝาย
ชนิดผาขนหนูที่ไมมีเซลล (ภาพที่ 4.18 (ก)) กับเซลลที่ตรึงอยูบนเสนใย (ภาพที่ 4.18 (ข) ถึง ภาพที่ 
4.18 (จ)) พบวาเซลลมีการยึดเกาะที่มั่นคง มีการพันเกี่ยวกันระหวางเสนใยของเซลลและเสนใยผา
ฝาย ทําใหยากตอการหลุดออกมาในระหวางกระบวนการหมัก อันเนื่องจากแรงปนกวน การตรึง
เซลลสามารถชวยเพิ่มความหนาแนนของเซลลในการหมักระยะยาว และใชพลังงงานในการปน
กวนและการใหอาหารนอยลงเนื่องจากอาหารที่ใชในการหมักมีความหนืดตํ่า เพราะเซลลไดถูก
ตรึงไวแลว ดวยเหตุนี้เองยังสงผลใหการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายหลังเสร็จส้ินกระบวนการหมักแลว
เปนไปไดงายข้ึน (Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha และคณะ, 2011) 

เมื่อพิจารณาการใชสารละลายแปงเปนแหลงคารบอน จากภาพที่ 4.18 (ฉ) 
พบวาการยึดเกาะของ R. oryzae บนเสนใยผาฝาย ไมแนนหนาเหมือนกับการใชซับสเตรทชนิดอ่ืน 
เนื่องจากมีโมเลกุลของแปงมาเกาะรวมอยูดวย เห็นไดจากมีเม็ดแปงลักษณะกลมๆ (Chen และ
คณะ, 2011) แทรกกระจัดกระจายอยูระหวางตัวเซลลและเสนใย ทําใหเซลลนั้นสามารถหลุดออก
จากเสนใยผาฝายไดงาย สงผลตอการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑภายหลังเสร็จส้ินกระบวนการหมัก และ
ยังสงผลใหน้ําหนักเซลลแหงของการใชแปงเปนแหลงคารบอนน้ันมีปริมาณสูงดวย เนื่องจากมี
น้ําหนักของโมเลกุลแปงเกาะอยูที่ตัวเซลลและบริเวณเสนใยที่ยึดตรึง แตอยางไรภาวะนี้เซลลก็ยัง
สามารถผลิตกรดแลกติกไดถึง 33.77 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4.15 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 
เทา โดยใชกลูโคส (ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการ
ปรับสภาพ (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับ
สภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของ
กากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับ
สารละลายแอลคาไลน (ง) สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และ
สารละลายแปง (ฉ) เปนแหลงคารบอน 
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ภาพที่ 4.16 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 750 
เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ 
(ก) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (ข) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ค) 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ง) และสารละลายแปง (จ)เปนแหลง
คารบอน 
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ภาพที่ 4.17 ลักษณะของเซลล R. oryzae บริเวณดานในของเบดสถิตที่กําลังขยาย 3,500 
เทา โดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ก) และสารละลายที่ได
จากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (ข) เปนแหลงคารบอน 
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ภาพที่ 4.18 ลักษณะโครงสรางของเสนใยผาฝาย (ก) และลักษณะการยึดเกาะของเซลล 
R. oryzae บนเสนใยผาฝายชนิดผาขนหนูบริเวณดานนอกของเบดสถิตที่กําลังขยาย 350 เทา โดย
ใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพ (ข) 
สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (ค) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่
ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน (ง) 
สารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลังดวยกรด (จ) และสารละลายแปง (ฉ) เปนแหลง
คารบอน 

ก 

ค ง 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

จากการวิจัยนี้ ศึกษาไปที่การนําเอากากมันสําปะหลังมาประยุกตใชใหเกิดประโยชนมาก
ข้ึน ซึ่งพบวา เราสามารถนํากากมันสําปะหลังที่เปนวัสดุเหลือใชทางเกษตรกรรมมาใชเปนแหลง
คารบอนในกระบวนการหมักแบบอาหารเหลวดวย R. oryzae แบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณ
ชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตรเพื่อผลิตกรดแลกติก ซึ่งนับวาเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชทาง
การเกษตรใหเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูงข้ึน 

การเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง 

จากการเปรียบเทียบเทคนิคในการเตรียมสารละลายที่ไดจากการยอยกากมันสําปะหลัง 
พบวาเทคนิคที่เหมาะสมที่สุดในการเตรียมสารละลายคือ การนํากากมันไปปรับสภาพดวยการใช
ความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) จากน้ันนําไปยอยตอดวยเอนไซมเซลลูเลส
และอะไมเลส ซึ่งสังเกตไดจากคาของน้ําตาลทั้งหมดที่ไดภายหลังการยอย อีกทั้งการใชความรอน
สูงภายใตความดัน (steam pretreatment) ในข้ันตอนของการปรับสภาพนั้น จะไมสงผลตอ
กระบวนการหมักกรดแลกติกได เนื่องจากไมมีสารเคมีเขามาเกี่ยวของ จึงไมสงผลตอการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลล และความสามารถในการผลิตกรดแลกติกได 

กระบวนการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเครื่องปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต 5 ลิตร 
โดยใชแหลงคารบอนท่ีแตกตางกัน 

 จากการเปรียบเทียบการหมักกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ
แบบเบดสถิต โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน พบวา ซับสเตรทที่ใชเปนแหลงคารบอนซ่ึงไดจาก
การยอยกากมันสําปะหลังที่เหมาะสมที่สุดในการในการนํามาผลิตกรดแลกติก คือ สารละลายที่ได
จากการยอยดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) ของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพ
ดวยการใชความรอนสูงภายใตความดัน (steam pretreatment) และจากผลการทดลองน้ีเอง
พบวากากมันสําปะหลังสามารถนํามาผานการยอยดวยเอนไซมอยางเดียวก็ได ไมจําเปนตองผาน
การปรับสภาพในกรณีใชกระบวนการหมักในระยะส้ัน แตวาถาหากเปนกระบวนการหมักในระยะ
ยาว (long-term cultivation) สารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผาน
การปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันจะเหมาะสมที่สุด เนื่องจากลักษณะ
สัณฐานของเซลลที่เกิดข้ึนของแหลงคารบอนท้ังสองชนิดนี้มีลักษณะที่แตกตางกัน ซึ่งการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมนั้นมีความ
หนาแนนของเซลลมากกวาสงผลใหอาจเกิดปญหาของ mass transfer กอใหเกิด diffusion 
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limitation และที่สําคัญอาจจะมีความเสถียรในระหวางทําการหมักระยะยาวไมดีเทากับการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดันดวยเอนไซม โดยดูจากคาประสิทธิภาพของการถายเทออกซิเจนภายในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพ (KLa) ซึ่งจากการหมักกรดแลกติกโดยใชสารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน
สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซม และการใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเปนแหลง
คารบอน สามารถใหคา KLa เทากับ 0.049 และ 0.033 ตามลําดับ ในการหมักระยะยาวนั้น การใช
สารละลายที่ไดจากการยอยของกากมันสําปะหลังที่ไมผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเปนแหลง
คารบอน เซลลจะมีปริมาณเพิ่มข้ึนและเนื่องจากเซลลมีความหนาแนนของเซลลมากกวา สงผลให
ประสิทธิภาพของการถายเทอาหารและอากาศลดนอยลงได และถาเทียบกับภาวะที่ใชสารละลาย
ที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูง
ภายใตความดันพรอมกับสารละลายแอลคาไลน และสารละลายที่ไดจากการยอยกากมัน
สําปะหลังดวยกรดเปนแหลงคารบอนนั้น พบวา สองภาวะนี้มีเอทานอลเกิดข้ึนในปริมาณที่สูงกวา
ภาวะที่ใชสารละลายที่ไดจากการยอยดวยเอนไซมของกากมันสําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวย
การใชความรอนสูงภายใตความดัน คือ 21.32% และ 23.84% ตามลําดับ อีกทั้งสารละลายยังมี
องคประกอบของสารเคมีเขามาเกี่ยวของ สงผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล และ
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกได เหตุผลดังกลาวจึงเปนตัวเลือกในการตัดสินใจอีกทางหนึ่ง 

