
 

รายงานการวจิัย 

 

ช่ือเร่ือง (ไทย) การผลติกรดแอล-แลกติกจากไฮโดรไลเสทของกากมนัส าปะหลงัโดยรา 

Rhizopus oryzae ในระดับน าร่อง  

(องักฤษ) Pilot scale production of L-lactic acid from cassava pulp 

hydrolysate by Rhizopus oryzae 

 

โดย 

 

ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ณฏัฐา ทองจุล (หัวหน้าโครงการ) 

อาจารย์วาสนา โตเลีย้ง (ผู้ร่วมวจิัย) 

สถาบันวจิัยเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

มถุินายน พ.ศ. 2556 

 

ได้รับทุนอดุหนุนการวจิัยจาก เงินอดุหนุนทัว่ไปจากรัฐบาลประจ าปีงบประมาณ 2555



ii 
 

กติติกรรมประกาศ 
 
งานวจิยัน้ี ส าเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยความร่วมมือของคณะผูว้จิยั ทุนอุดหนุนการวจิยั จากเงินอุดหนุน

ทัว่ไป จากรัฐบาล ประจ าปีงบประมาณ 2555 และสถาบนัวจิยัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์
ท่ีอนุเคราะห์สถานท่ี และบุคลากรดา้นเทคนิคเพื่อสนบัสนุนงานวจิยัน้ี คณะผูว้จิยัขอกราบขอบพระคุณมา ณ 
ท่ีน้ี 

 
คณะผูว้จิยัขอขอบคุณ นายนวกร โชติศุภอนนัต ์และนางสาวศิริพร อุ่นแอบท่ีไดเ้ร่ิมด าเนินการ

ศึกษาวจิยัการหมกักรดแอล-แลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต และการหาภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ยอ่ยกากมนัส าปะหลงัโดยเทคนิคต่างๆ ผลงานวจิยัเบ้ืองตน้ของคุณนวกร และ คุณศิริพรนบัวา่มีประโยชน์
อยา่งยิง่ส าหรับการต่อยอดในงานวจิยัน้ี 

 
คณะผูว้จิยัขอขอบพระคุณบริษทั เอ่ียมบูรพา จ ากดั บริษทั  แป้งมนัเอ่ียมเฮงอุตสาหกรรม จ ากดั 

และบริษทั สงวนวงศ ์จ ากดั ท่ีกรุณาอนุเคราะห์ตวัอยา่งกากมนัส าปะหลงัสดเพื่อใชใ้นงานวจิยัน้ี และบริษทั 
สยามวคิตอร่ีเคมิคอล จ ากดั ท่ีอนุเคราะห์ตวัอยา่งเอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั   



iii 
 

ช่ือโครงการวจิยั   การผลิตกรดแอล-แลกติกจากกากมนัส าปะหลงัโดยรา Rhizopus oryzae 
ในระดบัน าร่อง 

ช่ือผูว้จิยั    ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ณฏัฐา ทองจุล อาจารย ์วาสนา โตเล้ียง  
เดือนและปีท่ีท าวจิยัส าเร็จ มิถุนายน พ.ศ. 2556 
 

บทคดัยอ่ 
งานวจิยัน้ีไดศึ้กษาความเป็นไปไดใ้นการน ากากมนัส าปะหลงัสดมาใชใ้นการผ ลิตกรดแอล-แลก

ติกโดยราเส้นใย R. oryzae โดยเร่ิมจากการทดลองหาภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อจะน าไปใชใ้นการออกแบบขยาย
สเกล โดยท าการหมกักรดแลกติกดว้ยกลูโคส จากผลการทดลอง พบวา่ ไดอ้ตัราการผลิตกรดแลกติกจาก
กลูโคสสูงสุดท่ีอตัราการป่ันกวน 700 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
น ้าหมกัต่อนาที ในการทดลองอีกส่วน ไดน้ ากากมนัส าปะหลงัสดท่ีไดม้าหาเทคนิคในการปรับสภาพท่ี
เหมาะสมก่อนท่ีน าไปยอ่ยต่อดว้ยเอนไซม ์จากผลการทดลองพบวา่ เม่ือน ากากมนัส าปะหลงัมาปรับสภาพ
โดยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัก่อนน าไปยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมเ์ซ ลลูเลส และอะไมเลส จะท าใหไ้ด้
ปริมาณแป้งท่ีดึงออกมาจากกากมนัส าปะหลงัสดไดม้ากท่ีกวา่เม่ือเทียบกบัการปรับสภาพกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยความร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัเติมโซเดียมไฮดรอกไซดล์งไป โดยภาวะในการปรับสภาพและ
การยอ่ยท่ีไดก้ลูโคสสูงสุดท่ี 0.6 กรัมกลูโคสต่อกรัมกากมนัส าปะหลงัแหง้ คือ การปรับสภาพดว้ยความร้อน
สูงภายใตค้วามดนันาน 15 นาที โดยใชส้ารละลายกากมนัส าปะหลงัในน ้า (20 เปอร์เซ็นตน์ ้าหนกัแหง้ ) 
จากนั้นน ากากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพแลว้ไปยอ่ยต่อดว้ยเซลลูเลส (33.15 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ ) นาน 6 
ชัว่โมง และอะไมเลส (16.8 ยนิูตต่อกากมนัแหง้ )  นาน 15 นาที จากนั้นไดน้ าภาวะท่ีเหมาะสมไปทดลอง
การยอ่ยกากมนัส าปะหลงัสดในระดบัน าร่อง นอกจากน้ี ยงัไดท้  าการทดลองน าสารละลายกากมนัส าปะหลงั
ท่ีไดจ้ากการปรับสภาพและยอ่ยดว้ยเอนไซมท่ี์ภาวะต่างๆ กนัมาใชใ้นการหมกักรดแลกติกเทียบกบัการหมกั
โดยกลูโคส และแป้ง ซ่ึงพบวา่ สารละลายท่ีไดจ้ากการปรับสภาพกากมนัส าปะหลงัดว้ยความร้อนสูงภายใต้
ความดนัแลว้น าไปยอ่ยดว้ยเอนไซม ์และสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมส์ามารถ
น ามาใชห้มกักรดแลกติกไดดี้เทียบเคียงกบัการใชก้ลูโคสและแป้งเป็นแหล่งคาร์บอน นอกจากน้ี ยงัมี การ
ค านวณเพื่อออกแบบขยายสเกลการหมกักรดแลกติกจากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพระดบั 5 ลิตรไปเป็นระดบั 90 
ลิตร โดยใชเ้กณฑค์งท่ีในการค านวณ 4 เกณฑ ์ไดแ้ก่ ค่า Reynold’s number (Rei) ความเร็วปลายใบพดักวน 
(ui) ก าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร (P/V) และอตัราการไหลวนของน ้าหมกัภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  (Fl/V) เพื่อ
หาภาวะท่ีจะน าไปทดลองในการหมกักรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตรต่อไป   
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Abstract 
This research studied the possibility of using cassava pulp to produce L-lactic acid by 

filamentous fungus R. oryzae. Firstly, the optimal operating condition required in scale up calculation was 
determined during lactic acid fermentation by glucose. The result showed that the best suited operating 
condition was at 700 rpm and 0.5 vvm air. At this operating condition, the highest lactic acid yield and 
productivity were accomplished. The other experiment performed in this research was to determine the 
appropriate pretreatment process prior to the enzymatic hydrolysis of cassava pulp in order to achieve 
high glucose recovery from cassava pulp. It was found that only steam pretreatment under high 
temperature and pressure was sufficient for pretreating cassava pulp. Using steam pretreatment with the 
addition of NaOH did not ease enzymatic hydrolysis of the pretreated pulp. More glucose was recovered 
from the hydrolysis of steam pretreated cassava pulp. The highest glucose recovery yield achieved was 0.6 
g glucose per g dry pulp when pretreated the cassava pulp with steam for 15 min followed by hydrolyzing 
with cellulase (33.15 unit per g dry pulp) for 6 h and amylase (16.8 unit per g dry pulp) for 15 min. Pilot 
scale pretreatment and hydrolysis of fresh cassava pulp were also carried out using the optimal conditions 
obtained from the laboratory scale test. Later the cassava pulp hydrolysates prepared by different 
techniques were used as the carbon source in lactic acid fermentation. The fermentation results were 
compared with those using glucose and soluble starch as the carbon source. It was observed that the 
hydrolysates obtained from steam pretreatment followed by enzymatic hydrolysis and the enzyme treated 
hydrolysate gave the comparable lactic acid yield and productivity to glucose and soluble starch. In 
addition, scale up calculation was performed for predicting the operating condition in the large scale 
culture using the data obtained from glucose fermentation in the 5 L bioreactor. 4 criteria were used in the 
calculation. Those included Reynolds’ number (Rei), impeller tip speed (ui), power input per unit volume 
(P/V), and mixing time (Fl/V).    
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ต่อปริมาตรต่อนาที 
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รูปท่ี 3 yield ของกลูโคส (กรัมต่อกรัมกากมนัแหง้) ในสารละลายท่ีแยกออกมาภายหลงัการ
ปรับสภาพดว้ย (ก) การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (steam pretreatment) และ (ข) 
การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัการใชส้ารละลายแอลคาไลน์ (steam 
with combination of alkaline treatment) 
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รูปท่ี 4 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 5% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ย
เอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ข) 
อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที (ค) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 
15 นาที (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที 
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รูปท่ี 5 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 6.7% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ย
เอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ข) 
อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที (ค) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 
15 นาที (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 
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รูปท่ี 6 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 20% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ย
เอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ข) 
อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที (ค) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 
15 นาที (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที 
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รูปท่ี 7 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(0.5 N) ความเขม้ขน้
ของกากมนั 6.7% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยต่อดว้ยเซลลูเลสท่ี 50 องศาเซลเซียส แลว้
ตามดว้ยอะไมเลสท่ี 100 องศาเซลเซียส 
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ix 
 

  หน้า 
รูปท่ี 8 ลกัษณะสัณฐานของ R. oryzae ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ในระยะการเจริญเติบโตท่ีเวลาการหมกั 48 
ชัว่โมง ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้าก
การยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ี
ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใช้
ความร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนั
ส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบั
สารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด 
และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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รูปท่ี 9 ลกัษณะสัณฐานของ R. oryzae ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ในระยะการสร้างผลิตภณัฑท่ี์เวลาการ
หมกั 96 ชัว่โมง ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ี
ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซม์
ของกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั
พร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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รูปท่ี 10 ลกัษณะการยดึเกาะของเซลลบ์นเบดสถิตดา้นนอก (ลูกศรสีด า) และดา้นใน (ลูกศรสี
แดง) ของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 
700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของ
การใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ี
ผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอล
คาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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x 
 

  หน้า 
รูปท่ี 11 ความหนาของเซลลข์อง R. oryzae (เส้นสีแดง) ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ

เบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การ
ใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 
ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนั
ส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์อง
กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกนัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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รูปท่ี 12 ลกัษณะเซลล ์R. oryzae ท่ีตรึงอยูด่า้นในของเบดสถิตในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบด
สถิต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การให้
อากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 
ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนั
ส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์อง
กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยการมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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รูปท่ี 13 จลนพลศาสตร์ของกระบวนการหมกักรดแลกติกโดย R. oryzae อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของแหล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับ
สภาพดว้ยเอนไซม ์(ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงั
ท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้าก
การยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อน
สูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง 
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xi 
 

  หน้า 
รูปท่ี 14 ลกัษณะของเซลล ์R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 350 เท่า โดยใช ้

(ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่
ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนั
ส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้งเป็น
แหล่งคาร์บอนในการหมกั 
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รูปท่ี 15 ลกัษณะของเซลล ์R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 750 เท่า โดยใช ้
(ก) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับ
สภาพ (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการ
ปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (จ) สารละลายแป้ง เป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
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รูปท่ี 16 ลกัษณะของเซลล ์R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 3,500 เท่า โดย
ใช ้(ก) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับ
สภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ และ 
(ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด เป็นแหล่งคาร์บอนในการ
หมกั 

54 

รูปท่ี 17 ลกัษณะโครงสร้างของ (ก) เส้นใยผา้ฝ้าย และลกัษณะการยดึเกาะของเซลล ์R. oryzae 
บนเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูบริเวณดา้นนอกของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 350 เท่า โดย
ใช ้(ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการ
ปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่น
การปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง เป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
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xii 
 

รายการสัญลกัษณ์ 

KLa ค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทออกซิเจน 
CL ค่าการละลายของออกซิเจนในน ้าหมกั 
OUR oxygen uptake rate 
Yp/s อตัราการผลิตผลิตภณัฑต่์อแหล่งอาหารท่ีใช้ 
Yx/s อตัราการสร้างเซลลต่์อแหล่งอาหารท่ีใช้ 
Rei ค่า Reynolds’ number 
ui ความเร็วปลายใบพดักวน 
P/V ก าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร 
Fl/V อตัราการไหลวนของน ้าหมกัภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
P ก าลงัมอเตอร์ 
Pa ก าลงัมอเตอร์ในภาวะท่ีมีการใหอ้ากาศ 
Fl อตัราการไหลของน ้าหมกั 
Ni อตัราเร็วรอบของใบพดักวน 
Di เส้นผา่นศูนยก์ลางของใบพดักวน 
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การผลติกรดแอล-แลกติก จากไฮโดรไลเสทของกากมันส าปะหลงัโดย Rhizopus ryzae ในระดับน าร่อง 
 
