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ในงานวิจยัน้ีไดท้  าการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติก จากแหล่งธรรมชาติใน
ประเทศไทย เช่น ดิน เปลือกไม ้และรากไม ้จากทั้งหมด 136 ไอโซเลท ท่ีคดัเลือกไดพ้บวา่มีเพียง 5 ไอโซเลท เท่านั้น 
ท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติก ส่วนท่ีเหลือผลิตกรดดีแอล และแอลแลกติก ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทั้ง 5 
ไอโซเลท พบว่ามี 1 ไอโซเลท (NK26-11) เป็นแบคทีเรียสกุลใหม่ท่ีคดัเลือกไดจ้ากงานวิจยัน้ี และอีก 4 ไอโซเลท 
ได้แก่ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนสูงเทียบได้กับ Sporolactobacillus 
laevolacticus S. kofuensis S. inulinus และ S. nakayamae subsp. nakayamae ตามล าดบั และต่อมาน าทั้ง 5 ไอโซเลท 
มาทดสอบการผลิตกรดดีแลกติก จากการทดลองพบวา่ SK5-2 และ CU72-1 สามารถใหป้ริมาณผลผลิต และอตัราการ
ผลิตรวมถึงความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงเพียงต่อการยอมรับไดใ้นการสังเคราะห์พอลิดีแอลแลกติกแอซิด SK5-2 สามารถ
ผลิตคะตะเลส และใหค้่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดดีแลกติกสูงถึง 99.99 เปอร์เซ็นต ์และมีความเขม้ขน้กรดดีแลก
ติกสุดทา้ย 97.24 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตกรดดีแลกติกคือ 81.03 เปอร์เซ็นตแ์ละ 1.35 
กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดบั จากการหมักโดยกลูโคส ส าหรับ CU72-1 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียไม่ผลิตคะตะเลส 
สามารถผลิตกรดดีแลกติกท่ีใหค้่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีต ่ากว่า SK5-2 เล็กนอ้ย (98.83 %ee) และความเขม้ขน้กรดดี
แลกติกสุดทา้ย 91.87 กรัมต่อลิตร ค่าปริมาณผลผลิต 76.56 เปอร์เซ็นต ์และอตัราการผลิต 1.28 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
ต่อมาน า SK5-2 และ CU72-1 ทดสอบความสามารถในการหมกักรดแลกติกจากแหล่งคาร์บอนอ่ืนๆ พบว่า SK5-2 
และ CU72-1 มีความสามารถในการใชซู้โครสเพ่ือผลิตกรดดีแลกติกแต่ประสิทธิภาพไม่ดีเทียบเท่ากลูโคส เม่ือ
ทดสอบการใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า SK5-2 เท่านั้นท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติกได ้เม่ือเติม
กลูโคอะไมเลส ในระหวา่งการหมกัดว้ยแป้งมนัส าปะหลงั พบว่าทั้ง SK5-2 และ CU72-1 สามารถผลิตกรดดีแลกติก
ไดใ้นปริมาณท่ีสูง โดยเทียบกับผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกักลูโคส เพ่ือลดตน้ทุนในการผลิตกรดดีแลกติก แหล่ง
ไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกไดถู้กน ามาใชท้ดแทนสารสกดัจากยสีต ์และเปปโทน โดยเปปโทนถูกแทนท่ีดว้ยแอมโมเนียม
คลอไรด ์และลดปริมาณการใชส้ารสกดัจากยสีต ์โดย SK5-2 ในการหมกัดว้ยกลูโคสท่ีมีสารสกดัจากยสีต ์7.5 กรัมต่อ
ลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร สามารถให้ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสูงถึง 123.48 กรัมต่อลิตร ค่า
ปริมาณผลผลิต 104.24 เปอร์เซ็นต ์และอตัราการผลิต 1.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ความบริสุทธ์ิเชิงแสง 99.47 %ee 
เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีเป็นตวัควบคุมซ่ึงประกอบไปดว้ยสารสกดัจากยสีต ์20 กรัมต่อลิตร และเปปโทน 10 กรัม
ต่อลิตร โดยน าแอมโมเนียมคลอไรดม์าแทนท่ีเปปโทนท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั ส่งผลใหไ้ดค้วามเขม้ขน้กรดดีแลกติก 
สุดทา้ย 112.63 กรัมต่อลิตร ค่าปริมาณผลผลิต 98.48 เปอร์เซ็นต ์ค่าอตัราการผลิต 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยให้
ความบริสุทธ์ิเชิงแสง 98.34 %ee ของการหมกักลูโคสโดย CU72-1  
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In this study, screening of D-lactic acid producing bacteria from Thai natural habitats including soil, 
tree barks, and small plant roots was performed. Among 136 isolates screened from the natural samples, only 5 
isolates produced D-lactic acid whereas the remaining were DL- and L-lactic acid producing bacteria. From 
bacterial identification, it was found that one isolate (NK26-11) might be novel bacterial genus screened in this 
work. While the remaining 4 isolates obtained, i.e., SK5-2, CU38-12, CU68-1 and CU72-1 acquired the high 
similarity percentage to Sporolactobacillus laevolacticus, S. kofuensis, S. inulinus and S. nakayamae subsp. 
nakayamae, respectively. Later, the 5 isolates were tested for D-lactic acid fermentation. The results show that 
only SK5-2 and CU72-1 gave the high D-lactic acid yield and productivity with an acceptable optical purity 
percentage required in poly (D/L-lactic acid) synthesis. SK5-2, a catalase producing isolate, gave the high 
optical purity of D-lactate at 99.99 % and the final lactate titer of 97.24 g/L with the corresponding yield and 
productivity of  81.03 % and 1.35 g/Lh, respectively from the glucose fermentation. CU72-1, a non-catalase 
producing isolate, produced D-lactate at a bit lower optical purity (98.83%ee) with the final titer of 91.87 g/L, 
yield of 76.56 %, and productivity of 1.28 g/Lh. Later, SK5-2 and CU72-1 were tested for the ability to use 
various carbon substrates. It was observed that both SK5-2 and CU72-1 were capable of utilizing sucrose for D-
lactic acid production but not as good as when consuming glucose. When using tapioca starch as the sole 
carbon source, only SK5-2 was able to produce D-lactic acid. With the supplemented glucoamylase during 
tapioca starch fermentation, both SK-2 and CU72-1 were able to produce D-lactic acid at high final titer 
compared to that obtained from glucose fermentation. To lower the production cost, yeast extract was 
substituted by an inexpensive nitrogen source. Peptone was replaced by NH4Cl. The glucose fermentation 
supplemented with yeast extract (7.5 g/L) and NH4Cl (10 g/L) by SK5-2 gave the high lactate titer (123.48 g/L), 
yield (104.24%), and productivity (1.72 g/Lh) with the optical purity of 99.47%ee. Compared with the control 
medium containing yeast extract (20 g/L) and peptone (10 g/L), replacing peptone with NH4Cl at the same 
concentration gave the higher lactate titer (112.63 g/L), yield (98.48%), productivity (1.56 g/Lh) with 
98.34%ee in the glucose fermentation by CU72-1. 
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บทที ่1 
 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

  
ในปัจจุบนัพลาสติกท่ีได้จากการสังเคราะห์สารตั้งตน้จากปิโตรเลียมมีการน ามาใช้งาน

อยา่งแพร่หลาย ซ่ึงส่งผลกระทบต่อปริมาณท่ีลดลงของแหล่งปิโตรเลียมท่ีมีอยูต่ามธรรมชาติ และ
ยงัส่งผลด้านมลภาวะต่อส่ิงแวดล้อม ผลกระทบดังกล่าวเป็นแรงผลกัดันให้เกิดงานวิจยัเพื่อหา
วตัถุดิบทางเลือกเพื่อน ามาทดแทนพลาสติกจากปิโตรเลียม โดยงานวิจยัท่ีก าลงัเป็นท่ีไดรั้บความ
สนใจเป็นอยา่งยิง่ไดแ้ก่ งานวจิยัดา้นพลาสติกชีวภาพ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งพอลิแลกติกแอซิด ซ่ึงเป็น
พอลิเมอร์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพและไม่มีความเป็นพิษ พอลิเมอร์ชนิดน้ีผลิตจากการสังเคราะห์
ทางเคมีของกรดแอลหรือดีแลกติกบริสุทธ์ิ ท่ีเรียกวา่ พอลิแลกติกแอซิด หรือ PLA โดยท่ีผา่นมาได้
มีความมุ่งหวงัให้มีการน า PLA ไปใช้ทดแทนพลาสติกท่ีมาจากปิโตรเคมี เพื่อช่วยลดปัญหาดา้น
แหล่งวตัถุดิบท่ีลดลงและราคาของปิโตรเคมีท่ีสูงข้ึน และผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม (Bustos และ
คณะ, 2004; Fukushima และคณะ, 2004; สาโรจน์ ศิริศนัสนียกุล, 2547) ปัจจยัส าคญัในการ
สังเคราะห์ PLA คือความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดแลกติกท่ีใช้เป็นสารตั้งตน้ PLA ท่ีมีผลต่อการ
เรียงตวัเชิงโครงสร้างผลึก (Stereocomplex) และอุณหภูมิเหลว (Melting temperature, Tm) ของพอ
ลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ได ้ซ่ึงจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อกระบวนการข้ึนรูปของพอลิเมอร์ชนิดน้ีโดย
กรดแลกติกท่ีจะน าไปเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์ PLA ควรมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงมากกวา่ 99 
เปอร์เซ็นต ์(Bustos และคณะ, 2004) ในระยะแรกท่ีผลิตไดเ้ป็นชนิด PLLA หรือ พอลิแอลแลกติก
แอซิด โดยมีมอนอเมอร์ชนิดแอลของกรดแลกติกเป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการพอลิเมอร์ไรเซชัน่ 
(Polymerization) เน่ืองจากกรดแอลแลกติกมีจ าหน่ายแพร่หลายในทอ้งตลาด โดย PLLA ท่ี
สังเคราะห์ได้จะมีอุณหภูมิเหลวท่ี 175 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตาม เม่ือน ากรดดีแลกติกมา
สังเคราะห์ร่วมกับกรดแอลแลกติกเป็นพอลิดีแอลแลกติกแอซิด หรือ PDLLA เกิดเป็น 
Stereocomplex พบวา่สมบติัเชิงโครงสร้างผลึกของพอลิเมอร์ชนิดน้ีเด่นกวา่ PLLA โดยมีอุณหภูมิ
เหลวสูงถึง 230 องศาเซลเซียส ซ่ึงท าใหส้ะดวกต่อกระบวนการข้ึนรูป (Calabia และ Tokiwa, 2007)     

ดงันั้น หากตอ้งการยกระดบัการผลิต PLA ให้สามารถแข่งขนักบัพลาสติกจากปิโตรเคมีท่ี
ใชก้นัในปัจจุบนั PDLA น่าจะเป็นทางเลือกประการส าคญัในเชิงของสมบติัและคุณภาพของพอลิ
เมอร์ท่ีผลิตได้ และการน าไปประยุกต์ใช้จริงในอุตสาหกรรมการข้ึนรูปโดยหลีกเล่ียงการ
ปรับเปล่ียนกระบวนการข้ึนรูปท่ีมีอยู่แลว้ในปัจจุบนัให้นอ้ยท่ีสุด อย่างไรก็ดี สารตั้งตน้ ไดแ้ก่ มอ 
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นอเมอร์บริสุทธ์ิชนิดดีของกรดแลกติกหาไดค้่อนขา้งยากในปัจจุบนั เน่ืองจากยงัไม่มีอุตสาหกรรม
ใดท่ีผลิตกรดชนิดน้ีออกเพื่อจ าหน่าย อีกทั้งงานวจิยัดา้นการผลิตกรดดีแลกติกยงัมีอยูจ่  านวนไม่มาก
นกั (Benthin และ Villadsen, 1995; Lee, 2007)โดยงานวจิยัส่วนใหญ่เนน้การหมกักรดดีแลกติกโดย
จุลินทรียท่ี์ผา่นการตดัต่อทางพนัธุกรรม (Genetically modified microorganism) ซ่ึงประเด็นการใช้
จุลินทรียจ์  าพวกน้ีในทางการคา้ยงัไม่เป็นท่ียอมรับในกลุ่มสหภาพยโุรป และญ่ีปุ่นท าใหก้ารผลิตเชิง
การคา้ของกรดดีแลกติกโดยจุลินทรียจ์  าพวกน้ีอาจไม่ไดรั้บการยอมรับ และเกิดการกีดกดัเชิงการคา้
ได้ อย่างไรก็ดี จุลินทรีย์ตามธรรมชาติท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกยงัคงมีอยู่บ้าง
ถึงแมว้า่จะมีจ านวนไม่มากนกัเม่ือเทียบกบัจุลินทรียท่ี์มีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดแอลแลกติก  

ดงังานวจิยัดา้นการคดัเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกท่ีไดจ้ากตวัอยา่งดินของ 
Yanagida และคณะ (1997) พบแบคทีเรีย 5 สปีชีส์ ท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกไดแ้ก่ 
Sporolactobacillus inulinus S. nakayamae subsp. nakayamae S. terrae S. kofuensis และ S. 
lactosus นอกจากน้ี Tanasupawat และคณะ (1998) แยกเช้ือจากปลาร้าพบว่า Leuconostoc sp. 
สามารถผลิตกรดดีแลกติกได ้และ De Martinis และ Freitas (2003) ไดค้ดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรด
ดีแลกติกจากเน้ือ (Brazilian meats) ซ่ีงพบวา่เป็นแบคทีเรียชนิด Leuconostoc sp.20 ต่อมา Fujita 
และคณะ (2010) พบ S. putidus sp. ไดจ้ากการคดัแยกเช้ือจากน ้ าส้มเน่า หลงัจากนั้นในปี 2011 
Tashiro และคณะ ไดค้ดัเลือกเช้ือจากคราบสกปรกในอ่างลา้งหนา้พบวา่เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถทน
อุณหภูมิสูงถึง 50 °C คือ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis QU41 เม่ือศึกษาการผลิตกรดดี
แลกติกพบวา่ ในปี 2004 Bustos และคณะพบวา่ L. coryniformis subsp. torquens CECT 4129T 
สามารถผลิตกรดดีแลกติกไดถึ้ง 58.9 กรัมต่อลิตร จากอาหารท่ีประกอบดว้ย Corn steep liquor 5 
กรัมต่อลิตร สารสกดัจากยีสต ์3.6 กรัมต่อลิตร และเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร ต่อมา Calabia และ 
Tokiwa (2007) ศึกษาการหมักกรดดีแลกติกโดย L. delbrueckii JCM 1148 จากอาหารท่ี
ประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอน 3 ชนิด ไดแ้ก่ กากน ้ าตาล 119 กรัมต่อลิตร น ้ าออ้ย 133 กรัมต่อลิตร 
และน ้าหวับีท 105 กรัมต่อลิตร พบวา่ไดก้รดดีแลกติก 104 118 และ 82 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดย
กรดดีแลกติกท่ีไดมี้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงในช่วง 97.2-98.3 เปอร์เซ็นต์ Fukushima และคณะ 
(2004) รายงานว่า L. delbrueckii LD0028 สามารถผลิตกรดดีแลกติกจากแป้งขา้วเจา้ โดยมีอตัรา
ผลผลิตมากถึง 70 เปอร์เซ็นต ์และความบริสุทธ์ิเชิงแสงมากกวา่ 97.5 เปอร์เซ็นต ์ส่วน S. inulinus 
(SI0073 และ SI0074) ให้ผลผลิตกรดดีแลกติกท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงถึง 98.9 เปอร์เซ็นต ์
นอกจากน้ียงัมีรายงานวิจยัอ่ืนๆ ช้ีให้เห็นว่าเราสามารถใช้แลกโทสเป็นแหล่งคาร์บอนไดอี้กดว้ย 
ดงันั้น เราอาจเลือกใช้ผลิตภณัฑ์ท่ีเหลือจากอุตสาหกรรมซ่ึงมีราคาค่อนขา้งถูกมาใช้เป็นทั้งแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนในการหมกักรดแลกติกโดยแบคทีเรียดงักล่าวได ้งานวิจยัของ Fukushima 
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และคณะ (2004) ช้ีใหเ้ห็นวา่หากตอ้งการลดตน้ทุนในการหมกั เราสามารถน าแหล่งไนโตรเจนราคา
ถูก เช่น สารสกดัจากมอลท ์(Malt extract) น ้ าทิ้งจากโรงโม่แป้งขา้วโพด (Corn steep liquor) หรือ
แป้งถัว่เหลือง (Soybean flour) เพื่อทดแทนปริมาณการใชส้ารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract) หรือ 
เปปโทน (Peptone)  

จากงานวิจัยท่ีกล่าวมาข้างต้น ช้ีให้เห็นว่าเราสามารถคัดเลือกสายพนัธ์ุแบคทีเรียจาก
ธรรมชาติท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกได ้ดงันั้นจึงสามารถหลีกเล่ียงการใชจุ้ลินทรียท่ี์
ผ่านการตดัต่อทางพนัธุกรรมในกระบวนการหมกัได้ อย่างไรก็ตาม งานวิจยัดงักล่าวยงัไม่มีการ
กล่าวถึงความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดแลกติกท่ีถูกผลิตข้ึนมาจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกมาไดห้รือ
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดดีแลกติกท่ีไดย้งัคงต ่ากวา่เกณฑม์าตรฐานส าหรับการน าไปสังเคราะห์
เป็น PLA (>99.5 เปอร์เซ็นต)์ นอกจากน้ีผลของปัจจยั เช่น อาหาร ภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัท่ีมี
ความส าคญัต่อการหมกัในระดบัอุตสาหกรรม ไดแ้ก่ ค่าอตัราผลผลิตกรดแลกติก และผลผลิตเชิง
ปริมาตรยงัไม่ได้มีการศึกษาอย่างครบถ้วน ดังนั้น งานวิจยัน้ีจึงมุ่งศึกษาการคดัเลือกสายพนัธ์ุ
แบคทีเรียจากธรรมชาติท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติก กล่าวคือ ผลิตกรดดีแลกติกท่ีมี
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูง และท าการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสม ต่อการเจริญและผลิตกรดดีแลกติกในระ
ดบัขวดเขย่าเพื่อให้ไดอ้ตัราผลผลิตและผลผลิตเชิงปริมาตรในปริมาณมากจากแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนท่ีหลากหลาย นอกจากน้ียงัท าการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดเ้พื่อระบุ
สายพนัธ์ุ ทั้งน้ีขอ้มูลท่ีได้จากงานวิจยัน้ีจะสามารถน าไปประยุกต์เป็นขอ้มูลน าร่องเพื่อใช้ในการ
พฒันาอุตสาหกรรมการผลิตกรดดีแลกติกต่อไปในอนาคต 
 
1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 
 

คดัเลือกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกท่ีมีความ
บริสุทธ์ิเชิงแสงสูง และหาภาวะการเจริญและสร้างกรดดีแลกติกท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียท่ี
คดัเลือกได ้รวมถึงการพิสูจน์เอกลกัษณ์แบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้  
 
1.3 ขอบเขตของงานวจัิย 
 

ศึกษาแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกโดยคดัเลือกจากแหล่งธรรมชาติ และน ามาท าการทดลอง
การหมกัในระดบัขวดเขย่าเพื่อคดัเลือกแบคทีเรียมีความสามารถผลิตกรดดีแลกติกท่ีมีค่าความ
บริสุทธ์ิเชิงแสงสูงและผลิตกรดดีแลกติกในปริมาณสูง ต่อมาท าการทดลองการหมกัในระดบัขวด
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เขยา่โดยใชอ้าหารท่ีมีความเขม้ขน้และชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนัเพื่อหา
ภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อใหไ้ดอ้ตัราผลผลิตและผลผลิตเชิงปริมาตรในปริมาณมาก จากนั้นน าแบคทีเรีย
ท่ีผา่นการคดัเลือกมาศึกษาหาคุณลกัษณะของแบคทีเรียและการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย 

 
1.4 วธีิด าเนินการวจัิย  
 

1.4.1 เก็บตวัอยา่งรากพืช เปลือกไม ้ดิน ปุ๋ยอินทรีย ์  
1.4.2 คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสง

สูง  
1.4.3 ศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียท่ี

คดัเลือกได ้โดยท าการทดลองการหมกัในระดบัขวดเขยา่  
1.4.4 ศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนท่ี

มีความเขม้ขน้และชนิดท่ีแตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมกัในระดบัขวดเขยา่ 
1.4.5 ศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจน

ท่ีมีความเขม้ขน้และชนิดท่ีแตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมกัในระดบัขวดเขยา่ 
1.4.6 พิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกท่ีคดัเลือกได ้                 

 
1.5 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ  
 

ได้แบคทีเรียท่ีมีความจ าเพาะและทราบภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดดีแลกติกท่ีมี
ปริมาณและค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูง จากแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั และยงั
สามารถบ่งบอกชนิดและคุณลกัษณะของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติก 



 

บทที ่2 
 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
 
2.1 กรดแลกติก (Lactic acid) 
 

กรดแลกติกเป็นกรดอินทรียท่ี์มีช่ือทางเคมีวา่ 2-Hydroxypropanoic acid ซ่ึงมีสูตรทางเคมี 
C3H6O3 มีน ้าหนกัมวลโมเลกุล 90.08 กรดแลกติกมี 2 ไอโซเมอร์ คือ กรดดีแลกติก และกรดแอล 
แลกติก ซ่ึงแตกต่างกนัท่ีการวางตวัของหมู่ไฮดรอกซีตรงต าแหน่งของไครัลคาร์บอน แสดงดงัรูปท่ี 
2.1 และแบ่งเป็น 3 ชนิด คือ กรดแอลแลกติก กรดดีแลกติก และกรดดีแอลแลกติก กรดแอลแลกติก
มีจุดเดือด และจุดหลอมเหลว คือ 82-85 และ 16.8-33 องศาเซลเซียส ตามล าดบั ในขณะกรดดีแลก
ติก มีจุดเดือด และจุดหลอมเหลวคือ 103 และ 52.8-53.6 องศาเซลเซียส กรดแลกติกสามารถละลาย
ไดใ้นน ้า เอทานอล และอะซีโตน แต่ไม่ละลายในคลอโรฟอร์ม ปิโตรเลียมอีเทอร์ และคาร์บอนได
ซลัไฟด ์ซ่ึงคุณสมบติัของกรดแลกติก แสดงดงัตารางท่ี 2.1 (Budavari และคณะ, 1989; Holten และ
คณะ, 1971; Reddy และคณะ, 2008) 

 

 
    กรดดี (-) แลกติก                            กรดแอล (+) แลกติก 

รูปท่ี 2.1 สูตรโครงสร้างของกรดแลกติก  
 
ในทางธรรมชาติจะพบกรดแอลแลกติกไดง่้าย เช่น องคป์ระกอบอาหารโดยเฉพาะอยา่งยิ่ง

กลุ่มอาหารหมกัดอง นอกจากน้ีกรดแอลแลกติกยงัถูกพบไดใ้นส่ิงมีชีวิตทั้งในร่างกายของมนุษย์
และสัตว ์ส่วนกรดดีแลกติกมกัพบในปริมาณนอ้ยตามส่ิงมีชีวิตในธรรมชาติ เพราะกรดชนิดน้ีหาก
มีในปริมาณมากจะส่งผลเสียต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของมนุษย ์ทั้งน้ีเน่ืองจากระบบเมแทบอ
ลิซึมในร่างกายมนุษยมี์ความจ าเพาะต่อเฉพาะกรดแอลแลกติกเท่านั้น จึงท าให้กรดดีแลกติกท่ีเกิด
และดูดซึมเขา้สู่ร่างกายของมนุษย์หากไม่สามารถถูกก าจดัได้ และตกค้างอยู่ภายในร่างกายใน
ปริมาณมากอาจก่อใหเ้กิดอนัตรายได ้ดงันั้นองคก์ารอนามยัโลกจึงมีการก าหนดวา่มนุษยบ์ริโภค 
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กรดดีแลกติกไดไ้ม่เกิน 100 มิลลิกรัมต่อน ้ าหนกัร่างกาย 1 กิโลกรัมต่อวนั (Lee, 2007; สาโรจน์ ศิริ
ศนัสนียกุล, 2547) 
 
ตารางท่ี 2.1 คุณสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของกรดแลกติก 
Chemical Abstracts Registration CAS.-Reg.-No [79-33-4] 
สูตรทางเคมี  C3H6O3 
ช่ือทางเคมี 2-Hydroxy-propanoic acid 
มวลโมเลกุล 90.08 
ลกัษณะทางกายภาพ Aqueous solution 
รสชาติ รสกรดอ่อน 
จุดหลอมเหลว 53 oC/127 oF 
จุดเดือด 122 oC at 14 mm Hg 
Dissociation Constant, Ka 1.37x10-4 
pKa 3.85 
Physical state Colorless to slightly yellow syrupy liquid 
Toxicity Oral rat LD50:3543 mg/kg 
NFPA ratings Health 3 Flammability 1 Reactivity 1 
Specific gravity 1.2 
Flash point 112 oC 
Heat of combustion,    Hc 1361 KJ/mole 
Specific heat, Cp at 20 oC 190 J/mole /

 oC 
(ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Narayanan และคณะ, 2004; Vaidya และคณะ, 2005) 
 
2.2 ประโยชน์ของกรดแลกติก  
 

กรดแลกติกเป็นกรดอินทรียท่ี์มีประโยชน์สามารถน ามาประยุกตไ์ดอ้ยา่งหลากหลาย เช่น
อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเวชภณัฑ์ อุตสาหกรรมพลาสติก อุตสาหกรรมตวัท าละลาย และ
อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง ซ่ึงในปัจจุบนัมีแนวโนม้ความตอ้งการกรดแลกติกมากข้ึนในแต่ละปี  
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2.2.1 อุตสาหกรรมอาหาร  
กรดแลกติกเป็นองค์ประกอบส าคญัช่วยปรับปรุงรสชาติความเป็นกรด ช่วยป้องกนัการ

เส่ือมเสียของผลิตภณัฑพ์วกอาหาร และเคร่ืองด่ืม เช่น สลดั ผกัดอง และเบียร์ ใชเ้ป็นตวัปรับสภาพ
ความเป็นกรดในอาหาร เน่ืองจากรสชาติเป็นกรดอ่อน นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นสารกนับูดเพื่อป้องกนั
การเส่ือมสภาพของอาหาร และยงัมีคุณสมบติัเป็น Probiotic ท่ีช่วยกระตุน้ให้ระบบภูมิคุม้กนัการ
ตอบสนองดีข้ึน โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากกรดแลกติกแสดงดงัตารางท่ี 2.2  
 

2.2.2 อุตสาหกรรมเวชภัณฑ์  
อุตสาหกรรมดา้นเวชภณัฑ์ เช่น การเตรียมยา การขนส่งยาไปยงัเป้าหมายท่ีตอ้งการ การ

ปรับพีเอชสารละลาย ซ่ึงในปัจจุบนันิยมมาท าวสัดุอุปกรณ์ปลูกถ่าย เช่น ไหมละลาย อวยัวะเทียม 
วสัดุปิดแผล ตวัเยบ็แผล และอุปกรณ์ยดึกระดูก เน่ืองจากพอลิแลกติกแอซิดเป็นพอลิเมอร์ยอ่ยสลาย
ไดท้างชีวภาพ (Biodegradable) สามารถเขา้กบัเน้ือเยื่อได ้ซ่ึงถูกน ามาใชท้างดา้นน้ีมานานกวา่ 2 
ทศวรรษ สามารถเป็นวสัดุส าหรับน าพาหรือปลดปล่อยตวัยาโดยควบคุมอตัราการปลดปล่อยได้
อยา่งมีประสิทธิภาพ  
 

2.2.3 อุตสาหกรรมพลาสติก   
สามารถใชก้รดแลกติกเป็นวตัถุดิบตั้งตน้ในการผลิตพลาสติกชีวภาพ ท่ีเรียกวา่พอลิแลกติก

แอซิด เพื่อทดแทนพลาสติกท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากแหล่งปิโตรเคมี ในการท าพลาสติกชีวภาพตอ้งมีค่า
ความบริสุทธ์ิสูงมาก และทนต่ออุณหภูมิสูงได ้เช่น ทนต่อสารละลายกรด ไม่เกิดสีท่ีอุณหภูมิสูง 
180 องศาเซลเซียส เป็นตน้ ซ่ึงสามารถน ามาประยกุตใ์ชง้านไดห้ลากหลาย เช่น ฟิลม์ กระถางตน้ไม ้
ถุง แฟ้มเอกสาร ถาดอาหาร และเปลือกลูกอม ขั้นตอนการท า Polymerization  ตอ้งไดแ้ลกไทด ์
(Lactide) ท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงถึง 99 %ee  
 

2.2.4 อุตสาหกรรมตัวท าละลาย  
ใชท้  าเป็นตวัท าละลายในผลิตภณัฑ์แลกเกอร์ น ้ ายาทาเล็บ หรือผลิตภณัฑ์ท าความสะอาด

เน่ืองจากไม่เป็นอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม และไม่เกิดการกดักร่อน  
 

2.2.5 อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง 
ใชใ้นการควบคุมค่าพีเอช มีคุณสมบติัท าให้ผิวมีความชุ่มช้ืนจึงน ามาใชเ้ป็นองคป์ระกอบ

ของครีมทาผิว และมอยเจอร์ไรเซอร์ในเคร่ืองส าอาง นอกจากน้ียงัสามารถยบัย ั้งการท างานของ



8 

เอนไซม ์Tyrosinase โดยยบัย ั้งการสร้างเม็ดสีเมลานินท่ีมีผลต่อความขาวของผิว ใช ้Ethyl lactate 
เป็นส่วนประกอบในการเตรียมยาตา้นสิว (Bustos และคณะ, 2004; Chang และคณะ, 2008; 
Fukushima และคณะ, 2004; Wee และคณะ, 2006; สาโรจน ์ศิริศนัสนียกุล, 2547)  
 
ตารางท่ี 2.2 ผลิตภณัฑท่ี์ผลิตไดจ้ากกระบวนการหมกัของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติก 
ชนิดของผลติภัณฑ์ แบคทเีรียทีผ่ลติกรดแลกติก 

เนย 
L. lactis subsp. lactis L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis 
L. lactis subsp. cremoris Leuc. mesenteroides subsp. cremoris 

โยเกิร์ต  L. delbrueckii subsp. bulgaricus S. thermophilus 
นม L. casei L. acidophilus L. rhamnosus L. johnsonii B. lactis B. bifidum 
น ้าปลา L. alimentarius C. piscicola 
Sauerkraut Leuc. mesenteroides L. plantarum P. acidilactici 
ซีอ๊ิว T. halophilus 

Sourdough 
L. sanfransiscensis L. farciminis L. fermentum L. brevis 
L. plantarum L. amylovorus L. reuteri L. pontis L. panis 
L. alimentarius W. cibaria 

ไวน์  O. oeni 
Rice wine L. sakei 
B., Bifidobacterium; C., Carnobacterium; L., Lactobacillus; Leuc., Leuconostoc; O., Oenococcus; 
P., Pediococcus; S., Streptococcus; T., Tetragenococcus; W., Weissella  
(ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Leroy และ Vuyst, 2004) 
 
2.3 กระบวนการสังเคราะห์กรดแลกติก 

 
 กรดแลกติกสามารถสังเคราะห์ได้ 2 วิธี  คือ กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี และ
กระบวนการหมกัโดยจุลินทรีย ์
 

2.3.1 กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี 
กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีเร่ิมจากการท่ี Hydrogencyanide ท าปฏิกิริยากับ

Acetaldehyde ได้ Lactonitrile ดังขั้นตอนท่ี 1 ต่อมาเขา้สู่กระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรด
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ซลัฟิวริก ไดเ้ป็นกรดแลกติกและเกลือแอมโมเนียม ดงัขั้นตอนท่ี 2 หลงัจากนั้นเขา้สู่กระบวนการท า
บริสุทธ์ิโดยกระบวนการเอสเทอร์ริฟิเคชัน่ (Esterification) ดว้ย Methanol ได ้ Methyl lactate ดงั
ขั้นตอนท่ี 3 และผา่นขั้นตอนการไฮโดรไลซิสดว้ยน ้าไดก้รดแลกติก ดงัขั้นตอนท่ี 4  
 