 ดังนั้นเราสามารถเพิ่มมูลคาของกากมันสําปะหลังที่เปนวัสดุเหลือใชทางเกษตรกรรมได
โดยการนํากากมันสําปะหลังนี้มาทําการปรับสภาพดวยวิธีการใชความรอนสูงภายใตความดัน 
(steam pretreatment) เพื่อกําจัดส่ิงที่ไมตองการออกไปและทําใหอนุภาคของแปงที่หลงเหลืออยู
ในกากมันออกมาใหไดมากที่สุด จากนั้นจึงยอยอนุภาคแปงที่หลุดออกมาและเซลลูโลสที่ยัง
เหลืออยูดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) เพื่อใหไดน้ําตาลที่ใชในกระบวนการหมัก
(fermentable sugar) มาเปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติกแบบเซลลตรึงในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต ถึงแมวาความเขมขนของกรดแแลกติกที่ไดจะตํ่ากวาคาที่ไดจากการ
หมักโดยอาหารเล้ียงเชื้อที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน อยางไรก็ดีหากมีการปรับสภาพสารละลาย
ที่ไดจากการยอย (post-treatment) กอนนําไปเปนแหลงคารบอนในการหมักจะชวยกําจัดสาร
ยับยั้งการเจริญและสรางผลิตภัณฑระหวางการหมักได จึงมีความเปนไปไดที่จะทําใหไดคาความ
เขมขน yield และ productivity ของกรด แลกติกเทียบเทากับการหมักโดยกลูโคสก็เปนได  
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ขอเสนอแนะ 

1. จากผลการทดลองในงานวิจัยนี้ พบวาการใชสารละลายที่ไดจากการยอยของกากมัน

สําปะหลังที่ผานการปรับสภาพดวยการใชความรอนสูงภายใตความดันดวยเอนไซมมาเปนแหลง

คารบอนในการผลิตกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบ Batch นี้ สามารถผลิตกรดแลกติก

ไดในปริมาณระดับหนึ่ง ดังนั้นในงานวิจัยตอไปควรมีการผลิตกรดแลกติกในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพ

แบบ Fed-batch หรือ Continuous เพื่อใหไดปริมาณของกรดแลกติกเพิ่มมากข้ึน  

2. ในระหวางการหมักพบวา อาหารมีเกลือและส่ิงเจือปนทีเกิดจากการปรับคาพีเอชอยู

ดวยซ่ึงเปนตัวยับยั้งการหมัก ดังนั้นกอนการนําไปใชในกระบวนการหมักควรมีการกําจัดเกลือและ

ส่ิงเจือปนออกกอน เพื่อสงผลใหเชื้อสามารถเจริญเติบโตและผลิตกรดแลกติกไดอยางมี

ประสิทธิภาพมากข้ึน 
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ภาคผนวก ก 

การวิเคราะหหาคุณคาทางอาหาร (A.O.A.C.,1995) 

1. การหาปรมิาณรอยละของความชื้น  (% Moisture) 

อุปกรณ 

1) Aluminium foil 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 

วิธวีิเคราะห 

1) นํา Aluminium dish ไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส 
Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

2) ชั่งตัวอยาง 2 - 5 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสใน Aluminium dish 
3) นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 100+5oC  เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
4) นํา Aluminium dish กับตัวอยางที่ผานการอบไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น 

นําไปช่ัง แลวนําไปอบจนไดน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

วิธีการคํานวณ 

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

X 100 
Wt. sample 

 