บทน า 

ในปัจจุบนั เป็นท่ีตระหนกักนัดีถึงภาวะขาดแคลนน ้ามนัเน่ืองจากปริมาณการใชน้ ้ามนัดิบสูงข้ึน
ในขณะท่ีปริมาณน ้ามนัดิบมีนอ้ยลง นอกจากน้ี  ปัญหาการเมืองและสังคมในกลุ่มประเทศผูค้า้น ้ามนัส่งผล
ใหร้าคาน ้ามนัดิบในตลาดโลกพุง่ตวัสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ือง ก่อใหเ้กิดผลกระทบโดยตรงต่ออุตสาหก รรมกลุ่ม
พลงังาน นอกจากน้ี กลุ่มอุตสาหกรรมปิโตรเคมียงัไดรั้บผลกระทบทางออ้มจากภาวะน้ีดว้ย ทั้งน้ี เน่ืองจาก
น ้ามนัเป็นท่ีมาของวตัถุดิบในการสังเคราะห์พลาสติกท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายในชีวติประจ าวนั ดงันั้น กลุ่ม
นกัวจิยัและภาคอุตสาหกรรมจึงร่วมมือกนัเพื่อแสวงหาสารท ดแทนน ้ามนัดิบเพื่อใชใ้นการสังเคราะห์พอลิ
เมอร์ งานวจิยัเบ้ืองตน้รายงานวา่ กรดแลกติกนอกจากจะถูกน ามาใชง้านอยา่งแพร่หลายในอุตสาหกรรม
อาหารและยาแลว้ ยงัสามารถใชเ้ป็นสารตวักลางในการสังเคราะห์สารเคมีและพอลิเมอร์ไดห้ลายชนิด เช่น 
พอลิเอสเทอร์ (polyester) อิพอ็กไซด์  (epoxides) พอลิแอคริลิคแอซิด (polyacrylic acid) และท่ีก าลงัเป็นท่ี
สนใจเป็นอยา่งยิง่ คือ พอลิแลกติกแอซิด (polylactic acid) โดยพอลิเมอร์ชนิดน้ียอ่ยสลายไดเ้องตาม
ธรรมชาติ (compostable) และยงัเขา้กนัไดดี้กบัส่ิงมีชีวติ (biocompatible) ท่ีผา่นมา ไดมี้การทดลองน าพอลิ
เมอร์ชนิดน้ีไปประยกุตใ์ชง้านหลายประเภท เช่น การข้ึนรูปเป็นเส้นใยส าหรับใชใ้นอุตสาหกรรมส่ิงทอ การ
ข้ึนรูปเป็นแผน่ฟิลม์และบรรจุภณัฑ ์การท าเป็นไหมละลาย และ tissue engineering scaffold เพื่อใชใ้นทาง
การแพทย ์เป็นตน้ จากท่ีกล่าวมาแสดงใหเ้ห็นถึงศั กยภาพของกรดแลกติกซ่ึงสามารถน ามาใชท้ดแทน
น ้ามนัดิบซ่ึงในปัจจุบนัเป็นวตัถุดิบในกระบวนการสังเคราะห์พลาสติกไดเ้ป็นอยา่งดี (Tay and Yang, 2002; 
Thongchul et al., 2010) 

ปัจจุบนักรดแลกติกผลิตไดจ้ากการหมกัน ้าตาลกลูโคสดว้ยแบคทีเรียแลกติก ขอ้ดีของการหมกั
โดยแบคทีเรียแลกติก คือ ไดผ้ลผลิตกรดแลกติกสูง แต่เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติกมกัจดัอยูใ่นกลุ่มจุลินทรียท่ี์
เจริญแบบไม่ใชอ้ากาศ ท าใหอ้ตัราการเจริญต ่าเม่ือเทียบกบัจุลินทรียท่ี์เจริญแบบใชอ้ากาศ ดงันั้น หาก
ตอ้งการเพิ่มจ านวนประชากรแบคทีเรียแลกติกใหมี้ปริมาณมากเพียงพอต่อการหมกัเ พื่อผลิตกรดแลกติก 
จ าเป็นตอ้งเสริมแหล่งโปรตีน (กรดอะมิโน) ไวตามิน และธาตุอาหารจ าเป็นหลายชนิดในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึง
ส่งผลกระทบต่อตน้ทุนการผลิตกรดแลกติก โดยปัจจุบนัราคากรดแลกติกอยูท่ี่ประมาณ 0.5 เหรียญสหรัฐต่อ
กิโลกรัม โดยราคาดงักล่าวเป็นราคาขายส าหรับเกรดท่ีน า ไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและยา ดงันั้น หาก
ตอ้งการผลิตกรดแลกติกในปริมาณมากเพื่อน าไปใชใ้นอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ ราคาตน้ทุนของกรด
แลกติกจึงควรตอ้งลดต ่าลงมาเพื่อทา้ยสุดแลว้ตน้ทุนการผลิตพอลิแลกติกแอซิดตอ้งเทียบเคียงไดก้บั
พลาสติกท่ีใชก้นัในปัจจุบนั 

จากท่ีกล่าวมา เห็ นไดว้า่หากเราสามารถคดัเลือกจุลินทรียท่ี์สามารถเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
ตน้ทุนต ่าและผลิตกรดแลกติกไดใ้นปริมาณมาก จะเป็นทางออกในการลดตน้ทุนการผลิตกรดแลกติกเพื่อ
น าไปใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตพอลิแลกติกแอซิด ท่ีผา่นมามีงานวจิยัวา่ดว้ยการปรับปรุงสายพนัธ์ุและกา ร
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ตดัต่อทางพนัธุกรรมเพื่อผลิตกรดแลกติกไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือตน้ทุนต ่าท่ีไดม้าจากการแปรรูปเบ้ืองตน้ 
(pretreatment) วสัดุทางการเกษตร  อยา่งไรก็ดีแบคทีเรียท่ีผา่นการปรับปรุงสายพนัธ์และการตดัต่อทาง
พนัธุกรรมมกัประสบปัญหาความเสถียรของสายพนัธ์ุเม่ือน าไปใชใ้นอุตสาหก รรม โดยตอ้งเฝ้าระวงัการ
กลายพนัธ์ุยอ้นกลบั (reverse mutation) จึงจ าเป็นตอ้งเพิ่มขั้นตอนการตรวจสอบในกระบวนการผลิต ส่งผล
ใหต้น้ทุนการผลิตสูงข้ึน (Persson et al., 2001; Soccol et al., 2000) อีกทั้ง การใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการตดัต่อ
ทางพนัธุกรรมไม่ไดรั้บการยอมรับจา กกลุ่มประเทศยโุรป และญ่ีปุ่น ดงันั้น ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการใช้
แบคทีเรียดงักล่าวอาจถูกกีดกนัทางการคา้ได ้

อยา่งไรก็ดี นอกจากแบคทีเรียแลกติกและแบคทีเรียท่ีผา่นการตดัต่อทางพนัธุกรรมแลว้ ยงัพบวา่
รา Rhizopus oryzae สามารถผลิตแอล (+) ไอโซเมอร์บริสุทธ์ิของกรดแลกติกโ ดยการหมกัอาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีมาจากแป้ง หรือน ้าตาลไซโลส (xylose) ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหลกัของเฮมิเซลลูโลสซ่ึงพบไดใ้นปริมาณ
มากในวสัดุทางการเกษตรรองมาจากเซลลูโลส ทั้งน้ีเน่ืองจาก R. oryzae มีวถีิเมแทบอลิซึม (metabolic 
pathway) เพื่อน าแป้งและวตัถุดิบทางการเกษตรซ่ึงราคาถูกกวา่กลูโคสมาเป็นวตัถุดิบในการหมกัไดโ้ดยตรง 
โดยไม่ตอ้งผา่นขั้นตอนการยอ่ยแป้งหรือวตัถุดิบทางการเกษตรโดยกรดหรือเอนไซมใ์หเ้ป็นกลูโคสเพื่อ
น าไปใชใ้นการหมกั  นอกจากนั้น R. oryzae สามารถเจริญและสร้างกรดแลกติกไดใ้นแหล่งอาหารท่ี
ปราศจากไวตามินหรือกรดอะมิโน ซ่ึงมีความจ าเป็นอยา่งยิง่ในกระบวนการหมกัโดยแบคทีเรีย จึงช่วยลด
ตน้ทุนในการผลิตไดอี้กทางหน่ึง อีกหน่ึงประเด็นส าคญัคือ ยงัสามารถลดขั้นตอนในการแยกบริสุทธ์ิไอโซ
เมอร์ของกรดแลกติกไดอี้กดว้ย  เห็นไดว้า่ การผลิตกรดแลกติกโดยการหมกัดว้ย R. oryzae มีขอ้ไดเ้ปรียบ
เม่ือเทียบกบัการหมกัดว้ยแบคทีเรียแลกติกหลายประการ หากในการหมกัมีการควบคุมลกัษณะทางสัณฐาน
ของเส้นใยรา (morphology) ท่ีดี (Bai et al., 2003; Hang et al., 1989; Hang, 1989; Ho, 1996; Kosakai et al., 
1997; Longacre et al., 1997; Martak et al., 2003; Oh et al., 2003) จากรายงานวจิยัของ Thongchul and 
Yang (2003) พบวา่ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ rotating fibrous bed ดว้ยระบบการหมกัแบบ Repeated batch 
เป็นเวลานาน 11 วนั ใหค้วามเขม้ขน้ของกรดแลกติกสูงสุดถึง 137.3 กรัมต่อลิตร  ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้สูงสุด
เท่าท่ีเคยมีรายงานมาในการหมกัโดยรา โดยใหค้่า yield ของกรดแลกติกสูง 0.83 กรัมแลกเตทต่อกรัม
กลูโคส และ reactor productivity เท่ากบั  2.1 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง อีกทั้งยงัไม่มีการสร้างผลิตผลพลอยได ้
ซ่ึงไดแ้ก่ เอทานอล (ethanol) และ กรดฟูมาริก  (fumaric acid) จากการหมกัน้ีดว้ย ซ่ึงอตัราการผลิตน้ี
สามารถเทียบเท่าไดก้บัอตัราท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรียแลกติก 

ปัจจุบนัประเทศไทยยงัไม่มีโรงงานผลิตกรดแลกติกท่ีเป็นของตนเอง ในขณะน้ีมีเพียงบริษทั 
Purac Biochem B.V. (Thailand) จ ากดั เป็นผูป้ระกอบการผลิตกรดแลกติกเพียงรายเดียวโดยมีก าลงัการผลิต
อยูท่ี่ 100,000 ตนัต่อปี ซ่ึง 90 เปอร์เซ็นตข์องกรดแลกติกท่ีผลิตไดถู้กส่งออกไปยงัต่างประเทศ เหลือเพียงแค่ 
10 เปอร์เซ็นตท่ี์ขายใหก้บักลุ่มธุรกิจในประเทศไทย เช่น บริษทั บุญรอด บริวเวร่ี จ  ากดั เป็น สาเหตุให้
ประเทศไทยยงัคงตอ้งน าเขา้กรดแลกติกและอนุพนัธ์มาจากต่างประเทศเพื่อใหเ้พียงพอกบัความตอ้งการของ
ตลาด เม่ือพิจารณาถึงศกัยภาพในการสร้างเทคโนโลยเีพื่อผลิตกรดแลกติกจากวสัดุทางการเกษตรท่ีมีใน
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ทอ้งถ่ินเพื่อใชภ้ายในประเทศ รวมถึงการส่งออกกรดแลกติกและอนุพนัธ์สู่ ตลาดโลก ตามแนวทางท่ีระบุไว้
ในการพฒันาแผนท่ีน าทางส าหรับอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพในประเทศไทย (national bioplastics 
roadmap) จดัเตรียมโดยส านกังานนวตักรรมแห่งชาติ กระทรวงวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีพบวา่ประเทศ
ไทยเป็นผูผ้ลิตมนัส าปะหลงัในระดบัแนวหนา้ของโลก คิดเป็นพื้น ท่ีเก็บเก่ียวมากถึง 6 ลา้นไร่ต่อปี 
(ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร ปี พ .ศ. 2546) คิดเป็นผลผลิตมนัส าปะหลงัสดประมาณ 20 ลา้นตนัต่อปี ซ่ึง
ทั้งหมดจะถูกน าไปแปรรูปเป็นแป้งมนัส าปะหลงั มนัอดัเมด็ และมนัเส้น ในกระบวนการแปรรูปมีกากมนั
ส าปะหลงัเหลือจากขั้นตอนการผลิตประมาณ 10-15% (ข้ึนกบัปริมาณความช้ืนในมนัส าปะหลงัสด ) ซ่ึงใน
กากมนัยงัมีแป้งเหลืออยูใ่นปริมาณสูงถึง 50-60% ของน ้าหนกัแหง้ (Sriroth et al., 2000) ผูว้จิยัมองเห็นความ
เป็นไปไดใ้นการน ากากมนัเพื่อเป็นวตัถุดิบในการผลิตกรดแลกติกดว้ย R. oryzae โดยประเมินมูลค่าแลว้ 
พบวา่การน ากากมนัส าปะหลงัมาแปรรูปเป็นกรดแลกติกซ่ึงมีราคาขายสูงกวา่แป้งมนัส าปะหลงั มนัอดัเมด็ 
และมนัเส้น ช่วยเพิ่มมูลค่าใหก้บักากมนัโดยตรง และยกระดบัผลผลิตทางการเกษตรของประเทศมี
มูลค่าเพิ่มข้ึน ซ่ึงจะเป็นแนวทางในการพฒันาและส่งเสริมการน าวตัถุดิบทางการเกษตรชนิดอ่ืนๆ ท่ีมี อยู่
ภายในประเทศมาใชเ้ป็นวตัถุดิบในกระบวนการหมกั ช่วยลดปัญหาราคาพืชผลทางการเกษตรตกต ่า และลด
การน าเขา้กรดแลกติก และอนุพนัธ์จากต่างประเทศ ลดการขาดดุลการคา้ใหก้บัต่างประเทศอีกดว้ย  (Huang 
et al., 2003; Ruengruglikit and Hang, 2003; Skory et al., 1998; Skory, 2003; Skory, 2004; Sun et al., 1998; 
Sun et al., 1999; Woiciechowski et al., 1999; Yin et al., 1997) 
 
การส ารวจแนวความคิดและการวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

กรดแลกติกสามารถผลิตไดโ้ดยการสังเคราะห์ทางเคมีหรือการหมกั วธีิท่ีใชท้ัว่ไปส าหรับการ
สังเคราะห์ทางเคมี คือ การท าไฮโดรไลซิส (hydrolysis) ของแลคโทไนไทรล ์ (lactonitrile) ซ่ึงเกิดจากอะ
ซิทลัดีไฮด ์ (acetaldehyde) ท าปฏิกิริยากบัไฮโดรเจนไซยาไนด ์ (hydrogen cyanide) ไดไ้อโซเมอร์ผสมของ
กรดแลกติก ทั้ง แอล (+) และ ดี(-) ไอโซเมอร์ ซ่ึงปฏิกิริยาทางเคมีนั้นเกิดข้ึนในภาวะท่ีรุนแร งส่งผลเสียต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม และมีตน้ทุนการผลิตสูงเน่ืองจากวตัถุดิบท่ีใชม้าจากปิโตรเคมีซ่ึงไม่สามารถหาทดแทนได ้ (non 
sustainable resource) (Benninga, 1990) 