ขั้นตอนท่ี 1 : การเติมไฮโดรเจนไซดย์าไนด ์(Hydrogen cyanide) 
CH3CHO      +          HCN                                CH3CHOHCN 
Acetaldehyde    Hydrogen cyanide                       Lactonitrile  
 
ขั้นตอนท่ี 2 : การไฮโดรไลซิสดว้ยกรดซลัฟูริก (Hydrolysis by H2SO4 ) 
CH3CHOHCN  +   H2O +   1/2H2SO4                                   CH3CHOHCOOH    +     ½(NH4)2SO4 
Lactonitrile                  Sulphuric acid                                  Lactic acid            Ammonium salt 
 
ขั้นตอนท่ี 3 : การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ (Esterification)  
CH3CHOHCOOH   +   CH3OH                                CH3CHOHCOOCH3  +  H2O 
Lactic acid                 Methanol                                    Methyl lactate 
 
ขั้นตอนท่ี 4 : การไฮโดรไลซิสดว้ยน ้า (Hydrolysis by H2O) 
CH3CHOHCOOCH3  +  H2O                            CH3CHOHCOOH  +  CH3OH 
Methyl lactate                                                      Lactic acid          Methanol  
 
 ขอ้เสียของกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีคือ เกิดภาวะท่ีรุนแรงในการท าปฏิกิริยา ใช้
วตัถุดิบตั้งตน้เป็นพวกแหล่งปิโตรเคมี ซ่ึงมีราคาสูง และไม่เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม นอกจากน้ีกรด
แลกติกท่ีผลิตไดอ้ยูใ่นรูปของไอโซเมอร์ผสม (Calabia และ Tokiwa, 2007; Wee และคณะ, 2006) 
กรดแลกติกสามารถสังเคราะห์ทางเคมีไดจ้ากกระบวนการอ่ืน เช่น ปฏิกิริยาการย่อยสลายน ้ าตาล
ดว้ยด่าง ปฏิกิริยาการออกซิเดชั่นของ Propylene glycol ปฏิกิริยาระหว่าง Acetaldehyde กบั
คาร์บอนไดออกไซด์และน ้ าภายใต้อุณหภูมิและความดัน และปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสของ 
Chloropropionic acid (John และคณะ, 2009) 
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2.3.2 กระบวนการหมักโดยจุลนิทรีย์ 
 นอกจากการสังเคราะห์กรดแลกติกโดยกระบวนการทางเคมีแล้ว ยงัพบว่ามีจุลินทรียท่ี์
สามารถผลิตกรดแลกติกซ่ึงพบไดใ้นกลุ่มของราและแบคทีเรีย 
 

2.3.2.1 กระบวนการหมักโดยรา  
  ราท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกได ้เช่น Rhizopus oryzae และ R. arrhizus เช้ือรากลุ่ม
น้ีสามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธ์ิไดจ้ากน ้ าตาล และแป้ง ซ่ึงเป็นแหล่งวตัถุดิบทางการเกษตร
ท่ีมีราคาถูก นอกจากน้ีรายงัมีอะไมเลสท่ีสามารถเปล่ียนแป้งเป็นน ้าตาลเพื่อผลิตกรดแลกติก แต่รามี
ขอ้เสีย คือต้องการอากาศในการเจริญเติบโตและสร้างผลิตภณัฑ์ ซ่ึงก่อให้เกิดการใช้พลังงาน
จ านวนมากในการให้อากาศจึงส่งผลให้เพิ่มตน้ทุนในการผลิต กระบวนการหมกัของราเป็นแบบ
เฮเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) สามารถผลิตกรดแอลแลกติก และผลิตภณัฑ์ขา้งเคียง 
เช่น เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ และกรดฟูมาริก อีกดว้ย ในการติดตั้งถงัหมกัของราค่อนขา้ง
ยุง่ยาก เน่ืองจากรามีลกัษณะรูปร่างเป็นเส้นใย อาจเกิดขอ้จ ากดัในการขนส่งออกซิเจนเขา้สู่เซลล์ได ้
ส่งผลให้ผลิตกรดแลกติกในปริมาณต ่า (John และคณะ, 2009) แต่ขั้นตอน Downstream ของราง่าย 
และสะดวกเม่ือเทียบกบัแบคทีเรีย (Vaidya และคณะ, 2005)  
 

2.3.2.2 กระบวนการหมักโดยแบคทเีรีย  
แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกมีคุณสมบติัทนภาวะท่ีออกซิเจนน้อยและความเป็น

กรดต ่าไดดี้ ขั้นตอนการติดตั้งถงัหมกัของแบคทีเรียค่อนขา้งง่ายและไม่ยุ่งยากเหมือนรา เน่ืองจาก
แบคทีเรียมีลกัษณะไม่เป็นเส้นใย และไม่ตอ้งการอากาศเพื่อการเจริญและสร้างผลิตภณัฑ์ ดงันั้นจึง
ไม่ ส้ินเปลืองงบประมาณในการติดตั้ งถังหมัก ในกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ เ ร่ิมจาก
กระบวนการหมกัในแหล่งน ้ าตาลและเติมแคลเซียมไฮดรอกไซด์เพื่อควบคุมพีเอช ดงัขั้นตอนท่ี 1 
ต่อมาเขา้สู่กระบวนการไฮโดรไลซิสดว้ยกรดซลัฟิวริก ไดเ้ป็นกรดแลกติกและแคลเซียมซลัเฟต ดงั
ขั้นตอนท่ี 2 หลงัจากนั้นเขา้สู่กระบวนการท าบริสุทธ์ิโดยเอสเทอร์ริฟิเคชัน่ ด้วย Methanol ได ้
Methyl lactate ดงัขั้นตอนท่ี 3 และผา่นขั้นตอนการไฮโดรไลซิสดว้ยน ้ าไดก้รดแลกติก ดงัขั้นตอนท่ี 
4 
 
ขั้นตอนท่ี 1 : กระบวนการหมกัและการควบคุมพีเอช (Fermentation and neutralization) 
C6H12O6                      +         Ca(OH)2                                (2CH3CHOHCOO-)Ca2+  +  2H2O 
Carbohydrate        Calcium hydroxide                           Calcium lactate 
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ขั้นตอนท่ี 2 : การไฮโดรไลซิสดว้ยกรดซลัฟิวริก (Hydrolysis by H2SO4) 
(2CH3CHOHCOO-)Ca2+             +         H2SO4                          2CH3CHOHCOOH     +      CaSO4 
Calcium lactate                         Sulphuric acid                          Lactic acid        Calcium sulphate  
 
ขั้นตอนท่ี 3 : การเกิดปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน่ (Esterification)  
CH3CHOHCOOH     +     CH3OH                                CH3CHOHCOOCH3  +  H2O 
Lactic acid                      Methanol                                    Methyl lactate 
 
ขั้นตอนท่ี 4 : การไฮโดรไลซิสดว้ยน ้า (Hydrolysis by H2O) 
CH3CHOHCOOCH3     +     H2O                               CH3CHOHCOOH     +     CH3OH 
Methyl lactate                                                                Lactic acid               Methanol  
 
 ในกระบวนการหมกัโดยจุลินทรียมี์ขอ้ดีกว่ากระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี เน่ืองจาก
สามารถเลือกใช้วตัถุดิบทางการเกษตรท่ีเหลือใช้และหลากหลายเป็นสารตั้งตน้ เช่น กากน ้ าตาล 
แป้ง เซลลูโลส ซ่ึงช่วยลดตน้ทุนในการผลิต ขั้นตอนการสังเคราะห์โดยจุลินทรียใ์ชพ้ลงังานการเผา
ไหมท่ี้ต ่า นอกจากน้ีสามารถให้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงไอโซเมอร์ชนิดแอลหรือดีแลกติกได ้ใน
ปัจจุบนัการผลิตกรดแลกติกประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตไดจ้ากกระบวนการหมกัโดย
จุลินทรีย ์(John และคณะ, 2009; Li และคณะ, 2010) แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกส่วนใหญ่ไม่
สามารถยอ่ยแป้งได ้เน่ืองจากไม่มีเอนไซม์ท่ีใช้ในการเปล่ียนแป้งเป็นน ้ าตาลเพื่อผลิตกรดแลกติก 
ซ่ึงแตกต่างจากราท่ีมีคุณสมบติัในการใชแ้ป้งเป็นแหล่งวตัถุดิบได ้แบคทีเรียบางกลุ่มท่ีสามารถใช้
แป้งเป็นแหล่งอาหารเพื่อผลิตกรดแลกติกได ้เน่ืองจากมี α-amylases เช่น Lactobacillus fermentum 
L. amylophilus L. plantarum และ L. amylovorus (Reddy และคณะ, 2008) กระบวนการใชแ้ป้งเป็น
แหล่งวตัถุดิบส าหรับการผลิตกรดแลกติก แสดงดงัรูปท่ี 2.2 
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รูปท่ี 2.2 กระบวนการผลิตกรดแลกติกโดยใชว้ตัถุดิบแป้งเป็นสารตั้งตน้ (Reddy และคณะ, 2008) 

 
2.4 การจัดจ าแนกแบคทเีรียทีผ่ลติกรดแลกติก 

 
แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดแลกติกจดัอยู่ในไฟลัมน์ (Phylum) ของ Firmicutes ซ่ึง

ประกอบไปดว้ย Lactococcus Lactobacillus Streptococcus Leuconostoc Pediococcus Aerococcus 
Carnobacterium Enterococcus Oenococcus Tetragenococcus Vagococcus และ Weissella ส่วน
ใหญ่ท่ีพบจะเป็นสกุลของ Lactobacillus มีประมาณกวา่ 80 สปีชีส์ แบคทีเรียมีลกัษณะรูปร่างแท่ง 
หรือกลม แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่ผลิตคะตะเลส ไม่มีระบบ Cytochrome สามารถทนภาวะท่ีพี
เอชต ่าไดดี้ แบคทีเรียกลุ่มน้ีส่วนใหญ่สามารถเจริญไดท่ี้พีเอช 4.4 และเหมาะสมในช่วงพีเอช 5.5-
6.5 เจริญในสภาวะออกซิเจนต ่า ตอ้งการอาหารท่ีสมบูรณ์ รวมถึงวิตามินเสริม กรดอะมิโน เปป
ไทด์ และกรดนิวคลีอิก เน่ืองจากแบคทีเรียมีขอ้จ ากดัในการสังเคราะห์ส่ิงเหล่าน้ี ส่วนใหญ่เป็น
แบคทีเรียไม่ก่อโรคสามารถพบได้ในร่างกาย เช่น ช่องคลอด และเยื่อบุในท่อทางเดินอาหาร 
สามารถพบไดต้ามแหล่งธรรมชาติ เช่น ดิน เปลือกไม ้ชีส อาหารหมกัดอง ผลิตภณัฑ์พวกเน้ือหมกั 
เคร่ืองในสัตว ์เคร่ืองด่ืม และนม (Reddy และคณะ, 2008) แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกสามารถ
จ าแนกไดเ้ป็น 12 สกุล ตามคุณลกัษณะท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่  

2.4.1 Streptococcus 
    เซลลมี์ลกัษณะรูปร่างกลมหรือรูปไข่ มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.8-1.2 ไมครอน จดัเรียง 
ตวัเป็นสายโซ่ หรือคู่ ผลิตกรดแอลแลกติก เป็นโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ สามารถเจริญได้ในช่วง
อุณหภูมิ 20-42 องศาเซลเซียส มี mol %G+C ระหวา่ง 34 -46 % (Hardie และ Whiley, 1995) 
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2.4.2 Vagococcus 
เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเคล่ือนท่ีได้ ยกเวน้บางสายพนัธ์ุ ประกอบดว้ย 2 สปีชีส์ คือ 

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

2.4.3 Lactococcus 
เซลล์มีลกัษณะรูปร่างกลมหรือรูปไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 - 1 ไมครอน จดัเรียงตวั

เป็นเซลลเ์ด่ียวเป็นคู่หรือต่อกนัเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแอลแลกติก สามารถพบไดใ้น ผกักาด ถัว่ และ 
หญา้ ปัจจุบนัประกอบดว้ย 5 สปีชีส์ ไดแ้ก่ Lactococcus lactis ssp. lactic Lc. lactis ssp. cremoris 
Lc. lactis ssp. hordniae Lc. garvieae Lc. plantarum Lc. raffinolactis และ Lc. piscium มี mol %G 
+C ระหวา่ง 34-43 % (Teuber, 1995)  
 

2.4.4 Enterococcus 
เซลล์มีลกัษณะรูปไข่ จดัเรียงตวัเป็นเซลล์เด่ียว หรือสายโซ่สั้น ๆ ผลิตกรดแอลแลกติก 

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

2.4.5 Pediococcus 
เซลลมี์ลกัษณะรูปร่างกลมขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.36-0.143 ไมครอน แบ่งตวัลกัษณะ 2 

ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดยแบ่งตวัคร้ังท่ี 2 ในทิศด้านขวามือของคร้ังแรก ท าให้เกิด
ลกัษณะเฉพาะเป็นเซลล์ 4 เซลลติ์ดกนัคลา้ยจตุรัส (Tetrad formation) ในภาวะไม่มีอากาศ ผลิตกรด
แลกติกชนิด ดีแอลและแอลแลกติก จากกระบวนการหมกัโดยกลูโคส ปัจจุบนัประกอบดว้ย 6 สปี
ชีส์ ไดแ้ก่ Pediococcus acidilactici P. damonosus P. dextrinicus P. inopinatus P. parvulus และ P. 
pentosaceus มี mol %G+C ระหวา่ง 34-44 % (Simson และ Taguchi, 1995) 
 

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

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

2.4.7 Aerococcus 
กลุ่มน้ีมีลกัษณะการแบ่งตวัเหมือน Pediococcus ประกอบดว้ย 2 สปีชีส์ คือ Aerococcus 

viridians และ A. urinae ซ่ึงเปล่ียนแปลงจาก P. homari และ P. urinae–equi ตามล าดบั โดย A. 
viridians ท าให้กุง้ลอบสเตอร์เกิดโรคและเก่ียวขอ้งกบัการติดเช้ือในคน (Stlies และ Holzapfel, 
1997)  
 

 2.4.8 Leuconostoc 
เซลลมี์สัณฐานข้ึนกบัอาหารเล้ียงเช้ือ ในอาหารท่ีมีกลูโคสเซลลมี์ลกัษณะยืดออกคลา้ยกลุ่ม 

Lactobacilli แต่ในน ้ านมเซลล์จะมีรูปร่างกลม การจดัเรียงตวัเป็นเซลล์เด่ียว อยูเ่ป็นคู่หรือเป็นสาย
โซ่สั้นถึงปานกลาง ผลิตกรดดีแลกติก เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ และสารหอมระเหยจากการ
หมกักลูโคส (Heterofermentative) ช่วยสร้างกล่ินรสในอาหารหมกัดอง ปัจจุบนัประกอบดว้ย 8 สปี
ชีส์คือ Leuconostoc mesenteroides Leuc. lactis Leuc. gelidum Leuc. carnosum Leuc. 
pseudomesenteroides Leuc. citreum Leuc. argentinum และ Leuc. fallax มี mol %G+C ระหวา่ง 37-
40 % (Dellaglio และคณะ, 1995) 
 

2.4.9 Oenococcus 
ประกอบดว้ยสปีชีส์เดียวคือ Oenococcus oeni มีคุณสมบติัการทนกรดและเอทานอลใน

ปริมาณท่ีสูง (Dellaglio และคณะ, 1995) 
 

2.4.10 Weissella  
มีลกัษณะคลา้ย Leuconostoc และ Lactobacillus รูปร่างเซลล์เป็นแท่งและกลม แต่มี

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

2.4.11 Lactobacillus  
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เป็นแบคท่ีเรียกรดแลกติกกลุ่มใหญ่ท่ีสุด มีความหลากหลายดา้นฟีโนไทป์ สรีรวิทยาและ
ชีวเคมี เน่ืองจากความแตกต่างของ mol %G+C ภายในสูง คือระหวา่ง 32- 53 % เซลล์มีรูปร่างเป็น
แท่งซ่ึงแบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ Obligately homofermentative lactobacilli Facultatively 
heterofermentative lactobacilli และ Obilgately heterofermentative lactobacilli  
 

2.4.12 Carnobacterium 
เซลล์มีลกัษณะรูปร่างเป็นท่อนตรงขนาดสั้นถึงปานกลางหรือเป็นท่อนเรียว (Slender rod) 

ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5-0.7 ไมครอน และยาว 1.1-3.0 ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นเซลล์เด่ียวหรือคู่ 
มกัไม่พบการเรียงเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแอลแลกติก คาร์บอนไดออกไซด ์อะซีติก และเอทานอลจาก
การหมกัเฮกโซส ประกอบดว้ย 6 สปีชีส์ คือ Carnobacterium divergens C. piscicola C. mobile C. 
funditum และ C. alterfunditum มี mol %G+C ระหวา่ง 31.6 - 37.2 % (Stlies และ Holzapfel, 1997) 
 
2.5 แบคทเีรียทีผ่ลติกรดแลกติกสามารถแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ตามการกระบวนการหมักน า้ตาล 

 
2.5.1  โฮโมเฟอร์เมนเททฟี (Homofermentative)  
แบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน แต่ไม่สามารถใชเ้พนโทสหรือกลูโค

เนตเป็นแหล่งคาร์บอนได้ ซ่ึงในกระบวนการผลิตไดก้รดแลกติกเป็นผลิตภณัฑ์หลกั โดยเปล่ียน
กลูโคส 1 โมล เป็นกรดแลกติก 2 โมล และพลงังานในรูปของ ATP 2 โมล ในกระบวนการน้ี
สามารถผลิตกรดแลกติกไดสู้งถึง 85-95 % โดยอาศยัปฏิกิริยาไกลโคไลซิส (Glycolysis pathway) 
ดงัรูปท่ี 2.3 
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\ 
รูปท่ี 2.3 การสร้างกรดแลกติกของแบคทีเรียโดยผา่นกระบวนการเมแทบอลิซึมของโฮโมเฟอร์เมน
เททีฟ 
 

2.5.2 เฮเทอโรเฟอร์เมนเททฟี (Heterofermentative)   
แบคทีเรียกลุ่มน้ีเปล่ียนกลูโคส 1โมล เป็นกรดแลกติก 1 โมล เอทานอล 1 โมล 

คาร์บอนไดออกไซด์ 1 โมล และไดพ้ลงังานในรูปของ ATP เพียงแค่ 1 โมลเท่านั้น จึงท าให้อตัรา
การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มน้ีต ่ากว่าอตัราการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ซ่ึงใน
กระบวนการน้ีสามารถให้กรดแลกติกประมาณ 50 % โดยอาศัยปฏิกิริยาฟอสโฟคีโตเลส 
(Phosphoketolase pathway) (Reddy และคณะ, 2008) ดงัรูปท่ี 2.4  
 
 
 
 
 



17 

 
รูปท่ี 2.4 การสร้างกรดแลกติกของแบคทีเรียโดยผา่นกระบวนการเมแทบอลิซึมของเฮเทอโร
เฟอร์เมนเททีฟ 
 
2.6 แบคทเีรียทีผ่ลติกรดแลกติกแบ่งเป็น 3 กลุ่ม โดยความต่างของแลกเทตดีไฮโดรจีเนส 

 
 แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกสามารถผลิตไอโซเมอร์ได ้2 ชนิด คือดี หรือแอลแลกติก และมี 
3 ชนิดคือ กรดดีแลกติก กรดแอลแลกติก และกรดดีแอลแลกติก ข้ึนอยูก่บัเอนไซมแ์ลกเทตดีไฮโดร
จีเนส (Lactate dehydrogenase) ท่ีมีอยูใ่นเซลล์แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียท่ีมีเอนไซมแ์อลแลกเทตดี
ไฮโดรจีเนสจะผลิตไอโซเมอร์ชนิดแอลแลกติก ถา้มีเอนไซมดี์แลกเทตดีไฮโดรจีเนสจะผลิตไอโซ
เมอร์ชนิดดีแลกติก ในแบคทีเรียบางกลุ่มสามารถผลิตไอโซเมอร์ไดท้ั้ง 2 ชนิด คือกรดดีแอลแลกติก 
เน่ืองจากมีทั้งเอนไซมดี์แลกเทตดีไฮโดรจีเนสและแอลแลกเทตดีไฮโดรจีเนส ตวัอยา่งแบคทีเรียท่ีมี
ไอโซเมอร์แตกต่างกนั แสดงดงัตารางท่ี 2.3 (Hofvendahl และ Hagerdal, 2000) 
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ตารางท่ี 2.3 แบคทีเรียท่ีมีชนิดไอโซเมอร์ท่ีแตกต่างกนั 
กรดดีแลกติก กรดแอลแลกติก กรดดีแอลแลกติก 

L. delbrueckii spp. bulgaricus  
L. coryniformis  
L. lactis  
L. jensenii  
L. bulgaricus  
Leuconostoc 
Sporolactobacillus 

L. amyamylophilus 
L. rhamnosus 
L. delbrueckii 
L. casei 
L. bavaricus 
L.maltaromicus  

L. acidophilus 
L. helvecticus  

หมายเหตุ : L, Lactobacillus 
(ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Hofvendahl และ Hagerdal, 2000; สาโรจน์ ศิริศนัสนียกุล, 2547) 

 
2.7 สกุล Sporolactobacillus 
 

นอกจากสกุล Lactobacillus แลว้ยงัพบวา่มีสกุล Sporolactobacillus ท่ีสามารถผลิตกรดดี
แลกติกจดัอยูใ่น Phylum Firmicutes Class Bacilli Order Bacillales Family Sporolactobacillaceae 
โดยทัว่ไป Sporolactobacillus แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง สร้างสปอร์ ไม่ผลิตคะตะเลส การ
หมกัแบบโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ผลิตกรดดีแลกติก ส่วนใหญ่สามารถเคล่ือนท่ีได ้องคป์ระกอบผนงั
เซลล์ประกอบดว้ย meso-diaminopimelic acid มี MK-7 องคป์ระกอบ Fatty acid เป็น Anteiso และ 
Iso-branched-chain fatty acid มี mole %G+C ในช่วง 43-50 % ประกอบดว้ย Sporolactobacillus 
nakayamae subsp. nakayamae S. nakayamae subsp. racemicus S. inulinus S. terrae S. kofuensis S. 
lactosus S. laevolacticus S. putidus และ S. vineae (Chang และคณะ, 2008; Yanagida และคณะ, 
1997) 
  

2.7.1 Sporolactobacillus nakayamae subsp. nakayamae 
สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 15-40 °C และท่ีความเขม้ขน้ 3-7 %NaCl ผลิตกรดไดจ้าก 

Maltose galactose sucrose trehalose แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก Arabinose ribose xylose rhamnose 
lactose cellobiose melibiose salicin และ starch มี mole %G+C ในช่วง 43-47 % ซ่ึงสามารถแยก
เช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997)  
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2.7.2 Sporolactobacillus terrae   
สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 15-40 °C และท่ีความเขม้ขน้ 3-5 %NaCl ผลิตกรดไดจ้าก 

Trehalose galactose sucrose และ inulin แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก Ribose xylose rhamnose 
lactose sorbitol arabinose melibiose และ starch  มี mole %G+C ในช่วง 43-46 % สามารถแยกเช้ือ
ไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997)  
   

2.7.3 Sporolactobacillus kofuensis  
สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 25-40 °C และท่ีความเขม้ขน้ 3-7 %NaCl ผลิตกรดไดจ้าก 

Galactose maltose sucrose raffinos mannitol และ inulin แต่ไม่สามารถผลิตกรดจาก Arabinose 
ribose xylose rhamnose cellobiose lactose และ sorbitol มี mole %G+C  คือ 43 % สามารถแยกเช้ือ
ไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 1997)  
 

2.7.4 Sporolactobacillus lactosus   
สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 15-45 °C และท่ีความเขม้ขน้ 3-4 %NaCl ผลิตกรดไดจ้าก 

Galactose lactose melibiose trehalose สายพนัธ์ุน้ีส่วนใหญ่ผลิตกรดไดจ้าก Maltose sucrose 
raffinose inulin มี mole %G+C ในช่วง 43-46 สามารถแยกเช้ือไดจ้ากดิน (Yanagida และคณะ, 
1997) 
  

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

เอช 3.5-5.5 ไม่สร้าง Oxidase และคะตะเลส ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเทรต กรดผลิตไดจ้าก Galactose 
D-glucose D-fructose D-mannose mannitol maltose sucrose และ trehalose มีองคป์ระกอบ Fatty 
acid คือ Iso-C16:0 anteiso-C15:0 anteiso-C17:0 มี Menaquinone 7 mole % G+C ในช่วง 47.5 % 
แยกเช้ือไดจ้ากน ้าส้มบูด (Fujita และคณะ, 2010)  
 

2.7.6 Sporolactobacillus vineae   
สามารถเจริญไดใ้นช่วงพีเอช 6-7 เจริญท่ีอุณหภูมิ 25-40 °C เจริญท่ีความเขม้ขน้ 7  %NaCl 

สามารถสร้างกรดไดจ้ากกลูโคส Fructose mannose และ sorbitol ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเทรต ไม่ผลิต
คะตะเลส และออกซิเดส มีองคป์ระกอบ Fatty acid คือ Iso-C15:0 anteiso-C15:0 anteiso-C17:0 มี 
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Menaquinone 7 มี mole %G+C คือ 47.5 % คดัแยกเช้ือไดจ้ากดินในไร่องุ่นจากประเทศเกาหลี 
(Chang และคณะ, 2008) 
 
2.8 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการผลติกรดแลกติก 
 
 ในกระบวนการผลิตกรดแลกติกโดยจุลินทรีย์นั้ นต้องมีการควบคุม และหาภาวะท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตเพื่อให้ไดป้ริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตท่ีสูง โดยปัจจยัท่ีมีผลไดแ้ก่ สาย
พนัธ์ุของจุลินทรีย ์อุณหภูมิ พีเอช และองคป์ระกอบอาหาร 
  

2.8.1 สายพนัธ์ุของจุลนิทรีย์ 
 จุลินทรียส์ายพนัธ์ุดีจะส่งผลให้สร้างผลผลิตในปริมาณท่ีสูง สายพนัธ์ุท่ีใชใ้นการผลิตกรด
แลกติกควรเป็นประเภทโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ซ่ึงมีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกสูงถึง 85-95 
% เน่ืองจากสามารถสร้างพลงังานไดม้ากถึง 2 โมล ในขณะท่ีเฮเทอโรเฟอร์เมนเททีฟให้พลงังานแค่ 
1 โมล ดงัตารางท่ี 2.4 
 
ตารางท่ี 2.4 แบคทีเรียผลิตกรดแลกติกท่ีมีชนิดไอโซเมอร์และกระบวนการหมกัท่ีแตกต่างกนั 

สกุลแบคทเีรีย ชนิดกระบวนการหมัก ผลติภัณฑ์หลกั  ชนิดกรดแลกติก 

Streptococcus Homofermentative Lactate L 

Pediococcus Homofermentative Lactate DL และ L 

Thermobacterium Homofermentative Lactate D L และ DL 

Streptobacterium Heterofermentative Lactate : Acetate (1:1) D L และ DL 

Betabacterium Heterofermentative Lactate : Acetate : CO2 (1:1:1) DL 

Leuconostoc Heterofermentative Lactate : Acetate : CO2 (1:1:1) D 

Bifidobacterium Heterofermentative Lactate : Acetate (2:3) L 

(ท่ีมา : สาโรจน์ ศิริศนัสนียกุล, 2547) 
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2.8.2 อุณหภูมิ  
ผลของอุณหภูมิมีผลต่อการเจริญ และการผลิตกรดแลกติก แบคทีเรียในกลุ่มของมีโซไฟล ์

(Mesophile) สามารถเจริญไดดี้ในช่วงอุณหภูมิ 28-45 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีแบคทีเรียกลุ่มเทอ
โมไฟล์ (Thermophile) เจริญได้ดีในช่วง 45-62 องศาเซลเซียส ดังนั้นถ้าเลือกใช้อุณหภูมิไม่
เหมาะสมกับแบคทีเรียแต่ละกลุ่ม อาจส่งผลให้อตัราการผลิตกรดแลกติกต ่าลงได้ โดยทั่วไป
อุณหภูมิของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกจะอยู่ในช่วง 37-45 องศาเซลเซียส เช่น  Lactobacillus  
casei  สามารถผลิตกรดแลกสูงสุดท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และผลิตกรดแลกติกต ่าลงเม่ือ
อุณหภูมิสูงข้ึน  (Hujanin  และ  Linko,  1996) จากงานวิจยัของ Tashiro และคณะ (2011) พบวา่ 
L.delbrueckii subsp. lactis QU 41 เป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกท่ีอุณหภูมิสูงถึง 50 องศา
เซลเซียส สามารถทนต่ออุณหภูมิสูงจึงเป็นประโยชน์ต่อการติดตั้งถงัหมกัเน่ืองจากลดความเส่ียงต่อ
การปนเป้ืนจากจุลินทรียต์วัอ่ืน (Vaidya และคณะ, 2005) ตวัอยา่งของแบคทีเรียท่ีเจริญในอุณหภูมิ
ต่างๆ แสดงดงัตารางท่ี 2.5 
 

2.8.3 พเีอช (pH)  
ส่ิงมีชีวติส่วนใหญ่จะมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงพีเอช ในกระบวนการหมกักรดแลกติก

จะเกิดการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรดด่าง เน่ืองจากเม่ือระยะเวลาผา่นไปจะเกิดการผลิตกรดแลก
ติก เพิ่มข้ึนส่งผลใหน้ ้าหมกัเกิดภาวะความเป็นกรดมากเกินไป โดยทัว่ไปแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติ
กถูกยบัย ั้งการเจริญท่ีพีเอชต ่ากวา่ 4.5 จึงตอ้งมีการควบคุมพีเอชค่าความเป็นกรดด่างของน ้ าหมกั ให้
เหมาะสมให้อยู่ในช่วงพีเอช 5.5-6.5 โดยใช้ NH4OH CaCO3 หรือ NaOH ดงัตารางท่ี 2.6 การ
ควบคุมภาวะของพีเอชให้คงท่ี และมีความเหมาะสมจะส่งผลให้การผลิตกรดแลกติก Yield และค่า 
Productivity มีค่าเพิ่มข้ึนและคงท่ีตลอดการทดลอง โดยให้ผลผลิตท่ีดีกว่าการทดลองในภาวะไม่
ควบคุมพีเอช (Hofvendahl และ Hagerdal, 2000; Vaidya และคณะ, 2005)  
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ตารางท่ี 2.5 การเจริญของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกท่ีอุณหภูมิต่างๆ 

สายพนัธ์ุ อุณหภูม ิ แหล่งคาร์บอน 
กรดแลกตกิ 

(g/L) 
%Yield 

Productivity 
(g/L.h) 

L. amylophilus 
ATCC 49845 

28 Starch 29 0.58 0.44 
35 Starch 30 0.60 0.33 

L. casei 
NRRL B-441 

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

L. casei NRRL 
B-441 

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

L. paracasei 
 No 8 

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

L. rhamnosus 
ATCC 10863 

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

Lc. lactis sp. 
lactis 
ATCC 19435 

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

หมายเหตุ : L., Lactobacillus; Lc., Lactococcus 
(ท่ีมา : ดดัแปลงจากตาราง Hofvendahl และ Hagerdal, 2000) 
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ตารางท่ี 2.6 สารควบคุมพีเอชในการหมกักรดแลกติก 

สายพนัธ์ุ 
แหล่ง 

คาร์บอน 
pH สารควบคุมพเีอช 

กรดแลกตกิ 
(g/L) 

%Yield 
Productivity 

(g/L.h) 