2. การหาปรมิาณรอยละของไขมัน  (% Fat) 

อุปกรณ 

1) ชุดกล่ัน Soxhlet ประกอบดวย Condenser, Soxhlet apparatus และ Round 
bottom flask 

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

สารเคม ี

1) Petroleum ether 

วิธวีิเคราะห 

2) ชั่งตัวอยางที่แหง 2 – 3 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสในกระดาษกรอง แลวนําไปใส
ใน Thimble ใน Extraction tube ของ Soxhlet apparatus 

3) ใส 250 มล. Petroleum ether ลงในขวดกนกลมที่ทราบน้ําหนักแนนอน 
4) นําไป Reflux บน Heating mantle (โดยใช Water bath แทน) ใชอุณหภูมิปานกลาง 

โดยใหอัตราการกล่ันตัวของ Petroleum ether 2 – 3 หยด / วินาที ใชเวลาในการ 
Reflux  ~ 10 ชั่วโมง 

5) ระเหยเอา Petroleum ether ออกจากขวดกนกลม  (Round bottom flask) ที่สกัด
ไขมัน 

6) จากนั้นนําไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อ
ทิ้งไวใหเย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

วิธีการคํานวณ 

% Fat = 
(Wt. ขวดกนกลมกับน้าํมนั  – Wt. ขวดกนกลม) 

X 100 
Wt. sample 
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3. การหาปรมิาณรอยละของโปรตีน  (% Protein) 

อุปกรณ 

1) ชุดยอย ประกอบดวย Kjeldahl flask, Digestion apparatus (เตาไฟ), Digestion 
rack 

2) ชุดกล่ัน (Distillation unit) 
3) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Erlenmeyer flask 250 มล. 
6) Burette ขนาด 25 มล. 
7) Hood (ตูดูดควัน) 
8) Volumetric flask 

สารเคม ี

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

วิธวีิเคราะห 

1) ชั่งตัวอยางแหง 0.5 - 2 กรัม  ใสใน Kjeldahl flask 
2) เติม Catalyst 7 กรัม  (95 กรัม K2SO4 : 5 กรัม CuSO4.5H2O) 
3) เติม 15 มล. กรดซัลฟูริกเขมขน 
4) นําไปยอยบนเตาไฟจนไดของเหลวสีเขียวใส ต้ังทิ้งไวใหเย็น 
5) เติม 50 มล. DI water 
6) เติม 40% NaOH ลงใน Kjeldahl flask 
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7) นํา Erlenmeyer flask ขนาด 250 มล. ซึ่งบรรจุ 100 มล. 4% Boric acid และหยด 2 
– 3 หยด Mixed indicator ตอเขากับชุดกล่ันโดยใหปลายลางของ Condenser อยูใต
ระดับของเหลวใน Erlenmeyer flask 

8) กล่ันจนไดของเหลวประมาณ 200 มล.  นํา Erlenmeyer flask ออก ลางปลาย 
Condenser ดวย DI water 

9) นํามาทําการ titrate สารที่กล่ันไดกับ 0.1 N HCl ที่ทราบความเขมขนแนนอน 
(ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

วิธีการคํานวณ 

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

   % N  = 

N x 100 

Wt. 
sample 

      % Protein     =   % N  x  factor    

       หมายเหตุ :  factor ที่ใชคํานวณ  = 6.25 

 

4. การหาปรมิาณรอยละของเสนใยหยาบ  (% Fiber) 

อุปกรณ 

1) Erlenmeyer flask 500 มล. 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 
7) Cylinder 50 / 100 มล. 
8) Hot plate 
9) ชุดกรอง 
10) Suction pump 
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11) กระดาษกรอง 
12) เตาเผา 
13) Tong (ที่คีบถวย Crucible) 
14) Crucible 

สารเคม ี

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

วิธวีิเคราะห 

1) ชั่งตัวอยางแหงที่สกัดไขมันออกแลว (ยกเวนกรณีที่ไขมันนอยกวา 1%) 2 กรัม ใสใน 
Erlenmeyer flask 500 มล. 