นอกจากการสังเคราะห์ทางเคมี กรดแลกติกสามารถผลิตจากการหมกัดว้ยแบคทีเรียกลุ่ม Lactic 
acid bacteria เช่น Carnobacterium Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Leuconostoc Oenococcus 
Pediococcus Streptococcus Tetragenococcus Vagococcus Clostridium และ Weissella (Huang et al., 2003; 
Skory, 2004) โดยทัว่ไปแลว้ การผลิตกรดแลกติกในอุตสาหกรรม นิยมใช ้ Lactobacillus เน่ืองจากมีอตัรา
การเจริญและใหผ้ลผลิตกรดแลกติกสูง แต่การหมกัดว้ย Lactobacillus นั้นมีขอ้จ ากดัเร่ืองวตัถุดิบในการ
หมกั เน่ืองจาก Lactobacillus เป็นแบคทีเรียกลุ่ม fastidious จ าเป็นตอ้งใช ้growth factors เช่น ไวตามินและ
กรดอะมิโนหลายชนิดเพื่อเร่งการเจริญและการส ร้างกรดแลกติก นอกจากน้ี Lactobacillus ไม่มีเอนไซมอ์ะ
ไมเลสเพื่อยอ่ยแป้งในวตัถุดิบทางการเกษตร ดงันั้น ในการผลิตกรดแลกติกจากวตัถุดิบทางการเกษตรตอ้ง
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ท าการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นกลูโคสส าหรับการหมกั ท าใหต้น้ทุนในการผลิตสูงข้ึน ขอ้จ ากดัส าคญัอีกขอ้หน่ึงของ
กระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรีย คือ แบคทีเรียจะผลิตทั้งแอล(+) และ ดี(-) ไอโซเมอร์ ท าใหต้อ้งแยกบริสุทธ์ิ
ไอโซเมอร์ทั้งสองออกจากกนัก่อนน าไปสังเคราะห์พอลิแลกติกแอซิด ซ่ึงการแยกไอโซเมอร์บริสุทธ์ินั้นมี
ขั้นตอนท่ียุง่ยากและซบัซอ้น อีกทั้งไวตามินและกรดอะมิโนท่ีเหลือจากกระบวนการหมกัยงัเ พิ่มความ
ซบัซอ้นและตน้ทุนการแยกบริสุทธ์ิของกรดแลกติกอีกดว้ย (Ruengruglikit and Hang, 2003; Tay and Yang, 
2002; Yin et al., 1997) 

เน่ืองจาก การหมกัดว้ยแบคทีเรียมีขอ้จ ากดัเร่ืองวตัถุดิบและการแยกบริสุทธ์ิ ดงันั้น จึงมีการพฒันา
วธีิการอ่ืนเพื่อทดแทนกระบวนการหมกั ดว้ยแบคทีเรีย และพบวา่รา R. oryzae สามารถสร้างเอนไซมอ์ะ
ไมเลสเพื่อยอ่ยแป้งเป็นกลูโคสเพื่อใชผ้ลิตกรดแลกติกตามวถีิเมแทบอลิซึม ดงันั้นการหมกัดว้ย R. oryzae จึง
สามารถใชม้นัส าปะหลงั ขา้วโพดเป็นวตัถุดิบไดโ้ดยตรงซ่ึงแตกต่างจากการหมกัดว้ยแบคทีเรีย นอกจากน้ี 
R. oryzae ยงัสามารถยอ่ยน ้าตาลคาร์บอน 5 โมเลกุล เช่น ไซโลส  (xylose) ผา่นวถีิ pentose phosphase 
pathway (HMP) ได ้งานวจิยัเบ้ืองตน้ รายงานวา่ R. oryzae สามารถใชแ้ป้งขา้วโพด  (corn starch) แป้งมนั
ฝร่ัง (potato starch) ขา้วสาลี  (wheat) ขา้วโพด  (corn) และสารสกดัจากกากข้ าวโพดโดยกรด (corn fiber 
hydrolysate)เพื่อผลิตกรดแลกติกได ้ (Hang, 1989; Hang et al., 1989; Ho, 1996; Huang et al., 2003; Jin et 
al., 1999; Soccol et al., 1994; Tay and Yang, 2002; Woiciechowski et al., 1999; Yin et al., 1997; Yu and 
Hang, 1989)  ดงันั้น จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะน ามนัส าปะหลงัท่ีมีอยูเ่ป็นจ านวนมากในประเทศและมีราคา
ถูก รวมทั้งกากมนัซ่ึงเป็นของเหลือทิ้งจากโรงงานแป้งมนั ซ่ึงมีปริมาณแป้งเหลืออยูถึ่ง 50-60% ของน ้าหนกั
แหง้มาใชผ้ลิตกรดแลกติก ซ่ึงช่วยเพิ่มมูลค่าใหก้บัผลผลิตทางการเกษตร และช่วยลดภาระในการ ก าจดัของ
เสียใหก้บัโรงงานอีกดว้ย 

โดยทัว่ไปส าหรับกระบวนการหมกัในอุตสาหกรรมนั้น ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลาย 
ไดแ้ก่ ถงักวน (stirred tank bioreactor) เพราะเป็นระบบท่ีง่ายไม่ซบัซอ้นต่อการออกแบบและควบคุม แต่
การใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดน้ีมีขอ้จ ากดัส าหรับ การหมกัดว้ยรา เน่ืองจากลกัษณะทางสัณฐานของราท่ีมี
ความหลากหลายและสามารถเปล่ียนแปลงไดใ้นระหวา่งการหมกั สัณฐานของราในถงักวน สามารถแบ่งได้
ออกเป็น 2 ลกัษณะใหญ่ๆ ไดแ้ก่ dispersed mycelia และ pellet ซ่ึงข้ึนกบัปัจจยัท่ีใชใ้นการหมกั เช่น 
อุณหภูมิ ค่าพีเอช อตัราการก วนและการใหอ้ากาศ อาหารเล้ียงเช้ือ เป็นตน้ ลกัษณะเฉพาะของราแต่ละสาย
พนัธ์ุก็ส่งผลต่อลกัษณะของสัณฐานในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเช่นกนั โดยปกติ ลกัษณะสัณฐานแบบ dispersed 
mycelia จะกระจายทัว่ไปในถงักวน รบกวนการท างานของระบบควบคุม โดยไปเกาะติดอยูท่ี่อุปกรณ์วดั
และควบคุม เช่น อุปกรณ์ควบคุมอุณหภูมิ อุปกรณ์วดัค่าการละลายของออกซิเจนและค่าพีเอช เป็นตน้ ท าให้
ค่าท่ีไดจ้ากการวดัผดิพลาดส่งผลถึงการสั่งงานท่ีผดิพลาดของระบบควบคุมของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
นอกจากน้ี ถา้เส้นใยไปเจริญและยดึเกาะอยูร่อบๆ บริเวณแกนใบพดักวน ท าใหบ้ริเวณแกนหมุนของใบพั ด
กวนมีแรงบิด (torque) สูงข้ึน ท าใหเ้กิดความร้อนท่ีมอเตอร์ของแกนใบพดั อาจก่อใหเ้กิดความเสียหายได ้
นอกจากน้ี สายใยราท่ีกระจายไปทัว่ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท าใหน้ ้าหมกัมีความหนืดสูงข้ึน ซ่ึงของเหลวในถงั
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ปฏิกรณ์ชีวภาพจะมีสมบติัเป็น pseudoplastic เม่ือน ้าหมกัมีความหนื ดสูงข้ึน ท าใหค้่าการละลายของ
ออกซิเจนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพต ่า ดงันั้น ถา้ตอ้งการควบคุมปริมาณออกซิเจนในน ้าหมกั ซ่ึงจ าเป็นส าหรับ
การเจริญของเซลลแ์ละการสร้างกรดแลกติกใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม จึงจ าเป็นตอ้งป่ันกวนดว้ยความเร็ว
รอบสูง ท าใหส้ิ้นเปลืองพลงังาน (high power input) และการป่ันกวนท่ีความเร็วรอบสูงยงัท าลายสายใยรา
เกิดเป็นสายสั้นๆ (fragmentation) ซ่ึงมีรายงานอา้งอิงวา่ท าใหผ้ลผลิตของกรดแลกติกลดลง ในการเล้ียง
เซลลร์าแบบ pellet มีขอ้ดี คือ ลดปัญหาเร่ืองน ้าหมกัมีความหนืดสูง ช่วยลดการใชค้วามเร็วรอบสูงเพื่อป่ัน
กวนใหไ้ดค้่ าการละลายออกซิเจนในน ้าหมกัตามตอ้งการ อยา่งไรก็ตาม ในการหมกัระบบต่อเน่ือง (long 
term production) ลกัษณะสัณฐานแบบน้ี มีขอ้เสีย คือ ไม่สามารถควบคุมขนาดของ pellet ซ่ึงโตข้ึนเร่ือยๆ 
รวมทั้งความหนาแน่นของเซลลภ์ายใน  pellet เพิ่มข้ึนดว้ย ท าใหย้ากต่อการแพร่ผา่นของออกซิเจนและ
อาหาร ท าใหเ้กิดภาวะขาดออกซิเจนและอาหาร ซ่ึงเป็นผลมาจาก diffusion limitation ท าใหเ้มแทบอลิซึม
ของเซลลท่ี์อยูข่า้งใน pellet ลดลง นอกจากน้ีผลิตภณัฑท่ี์เซลลภ์ายใน pellet สร้างข้ึนยงัแพร่ผา่นออกสู่น ้า
หมกัไดน้อ้ย เกิดการสะสมผลิตภณัฑอ์ยูภ่ายในท าใหเ้กิดภาวะ product inhibition ได ้ส าหรับ R. oryzae ใน
ภาวะท่ีขาดออกซิเจน เอนไซมอ์ลักอฮอลดี์ไฮโดรเจนเนส (alcohol dehydrogenase, ADH) จะถูกกระตุน้ 
โดยเอนไซมน้ี์จะเปล่ียนไพรูเวท  (pyruvate) เป็นอลัดีไฮด ์ (aldehyde) ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ ดทา้ยเป็นเอทานอล
แทนกรดแลกติก โดยเอนไซม์  ADH จะท างานในระยะสั้นๆ ก่อนท่ีเซลลจ์ะเร่ิมหยดุท างานและตายในท่ีสุด 
(Agger, 1998; Cruz et al., 2001; Cui et al., 1998; Hellendoorn et al., 1998; Kobayashi et al., 1973; Oostra 
et al., 2001; Pritchard, 1973; Skory, 2004; Sun et al., 1999) 

จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้ พบวา่การผลิตกรดแลกติกดว้ย R. oryzae ตอ้งการการควบคุมสัณฐานของรา
ท่ีเหมาะสม ซ่ึงสามารถควบคุมไดโ้ดยปัจจยัทางกายภาพและชีวภาพท่ีเหมาะสม ดงันั้น โครงการวจิยัน้ี จะ
ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อสัณฐานของรา และการผลิตกรดแลกติก เพื่อน าไปใชส้ าหรับการออกแบบกระบวนการ
ในอุตสาหกรรมต่อไป 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการ 

 เพื่อหาภาวะในการผลิตกรดแลกติกจากกากมนัส าปะหลงัโดยรา R. oryzae  
 เพื่อศึกษาภาวะและจลนพลศาสตร์ท่ีเหมาะสมในการขยายสเกลจากระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เป็น 90 

ลิตร 
    
วธีิด าเนินการวจัิย 
 
การหาอตัราการกวนและการให้อากาศทีเ่หมาะสมในการหมักกรดแอล- แลกติกจากกลูโคสในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดสถิตขนาด 5 ลติร 
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สายพนัธ์ุ การเกบ็รักษาสายพนัธ์ุ การเตรียมหัวเช้ือ และอาหารเลีย้งเช้ือ 
จุลินทรียท่ี์ใชใ้นงานวจิยัน้ี ไดแ้ก่ Rhizopus oryzae สายพนัธ์ุ NRRL395 โดยไดรั้บอนุเคราะห์จาก 

USDA ประเทศสหรัฐอเมริกา R. oryzae NRRL395 เป็นราเส้นใยท่ีผลิตกรดแอล -แลกติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกั 
การเก็บรักษาสายพนัธ์ุท าโดยการถ่ายเช้ือจาก stock culture ลงบนอาหารแขง็ PDA (potato dextrose agar) 
แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั แลว้จึงเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยท า
เป็นประจ าทุกเดือน 

การเตรียมหวัเช้ือ ท าไดโ้ดยเก็บ sporangiospores จากเส้นใยราท่ีเจริญบนอาหารแขง็ PDA ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วนั เพื่อน ามาเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ในน ้า DI ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ ปรับ
ความเขม้ขน้ของสปอร์เป็น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เตรียมสารแขวนลอยท่ีความเขม้ขน้ดงักล่าวเพื่อส าหรับ
ใชเ้ป็นหวัเช้ือในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

อาหารเล้ียงเช้ือ ประกอบดว้ย อาหารเพื่อการเจริญ และอาหารเพื่อผลิตกรดแอล- แลกติก โดย
อาหารเพื่อการเจริญประกอบดว้ย กลูโคส 50 กรัมต่อลิตร สารสกดัจากยสีต ์ 5 กรัมต่อลิตร อาหารเพื่อผลิต
กรดแอล-แลกติกประกอบดว้ย กลูโคส 70 กรัมต่อลิตร KH2PO4 0.6 กรัมต่อลิตร MgSO4 0.25 กรัมต่อลิตร 
ZnSO4 0.088 กรัมต่อลิตร และยเูรีย 0.3 กรัมต่อลิตร  
 
การหมักกรดแอล-แลกติกในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต พฒันามาจากการดดัแปลงถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดถงักวน 
ปริมาตร 5 ลิตร โดยเสริมโครงสแตนเลสซ่ึงมีผา้ขนหนูเยบ็ตรึงไวส้ าหรับตรึงสปอร์และเส้นใยรา โดยโครง
สแตนเลสจะยดึไวก้บัฝาของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ การเตรียมถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อใชง้าน โดยเร่ิมแรกเ ตรียม
อาหารเพื่อการเจริญ 3 ลิตร ใส่ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแลว้น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 
15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 30 นาที หลงัจากท่ีอุณหภูมิภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพลดลง ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30 
องศาเซลเซียส แลว้เร่ิมปรับค่ามาตรฐานหวัวดัออกซิเจน (DO probe) โดยแก๊สไนโตรเจน (zero 0%DO) 
และอากาศ (slope 100%DO) หลงัจากนั้น ถ่ายหวัเช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตร (106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ) ลงในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ในช่วงของการเจริญ (growth phase) ไม่มีการควบคุมค่าพีเอช หลงัจากนั้น 48 ชัว่โมง ถ่าย
อาหารเพื่อการเจริญออกจากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ แลว้เติมอาหารเพื่อการผลิตกรดแอล -แลกติกในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ แลว้ควบคุมค่าพีเอชท่ี 6.0 ท าการหมกัไปจนกลูโคสหมด หรือความเขม้ขน้ของกรดแอล -แลกติกไม่
เพิ่มข้ึน ระหวา่งการทดลอง เก็บตวัอยา่งทุก 6-8 ชัว่โมง ในการทดลองน้ีไดศึ้ กษาผลของอตัราการกวนและ
อตัราการใหอ้ากาศต่ออตัราการถ่ายเทออกซิเจนสู่น ้าหมกั (KLa) และค่าจลนพลศาสตร์ของการหมกัโดยแปร
อตัราการกวน  (100 300 500 และ 700 รอบต่อนาที ) และอตัราการใหอ้ากาศ (0.5 และ 1.0 ปริมาตรต่อ
ปริมาตรต่อนาที) ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 
สัมประสิทธ์การถ่ายเทออกซิเจน 
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โดยทัว่ไป นิยมวดัค่า KLa ก่อนส้ินสุดขั้นตอนการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยวธีิ dynamic 
gassing out ซ่ึงในการทดลองดงักล่าว จะหยดุใหอ้ากาศแลว้ลดอตัราการกวนใหต้ ่าเพียงแค่ใหส้ามารถรักษา
ความเป็นเน้ือเดียวของน ้าหมกัไวไ้ด ้แลว้อ่านค่า DO จากหวัวดัออกซิเจน ณ เวลาใดๆ เพื่อน ามาค านวณหา
อตัราท่ีเซลลน์ าออกซิเจนไปใชใ้นการเมแทบอลิซึม จากความชนัของเส้นตรงจากกราฟความสัมพนัธ์
ระหวา่งค่าการละลายของออกซิเจน  หรือค่า CL (ไดจ้ากค่า DO) และเวลา จากนั้นใหอ้ากาศและกวนท่ีอตัรา
เท่าเดิม แลว้อ่านค่า DO ณ เวลาใดๆ จนไดค้่าคงท่ี น าค่า DO ท่ีไดม้าใชใ้นการสร้างกราฟความสัมพนัธ์