L. amylophilus 
ATCC 49845 

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

L. delbrueckii 
IFO 3534 

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

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
ATCC 11842 

Sorghum 6.5 NH3 - - 2.3 

Sorghum 6.0 NH3 - - 4.5 

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
ATCC 55163 

Whey 6.0 NH4OH 50 0.64 - 

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 
NRRL B-548 

Cellulose 4.2 NH4OH 27 0.27 0.23 

Cellulose 5.0 NH4OH 52 0.58 0.43 

L. rhamnosus 
ATCC 10863 

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

L. rhamnosus 
ATCC 7469 

Glucose 6.2 CaCO3 26 0.81 2.6 

Lc. lactis sp. 
lactis ATCC 
19435 

Hydrolysate 
wheat 

6.0 NaOH 96 0.76 3.0 

Lc. lactis sp. 
lactis biovar 
diacetylactis 
CNRZ 2125 

Lactose + 
Citrate 

5.0 NaOH 7.0 0.13 0.83 

Lactose + 
Citrate 

6.5 NaOH 38 0.73 7.7 

L. salivarius sp. 
salivarius ATCC 
11742 

Soy 
molasses 

5.6 NaOH 5.5 0.85 - 

Soy 
molasses 

6.4 NaOH 4.9 0.82 - 

หมายเหตุ : L., Lactobacillus; Lc., Lactococcus 
(ดดัแปลงจากตาราง Hofvendahl และ Hagerdal, 2000) 
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2.8.4 องค์ประกอบอาหาร 
 แบคทีเรียจะเจริญและสร้างกรดแลกติกตอ้งมีอาหารท่ีสมบูรณ์ซ่ึงค่อนขา้งซับซ้อน และมี
พวกวิตามินเสริม กรดอะมิโน เปปไทด์ เกลือแร่ กรดนิวคลีอิก และกรดไขมนั (Reddy และคณะ, 
2008) เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มน้ีมีขอ้จ ากดัในการสร้างวิตามิน และสารบางอย่างท่ีจ  าเป็นต่อการ
เจริญและสร้างผลิตภณัฑ์เพื่อตวัมนัเองได ้แหล่งอาหารพื้นฐานประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอนเช่น
กลูโคส และสารอาหารไนโตรเจนพวกสารอินทรีย ์เช่น ยีสต์สกดั เปปโทน น ้ าแช่ขา้วโพด หรือ
แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์ได้แก่ แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมฟอสเฟต นอกจากน้ียงั
ตอ้งการแร่ธาตุต่างๆ เช่น แมกนีเซียม แมงกานีส และเหล็ก เป็นตน้  
 

2.8.4.1 แหล่งคาร์บอน  
อาหารพื้นฐานท่ีซบัซ้อนและสมบูรณ์ส่วนใหญ่มกัมีราคาแพง ดงันั้นเพื่อเป็นการ

ลดตน้ทุนการผลิตกรดแลกติก จ าเป็นตอ้งหาวตัถุดิบตั้งตน้ท่ีราคาถูก อุดมสมบูรณ์ และมีขั้นตอน
การ Pretreatment ของวตัถุดิบท่ีไม่ซบัซ้อน ในประเทศไทยพบวา่มีวตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร
ซ่ึงมีราคาถูกและหลากหลาย เช่น ซูโครสจากโรงงานผลิตน ้ าตาลทราย หางนมในอุตสาหกรรมนม 
แป้งจากโรงงานมนัส าปะหลงัหรือขา้วสาลี หรือจากลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulose)  
 

หางนม (Whey)    
ในการผลิตกรดแลกติกส่วนใหญ่สามารถใชห้างนม (Whey) เป็นแหล่งวตัถุดิบ ซ่ึง 

ไดจ้ากโรงงานอุตสาหกรรมท าชีส ในหางนมประกอบไปดว้ย โปรตีน เกลือ และแลกโทส เม่ือถูก 
Hydrolyzed จะไดอ้งคป์ระกอบของกลูโคส และแลกโทส ในกระบวนการหมกักรดแลกติกโดยหาง
นมเป็นแหล่งคาร์บอนมกัใชร่้วมกบัแหล่งไนโตรเจนของยีสตส์กดั เปปโทน หรือ Corn steep liquor 
สายพนัธ์ุส่วนใหญ่ท่ีนิยม คือ Lactobacillus bulgaricus และ L. helveticus (Hofvendahl และ 
Hagerdal, 2000) โครงสร้างทางเคมีของแลกโทสเปล่ียนเป็นกรดแลกติก แสดงดงัรูปท่ี 2.5 

 
รูปท่ี 2.5 โครงสร้างทางเคมีของแลกโทสเปล่ียนเป็นกรดแลกติก (Vaidya และคณะ, 2005) 
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โมลาส  
โมลาสเป็นผลิตภณัฑ์เหลือใช้ได้จากโรงงานน ้ าตาล เป็นวตัถุดิบท่ีอุดมไปดว้ย

ซูโครส และมีราคาถูกส่วนใหญ่นิยมน ามาท าเป็นอาหารสัตว ์ผลิตเอทานอล หรืออุตสาหกรรมชีส 
นอกจากน้ียงัสามารถน ามาใช้ในการผลิตกรดแลกติกไดอี้กดว้ย เช่น L. delbrueckii (Hofvendahl 
และ Hagerdal, 2000; Vaidya และคณะ, 2005) โครงสร้างทางเคมีของโมลาสเปล่ียนเป็นกรดแลก
ติก แสดงดงัรูปท่ี 2.6 
 

 
รูปท่ี 2.6 โครงสร้างทางเคมีของซูโครสเปล่ียนเป็นกรดแลกติก (Vaidya และคณะ, 2005) 

 
แป้ง  
แป้งเป็นอีกหน่ึงทางเลือกวตัถุดิบทางการเกษตรเหลือใช้ท่ีมีความอุดมสมบูรณ์

และราคาถูก เม่ือแป้งถูกยอ่ยไดก้ลูโคสและมอลโทส แสดงดงัรูปท่ี 2.7 ผลิตภณัฑ์จากพวกแป้งพบ
ไดใ้นขา้วสาลี ขา้วโพด มนัส าปะหลงั มนัฝร่ัง ขา้ว ขา้วฟ่าง และขา้วบาเลย ์แบคทีเรียท่ีผลิตกรด
แลกติกจากการใชแ้ป้งเป็นแหล่งวตัถุดิบไดแ้ก่ L. fermentum และ L. amylovorus มีความสามารถใน
การยอ่ยแป้งเพื่อผลิตกรดแลกติก แต่แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกส่วนใหญ่ไม่มีเอนไซมส์ าหรับยอ่ย
แป้ง ดงันั้นการใช้แป้งเป็นแหล่งวตัถุดิบตอ้งผ่านขั้นตอนการเปล่ียนแป้งเป็นน ้ าตาลเพื่อผลิตกรด
แลกติก โดยมีการเติมแอลฟาอะมยัเลส และกลูโคอะมยัเลส (Hofvendahl และ Hagerdal, 2000)  
 

 
รูปท่ี 2.7 การยอ่ยแป้งเป็น Dextrose และ Maltose เพื่อผลิตกรดแลกติก (Vaidya และคณะ, 2005) 
 

ลกิโนเซลลูโลส (Lignocellulise)  
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ลิกโนเซลลูโลสมีองคป์ระกอบหลกัของน ้าตาลคาร์บอน 6 อะตอม คือ กลูโคส กา 
แลกโทส (Galactose) แมนโนส (Mannose) และน ้ าตาลคาร์บอน 5 อะตอม คือ ไซโลส (Xylose) 
และ อะราบิโนส (Arabinose) สามารถพบได้ในกระดาษ และองค์ประกอบของจากพวกไม ้
(Hofvendahl และ Hagerdal, 2000) การเลือกใชลิ้กโนเซลลูโลส มีขอ้ดีคือ เป็นแหล่งท่ีอุดมสมบูรณ์
และราคาไม่แพง แต่แบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนน้ีได ้ตอ้งผ่านขั้นตอนการ 
Pretreatment เช่น SSF เน่ืองจากลิกโนเซลลูโลสมีองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ
หลกั จ าเป็นตอ้งผา่นการท า Pretreatment โดยกระบวนการทางกายภาพ เคมี และเอนไซมต่์างๆ เช่น 
Endoglucanase cellobiohydrolase และ β-glucosidase (Okano และคณะ, 2010) แบคทีเรียท่ีผลิต
กรดแลกติกเลือกใช้น ้ าตาล Xylose และ Arabinose แสดงดงัรูปท่ี 2.8 โดยแบคทีเรียจะเปล่ียน 
Xylose เป็นกรดแลกติก และกรดอะซิติก โดยกระบวนการท างานของเอนไซม์ต่างๆ Xylose 
เปล่ียนไปเป็น Xylulose โดย Xylose isomerase และเปล่ียนเป็น Xylulose-5-phosphate โดย 
Xylulokinase ส าหรับ Xylulose-5-phosphate เปล่ียนไปเป็น Glyceraldehyde-3-phosphate และ 
Acetylphosphate โดย Phosphoketolase ซ่ึง Glyceraldehyde-3-phosphate ถูกเปล่ียนไปเป็นกรดแลก
ติก โดยผา่นกระบวนการฟอสโฟคีโตเลส (Phosphoketolase pathway) (Yoshida และคณะ, 2011)  
 

 
รูปท่ี 2.8 กระบวนการเมแทบอลิกของน ้าตาลเพนโทสของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติก 

(Okano และคณะ, 2010) 
 



27 

2.8.4.2 แหล่งไนโตรเจน  
 ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบสารอาหารหลกัในการผลิตกรดแลกติก โดยปริมาณ

ไนโตรเจน และกรดอะมิโนแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัแหล่งไนโตรเจน แสดงดงัตารางท่ี 2.7 และ 2.8 
แหล่งไนโตรเจนสารอินทรีย์ เช่น ยีสต์สกัด และเปปโทนมีราคาแพง จึงจ าเป็นต้องหาแหล่ง
ไนโตรเจนอ่ืนทดแทน เช่น น ้ าแช่ขา้วโพด (CSL) ไฮโดรไลเสตของขา้วสาลี (Wheat bran) ถัว่
เหลือง โปรตีนไฮโดรไลเสต แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมฟอสเฟต  (Hofvendahl และ 
Hagerdal, 2000) การผลิตกรดแลกติกโดยใชแ้หล่งอาหารท่ีมีองคป์ระกอบคาร์บอนและไนโตรเจน
ท่ีหลากหลาย แสดงดงัตารางท่ี 2.9 และ 2.10 ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 2.7 การแสดงองคป์ระกอบของไนโตรเจนจากแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั 

แหล่งไนโตรเจน 
ไนโตรเจนรวม

(%) 
α-อะมิโน 

ไนโตรเจน (%) 
อะมิโน ไนโตรเจน/
ไนโตรเจนรวม 

ผลติภัณฑ์ 

ยสีตส์กดั 9.0 3.0 0.33 ยสีต ์
Wheat bran 4.6 1.0 0.21 Wheat 

CSL 3.6 1.44 0.4 ขา้วโพด 
(ท่ีมา : Li และคณะ, 2010)  
 
ตารางท่ี 2.8 การแสดงองคป์ระกอบของกรดอะมิโนจากแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั 

กรดอะมิโน ยสีต์สกดั โฮโดรไลเสตของข้าวสาลี CSL 
Aspartamine/-ate 6.4 5.08 11.05 

Threonine 4.5 0.20 4.57 
Serine 6.15 0.44 9.87 

Glutamine/-ate 14.45 0.51 7.37 
Glycine 24.7 0.73 3.83 
Alanine 15.65 0.89 15.03 
Cysteine N/D 1.10 3.98 
Valine 9.55 0.44 10.02 

Isoleucine 7.55 N/D 4.86 
Leucine 16.6 0.20 19.16 
Tyrosine 9 0.13 2.51 
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ตารางท่ี 2.8 (ต่อ) การแสดงองคป์ระกอบของกรดอะมิโนจากแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั 
กรดอะมิโน ยสีต์สกดั โฮโดรไลเสตของข้าวสาลี CSL 

Phenylalanine 11.05 0.08 8.10 
Histidine 5.75 1.16 6.34 
Lysine 10 0.29 6.78 

Arginine 10.05 1.86 9.87 
Proline N/D 0.25 11.64 

(ท่ีมา : Li และคณะ, 2010)  
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ตารางท่ี 2.9 แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนจากวตัถุดิบทางการเกษตรส าหรับการผลิตกรดแลกติก 

สายพนัธ์ุ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 
กรดแลกตกิ 
(กรัมต่อลติร) 

%Yield 
Productivity 

(กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
ทีม่า 

L. delbrueckii sowjeskij 
Sucrose 20 %YE 21 1.1 1.0 

Hofvendahl และ 
Hagerdal, 2000 

Sucrose 1%YE + 0.5 %Pep 18 0.90 0.83 

L. acidophilus R Whey YE 20 0.34 - 

L. casei NRRL B-441 
Glucose Malt sprouts 93 0.93 2.3 
Glucose YE 96 0.96 3.9 

L. delbrueckii sp. bulgaricus 
ATCC 11842 

Wheat flour, SSF - 18 0.11 0.56 
Wheat flour, SSF YE 26 0.18 0.9 

L. delbrueckii sp. delbrueckii 
ATCC 9649 

Glucose MRS + 1 %YE 58 0.48 0.72 
Glucose MRS + 3 %YE 67 0.56 1.4 

L. delbrueckii sp. lactis ATCC 
12315 

Hydrolysate potato - 100 1.0 - 

Hydrolysate potato waste CSL 93 0.78 - 

L. salivarius sp. salivarius ATCC 
11742 

Soy - 4.2 0.76 - 
Soy molasses YE 5.5 0.85 - 

L. delbrueckii NRRL-B445 Glucose  YE + NH4SO4 23 95.6 0.36 
Arasaratnam และ

คณะ, 1996 
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ตารางท่ี 2.9 (ต่อ) แหล่งสารอาหารคาร์บอนและไนโตรเจนจากวตัถุดิบทางการเกษตรส าหรับการผลิตกรดแลกติก 

สายพนัธ์ุ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน 
กรดแลกตกิ 

(g/L) 
%Yield 

Productivity 
(g/L.h) 

ทีม่า 

L. rhamnosus ATCC 10863 
Hydrolysate wood YE + Pep 27 0.96 2.3 

Hofvendahl และ 
Hagerdal, 2000 

Hydrolysate wood, SSF YE + Pep 29 1.0 1.5 

L. helveticus ATCC 15009 
Lactose MRS 17 0.38 - 
Whey - 8.9 0.20 - 

L. paracasei No 8 
Sweet sorghum - 106 0.79 10 
Sweet sorghum YE + Pep 91 0.91 10 

L. rhamnosus ATCC 10863 
Hydrolysate molasses, SSF - 16 0.81 - 
Hydrolysate molasses, SSF YE + Pep 14 0.70 - 

L. rhamnosus ATCC 10863 
Glucose 0.25 %YE+0.5 %Trp 57 0.81 - 
Glucose 0.5 %YE+1 %Trp 58 0.95 - 

L. lactis IFO 12007+Aspergillus 
awamori  

Potato starch Potato starch  25 0.50 
Potato starch YE = Trp 10 0.20 0.43 

L. rhammnosus Wheat bran hydrolysate 30 g/L CSL 74 0.99 3.75 Li และคณะ, 2009 
L. rhamnosus Glucose Soytone+Vitamin 125 92 2.27 Kwon และคณะ, 2000 

L. delbrueckii NRRL-B445   Glucose 
10 g CSL+10 g 

Peptone 
76.71 0.85 - 

TE´ LLEZ-LUIS และ
คณะ, 2003 

 
 

 

    30 



31 

ตารางท่ี 2.10 การผลิตกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุต่างๆโดยแหล่งอาหารท่ีแตกต่างกนั  

แบคทเีรีย  แหล่งอาหาร 
กรดดแีลกตกิ 

(g/L) 
Yield 
(%) 

Productivity 
(g/L.h) 

ค่าความบริสุทธ์ิ
เชิงแสง (%ee) 

ทีม่า 

L. plantarum (ΔldhLI  ) 
Cellooligosaccharide 

และ β-glucan 
1.38 83.63 0.05 99.5 Okano และคณะ 2010 

Corynebacteriumglutamicum 
(IdhA/pCRB204) 

Mineral salt 120 - 4 99.99 Okino และคณะ 2008 

L. plantarum (ΔldhLI  ) Xylose+Glucose 74.2 78 2.06 99.5 Yoshida และคณะ, 2011 
L. plantarum NCIMB8826 Xylose 41.2 0.89 0.69 99.2 Okano และคณะ 2009 
L. plantarum strainIdhL1::amyA Raw corn starch 73.2 - - 99.6 Okano และคณะ 2009 
L. delbrueckii subsp. lactis QU41 MRS 87.4 10 0.52 99.9 Tashiro และคณะ, 2011 
L. coryniformis subsp. torquens ATCC 25600 Cellulose 24 89 0.5 - Y´añez และคณะ, 2003 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii IFO 3202 Rice bran 28 78 0.77 95 Tanaka และคณะ, 2006 
L. delbrueckii (LD0025) Maltose 66.6 - 0.93 99.5 Lee, 2007 
L. delbrueckii (LD0028) Maltose 83.5 - 1.16 96.9 Lee, 2007 

L. coryniformis 
Glucose+CSL+YE 

+Peptone 
58.9 - 0.61 - Bustos และคณะ, 2004 

L. SM18 Glucose+ CSL+ YE 41.42 - 1.29 - 
Bolner de Lima และคณะ , 

2009 
L. delbrueckii HG106 ขา้วท่ีไม่ไดข้ดัสี + YE 80.24 - 1.14 - Lu และคณะ , 2009 
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ตารางท่ี 2.10 (ต่อ) การผลิตกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียซ่ึงใชแ้หล่งอาหารท่ีแตกต่างกนั 

แบคทเีรีย แหล่งอาหาร 
กรดดแีลกตกิ 

(g/L) 
Yield 
(%) 

Productivity 
(g/L.h) 

ค่าความบริสุทธ์ิ
เชิงแสง (%ee) 

ทีม่า 

L. delbrueckii HG106 ขา้วท่ีไม่ไดข้ดัสี + YE + CSL 74.70 - 1.29 - Lu และคณะ,  2009 

L. delbrueckii HG106 ขา้วท่ีไม่ไดข้ดัสี + YE + Soy bean meal powder 78.35 - 1.39 - Lu และคณะ , 2009 

Leuconostoc mesenteroides B512 

Cheese whey 41.16 - 0.85 - 

Coelho และคณะ, 2011 

Molass 38.4 - 0.80 - 

Sugarcane juice 43.8 - 0.91 - 

Sugarcane juice + YE 59.2 - 2.3 - 

Sugarcane juice + CSL 36 - 1.25 - 

L. plantarum ΔldhL1 Glucose 86.6 89 4.54 99.7 

Okano และคณะ, 2010 
L. plantarum ΔldhL1/pCUSαA Starch 73.2 85 3.86 99.6 

L. plantarum ΔldhL1-xpk1::tkt Arabinose 38.6 82 3.78 99.9 

L. plantarum ΔldhL1-xpk1::tkt-
Δxpk2/pCU-PXylAB 

Xylose 41.2 89 1.60 99.2  
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2.9 กรดแลกติกในปัจจุบัน  

 
แหล่งฟอสซิลน้ีเป็นแหล่งวตัถุดิบท่ีมีอยู่อย่างจ ากัดในธรรมชาติ ได้ถูกน ามาใช้สร้าง

พลงังานกระแสไฟฟ้า ความร้อน เช้ือเพลิงในการขนส่ง และพลาสติกสังเคราะห์ จึงก่อให้เกิดการ
ขาดแคลนของแหล่งปิโตรเคมี และเกิดปัญหามลภาวะส่ิงแวดลอ้ม เช่น ภาวะโลกร้อน จึงตอ้งการ
หาวสัดุท่ีไดจ้ากแหล่งธรรมชาติเพื่อทดแทนพลาสติกท่ีสังเคราะห์จากแหล่งปิโตรเคมี ทางเลือกใน
ปัจจุบันท่ีก าลังนิยมได้แก่ พอลิแลกติกแอซิด ผลิตได้จากจุลินทรีย์สามารถย่อยสลายได้ตาม
ธรรมชาติ จึงไม่เป็นมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม (Vaidya และคณะ, 2005) ซ่ึงวฏัจกัรของพอลิแลกติกแอ
ซิด แสดงดงัรูปท่ี 2.9 

แนวโนม้ปัจจุบนัความตอ้งการของกรดแลกติกก าลงัเป็นท่ีตอ้งการของทอ้งตลาดโดยในปี 
2010 มีความตอ้งการกรดแลกติกมากถึง 500,000 เมตริกตนัต่อปี กรดแลกติกท่ีใช้ในอาหาร
ระดบัฟู้ ดเกรดท่ีมีความบริสุทธ์ิ 50 เปอร์เซ็นต ์ราคาอยูท่ี่ 1.38 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม ถา้มีความ
บริสุทธ์ิ 88 เปอร์เซ็นต ์ราคาอยูท่ี่ 1.54 ดอลลาร์สหรัฐต่อกิโลกรัม (John และคณะ, 2009) ปริมาณ
การผลิตกรดแลกติกค่อนขา้งต ่า เน่ืองจากมีตน้ทุนการผลิตท่ีสูงจึงส่งผลให้ไดผ้ลิตภณัฑ์ราคาแพง 
ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการควบคุมจดัการในกระบวนการผลิตพอลิแลกติกแอซิด (Okano และคณะ, 
2010) 
 

 
 

รูปท่ี 2.9 วฏัจกัรของพอลิแลกติกแอซิด (Vaidya และคณะ, 2005) 
 

 ปัจจยัทางกายภาพของพอลิแลกติกแอซิดข้ึนอยูก่บัไอโซเมอร์ของกรดแลกติก เน่ืองจากไอ
โซเมอร์บริสุทธ์ิของกรดดี หรือแอลแลกติก ถูกน ามาสังเคราะห์เป็นพอลิเมอร์ท่ีเป็นโครงสร้างผลึก 
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ซ่ึงมีความเหมาะสมต่อการสังเคราะห์พลาสติก (Patil และคณะ, 2006) ปัจจยัส าคญัในการ
สังเคราะห์ PLA คือความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดแลกติกท่ีใช้เป็นสารตั้งตน้ PLA ท่ีมีผลต่อการ
เรียงตวัเชิงโครงสร้างผลึก (Stereocomplex) และอุณหภูมิหลอมเหลว (Melting temperature, Tm) 
ของพอลิเมอร์ท่ีสังเคราะห์ได ้ซ่ึงจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อกระบวนการข้ึนรูปของพอลิเมอร์ชนิด
น้ีโดยกรดแลกติกท่ีจะน าไปเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์ PLA ควรมีความบริสุทธ์ิเชิงแสง
มากกวา่ 99 เปอร์เซ็นต ์(Bustos และคณะ, 2004) ในระยะแรกท่ีผลิตไดเ้ป็นชนิด PLLA หรือ พอลิ
แอลแลกติกแอซิด โดยมีมอนอเมอร์ชนิดแอลของกรดแลกติกเป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการพอลิ
เมอร์ไรเซชัน่ (Polymerization) เน่ืองจากกรดแอลแลกติกมีจ าหน่ายแพร่หลายในทอ้งตลาด โดย 
PLLA ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ะมีอุณหภูมิเหลวท่ี 175 องศาเซลเซียส  อยา่งไรก็ตาม เม่ือน ากรดดีแลกติก
มาสังเคราะห์ร่วมกับกรดแอลแลกติกเป็นพอลิดีแอลแลกติกแอซิด หรือ PDLLA เกิดเป็น 
Stereocomplex พบวา่สมบติัเชิงโครงสร้างผลึกของพอลิเมอร์ชนิดน้ีเด่นกวา่ PLLA โดยมีอุณหภูมิ
เหลวสูงถึง 230 องศาเซลเซียส ซ่ึงท าให้สะดวกต่อกระบวนการข้ึนรูป ดงันั้นในปัจจุบนัจึงสนใจท่ี
จะผลิตกรดดีแลกติกเพื่อปรับปรุงคุณสมบติัของพอลิแอลแลกติก (Calabia และ Tokiwa, 2007; Lu 
และคณะ, 2009) ส าหรับพอลิแอลแลกติกสามารถพบเห็นไดโ้ดยทัว่ไป เช่น วสัดุอุปกรณ์ปลูกถ่าย เ 
หมุด เส้นเอน็ และไหมละลาย เน่ืองจากมีสามารถในการยืดหยุน่ และค่าโมดูลสัท่ีเหมาะสมต่อการ
น าไปประยกุตใ์ชง้านดา้นต่างๆ (Reddy และคณะ, 2008) 
 
2.10 กระบวนการแยกและท าบริสุทธ์ิกรดแลกติก   
 ขั้นตอนการท า Downstream ของกระบวนการหมกักรดแลกติกค่อนข้างยุ่งยาก และ
ซับซ้อนจึงมีวิธีการแยกและท าบริสุทธ์ิท่ีหลายขั้นตอน น ้ าหมกักรดแลกติกอยู่ในรูปของเกลือ
แคลเซียมแลกเทต จึงตอ้งมีการแยกกรดแลกติกออกจากน ้าหมกัโดยอาศยัความร้อนเพื่อละลายเกลือ
แคลเซียมแลกเทตในน ้ าหมักก่อน หลังจากนั้นน ามากรองโดยใช้เซลลูโลสอะซีเตตเมมเบรน 
(Cellulose acetate membrane) เพื่อก าจดักากเซลล์แบคทีเรีย และเติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ 78 
เปอร์เซ็นต ์เพื่อแยกไดก้รดแลกติกกบัเกลือแคลเซียมซลัเฟต และน ามากรองเพื่อแยกเกลือแคลเซียม
ซลัเฟตออกไป ต่อไปน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิยิง่ข้ึนโดยการผา่นคอลมัน์แลกเปล่ียนประจุ (Ion exchange 
chromatography) หรือการท าเอสเทอริฟิเคชนั (Esterification) โดยท าปฏิกิริยากบัเมทานอลไดเ้มทิล 
แลกเทต หลงัจากนั้นผา่นการไฮโดรไลซิสดว้ยน ้าเพื่อแยกไดก้รดแลกติกและเมทานอล (สาโรจน์ ศิ
ริศนัสนียกุล, 2547) 



 

บทที ่3 
 

อปุกรณ์และวธิีด าเนินการวจิัย 
 

3.1 วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี   
 

3.1.1 วสัดุอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ รุ่น บริษัท ประเทศ 

กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) 
Alphaphot-2 
YS2-H 

Nikon ญ่ีปุ่น 

เคร่ืองชัง่แบบละเอียด 
(Electronic balance) 

ML204/01 Metter Toledo AG สวติเซอร์แลนด์ 

คร่ืองชัง่แบบหยาบ 
(Electronic balance) 

ML3002E/01 Metter Toledo AG สวติเซอร์แลนด์ 

เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง 
(pH meter) 

AB15 
Fisher Sciencetific, 
Ltd. 

สิงคโ์ปร์ 

เคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิแบบ
หมุน (Rotary incubator shaker) 

G25 
New Brunswick 
Scienctific Co., Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

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

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองอบฆ่าเช้ือดว้ยไอน ้า
(Autoclave) 

KT-40L ALP Co., Ltd. ญ่ีปุ่น 

เคร่ืองไฮเปอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโคร
มาโทกราฟี 
(High Performance Liquid 
Chromatography) 

Shimadzu LC-
6A 

Shimadzu Co., Ltd. ญ่ีปุ่น 

ตูป้ลอดเช้ือ (Larminar flow hood) 
NK system 
Clean bench 

International 
Sciencific Supply 

ไทย 

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

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

ญ่ีปุ่น 
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อุปกรณ์ รุ่น บริษัท ประเทศ 
เคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน K-350 Bushi, Ltd. สวติเซอร์แลนด์ 

PCR 
PCR system 
2700 

Applied Biosystem สิงคโ์ปร์ 

Gel electrophoresis Mupid 0863 Advance Co., Ltd. ญ่ีปุ่น 
PCR DNA fragment extraction kit - Geneaid Biotech, Ltd. ไตห้วนั 
 
3.1.2 สารเคมี 

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

Riedel-de Haen เยอรมนั 

Potassium phosphate monobasic (KH2PO4) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Potassium phosphate dibasic (K2HPO4) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Ammonium choride (NH4Cl) Riedel-de Haen เยอรมนั 
Hydrogenperoxide (H2O2) Merck เยอรมนั 
Sodium choride (NaCl) Sigma เยอรมนั 
Yeast extract Bio springer ฝร่ังเศส 
Peptone Fluka ฝร่ังเศส  
Sucrose (C12H22O11) Sigma เยอรมนั 
Tapioca starch สยามชยัเคมิคอล ไทย 
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สารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
Phenol (C6H6O) Carlo Erba อิตาลี 
Lysozyme from hen egg white Fluka เบลเยยีม 
Ethanol (C2H6O) Merck   เยอรมนั 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) (NaC12H25SO4) Fluka ญ่ีปุ่น 
Sodium acetate (CH3COONa) Carlo Erba อิตาลี 
Boric acid (H3BO3) Merk เยอรมนั 
Potassium nitrate (KNO3) Fluka ฝร่ังเศส 
Sorbitol (C6H14O6) Fluka ฝร่ังเศส 
Raffinose (C18H32O16) Fluka ฝร่ังเศส 
Lactose (C12H22O11) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) maltose monohydrate (C12H22O11.H2O) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) xylose (C5H10O5) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) manitol (C6H14O6) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) mannose (C6H12O6) Fluka ฝร่ังเศส 
D(-) ribose (C5H10O5) Sigma เยอรมนั 
D-galactose (C6H12O6) Difco สหรัฐอเมริกา 
L(-) sorbose (C6H12O6) Sigma เยอรมนั 
L(+) arabinose (C5H10O5) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) cellobiose (C12H22O11) Fluka ฝร่ังเศส 
Inulin from dahlia tuber (C6nH10n+2O5n+1) Sigma ฝร่ังเศส 
D(-) fructose (C6H12O6) Fluka ฝร่ังเศส 
Ribitol (C5H12O5) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) melibiose (C12H22O11) Fluka ฝร่ังเศส 
Dextran (H(C6H10O5)xOH) Sigma เยอรมนั 
Dulcitol (C6H14O6) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) arabitol (C5H12O5)   Wako ญ่ีปุ่น 
D(+) trehalose (C12H22O11)  Fluka ฝร่ังเศส 
Chloroform (CHCl3) Lab Scan ไทย 
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สารเคมี บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
Amygdalin (C20H27NO11) Fluka ฝร่ังเศส 
D(+) Melezitose hydrate (C18H32O16.H2O) Sigma เยอรมนั 
Meso-erythritol (C4H10O4)  Fluka ฝร่ังเศส 
N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,4-phenylene diamine 
dihydrochloride (C10H16N2.2HCl) 

Fluka ฝร่ังเศส 

L(+) Arginine HCl (C6H14N4O2
.HCl) Sigma เยอรมนั 

Phenol red (C19H14O5S) May & Baker องักฤษ 
Ninhydrin (C9H6O4) Merck เยอรมนั 
Bromthymol blue (C27H28Br2O5S) BDH องักฤษ 
Neutral red (C15H17CIN4) Merk เยอรมนั 
Soluble starch Univar ออสเตรเลีย 
Agarose Takara ญ่ีปุ่น 
Pyridine (C5H5N) Merck เยอรมนั 

3.2 วธีิด าเนินงานวจัิย       

 
3.2.1 เกบ็ตัวอย่างรากพชื เปลอืกไม้ ดิน ปุ๋ ยอนิทรีย์      
เก็บตวัอย่างเพื่อคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกโดยเลือกตวัอย่างจาก ดิน รากพืช 

เปลือกไมท่ี้ผพุงั หรือบริเวณท่ีมีค่าพีเอชค่อนขา้งต ่า เน่ืองจากแบคทีเรียชนิดน้ีมีความจ าเพาะต่อการ
เจริญในภาวะท่ีเป็นกรดไดดี้ 

 
3.2.2 คัดเลอืกแบคทเีรียทีม่ีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกที่มีความบริสุทธ์ิเชิงแสง

สูง 
น าตวัอยา่ง 0.25 มิลลิกรัม ใส่ในอาหารเหลว Enrichment (ภาคผนวก ก1.1) แลว้น าไปบ่มท่ี