2) เติม 50 มล. 5% H2SO4  และเติม 200 มล. DI Water 
3) ตมใหเดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะตมใหหมุน Erlenmeyer flask เปนคร้ัง

คราวเพื่อไมใหมีสวนแข็งติด) 
4) นํามากรองในชุดกรองผานกระดาษกรองที่ทราบน้ําหนักแนนอน (ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

โดยใช Suction pump ลาง Erlenmeyer flask ดวยน้ํารอน 50 – 70 มล. แลวเทลง
ผานกระดาษกรอง 

5) ใชน้ํารอน 50 มล. ลางซํ้าอีก 2 – 3 คร้ัง 
6) นํากากที่ไดใสใน Erlenmeyer flask เติม 50 มล. 5% NaOH  เติม 200 มล. DI Water 
7) ตมใหเดือดนาน 30 นาที บน Hot plate (ขณะตมใหหมุน Erlenmeyer flask เปนคร้ัง

คราวเพื่อไมใหมีสวนแข็งติด) 
8) กรองโดยใชวิธีเดียวกับขอ 4 และ 5 
9) ลางดวย 25 มล. 1.25% H2SO4  ลางตามดวยน้ํารอน 50 มล. และ 25 มล. Alcohol 

ตามลําดับ นํากระดาษกรองพรอมกากเสนใยใสใน Crucible ที่ทราบน้ําหนักแนนอน 
(ทศนิยม 4 ตําแหนง) 

10) นําไปอบในตูอบ (Hot air oven) ที่ 100+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวให
เย็น นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 
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11) นําไปเผาที่อุณหภูมิ 600+5oC เปนเวลานาน 30 นาที ทําใหเย็นใน Desiccator ชั่ง
น้ําหนักอีกคร้ัง และนําไปเผาจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก  

วิธีการคํานวณ 

 

5. การหาปรมิาณรอยละของเถา  (% Ash) 

อุปกรณ 

1) Crucible 
2) Spatula stainless / plastic (ชอนตักสาร) 
3) Hot air oven 
4) เคร่ืองชั่งทศนยิม 4 ตําแหนง 
5) Desiccator 
6) Forcep 
7) Hood 
8) เตาเผา 
9) Tong 

วิธวีิเคราะห 

1) นํา Crucible ไปเผาที่เตาเผา ที่ 550+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น 
นําไปช่ังจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

2) ชั่งตัวอยาง 2 กรัม (ทศนิยม 4 ตําแหนง) ใสใน Crucible 
3) นําไปเผาบน Hot plate ในตูดูดควัน (Hood) จนหมดควันสีดํา 
4) นําไปเผาในเตาเผาที่ 550+5oC  แลวนําไปใส Desiccator เพื่อทิ้งไวใหเย็น นําไปชั่ง

น้ําหนัก และนําไปเผาจนน้ําหนักคงที่ จดบันทึกน้ําหนัก 

 

 

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

X 100 
Wt. sample 
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วิธีการคํานวณ 

 

 

 

6. การหาปรมิาณรอยละของคารโบไฮเดรต  (% Carbohydrate) 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% Ash = 
Wt. sample หลังเผา 

X 100 
Wt. sample 
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ภาคผนวก ข 

การคํานวณ 

ตัวอยาง การหมักแบบเซลลตรึงในเคร่ืองปฏิกรณชีวภาพแบบเบดสถิต ที่อัตราการกวน 700 รอบ
ตอนาที อัตราการใหอากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที 

1. การหาคาปริมาณผลผลิตผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นตอสารต้ังตนทีถู่กใชไป (Yield : YP/S)  

YP/S = 
P  P

S  S
 

จากตารางที่ ข.1  

1) YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ 

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

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

= 0.0825 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.0825 คิดเปน 8.25 % 

 

2) YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

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

=  (53.61 – 0) / (71.24 – 0.28)  