ระหวา่ง 
𝑑𝐶𝐿

𝑑𝑡
+ OUR กบั CL โดยท่ีค่า KLa หาไดจ้ากค่าความชนัของเส้นกราฟ (Chotisubha-ananda et al., 

2011) 
 
ค่าจลนพลศาสตร์ของการหมัก 

ค่า product yield (Yp/s หรือ Yx/s (cell)) ค านวณไดจ้ากอตัราส่วนของผลิตภณัฑท่ี์สร้างข้ึนต่อ
กลูโคสท่ีใชไ้ป ส่วนค่า productivity ค านวณจากปริมาณของผลิตภณัฑสุ์ทธิต่อปริมาตรต่อเวลา 

ผลิตภณัฑห์ลกัท่ีเกิดข้ึนจากการหมกัโดย R. oryzae 3 ชนิด ไดแ้ก่ น ้าหนกัแหง้ของรา กรดแอล -
แลกติก และเอทานอล โดยปริมาณน ้าหนกัแหง้ หาไดเ้ม่ือส้ินสุดการหมกั โดยเก็บเก่ียวเซลลร์าท่ีตรึงบน
ผา้ขนหนู น าไปลา้งดว้ยน ้าสะอาด แลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนกระทัง่น ้าหนกัคงท่ี แลว้
น ามาหกัลบกบัน ้าหนกัผา้ขนหนูท่ีไดช้ัง่น ้าหนกัแน่นอนไวแ้ลว้ก่อนการหมกั น าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีไดห้าร
ดว้ยปริมาตรน ้าหมกั (3 ลิตร) ไดเ้ป็นค่าความเขม้ขน้ของเซลล ์

การหาปริมาณกลูโคสท่ีเหลือ กรดแอล -แลกติก และเอทานอลท่ี R. oryzae ผลิตข้ึน ท าไดโ้ดย
เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี  น าตวัอยา่งน ้าหมกัมาป่ันเหวีย่ง กรองดว้ยเมมเบรน
เซลลูโลสอะซิเทต แลว้น าไปเจือจางดว้ยน ้าปราศ จากไอออน ฉีดตวัอยา่งเจือจางปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใช้
คอลมัน์ส าหรับวเิคราะห์กรดอินทรีย ์ (Biorad, Aminex HPX-87H ion exclusion; 300mm×7.8mm) รักษา
อุณหภูมิของคอลมัน์ท่ี 45 องศาเซลเซียส มีสารละลายกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.005 M เป็นตวัพา ท่ีอตัราการ
ไหล 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที โดยอ่านค่าพื้นท่ีใตพ้ีคจาก  Refractive index detector แลว้เปรียบเทียบกบัสาร
มาตรฐานท่ีความเขม้ขน้ 2.0 กรัมต่อลิตร 

 
การหาภาวะทีเ่หมาะสมส าหรับเตรียมกากมันส าปะหลงั 

กากมนัส าปะหลงัสดท่ีใชใ้นการวจิยั  ไดรั้บความอนุเคราะห์จากบริษทั แป้งมนัเอ่ียมเฮง
อุตสาหกรรม จ ากดั และบริษทั เอ่ียมบูรพา จ ากดั กากมนัสดท่ีไดจ้ะเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ก่อนใชง้าน 

ท าการปรับสภาพกากมนัก่อนน ากากมนัก่อนน าไปยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน
ขั้นตอนการยอ่ยดว้ยเอนไซม์  โดยมุ่งหวงัลดตน้ทุนปริมาณเอนไซมท่ี์ใชใ้นขั้นตอนการยอ่ยแป้งท่ีหลงเหลือ
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อยูใ่นกากมนั ซ่ึงการยอ่ยกากมนัในงานวจิยัน้ี ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน ไดแ้ก่ การปรับสภาพกากมนัก่อนการ
ยอ่ยโดยเทคนิค physicochemical pretreatment และการยอ่ยแป้งและเซลลูโลส 
 
การปรับสภาพกากมันส าปะหลงัก่อนการย่อยโดยเทคนิค physicochemical pretreatment 

ในขั้นตอนน้ีจะศึกษาผลของการใชค้วามร้อนภายใตค้วามดนัสูง (steam pretreatment) 
เปรียบเทียบกบัการใชค้วามร้อนสูงควบคู่กบัการเติมสารละลายแอลคาไลน์  (steam with combination of 
alkaline treatment) 

การปรับสภาพด้ วยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั โดยน ากากมนัสดมาเติมน ้าใหมี้ปริมาณ
ของกากมนัประมาณ 5 – 20% (น ้าหนกัต่อปริมาตร ) จากนั้นน าไป autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว แปรผนัเวลาในการ autoclave ท่ี 15 30 45 และ 60 นาที 

การปรับสภาพดว้ยการใชร้้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัการใชส้ารละลายแอคคาไลน์ โดยน า
กากมนัสดมาเติมสารละลาย NaOH ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ คือ 0.1 0.5 และ 1 N ปริมาณของกากมนัท่ีใชอ้ยู่
ในช่วง 6.7 – 20% (น ้าหนกัต่อปริมาตร) จากนั้นน าไป autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นระยะเวลาต่างๆ กนั คือ 15 30 45 และ 60 นาที 

ภายหลงัการปรับสภาพนั้น น าตวัอยา่งแยกเอาสารละลายออกและน ากากท่ีไดอ้บแหง้ท่ีอุณหภูมิ 
105 องศาเซลเซียส ต่อมาน ากากมนัแหง้ท่ีไดน้ั้นไปใชใ้นการยอ่ยดว้ยเอนไซมต่์อไป  โดยท่ีสารละลายท่ีได้
นั้นน าไปวดัหาปริมาณน ้าตาลท่ีสูญเสียไปภายหลงัการปรับสภาพดว้ย 
 
การย่อยเซลลูโลสและแป้งจากกากมันส าปะหลงัทีป่รับสภาพแล้ว 

น ากากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพมาท าการยอ่ยส่วนท่ีเป็นเซลลูโลสและแป้งท่ีเหลืออยูใ่นกากมนั 
(น ากากมนัแหง้ 0.5 กรัม จากนั้นเติมน ้า DI ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ซ่ึงจะมีความเขน้ขน้ของกากมนัอยูท่ี่  6.7 % 
(น ้าหนกัต่อปริมาตร )) ในขั้นตอนแรกจะใชเ้ซลลูเลส  (Accellerase®1500, Genencor, USA, 2,200-2,800 
CMCU ต่อกรัม ความถ่วงจ าเพาะประมาณ 1.00 กรัมต่อมิลลิลิตร ) ความเขม้ขน้ต่างกนัคือ  5.61 และ 33.15 ยู
นิต/กรัมกากมนัแหง้ เพื่อท าการยอ่ยสลายเซลลูโลสและท าใหแ้กรนูลของแป้งท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างของ
เซลลูโลสถูกปลดปล่อยออกมา บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลาต่างกนัคือ 1 และ 6 ชัว่โมง 
จากนั้นจะเขา้สู่ขั้นตอนท่ีสองคือจะใชอ้ะไมเลส (Spezyme ethyl, Genencor, USA, 6,700–7,300 AAU ต่อ
กรัม ความถ่วงจ าเพาะประมาณ 1.18–1.22 กรัมต่อมิลลิลิตร ) ความเขม้ขน้ต่างกนัคือ  16.8 และ 33.6 ยนิูตต่อ
กรัมกากมนัแหง้ ใส่ลงในสารละลาย ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลาต่างกนั
คือ 15 และ 30 นาที 

แปรระยะเวลาในการบ่ม ปริ มาณของเซลลูเลส และปริมาณอะไมเลส  เพื่อศึกษาถึงผลของความ
เขม้ขน้ และ  yield ของกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั  หลงัการยอ่ยน าตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งและ
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แยกสารละลายส่วนใสเก็บไวส้ าหรับใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกักรดแลกติกโดยปรับพีเอชเป็น 6.0 
แบ่งตวัอยา่งสารละลายส่วนหน่ึงไวส้ าหรับวเิคราะห์องคป์ระกอบของน ้าตาล และสารประกอบอ่ืนๆ 

โดยกลูโคสท่ีปรากฏในของเหลวท่ีแยกออกมาภายหลงัการปรับสภาพกากมนัและในส่วนของการ
ละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยจะท าการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง YSI 2700 Biochemistry Analyzer ส่วนปริมาณน ้าตาล
ทั้งหมดในรูปของกลูโคสท่ีปรากฏในของเหลวท่ีแยกออกมาภายหลงัการปรับสภาพกากมนัและในส่วนของ
การละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยหาไดจ้าก การน าสารละลายท่ีไดม้าท าปฏิกิริยากบักรดไฮโดรคลอริก 0.25 M 
จากนั้น autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว  เป็นเวลา 60 นาที หลงัการ
จากนั้นน าตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งและแยกสารละลายส่วนใสไปท าการวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง YSI 2700 
Biochemistry Analyzer 
 
การหมักกรดแอล-แลกติกจากสารละลายทีไ่ด้จากการย่อยกากมันส าปะหลงั 

ท าการหมกัแบบเซลลต์รึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต โดยถ่ายหวัเช้ือเร่ิมตน้ปริม าตร 10 
มิลลิลิตร เทลงไปในอาหารเพื่อการเจริญปริมาตร 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอชเร่ิมตน้ 6.0 
อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ท า
การหมกัจนครบ 48 ชัว่โมง  แลว้เปล่ียนอาหารเป็นอาหารเพื่อสร้าง ผลิตภณัฑ ์ควบคุมค่าพีเอชท่ี 6.0 ดว้ย
โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 5 M ตลอดการหมกั ท าการหมกัต่อจนครบ 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งทุก 8 
ชัว่โมง เม่ือครบ 96 ชัว่โมง ท าการเก็บเซลลแ์ละน าสารละลายตวัอยา่งท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ืองไฮเพอร์
ฟอร์มานซ์ลิควดิโครมาโทกราฟี (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแอล -แลกติก และผลิตภณัฑพ์ลอยได ้รวมทั้ง
กลูโคสท่ีเหลือจากการหมกั (Chotisubha-anandha et al., 2011) 

อาหารเพื่อการเจริญเติบโต และอาหารเพื่อสร้างผลิตภณัฑท่ี์ใช ้ไดแ้ก่ กลูโคส สารละลายท่ีไดจ้าก
การยอ่ยของกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยของกากมนัส าปะหลงัท่ี
ผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัดว้ยเอนไซม ์สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยของกาก
มนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์
ดว้ยเอนไซม์  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด  และสารละลายแป้ง  50 กรัมต่อลิตร
ส าหรับอาหารเพื่อการเจริญเติบโต และ 70 กรัมต่อลิตรส าหรับอาหารเพื่อสร้างผลิตภณัฑ ์

 
การค านวณหาปัจจัยทางวศิวกรรมทีเ่หมาะสมต่อการหมักกรดแอล-แลกติก 

ท าการออกแบบขยายสเกลการหมกักรดแอล-แลกติก โดยใชค้่า KLa เป็นปัจจยัคงท่ีในการค านวณ 
โดยปัจจยัท่ีส่งผลต่อค่า KLa ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ไดแ้ก่ ค่า Reynolds’ number (Rei) ความเร็วปลายใบพดั
กวน (ui) ก าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร (P/V) และอตัราการไหลวนของน ้าหมกัภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (Fl/V) 
ท าการค านวณเพื่อหาค่าอตัราการกวน และการใหอ้ากาศในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร โดยก าหนดให้
ปัจจยัแต่ละปัจจยัเป็นค่าคงท่ีในการขยายสเกลจากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร เป็นขนาด 90 ลิตร 
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การเตรียมสารละลายจากการย่อยกากมันส าปะหลงัในระดับน าร่อง 
จากการทดลองในระดบัหอ้ง ปฏิบติัการ ไดภ้าวะท่ีเหมาะสมส าหรับยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับ

สภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัต่อดว้ยเซลลูเลส และอะไมเลสดงัน้ี โดยเร่ิมจากปริมาณความ
เขม้ขน้ของกากมนัสด 20% ปรับสภาพดว้ยความร้อนสูงภายใตค้วามดนั เป็นเวลา  15 นาที จากนั้นยอ่ยต่อ
ดว้ยเซลลูเลส 33.15 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้  นาน 6 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 4.6 – 5 
แลว้ยอ่ยต่อดว้ยอะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ นาน 15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 
5.4 – 5.8โดยได ้yield ของกลูโคสสูงสุดประมาณ 0.6 กรัมต่อกรัมของกากมนัแหง้ โดยท าการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 90 ลิตร   
 