ภาวะไร้อากาศ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 วนั ถ่ายอาหารเล้ียงเช้ือลงในอาหารวุน้ GYP 
(ภาคผนวก ก1.2)  แลว้น าไปบ่มต่อท่ีภาวะเดียวกนั คดัเลือกโคโลนีเด่ียวท่ีสร้าง Clear zone ถ่ายใส่
อาหารวุน้ GYP แลว้น าไปท่ีบ่มท่ีภาวะเดียวกนั แลว้น าโคโลนีเด่ียวท่ีไดม้าละลายในสารละลาย 
Saline ลงในอาหารวุน้ GYP แลว้น าไปบ่มท่ีภาวะเดียวกนั จากนั้นน าโคโลนีเด่ียว ถ่ายใส่อาหารวุน้
เอียง บ่มท่ีภาวะเดียวกนั นาน 2 วนั จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวท่ีไดถ่้ายลงในอาหารวุน้ GYP อีกคร้ัง 
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บ่มท่ีภาวะเดียวกนั นาน 2 วนั เพื่อท าการเก็บรักษาแบคทีเรียท่ีคดัเลือกไดใ้นอาหาร Skim milk และ
ทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี คือการทดสอบการสร้างคะตะเลสโดยน าโคโลนีเด่ียวมาถ่ายใส่อาหาร
วุน้ GYP บ่มท่ีภาวะมีอากาศ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 วนั และทดสอบคุณสมบติัทาง
ชีวเคมี คือทดสอบการสร้างคะตะเลสโดยน าโคโลนีเด่ียวมาถ่ายใส่อาหารวุน้ GYP บ่มท่ีภาวะมี
อากาศ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 2 วนั หลงัจากนั้นน าโคโลนีท่ีเจริญได้ในภาวะมี
อากาศมาหยด 3% H2O2 โดยจะแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ตามคุณสมบติัของคะตะเลส กลุ่มแรกคือแบคทีเรีย
ท่ีไม่สร้างคะตะเลส (Negative catalase) เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญในภาวะไม่มีอากาศหรือเจริญได้
เล็กนอ้ยในภาวะมีอากาศ และไม่สร้างคะตะเลส กลุ่ม 2 คือ แบคทีเรียท่ีสร้างคะตะเลส (Positive 
catalase) เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญในภาวะมีอากาศและสร้างคะตะเลส 

 

3.2.3 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียที่
คัดเลอืกได้ โดยท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า 

น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดัเลือกจากขอ้ 3.2.2 มาท าการทดลองการหมกัในระดบัขวดเขย่า 
โดยจะแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ตามคุณสมบติัของคะตะเลสคือ แบคทีเรียท่ีไม่สร้างคะตะเลส (Negative 
catalase) และแบคทีเรียท่ีสร้างคะตะเลส (Positive catalase) 

3.2.3.1 แบคทีเรียท่ีเจริญในภาวะไม่มีอากาศหรือเจริญไดเ้ล็กนอ้ยในภาวะมีอากาศ 
และไม่สร้างคะตะเลส น าหัวเช้ือท่ีเก็บในอาหารวุน้เอียง GYP มาถ่ายลงบนอาหารชนิดเดียวกนั 
แลว้บ่มท่ีภาวะไร้อากาศท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายหวัเช้ือลงอาหาร
เหลว Preculture (ภาคผนวก ก1.6) แลว้บ่มท่ีภาวะเดียวกนั นาน 26 ชัว่โมง ต่อมาถ่ายหัวเช้ือ 1 
มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว Fermentation ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  (ภาคผนวก ก1.2) ท่ีมีกลูโคส
เขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร แล้วบ่มต่อท่ีภาวะเดียวกนั นาน 72 ชั่วโมง แล้วเก็บตวัอย่าง น าไปป่ัน
เหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ น าส่วนใสไปวิเคราะห์หาปริมาณกลูโคสท่ีเหลือและกรดแลกติก (ทั้งชนิดไอ
โซเมอร์ดี และแอล)  

3.2.3.2 แบคทีเรียสามารถเจริญในภาวะมีอากาศและสร้างคะตะเลส น าหัวเช้ือท่ี
เก็บไวใ้นอาหารวุน้เอียง GYP มาถ่ายลงบนอาหารชนิดเดียวกนั แลว้บ่มท่ีภาวะมีอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือลงอาหารเหลว Preculture (ภาคผนวก ก1.9)  แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 5 ชัว่โมง ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จากนั้น ถ่าย
หัวเช้ือท่ีได้ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในสารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 25
มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มในภาวะไร้อากาศ ท่ีอุณหภูมิเดียวกนั นาน 48 ชัว่โมง แลว้เก็บตวัอยา่งน าไป
ป่ันเหวีย่งเพื่อแยกเซลล ์น าส่วนใสไปวเิคราะห์หาปริมาณกลูโคสท่ีเหลือและกรดแลกติก (ทั้งชนิด 
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ไอโซเมอร์ดีและแอลแลกติก) 
 

3.2.4 ศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญและการผลติกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนที่
มีความเข้มข้นและชนิดทีแ่ตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า 

น าเช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกจากขอ้ 3.2.3 ท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติกในปริมาณท่ีสูงและมีค่า
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูง มาศึกษาการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ซ่ึงแหล่ง
คาร์บอนท่ีเลือกศึกษา ได้แก่ กลูโคส ซูโครส และแป้งมนัส าปะหลงั (Tapioca starch) ท่ีความ
เขม้ขน้ 100 120 และ 160 กรัมต่อลิตร โดยวธีิการทดลองเหมือนดงัขอ้ 3.2.3  

 
3.2.5 ศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญและการผลติกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจน

ทีม่ีความเข้มข้นและชนิดทีแ่ตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า 
น าเช้ือท่ีผา่นการคดัเลือกจากขอ้ 3.2.3 ท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติกในปริมาณท่ีสูงและมีค่า

ความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูง โดยแบ่งกลุ่มศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมของแหล่งไนโตรเจนเป็น 2 กลุ่ม
ตามคุณสมบติัการสร้างคะตะเลส  

3.2.5.1 แบคทีเรียท่ีไม่สร้างคะตะเลส แบ่งแหล่งไนโตรเจนท่ีใชด้งัน้ี 1) สารสกดั
จากยสีต ์5 กรัมต่อลิตร และไม่ใส่เปปโทน 2) สารสกดัจากยีสต ์10 กรัมต่อลิตร และไม่ใส่เปปโทน 
3) สารสกดัจากยีสต ์20 กรัมต่อลิตร และไม่ใส่เปปโทน 4) สารสกดัจากยีสต ์30 กรัมต่อลิตร และ
ไม่ใส่เปปโทน 5) ไม่ใส่สารสกดัจากยีสต ์และเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร 6) สารสกดัจากยีสต ์20 
และ เปปโทน10 กรัมต่อลิตรเป็นตวัควบคุม 7) สารสกดัจากยีสต์ 10 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 5 
กรัมต่อลิตร 8) สารสกดัจากยสีต ์10 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 20 กรัมต่อลิตร 9) สารสกดัจากยีสต ์
20 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร 10) สารสกดัจากยีสต ์5 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 25 
กรัมต่อลิตร และ 11) สารสกดัจากยสีต ์5 และแอมโมเนียมคลอไรด ์20 กรัมต่อลิตร 

3.2.5.2 แบคทีเรียท่ีสร้างคะตะเลส แบ่งแหล่งไนโตรเจนท่ีใชด้งัน้ี 1) สารสกดัจาก 
ยีสต ์7.5 กรัมต่อลิตร และไม่ใส่แอมโมเนียมคลอไรด์ 2) สารสกดัจากยีสต ์15 กรัมต่อลิตร และไม่
ใส่แอมโมเนียมคลอไรด ์3) ไม่ใส่สารสกดัจากยสีต ์และแอมโมเนียมคลอไรด์ 8 กรัมต่อลิตร 4) สาร
สกดัจากยีสต ์15 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 4 กรัมต่อลิตรเป็นตวัควบคุม 5) สารสกดัจากยีสต ์7.5 
และแอมโมเนียมคลอไรด ์4 กรัมต่อลิตร 6) สารสกดัจากยสีต ์7.5 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัม
ต่อลิตร 7) สารสกดัจากยีสต ์3.75 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร และ 8) สารสกดัจาก
ยสีต ์3.75 และแอมโมเนียมคลอไรด ์15 กรัมต่อลิตร   
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3.2.6 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรียทีผ่ลติกรดดีแลกติกทีค่ัดเลอืกได้  
3.2.6.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและการเจริญ  
น าแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกมาถ่ายลงในอาหารวุน้ A medium (ภาคผนวก ก

1.12) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 48 ชัว่โมง หลงัจากนั้นตรวจสอบลกัษณะโคโลนี 
ขนาด รูปร่าง พื้นผวิ การยอ้มสีแกรม และทดสอบการสร้างสปอร์โดยบ่มสภาวะเดียวกนันาน 7 วนั 
 

3.2.6.2 การศึกษาทางสรีรวทิยาและชีวเคมี (Tanasupawat และคณะ, 1998) 
เล้ียงเช้ืออาหารเหลว A medium โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะไร้

อากาศ ระยะเวลา 5 วนั เพื่อศึกษาการเจริญท่ีอุณหภูมิ 15-45 องศาเซลเซียส ความเขม้ขน้ NaCl 0 - 
10 % และพีเอช 4 - 8.5 ศึกษาการสร้างก๊าซ เล้ียงในอาหารท่ีมีหลอดดกัก๊าซ (Durham tube) อยูข่า้ง
ใน ศึกษาคุณสมบติัการรีดิวซ์ไนเทรตโดยใชร้ะยะเวลา 15 วนั หลงัจากนั้นน ามาหยดดว้ยสารละลาย 
A และ B (ภาคผนวก ก2.10) ปริมาตร 3 หยด ศึกษาการย่อยแป้ง ตรวจสอบการยอ่ยแป้งโดยน า
สารละลายไอโอดีนเทลงในเช้ือท่ีบ่มไว ้ศึกษาการยอ่ยสลายอาร์จีนิน (Arginine) ศึกษา Oxidase น า
สารละลาย N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,4-phenylene diamine dihydrochloride (ภาคผนวก ก2.12) มา
หยดลงแผ่นกระดาษกรอง หลงัจากนั้นน าโคโลนีของแบคทีเรียมาเข่ียลงบนบริเวณท่ีสารละลาย
หยด และสังเกตสีของของโคโลนีท่ีเปล่ียนไป ศึกษาการสร้างกรดจากแหล่งคาร์โบไฮเดรตคือ 
Sorbitol raffinose sucrose lactose D(+) maltose monohydrate D(+) xylose D(+) manitol D(+) 
mannose D(-) ribose D-galactose L(-) sorbose L(+) arabinose D(+) cellobiose inulin D(-) fructose 
ribitol D(+) melibiose dextran dulcitol D(+) arabitol D(+) trehalose amygdalin D(+) melezitose 
hydrate meso-erythritol ต่อมาน ามาหยดสาร Mixed indicator (ภาคผนวก ก2.11) และไทเทรตดว้ย 
0.1 N NaOH 
 
  3.2.6.3 การวเิคราะห์ผนังเซลล์ (Komagata และ Suzuki, 1987) 

น าตะกอนเซลล์มา Hydrolyze ดว้ย 6 N HCl ปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร ในหลอดฝา
เกลียวปิด และให้ความร้อนท่ี 100 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 3 ชั่วโมง ต่อมาน ามาตั้งทิ้งท่ี
อุณหภูมิห้องเพื่อลดอุณหภูมิลงและกรองแยกสารละลายออกมา หลงัจากนั้นแช่เยน็จนแข็งเพื่อท า 
Lyophilyzation เม่ือระเหิดกรดออกไปจะได้เซลล์ในรูปของแข็งแห้ง และเติมน ้ าปริมาตร 100 
ไมโครลิตร แลว้จึงมา Spot ลง TLC cellulose (Merck No. 5716) โดยใชส้ารมาตรฐานปริมาตร 1 
ไมโครลิตร 0.01 M DL-diaminopimelic acid และเป่าให้แห้ง หลงัจากนั้นน ามา Developed ดว้ย
สารละลาย Methanol: Water: 6N HCl: Pyridine (80: 26: 4: 10) ทิ้งระยะเวลา 2 ชัว่โมง และน า TLC 
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cellulose มา Spray ดว้ยสารละลาย 0.5 %Ninhydrin น าไปอบท่ีความร้อน 100 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 2 นาที 
 
  3.2.6.4 การวเิคราะห์ล าดับเบสในช่วง 16s rRNA gene และการสร้างPhylogenetic 
tree (Chen และคณะ, 2005; Saito และ Miura, 1983) 

การแยกและการท าบริสุทธ์ิดีเอ็นเอ แยกเซลล์ออกจากน ้ าหมกัดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง
ท่ีควบคุมอุณหภูมิ ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm ระยะเวลา 5 นาที และน าตะกอนเซลล์ท่ีไดม้าลา้ง
ดว้ย TE buffer (ภาคผนวก ก2.21) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 2 คร้ัง โดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
10,000 rpm ระยะเวลา 5 นาที หลงัจากนั้นเติม TE buffer และ Lysozyme ปริมาตร 380 ไมโครลิตร 
และ 0.5 กรัม ตามล าดบั และน าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเคร่ืองเขย่าผสม (Vortex mixer) แล้วบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 ชัว่โมง เพื่อท าให้เซลล์แตก ต่อมาเติม 10 % SDS ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร และน ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม
สารละลาย Phenol : Chloroform (ภาคผนวก ก2.16) และน าไปเขา้เคร่ืองเขยา่ผสม แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ 13,000 rpm ระยะเวลา 15 นาที สารละลายท่ีไดจ้ะแยกเป็น 2 ชั้น ให้ดูดสารละลายชั้น
บนสุดซ่ึงเป็นสารละลายนิวคลีโอไทด์ประกอบดว้ย DNA และ RNA ลงในหลอดใหม่ และท าซ ้ า
ขั้นตอนการเติมสารละลาย Phenol : Chloroform หลงัจากนั้นดูดสารละลายชั้นบนสุดซ่ึงเป็น
สารละลายนิวคลีโอไทดล์งในหลอดใหม่ ต่อมาเติม 3 M NaOAc pH 7 (เติม 1/10 เท่าของปริมาตร 
นิวคลีโอไทด์ท่ีดูดมาได้) และ Absolute ethanol (เติม 2 เท่าของปริมาตรนิวคลีโอไทด์ท่ีดูดมาได)้ 
และน ามาเขย่าดว้ยเคร่ืองเขย่าแบบผสม หลงัจากนั้นน าไปแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 30 นาที เพื่อใหดี้เอน็เอเกิดการตกตะกอน แลว้จึงใชแ้ท่งแกว้พนัสายดีเอ็นเอข้ึนมาและท า
ใหแ้หง้ ต่อมาเติมน ้า Ultra pure ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การท า Polymerase Chain Reaction (PCR) น า PCR reaction mixture (ภาค 
ผนวก ก2.13) ท่ีผสมอยู่ในหลอด PCR มาเขา้เคร่ือง PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้โดยมี
รอบการท าปฎิกิริยา คือ Initial denature : อุณหภูมิ 94 เซลเซียส 3 นาที Denature : อุณหภูมิ 94 
เซลเซียส 1 นาที Annealing : อุณหภูมิ 50 เซลเซียส 1 นาที Extention : อุณหภูมิ 72 เซลเซียส 2 นาที 
และ Final extention : อุณหภูมิ 72 เซลเซียส 3 นาที โดยมีรอบการท าปฏิกิริยา 26 รอบ  

การท า Gel electrophoresis น าผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร มาผสมกบั Loading dye และน า Ladder Marker 1 kb ปริมาตร 1 ไมโครลิตร โหลดลง 
0.8 %Agarose gel ซ่ึงใชก้ระแสไฟฟ้า 100 V ระยะเวลาการแยกดีเอ็นเอ ประมาณ 25 นาที ต่อมาน า
เจลแช่ในสารละลาย Ethidiumbromide นาน 15 นาที และแช่ในน ้าเปล่านาน 5 นาที หลงัจากนั้น 
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น าไปส่องดูแถบดีเอน็เอจะปรากฏต าแหน่งบริเวณ 1500 bp ภายใตรั้งสียวู ี 
การท าบริสุทธ์ิ PCR product ใช้ชุดสกดัส าเร็จรูปของ Geneaid โดยมีขั้นตอน

ต่างๆ ดงัน้ีคือ Binding DNA : ดูด PCR product ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน Microcentrifuge 
tube และเติมสารละลาย DF buffer 5 เท่าของปริมาตร PCR product แลว้น าไปผสมให้เขา้กนัดว้ย
เคร่ืองเขยา่ผสม และถ่ายสารละลายทั้งหมดน้ีลงในชุด DF column ท่ีต่อกบั Collection tube และจึง
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 g ระยะเวลา 1 นาที หลงัจากนั้นเทสารละลายท่ีผ่าน 
Collection tube ดา้นล่างทิ้งไป หลงัจากนั้นท า Wash silica membrane : เติม Wash buffer ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร ลงในหลอด DF column พร้อมกบั Collection tube ตั้งทิ้งไว ้1 นาที และน าไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 g ระยะเวลา 1 นาที หลงัจากนั้นเทสารละลายท่ีผา่น Collection tube 
ดา้นล่างออก ต่อมาท า Dry silica membrane : น าไปป่ันเหวี่ยงให้แห้งท่ีความเร็วรอบ 14,000 g 
ระยะเวลา 3 นาที เพื่อให้ Matrix แห้ง ขั้นสุดทา้ยท า Elute DNA : โดยยา้ย DF column มาต่อเขา้กบั 
Microcentrifuge tube ช้ินใหม่ และเติม Elution buffer ตรงกลาง Matrix ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
หลงัจากนั้นตั้งทิ้ง 2 นาที ท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อสารละลายดูดซับ Matrix และน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็วรอบ  14,000 g ระยะเวลา  2 นาที หลงัจากนั้นจะไดส้ารละลายดีเอน็บริสุทธ์ิ 

การวเิคราะห์สายววิฒันาการ 
น า DNA ท่ีผ่านการท า PCR ส่งไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16s 

rRNA gene ยงัหน่วยงาน Macrogen โดยเลือกใช ้Primer 27F 518F 800R และ 1492R หลงัจากนั้น
น าผลล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดน้ ามาเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุอ่ืนในฐานขอ้มูลโดยการ Blast ผ่าน 
www.eztaxon.com และสร้าง Phylogenetic tree โดยใช ้Mega 5.0  
 
3.3 วธีิการวเิคราะห์สารตัวอย่าง 

 3.3.1 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติก อะซิติก เอทานอล และน ้าตาลกลูโคสที่เหลือในน ้า
หมักด้วยเคร่ือง HPLC    
 น าน ้ าหมกัท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัระดบัขวดเขย่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที ระยะเวลา 10 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์และแคลเซียมคาร์บอเนตออกไป และดูด
สารละลายส่วนใสดา้นบนมาเจือจาง 100 เท่า หลงัจากนั้นกรองดว้ยกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิ
เตท  
คอลมัน์ (Column)  Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid column  

ขนาด 300 มิลลิเมตร × 7.8 มิลลิเมตร 
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สารละลายตัวพา (Mobile phase) 0.005 mM กรดซลัฟิวริก 
อุณหภูมิ   45 องศาเซลเซียส 
อตัราการไหล (Flow rate)  0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
เคร่ืองตรวจวดั (Detector) Refractive index detector ของ Shimadzu รุ่น RID-6A 
เวลาทีว่เิคราะห์   25 นาที 
ปริมาตรสารทีว่เิคราะห์  15 ไมโครลิตร 
ความเข้มข้นสารมาตรฐาน 0.25 0.50 1.00 1.50 และ 2.00 กรัมต่อลิตร 
 
ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) สารละลายเทียบมาตรฐาน (µl) น า้บริสุทธ์ิ (µl) 

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

น าค่าท่ีวิเคราะห์ได้มาค านวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแลกติก กรดอะซิติก เอ
ทานอล และปริมาณน ้ากลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 2 กรัมต่อลิตร 
 

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

ค านวณเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดดี และแอลแลกติกโดยค่า Retention time ของกรด 
แอลแลกติก ประมาณ 18.9 นาที และค่า Retention time ของกรดดีแลกติกประมาณ 24.1 นาที 
 

3.3.3 การวิเคราะห์ปริมาณกรดแลกติกและน ้าตาลกลูโคสโดยเคร่ือง Biochemistry 
analyzer (YSI)  

น าน ้ าหมกัท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัระดบัขวดเขย่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาที และดูดส่วนใสมาเจือจาง 100 เท่า 

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

ซลัเฟตท่ีมีอตัราส่วน 95:5 ลงไป 7 กรัม จากนั้นเติมกรดซลัฟิวริก 15 มิลลิลิตร และน าไปยอ่ยบนเตา
หลุมเป็นเวลา 45 นาที สารท่ีไดจ้ะมีลกัษณะใสสีเขียว รออุณหภูมิลงประมาณ 15 นาที และน ามา
เติมน ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร พร้อมกบัน าสารละลาย 4 %กรดบอริกปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีหยดอินดิเค
เตอร์ 3 หยด มาประกอบเขา้กบัเคร่ืองกลัน่ไนโตรเจน หลงัจากนั้นเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์จะเกิดเป็นสารละลายสีด า และน าสารละลายท่ีได้หลังจากเข้าเคร่ืองกลั่นมาไทเทรตกับ
สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.097 โมลาร์ และบนัทึกปริมาตรกรดท่ีใชเ้พื่อค านวณหา
ปริมาณไนโตรเจน  



 

บทที ่4 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การเก็บตัวอย่างและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความจ าเพาะต่อการผลิตกรดดีแลกติกที่มีความ
บริสุทธ์ิเชิงแสงสูง       

จากการเก็บตวัอยา่ง เช่น ดิน เปลือกไม ้และรากไม ้ตามแหล่งสถานท่ีต่างๆ ท่ีมีการสะสม
ของจุลินทรียท่ี์หลากหลาย และบริเวณภาวะความเป็นกรด พบว่าแบคทีเรียทั้งหมดท่ีคดัเลือกได ้
จากจงัหวดันครปฐม สมุทรสาคร กรุงเทพ อุดรธานี เพชรบูรณ์ และลพบุรี ทั้งหมด 136 ไอโซเลทมี
เพียง 5 ไอโซเลทเท่านั้น ท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติกได ้คือ SK5-2 NK26-11 CU38-12 CU68-1 
และ CU72-1 ซ่ึงแยกเก็บไดจ้ากดินและเปลือกไม ้แสดงดงัตารางท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 ผลจากการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติก จากตวัอย่างดิน เปลือกไม้

และรากไม ้ตามสถานท่ีต่าง ๆ   
คร้ังที่ จังหวดั ตัวอย่าง จ านวน หมายเลขไอโซเลท 

1 
นครปฐม 
สมุทรสาคร 

ดิน 
ดิน 

7 SK5-2 NK26-11 

2 นครปฐม กรุงเทพ ดินและเปลือกไม ้ 20 CU38-12 
3 อุดรธานี ดินและเปลือกไม ้ 26 - 
4 กรุงเทพ ดินและเปลือกไม ้ 13 CU68-1 CU72-1 
5 นครปฐม กรุงเทพ ดินและเปลือกไม ้ 13 - 
6 เพชรบูรณ์ ดินและเปลือกไม ้ 8 - 
7 ลพบุรี ดินและเปลือกไม ้ 34 - 
8 นครปฐม รากไม ้ 15 - 

 
แบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติก มีลกัษณะรูปร่างแท่ง สร้างสปอร์ ไม่ผลิตคะตะเลส เป็นการ

คดัเลือกพื้นฐานของแบคทีเรียผลิตกรดดีแลกติก ซ่ึงทั้ง 5 ไอโซเลท มีคุณสมบติัตามท่ีเลือกไว ้
ยกเวน้ผลการทดสอบคุณสมบติัคะตะเลสพบวา่ SK5-2 และ NK26-11 สามารถผลิตคะตะเลสเพื่อ
ใชใ้นการยอ่ยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได ้ ในขณะท่ี CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 ไม่สามารถ
ผลิตคะตะเลสได ้แสดงดงัตารางท่ี 4.2  
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ตารางท่ี 4.2 การศึกษาคุณลกัษณะพื้นฐานรูปร่าง สปอร์ การเจริญท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ
ผลทดสอบคะตะเลส   

รหัสไอโซเลท รูปร่าง สปอร์a 
การเจริญภาวะไร้อากาศที่ 

50 องศาเซลเซียสb 
ผลคะตะเลสc 

SK5-2 แท่ง + - + 
NK26-11 แท่ง + - + 
CU38-12 แท่ง + - - 
CU68-1 แท่ง + - - 
CU72-1 แท่ง + - - 

หมายเหตุ : a+, สร้างสปอร์; b-, ไม่เจริญ  
c+, ผลิตคะตะเลส; -, ไม่ผลิตคะตะเลส 

 จากการทดลองพบวา่มีงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกไม่
หลากหลายมากนกั เช่น Tanasupawat และคณะ (1998) แยกเช้ือจากปลาร้าท่ีจงัหวดัชยัภูมิพบ 
Leuconostoc sp. สามารถผลิตกรดดีแลกติก รูปร่างกลม และไม่สร้างสปอร์ ต่อมาในปี 2002 คน้พบ
เช้ือ Lactobacillus sp. ซ่ึงคดัเลือกไดจ้ากซีอ๊ิว แบคทีเรียชนิดน้ีไม่สร้างสปอร์ ท่ีส าคญัยงัสามารถ
ผลิตกรดดีแลกติกในสัดส่วนไอโซเมอร์ของแอลและดีแลกติก คือ 0 และ 100 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
De Martinis และ Freitas (2003) ไดค้ดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกจากเน้ือ (Brazilian meats) 
ซ่ีงพบวา่เป็น Leuconostoc sp.20. จากท่ีกล่าวไปทั้ง Leuconostoc sp. Lactobacillus sp. และ 
Leuconostoc sp. 20 ไม่สามารถเจริญไดท่ี้ 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของทั้ง 5 
ไอโซเลท ไม่สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นอกจากน้ีในปี 1997 จากงานวิจยัของ 
Yanagida และคณะ ได้แยกเช้ือจากดินพบว่ามีแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติก ได้แก่ 
Sporolactobacillus inulinus S. nakayamae subsp. nakayamae S. terrae S. kofuensis และ S. 
lactosus เป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติก โดยทัว่ไปจีนัสของ Sporolactobacillus ไม่ผลิตคะ
ตะเลส และสร้างสปอร์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัท่ีไดท้  าการทดลองของเช้ือ CU38-12 CU68-1 และ 
CU72-1 พบวา่ไม่สามารถผลิตคะตะเลสได ้ และยงัมีงานวิจยัของ Fujita และคณะ (2010) พบ S. 
putidus สามารถผลิตกรดดีแลกติกไดเ้ช่นกนั ซ่ึงแยกเช้ือไดจ้ากน ้ าส้มเน่า ต่อมาในปี 2011 Tashiro 
และคณะได้แยกเช้ือท่ีผลิตกรดดีแลกติกจากคราบสกปรกในอ่างล้างหน้าพบว่าเป็นแบคทีเรียท่ี
สามารถทนอุณหภูมิสูงถึง 50 องศาเซลเซียส คือ L. delbrueckii subsp. lactis QU41 
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4.2 ศึกษาหาภาวะทีเ่หมาะสมต่อการเจริญและการผลติกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดย
ท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า  

ผลจากการทดสอบคุณสมบติัของคะตะเลส พบวา่แบ่งเช้ือเป็น 2 กลุ่ม ในการเจริญและผลิต
กรดดีแลกติกคือ Catalase positive และ Catalase negative โดยคดัเลือกแบคทีเรียท่ีให้ค่าการผลิต
กรดแลกติกสูงประมาณ 60 กรัมต่อลิตร แลว้จึงน ามาวิเคราะห์หาค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง จากการ
ทดลองพบวา่มีแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดดีแลกติก 5 ไอโซเลท คือ SK5-2 NK26-11 CU38-12 
CU68-1 และ CU72-1 แบคทีเรียในกลุ่มของ Catalase positive คือแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญไดใ้น
ภาวะมีอากาศและสร้างคะตะเลส ไดแ้ก่ SK5-2 และ NK26-11 ดงันั้นจึงเล้ียงในภาวะท่ีมีอากาศ 
Catalase negative คือแบคทีเรียท่ีไม่เจริญหรือเจริญภาวะมีอากาศ และไม่สร้างคะตะเลสเพื่อยอ่ย
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซ่ึงเป็นสารพิษอนัตรายต่อเซลล์ ดังนั้นจึงตอ้งเล้ียงในภาวะไร้อากาศ 
ไดแ้ก่ CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 จากการทดลองหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
กรดดีแลกติก โดยใช้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลาการหมกั 72 
ชัว่โมง พบวา่ CU38-12 สามารถผลิตกรดดีแลกติกไดม้ากสุดคือ 113.04 กรัมต่อลิตร โดยใชน้ ้ าตาล
กลูโคสหมด แต่ให้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีต ่าเพียง 98.76 %ee จากทั้งหมด 5 ไอโซเลท พบว่า 
SK5-2 เป็น Catalase positive ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติก Yield Productivity และค่าความบริสุทธ์ิ
เชิงแสงสูงคือ  97.24 กรัมต่อลิตร 81.03 เปอร์เซ็นต์ 1.35 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 99.99 %ee 
ตามล าดบั CU72-1 เป็น Catalase negative ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติก Yield Productivity และค่า
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงคือ 91.87 กรัมต่อลิตร 76.56 เปอร์เซ็นต ์1.28 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 
98.83 %ee ตามล าดบั (แสดงดงัรูปท่ี 4.1-4.3) ทั้ง 2 ไอโซเลทน้ีให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติก รวมถึง
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงเพียงพอในการผลิตพอลิแลกติกแอซิดจึงเหมาะสมท่ีจะคดัเลือกเพื่อหา
ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในขั้นตอนถดัไป   

 
รูปท่ี 4.1 การผลิตกรดดีแลกติกของ SK5-2 NK26-11 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 
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รูปท่ี 4.2 ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกทั้ง 5 ไอโซเลท 
  

 
รูปท่ี 4.3 แสดงผลของค่า Productivity และ Yield ของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติก 
 
4.3 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนที่มีความ
เข้มข้นและชนิดทีแ่ตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า 
 

หลงัจากหาภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแบคทีเรียท่ีคดัเลือก
ได ้พบวา่ SK5-2 และ CU72-1 มีความเหมาะสมในการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดดีแลก
ติก จากการเลือกใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัคือ กลูโคส ซูโครส และ
แป้งมนัส าปะหลงั ท่ีความเขม้ขน้ 100 120 และ 160 กรัมต่อลิตร  
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รูปท่ี 4.4 ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือหลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแหล่งกลูโคส ซูโครส 
และแป้งมนัส าปะหลงั ท่ีความเขม้ขน้ 100 120 และ 160 กรัมต่อลิตร โดย CU72-1 
 

 
รูปท่ี 4.5 ปริมาณน ้าตาลฟรักโทสท่ีเหลือหลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแหล่งต่างชนิด
และความเขม้ขน้กนัโดย CU72-1 
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รูปท่ี 4.6 การผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1  
 

 
รูปท่ี 4.7 ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง (%ee) จากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
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รูปท่ี 4.8 ผลของค่า Yield จากจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
 

 
รูปท่ี 4.9 ผลของค่า Productivity จากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
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ตารางท่ี 4.3 สรุปผลการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 

แหล่ง
คาร์บอน 

ความ
เข้มข้น 
(g/L) 

กรดดแีลกเทต 
ความเข้มข้นสารตั้ง
ต้นสุดท้าย (g/L) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 
(g/L) 

% Yield 
Productivity 

(g/L.h) 
%ee กลูโคส ฟรักโทส 

กลูโคส 

100 88.34 88.34 1.23 98.03 0 0 

120 93.63 81.91 1.30 98.63 5.68 0 

160 86.40 79.06 1.20 98.28 50.72 0 

ซูโครส 

100 41.54 41.54 0.58 98.46 0 0 

120 54.69 45.87 0.76 97.78 0.76 26.70 

160 76.00 47.50 1.06 96.88 0 0 

แป้งมนั
ส าปะหลงั 

100 84.18 84.18 1.17 98.21 0 0 

120 116.88 97.40 1.62 99.02 0 0 

160 112.64 70.40 1.56 98.80 0 0 

 
จากการทดลองใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสของ CU72-1 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้กลูโคส