= 0.7555 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.7555 คิดเปน 75.55 % 
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3) YP/S ของเอทานอลในอาหารเพื่อการเจริญ 

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

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

= 0.2306 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.2306 คิดเปน 23.06 % 

 

4) YP/S ของกรดเอทานอลในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

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

=  (4.01 – 0) / (71.24 – 0.28)  

= 0.0565 

คา YP/S ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.0565 คิดเปน 5.65 % 

 

2. การหาคาอัตราการผลติผลิตภัณฑ (Productivity (g/L·h)) 

Productivity (g/L·h) = 
P

T
 

จากตารางที่ ข.1  

1) Productivity ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ 

Productivity = กรดแลกติกt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

=  5.73 / 48  

= 0.12 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.12 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
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2) Productivity ของกรดแลกติกในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

Productivity = กรดแลกติกt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

= 53.61 / 32  

= 1.68 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 1.68 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 

3) Productivity ของเอทานอลในอาหารเพื่อการเจริญ 

Productivity = เอทานอลt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

=  16.01 / 48  

= 0.33 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.33 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 

4) Productivity ของเอทานอลในอาหารเพื่อการสรางผลิตภัณฑ 

Productivity = เอทานอลt (กรัมตอลิตร) / ระยะเวลา(ชั่วโมง)  

= 4.01 / 32  

= 0.13 

อัตราการผลิตกรดแลกติกในอาหารเพื่อการเจริญ เทากับ 0.13 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 



 

 

143

 

ตารางที่ ข.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของกลูโคส ความเขมขนของกรดแลกติก ความเขมขนของเอทานอลกับเวลาในอาหารเพื่อการเจริญและการสราง
ผลิตภัณฑ 

สารตัวอยาง  เวลา (ชั่วโมง) 
ความเขมขนของกลูโคส  

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนของกรดแลกติก  

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนของเอทานอล  

(กรัมตอลิตร) 
G 0 h 0 69.43 0.00 0.00 
G 8 h 8 74.33 0.00 0.00 
G 16 h 16 71.12 0.00 0.00 
G 24 h 24 42.07 1.83 6.92 
G 32 h 32 15.03 4.84 14.36 
G 40 h 40 0.27 5.07 15.64 
G 48 h 48 0.00 5.73 16.01 
P 0 h 48 71.24 0.00 0.00 
P 8 h 56 63.43 0.00 0.00 
P 16 h 64 63.35 17.11 0.00 
P 24 h 72 11.69 40.16 3.53 
P 32 h 80 0.28 53.61 4.01 
P 40 h 88 0.00 50.68 0.00 
P 48 h 96 0.00 51.86 0.00 
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3. การหาคาสัมประสิทธิก์ารถายเทออกซิเจน (KLa) ในเครื่องปฏิกรณชวีภาพดวยวธิี 
Dynamic method of gassing out 

Dynamic method of gassing out สามารถใชการคํานวณหาคา  KLa ในกรณีที่สภาวะ
ของการหมักยงัมีเซลลที่มีชวีติอยู ซึ่งวิธนีี้มขีอดีกวาวธิีอ่ืนๆคือ ไมตองใชขอมูลสมมติฐานแตเปน
การใชขอมูลจากการทดลองจริง แตขอสําคัญคือ DO probe ตองใหคาที่ถกูตองจริงๆ โดยในการ
ทดลองการใหอากาศจะถูกหยุดทาํให dissolved oxygen concentration (CL) ในอาหารเล้ียงเชือ้
ลดลงแตยังคงใหมีการกวนระดับตํ่าอยูเพือ่คงใหคงความเปนเนื้อเดียวกัน  หลังจากนั้นจงึมกีารให

อากาศอีกคร้ัง ซึ่งการเปล่ียนแปลงของ CL กับเวลา อยูในเทอมของ 
dt

dC L และยังสัมพนัธกบัคา 

Oxygen uptake rate (OUR) และ คา  Oxygen transfer rate (OTR) ดวยดังสมการ 

OUROTR
dt

dCL   

โดยที ่                          OTR =  KLa × (CL*-CL) 