ผลการวจัิยและการอภิปรายผล 
 
การหมักกรดแอล-แลกติกในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
 รูปท่ี 1 แสดงลกัษณะสัณฐานของ R. oryzae เม่ือเจริญในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต หลงัจาก
เติมหวัเช้ือ เม่ือสปอร์เกิดการงอกและเซลลเ์ร่ิมเจริญเติบโต ในระหวา่งนั้นสปอร์ท่ีงอกและเซลลเ์ส้นใยราท่ี
เจริญเติบโตจะเขา้ไปติดในวสัดุส าหรับตรึงเซลลซ่ึ์งไดแ้ก่ ผา้ขนหนู ซ่ึงการท่ีสปอร์และเซลลเ์ส้นใยท่ีเติบโต
ทั้งหมดเขา้ไปยดึเกาะท่ีผา้ขนหนูท่ีตรึงไวก้บัโครงสแตนเลส ส่งผลใหไ้ม่มีเซลลเ์จริญแบบอิสระในน ้าหมกั 
หรือท่ีบริเวณพื้นผวิอ่ืนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเลย เม่ือเทียบกบัการเล้ียงราเส้นใยในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงั
กวนท่ีใชก้นัทัว่ไป ดงันั้น จึงท าใหง่้ายต่อการท างานและควบคุมภาวะการ หมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด
เบดสถิตน้ี นอกจากน้ี ผลการทดลองท่ีไดย้งับ่งช้ีวา่ผา้ขนหนูเป็นพื้นผวิตรึงท่ีเหมาะสมส าหรับ R. oryzae 
ทั้งน้ีโดยอาศยัแรงเฉือนจากการป่ันกวนเป็นตวัเสริมสร้างความแขง็แกร่งในการยดึเกาะกบัวสัดุตรึง  
 ถึงแมว้า่จะมีงานวจิยัท่ีผา่นมากล่าวถึง ความสะดวกในการเล้ียงราเส้นใยใหอ้ยูใ่นรูปของ pellet 
อยา่งไรก็ดี เม่ือเปรียบเทียบกนัระหวา่งท าการหมกั การเล้ียงราเส้นใยตามรูปท่ี 1 ส่งผลดีมากกวา่การเล้ียงใน
รูปของ pellet เน่ืองจาก การป่ันกวนและการใหอ้ากาศท าใหเ้กิดแรงเฉือนท่ีบริเวณผวิของแผน่ของราเส้นใย
ท่ีเกาะเ ป็นเยือ่บางๆ ท่ีบริเวณผา้ขนหนูในการเล้ียงแบบระยะยาว เม่ือเทียบกบัการเล้ียงแบบ pellet ซ่ึงมกั
ประสบปัญหาเร่ืองความหนาแน่นและขนาดของ pellet ท่ีเพิ่มข้ึนเม่ือระยะเวลาท่ีเล้ียงนานข้ึน ซ่ึงในท่ีสุด
แลว้จะส่งผลเชิงลบต่อการผลิตกรดแอล- แลกติก เน่ืองจาก พบภาวะการขาดออ กซิเจนท่ีบริเวณศูนยก์ลาง
ของ pellet นัน่เอง 
 ในการหมกัดว้ยเซลลต์รึงของ R. oryzae พบวา่อตัราการถ่ายเทออกซิเจนเพิ่มข้ึนอยา่งมากตามอตัรา
การป่ันกวนท่ีเพิ่มข้ึน อยา่งไรก็ตามการเพิ่มอตัราการใหอ้ากาศโดยคงอตัราการป่ันกวนไวไ้ม่ไดช่้วยเพิ่ม
อตัราการถ่ายเทออกซิเจนไดม้ากนกั (ตารางท่ี 1) เม่ือเปรียบเทียบสัมประสิทธ์การถ่ายเทออกซิเจน (KLa) ใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตเทียบกบัค่าท่ีไดใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถงักวนท่ีควบคุมภาวะการป่ันกวน
และการใหอ้ากาศเท่ากนั จะพบวา่อตัราการถ่ายเทของออกซิเจนในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตจะมีค่า
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มากกวา่ในถงักวน (จากขอ้มูลงานวจิยัเบ้ืองตน้ ) ซ่ึงท าใหผ้ลผลิตกรดแลกติกเพิ่มสูงข้ึนไปดว้ย ผลการ
ทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบังานวจิยัท่ีผา่นมาหลายผลงาน ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นถึงความสามารถในการควบคุมสัณฐาน
ของ R. oryzae อยา่งมีประสิทธิภาพซ่ึงช่วยเพิ่มอตัราการถ่ายเทออกซิเจน ดังตวัอยา่งงานวจิยัของ Thongchul 
and Yang (2003) ซ่ึงไดห้าค่าสัมประสิทธ์ิการถ่ายเทออกซิเจนในการหมกัดว้ยเซลลแ์ขวนลอยในถงักวน 
เทียบกบัการหมกัดว้ยเซลลต์รึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี โดยพบวา่ค่า  KLa  เพิ่มข้ึนถึง 3 เท่า
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดเคล่ือนท่ี  (0.36 min-1) เม่ือเทียบกบัค่าท่ีไดใ้นถงักวน (0.13 min-1) ท่ีควบคุมท่ี
ภาวะเดียวกนั (ก าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร และความเร็วปลายใบพดักวน ) นอกจากน้ี ยงัพบวา่ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพส าหรับเซลลต์รึงมกัจะใหผ้ลผลิตเซลลท่ี์ความหนาแน่นสูง ซ่ึงส่งผลใหผ้ลผลิตของกรดแลกติกสูง
ข้ึนตามไปดว้ย 
 รูปท่ี 2 แสดงจลนพลศาสตร์ของการหมกักรดแลกติกโดยเซลลต์รึงของ R. oryzae ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดสถิต จะเห็นไดว้า่ผลผลิตกรดแลกติก (yield และ productivity) จะเพิ่มข้ึนเม่ืออตัราการป่ัน
กวนสูงข้ึน (ตารางท่ี 2) โดยค่า productivity สูงสุดไดเ้ท่ากบั 2.09 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ความเขม้ขน้ของ
กรดแอล-แลกติกเท่ากบั 37.83 กรัมต่อลิตร ท่ีอตัราการป่ันกวน 700 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 
ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที นอกจากน้ีแลว้ เม่ืออตัราการป่ันกวนและอตัราการใหอ้ากาศเพิ่มข้ึน ส่งผลให้
ผลผลิตเอทานอลซ่ึงเป็นผลิตภณัฑพ์ลอยไดห้ลกัลดลง (ตารางท่ี 3) 
 
การปรับสภาพกากมันส าปะหลงัโดยการใช้ความร้อนสูงภายใต้ความดัน 

จากรูปท่ี 3(ก) พบวา่เม่ือเพิ่มระยะเวลาจาก 15 นาทีเป็น 30 นาที สามารถแยกน ้าตาลออกมาจากกาก
มนัไดม้ากข้ึน แต่เม่ือระยะเวลานานข้ึนไปจนถึง 60 นาที พบวา่ไม่มีผลต่อปริ มาณกลูโคสทั้งหมดท่ีปรากฏ
ในสารละลายท่ีแยกออกมาภายหลงัการปรับสภาพกากมนัดว้ยวธีิน้ี  โดยจะได ้yield ของกลูโคสประมาณ 
0.5 กรัมต่อกรัมกากมนัแหง้ และจะเห็นไดว้า่ท่ีปริมาณความเขม้ขน้ของกากมนั 5% จะได ้yield ของกลูโคส
ท่ีมากกวา่ปริมาณความเขม้ขน้ของกากมนั 6.7% ส าหรับในกรณีปริมาณความเขม้ขน้ของกากมนั 10 % และ 
20% (ไม่แสดงผลการทดลอง) เน่ืองจากไดค้่าจาก 10% ใกลเ้คียงกบั 6.7% และปริมาณความเขม้ขน้ของกาก
มนั 20 % นั้นไม่สามารถแยกสารละลายท่ีออกมาจากกากมนัได ้จากนั้นน ากากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพใน
แต่ละชุดการทดลอง (5% 6.7% และ 20%) ไปท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนต่อไป 

 
การปรับสภาพกากมันส าปะหลงัด้วยการใช้ความร้อนสูงภายใต้ความดันพร้อมกบัการใช้สารละลายแอล
คาไลน์ 

จากรูปท่ี 3(ข) พบวา่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮดรอกไซดจ์าก 0.1 N ถึง 1.0 N จะได ้yield 
ของกลูโคสเพิ่มข้ึนเป็นล าดบั และการเพิ่มความเขม้ขน้ของกากมนั จาก 5% เป็น 6.7 % จะได ้yield ของ
กลูโคสเพิ่มข้ึนเช่นกนั แต่เม่ือเพิ่มระยะเวลาจาก  15 ถึง 60 นาที น ้าตาลท่ีปรากฏในของเหลวท่ีแยกออกมา
ภายหลงัการปรับสภาพกากมนัดว้ยวธีิน้ีสามารถแยกออกมาจากกากมนัไดม้ากข้ึ น จะได ้yield ของกลูโคสท่ี
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ใกลเ้คียงกนัประมาณ 0.4-0.5 กรัมต่อกรัมกากมนัแหง้ และพบวา่ภาวะท่ีได ้ yield ของกลูโคสสูงท่ีสุดคือ
ประมาณ 0.541 กรัมต่อกรัมกากมนัแหง้ ท่ีภาวะความเขม้ขน้ของกากมนั 6.7 % ความเขม้ขน้ของโซเดียมไฮ
ดรอกไซด ์0.1 N และระยะเวลาท่ีใชใ้นการปรับส ภาพ 60 นาที จึงถือวา่เป็นภาวะท่ีเหมาะสมของการปรับ
สภาพดว้ยวธีิน้ี เพื่อน าไปท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นขั้นตอนต่อไป นอกจากน้ี ยงัพบวา่สารละลายท่ีแยก
ออกมาภายหลงัการปรับสภาพมีลกัษณะหนืดเล็กนอ้ย เน่ืองจากมีการบวมของแกรนูลแป้งท่ีถูกปลดปล่อย
ออกมาหลงัจากท่ีมีการปรับสภา พดว้ยสารแอลคาไลน์ท่ีอุณหภูมิสูง  (Wyman et al., 2005) แต่อยา่งไรก็ตาม
การท่ีใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้มากเกินจะส่งผลใหส้ารละลายท่ีไดมี้ค่าพีเอชสูง หากจะ
น าไปใชใ้นการหมกั ตอ้งมีการปรับค่าใหเ้ป็นกลาง ส่งผลใหเ้กิดเกลือในสารละลายมากเกินไป อาจส่งผลเชิง
ลบต่อการหมกักรดแลกติกโดย R.oryzae 
 
การย่อยกากมันส าปะหลงัทีผ่่านการปรับสภาพด้วยการใช้ความร้อนสูงภายใต้ความดัน 

ขั้นตอนแรกน ากากมนัท่ีปรับสภาพแลว้มายอ่ยดว้ยเซลลูเลส ท่ีความเขม้ขน้  5.61 และ 33.15 ยนิูต/
กรัมกากมนัแหง้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 1 และ 6 ชัว่โมง จากนั้นน าส่วนผสม
ทั้งหมดไปยอ่ยต่อดว้ยอะไมเลสท่ีความเขม้ขน้ 16.8 และ 33.6 ยนิูต /กรัมกากมนัแหง้ บ่มท่ีอุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียสระยะเวลา 15 และ 30 นาที ไดผ้ลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 4 ถึง 6 

จากรูปท่ี 4 ถึง 6 เม่ือท าการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใต้
ความดนั เป็นเวลา 15, 30, 45 และ 60 นาที โดยใชค้วามเขม้ขน้ของกากมนั 5 % 6.7% และ 20% ตามล าดบั 
พบวา่ความเขม้ขน้ของเซลลูเลสและเวลาในการบ่มมีผลต่อการยอ่ย เห็นไดจ้ากปริมาณของกลูโคสท่ีออกม า
ภายหลงัการยอ่ย ซ่ึงถา้ใชค้วามเขม้ขน้ของเซลลลูเลสท่ีมากและใชร้ะยะเวลาในการบ่มท่ีนานข้ึน จะได้  yield 
ของกลูโคสในปริมาณท่ีมากข้ึนดว้ย  แต่พบวา่ความเขม้ขน้ของอะไมเลสและเวลาในการบ่มไม่มีผลต่อการ
ยอ่ย คือ เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของอะไมเลสท่ีมากและใชร้ะยะเวลาในการบ่มท่ี นานข้ึน จะได ้ yield ของ
กลูโคสในปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนั  

จากผลการทดลองท่ีได ้ดงันั้นการยอ่ยกากมนัดว้ยอะไมเลสท่ี 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ นาน  15 
นาที จึงเพียงพอส าหรับกากมนัแหง้ท่ีผา่นการปรับสภาพมากแลว้ (รูปท่ี 4(ก) 5(ก) และ 6 (ก)) นอกจากน้ีจะ
เห็นไดว้า่ เม่ือเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของกากมนัจาก 5% เป็น 6.7% และ 20% ตามล าดบั ท าให้  yield ของ
กลูโคสทั้งหมดมีความเพิ่มข้ึนดว้ยเม่ือใชภ้าวะในการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์หมือนกนั โดยท่ีปริมาณกากมนั
เขม้ขน้ 20% ให ้yield ของกลูโคสสูงท่ีสุด จากรูปท่ี 4(ก) 5(ก) และ 6(ก) จึงสามารถเลือกภาวะท่ีเหมาะสม
ส าหรับยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัต่อดว้ยเซลลูเลส และอะ
ไมเลส ไดด้งัน้ี เร่ิมจากปริมาณความเขม้ขน้ของกากมนัสด 20% ปรับสภาพดว้ยความร้อนสูงภายใตค้วามดนั 
เป็นเวลา  15 นาที จากนั้นยอ่ยต่อดว้ยเซลลูเลส 33.15 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้  นาน 6 ชัว่โมง แลว้ยอ่ยต่อ
ดว้ยอะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ นาน 15 นาที โดยได ้yield ของกลูโคสสูงสุดประมาณ 0.6 กรัม
ต่อกรัมของกากมนัแหง้ เม่ือเปรียบเทียลผลของการยอ่ยดว้ยเซลลูเลสและอะไมเลส จะเห็นไดว้า่ความ
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เขม้ขน้ของเซลลูเลสท่ีใชใ้นการยอ่ยกากมนั และเวลาท่ีใชมี้ผลต่อ yield ของกลูโคสท่ีได ้กล่าวคือ เม่ือความ
เขม้ขน้ของเอนไซมม์ากข้ึน และเวลาท่ีใชใ้นการยอ่ยนานข้ึน จะใหค้่า yield ของกลูโคสสูงข้ึน ในขณะท่ี
ความเขม้ขน้ของอะไมเลสและเวลาท่ีใช ้ดูจะไม่ส่งผลต่อ yield ของกลูโคสมากนกั 
 
การย่อยกากมันส าปะหลงัทีผ่่านการปรับสภาพด้วยการใช้ความร้อนสูงภายใต้ความดันพร้อมกบัสารละลาย
แอลคาไลน์ 

จากรูปท่ี 7 พบวา่ความเขม้ขน้ของเซลลูเลสและเวลาในการบ่มมีผลต่อการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการ
ปรับสภาพดว้ยวธีิน้ีเช่นเดียวกนักบัการน ากากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยความร้อนสูงภายใตค้วามดนั เห็น
ไดจ้ากปริมาณของกลูโคสท่ีไดใ้นสารละลายท่ีออกมาภายหลงัการยอ่ย หากความเขม้ขน้ของเซลลูเลสมา ก
ข้ึนและใชร้ะยะเวลาในการบ่มท่ีนานข้ึน จะได้  yield ของกลูโคสในปริมาณท่ีมากข้ึนตามไปดว้ย  แต่พบวา่
ความเขม้ขน้ของอะไมเลสและเวลาในการบ่มไม่มีผลต่อการยอ่ยเช่นเดียวกบัท่ีพบในการยอ่ยกากมนัท่ีปรับ
สภาพดว้ยความร้อนสูงภายใตค้วามดนั แต่อยา่งไรก็ตาม ค่า yield ของกลูโคสท่ี ไดน้ั้นสูงสุดอยูท่ี่ประมาณ 
0.16 กรัมต่อกรัมของกากมนัแหง้ ซ่ึงยงัคงนอ้ยกวา่เม่ือเทียบกบัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ประมาณ 0.6 กรัมต่อกรัมของกากมนัแหง้ ) ซ่ึงนอ้ยกวา่เกือบ 4 เท่า 
ผลการทดลองท่ีไดอ้าจอธิบายไดจ้ากการปรับสภาพดว้ยวธีิใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัควบคู่กบัการเติม
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดล์งไป ท าใหก้ากมนัท่ีไดมี้ค่าพีเอชสูง ก่อนท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์อ้งมีการ
ปรับค่าพีเอชใหอ้ยูท่ี่ค่าท่ีเหมาะสมส าหรับเอนไซมแ์ต่ละตวั การปรับพีเอชส่งผลใหมี้ปริมาณเกลือท่ีปนใน
กากมนัในจ านวนค่อนขา้งมาก เกลือดงักล่าวอาจส่งผลกระทบต่อการท างานของเอนไซมแ์ต่ละชนิดท่ีใชก้็
อาจจะเป็นได ้นอกจากน้ีแลว้ ยงัพบวา่การปรับสภาพกากมนัก่อนน าไปยอ่ยดว้ยเอนไซมน์บัเป็นขั้นตอนท่ีมี
ความส าคญัเป็นอยา่งยิง่ เน่ืองจากการปรับสภาพกากมนัจะช่วยท าใหโ้ครงสร้างลิกโนเ ซลลูโลสถูกท าลาย 
ท าใหเ้อนไซมเ์ขา้ถึงแกรนูลของแป้งท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างของกากมนัไดง่้ายข้ึน (Thongchul et al., 2010) 
 