เพิ่มข้ึนจากความเขม้ขน้ 100 เป็น 120 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน โดยท่ี
ความเขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิตกกรดดีแลกติกมากสุดคือ 93.63 กรัมต่อลิตร มี
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง Yield และ Productivity คือ 98.63 %ee 81.91 เปอร์เซ็นต์ และ 1.30 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง ตามล าดับ (แสดงดังรูปท่ี 4.5-4.9) และสามารถใช้กลูโคสได้จนหมด แต่
ประสิทธิภาพการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้กลูโคสเป็น 160 กรัมต่อลิตร ให้ค่า
การผลิตกรดดีแลกติกเพียง 86.40 กรัมต่อลิตร เหลือกลูโคส 51 กรัมต่อลิตร จากการทดลองของ
กลูโคสทั้ง 3 ความเขม้ขน้พบวา่ CU72-1 มีความสามารถในการใชน้ ้าตาลกลูโคสประมาณ 110 กรัม
ต่อลิตร (แสดงดงัรูปท่ี 4.4) เพียงพอท่ีจะผลิตกรดดีแลกติก ท่ีความเขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร 
ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากกว่าท่ีความเขม้ขน้กลูโคส 160 กรัมต่อลิตร (แสดงดงัรูปท่ี 4.6) 
เน่ืองจากท่ีความเขม้ขน้ของกลูโคส 160 กรัมต่อลิตร อาจเกิด Product inhibition ท าให้เกิดภาวะ
ความเป็นกรดมากเกินไป จึงยบัย ั้งการเจริญและผลิตกรดแลกติก (Gocaives และคณะ, 1990; John 
และคณะ, 2007) ดงันั้นจึงส่งผลให้ผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงมาเพียงเล็กนอ้ยโดยจะสังเกตเห็นไดว้่า
ค่าการผลิตกรดดีแลกติกไม่แตกต่างกนัมากเหลือกลูโคสเพียงเล็กนอ้ย และค่า Yield ท่ีไดย้งัสูงอยู ่
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เม่ือใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นซูโครสทั้ง 3 ความเขม้ขน้ พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ซูโครสเพิ่มข้ึน
ส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึนเช่นกนั โดยความเขม้ขน้ซูโครส 160 กรัมต่อลิตร ให้ค่า
การผลิตกรดดีแลกติก Yield และ Productivity สูงสุดคือ 76 กรัมต่อลิตร 47.50 เปอร์เซ็นต์ และ  
1.06 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั (แสดงดงัรูปท่ี 4.6 4.8-4.9) จากการทดลองพบวา่การเลือกใช้
แหล่งซูโครสเทียบกบักลูโคสท่ีความเขม้ขน้เท่ากนั พบวา่การใชซู้โครสส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดี
แลกติก รวมถึงค่า Yield ต ่ากว่ากลูโคสอย่างเห็นไดช้ดัประมาณคร่ึงหน่ึง ซ่ึงซูโครสทั้ง 3 ความ
เขม้ขน้ไม่เหลือกลูโคสหลงัจากกระบวนการหมกักรด แสดงวา่ใชก้ลูโคสไดห้มด แต่ไม่สามารถใช้
ฟรักโทสเพื่อผลิตกรดดีแลกติกได้ จึงให้ค่าการผลิตกรดแลกติกต ่ากว่ากลูโคสท่ีความเข้มข้น
เดียวกนัประมาณคร่ึงหน่ึง ซูโครสสามารถแตกตวัไดก้ลูโคสและฟรักโทสโดย Glucansucrase มี
ประสิทธิภาพท่ีดีจึงสามารถย่อยซูโครสเปล่ียนเป็นกลูโคสเพื่อผลิตกรดดีแลกติก ในขณะท่ี 
Fructansucrase อาจมีขอ้จ ากดัในการเปล่ียนซูโครสเป็นฟรักโทสโดยข้ึนกบัผลของ อุณหภูมิ พีเอช  
ความเขม้ขน้ซูโครส หรืออาจเก่ียวขอ้งกบัการท าให้เกิดกลไกลการท างานของเอนไซมท่ี์จะเปล่ียน
ซูโครสเป็นกลูโคสและฟรักโทส (Van Hijum และคณะ, 2006) จึงส่งผลใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติก
ต ่าลงประมาณคร่ึงเม่ือเทียบกับกลูโคสท่ีความเข้มข้นเดียวกัน กระบวนการหมกัโดยซูโครส
สามารถใหค้่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีต ่าตรงขา้มกบัปริมาณกรดดีแลกติกท่ีผลิตได ้แสดงดงัรูปท่ี 4.7 
ส่วนสาเหตุค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงต ่ายงัไม่มีใครทราบถึงสาเหตุได ้(Lee, 2007)  

เม่ือใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่ ถา้ไม่เติมกลูโคอะไมเลสจะไม่สามารถ
ผลิตกรดดีแลกติกไดจ้ากกระบวนการหมกั แต่เม่ือเติมกลูโคอะไมเลสส่งผลให้ผลิตกรดดีแลกติกใน
ปริมาณสูงกวา่เดิมโดยความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงั 120 กรัมต่อลิตร ใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติก 
สูงถึง 116.89 กรัมต่อลิตร (แสดงดงัตารางท่ี 4.3) ความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงั 100 กรัมต่อลิตร มี
ปริมาณกลูโคส 110 กรัมต่อลิตร ควรให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากพอๆ กบัความเขม้ขน้ของ
กลูโคสท่ี 120 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากกลูโคสท่ี 120 กรัมต่อลิตร เหลือปริมาณกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร
เท่านั้น แต่กลบัให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกท่ีต ่ากว่า อาจเน่ืองมาจากกลูโคอะไมเลสสามารถย่อย
แป้งเปล่ียนเป็นกลูโคสไดเ้ร็วเกินไป และ CU72-1 มีประสิทธิภาพในการย่อยโอลิโกแซคคาร์ไรด์
ไดดี้ ดงันั้นเซลล์จึงน าไปใชเ้พื่อการเจริญ และสร้างพลงังานมากกว่าท่ีจะผลิตกรดดีแลกติก เหลือ
กลูโคสในปริมาณท่ีน้อยลงจึงส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลง ท่ีความเข้มข้นแป้งมัน
ส าปะหลงั 120 กรัมต่อลิตร สามารถให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากสุดคือ 116.88 กรัมต่อลิตร ซ่ึง
ให้ค่า Yield และ Productivity มีค่ามากสุด คือ 97.40 เปอร์เซ็นต ์ และ 1.62 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
ตามล าดบั (แสดงดงัตารางท่ี 4.3) รวมถึงค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีมากถึง 99.02 %ee ให้ค่าการผลิต
กรดดีแลกติกสูงสุด อาจเน่ืองจากกลูโคอะไมเลสมีประสิทธิภาพในการย่อยโอลิโกแซคคาไรด์ท่ี
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สมบูรณ์ไม่ชา้ หรือเร็วจนเกิน และไดก้ลูโคสในปริมาณท่ีเพียงพอและเหมาะสมต่อการเจริญและ
ผลิตกรดดีแลกติกจึงส่งผลให้ผลิตกรดดีแลกติกมากสุด เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงัเป็น 
160 กรัมต่อลิตร กลบัใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงคือ 112.64 กรัมต่อลิตร ไม่เหลือกลูโคสและ
โอลิโกแซคคาไรด์ หลงัจากกระบวนการหมกักรดแสดงว่าเกิดการย่อยได้สมบูรณ์จึงได้กลูโคส
ปริมาณท่ีมากเพื่อผลิตกรดดีแลกติก และส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึนจนท าให้เกิด 
Product inhibition จากการทดลองพบวา่ เม่ือใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้เท่ากบักลูโคสให้
ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากกวา่การใชก้ลูโคส เน่ืองจากสามารถเปล่ียนแป้งเป็นกลูโคสเพื่อผลิต
กรดดีแลกติกได้อย่างสมบูรณ์ และในแป้งมนัส าปะหลงัมีองค์ประกอบของกรดอะมิโนรวมถึง
โปรตีนเ ป็นแห ล่งไนโตรเจนเพื่ อใช้ก าร เจ ริญและผลิตกรดแลกติก  ( http://www.food-
info.net/uk/carbs/starch.htm) ดงันั้นจึงส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Lee (2007) เม่ือความเขม้ขน้แป้งมากข้ึนค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน เน่ืองจากแป้ง
ถูกยอ่ยเป็นมอลโทส และเปล่ียนเป็นกลูโคสในปริมาณท่ีมากข้ึน เพื่อใชใ้นการผลิตกรดแลกติกจึง
สามารถผลิตกรดแลกติกไดม้ากกวา่การใชก้ลูโคส 

ดงันั้นจากการทดลองพบวา่ CU72-1 ท่ีกลูโคสความเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิต
กรดแลกติกมากสุด เม่ือใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนพบวา่มีประสิทธิภาพผลิตกรดดีแลกติกต ่ากวา่
การใช้จากกลูโคสประมาณคร่ึงหน่ึง โดยพบค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากสุดท่ีความเขม้ขน้ 160 
กรัมต่อลิตร และเม่ือใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนโดยไม่เติมกลูโคอะไมเลสจะไม่สามารถผลิตกรดดี
แลกติกได ้แต่เม่ือเติมกลูโคอะไมเลสในระหว่างกระบวนการหมกัสามารถผลิตกรดดีแลกติกใน
ปริมาณสูงกวา่เดิม โดยความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงั 120 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติ
กมากสุด และผลจากการหมกัพบว่าไม่เหลือส่วนของโอลิโกแซคคาไรด์ แสดงว่ากลูโคอะไมเลส 
สามารถย่อยโอลิโกแซคคาไรด์เปล่ียนเป็นกลูโคสได้อย่างสมบูรณ์ (แสดงดังตารางท่ี 4.3) แต่
เอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการท า Liquefaction และ Saccharification มีราคาท่ีค่อนขา้งสูงและ
ขั้นตอนการ Pretreatment ยุง่ยากและเสียเวลากวา่เม่ือเทียบกบัการใชแ้หล่งคาร์บอนจากกลูโคสหรือ
ซูโครส 
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รูปท่ี 4.10 ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือหลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนต่าง
ชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 

 
รูปท่ี 4.11 การผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2  
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รูปท่ี 4.12 ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง (%ee) จากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดยSK5-2 
 

 
รูปท่ี 4.13 ผลของค่า Yield จากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
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รูปท่ี 4.14 ผลของค่า Productivity จากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
 
ตารางท่ี 4.4 สรุปผลการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
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ตารางท่ี 4.5 การเปรียบเทียบกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแป้งมนัส าปะหลงัโดย CU72-1 
และ SK5-2 

รหัสไอโซเลท 
ไม่เตมิกลูโคอะไมเลส เตมิกลูโคอะไมเลส 

กรดดแีลกตกิ (กรัมต่อลติร) กรดดแีลกตกิ (กรัมต่อลติร) 

CU72-1 23.74 116.89 

SK5-2 54.21 97.53 

 
จากการเลือกแหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสโดย SK5-2 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้กลูโคสเพิ่มข้ึน

จากความเขม้ขน้ 100 เป็น 120 กรัมต่อลิตร ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึนโดยความเขม้ขน้
กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากสุดคือ 112.45 กรัมต่อลิตร สามารถใช้
กลูโคสไดจ้นหมด ซ่ึงให้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีมีค่าสูงสุด Yield และ Productivity คือ 98.79  
%ee 93.71 เปอร์เซ็นต์ และ 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั (แสดงดงัรูปท่ี 4.10-4.14) แต่
ประสิทธิภาพการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลง เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้กลูโคสเป็น 160 กรัมต่อลิตร พบวา่
ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกเพียง 106.61 กรัมต่อลิตร และกลูโคสเหลือ 39.48 กรัมต่อลิตร จากการ
ทดลองจากการใชก้ลูโคส พบวา่ SK5-2 สามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคสประมาณ 120 กรัมต่อลิตร เพียง
พอท่ีจะผลิตกรดดีแลกติก ซ่ึงพบไดใ้นความเขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้กลูโคส 
160 กรัมต่อลิตร เกิด Product inhibition ส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงมาเพียงเล็กนอ้ย 
แสดงดงัรูปท่ี 4.11  

เม่ือใช้แหล่งคาร์บอนเป็นซูโครส พบว่าเม่ือความเขม้ขน้ซูโครสเพิ่มข้ึนค่าการผลิตกรดดี
แลกติกมากข้ึนเช่นกนั ท่ีซูโครสความเขม้ขน้ 100 และ 120 กรัมต่อลิตร ใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติก 
คือ 90.87 และ 101.12 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่ากว่าการใช้จาก
กลูโคสท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัประมาณ 10 กรัมต่อลิตร เท่านั้นอาจเน่ืองจากซูโครสแตกตวัได้
กลูโคสและฟรักโทส อาจใชก้ลูโคสทั้งหมดในการผลิตกรดดีแลกติกเน่ืองจากไม่เหลือกลูโคส แต่
ฟรักโทสจ านวนหน่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัการท างานของเอนไซมซู์เครสท่ีจะเปล่ียนซูโครสเป็นกลูโคส
และฟรักโทส จึงส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่ากวา่เพียงเล็กน้อยเท่านั้น โดยท่ีความเขม้ขน้
ซูโครส 160 กรัมต่อลิตร ใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกสูงสุด คือ 116.16 กรัมต่อลิตร และให้ค่า Yield 
Productivity และค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง คือ 76.17 เปอร์เซ็นต์ 1.61 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 
98.49 %ee ตามล าดบั (แสดงดงัรูปท่ี 4.11-4.14) ซ่ึงให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกในปริมาณท่ีสูงพอๆ 
กบักลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร คือ 112.45 กรัมต่อลิตร แสดงว่าสามารถใช้น ้ าตาล
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กลูโคสเพียงพอต่อการเจริญและผลิตกรดดีแลกติก เน่ืองจากเหลือกลูโคส 8 กรัมต่อลิตร และใช้
ฟรักโทสส่วนหน่ึงเป็นน ้ าตาลในปริมาณท่ีเพียงพอต่อการผลิตกรดดีแลกติก ดงันั้นซูโครสท่ีความ
เขม้ขน้ 160 กรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมสุดในการผลิตกรดดีแลกติก เน่ืองจากไม่เกิด
การยบัย ั้งการผลิตกรดดีแลกติก จะสังเกตเห็นได้ว่ามีปริมาณกลูโคสท่ีเหลือเพียงเล็กน้อยเท่านั้น 
แสดงใหเ้ห็นวา่การแตกตวัของซูโครสเป็นกลูโคสและฟรักโทสมีปริมาณท่ีเพียงพอต่อการผลิตกรด
ดีแลกติก และจากการใช้ซูโครสท่ีความเข้มขน้สูงจะส่งผลให้ได้ปริมาณฟรักโทสและกลูโคส
มากกวา่ท่ีความเขม้ขน้ต ่า จึงไดป้ริมาณกลูโคสและฟรักโทสเพียงพอในการผลิตกรดแลกติก ดงันั้น
จึงท าใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกสูงข้ึน  

ในขณะท่ีเม่ือใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่าท่ีความเขม้ขน้ 100 และ 120
กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่ากว่าการใช้จากกลูโคสท่ีความเข้มข้นเดียวกัน อาจ
เน่ืองมาจากหลงัจากกระบวนการหมกักรดแลกติกเหลือโอลิโกแซคคาไรด์จ  านวนหน่ึงท าให้ได้
ปริมาณกลูโคสท่ีนอ้ย จึงส่งผลใหค้วามสามารถในการผลิตกรดดีแลกติกต ่ากวา่การใชจ้ากกลูโคสท่ี
ความเขม้ขน้เท่ากนั เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงัเป็น 160 กรัมต่อลิตร สามารถค่าการ
ผลิตกรดดีแลกติกสูงสุดถึง 112.52 กรัมต่อลิตร โดยมีกลูโคสเหลือ 4 กรัมต่อลิตร ค่าการผลิตกรดดี
แลกติกมีค่าเท่ากบัการใชจ้ากกลูโคส 120 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ียงัพบวา่ SK5-2 สามารถผลิตกรด
ดีแลกติกจากแป้งมนัส าปะหลงัไดแ้มไ้ม่เติมกลูโคอะไมเลส สามารถผลิตได ้55 กรัมต่อลิตร เม่ือเติม
กลูโคอะไมเลสในขั้นตอนการหมกั จะช่วยเร่งให้เกิดการผลิตกรดดีแลกติกสูงข้ึนกวา่เดิมคือ 97.53 
กรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบั CU72-1 จากกระบวนการหมกัโดยใช้แหล่งแป้งมนัส าปะหลงั
พบวา่หากไม่เติมกลูโคอะไมเลส CU72-1 ไม่สามารถสร้างกรดดีแลกติกได ้แต่ SK5-2 สามารถผลิต
ได ้เม่ือเติมกลูโคอะไมเลส CU72-1 ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากกว่า SK5-2 อาจเน่ืองมาจาก 
SK5-2 สามารถสร้างเอนไซม์เพื่อใช้ในการเปล่ียนแป้งเป็นกลูโคสเพื่อผลิตกรดแลกติก โดยใช้
ระยะเวลาในการสร้างเอนไซม ์ในขณะเดียวกนัเม่ือเติมกลูโคอะไมเลสลงไป SK5-2 อาจมีโปรตีเอส 
ท่ีส่งผลให้กลูโคอะไมเลสเกิดสูญเสียสภาพบางส่วน และจากการท่ีใช้ระยะเวลาในการสร้าง
เอนไซมร์วมถึงกลูโคอะไมเลสสูญเสียสภาพจึงท าใหเ้หลือส่วนของโอลิโกแซคคาไรดบ์างส่วนท่ีไม่
ถูกย่อย จึงส่งผลให้ไดก้ลูโคสในปริมาณท่ีน้อยท าให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกไม่สูงมากนกั และ 
SK5-2 อาจมีกลไกการควบคุมไม่ใหผ้ลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน เน่ืองจากยงัมีส่วนของโอลิโกแซคคา
ไรด์ท่ียงัไม่ถูกย่อย ในขณะท่ี CU72-1 อาจมีโปรตีเอสท่ีกิจกรรมไม่สูงมากนักจึงไม่ส่งผลต่อ
กลูโคอะไมเลส และกลูโคอะไมเลสมีประสิทธิภาพในการเปล่ียนแป้งเป็นกลูโคสเพื่อผลิตกรดดี
แลกติกไดท้ั้งหมด โดยไม่เหลือส่วนของโอลิโกแซคคาไรด์หลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติ
ท าใหไ้ดก้ลูโคสปริมาณมากส่งผลใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกสูงข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั (แสดงดงัตาราง 
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ท่ี 4.5) 
ดงันั้นจากการทดลองพบวา่ SK5-2 เม่ือใชก้ลูโคสความเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการ

ผลิตกรดดีแลกติกมากสุด และสามารถใชซู้โครสเป็นแหล่งคาร์บอนไดโ้ดยมีประสิทธิภาพการผลิต
กรดดีแลกติกไม่ดีเม่ือเทียบกบักลูโคส โดยซูโครสความเขม้ขน้ 160 ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกสูง
สุด นอกจากน้ียงัสามารถใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัในการผลิตกรดดีแลกติกไดแ้มไ้ม่เติมกลูโคอะไมเลส 
โดยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 160 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากสุดแต่มี
ประสิทธิภาพการผลิตกรดดีแลกติกต ่ากวา่เม่ือเทียบกบัการใชจ้ากแหล่งกลูโคส   

เม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีผ่านมาพบว่าแบคทีเรียผลิตกรดดีแลกติก จากการใช้แหล่ง
คาร์บอนเป็นวตัถุดิบท่ีมีราคาถูกยงัไม่หลากหลายมากนักโดยเฉพาะสกุล Sporolactobacillus 
งานวิจยัในคร้ังน้ี CU72-1 และ SK5-2 มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดดีแลกติกโดยให้ค่า Yield 
และ Productivity ท่ีสูงจากแหล่งคาร์บอนทั้งกลูโคส ซูโครส และแป้งมนัส าปะหลงั ทั้งท่ีเป็นการ
ทดลองการหมกัในระดบัขวดเขยา่เท่านั้น แสดงดงัตารางท่ี 4.6 
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ตารางท่ี 4.6 การเปรียบเทียบงานวจิยัท่ีผลิตกรดดีแลกติกโดยแบคทีเรียชนิดต่างๆจากทางเลือกแหล่งคาร์บอนท่ีหลากหลาย 

Bacteria Culture mode Substrate 
D-lactic acid 

(g/L) 
Yield 
 (%) 

Productivity  
(g/L.h) 

Optical purity  
(%ee) 

Reference 

Lactobacillus plantarum (ΔldhLI  ) - Cellooligosaccharide β-glucan  1.38 83.63 0.05 99.5 Okano และคณะ (2010) 

L. coryniformis subsp. torquens ATCC25600  SSF Cellulose 24 89 0.5 - Y´añez และคณะ (2003) 

L. plantarum NCIMB8826 Batch fermentation Xylose 41.2 89 0.69 99.2 Okano และคณะ (2009) 

L. delbrueckii subsp. lactis QU41 Batch fermentation MRS 87.4 10 0.52 99.9 Tashiro และคณะ (2011) 

L. delbrueckii subsp. delbrueckii IFO 3202 SSF Rice bran 28 78 0.77 95 Tanaka และคณะ (2006) 

L. delbrueckii (LD0025) Flask scale Maltose 66.6 - 0.93 99.5 
Lee (2007) 

L. delbrueckii (LD0028) Flask scale Maltose 83.5 - 1.16 96.9 

L. plantarum ΔldhL1/pCUSαA Batch fermentation Starch 73.2 85 3.86 99.6 Okano และคณะ (2010) 

L. delbrueckii  Batch fermentation 

Sugar cacne molass 104 90 1.48 < 97.0 
Calabia และ Tokiwa 

(2007)  Sugar cane juice 118 95 1.66 <97.0 

Sugar beet juice 112 88 1.16 <97.0 

CU72-1 

Flask scale 

Glucose 93.63 81.91 1.30 98.63 

งานวจิัย 

SK5-2 Glucose 112.45 93.71 1.56 98.79 

SK5-2 Sucrose 116.16 76.17 1.61 98.49 

SK5-2 Tapioca starch 112.519 72.323 1.56 99.35 

CU72-1 Tapioca starch 116.88 97.40 1.62 99.02 
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4.4 ศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนที่มีความ
เข้มข้นและชนิดทีแ่ตกต่างกนัโดยท าการทดลองการหมักในระดับขวดเขย่า 
 
ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนท่ีมีชนิดและความ
เขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัโดยเลือกใชส้ารอนินทรียเ์ขา้มาทดแทนสารอินทรียท่ี์มีราคาสูง ในการทดลอง
เลือกใช้กลูโคสความเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนเน่ืองจากเป็นน ้ าตาลพื้นฐาน ซ่ึง
จากผลการทดลองในขอ้ 4.3 พบวา่ CU72-1 และ SK5-2 ท่ีความเขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร 
สามารถให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกท่ีมากและเหมาะสมท่ีสุด ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงเลือกใช้
กลูโคสความเขม้ขน้ 120 กรัมต่อลิตร ร่วมกบัแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั โดย YE คือสารสกดั
จากยสีต ์PEP คือเปปโทน และ NH4Cl คือแอมโมเนียมคลอไรด ์
 

 
รูปท่ี 4.15 ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือหลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนต่าง
ชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
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รูปท่ี 4.16 การผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
 

 
รูปท่ี 4.17 ผลของค่า Yield จากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย CU72-1 
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รูปท่ี 4.18 ผลของค่า Productivity แหล่งจากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดยโดย 
CU72-1 
 

 
รูปท่ี 4.19 ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง (%ee) จากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเข้มขน้โดย 
CU72-1 
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รูปท่ี 4.20 ปริมาณไนโตรเจนท่ีใชห้ลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกโดย CU72-1 
 
ตารางท่ี 4.7 สรุปผลการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนัโดย CU72-1 

กลุ่มทดลอง ภาวะ 
กรดดแีลกตกิ ความเข้มข้น

กลูโคสสุดท้าย 
(g/L) ความเข้มข้น

สุดท้าย (g/L) 
%Yield 

Productivity  
(g/L.h) 

%ee 

1. YE  

1. YE = 5 55.40 65.15 0.77 95.39 34.97 

2. YE = 10 78.39 76.72 1.09 97.22 17.83 

3. YE = 20 97.66 81.39 1.36 98.02 0 

4. YE = 30 117.67 98.55 1.63 98.50 0.60 

2. PEP 5. PEP = 10 45.00 94.91 0.62 98.08 72.59 

3. YE+PEP 
6. YE = 20 + PEP = 10  

(ตวัควบคุม) 
103.84 87.550 1.44 98.92 1.33 

4. YE+ NH4Cl 

7. YE = 10 + NH4Cl = 5 84.19 76.36 1.17 97.85 9.75 

8. YE = 10 + NH4Cl = 20 102.31 102.60 1.42 98.10 20.28 

9. YE = 20 + NH4Cl = 10 112.63 98.49 1.56 98.34 5.64 

10. YE = 5 + NH4Cl = 25 61.50 85.11 0.85 96.62 47.75 

11. YE = 5 + NH4Cl = 20 53.89 86.54 0.75 97.02 57.72 

 
จากการทดลองหาภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช้แหล่งไนโตรเจนท่ีมีชนิดและความเขม้ขน้ท่ี

แตกต่างกนัของ CU72-1 โดยแบ่งการทดลองเป็น 4 กลุ่มใหญ่ คือ 1. เติมแค่สารสกดัจากยีสต ์2. เติม
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แค่เปปโทน 3. สารสกดัจากยีสตผ์สมกบัเปปโทน และ 4. สารสกดัจากยีสตผ์สมกบัแอมโมเนียม
คลอไรด์ (YE, สารสกดัจากยีสต;์ PEP, เปปโทน; NH4Cl, แอมโมเนียมคลอไรด์) โดยตวัเลขท่ีระบุ
บนกราฟแท่งคือความเขม้ขน้ของสารในแต่ละองคป์ระกอบแหล่งไนโตรเจน  

พบว่าเม่ือความเขม้ขน้สารสกดัจากยีสตเ์พิ่มข้ึนส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน
เช่นกนั (แสดงดงัรูปท่ี 4.16) แสดงวา่สารสกดัจากยีสตมี์ผลต่อการผลิตกรดดีแลกติก โดยเฉพาะใน
การเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดดีแลกติก เน่ืองจากสารสกดัจากยีสต์ประกอบไปดว้ย 
เพียวรีน ไพริมีดิน และวิตามินบี ซ่ึงแบคทีเรียจ าเป็นตอ้งใชเ้พื่อการเจริญเติบโตและผลิตกรดแลก
ติก เพราะตวัมนัเองมีขอ้จ ากดัในการสังเคราะห์กรดอะมิและวิตามิน (Hujanen และ Linko, 1995) 
ถา้ใส่แค่เปปโทนอย่างเดียวจะส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงอย่างเห็นได้ชัด โดยเหลือ
กลูโคสในปริมาณท่ีมาก (แสดงดงัรูปท่ี 4.15) ซ่ึงผลิตกรดดีแลกติกไดต้ ่ากวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัสาร
สกดัจากยสีตท่ี์ความเขม้ขน้เดียวกนั เพราะในเปปโทนมีองคป์ระกอบของกรดอะมิโน และเปปไทด ์
แต่ไม่มีวิตามินบี จึงส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลงกวา่การใชส้ารสกดัจากยีสต ์(Loginova 
และคณะ, 2001) แสดงวา่สารสกดัจากยสีตมี์ผลต่อการเจริญและผลิตกรดดีแลกติกมากกวา่เปปโทน 
เม่ือเลือกใชส้ารสกดัจากยสีตผ์สมกบัแอมโมเนียมคลอไรด ์พบวา่เม่ือความเขม้ขน้แอมโมเนียมคลอ
ไรดม์ากข้ึนส่งผลใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน แสดงวา่แอมโมเนียมคลอไรด์มีผลต่อการผลิต
กรดดีแลกติก (แสดงดงัรูป 4.16) เม่ือทดลองใช้สารสกดัจากยีสต์และแอมโมเนียมคลอไรด์คือ 20 
และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบวา่ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกสูงสุดคือ 112.63 กรัมต่อลิตร ซ่ึง
ให้ค่า Yield Productivity และค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง คือ 98.48 เปอร์เซ็นต์ 1.56 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง และ 98.34 %ee ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่ตวัควบคุมท่ีใชส้ารสกดัจากยีสตแ์ละเปปโทนคือ 20 
และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบวา่ให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกท่ีต ่ากวา่คือ 103.84 กรัมต่อลิตร มี
ค่า Yield Productivity และค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง คือ 87.5 เปอร์เซ็นต ์1.44 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
และ 98.92 %ee ตามล าดบั (แสดงดงัรูป 4.16-4.19) จากการทดลองหากเติมความเขม้ขน้สารสกดั
จากยีสต์น้อยเกินไปถึงแม้จะใส่แอมโมเนียมคลอไรด์สูง พบว่าค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลง
เน่ืองจากมีวติามินท่ีไดจ้ากสารสกดัจากยสีตไ์ม่เพียงพอต่อการผลิตกรดดีแลกติก  

เม่ือพิจารณาไนโตรเจนท่ีใชใ้นการผลิตกรดดีแลกติกพบวา่ใชป้ริมาณเพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น 
ในการผลิตกรดดีแลกติก (แสดงดงัรูปท่ี 4.20) อาจเน่ืองจากแบคทีเรียจ าเป็นตอ้งใชก้รดอะมิโน และ
วิตามินเพื่อใช้ในการรักษาสภาพตวัมนัเองให้มีกิจกรรมในการผลิตกรดดีแลกติกได้ ถ้าหากมี
กรดอะมิโน และวติามินในปริมาณท่ีนอ้ยเกินไปจะส่งผลให้ผลิตกรดดีแลกติกต ่า เน่ืองจากเซลล์ใช ้
Cofactor เหล่าน้ีหมุนเวยีนภายในเซลล ์ซ่ึงอาจน ามาใชไ้ม่เพียงพอต่อการผลิตกรดดีแลกติก 

ในรายงานวจิยัของ Nancib และคณะ (2005) ผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมกัของ  
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L. casei subsp. rhamnosus NRRL-B445 พบวา่เม่ือใช้ NH4SO4 ให้ค่าการผลิตกรดแลกติกได้
มากกวา่เปปโทน ซ่ึงคลา้ยคลึงกบังานวิจยัในคร้ังน้ีท่ีเลือกใชแ้อมโมเนียมคลอไรด์ร่วมกบัสารสกดั
จากยสีต ์คือ 20 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยสามารถใหค้่าการผลิตกรดดีแลกติกสูงสุด 

จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมจากการใชแ้หล่งไนโตรเจนของ CU72-1 พบวา่เม่ือปริมาณสาร
สกดัจากยีสต์พิ่มข้ึนส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึนเช่นกนั ซ่ึงสารสกดัจากยีสตมี์ผลต่อ
การผลิตกรดดีแลกติกมากกวา่การใชเ้ปปโทน อีกทั้งเปปโทนยงัมีราคาท่ีสูงกวา่สารสกดัจากยีสตจึ์ง
จ าเป็นต้องหาแหล่งไนโตรเจนอ่ืนทดแทน ซ่ึงหน่ึงในทางเลือกนั้นคือแอมโมเนียมคลอไรด ์
เน่ืองจากมีราคาถูก และใชง้านง่าย ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตกรดดีแลกติกคือสารสกดัจาก
ยสีต ์20 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ให้ค่าผลิตกรดดีแลกติก Yield และ Productivity 
คือ 112.63 กรัมต่อลิตร 98.49 เปอร์เซ็นต ์  และ 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงมากกวา่ตวัควบคุม 
สารสกดัจากยีสต์ และเปปโทนคือ 20 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั (แสดงดงัตารางท่ี 4.7) ซ่ึง
สามารถผลิตกรดดีแลกติกในปริมาณท่ีมากกวา่เดิมและช่วยลดตน้ทุนในการผลิตอีกดว้ย 
 

 
รูปท่ี 4.21 ปริมาณกลูโคสท่ีเหลือหลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนต่าง
ชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
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รูปท่ี 4.22 การผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 

  

 
 รูปท่ี 4.23 ผลของค่า Yield จากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
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รูปท่ี 4.24 ผลของค่า Productivity จากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 

 

 
รูปท่ี 4.25 ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง(%ee)จากแหล่งไนโตรเจนต่างชนิดและความเขม้ขน้โดย SK5-2 
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รูปท่ี 4.26 ปริมาณไนโตรเจนท่ีใชห้ลงัจากกระบวนการหมกักรดดีแลกติกโดย SK5-2 
 
ตารางท่ี 4.8 สรุปผลการผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนัโดย SK5-2 

กลุ่มทดลอง 
ความเข้มข้น  
(กรัมต่อลติร) 