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

OUR
dt

dCL   

ขณะที่ไมมีการใหอากาศ  OTR = 0 นั่นคือ อัตราการเปล่ียนแปลงของออกซิเจนในเคร่ือง
ปฏิกรณชีวภาพเทากับอัตราการนาํออกซิเจนไปใชของเซลล และ OUR (mM/min) สามารถหาได
จากคาความชันจากการสรางกราฟระหวาง CL กับ เวลาในชวงที่ไมมกีารใหอากาศ ดังภาพที่ ข.1 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.1 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจนละลาย(CL) กับเวลา(วินาท)ี จาก
แบบจําลองในทางทฤษฎี 
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ในชวงที่สองท่ีมีการใหอากาศอีกคร้ังอัตราการเปล่ียนแปลงของออกซิเจนเทากับอัตราการ
ใหอากาศ ลบ อัตราการนาํออกซิเจนไปใชของเซลล 

OUROTR
dt

dCL   

แต                                                         )C*a(CKOTR
LLL

  

ดังนัน้                                         )C*a(CKOUR
dt

dC
LLL

L   

                                                                      *aCKaCK
LLLL

  

ชวงที่มีการใหอากาศ ซึ่งคา KLa เทากับคาติดลบของความชันของกราฟ  

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.2 ความสัมพันธระหวาง dCL/dt กับ CL จากแบบจําลองในทางทฤษฎี 

 

จากการทดลองนี้สมมติฐานใหอาหารเล้ียงเชื้อมีสภาพคลายน้ํา คาการอ่ิมตัวของ
ออกซิเจน 100 %  ที่อุณหภูมิ 30º C  มีคาการละลายของน้ําเทากับ 0.2436 mM H2O จากขอมูลที่

กําหนดใหสามารถคํานวณหาคา CL ไดจากสมการ CL  = 
100

0.2436DO%
 ไดผลดังตารางที่ ข.2 

นํามาสรางกราฟระหวาง CL กับ เวลาไดดังกราฟภาพที่ ข.3 
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ภาพที ่ข.3 ความสัมพันธระหวางความเขมขนของออกซิเจนที่ละลายในอาหาร (CL) กับเวลา 
(วินาที) ในการทดลอง 

 

คํานวณหาคา OUR จากการหาคาความชันของกราฟระหวาง CL กับ เวลา ขณะที่ไมมีการให

อากาศ คา OTR = 0 ดังนั้น OUR
dt

dCL    ซึ่งสามารถสรางกราฟคํานวณหาคาความชันไดดัง

ภาพที่ ข.4 และไดคา OUR เทากับ 0.00005 mM/s  
 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.4 ความสัมพันธระหวาง CL กับ เวลา (วินาที) ในชวงการไมมอีากาศ 
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จากนั้นคํานวณหาคา KLa หลังจากที่มีการใหอากาศอีกคร้ังหนึ่ง โดยคา CL ในแตละเวลาจะข้ึนอยู
กับ OUR  และ OTR ดังสมการ 

OUROTR
dt

dCL   

แต                                                  )C*a(CKOTR
LLL

  

เพราะฉะนัน้                       )C*a(CKOUR
dt

dC
LLL

L   

                                                              *aCKaCK
LLLL

  

   cxslopey   

ดังนัน้สามารถหาคา KLa จากการสรางกราฟระหวาง  OUR
dt

dCL   กับ CL  ไดดังภาพที ่ข.5 

และสามารถคํานวณหาคา KLa ไดเทากับ  0.045 s-1  

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่ข.5 ความสัมพันธระหวาง dCL/dt+OUR กับ CL 

 

 

 

y = ‐0.044x + 0.011
R² = 0.982
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ตารางที่ ข.2 คาการละลายของออกซิเจน (DO) ความเขมขนของออกซิเจนละลายในอาหาร
(CL)กับเวลา (วินาที) (ตอ) 

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

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

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

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

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