การหมักกรดแอล-แลกติกแบบเซลล์ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

การทดลองน้ี ไดศึ้กษาและเปรียบเทียบลกัษณะสัณฐานและจลนพลศาสตร์ของกระบวนการหมกั
กรดแลกติกโดย  R. oryzae โดยการใชส้ับสเตรทต่างกนัเป็นแหล่งคาร์บอน ไดแ้ก่ กลูโคส  สารละลายท่ีได้
จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั  สารละลายท่ีได้
จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั
พร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และสารละลายแป้ง 
 
ลกัษณะสัณฐานของ R. oryzae ทีต่รึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
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ในกระบวนการหมกัแบบอาหารเหลว R. oryzae สามารถเจริญเติบโตโดยมีลกัษณะสัณฐานท่ี
แตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายอยา่งดว้ยกนั ยกตวัอยา่งเช่น ขนาดของสปอร์เร่ิมตน้  (initial spore 
inoculum size) สับสเตรทท่ีใช ้ค่าพีเอช อตัราการป่ันกวน อตัราการใหอ้ากาศ  และ อุณหภูมิ เป็นตน้  (Zhang 
et al., 2007) ในงานวจิยัน้ีไดใ้ชส้ับสเตรทท่ีแตกต่างกนัมาเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับใชใ้นกระบวนการหมกั
กรดแลกติกโดย R. oryzae ท่ีตรึงอยูบ่นเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนู 

เม่ือพิจารณาลักษณะสัณฐานของ  R. oryzae ในระยะการเจริญเติบโต (growth phase) ท่ีเวลาการ
หมกั 48 ชัว่โมง (รูปท่ี 8) พบวา่เซลลมี์การเจริญเติบโตเป็นตวัเซลลแ์บบลกัษณะเส้นใย โดยจดัวางตวัเป็น
ชั้นๆ เกาะอยูบ่นเส้นใยของผา้ ซ่ึงจะมีรูปร่างหนา้ตาเหมือนกนั แต่ต่างกนัท่ีปริมาณเซลลท่ี์เกาะอยูบ่นเส้นใย 
และสีของตวัเซลล ์โดยจะข้ึนอยูก่บัแต่ละภาวะของแหล่งคาร์บอนท่ีใช ้กรณีภาวะท่ีใชส้ับสเตรทก ลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน เซลลมี์สีขาวนวล แต่มีปริมาณท่ีไม่มากนกัเม่ือเทียบกบัภาวะอ่ืน ดงัแสดงในรูปท่ี 8(ก) ส่วน
ภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ
และผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น (รูปท่ี 8(ข) และ 8(ค)) 
พบวา่ เซลลมี์สีน ้าตาล เน่ืองจากสีของอาหารท่ีใชใ้นการเจริญเติบโต  และอาหารท่ีใชใ้นการสร้างผลิตภณัฑ์
ท่ีผา่นการปรับสภาพและการยอ่ย เซลลมี์การเจริญเติบโตค่อนขา้งมาก ซ่ึงสังเกตจากปริมาณของเซลลท่ี์เกาะ
อยูบ่นผา้ในจ านวนท่ีมากพอควร ส่งผลใหอ้าหารท่ีใชใ้นการเจริญเติบโต มีปริมาณนอ้ย เน่ืองจากถูกเซลลดู์ด
น ้าเขา้ไปเป็นจ านวนมาก คาดวา่น่าจะมาจากการท่ีสารอาหารท่ีใชใ้นการเป็นอาหารส าหรับการเจริญเติบโต
และอาหารส าหรับการสร้างผลิตภณัฑน์ั้นมีโปรตีนอยูค่่อนขา้งมาก ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Thongchul 
et al. (2010) พบวา่กากมนัส าหลงัประกอบดว้ยโปรตีนประมาณ 5.3 % ท าใหส้ารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัมีปริมาณของโปรตีนสูงเช่นกนั ซ่ึงเป็นการเพิ่มปริมาณของแหล่งไนโตรเจนอีกทางหน่ึง 
ส่งผลใหช่้วยสนบัสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใ์นปริมาณท่ีมากข้ึน (Yao et al., 2010) ส่วนภาวะท่ี
สับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการ
ใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์และ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยกรด (รูปท่ี 8(ง) และ 8(จ)) พบวา่ เซลลมี์สีน ้าตาล เขม้ และน ้าตาลส้มตามล าดบั เน่ืองจากสี
ของอาหารท่ีใชเ้ช่นกนั และในระหวา่งการหมกันั้นจะมีปริมาณของฟองเกิดข้ึนเป็นปริมาณมากโดยจะเกิด
เป็นฟองลอยข้ึนมากอยา่งต่อเน่ืองตลอดเวลา จวบจนกระทัง่ฟองคงท่ีซ่ึงใชเ้วลานานประมาณ 24 ชัว่โมง  
และภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายแป้ง (รูปท่ี 8(ฉ)) พบวา่ เซลลมี์สีขาวนวล แต่จะขาวกวา่การใชก้ลูโคส 
เน่ืองจากสีของสารละลายแป้ง และในช่วงเร่ิมตน้กระบวนการหมกันั้น สารละลายแป้งท่ีใชจ้ะเกิดเจลาติไน
เซชัน่ ท าใหน้ ้าหมกัมีความหนืดค่อนขา้งสูง และเน่ืองจากสารละลายแป้งท่ีมีลกัษณะเป็นเจล จึงไปเกาะกบั
เส้นใยผา้ฝ้ายท่ีเตรียมไวส้ าหรับใหเ้ซลลข้ึ์นไปเกาะในขณะเจริญเติบโต  จึงส่งผลใหเ้ซลลเ์กาะตวับนผา้ฝ้าย
แบบไม่แน่นนกั แต่เม่ือท าการหมกัไประยะหน่ึงประมาณชัว่โมงท่ี 24 พบวา่ สารละลายแป้งมีความหนืด
ลดลง อาจมาจากการท่ีมีการป่ันกวนของใบพดัท าใหโ้มเลกุลของแป้งสั้นลง อีกทั้ง R. oryzae มีเอนไซมใ์น
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กลุ่มอะไมโลไลติกมาช่วยยอ่ยโมเลกุลของแป้งใหมี้ขนาดเล็กลงความหนืดของอาหารจึงลดลง (Wee et al., 
2006) 

เม่ือพิจารณาลกัษณะสัณฐานของ  R. oryzae ในระยะการสร้างผลิตภณัฑ ์ (production phase) ท่ี
เวลาการหมกั 96 ชัว่โมง (รูปท่ี 9) พบวา่ เซลลใ์นแต่ละภาวะมีการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะภาวะท่ี
สับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพและ
ผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น (รูปท่ี 9(ข) และ 9(ค)) 
พบวา่เซลลมี์การเจริญเติบโตเพิ่มมากข้ึน ส่งผลใหเ้ซลลบ์างส่วนไม่ไดส้ัมผสักบัอาหารท าใหเ้ซลลเ์จริญเป็น
สปอร์ในบริเวณดา้นบนของเบดสถิต ส่วนภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซม์
ของกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอล
คาไลน์และสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด (รูปท่ี 9(ง) และ 9(จ)) พบวา่ เซลลมี์การ
เจริญเติบโตมากข้ึนเช่นกนั แต่อยา่งไรก็ตามความถ่ีของการเกิดฟองในระยะน้ีจะมีมากกวา่ในระยะของการ
เจริญเติบโต 

เม่ือพิจารณาลกัษณะการยดึเกาะของ  R. oryzae บนเบดสถิตดา้นนอก และดา้นใน (รูปท่ี 10) และ
ความหนาของเซลล ์ (รูปท่ี 11) พบวา่ เซลลมี์การยดึเกาะบนเบดสถิตท่ีหนาแน่นและมีความหนาท่ีแตกต่าง
กนัไปในแต่ละภาวะ จะเห็นไดช้ดัเจนในกรณีของภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพและผ่ านการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 10 (ข) และ 10(ค)) พบวา่ เซลลมี์ปริมาณมาก และเจริญเติบโต 
ขยายขนาดเกินบริเวณท่ียดึเกาะของเบดสถิต เซลลมี์ลกัษณะยดึเกาะกนัอยา่งหลวมๆ ตวัเซลลมี์ความหนา
มากพอควร ดงัแสดงในรูปท่ี 11(ข) และ 11(ค) มีการพองน ้าเน่ืองมาจากการท่ีเซลลดู์ดน ้าเขา้ไปในระหวา่ง
กระบวนการหมกั น ้าหนกัแหง้ของทั้งสองภาวะน้ีคือ 57.26 และ 58.09 กรัม ตามล าดบั ซ่ึงมากกวา่การใช้
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนคือ 35.12 กรัม กรณีภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายแป้ง (รูปท่ี 10(ฉ)) พบวา่ 
เซลลมี์ปริมาณมากเช่นกนั  มีการเจริญเติบโตของเซลลท่ี์มีขนาดค่อนขา้งหนา  ดงัแสดงในรูปท่ี 11(ฉ) แต่ใน
ภาวะน้ีเซลลมี์การหลุดออกจากเบดสถิตไดง่้าย เน่ืองจากมีการเกาะตวักนัอยา่งหลวมๆ ปนอยูก่บัสารละลาย
แป้งท่ียงัคงมีสภาพเป็นเจล และมีการพองน ้าเช่นกนัดว้ย กรณีของ ภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้าก
การยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั
พร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์และสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด (รูปท่ี 10(ง) และ 
10(จ)) พบวา่ เซลลมี์การเจริญเติบโต เกาะตั วกนัอยา่งหนาแน่นจึงสังเกตไดว้า่เซลลมี์ปริมาณนอ้ย เจริญอยู่
บนเส้นใยผา้ฝ้ายเท่านั้น และมีขนาดไม่หนามากเกินไป ดงัแสดงในรูปท่ี 11(ง) และ 11(จ) ซ่ึงภาวะขา้งตน้ท่ี
ไดก้ล่าวมานั้นแตกต่างกบัภาวะท่ีใชส้ับสเตรทกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 10(ก) ในภาวะน้ีเซลลจ์ะยดึ
เกาะเรียงตวักนัอยา่งเป็นระเบียบ และเกาะตวักนัอยา่งไม่หนาแน่นมากนกั ดงัแสดงในรูปท่ี 11(ก) ท าใหมี้
ช่องวา่งภายในตวัเซลล ์ส่งผลใหก้ารถ่ายเทอาหารและอากาศเขา้สู่ภายในตวัเซลลมี์ประสิทธิภาพมากกวา่
ภาวะอ่ืนๆ เซลลจึ์งสามารถผลิตกรดแลกติกไดม้ากข้ึน (Chotisubha-anandha et al., 2011) 
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เม่ือพิจารณาลกัษณะเซลล์ R. oryzae ท่ีตรึงอยูด่า้นในของเบดสถิต (รูปท่ี 12) พบวา่ บริเวณผวิของ
เซลลท่ี์อยูด่า้นในมีลกัษณะดา้นและแขง็กวา่เซลลท่ี์อยูด่า้นนอกของเบดสถิต เน่ืองมาจากเป็นบริเวณท่ีอยูติ่ด
กบัอาหารเล้ียงเช้ือมากกวา่ดา้นนอกของเบด (Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha et al., 2011) กรณีของ
ภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์และสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกาก
มนัส าปะหลงัดว้ยกรด (รูปท่ี 12 (ง) และ 12(จ)) พบวา่ ลกัษณะท่ีดา้น แขง็ และมีการจดัเรียงกนัแน่นมากกวา่
ภาวะอ่ืนๆ ทั้งน้ีอาจจะมาจากการท่ีสารละลายมีความเขม้ขน้ของเกลือสูง ซ่ึงการองคป์ระกอบของอาการ
เล้ียงเช้ือนั้นส่งผลโดยตรงต่อรูปร่างและลกัษณะของเซลล ์ (Zhang et al., 2007) โดยน ้าหนกัแหง้ของทั้งสอง
ภาวะน้ีคือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่การใชภ้าวะอ่ืน จึงเป็นสามารถสรุปไดว้า่ เซลลท่ี์เกิด
ในสองภาวะน้ีมีการแพค็ตวัอยูอ่ยา่งหนาแน่น และกรณีของภาวะท่ีสับสเตรทเป็นสารละลายแป้ง (รูปท่ี 12(
ฉ)) พบวา่ เซลลมี์ลกัษณะท่ีนุ่ม ไม่มีความคงตวัของตวัเซลล ์หลุดขาดจากกนัง่าย แต่ยงัมีบริเวณท่ีมีความแขง็
อยูบ่า้งเล็กนอ้ย เน่ืองมาจากการในภาวะน้ีมีโมเลกุลของแป้งท่ีมีลกัษณะเป็นเจล มาแทรกอยูร่ะหวา่งตวัเซลล์
กบัเส้นใยผา้ฝ้ายท่ียดึตรึง ท าใหเ้ซลลมี์ไม่มีความคงตวัและหลุดออกจากกนัง่าย ท าใหมี้ตวัเซลล์ มีการหลุด
ออกมาบา้งในขณะท่ีท าการเปล่ียนถ่ายอาหาร และยงัส่งผลใหป้ริมาณของน ้าหนกัแหง้ของภาวะน้ีมีค่า
มากกวา่ค่าท่ีเป็นจริงเพราะมีน ้าหนกัของโมเลกุลแป้งปะปนไปดว้ย คือ 33.77 กรัม 
 
จลนพลศาสตร์ของการหมักกรดแอล- แลกติกจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ โดย R. oryzae ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดสถิต 