กรดดแีลกตกิ ความเข้มข้น
กลูโคสสุดท้าย 

(g/L) ความเข้มข้น
สุดท้าย (g/L) 

%Yield 
Productivity  

(g/L.h) 
%ee 

 1.YE 
 1. YE = 7.5  107.25 90.25 1.49 98.59 1.16 

 2. YE = 15 115.10 95.92 1.60 99.42 0 

 2. NH4Cl  3. NH4Cl = 8 0 0 0 0 103.87 

 3. YE+NH4Cl 

 4. YE = 15 + NH4Cl = 4  
(ตวัควบคุม) 

118.78 98.99 1.65 99.18 0 

 5. YE = 7.5 + NH4Cl = 4 109.60 91.99 1.52 98.56 0.87 

 6. YE = 7.5 + NH4Cl = 10 123.48 104.24 1.72 99.47 1.54 

 7. YE = 3.75 + NH4Cl = 10 94.31 112.46 1.31 98.97 36.14 

 8. YE = 3.75 + NH4Cl = 15 66.57 102.38 0.92 99.39 54.98 

 
จากการทดลองหาภาวะท่ีเหมาะสมจากแหล่งไนโตรเจนท่ีมีชนิดและความเข้มข้นท่ี

แตกต่างกนัของ SK5-2 โดยแบ่งการทดลองเป็น 3 กลุ่มหลกั คือ 1. เติมแค่สารสกดัจากยีสต ์2. เติม
แค่แอมโมเนียมคลอไรด ์และ 3. สารสกดัจากยีสตผ์สมกบัแอมโมเนียมคลอไรด์ (YE, สารสกดัจาก
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ยีสต;์ NH4Cl, แอมโมเนียคลอไรด์) โดยตวัเลขท่ีระบุดา้นบนกราฟแท่งคือความเขม้ขน้ของสารใน
แต่ละองคป์ระกอบแหล่งไนโตรเจน  
 พบว่าเม่ือความเขม้ขน้สารสกดัจากยีสตเ์พิ่มข้ึนส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน 
แสดงดงัรูปท่ี 4.22 แสดงวา่สารสกดัจากยีสตมี์ผลต่อการเจริญของเซลล์ และการผลิตกรดดีแลกติก 
ถา้ใส่แค่แอมโมเนียมคลอไรด์ยา่งเดียวจะไม่สามารถผลิตกรดดีแลกติกไดเ้ลย และเหลือกลูโคสใน
ปริมาณท่ีมาก แสดงดงัรูปท่ี 4.21 เม่ือใส่สารสกดัจากยีสต์ผสมกบัแอมโมเนียมคลอไรด์พบวา่เม่ือ
ความเขม้ขน้แอมโมเนียมคลอไรด์มากข้ึนส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน โดยสารสกดั
จากยสีตแ์ละแอมโมเนียมคลอไรด ์7.5 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั พบวา่สามารถให้ค่าการผลิต
กรดดีแลกติกสูงสุด ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง Yield และ Productivity คือ 123.48 กรัมต่อลิตร 99.47 
%ee 104.24 เปอร์เซ็นต ์และ 1.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงให้ค่ามากกวา่ตวัควบคุมสาร
สกดัจากยสีต ์15 และแอมโมเนียมคลอไรด์ 4 กรัมต่อลิตร มีค่าการผลิตกรดดีแลกติก ความบริสุทธ์ิ
เชิงแสง Yield และ Productivity คือ 118.78 กรัมต่อลิตร 99.18 %ee 98.99 เปอร์เซ็นต ์ และ 1.65 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือลดสารสกดัจากยีสต์เหลือเพียง 3.75 กรัมต่อลิตร แต่เพิ่ม
แอมโมเนียมคลอไรด์มากข้ึนเป็น 10 และ 15 กรัมต่อลิตร พบวา่ท่ีแอมโมเนียมคลอไรด์ 15 กรัมต่อ
ลิตรให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลง และมีปริมาณกลูโคสเหลือมากกว่าการใช้แอมโมเนียมคลอ
ไรด์ 10 กรัมต่อลิตร อาจเน่ืองจากแอมโมเนียมไอออนอาจเป็นอนัตรายต่อเซลล์ โดยส่งผลให้เกิด
ภาวะความเป็นด่างมากข้ึนจึงท าให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกต ่าลง (Leejeerajumnean และคณะ, 
2000) การมีปริมาณไนโตรเจนมากเกินอาจยบัย ั้งการเจริญและสร้างกรดดีแลกติกไดเ้ช่นกนั (Bolner 
de Lima และคณะ, 2009)  

เม่ือพิจารณาไนโตรเจนท่ีใชใ้นการผลิตกรดดีแลกติก พบวา่ใชป้ริมาณเพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น 
ในการผลิตกรดดีแลกติก (แสดงดงัรูปท่ี 4.26) อาจเน่ืองจากแบคทีเรียจ าเป็นตอ้งใช้กรดอะมิโน และ
วิตามิน เพื่อใชใ้นการรักษาสภาพตวัมนัเองให้มีกิจกรรมในการผลิตกรดดีแลกติก หากมีกรดอะมิ
โน และวติามินในปริมาณท่ีนอ้ยเกินไปจะส่งผลใหผ้ลิตกรดดีแลกติกต ่า เน่ืองจากเซลล์ใช ้Cofactor 
หมุนเวยีนภายในเซลล ์ซ่ึงอาจน ามาใชไ้ม่เพียงพอต่อการผลิตกรดดีแลกติก 

จากการหาภาวะท่ีเหมาะสมจากการใชแ้หล่งไนโตรเจนของ SK5-2 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้
สารสกดัจากยีสต์มากข้ึนส่งผลต่อการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน ภาวะท่ีเหมาะสมสุดในการผลิต
กรดดีแลกติกคือ สารสกดัจากยสีต ์7.5 และแอมโมเนียมคลอไรด ์10 กรัมต่อลิตร โดยให้ค่าการผลิต
กรดดีแลกติก ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง Yield และ Productivity มากสุดคือ 123.48 กรัมต่อลิตร 
99.47 %ee 104.24 เปอร์เซ็นต ์และ 1.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั จากการท่ีสามารถใชส้าร
พวกอนินทรียท่ี์มีราคาถูกทดแทนสารอินทรียจ์ะช่วยลดตน้ทุนในกระบวนการผลิตอีกทั้งยงัเพิ่ม 
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ปริมาณการผลิตกรดดีแลกติกใหม้ากข้ึนอีกดว้ย  
เม่ือเปรียบเทียบกับงานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกจากแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีหลากหลาย ดงัตารางท่ี 4.9 พบวา่ CU72-1 และ SK5-2 สามารถให้ค่าการผลิตกรดดี
แลกติก Yield และ Productivity ในปริมาณท่ีสูงเม่ือเทียบกบังานวิจยัอ่ืนทั้งท่ีเป็นการทดลองใน
ระดบัขวดเขยา่เท่านั้น  
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ตารางท่ี 4.9 การเปรียบเทียบงานวจิยัท่ีผลิตกรดดีแลกติกโดยแบคทีเรียต่างชนิดจากทางเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีหลากหลาย 

Bacteria Culture mode Substrate 
D-lactic acid 

(g/L) 
Yield 
(%) 

Productivity 
(g/L.h) 

Optical purity 
(%ee) 

Reference 

Lactobacillus coryniformis Flask scale 
Glucose + CSL + Yeast extract  

+ Peptone 
58.9 - 0.61 - Bustos และคณะ (2004) 

L. SM18 Batch fermentation Glucose + CSL + Yeast extract 41.42 - 1.29 - 
Bolner de Lima และ

คณะ (2009) 

L. delbrueckii HG106 Batch fermentation 
Wheat bran powder + 

Yeast extract 
74.7 - 1.29 - Lu และคณะ (2009) 

Sporolactobacillus sp. CASD Fed batch fermentation Peanut meal 207 93 3.8 99.3 Wang และคณะ (2011) 

Leuconostoc mesenteroides 
B512 

Flask scale 
Sugarcane juice + Yeast extract 59.2 - 2.3 - Coelho และคณะ (2011) 

 Sugarcane juice + CSL 36 - 1.25 - 

CU72-1 
Flask scale 

Yeast extract + NH4Cl 112.63 98.49 1.56 98.34 
งานวิจัย 

SK5-2 Yeast extract + NH4Cl 123.48 104.24 1.72 99.47 
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4.5 การพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรียทีผ่ลติกรดดีแลกติกทีค่ัดเลอืกได้    
 

จากการศึกษาคุณลกัษณะดา้นสัณฐานวทิยา (Morphology) สรีรวทิยา (Physiology) และ 
ชีวเคมี (Biochemical) ของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดดีแลกติกท่ีคดัเลือกได ้สามารถแบ่งแบคทีเรียเป็น 2 
กลุ่ม คือ Sporolactobacillus และแบคทีเรียสกุลใหม่ท่ีใกลเ้คียงกบั Scopulibacillus  
 

4.5.1 สกุล Sporolactobacillus  
SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง โคโลนีมี

ลกัษณะกลม ผิวนูนเล็กน้อย เส้นผ่าศูนยก์ลางอยู่ในช่วง 1.0-2.4 มิลลิเมตร มีสีขาวคลา้ยสีงาช้าง 
เซลล์เคล่ือนท่ีได้ และสร้างสปอร์  (แสดงดังรูปท่ี 4.27) เจริญได้ในช่วงอุณหภูมิ 20-40 องศา
เซลเซียส SK5-2 และ CU68-1 เจริญท่ีความเขม้ขน้ 3 %NaCl และ CU38-12 เจริญท่ีความเขม้ขน้ 7 
%NaCl และ CU72-1 เจริญท่ีความเขม้ขน้ 5 %NaCl เจริญไดใ้นช่วงพีเอช 4.5-8.5 หมกัน ้ าตาล
กลูโคสแบบโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ไม่สร้าง Oxidase ไม่รีดิวซ์ไนเทรต ไม่สามารถย่อยสลายแป้ง 
และอาร์จีนีน มีองคป์ระกอบผนงัเซลล์ชนิด meso-DAP  สามารถผลิตกรดไดจ้าก D(+) fructose 
glucose D(+) maltose D(+) mannose sucrose และ D(+) trehalose แต่ไม่ผลิตกรดจาก amygdalin 
D(+) cellobiose dulcitol meso-erythritol D-galactose lactose D(+) melezitose ribitol และ D(+) 
xylose และสามารถผลิตกรดจากแหล่งน ้าตาลท่ีแตกต่างกนั ดงัตารางท่ี 4.10 

เม่ือน าผลการวเิคราะห์หาล าดบัเบสบนสาย 16s rRNA gene ของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 
และ CU72-1 มาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลของสายพนัธ์ุโดย www.eztaxon.com และสร้างแผนภูมิ 
Phylogenetic tree พบวา่ทุกไอโซเลทจดัอยูใ่นสกุล Sporolactobacillus (Yanagida และคณะ, 1997)
แสดงดงัรูปท่ี 4.28 

SK5-2 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 99.5 เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับ Sporolactobacillus 
laevolacticus IAM12321T จึงพิสูจน์เอกลกัษณ์ไอโซเลท SK5-2 เป็น S. laevolacticus  

CU38-12 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์ ใกล้เคียงกับ Sporolactobacillus 
kofuensis DSM 11701T  จึงพิสูจน์เอกลกัษณ์ไอโซเลท CU38-12  เป็น S. kofuensis  

CU68-1 มีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน 99.7 เปอร์เซ็นต ์ใกลเ้คียงกบั Sporolactobacillus terrae 

DSM 11697T และ Sporolactobacillus inulinus NRIC 1133T แต่ไอโซเลท CU68-1 มีลกัษณะทางฟี
โนไทป์ใกลเ้คียงกบั S. inulinus NRIC 1133T จึงพิสูจน์เอกลกัษณ์ไอโซเลท CU68-1 เป็น S. inulinus  

CU72-1 มีเปอร์เซ็นตค์วามเหมือน 100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบั Sporolactobacillus  
nakayama subsp. nakayamae DSM11696T จึงพิสูจน์เอกลกัษณ์ไอโซเลท CU72-1 เป็น  

http://www.eztaxon.com/
http://www.dsmz.de/microorganisms/html/strains/strain.dsm011697.html
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S. nakayamae subsp. nakayamae 
 

 
รูปท่ี 4.27 การสร้างสปอร์ของ SK5-2 

 

 
รูปท่ี 4.28 แผนภูมิ Phylogenetic tree ของทุกไอโซเลทเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุมาตรฐาน 

 



77 

ตารางท่ี 4.10 ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic  SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae  

subsp. nakayamae 

S. nakayamae 

subsp. racemicus 

Colony size (mm) 1.4-2.0 1.0-1.8 <1.0-1.4 1.2-2.6 1.0-2.3 1.0-2.3 0.9-2.2 1.0-2.3 0.9-2.1 <1.0-2.4 

Shape Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod 

Spore + + + + + + + + + + 

Temperature range 
for growth (°C) 

20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-45 

NaCl (%)  3 3 7 3 3 5 3 5 3 3 

pH range for 
growth 

4.5-8.5 4.5-8.5 4-8.5 4-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 5-8.5 

Oxidase - - - - - - - - - - 

Catalase - - - - - - - - - - 

Nitrate reduction - - - - - - - - - - 

Acid production 
from Arabinose 

- - - - - - - - - - 

D(+) Arabitol w - - + - + + w w - 

Dextran - + + + - - - - - - 
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ตารางท่ี 4.9 (ต่อ) ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic  SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae 

subsp. nakayamae 

S. nakayamae 

subsp. racemicus 

Dulcitol - - - + - - - - W - 

D(+) Cellobiose - - - - - - - - - + 

D(+) Fructose + + + + + + + + + + 

D-Galactose - + - - - + - - - - 

Inulin - + + + + + + - - - 

Lactose - + - + - - - - - - 

D(+) Maltose w + + + + w w + + - 

D(+) Mannitol + + - + + + + + + - 

D(+) Mannose + + + + + + + + + + 

D(+) Melibiose - + - - w - - - - w 

D(+) Melezitose - + - + - - + - - - 

Raffinose - + - - + - + - + + 

D(-) Ribose - - w + - - - - - - 

Ribitol - - - - - - - - - w 
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ตารางท่ี 4.9 (ต่อ) ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae 

subsp. nakayamae 

S. nakayamae 

subsp. racemicus 

Sucrose + + + + + + + + + + 

Sorbitol - + - - + - + - + - 

L(-) Sorbose - + - - - + - + + - 

D(+) Trehalose  w + + + + + + + + - 

หมายเหตุ : S. laevolacticus IAM12321T, S. kofuensis DSM 11701T, S. terrae DSM 11697T, S. inulinus NRIC 1133T, S. nakayamae subsp. nakayamae 
DSM11696T, S. nakayamae subsp. racemicus DSM 16324T 
+, ผลิตกรด; -, ไม่ผลิตกรด; w, ผลิตกรดเล็กนอ้ย; ND, ไม่มีขอ้มูล  
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4.5.2 สกุล Scopulibacillus   
NK26-11 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง โคโลนีมีลกัษณะกลม ผิวนูนเล็กน้อย 

เส้นผา่ศูนยก์ลางอยูใ่นช่วง 1.0-1.4 มิลลิเมตร มีสีขาวคลา้ยสีงาชา้ง และสร้างสปอร์ (แสดงดงัรูปท่ี 
4.29) เจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 20-45 องศาเซลเซียส เจริญไดท่ี้ความเขม้ขน้ 3 %NaCl เจริญได้
ในช่วงพีเอช 5-8.5 หมกัน ้ าตาลกลูโคสแบบโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ไม่สร้าง Oxidase สามารถรีดิวซ์
ไนเทรต ไม่สามารถยอ่ยสลายแป้ง และอาร์จีนีน มีองคป์ระกอบผนงัเซลล์ชนิด meso-DAP สามารถ
ผลิตกรดไดจ้าก D(+) Fructose glucose lactose D(+) mannose D(+) maltose raffinose sucrose และ 
D(+) trehalose แต่ไม่สามารถผลิตกรดไดจ้าก amygdalin D(+) arabitol L(+)arabinose D(+) 
cellobiose dextran dulcitol meso-erythritol D-galactose inulin D(+) mannitol D(+) melibiose D(+) 
melezitose ribitol D(-) ribose sorbitol L(-) sorbose และ D(+)xylose ซ่ึงไอโซเลท NK26-11 มีความ
แตกต่างทางฟีโนไทป์เทียบกบั Scopulibacillus species แสดงดงัตารางท่ี 4.11 

เม่ือน าผลการวิเคราะห์หาล าดบัเบสบนสาย 16s rRNA gene ของไอโซเลท NK26-11 มา
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลของสายพนัธ์ุโดย www.eztaxon.com และสร้างแผนภูมิ Phylogenetic tree 
พบวา่ไอโซเลทน้ีใกลเ้คียงกบัสกุล Scopulibacillus แสดงดงัรูปท่ี 4.30 

NK26-11 มีความเหมือน 95.5 เปอร์เซ็นต์ ใกลเ้คียงกบั Scopulibacillus darangshiensis 
DLS-06T (Lee และ Lee, 2009) เน่ืองจาก NK26-11 มีความแตกต่างกบั Sc. darangshiensis DLS-06T 

ท่ีสามารถรีดิวซ์ไนเทรตได ้และสร้างกรดจาก Fructose lactose D(+)maltose D(+)mannose และ
sucrose  ดงันั้นจึงพิสูจน์เอกลกัษณ์ไอโซเลท NK26-11 ไดเ้ป็นสกุลใหม่ 
 

 
รูปท่ี 4.29 การสร้างสปอร์ของ NK26-11 

http://www.eztaxon.com/
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รูปท่ี 4.30 แผนภูมิ Phylogenetic tree ของ NK26-11 เปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุมาตรฐาน 
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ตารางท่ี 4.11 ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ของ NK26-11 เทียบกบั Scopulibacillus species 
Characteristic NK26-11 Scopulibacillus darangshiensis DLS-06T 

Colony size (mm) <1.0-1.4 ND 

Spore + + 

Temperature range for growth(°C) 20-45 25-30 

NaCl (%)  3 4 

pH range for growth 5-8.5 6.1-9.1 

Nitrate reduction + - 

Acid production from : Amygdalin - ND 

D(+) Cellobiose - - 

meso-Erythritol - - 

D(+) Fructose + - 

D-Galactose - - 

Inulin - - 

Lactose + - 

D(+) Maltose + - 

D(+) Mannitol - - 

D(+) Mannose + - 

D(+) Melibiose - - 

Raffinose w - 

Sorbitol - - 

L(-) Sorbose - - 

Sucrose + - 

หมายเหตุ : +, ผลิตกรดมาก; -, ไม่ผลิตกรด; w, ผลิตกรดเล็กนอ้ย; ND, ไม่มีขอ้มูล 
 



 

บทที ่5 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
  

จากการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลกติกทั้งหมด 136 ไอโซเลท จากแหล่งธรรมชาติใน
ประเทศไทย เช่น ดิน เปลือกไม ้และรากไม ้พบวา่มีเพียง 5 ไอโซเลท เท่านั้น ท่ีสามารถผลิตกรดดี
แลกติกได ้คือ SK5-2 NK26-11 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของ
แบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท พบวา่มี 1 ไอโซเลท (NK26-11) จดัเป็นแบคทีเรียสกุลใหม่ท่ีคดัเลือกได้
จากงานวิจยัน้ี และอีก 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่  SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 มีเปอร์เซ็นต์
ความเหมือนสูงเทียบไดก้บั Sporolactobacillus laevolacticus S. kofuensis S. inulinus และ S. 
nakayamae subsp. nakayamae ตามล าดบั 

จากการทดลองการผลิตกรดดีแลกติกของทั้ง 5 ไอโซเลท พบว่า SK5-2 และ CU72-1 
สามารถให้ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตกรดดีแลกติก รวมถึงความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีสูงเพียง
ต่อการยอมรับไดใ้นการสังเคราะห์พอลิแลกติกแอซิด โดย SK5-2 สามารถผลิตคะตะเลส และให้ค่า
ความบริสุทธ์ิเชิงแสงของกรดดีแลกติกสูงถึง 99.99 เปอร์เซ็นต ์ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสุดทา้ย 
97.24 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตคือ 81.03 เปอร์เซ็นต์ และ 1.35 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั จากการหมกัโดยกลูโคส ส าหรับ CU72-1 เป็นแบคทีเรียไม่ผลิตคะ
ตะเลส สามารถผลิตกรดดีแลกติกท่ีให้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีต ่ากว่า SK5-2 เล็กน้อย (98.83 
%ee) และค่าความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสุดทา้ย 91.87 กรัมต่อลิตร ปริมาณผลผลิต 76.56 เปอร์เซ็นต ์
และอตัราการผลิต 1.28 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

ต่อมาน า SK5-2 และ CU72-1 ทดสอบความสามารถในการหมกักรดแลกติกจากแหล่ง
คาร์บอนอ่ืนๆ เช่น ซูโครส และแป้งมนัส าปะหลงั เปรียบเทียบกบักลูโคส พบวา่ CU72-1 ท่ีความ
เขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร ให้ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสูงสุด คือ 93.63 กรัมต่อลิตร มีค่า
ความบริสุทธ์ิเชิงแสง ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิต คือ 98.63 %ee 81.91 เปอร์เซ็นต ์และ 1.30 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั เม่ือทดสอบการใชซู้โครสพบวา่มีความสามารถในการใชซู้โครส
เพื่อผลิตกรดดีแลกติก แต่ประสิทธิภาพไม่ดีเทียบเท่ากลูโคส โดยความเขม้ขน้ซูโครส 160 กรัมต่อ
ลิตร ให้ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสุดทา้ย ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตคือ 76 กรัมต่อลิตร 
47.50 เปอร์เซ็นต์ และ 1.06 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั และให้ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงต ่า
เพียง 96.88 %ee เม่ือทดสอบการใชแ้ป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ CU72-1ไม่สามารถ
ผลิตกรดดีแลกติกได ้แต่เม่ือเติมกลูโคอะไมเลสในระหวา่งการหมกัดว้ยแป้งมนัส าปะหลงัสามารถ
ผลิตกรดดีแลกติกไดใ้นปริมาณท่ีสูง โดยเทียบกบัผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกักลูโคส ท่ีความเขม้ขน้ 
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ของแป้งมนัส าปะหลงั 120 กรัมต่อลิตร สามารถให้ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสุดทา้ยคือ 116.88 
กรัมต่อลิตร ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิตคือ 97.40 เปอร์เซ็นต์ และ 1.62 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั รวมถึงค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสงท่ีมากถึง 99.02 %ee การหมกักรดดีแลกติกจาก
กลูโคสโดย SK5-2 ท่ีความเขม้ขน้กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร ให้ความเขม้ขน้กรดดีแลกติกสุดทา้ยคือ 
112.45 กรัมต่อลิตร ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิต คือ 98.79  %ee 
93.71 เปอร์เซ็นต ์และ 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั และมีความสามารถในการใชซู้โครส
เพื่อผลิตกรดดีแลกติกแต่ประสิทธิภาพไม่ดีเทียบเท่ากลูโคส โดยเม่ือความเขม้ขน้ซูโครสเพิ่มข้ึน
ส่งผลให้ค่าการผลิตกรดดีแลกติกมากข้ึน ท่ีความเขม้ขน้ซูโครส 160 กรัมต่อลิตร ให้ความเขม้ขน้
กรดดีแลกติกสุดท้ายคือ 116.16 กรัมต่อลิตร และปริมาณผลผลิต อตัราการผลิต และค่าความ
บริสุทธ์ิเชิงแสง คือ 76.17 เปอร์เซ็นต ์ 1.61 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 98.49 %ee ตามล าดบั เม่ือ
ทดสอบการใช้แป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า SK5-2 สามารถผลิตกรดดีแลกติกได ้
และเม่ือเติมกลูโคอะไมเลสในระหวา่งการหมกัดว้ยแป้งมนัส าปะหลงั สามารถผลิตกรดดีแลกติกได้
ในปริมาณท่ีสูงกวา่เดิม ความเขม้ขน้แป้งมนัส าปะหลงั 160 กรัมต่อลิตร ค่าความเขม้ขน้กรดดีแลกติ
กสุดทา้ยคือ 112.52 กรัมต่อลิตร และใหป้ริมาณผลผลิต อตัราการผลิต และค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 
คือ 72.32 เปอร์เซ็นต ์1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ 99.35 %ee ตามล าดบั  

เพื่อลดตน้ทุนในการผลิตกรดดีแลกติก แหล่งไนโตรเจนท่ีมีราคาถูกไดถู้กน ามาใชท้ดแทน
สารสกดัจากยีสต์ และเปปโทน โดยเปปโทนถูกแทนท่ีดว้ยแอมโมเนียมคลอไรด์ และลดปริมาณ
การใช้สารสกดัจากยีสต์ โดย CU72-1 เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีเป็นตวัควบคุมซ่ึงประกอบไป
ดว้ยสารสกดัจากยสีต ์20 กรัมต่อลิตร และเปปโทน 10 กรัมต่อลิตร โดยน าแอมโมเนียมคลอไรด์มา
แทนท่ีเปปโทนท่ีความเขม้ขน้เดียวกนั ส่งผลให้ค่าผลผลิตกรดดีแลกติกมากถึง 112.63 กรัมต่อลิตร 
ค่าปริมาณผลผลิต 98.48 เปอร์เซ็นต ์ อตัราการผลิต 1.56 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง โดยให้ค่าความ
บริสุทธ์ิเชิงแสง 98.34 %ee ของการหมกักลูโคส ส าหรับ SK5-2 เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีเป็นตวั
ควบคุมซ่ึงประกอบไปดว้ยสารสกดัจากยีสต ์15 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 4 กรัมต่อ
ลิตร เม่ือใช้สารสกดัจากยีสต์ 7.5 กรัมต่อลิตร และแอมโมเนียมคลอไรด์ 10 กรัมต่อลิตร ความ
เขม้ขน้กรดดีแลกติกสูงถึง 123.48 กรัมต่อลิตร ปริมาณผลผลิต 104.24 เปอร์เซ็นต ์และ อตัราการ
ผลิต 1.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ความบริสุทธ์ิเชิงแสง 99.47 %ee ของการหมกักลูโคส ซ่ึงมากกวา่
อาหารท่ีเป็นตวัควบคุมอยา่งเห็นไดช้ดั 

ทั้ง 2 ไอโซเลทน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบัผลงานวจิยัท่ีผา่นมาพบวา่สามารถให้ค่าการผลิตกรดดี
แลกติก ปริมาณผลผลิต และอตัราการผลิต ท่ีถือวา่สูงทั้งท่ีเป็นการทดลองในระดบัขวดเขยา่เท่านั้น 
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ข้อเสนอแนะ  
1. จากการท่ีสามารถใช้ซูโครส และแป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนได้ นับว่าเป็น

ประโยชน์อย่างยิ่ง เน่ืองจากสามารถเลือกวตัถุดิบทางการเกษตรเหลือใช ้เช่น กากน ้ าตาล น ้ าออ้ย 

มนัส าปะหลงั และมนัฝร่ัง เป็นทางเลือกวตัถุดิบท่ีมีราคาถูกในการผลิตกรดดีแลกติก เพื่อเป็นการ

เพิ่มมูลค่ากรดแลกติก และลดตน้ทุนในการผลิต 

2. การเลือกใชส้ารอนินทรียท่ี์มีราคาถูกมาทดแทนสารอินทรียท่ี์มีราคาแพง เช่น แอมโมเนียม

คลอไรด ์แอมโมเนียมฟอสเฟต และแอมโมเนียมซลัเฟต เป็นหน่ึงในทางเลือกแหล่งไนโตรเจนท่ีมี

ราคาถูกซ่ึงเป็นการเพิ่มมูลค่าของกรดดีแลกติก และยงัช่วยลดตน้ทุนในการผลิตอีกดว้ย   

3. ไอโซเลท NK26-11 อาจเป็นแบคทีเรียสกุลใหม่ ดงันั้นจ าเป็นตอ้งศึกษาเปรียบเทียบกบัสาย

พนัธ์ุท่ีใกลเ้คียงทั้งลกัษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา ชีวเคมี องค์ประกอบผนงัเซลล์ องค์ประกอบ

กรดไขมนั และ mole %G+C    
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์และการเตรียมสารเคมี 
 

1. อาหารเลีย้งเช้ือจุลนิทรีย์ 
 
 1.1 อาหาร Enrichment  
กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  5   กรัมต่อลิตร 
เปปโทน   5   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   10   มิลลิลิตรต่อลิตร   

ปรับพีเอชใหเ้ป็น 4.4 ดว้ย HCl และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

1.2 อาหารวุ้นแข็ง GYP  
อาหารวุน้แข็ง GYP มีองค์ประกอบหลกัเหมือนอาหาร Enrichment ต่างตรงท่ีมีการเติม

CaCO3 5 และวุน้ 20 กรัมต่อลิตร และปรับค่าพีเอชเป็น 6.8 ดว้ย NaOH ต่อมาปรับปริมาตรให้ได ้
1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
15 นาที 
  
 1.3 Salt solution  
MgSO4.7H2O   400   มิลลิกรัม  
MnSO4.5H2O   20   มิลลิกรัม  
FeSO4.7H2O   20   มิลลิกรัม  
NaCl    20   มิลลิกรัม  
หลงัจากนั้นปรับปริมาตรใหเ้ป็น 10 มิลลิลิตร  
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1.4 สารละลาย 0.85% Saline   
ชัง่ NaCl 8.5 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้

น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

1.5 10 % Skim milk  
ชัง่ Skim milk 10  กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือดว้ย

หมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 10 นาที  
 

1.6 อาหาร Preculture ของแบคทเีรียไม่ผลติคะตะเลส 
กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  5   กรัมต่อลิตร 
เปปโทน   5   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.25   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   10   มิลลิลิตรต่อลิตร 
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร 

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรให้ได ้1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท า
ใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส, 15 นาที 
  

1.7 อาหาร Fermentation ของแบคทเีรียไม่ผลติคะตะเลส 
กลูโคส    120   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  20   กรัมต่อลิตร  
เปปโทน   10   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   20   มิลลิลิตรต่อลิตร  
 ปรับพีเอชใหเ้ป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร โดยมีการเติม
CaCO3 4 กรัม หลงัจากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 
นาที 
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1.8 อาหาร Preculture ของแบคทเีรียผลติคะตะเลส 
กลูโคส    10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  15   กรัมต่อลิตร  
NH4Cl    4   กรัมต่อลิตร  
KH2PO4    0.5   กรัมต่อลิตร  
K2HPO4    0.5   กรัมต่อลิตร 
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   20   มิลลิลิตรต่อลิตร  

ปรับพีเอชใหเ้ป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตรหลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
  

1.9 อาหาร Fermentation ของแบคทเีรียผลติคะตะเลส  
อาหาร Fermentation ประกอบดว้ย กลูโคส 120 กรัมต่อลิตร และมีการเติม CaCO3 4 กรัม 

หลงัจากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
 1.10 แป้งมันส าปะหลงัความเข้มข้น 24%  

เตรียมแป้ง 24% (w/w) สารละลายน ้าแป้ง (Liquified tapioca starch solution)  
Tapioca starch  120  กรัม   
น ้ากลัน่   380  มิลลิลิตร  
น า Tapioca starch มาผสมกบัน ้ ากลัน่ และปรับพีเอชให้ได ้5.8 ดว้ย 1N HCl ต่อมาหยด Spezyme 
ethyl ปริมาตร 48 ไมโครลิตร และน าไปชัง่น ้ าหนกัรวม หลงัจากนั้นน าไปตม้จนเดือดประมาณ 90 
นาที และปรับปริมาตรหลงัจากตม้เสร็จใหไ้ดป้ริมาตรน ้าหนกัเท่าเดิม  
 

1.11 สารละลายกลูโคอะไมเลส (Glucoamylase)  
 น ากลูโคอะไมเลส 120 มิลลิกรัม ผสมกบัน ้ากลัน่ปริมาตร 3.88 มิลลิลิตร และน ามากรอง
ผา่นเมมเบรนท่ีมีขนาด 0.4 ไมโครเมตร โดยเทคนิคปลอดเช้ือ 
 

1.12 อาหาร A medium 
กลูโคส     10   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์ 10   กรัมต่อลิตร 
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เปปโทน  10   กรัมต่อลิตร  
CH3COONa  10   กรัมต่อลิตร  
Salt solution   5   มิลลิลิตรต่อลิตร  
CaCO3    5   กรัมต่อลิตร  
Agar   15   กรัมต่อลิตร   