จากการเปรียบเทียบจลนพลศาสตร์ของการหมกักรดแลกติกโดย  R. oryzae ท่ีอตัราการกวน 700 
รอบต่อนาที การใหอ้ากาศเท่ากบั 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที  โดยการใชส้ับสเตรท
ต่างกนัเป็นแหล่งคาร์บอน ไดแ้ก่ กลูโคส  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอ นไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ี
ไม่ผา่นการปรับสภาพ  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพ
ดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ี
ผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์  สารละลายท่ีได้
จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และสารละลายแป้ง  (รูปท่ี 13) พบวา่สามารถผลิตกรดแลกติกเท่ากบั  
53.61 26.57 25.41 7.63 6.75 และ 33.77 กรัมต่อลิตร  คิดเป็นค่า  YP/S เท่ากบั 75.55%, 41.57% 44.48% 
12.56% 12.84% และ 53.10% ตามล าดบั  อตัราการผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 1.68 0.66 0.64 0.16 0.14 และ 
0.70 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั  โดยสามารถผลิตเอทานอลคิดเป็นค่า YP/S เท่ากบั 5.65%, 18.68%, 
16.38%, 21.32%, 23.84% และ 17.11% ตามล าดบั อตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 0.13 0.49 0.38 0.27 0.26 
และ 0.23 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั  แสดงดงัตารางท่ี 4.2 จากผลทดลองดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่การ
เลือกใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั ส่งผลต่อความสามารถในการผลิต กรดแลกติกท่ีแตกต่างกนัดว้ย 
เพราะวา่องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในแต่ละภาวะนั้นไม่เหมือนกนั และ R. 
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oryzae เป็นราท่ีมีอะไมโลไลติกแอคทิวต้ีิ กล่าวคือมีอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสท่ีสามารถยอ่ยแป้งใหเ้ป็น
น ้าตาลกลูโคสได ้ (Wee et al., 2006) ความสามารถในการท่ีรานั้นจะน าเอาไปใชใ้นแต่ละภาวะจึงมี
ประสิทธิภาพท่ีแตกต่างกนัดว้ย 

จากการทดลองพบวา่การเลือกใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 13(ก)) จะสามารถผลิตกรด
แลกติกไดม้ากท่ีสุดคือ 53.61 กรัมต่อลิตรคิดเป็นค่า  YP/S เท่ากบั  75.55% และอตัราการผลิตกรดแลกติก
เท่ากบั 1.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  รองลงมาคือการแป้ง (รูปท่ี 13(ฉ))สามารถผลิตกรดแลกติกได ้ 33.77 
กรัมต่อลิตรคิดเป็นค่า YP/S เท่ากบั 53.10% และอตัราการผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 0.70 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
จะเห็นไดว้า่เม่ือใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนโดยตรง R. oryzae จะสามารถน าไปใชใ้นวถีิเมแทบอลิซึมโดย
เปล่ียนกลูโคสเป็นไพรูเวทดว้ยวถีิ Emden-Meyerhof pathway (EMP) ไดท้นัที (Thongchul, 2005) ส่งผลให้
อตัราการผลิตกรดแลกติกสูงกวา่การเลือกใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน  ซ่ึงพบวา่เม่ือใชส้ารละลายแป้งเป็น
แหล่งคาร์บอนนั้นจะมีความสามารถใ นการผลิตกรดแลกติกนอ้ยกวา่การใชก้ลูโคส ทั้งน้ีเน่ืองจากใน
ขั้นตอนของการน าแป้งไปใชใ้นวถีิแมทอบอรึซึมไดน้ั้น จะตอ้งมีการกระบวนการตดัโมเลกุลของแป้งใหมี้
ขนาดเล็กจนไดเ้ป็นน ้าตาลโมเลกุลเด่ียวหรือโมโนแซคคาไรด ์ (monosaccharide) ก่อน ราจึงสามารถน าเขา้สู่
วถีิแมทอบอลิซึมไดแ้ละสามารถผลิตเป็นกรดแลกติกออกมาได ้ซ่ึงสังเกตไดจ้ากกราฟรูปท่ี 13(ฉ) พบวา่ค่า
พีเอชในช่วงแรกของระยะการเจริญเติบโต (growth phase) มีค่าเพิ่มสูงข้ึน แสดงวา่โมเลกุลของแป้งมีการตดั
ใหส้ั้นลงเกิดเป็นโมโนแซคคาไรดม์ากข้ึน ส่งผลใหมี้ความเป็นเบสเพิ่มข้ึนตาม เน่ือ งจากมีหมู่ reducing 
sugar ปรากฏออกมาเพิ่มข้ึน ค่าพีเอช จึงเพิ่ม (Williams and Flowers, 1978) อาจจะส่งผลต่อการเจริญเติบโต
และการสร้างกรดแลกติกของราได ้เน่ืองจากค่าพีเอช ท่ีเหมาะสมต่อการการเจริญเติบโตและการสร้าง
ผลิตภณัฑข์อง R. oryzae คือ 6 (Chotisubha-anandha et al., 2011) 

จากการทดลองพบวา่สับสเตรทท่ีสามารถน ามาใชใ้นการหมกักรดแลกติกไดดี้ถดัมาจากกลูโคส
และสารละลายแป้ง  คือ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับ
สภาพและผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัเป็นแหล่งคาร์บอน  ซ่ึงสับสเตรททั้ง
สองชนิดน้ีใหป้ริมาณกรดแลกติกใกลเ้คียงกนัดงัแสดงผลดงัตารางท่ี 4 คือ 26.57 และ 25.41 กรัมต่อลิตรคิด
เป็นค่า YP/S เท่ากบั 41.57% และ 44.48 อตัราการผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 0.66 และ 0.64 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ตามล าดบั พบวา่ สามารถผลิตกรดแลกติกไดป้ระมาณ 0.5 เท่าของการใชก้ลูโคส โดย R. oryzae น า
สับสเตรททั้งสองชนิดน้ีไปใชใ้นการเพิ่มจ านวนเซลลใ์นปริมาณค่อนขา้งสูง สังเกตไดจ้ากรูปท่ี 10(ข) และ 
10(ค) ซ่ึงคาดวา่น่าจะมาจากการท่ีสารละลายมีโปรตีนสูงจึงท าใหส่้งเสริมการเจริญของเซลล ์ท าใหอ้ตัราการ
ถ่ายเทอาหารและอากาศภายในเซลลต์รึงมีประสิทธิภาพลดลง และเน่ืองจ ากสับสเตรทดงักล่าวไม่ไดอ้ยูใ่น
รูปของกลูโคสบริสุทธ์ิ โดยมีองคป์ระกอบของสารอ่ืนปะปนอยูด่ว้ยซ่ึงอาจจะไปส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของ R. oryzae ท าให้ R. oryzae สามารถใชน้ ้าตาลหมดไปอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงพบวา่น ้าตาลของทั้งสองภาวะน้ี
หมดตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 72 และ 80 ตามล าดบั ดงัแสดงในกราฟรูปท่ี 13(ข) และ 13(ค) ตามล าดบั อีกทั้งการยอ่ย
ของกากมนัส าปะหลงัดว้ยเอนไซมน้ี์อาจจะยงัไม่เกิดปฏิกิยาท่ีสมบูรณ์ เน่ืองจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมน้ี์เป็น

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williams%20ST%22%5BAuthor%5D
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การยอ่ยท่ี ภาวะไม่รุนแรงส่งผลใหโ้มเลกุลของแป้งยงัอยูใ่นรูปของโอลิโกแชคคาไรค์  (oligosaccharide) 
ดงันั้ น R. oryzae จึงตอ้งสร้างเอนไซมจ์ าพวกอะไมโลไลติกออกมายอ่ยใหไ้ดก้ลายเป็นกลูโคสบริสุทธ์ิ
เพื่อท่ีจะน าเขา้สู่วถีิเมแทบอลิซึมต่อไป ท าใหเ้ซลลมี์สามารถผลิตกรดแลกติกไดใ้นระดบัหน่ึง เม่ือมา
พิจารณาตามค่าสัมประสิทธ์ิของการถ่ายเทออกซิเจนเท่ากบั 0.033 และ 0.049 ต่อวนิาทีตามล าดบั เม่ือท าการ
หมกัเป็นระยะเวลา 96 ชัว่โมง แสดงในตารางท่ี 4 พบวา่ประสิทธิภาพของการถ่ายเทออกซิเจนของกากมนั
ส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพนั้นมีค่อนขา้งต ่ากวา่กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใช้
ความร้อนสูงภายใตค้วามดนั และน ้าหนกัเซลลแ์หง้เ ท่ากบั 57.26 และ 58.09 กรัมตามล าดบั ซ่ึงในปริมาณ
ของเซลลท่ี์ใกลเ้คียงกนั แต่ค่าสัมประสิทธ์ิของการถ่ายเทออกซิเจนแตกต่างกนั ดงันั้นจึงเห็นไดว้า่การปรับ
สภาพกากมนันั้น ส่งผลใหค้่าสัมประสิทธ์ิของการถ่ายเทออกซิเจนภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีค่าท่ีสูงข้ึน ท า
ใหป้ระสิทธิภาพของการถ่ายเทอาหารและอากาศมีมากข้ึน ส่งผลดีต่อการเจริญของเซลลแ์ละการผลิตกรด
แลกติกใหไ้ดใ้นปริมาณสูงในการหมกัระยะยาว (Thongchul and Yang, 2006) และจากผลการทดลองใน
ตารางท่ี 4 พบวา่ ภาวะท่ีใชส้ับสเตรทท่ีเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงั ท่ี
ไม่ผา่นการปรับสภาพและผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ี
ใกลเ้คียงกนักบัภาวะท่ีสับสเตรทใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอน คือ 55.62 กรัม ในขณะท่ี ภาวะท่ีใชส้ับสเตรท
เป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นกา รปรับสภาพดว้ยการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์และ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยกรดเป็นแหล่งคาร์บอน ไดน้ ้าหนกัเซลล์ แหง้ท่ีมากกวา่ คือ 64.42 และ 76.81 กรัม ตามล าดบั แสดงให้
เห็นวา่ สารละละลาย ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมั นส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพและผา่น
การปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั น่าจะมีคุณสมบติัของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใกลเ้คียงกบั
สารละลายแป้ง 

จากการทดลองพบวา่สับสเตรทท่ี  R. oryzae น าไปใชเ้พื่อผลิตกรดแลกติกไดใ้นปริมาณท่ีต ่า คือ 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ และ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด 
โดยกรดแลกติกท่ีไดมี้ปริมาณต ่ากวา่การหมกัดว้ย สับสเตรทชนิดอ่ืนแสดงผลดงัตารางท่ี 4 คือสามารถผลิต
กรดแลกติกไดเ้พียง 7.63 และ 6.75 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 0.16 และ 0.14 กรัมต่อลิตร
ต่อชัว่โมง  ตามล าดบั  ทั้งน้ีเน่ืองจากก่อนน าสับสเตรทสองชนิดน้ีมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนจ าเป็นตอ้งมีการ
ปรับค่าพีเอชใหเ้หมาะสมดว้ยกรดและเบสก่อนท่ีจะน าไปเขา้สู่การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ดงันั้น จึงส่งผลใหค้วาม
เขม้ขน้ของเกลือในสับสเตรทดงักล่าวมีปริมาณสูง อีกทั้งในการปรับสภาพ ภาวะท่ีใชรุ้นแรงก วา่ภาวะอ่ืนๆ 
อาจท าใหเ้กิดผลิตภณัฑร่์วมอ่ืนๆ ข้ึนดว้ย  ซ่ึงในกรณีของการยอ่ยดว้ยกรดนั้นอาจก่อใหเ้กิดผลิตภณัฑร่์วมท่ี
ไม่ตอ้งการ เช่น เฟอร์ฟูรอล และสารประกอบฟีโนลิก เป็นตน้ ซ่ึงสารดงักล่าวเป็นอนัตรายต่อเซลล ์ R. 
oryzae และเป็นตวัยบัย ั้งกระบวนการหมกัได ้ (Woiciechowski et al., 1999) เพื่อเป็นการลดตน้ทุนการผลิต 
ในการทดลองน้ีไม่ไดมี้การทดลองเพื่อก าจดัเกลือท่ีเกิดจากการปรับค่าพีเอชออกจากสารละลายท่ีไดจ้ากการ
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ยอ่ยก่อนท่ีจะน าไปใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกั ส่งผลใหก้รดแลกติกท่ีไดจ้ากการใช้
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์มาเป็นแหล่งคาร์บอนนั้นมีปริมาณท่ีต ่า  เกิดผลิตภณัฑพ์ลอย
ได ้(กรดฟูมาริก) ในระหวา่งการหมกัของแหล่งคาร์บอนทั้งสองชนิดดว้ยเช่นกนั การใชส้ารละลายท่ีไดจ้าก
การยอ่ย ดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั
พร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์มาเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 13(ง)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึนในช่วงชัว่โมงท่ี 40 
ของระยะการเจริญเติบโต  และชัว่โมงท่ี 24 ของระยะการสร้างผลิตภณัฑ ์ซ่ึงสามารถผลิตก รดฟูมาริกสูงสุด 
6.20 กรัมต่อลิตร ส่วนสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรดมาเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น (รูปท่ี 
13(จ)) กรดฟูมาริกเกิดข้ึนในช่วงชัว่โมงท่ี 24 ของระยะการสร้างผลิตภณัฑ ์ซ่ึงสามารถผลิตกรดฟูมาริก
สูงสุด 5.51 กรัมต่อลิตร แต่สองภาวะน้ีจะเห็นไดว้า่  R. oryzae มีการเจริญเติบโตท่ีชา้กวา่ภาวะอ่ืนๆ ซ่ึงเซลล์
จะเร่ิมโตภายหลงัชัว่โมงท่ี 24 ของระยะการเจริญเติบโตเป็นตน้ไป  สังเกตไดจ้ากค่าพีเอชท่ีเร่ิมลดลง 
เน่ืองมาจากเซลลเ์ร่ิมมีการเจริญเติบโตและมีการผลิตกรดแลกติกออกมาจึงท าใหค้่าพีเอชลดลง ในขณะท่ี
ภาวะอ่ืนนั้นเซ ลลจ์ะเร่ิมโตตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 16 ของระยะการเจริญเติบโตเป็นตน้ไป นอกจากน้ี ยงัพบวา่ทั้ง
สองภาวะน้ีมีการผลิตเอทานอลเป็นปริมาณสูงกวา่การผลิตกรดแลกติก ซ่ึงสามารถผลิตเอทานอลเท่ากบั 
12.95 และ 12.53 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  จากผลการทดลองน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่ ถึงแมว้า่จะร าสามารถใช้
สับสเตรทจ าพวกสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ย
การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์กบั สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยกรดมาเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดแลกติกได ้แต่ก็จ  าเป็นตอ้งมี ก าจดัส่ิงเจือปน  
(detoxification) จ าพวกสารยบัย ั้งในกระบวนการหมกัเช่น กรดอะซิติก เฟอร์ฟูรอล ไฮดรอกซีเมทิล เฟอฟิว
รอล(HMF) และเกลือ เป็นตน้ (Zhao et al., 2009) เพื่อท่ีจะใหเ้ช้ือมีประสิทธิภาพในการเจริญเติบโตและการ
สร้างผลิตภณัฑไ์ดม้ากข้ึน 