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
 1.13 อาหารทดสอบ Nitrate reduction   
สารสกดัจากยสีต ์  5   กรัมต่อลิตร 
เปปโทน   10   กรัมต่อลิตร  
NaCl    10   กรัมต่อลิตร  
KNO3 1   กรัมต่อลิตร  

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 

1.14 อาหารการสร้างสปอร์ 
กลูโคส     1   กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์  10   กรัมต่อลิตร 
 เปปโทน   10   กรัมต่อลิตร  
CH3COONa   10   กรัมต่อลิตร  
Salt solution 5   มิลลิลิตรต่อลิตร  
CaCO3 5   กรัมต่อลิตร  
Agar    15   กรัมต่อลิตร   

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที  
  

1.15 อาหารส าหรับการสร้างกรดจากน า้ตาล 
แหล่งคาร์บอน 0.5 กรัม 
สารสกดัจากยสีต ์ 0.5   กรัม 
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เปปโทน 0.5   กรัม  
CH3COONa 0.5   กรัม  
Salt solution 0.25   มิลลิลิตร  

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส 10 นาที 
 
 1.16 อาหารการย่อยแป้ง 
Soluble starch  20 กรัมต่อลิตร  
สารสกดัจากยสีต ์ 10 กรัมต่อลิตร 
เปปโทน 10 กรัมต่อลิตร  
CH3COONa 10 กรัมต่อลิตร  
Salt solution 5 มิลลิลิตรต่อลิตร  
Agar 15 กรัมต่อลิตร   

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นท าให้
ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
 1.17 อาหารการย่อยสลาย Arginine 
เปปโทน 1 กรัมต่อลิตร  
NaCl  5 กรัมต่อลิตร 
K2HPO4    0.3   กรัมต่อลิตร 
L(+) arginine HCl  10   กรัมต่อลิตร 
Agar    15   กรัมต่อลิตร 

ปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ดว้ย NaOH และหยดสารละลาย Phenol red indicator ลงไปใน
สารละลายจนสารละลายเปล่ียนเป็นสีส้มแดง หลงัจากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
2. สารเคมีและวธีิการเตรียมสารเคมี 
 

2.1 0.005 mM H2SO4    
ดูดสารละลาย Conc. H2SO4 ปริมาตร 556 µl ละลายในน ้า 2 ลิตร และน ามากรองดว้ยเมม 
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เบรนขนาด 0.45 µm หลงัจากนั้นเขา้เคร่ือง Sonicate ระยะเวลา 30 นาที  
 
 2.2 1 mM CuSO4  
 ชัง่ CuSO4 0.5 กรัม ละลายในน ้ า 2 ลิตร และน ามากรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 µm
หลงัจากนั้นเขา้เคร่ือง Sonicate ระยะเวลา 30 นาที  
 
 2.3 สารละลายมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์กรดแลกติก กลูโคส เอทานอล และกรดอะซิติก 
(ความเข้มข้น 2 กรัมต่อลติร) 
 ชัง่กลูโคส และ Lactate.5H2O อยา่งละ 0.1 และ 0.1712 กรัม ตามล าดบั หลงัจากนั้นเติม 
เอทานอล และกรดอะซิติก ปริมาตร 105.3 และ 95 ไมโครลิตร ตามล าดบั พร้อมปรับปริมาตรเป็น 
50 มิลลิลิตร  
  
 2.4 K2SO4 : CuSO4.5H2O 
 น า K2SO4 95 กรัม ผสมกบั CuSO4.5H2O 5 กรัม 
  
 2.5 32% NaOH 
 น า NaOH 320 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
 
 2.6 4% Boric acid 
 น ากรดบอริก 40 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1000 มิลลิลิตร 
  

2.7 Ammonium oxalate crystal violet 
สารละลาย A : Crystal violet  2 กรัม 
Ethyl alcohol    20 มิลลิลิตร 
สารละลาย B : Ammonium oxalate 0.8 กรัม 
น ้ากลัน่     80 มิลลิลิตร 
 

2.8 Lugol’ s solution 
Iodine 1 กรัม 
KI 2 กรัม 
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น ้ากลัน่ 300 มิลลิลิตร 
 
 2.9 Counterstain solution 
Safranin O 10 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร  
 

2.10 สารละลายทดสอบไนเทรต   
สารละลาย A : Sulfanilic acid  0.8  กรัม 
  Acetic acid (5N)  100  มิลลิลิตร 
ละลาย Sulfanilic acic ใน Acetic acid โดยมีการใหค้วามร้อนเพื่อง่ายต่อการละลาย 
  
สารละลาย B : Dimethyl-naphthylamine 0.06  กรัม 
 Acetic acid (5N)  100  มิลลิลิตร 
 
 2.11 Mixed indicator 
Bromthymol blue 0.2 กรัม 
Neutral red 0.1 กรัม 
Ethanol 300 มิลลิลิตร 
  
2.12 สารละลาย N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,4-phenylene diamine dihydrochloride 

N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,4-phenylene diamine dihydrochloride  1 Loop มาละลายในน ้ า
กลัน่ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายสีม่วงอ่อน   
  
2.13 PCR reaction mixture    

เตรียม PCR reaction mixture ต่อ 1 Reaction ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ซ่ึงใชชุ้ด Kit 
ส าเร็จรูป มีองคป์ระกอบหลกั ดงัน้ี 

สาร Stock 1 Volume (100 µl) 
Forward Primer : 20F 10 pmol/µl 4 
Reward Primer : 1530R 10 pmol/µl 4 
10 x Taq buffer (NH4SO4 –MgCl2) 10 x 10 
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สาร Stock 1 Volume (100 µl) 
dNTP 2.0 mM 2 
MgCl2 25 mM 8 
Taq DNA polymerase  5 Unit/µl 0.5 
Ultra pure water - 66.5 
Template Undilute 5 
ในการเตรียม PCR reaction mixture จะเตรียมทุกองคป์ระกอบสารยกเวน้ Template และ

ใส่ Taq DNA polymerase เป็นตวัสุดทา้ย หลงัจากนั้นจึงถ่าย PCR reaction mixture ท่ีไดล้งใน 
DNA Template ท่ีเตรียมไวแ้ลว้  
  

2.14 0.8 % Agarose gel   
ชัง่ Agarose 0.8 กรัม ละลายใน 1 x TAE Buffer 100 มิลลิลิตร  

  
2.15 สารละลาย  Ninhydrin 

Ninhydrin 0.3 กรัม  
1-Butanol 100 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid 3 มิลลิลิตร 

น ามาละลายและผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั 
 

2.16 Phenol: Chloroform  
น าผลึกของ Phenol มาหลอมเหลวใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 65 °C หลงัจากนั้นน า 

Chloroform มาผสมในปริมาตรอตัราส่วน 1:1   
 

2.17 3M Sodium acetate 
ชัง่ Sodium acetate 408.1 กรัม ละลายใน Ultra pure water และปรับพีเอชมีค่า 5.2 หลงัจาก

นั้นปรับปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร และท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส 15 นาที  
  

2.18 10% SDS   
ชัง่ SDS 10 กรัม ละลายใน Ultra pure water ท่ีปลอดเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
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2.19 1 M Tris-HCl pH8 
ชัง่ Tris base 121.1 กรัม ละลายใน Ultra pure water ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร โดยปรับพี

เอชดว้ย Conc. HCl ให้มีค่าเท่ากบั 8 หลงัจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส 15 นาที  
 
 2.20 0.3 M EDTA pH8  

ชัง่ EDTA 10.898 กรัม ละลายใน Ultra pure water ปริมาตร 100 มิลิลิตร และปรับพีเอชมี
ค่าเป็น 8 หลงัจากนั้นท าใหป้ลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที  
 
 2.21 TE buffer 

เตรียมสารละลาย 100 mM Tris pH 8 และ 30 mM EDTA pH 8 และปรับพีเอชให้เป็น 8 
ดว้ย Glacial acetic acid หลงัจากนั้นท าให้ปลอดเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที  
  

2.22 สารละลาย Ethidium bromide  
ชัง่ Ethidium bromide 1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชาท่ีมีฟอยหุ้ม

และไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง  
  

2.23 50 x TAE buffer 
Tris base 242 กรัม  
Glacial acetic acid  57.1 มิลลิลิตร  
0.5 M EDTA (pH 8.0)  100  มิลลิลิตร   
 ละลายในน ้ากลัน่ หลงัจากนั้นปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ข 
 

สูตรการค านวณและข้อมูลผลการทดลอง 

 
สูตรการค านวณ 
1. ค่า Yield  
Yield   =                  (กรดแลกติกท่ีได ้(กรัมต่อลิตร))   
                    (กลูโคสเร่ิมตน้ - กลูโคสสุดทา้ย (กรัมต่อลิตร)) 
 
2. ค่า Productivity (กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
Productivity    =                (กรดแลกติกท่ีได ้(กรัมต่อลิตร))   
                                       (เวลาในการหมกักรดแลกติก (ชัว่โมง)) 
 
3. ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง (%ee) 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง =     (พื้นท่ีกรดดีแลกติก - พื้นท่ีกรดแอลแลกติก)      ×  100 
                            (พื้นท่ีกรดดีแลกติก + พื้นท่ีกรดแอลแลกติก) 
4. ค่า Nitrogen 
ไนโตรเจน   =    (VHCl จากการไทเทรตตวัอยา่ง - V HCl จากการไทเทรต Blank) × 0.014007 × 0.0974 N HCl 
 
5. % Nitrogen 
% Nitrogen   =          ค่าไนโตรเจน ×  100 
                                  ปริมาตรสารตวัอยา่ง  
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ข้อมูลผลการทดลอง 
ตารางที ่ข.1 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่1 

คร้ังที ่1 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ  
(50 °C) a 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C) a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

SK5-2 ดินใตต้น้ไม ้ - + + แท่ง 
NK25-23 ดินใตต้น้ชวนชม - + w กลม 
NK26-11 ดินใตต้น้กหุลาบ - + + แท่ง 
NK27-11 ดินใตต้น้มะม่วง - + + แท่ง 
NK27-12 ดินใตต้น้มะม่วง - + + แท่ง 
NK28-13 ดินใตต้น้มะม่วง - - - กลม 
NK29-22 ดินใตต้น้มะม่วง - + + กลม 

 
ตารางที ่ข.2 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่2 

คร้ังที ่2 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ  
(50 °C) a 

เจริญภาวะมอีากาศ   
(30 °C) a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

NK30-12 ดินใตต้น้วาสนา - + + แท่ง 
NK30-13 ดินใตต้น้วาสนา - + + แท่ง 
NK30-21 ดินใตต้น้วาสนา - + + แท่ง 
NK31-12 ดินใตต้น้มะขาม - + + แท่ง 
NK31-13 ดินใตต้น้มะขาม - + + แท่ง 
CU32-11 ดินใตต้น้มะขาม - - - แท่ง 
CU34-12 ดินใตต้น้สน - - - กลม 
CU35-11 ดินใตต้น้จามจุรี - + - กลม 
CU35-12 ดินใตต้น้จามจุรี - - - แท่ง 
CU36-11 ดินใตต้น้มะขาม - - - กลม 
CU37-21 ดินใตต้น้สาละ - + - กลม 
CU37-12 ดินใตต้น้สาละ - + - กลม 
CU38-11 เปลือกตน้ไม ้ - + + กลม 
CU38-12 เปลือกตน้ไม ้ - - - แท่ง 
CU38-21 เปลือกตน้ไม ้ - - - แท่ง 
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ตารางที ่ข.2 (ต่อ) คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ัง
ที ่2 

คร้ังที ่2 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ  
(50 °C) a 

เจริญภาวะมอีากาศ   
(30 °C) a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

CU39-21 เปลือกตน้จามจุรี - + - กลม 
CU39-11 เปลือกตน้จามจุรี - + - กลม 
CU39-12 เปลือกตน้จามจุรี - + - กลม 
CU40-11 ดินใตต้น้หูกวาง - + - กลม 
CU40-12 ดินใตต้น้หูกวาง - + - กลม 

 
ตารางที ่ข.3 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่3 

คร้ังที ่3 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ  
(50 °C) a 

เจริญสภาวะมอีากาศ  
(30 °C)a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

UD41 เปลือกตน้กฐิน - + - กลม 
UD42 เปลือกตน้ง้ิวหนาม - + - กลม 
UD43 เปลือกตน้มะขาม - - - กลม 
UD44 เปลือกตน้แกว้มงักร - + - กลม 
UD45 ดินใตต้น้จอมปลวก - + - กลม 
UD46 ตน้ฝอยทอง - + w กลม 
UD47 เปลือกใตต้น้ข้ีเหลก็ - + + กลม 
UD48 เปลือกตน้ตะโก - + - กลม 
UD49 ดินใตต้น้กลว้ย - + - กลม 
UD50 เปลือกตน้คูณ - + - กลม 
UD51 วชัพืช - + - กลม 
UD52 เปลือกตน้สกั - + - กลม 
UD53 ดินใตต้น้ปาลม์ - + - กลม 
UD54 เปลือกตน้มะม่วง - + - กลม 
UD55 ดินใตต้น้พทุรา - + + แท่ง 
UD56 เปลือกตน้กลว้ย - + - กลม 
UD57 ลูกตะขบ - + - กลม 
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ตารางที ่ข.3 (ต่อ) คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ัง
ที ่3 

คร้ังที ่3 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ  
(50 °C) a 

เจริญสภาวะมอีากาศ  
(30 °C)a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

UD58 เปลือกตน้ตะขบ - + - แท่ง 
UD59 เปลือกตน้มะม่วง - + - กลม 
UD60 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP61 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP62 เปลือกตน้มะขาม - + w กลม 
LP63 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP64 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP65 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP66 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 

 
ตารางที ่ข.4 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่4 

คร้ังที ่4 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ 
(50 °C) a 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C) a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

CU67-1 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU68-1 เปลือกตน้ไม ้ - + - แท่ง 
CU68-2 เปลือกตน้ไม ้ - + - แท่ง 
CU69-1 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU69-2 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU70-1 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU70-2 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU71-1 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU71-2 เปลือกตน้ไม ้ + + - กลม 
CU72-1 เปลือกตน้ไม ้ - - - แท่ง 
CU72-2 เปลือกตน้ไม ้ - + - กลม 
CU73-1 เปลือกตน้ไม ้ - - - กลม 
CU73-2 เปลือกตน้ไม ้ + + w แท่ง 
BK74-1 เปลือกตน้ยอ - + + แท่ง 
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ตารางที ่ข.5 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่5 
คร้ังที ่5 

Isolate 
No. 

ช่ือตวัอย่าง 
เจริญภาวะไม่มอีากาศ 

(50 °C)a 
เจริญภาวะมอีากาศ 

(30 °C)a
 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

BK75 เปลือกตน้หางนกยงู - + + กลม 
BK76 เปลือกตน้เทียนทอง - + w กลม 
BK77 เปลือกตน้ปาลม์ - + - กลม 
BK78-1 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
BK78-2 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
NK79 ใบแฟง - + - กลม 
NK80 เปลือกตน้กระดงังา - + - กลม 
NK81-1 เปลือกตน้ฝร่ัง - + - กลม 
NK81-2 เปลือกตน้ฝร่ัง - + - กลม 
NK82 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
NK83-1 เปลือกตน้วาสนา - + - กลม 
NK83-2 เปลือกตน้วาสนา - + - กลม 

 
ตารางที ่ข.6 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่6 

คร้ังที ่6 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ 
(50 °C)a 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C)a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

PB84 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
PB85-1 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
PB85-2 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
PB86 ดินใตต้น้มะขาม - + + แท่ง 
PB87-1 เปลือกตน้มะขาม - + + กลม 
PB87-2 เปลือกตน้มะขาม - + + แท่ง 
PB87-3 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
PB88 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
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ตารางที ่ข.7 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่7 
คร้ังที ่7 

Isolate 
No. 

ช่ือตวัอย่าง 
เจริญภาวะไม่มอีากาศ 

(50 °C)a
 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C)a

 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

LP89 ดินใตต้น้มะขาม + + - กลม 
LP90 ดินใตต้น้มะขาม - + - แท่ง 
LP91 ดินใตต้น้มะขาม - - - กลม 
LP92 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP93 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP94-1 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP94-2 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP95 ดินใตต้น้มะขาม - + - แท่ง 
LP96-1 ดินใตต้น้มะขาม - - - กลม 
LP96-2 ดินใตต้น้มะขาม + + - กลม 
LP97-1 ดินใตต้น้มะขาม + + - กลม 
LP97-2 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP98 ดินใตต้น้มะขาม + +  กลม 
LP99 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP100-1 ดินใตต้น้มะขาม - + - กลม 
LP100-2 ดินใตต้น้มะขาม + + - กลม 
LP101 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP102 เปลือกตน้มะขาม - + + กลม 
LP103 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP104 เปลือกตน้มะขาม + + - กลม 
LP105 เปลือกตน้มะขาม + + + แท่ง 
LP106 เปลือกตน้มะขาม + + + กลม 
LP107 เปลือกตน้มะขาม + + - กลม 
LP108 เปลือกตน้มะขาม - + + แท่ง 
LP109 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP110 เปลือกตน้มะขาม - - - แท่ง 
LP111 เปลือกตน้มะขาม + + - กลม 
LP112-1 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP112-2 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
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ตารางที ่ข.7 (ต่อ) คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ัง
ที ่7 

คร้ังที ่7 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ 
(50 °C)a 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C)a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

LP113-1 เปลือกตน้มะขาม - + + แท่ง 
LP113-2 เปลือกตน้มะขาม - + + แท่ง 
LP114 เปลือกตน้มะขาม + + + แท่ง 
LP115 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 
LP116 เปลือกตน้มะขาม - + - กลม 

 
ตารางที ่ข.8 คุณสมบัติของไอโซเลททีค่ัดเลอืกได้จากการเกบ็ตัวอย่างตามแหล่งธรรมชาติ คร้ังที ่8 

คร้ังที ่8 
Isolate 

No. 
ช่ือตวัอย่าง 

เจริญภาวะไม่มอีากาศ 
(50 °C)a 

เจริญภาวะมอีากาศ 
(30 °C)a 

ผลคะ
ตะเลสb 

รูปร่าง 

NK117 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK118 รากตน้กระสงัข ์ - + - ทกลม 
NK119 รากตน้กระสงัข ์ - + + แท่ง 
NK120 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK121 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK122 รากตน้ลูกใตใ้บ - + - กลม 

NK123 
รากตน้กระสงัข์
พนัธ์ุเลก็ 

- + + กลม 

NK124 รากตน้กระสงัข ์ - + + แท่ง 
NK125 รากตน้กระสงัข ์ - + + แท่ง 
NK126 รากตน้กระสงัข ์ - + w กลม 
NK127 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK128 รากตน้กระสงัข ์ - + w กลม 
NK129 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK130 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 
NK131 รากตน้กระสงัข ์ - + - กลม 

หมายเหตุ : a +, เจริญภาวะมีอากาศ; -, ไม่เจริญภาวะมีอากาศ  

b+, ผลิตคะตะเลส; -, ไม่ผลิตคะตะเลส; w, ผลิตคะตะเลสเล็กนอ้ย
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ตารางที ่ข.9 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่1  
คร้ังที ่1 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

SK5-2 0 0.70 0 97.242 0 0 -3.609 98.616 75 1546938 0 99.99 D 
NK25-23 12.1 45.85 15.668 40.124 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK26-11 1.5 9.30 0 60.522 0 0 -2.289 62.545 18063 999298 0 96. 44 D 
NK27-11 24.78 45.12 23.108 30.934 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK27-12 2.54 56.84 2.889 50.762 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK28-13 78.56 34.091 67.452 30.091 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK29-22 46.17 45.18 45.143 50.789 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  110 

ตารางที ่ข.10 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่2  
คร้ังที ่2 

รหัสเช้ือ 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

NK30-12 50.12 35.60 56.80 20.67 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK30-13 92.20 34.30 95.319 17.823 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK30-21 75.40 71.20 40.596 57.949 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK31-12 71.00 2.80 79.193 0 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK31-13 33.40 1.20 32.041 0 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU32-11 80.50 0 87.243 0 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU40-11 21.50 59.20 24.039 52.136 0 0 36.255 14.587 543442 271186 0 0 DL 
CU40-12 26.10 61.00 28.75 55.609 0 0 38.475 13.21 573710 250283 0 0 DL 
CU34-12 50.20 87.10 54.133 59.514 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU35-11 59.30 41.20 64.747 49.421 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU35-12 62.00 82.20 57.235 57.939 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU36-11 108.00 0 119.276 0 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU37-21 7.10 69.30 0 56.742 0 0 44.82 12.127 660198 233833 0 0  DL 
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  111 

ตารางที ่ข.10 (ต่อ) ค่าการผลิตกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่2 
คร้ังที ่2 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

CU37-12 24.10 68.40 27.619 56.623 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU38-11 5.40 124.00 0 89.341 0 0 82.932 -3.177 1179689 1475 99.75 0 L 
CU38-12 0 1.90 0 113.041 0 0 -2.843 69.506 10512 1679401 ND 98.76 D 
CU38-21 61.60 84.20 53.489 50.3 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU39-21 21.70 85.60 25.659 66.036 0 0 52.139 6.678 759954 151103 66.82 0 L 
CU39-11 63.40 79.80 50.821 48.24 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU39-12 64.70 82.40 67.643 50.996 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  112 

ตารางที ่ข.11 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่3  
คร้ังที ่3 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

UD41 51.90 45.40 53.456 27.773 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD44 50.90 47.00 44.587 27.931 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD45 55.60 45.90 64.363 28.416 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD46 58.60 39.60 53.056 21.819 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD48 50.70 48.20 65.696 35.721 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD49 54.10 44.60 41.961 26.256 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD52 0.00 46.20 0 52.258 0 0 28.208 17.015 433763 308043 0 0 DL 
UD53 39.10 35.70 26.463 41.926 0 0 20.4 15.913 327341 291320 0 0 DL 
UD54 53.30 46.80 58.519 26.729 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD55 53.00 76.00 31.158 48.11 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD57 19.50 51.60 22.522 70.26 0 0 30.912 20.688 470621 363806 0 0 DL 
UD58 14.80 48.60 1.195 54.503 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD59 59.60 46.90 62.488 24.592 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
UD60 6.10 47.40 0 51.081 0 0 27.366 19.677 422289 348465 0 0 DL 
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  113 

ตารางที ่ข.11 (ต่อ) ค่าการผลิตกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่3 
คร้ังที ่3 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

LP61 33.40 75.80 0.898 50.528 0 0 54.182 0 787801 0 100 0  L 
LP62 55.00 45.30 56.79 21.194 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  114 

ตารางที ่ข.12 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที ่4 
คร้ังที ่4 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

CU67-1 66.60 76.00 49.373 47.749 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU68-1 0 3.60 0 98.296 0 0 -0.844 93.011 37765 1461846 0 94.96 D 
CU68-2 4.10 37.50 0 55.298 0 0 19.545 30.462 315676 512207 0 0 DL 
CU69-1 58.60 70.30 65.559 46.961 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU69-2 63.60 81.80 60.233 49.43 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU70-1 57.30 90.30 49.182 54.598 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU70-2 62.30 83.10 58.803 50.229 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU71-1 83.20 63.00 86.146 34.46 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU71-2 80.50 66.20 71.596 33.36 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
CU72-1 0.00 0.30 0 91.873 0 0 -2.941 99.411 9177 1559004 0 98.83 D 
CU72-2 47.70 99.10 37.553 60.721 0 0 67.407 -2.231 968071 15843 96.78 0 L 
CU73-1 55.0 30.05 50.343 32.101 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  115 

ตารางที ่ข.13 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 5 
คร้ังที ่5 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

BK74-1 18.60 101.00 23.220 74.939 2.398 0 ND ND ND ND ND ND ND 
BK75 32.20 0.50 34.098 13.714 7.438 0 ND ND ND ND ND ND ND 
BK76 15.90 25.60 22.31 15.067 5.897 0 ND ND ND ND ND ND ND 
BK77 60.00 80.60 66.64 49.344 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

BK78-1 36.20 62.30 40.567 56.169 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
BK78-2 36.30 55.10 41.513 44.257 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK79 68.60 73.00 69.733 43.450 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK80 72.51 46.43 72.51 46.428 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK81-1 55.00 90.80 56.769 56.251 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK81-2 52.60 92.80 54.740 61.128 1.396 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK82 63.30 86.50 62.912 53.708 2.003 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK83-1 60.90 81.30 61.024 49.678 2.241 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK83-2 56.10 90.10 50.204 53.676 2.536 0 ND ND ND ND ND ND ND 

 

   115 



  116 

ตารางที ่ข.14 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 6 
คร้ังที ่6 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

PB84 47.90 94.50 42.610 55.20 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
PB85-1 80.50 60.20 74.920 32.130 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
PB85-2 70.60 61.30 65.49 30.860 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
PB86 123.00 0.00 122.00 14.780 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

PB87-1 78.80 0.20 81.900 26.180 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
PB87-2 75.10 0.30 68.390 22.710 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  117 

ตารางที ่ข.15 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 7 
คร้ังที ่7 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

LP89 87.00 42.00 84.887 26.348 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP90 94.00 0 91.826 14.950 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP91 80.65 25.05 90.101 20.989 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP92 92.20 35.10 90.696 19.787 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP93 65.30 63.00 67.694 40.968 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

LP94-1 72.20 61.30 67.54 37.173 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP94-2 53.50 84.00 48.687 53.691 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP95 83.20 0 83.534 20.365 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

LP96-1 72.3 58.60 70.345 16.101 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP96-2 106 20.90 103.524 11.381 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP97-1 66.1 47.20 60.695 40.004 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP97-2 82.7 45.70 78.395 28.839 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP98 84.7 45.10 95.057 27.698 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP99 75.9 54.00 77.379 34.639 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  118 

ตารางที ่ข.15 (ต่อ) ค่าการผลิตกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 7 
คร้ังที ่7 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

LP100-1 77.30 54.30 63.072 32.779 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP100-2 61.10 50.50 55.38 44.357 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP101 52.40 92.50 86.092 72.093 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP102 93.20 0 72.093 12.589 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP103 76.60 63.20 69.825 35.289 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP104 88.70 43.40 82.032 21.658 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP105 47.20 80.50 32.586 44.559 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP106 48.30 69.10 33.372 38.144 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP107 69.90 33.30 93.569 15.677 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP108 87.40 51.70 67.06 27.068 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP109 90.45 34.15 93.142 17.761 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP110 29.70 32.90 30.675 31.090 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP111 86.30 52.50 72.456 26.498 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

LP112-1 82.00 13.00 76.352 11.675 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  119 

ตารางที ่ข.15 (ต่อ) ค่าการผลิตกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 7 
คร้ังที ่7 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

LP112-2 51.40 51.30 43.32 51.526 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP113-1 29.80 82.90 19.202 51.453 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP113-2 76.70 44.30 58.143 20.068 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP114 29.50 82.10 20.202 51.467 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP115 88.00 47.80 88.218 25.931 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
LP116 33.00 99.10 91.993 14.674 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  120 

ตารางที ่ข.16 ค่าการผลติกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทีเรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 8  
คร้ังที ่8 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

NK117 103.00 13.70 92.096 15.952 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK118 69.60 44.30 64.082 57.769 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK119 214.00 72.50 100.567 27.491 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK120 75.90 89.90 61.07 50.96 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
NK121 29.50 90.70 17.073 77.306 0 0 21.505 33.480 319276 442671 0 0 DL 
NK122 25.50 30.65 15.001 40.456 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK123 169.00 94.60 86.973 43.534 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK124 64.30 209.00 27.319 98.11 0 0 61.815 27.172 2437802 1102691 0 0 DL 

NK125 127 17.90 50.661 85.336 0 0 65.853 29.134 2609358 1189637 0 0 DL 

NK126 142 95.10 75.609 50.614 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK127 90.5 37.70 72.026 34.119 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK128 175 98.20 77.672 28.851 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK129 98.2 83.20 54.735 53.219 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  121 

ตารางที ่ข.16 (ต่อ) ค่าการผลิตกรดแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแบคทเีรียทีค่ัดเลอืกได้ คร้ังที่ 8  
คร้ังที ่8 

Isolate 
No. 

YSI Aminex HPX-87H – HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 
ค่าความบริสุทธ์ิเชิงแสง 

(%) e.e 
ชนิด 
ไอโซ
เมอร์ 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรด 

แลกตกิ 
อะซิตกิ เอทานอล 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

NK130 94.3 85.50 72.331 44.78 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 

NK131 76.50 66.30 65.255 42.444 0 0 ND ND ND ND ND ND ND 
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  122 

ตารางที ่ข.17 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากกลูโคสทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติร โดย CU72-1  

ความเข้มข้น
กลูโคส 

(กรัมต่อลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

 (% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0.2 0 0 

0 
88.841 

88.335 6.566 106.166 15450 1550092 98.026 2 0.4 0.2 0 93.2 
3 3.0 จ 0 82.964 

120 
1 13.3 1.0 8.958 

5.684 
91.766 

93.632 6.246 109.053 11013 1594858 98.628 2 24.8 0 8.093 93.799 
3 6.2 0 0 95.331 

160 
1 64.0 0.4 50.596 

50.720 
85.51 

86.401 6.16 113.169 9814 1658674 98.284 2 62.7 0.4 48.95 88.013 
3 67.0 0.2 52.601 85.681 
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  123 

ตารางที ่ข.18 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากซูโครสทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติร โดย CU72-1 

ความ
เข้มข้น
ซูโครส 
(กรัมต่อ
ลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(% D) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ ซูโครส ฟรักโทส ค่าเฉลีย่ 

กรด
แอล 

แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรด
แอล 

แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0 0.8 0 

0 
40.111 

41.536 
0 0 

0 6.104 81.279 9038 1164279 98.459 2 0 0.2 0 45.312 0 0 
3 0 0.3 0 39.185 0 0 

120 
1 0.2 0 0  

0.760 
 

50.900 
54.695 

0 27.760 
26.696 6.188 64.715 10211 907478 97.775 2 0.5 0.1 2.281 56.670 0 26.322 

3 0 0.4 0 56.514 0 26.007 

160 
1 0.1 1.7 0 

0 
78.293 

76.003 
0 0 

0 7.088 98.514 22675 1431463 96.881 2 0.2 1.3 0 79.595 0 0 
3 1.2 1.3 0 70.120 0 0 
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ตารางที ่ข.19 การเปรียบเทยีบการเติมและไม่เติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจากแป้งมันส าปะหลงัโดย CU72-1 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC 

ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) 

ไม่เตมิ 
กลูโคอะไมเลส 

เตมิ 
กลูโคอะไมเลส 

ไม่เตมิกลูโคอะไมเลส เตมิกลูโคอะไมเลส 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ กลูโคส ค่าเฉลีย่ 

กรด 
แลกตกิ 

ค่าเฉลีย่ 

1 0.2 31.4 0 0 0 
0 

31.754 
23.737 

0 
0 

113.040 
116.881 2 0 0 0 0 0 20.863 0 119.290 

3 0 0 0 0 0 18.593 0 118.314 
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  125 

ตารางที ่ข.20 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแป้งมันส าปะหลงัทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติร โดย CU72-1 

ความเข้มข้น
แป้งมนั
ส าปะหลงั 

(กรัมต่อลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น  
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0 0 0 

0 
87.828 

84.178 6.373 97.514 12775 1415959 98.212 2 0 0 0 80.449 
3 0 0 0 84.256 

120 
1 0 0.5 0 

0 
113.040 

116.881 6.117 126.986 9223 1872879 99.02 2 0.3 0.3 0 119.290 
3 0.2 0.4 0 118.314 

160 
1 0 0.5 0 

0 
111.260 

112.643 6.324 135.008 12088 1997242 98.797 2 0 0.6 0 116.600 
3 0 0.7 0 110.068 
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  126 

ตารางที ่ข.21 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากกลูโคสทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติรโดย SK5-2 

ความเข้มข้น
กลูโคส 

(กรัมต่อลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

 (% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
 (กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0 0 0 

0 
102.649 

98.594 6.267 126.631 11294 1867372 98.798 2 0.1 0.2 0 97.051 
3 0.1 0 0 96.083 

120 
1 0 0.3 0 

0 
112.249 

112.454 6.207 125.573 11294 1850997 98.787 2 0.4 0.1 0 112.058 
3 0 0 0 113.055 

160 
1 49.9 1.6 47.715 

39.477 
108.483 

106.605 6.786 121.256 18498 1784037 97.948 2 42 1.6 34.61 108.672 
3 43.9 1.6 36.106 102.66 
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  127 

ตารางที ่ข.22 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากซูโครสทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติรโดย SK5-2  
ความ
เข้มข้น
ซูโครส 
(กรัมต่อ
ลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

 (% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ ซูโครส ฟรักโทส 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0 0 0 

0 
90.123 

90.873 
0 0 

5.845 117.531 5456 1726284 99.370 2 0.1 0 0 88.374 0 0 
3 0 0.1 0 94.123 0 0 

120 
1 0 0.3 0 

0 
104.363 

101.118 
0 0 

6.524 105.358 14867 1537572 98.085 2 0 0.2 0 99.998 0 0 
3 0.5 0.1 0 98.993 0 0 

160 
1 28.5 0.9 6.666 

7.499 
115.454 

116.162 
0 0 

6.596 140.957 15867 2089469 98.493 2 23.8 0.4 7.142 120.030 0 0 
3 26.8 0.3 8.688 113.001 0 0 
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ตารางที ่ข.23 การเปรียบเทยีบการเติมและไม่เติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลสจากแป้งมันส าปะหลงัโดย SK5-2 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC 

ความเข้มข้น(กรัมต่อลติร) ความเข้มข้น(กรัมต่อลติร) 

ไม่เตมิ 
กลูโคอะไมเลส 

เตมิ 
กลูโคอะไมเลส 

ไม่เตมิกลูโคอะไมเลส เตมิกลูโคอะไมเลส 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรดด ี
แลกตกิ 

ค่าเฉลีย่ กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรดด ี
แลกตกิ 

ค่าเฉลีย่ 

1 0 0 0 0 0 
0 

50.372 
54.217 0 0 

96.435 
97.530 2 0.2 0 0 0 0 57.451 97.182 

3 0.0 0.1 0 0 0 54.827 98.985 
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  129 

ตารางที ่ข.24 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแป้งมันส าปะหลงัทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติรโดย SK5-2  

ความเข้มข้น
แป้งมนั
ส าปะหลงั 

(กรัมต่อลติร) 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

100 
1 0 0 0 

1.4 
84.800 

81.321 5.909 92.142 6341 1332691 99.053 2 0 0.5 0 79.126 
3 0 0 1.9 80.037 

120 
1 0 0 0 

0 
97.570 

99.463 5.855 110.847 5595 1622663 99.313 2 0 0 0 102.317 
3 0 0 0 98.503 

160 
1 0 0 4.979 

4.421 
112.0 

112.519 5.883 124.982 5985 1841803 99.352 2 0 0.2 4.876 112.4 
3 0 0 3.408 113.1 
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ตารางที ่ข.25 ค่าการผลติกรดดีแลกติก Yield และ Productivity จากการหมักของกลูโคส ซูโครส 
และแป้งมันส าปะหลงั ทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติรโดย CU72-1 

แหล่ง
คาร์บอน 

ความเข้มข้น
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) % Yield 

Productivity 
(กรัมต่อลติรต่อ

ช่ัวโมง) กลูโคสทีเ่หลอื กรดดแีลกตกิ 

กลูโคส 

100 0 88.335 88.335 1.227 

120 5.684 93.632 81.906 1.300 

160 50.716 86.401 79.061 1.200 

ซูโครส 

100 0 41.536 41.536 0.577 

120 0.760 54.695 45.870 0.760 

160 0 76.003 47.502 1.056 

แป้งมนั
ส าปะหลงั 

100 0 84.178 84.178 1.169 

120 0 116.881 97.401 1.623 

160 0 112.643 70.402 1.564 

 
ตารางที ่ข.26 ค่าการผลติกรดดีแลกติก  Yield และ Productivity จากการหมักกลูโคส ซูโครส และ
แป้งมันส าปะหลงั ทีค่วามเข้มข้น 100 120 และ 160 กรัมต่อลติรโดย SK5-2 

แหล่ง
คาร์บอน 

ความเข้มข้น
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) % Yield 

Productivity 
(กรัมต่อลติรต่อ

ช่ัวโมง) กลูโคสทีเ่หลอื กรดดแีลกตกิ 

กลูโคส 

100 0 98.594 98.594 1.369 

120 0 112.454 93.712 1.562 

160 39.477 106.605 88.452 1.481 

ซูโครส 

100 0 90.873 90.873 1.262 

120 0 101.118 84.265 1.404 

160 7.499 116.162 76.171 1.613 

แป้งมนั
ส าปะหลงั 

100 1.358 81.321 82.440 1.129 

120 0 99.463 82.886 1.381 

160 4.421 112.519 72.323 1.563 
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ตารางที ่ข.27 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแหล่งไนโตรเจนที่มีชนิดและความเข้มข้นต่างๆโดย CU72-1 

 
 

สภาวะ 

แหล่ง
ไนโตรเจน การ

ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

1 
Control 

ยสีตส์กดั = 5 
เปปโทน = 0 

1 55.5 2.6 36.213 

34.97 

57.313 

55.396 5.408 65.748 68491 2903841 95.391 2 57.1 1.9 35.572 53.381 

3 53.2 2.0 33.124 55.493 

2 
ยสีตส์กดั = 10 
เปปโทน = 0 

1 32.2 1.9 16.165 

17.827 

80.571 

78.39 4.998 81.295 51269 3631705 97.216 2 35.7 1.8 20.138 76.477 

3 31 1.9 17.177 78.121 

3 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน = 0 

1 6.2 1.8 0 

0 

97.267 

97.662 4.878 102.556 46209 4627075 98.022 2 7.0 1.6 0 99.283 

3 7.7 1.2 0 96.436 

4 
ยสีตส์กดั = 30 
เปปโทน = 0 

1 0 0.8 1.798 
0.599 

117.747 
117.667 3.723 112.961 38251 5065312 98.501 2 3.1 0.9 0.0 118.139 

3 1.2 0.8 0.0 117.115 
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  132 

ตารางที ่ข.27 (ต่อ) ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแหล่งไนโตรเจนทีม่ีชนิดและความเข้มข้นต่างๆโดย CU72-1 

 
 

สภาวะ 

แหล่ง
ไนโตรเจน การ

ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

 (% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

5 
ยสีตส์กดั = 0 
เปปโทน = 10 

1 90.5 0 76.253 

72.593 

41.399 

44.996 4.693 88.567 38426 3972173 98.084 2 98.9 0 73.138 43.404 

3 95.1 0 68.389 50.185 

6 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน =10 

1 8.8 0.6 0 

1.333 

109.179 

103.84 4.403 107.015 26271 4835860 98.919 2 13.9 0.9 3.999 100.579 

3 8.9 0.8 0 101.749 

7 
ยสีตส์กดั = 10 
แอมโมเนียม
คลอไรด ์= 5 

1 25.5 1.5 12.114 

9.751 

83.713 

84.19 4.968 112.501 37998 5031834 97.850 2 18.0 1.5 7.525 88.484 

3 23.7 1.9 9.614 80.362 

8 
ยสีตส์กดั = 10 
แอมโมเนียม
คลอไรด ์= 20 

1 40.1 0.9 20.563  
20.28 

 

100.214  
102.307 

 
3.939 109.546 47146 4907571 98.097 2 17.3 1.8 19.243 105.811 

3 19.5 1.9 21.042 100.895 
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ตารางที ่ข.27 (ต่อ) ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากไนโตรเจนที่มีชนิดและความเข้มข้นต่างๆ โดย CU72-1 

 
 

สภาวะ 

แหล่ง
ไนโตรเจน การ

ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

 (% D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

9 
ยสีตส์กดั = 20 
แอมโมเนียม
คลอไรด ์= 10 

1 8.8 0.8 8.516 

5.644 

114.289 

112.626 3.767 106.59 40041 4771041 98.335 2 7.5 0.1 5.801 113.697 

3 1.6 0.5 2.615 109.891 

10 
ยสีตส์กดั = 5 
แอมโมเนียม
คลอไรด ์= 25 

1 53.5 0.1 48.302 

47.745 

61.434 

61.496 3.826 56.821 42486 2472163 96.621 2 44.4 0.1 48.678 59.799 

3 54.6 0.08 46.255 63.254 

11 
ยสีตส์กดั = 5 
แอมโมเนียม
คลอไรด ์= 20 

1 52.9 0.1 57.086 

57.723 

52.487 

53.894 3.573 70.45 46916 3101739 97.020 2 45.1 0.1 57.02 54.285 

3 44.1 0.1 59.062 54.909 
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ตารางที ่ข.28 ปริมาณไนโตรเจนเร่ิมต้นทีม่ีอยู่ในอาหารส าหรับไอโซเลทไม่ผลติคะตะเลส   

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน การ

ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl 
(มลิลลิติร) 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) ทีใ่ช้ ค่าเฉลีย่ 

1 ยสีตส์กดั = 5 
เปปโทน = 0 

1 0.80 

0.77 0.00091 0.030 2 0.75 

 
3 0.75 

2 
ยสีตส์กดั = 10 
เปปโทน = 0 

1 1.35 

1.33 0.00168 0.056 2 1.35 

3 1.30 

3 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน = 0 

1 2.55 

2.58 0.00339 0.113 2 2.55 

3 2.65 

4 
ยสีตส์กดั  = 30 
เปปโทน = 0 

1 4.45 

4.47 0.00596 0.199 2 4.50 

3 4.45 

5 
ยสีตส์กดั = 0 
เปปโทน = 10 

1 1.45 

1.47 0.00186 0.062 2 1.45 

3 1.50 

6 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน =10 

1 3.75 

3.75 0.00498 0.166 2 3.70 

3 3.80 

7 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 5 

1 2.65 

2.70 0.00355 0.118 2 2.70 

3 2.75 

8 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 

1 7.05 

7.08 0.00953 0.318 2 7.10 

3 7.10 
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ตารางที ่ข.28 (ต่อ) ปริมาณไนโตรเจนเร่ิมต้นทีม่ีอยู่ในอาหารส าหรับไอโซเลทไม่ผลติคะตะเลส   

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน การ

ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl 
(มลิลลิติร) 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

 
% 

ไนโตรเจน 

ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) ทีใ่ช้ ค่าเฉลีย่ 
 

9 
ยสีตส์กดั = 20 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 6.20 

6.15 0.00825 0.275 2 6.10 

3 6.15 

10 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 25 

1 7.90 

7.72 0.01039 0.346 2 7.60 

3 7.65 

11 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 

1 6.55 

6.53 0.00878 0.293 2 6.50 

3 6.55 
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ตารางที ่ข.29 ปริมาณไนโตรเจนสุดท้ายหลงัจากกระบวนการหมักกรดดีแลกติกโดย CU72-1 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

การ
ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl (มลิลลิติร) ไนโตรเจนสุดท้าย ไนโตรเจนทีใ่ช้ 

การทดลอง 
ค่าเฉลีย่ 

ค่าเฉลีย่
รวม 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ความเข้มข้น  
(กรัมต่อลติร) 

1 2 3 

1 
ยสีตส์กดั = 5 
เปปโทน = 0 

1 0.7 0.7 0.65 0.68 

0.72 0.00084 0.028 0.00007 0.002 2 0.75 0.75 0.75 0.75 

3 0.7 0.75 0.7 0.72 

2 
ยสีตส์กดั = 10 
เปปโทน = 0 

1 1.45 1.4 1.4 1.42 

1.39 0.00177 0.059 -0.00008 -0.003 2 1.35 1.3 1.35 1.33 

3 1.4 1.45 1.45 1.43 

3 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน = 0 

1 2.5 2.5 2.5 2.50 

2.53 0.00332 0.111 0.00007 0.002 2 2.5 2.55 2.55 2.53 

3 2.55 2.6 2.55 2.57 

4 
ยสีตส์กดั = 30 
เปปโทน = 0 

1 4.25 4.25 4.25 4.25  
4.20 

 

 
0.00559 

 

 
0.186 

 

 
0.00036 

 

 
0.012 

 
2 4.25 3.55 4.20 4.00 

3 4.20 4.60 4.25 4.35 
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ตารางที ่ข.29 (ต่อ) ปริมาณไนโตรเจนสุดท้ายหลงัจากกระบวนการหมักกรดดีแลกติกโดย CU72-1 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

การ
ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl (มลิลลิติร) ไนโตรเจนสุดท้าย ไนโตรเจนทีใ่ช้ 

การทดลอง 
ค่าเฉลีย่ 

ค่าเฉลีย่
รวม 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ความเข้มข้น  
(กรัมต่อลติร) 

1 2 3 

5 
ยสีตส์กดั = 0 
เปปโทน = 10 

1 2.8 2.85 2.80 2.82 

2.84 0.00374 0.125 -0.00187 -0.062 2 2.85 2.80 2.80 2.82 

3 2.90 2.85 2.90 2.88 

6 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน =10 

1 4.05 4.05 4.05 4.05 

4.03 0.00536 0.179 -0.00038 -0.013 2 3.95 4.05 4.05 4.02 

3 4.05 4 4 4.02 

7 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 5 

1 2.85 2.95 2.95 2.92 

2.91 0.00383 0.128 -0.00028 -0.009 2 2.9 2.9 2.95 2.92 

3 2.9 2.95 2.8 2.88 

8 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 

1 7.25 7.30 7.30 7.28  
7.25 

 

 
0.00975 

 

 
0.325 

 

 
-0.00023 

 

 
-0.008 

 
2 7.15 7.25 7.20 7.20 

3 7.25 7.25 7.30 7.27 
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ตารางที ่ข.29 (ต่อ) ปริมาณไนโตรเจนสุดท้ายหลงัจากกระบวนการหมักกรดดีแลกติกโดย CU72-1 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

การ
ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl (มลิลลิติร) ไนโตรเจนสุดท้าย ไนโตรเจนทีใ่ช้ 

การทดลอง 
ค่าเฉลีย่ 

ค่าเฉลีย่
รวม 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ความเข้มข้น  
(กรัมต่อลติร) 

1 2 3 

9 
ยสีตส์กดั = 20 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 5.60 5.90 5.65 5.72  
5.67 

 

 
0.00759 

 

 
0.253 

 

 
0.00066 

 

 
0.022 

 
2 5.40 5.70 5.50 5.53 

3 5.80 5.70 5.75 5.75 

10 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 25 

1 7.6 7.8 7.65 7.68  
7.71 

 

 
0.01038 

 

 
0.346 

 

 
0.00001 

 

 
0.0003 

 
2 7.85 7.8 7.8 7.82 

3 7.65 7.65 7.6 7.63 

11 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 

1 6.15 6.2 6.2 6.18  
6.26 

 

 
0.00840 

 

 
0.280 

 

 
0.00038 

 

 
0.013 

 
2 6.25 6.3 6.25 6.27 

3 6.35 6.30 6.30 6.32 
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ตารางที ่ข.30 ค่า Yield และ Productivity จากแหล่งไนโตรเจนทีม่ีชนิดและความเข้มข้นต่างๆ โดย 
CU72-1 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

% Yield 
Productivity 

(กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) 

1 
ยสีตส์กดั = 5 
เปปโทน = 0 

65.148 0.769 

2 
ยสีตส์กดั = 10 
เปปโทน = 0 

76.722 1.089 

3 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน = 0 

81.385 1.356 

4 
ยสีตส์กดั = 30 
เปปโทน = 0 

98.548 
 

1.634 
 

5 
ยสีตส์กดั = 0 
เปปโทน = 10 

94.915 0.625 

6 
ยสีตส์กดั = 20 
เปปโทน =10 

87.502 1.442  

7 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 5 
76.36 1.169 

8 
ยสีตส์กดั = 10 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 
102.597 1.421 

9 
ยสีตส์กดั = 20 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 
98.487 

 
1.564 

 

10 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 25 
85.109 0.854 

11 
ยสีตส์กดั = 5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 20 
86.538 0.749 
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ตารางที ่ข.31 ค่าการผลติกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแหล่งไนโตรเจนที่มีชนิดและความเข้มข้นต่างๆโดย SK5-2  

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(%D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

1 
ยสีตส์กดั = 7.5  

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 8.5 0.7 0 

1.161 

105.025 

107.25 4.655 114.164 36838 5170570 98.585 2 7.3 0.5 0 107.237 

3 12.6 0.8 3.483 109.481 

2 
ยสีตส์กดั= 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 3.3 0.3 0 

0 

113.491 

115.1 4.108 106.099 13857 4792962 99.423 2 4.0 0.5 0 117.798 

3 2.5 0.2 0 114.019 

3 
ยสีตส์กดั = 0 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 8 

1 137 0.3 108.585 

103.865 

0.0 

0 0 0 0 0 0 2 131 0 100.53 0.0 

3 125 0 102.481 0.0 

4 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 3.2 0.6 0 

0 

122.437 

118.78 4.263 109.296 20333 4942658 99.181 2 4.9 0.9 0 118.195 

3 5.0 0.8 0 115.719 
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  141 

ตารางที ่ข.31 (ต่อ)ค่าการผลิตกรดดีแลกติกและความบริสุทธ์ิเชิงแสงจากแหล่งไนโตรเจนทีม่ีชนิดและความเข้มข้นต่างๆโดย SK5-2 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

การ
ทดลอง 

YSI Aminex HPX-87H - HPLC Sumi chiral OA5000 - HPLC 

(%D) 
ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

พืน้ที ่

ความเข้มข้น 
(กรัมต่อลติร) 

กลูโคส 
กรดแอล 
แลกตกิ 

กลูโคส ค่าเฉลีย่ 
กรด 

แลกตกิ 
ค่าเฉลีย่ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

กรดแอล 
แลกตกิ 

กรดด ี
แลกตกิ 

5 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 9.5 1.2 0 

0.865 

112.65 

109.6 4.56 100.618 32851 4536341 98.562 2 10.3 1.2 2.595 109.349 

3 6.9 0.9 0 106.785 

6 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 0 0.2 0  
1.539 

 

127.876 

123.483 3.112 109.08 12995 4886060 99.469 2 0.8 0.4 4.617 119.551 

3 1.7 0.3 0.0 123.023 

7 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 31.5 0.2 33.781  
36.139 

 

94.991 

94.307 3.317 93.308 21450 4157564 98.973 2 30.0 0 34.432 95.698 

3 33.4 0 40.205 92.231 

8 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 15 

1 54.4 0 55.390 

54.977 

67.146 

66.572 3.032 71.429 9680 3146938 99.387 2 52.6 0 55.999 67.279 

3 51.3 0 53.542 65.292 
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ตารางที ่ข.32 ปริมาณไนโตรเจนเร่ิมต้นทีม่ีอยู่ในอาหารส าหรับไอโซเลทผลติคะตะเลส   

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน การ

ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl 
(มลิลลิติร) 

  
ไนโตรเจน 

(กรัมต่อลติร) 
% 

ไนโตรเจน ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) ทีใ่ช้ ค่าเฉลีย่ 

1 ยสีตส์กดั = 7.5 
แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 1.15 

1.17 0.00146 0.049 2 1.20 

 3 1.15 

2 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 2.10 

2.13 0.00277 0.092 2 2.20 

3 2.10 

3 
ยสีตส์กดั = 0 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 8 

1 2.50 

2.50 0.00327 0.109 2 2.50 

3 2.50 

4 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 3.20 

3.27 0.00432 0.144 2 3.25 

3 3.35 

5 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 2.35 

2.35 0.00307 0.102 2 2.30 

3 2.40 

6 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 4.20 

4.20 0.00559 0.186 2 4.20 

3 4.20 

7 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 3.60 

3.62 0.00480 0.160 2 3.60 

3 3.65 

8 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 15 

1 3.80 

3.82 0.00507 0.169 2 3.80 

3 3.85 
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ตารางที ่ข.33 ปริมาณไนโตรเจนสุดท้ายหลงัจากกระบวนการหมักกรดดีแลกติกโดย SK5-2 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน การ

ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl (มลิลลิติร) ไนโตรเจนสุดท้าย ไนโตรเจนทีใ่ช้ 

การทดลอง 
ค่าเฉลีย่ 

ค่าเฉลีย่
รวม 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ไนโตรเจน 
(กรัมต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) 1 2 3 

1 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 1.15 1.20 1.25 1.20  
1.15 

 
0.00143 0.048 0.00002 0.001 2 1.20 1.15 1.10 1.15 

3 1.15 1.10 1.05 1.10 

2 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

1 2.00 2.15 2.25 2.13  
2.11 

 
0.00274 0.091 0.00003 0.001 2 2.00 2.20 2.10 2.10 

3 2.15 2.15 2.00 2.10 

3 
ยสีตส์กดั = 0  

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 8 

1 2.60 2.50 2.50 2.53  
2.51 

 
0.00329 0.110 -0.00001 0.000 2 2.45 2.50 2.45 2.47 

3 2.55 2.50 2.50 2.52 

4 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 3.25 3.20 3.35 3.27  
3.19 

 
0.00422 0.141 0.00010 0.003 2 3.20 3.15 3.20 3.18 

3 2.80 3.20 3.35 3.12 
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ตารางที ่ข.33 (ต่อ) ปริมาณไนโตรเจนสุดท้ายหลงัจากกระบวนการหมักกรดดีแลกติกโดย SK5-2 

ภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน การ

ทดลอง 

ปริมาตรกรด HCl (มลิลลิติร) ไนโตรเจนสุดท้าย ไนโตรเจนทีใ่ช้ 

การทดลอง 
ค่าเฉลีย่ 

ค่าเฉลีย่
รวม 

ไนโตรเจน(กรัม
ต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน 

ไนโตรเจน(กรัม
ต่อลติร) 

% 
ไนโตรเจน ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) 1 2 3 

5 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 

1 2.30 2.45 2.45 2.40  
2.33 

 
0.00304 0.101 0.00003 0.001 2 2.40 2.35 2.40 2.38 

3 2.20 2.15 2.25 2.20 

6 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 

1 4.25 4.20 4.25 4.23  
4.26 

 

 
0.00568 

 

 
0.189 

 

 
-0.00008 

 

 
-0.003 

 
2 4.25 4.25 4.20 4.23 

3 4.30 4.30 4.35 4.32 

7 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 
 

1 3.65 3.65 3.70 3.67  
3.69 

 

 
0.00490 

 

 
0.163 

 

 
-0.00010 

 

 
-0.003 

 
2 3.70 3.70 3.70 3.70 

3 3.75 3.70 3.70 3.72 

8 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 15 

1 4.30 4.35 4.30 4.32 
4.33 0.00574 0.191 -0.00067 -0.022 2 4.30 4.30 4.35 4.32 

3 4.35 4.35 4.35 4.35 
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ตารางที ่ข.34 ค่า Yield และ Productivity จากแหล่งไนโตรเจนทีม่ีชนิดและความเข้มข้นต่างๆ โดย 
SK5-2  

สภาวะ 
แหล่งไนโตรเจน 

% Yield 
Productivity 

(กรัมต่อลติรต่อช่ัวโมง) 
ความเข้มข้น (กรัมต่อลติร) 

1 
 

ยสีตส์กดั = 7.5 
แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 

90.246 1.49 

2 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 0 
95.919 1.599 

3 
ยสีตส์กดั = 0 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 8 
0 0 

4 
ยสีตส์กดั = 15 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 
98.986 1.65 

5 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 4 
91.992 1.522 

6 
ยสีตส์กดั = 7.5 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 
104.239 1.715 

7 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 10 
112.456 1.310 

8 
ยสีตส์กดั = 3.75 

แอมโมเนียมคลอไรด ์= 15 
102.38 0.924 
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ตารางท่ี ข.35 ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ทั้งหมดของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae subsp. 

nakayamae 

S. nakayamae subsp. 

racemicus 

Colony size (mm) 1.4-2.0 1.0-1.8 <1.0-1.4 1.2-2.6 1.0-2.3 1.0-2.3 0.9-2.2 1.0-2.3 0.9-2.1 <1.0-2.4 

Cell form Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod 

Gram + + + + + + + + + + 

Motile + + + + + + + + + + 

Spore + + + + + + + + + + 

Temperature range 
for growth (°C) 

20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-40 20-45 

NaCl (%)  3 3 7 3 3 5 3 5 3 3 

pH range for growth 4.5-8.5 4.5-8.5 4-8.5 4-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 4.5-8.5 5-8.5 

Gas from Glucose - - - - - - - - - - 

Nitrate reduction - - - - - - - - - - 

Oxidase - - - - - - - - - - 

Starch hydrolysis - - - - - - - - - - 

Arginine hydrolysis - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี ข.35 (ต่อ) ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ทั้งหมดของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae 

subsp. nakayamae 

S. nakayamae 

subsp. racemicus 

Peptidoglycan 
type: meso-DAP 

+ + + + + + + + + + 

Acid production 
from : Amygdalin 

- - - - - - - - - - 

L(+) Arabinose - - w - - - - - - - 

D(+) Arabitol w - - + - + + w w - 

D(+) Cellobiose - w - - - - - - - + 

Dextran - + + + - - - - - - 

Dulcitol - - - + - - - - w - 

Meso-Erythritol - - - - - w - - - - 

D(+) Fructose + + + + + + + + + + 

D-Galactose - + - - - + - - - - 

Glucose + + + + + + + + + + 

Inulin - + + + + + + - - - 

Lactose - + - + - - - - - - 

D(+) Maltose w + + + + w w + + - 
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ตารางท่ี ข. 35 (ต่อ) ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ทั้งหมดของ SK5-2 CU38-12 CU68-1 และ CU72-1 เทียบกบั Sporolactobacillus species 

Characteristic SK5-2 S. laevolacticus CU38-12 S. kofuensis CU68-1 S. terrae S. inulinus CU72-1 
S. nakayamae 

subsp. nakayamae 

S. nakayamae 

subsp. racemicus 

D(+) Mannitol + + - + + + + + + - 

D(+) Mannose + + + + + + + + + + 

D(+) Melibiose - + - - w - - - - w 

D(+) Melezitose - + - + - - + - - - 

Raffinose - + - - + - + - + + 

Ribitol - - - - - - - - - w 

D(-) Ribose - - w + - - - - - - 

Sorbitol - + - - + - + - + - 

L(-) Sorbose - + - - - + - + + - 

Sucrose + + + + + + + + + + 

D(+) Trehalose w + + + + + + + + - 

D(+) Xylose - - - - - - - - - - 
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ตารางท่ี ข.36 ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ทั้งหมดของ NK26-11 เทียบกบั Scopulibacillus 
species 
Characteristic NK26-11 Scopulibacillus darangshiensisT 

Colony size (mm) <1.0-1.4 ND 

Cell form Rod Rod 

Gram + + 

Spore + + 

Temperature range for growth(°C) 20-45 25-30 

NaCl (%) range for growth 0-3 0-4 

pH range for growth 5-8.5 6.1-9.1 

Gas from Glucose - ND 

Nitrate reduction + - 

Oxidase - - 

Starch hydrolysis - - 

Arginine hydrolysis - ND 

Peptidoglycan type: meso-DAP + + 

Acid production from : Amygdalin - ND 

L(+) Arabinose - - 

D(+) Arabitol - ND 

D(+) Cellobiose - - 

Dextran - ND 

Dulcitol - ND 

Meso-Erythritol - - 

D(+) Fructose + - 

D-Galactose - - 

Glucose - - 

Inulin - ND 

Lactose + - 
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ตารางท่ี ข. 36 (ต่อ) ลกัษณะความแตกต่างทางฟีโนไทป์ทั้งหมดของ NK26-11 เทียบกบั 
Scopulibacillus species 
Characteristic NK26-11 Scopulibacillus darangshiensisT 

D(+) Maltose + - 

D(+) Mannitol - - 

D(+) Mannose + - 

D(+) Melibiose - - 

D(+) Melezitose - ND 

Raffinose w - 

Ribitol - ND 

D(-) Ribose - ND 

Sorbitol - - 

L(-) Sorbose - - 

Sucrose + - 

D(+) Trehalose w - 

D(+) Xylose - - 
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ภาคผนวก ค 
 

ล าดับของนิวคลโีอไทด์ของแบคทเีรียทีผ่ลติกรดดีแลกติก 
 

Primer   
27 F :   AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  
518 F :   CCAGCAGCCGCGGTAATACG  
800 R :   TACCAGGGTATCTAATCC  
1492 R : TACGGYTACCTTGTTACGACTT  
 

ล าดับเบสของ 16s rRNA gene ของ SK5-2 
ACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCATCGATGGGAGCTTGC
TCCCTGAAGTGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTCAGATC
GGGATAACTGTGGGAAACCGCAGCTAATACCGGATAATCCTTCGCACCGCATGGTGC
GGAGTTGAAAGATGGTTTCGGCCATCACTGACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGTTA
GTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGACAGCGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCTGGAGAAGAACGAGTGCGAGAGGAAATGCTCGT
ACTGTGACGGTATCCAGCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGC
TTCTTAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAACGGTCATTGGAAACTGG
GAAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCCAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAATGCTAGGTG 
 
ล าดับเบสของ 16s rRNA gene ของ CU38-12 
CGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCACAGAGGGGAGCTTGCTCCCT 
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GAGGTGAGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTCAGACTGGGA
TAACTGTGGGAAACCGCAGCTAATACCGGATAATCCTCTGCACCGCATGGTGCAGGG
TTGAAAGATGGTTTCGGCCATCACTGACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGTTAGTTG
GCGGGGTAACGGCCCACCAAGACCGCGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAGCTCTGTTGCTGGAGAAGAACGAGTGCTAGAGGAAATGCTAGTGCTGT
GACGGTATCCAGCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCT
TAAGTCTGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAACGGTCATTGGAAACTGGGAAG
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TGTGGAGGAATACCAGTGGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGC
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGAATG 
 

ล าดับเบสของ 16s rRNA gene ของ CU68-1 
GTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGACGTGAGC
GGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACGGGGATAACTTCGG
GAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTCGCACCGCATGGTGCGAGGTTGAAAGAT
GGTTTCGGCCATCACTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGCGGGGTAA
CGGCCCACCAAGACTGCGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAA
AGCTCTGTTGCCGGAGAAGAACGAGTGCCAGAGGAAATGCTGGTGCTGTGACGGTAT
CCGGCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAAAGGTCATTGGAAACTGGGGAGCTTGAGTG
CAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG
AATACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCA
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTA
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GGTGTTAGGGGGGTCCAACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGCCT
GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
AGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTCTGACAAGCCTAGAGATAGGCCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC
AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCAAGCGAAT
CCCATAAAGCCGCCCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGG
AATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATCCGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGTGGGAACCTTT
ATGGACCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA
GCCGTA 
 

ล าดับเบสของ 16s rRNA gene ของ CU72-1 
CGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCATTGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTG
AGCGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTCAGATTGGGATAACTGT
GGGAAACCGCAGCTAATACCGAATGATCCCCTGCACCACATGGTGCAGGGTTGAAA
GATGGTTTCGGCCATCACTGACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGCGGGG
TAACGGCCCACCAAGACAGCGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAT
TGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGCCGGAGAAGAATGAGTATGAGAGGAAATGCTTGTACTGTGACGG
TATCCGGCCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT
GGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTCTTAAGTC
TGATGTGAAATCTTGCGGCTCAACCGCAAATGGTCATTGGAAACTGGGAAGCTTGAG
TGCAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGA
GGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAAT
GCTAGGTGTTAGGGGGTCCAACCCTTAGTGCTGAAGTTAACACATTAAGCATTCCGC
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CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC
ATCCTCTGACAAGTCTAGAGATAGGCCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ACAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCG
AATCCCATAAAGCCACCCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGC
CGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGGTGAATCCGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAAGAGTTTGTAACACCCCGAAGTCCGGTGCGAG
AACCCTTTATGGGCTCAG 
 

ล าดับเบสของ 16s rRNA gene ของ NK26-11 
GGGTGCGTTTTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCT
GTAAGACGGGGATAACTTCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGGTAATCTTTTGCATCG
CATGATGCAAGGGTAAAAGATGGTTCTGCCATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGTA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGA
GGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAATAGGTATCATAGGAAAT
GATGGTACTGTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCA
GGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCAGCTCAACTGGGGAGGGTCATTGGA
AACTGGGAAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTCCAACCCTTAGTGCTGAAGTTAACA
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCAGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAGCCTAGAGATAGGCCGTTCCCCTTCGGGGG



  155 

ACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCT
AAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAG
CCGCGAGGCCGAGCCAATCCCATAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCATGAAGCCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATC
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA
GTCGGTGAGGTAACCTTTTGGGGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTA 
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ประวตัิผู้เขียนวทิยานิพนธ์ 
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