จากการทดลองพบวา่ การหมกัท่ีใชส้ับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์อง
กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัจะสามารถผลิตกรดแลกติก
ไดดี้กวา่การหมกัท่ีใชส้ับสเตรทเป็นสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ี ผา่น
การปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ ทั้งน้ีเน่ืองมาจากการ
ท่ีสับสเตรทท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงอยา่งเดียว ไม่มีการใชส้ารเคมีซ่ึงในท่ีน้ีคือ
โซเดียมไฮดรอกไซดใ์นระหวา่งขั้นตอนการปรับสภาพเขา้มาเก่ียวขอ้ง ส่งผล ใหไ้ม่จ  าเป็นตอ้งมีการปรับค่า
พีเอช ดว้ยกรดและเบสเพื่อใหไ้ดพ้ีเอชท่ีตอ้งการ ก่อนท่ีจะน าไปเขา้สู่การยอ่ยดว้ยเอนไซมต่์อไป จึงไม่
ก่อใหเ้กิดปริมาณของเกลือในสารละลายได ้ดงันั้นภาวะท่ีสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยของกากมนัส าปะหลงั
ท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง ภายใตค้วามดนัเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น จึงมีความสามารถใน
การผลิตกรดแลกติกไดม้ากกวา่ ส่งผลใหมี้ค่า yield และอตัราการผลิตกรดแลกติกท่ีสูงกวา่เช่นกนั ดงันั้น
การน ากากมนัส าปะหลงัมาประยกุตใ์นกระบวนการผลิตกรดแลกติกนั้น พบวา่การท่ีน ากากมนัมาปรับ
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สภาพดว้ยเทคนิคการใชค้วามร้ อนสูงภายใตค้วามดนัเพียงอยา่งเดียวจะสามารถผลิตกรดแลกติกไดใ้น
ปริมาณระดบัหน่ึง (25.41 กรัมต่อลิตร) ไม่มีความจ าเป็นตอ้งใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขา้ช่วย 

ผลการทดลองจากงานวจิยัน้ี เม่ือเปรียบเทียบกบังานวจิยัของ Thongchul et al. (2010) ซ่ึง
ท าการศึกษาผลิตกรดแลกติก จากก ลูโคส สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรดและ
เอนไซมเ์ป็นแหล่งคาร์บอน (ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 70 กรัมต่อลิตร ) โดยการตรึงเซลล ์ R.oryzae NRRL 395 
บนเส้นใยผา้ฝ้าย ท าการหมกัในขวดเขยา่ พบวา่สามารถผลิตกรดแลกติกเท่ากบั  23.76 4.47 และ 15.43 กรัม
ต่อลิตร คิดเป็นค่า  YP/S เท่ากบั 33% 6% และ 2.3% ตามล าดบั  อตัราการผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 0.46 0.13 
และ 0.23 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั และสามารถผลิตเอทานอลสามารถผลิตกรดแลกติกเท่ากบั 14.67 
16.37 และ 24.25 กรัมต่อลิตร คิดเป็นค่า YP/S  เท่ากบั 21% 28% และ 31% ตามล าดับ อตัราการผลิตเอทานอล
เท่ากบั 0.29 0.60 และ 0.30 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงตามล าดบั  จากผลการทดลองเห็นไดว้า่การใชก้ลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน จะสามารถผลิตกรดแลกติกไดสู้งท่ีสุด เน่ืองจากกากมนัส าหลงัประกอบดว้ยโปรตีน
ประมาณ 5.3 % ท าใหส้ารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลั งมีปริมาณของโปรตีนสูงเช่นกนั ซ่ึงเป็น
การเพิ่มปริมาณของแหล่งไนโตรเจนอีกทางหน่ึง ส่งผลใหช่้วยสนบัสนุนการเจริญเติบโตของเซลลใ์น
ระหวา่งกระบวนการหมกัมากข้ึนแทนท่ีจะไปสร้างเป็นกรดแลกติก และการทดลองน้ีเป็นการหมกัในระดบั
ขวดเขยา่ ท าใหป้ระสิทธิภาพของการถ่ายเทออกซิเจน ภายในขวดเขยา่ไม่เพียงพอและมีการ เน่ืองจาก  R. 
oryzae เป็นราท่ีตอ้งการออกซิเจนในการเจริญเติบโตและการสร้างผลิตภณัฑ ์ดงันั้นออกซิเจนจึงเป็นปัจจยั
ส าคญัวถีิเมแทบอลิซึมของเซลล ์ถา้หากมีออกซิเจนไม่เพียงพอสาเหตุจากการกวนท่ีไม่ทัว่ถึง จะเปล่ียนวถีิ
ไปสร้างเป็นผลิตภณัฑอ่ื์น เช่น เอทานอล เป็นตน้ (Zhang et al., 2007) ดงันั้น เราสามารถแกปั้ญหาเหล่าน้ีได้
โดยการท าการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพซ่ึงจะสามารถควบคุมอตัราการป่ันกวนและใหอ้ากาศอยา่งทัว่ถึง 
ส่งผลใหก้ารถ่ายเทออกซิเจนและการผสมเป็นเน้ือเดียวกนัของอาหารมีประสิทธิภาพยิง่ข้ึน  สอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Tay and Yang (2002) ไดศึ้กษาการผลิตกรดแลกติก  โดย R. oryzae NRRL 395 ในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ  rotating fibrous-bed แบบ fed-batch โดยใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 70 
กรัมต่อลิตร พบวา่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสู้งคิดเป็น  YP/S  เท่ากบั 90% เน่ืองจากมีการตรึงเซลลบ์นเส้น
ใยผา้ฝ้าย และมีการใหอ้อกซิเจนท่ีทัว่ถึง และงานวจิยัน้ีพบวา่เม่ือท าการหมกัโดยใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพ โดย
ใชแ้หล่งคาร์บอนความเขม้ขน้ 70 กรัมต่อลิตรเช่นกนั พบวา่สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตกรด
แลกติก อีกทั้งช่วยลดปริมาณของการผลิตเอทานอลไดอี้กดว้ย แต่อยา่งไรก็ตาม สับสเตรทท่ีมาใชเ้ป็นแหล่ง
คาร์บอนก็เป็นอีกปัจจยัส าคญั ถา้หากมีองคป์ระกอบท่ีเป็นอุปสรรคต่อการผลิตกรดแลกติก ก็จะส่งผลให้
ประสิทธิภาพของการผลิตกรดแลกติกลดลงอีกดว้ย โดยจะเกิดเป็นผลิตภณัฑร่์วมคือ เอทานอล และกรดฟู
มาริกแทน (John et al., 2007; Wee et al., 2006; Zhang et al., 2007)  

 

ลกัษณะการจัดเรียงตัวของเส้นใยของ R. oryzae บนวสัดุตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
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เม่ือจบกระบวนการหมกั ท าการเก็บตวัอยา่งเซลลต์รึงบนวสัดุตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบด
สถิต ตดัใหไ้ดข้นาด 2.5 × 2.5 เซนติเมตร น าไปตรวจสอบลกัษณะโดยเคร่ือง Scanning Electron 
Microscope (SEM) พบวา่ ลกัษณะเส้นใยราของ R. oryzae ท่ีเจริญบนเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูท่ีบริเวณ
ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 350 เท่า (รูปท่ี 14) โดยใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั
ไดแ้ก่ กลูโคส สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนั สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการ
ใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยกรด และสารละลายแป้ง พบวา่การใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปท่ี 14(ก)) เซลลมี์
ลกัษณะเรียวยาวและลกัษณะการเกิดก่ิงเล็กๆ (Fragmentation) ภายในหน่ึงสาย ซ่ึงไม่แตกต่างกบัแหล่ง
คาร์บอนชนิดอ่ืนๆ โดยสามารถผลิตกรดแลกติกได ้ 53.61 กรัมต่อลิตร แสดงวา่การใชก้ลูโคสบริสุทธ์ิเป็น
แหล่งคาร์บอน เซลลจ์ะมีการเจริญเติบโตในลกัษณะท่ีสมบูรณ์ท่ีสุดและสามารถผลิตกรดแลกติกไดม้าก
ท่ีสุด แต่อยา่งไรก็ดีค่ าสัมประสิทธ์ิของการถ่ายเทออกซิเจนก็ควรจะสูงตามไปดว้ยเพื่อแสดงถึงการถ่ายเท
อาหารและอากาศท่ีเพียงพอ 

แต่เม่ือพิจารณาลกัษณะเส้นใยราของ R. oryzae ท่ีเจริญบนเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูท่ีบริเวณ
ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 750 เท่า พบวา่การใชส้ารละลาย ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัเป็นแหล่ง
คาร์บอน (รูปท่ี 15(ข)) เซลลมี์ลกัษณะอว้น ยาวแต่บริเวณดา้นปลายจะขาด เน่ืองจากเซลลมี์การเจริญเติบโต
ท่ีค่อนขา้งหนาแน่น โดยดูจากรูปท่ี 10(ค) พบวา่เซลลน์ั้น มีปริมาณมาก ท าใหร้ะยะห่างระหวา่งเซลลแ์ละ
ใบพดัมีนอ้ย ส่งผลเซลลเ์กิดการฉีกขาดจากแรงเฉือนจากใบพดัแต่อยา่งไรก็ดีท่ีสภาวะน้ีเซลลก์็ยงัสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดถึ้ง 25.41 กรัมต่อลิตร 

เม่ือพิจารณาการใชส้ารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ของกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรั บ
สภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
กากมนัส าปะหลงัดว้ยกรดเป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ลกัษณะเส้นใยราของ R. oryzae ท่ีเจริญบนเส้นใยผา้ฝ้าย
ชนิดผา้ขนหนูท่ีบริเวณภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 750 เท่า (รูปท่ี 15(ง) และ 15(จ)) 
เซลลมี์ลกัษณะท่ีลีบแบนและมีผลึกมาเกาะอยูต่วัเซลล ์และเม่ือท าการเพิ่มก าลงัขยายเป็นท่ี 3500 เท่า (รูปท่ี 
16) พบวา่ผลึกท่ีมาเกาะอยูบ่นตวัเซลลมี์ลกัษณะเป็นรูปแฉกคลา้ยลกัษณะของผลึกของเกลือ (Fontana et al., 
2011) และเม่ือท าการวเิคราะห์ หาธาตุองคป์ระกอบของผลึกดว้ยเคร่ือง Energy Dispersive X-ray 
spectrometer (EDX) พบวา่ประกอบไปดว้ยธาตุคาร์บอนประมาณ 52% ออกซิเจนประมาณ 42% และ
โซเดียมประมาณ 6% ซ่ึงผลึกท่ีเกิดข้ึนน้ีส่งผลใหค้วามสามารถในการผลิตกรดแลกติกของสับสเตรททั้งสอง
ชนิดน้ีมีประสิทธิภาพลดลง  เห็นไดว้า่ ในภาวะน้ีเซลลผ์ลิตกรดแลกติกไดเ้พียง 7.63 และ 6.75 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั 
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เม่ือพิจารณาลกัษณะการยดึเกาะของ R. oryzae บนเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูท่ีบริเวณดา้นนอก
ของเบดสถิต แสดงดงัรูปท่ี 17 เม่ือเปรียบเทียบกบัลกัษณะของเส้นใยผา้ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูท่ีไม่มีเซลล ์ (รูปท่ี 
17(ก)) กบัเซลลท่ี์ตรึงอยูบ่นเส้นใย (รูปท่ี 17(ข) ถึง รูปท่ี  17(จ)) พบวา่เซลลมี์การยดึเกาะท่ีมัน่คง มีการพนั
เก่ียวกนัระหวา่งเส้นใยของเซลลแ์ละเส้นใยผา้ฝ้าย ท าใหย้ากต่อการหลุดออกมาในร ะหวา่งกระบวนการ
หมกั อนัเน่ืองจากแรงป่ันกวน การตรึงเซลลส์ามารถช่วยเพิ่มความหนาแน่นของเซลลใ์นการหมกัระยะยาว 
และใชพ้ลงังงานในการป่ันกวนและการใหอ้าหารนอ้ยลงเน่ืองจากอาหารท่ีใชใ้นการหมกัมีความหนืดต ่า 
เพราะเซลลไ์ดถู้กตรึงไวแ้ลว้ ดว้ยเหตุน้ีเองยงัส่งผลใหก้ารเก็บเ ก่ียวผลิตภณัฑภ์ายหลงัเสร็จส้ินกระบวนการ
หมกัแลว้เป็นไปไดง่้ายข้ึน (Thongchul, 2005; Chotisubha-anandha et al., 2011) 

เม่ือพิจารณาการใชส้ารละลายแป้งเป็นแหล่งคาร์บอน จากรูปท่ี 17(ฉ) พบวา่การยดึเกาะของ R. 
oryzae บนเส้นใยผา้ฝ้าย ไม่แน่นหนาเหมือนกบัการใชส้ับสเตร ทชนิดอ่ืน เน่ืองจากมีโมเลกุลของแป้งมา
เกาะร่วมอยูด่ว้ย เห็นไดจ้ากมีเมด็แป้งลกัษณะกลมๆ (Chen et al., 2011) แทรกกระจดักระจายอยูร่ะหวา่งตวั
เซลลแ์ละเส้นใย ท าใหเ้ซลลน์ั้นสามารถหลุดออกจากเส้นใยผา้ฝ้ายไดง่้าย ส่งผลต่อการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑ์
ภายหลงัเสร็จส้ินกระบวนการหมกั และยงัส่งผลใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้ของการใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอนนั้น
มีปริมาณสูงดว้ย เน่ืองจากมีน ้าหนกัของโมเลกุลแป้งเกาะอยูท่ี่ตวัเซลลแ์ละบริเวณเส้นใยท่ียดึตรึง แต่อยา่งไร
ภาวะน้ีเซลลก์็ยงัสามารถผลิตกรดแลกติกไดถึ้ง 33.77 กรัมต่อลิตร 
 
ปัจจัยทางวศิวกรรมทีเ่หมาะสมต่อการหมักกรดแอล-แลกติก 

ลกัษณะ และโครงสร้างของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีใชใ้นการทดลองขนาด 5 ลิตร และขนาด 90 ลิตร 
ดงัน้ี 
 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร   ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร 
เส้นผา่นศูนยก์ลางถงั 160  mm เส้นผา่นศูนยก์ลางถงั 400  mm 
เส้นผา่นศูนยก์ลางใบพดั 64  mm เส้นผา่นศูนยก์ลางใบพดั 160  mm 
ความเร็วรอบการกวน 20-1200  rpm ความเร็วรอบการกวน 120-1200 rpm 
อตัราการใหอ้ากาศ 0-13  L/min อตัราการใหอ้ากาศ >12              m3/h 
มอเตอร์   0.77  kW มอเตอร์   2.2  kW 

 
การค านวณเพื่อขยายสเกล ท าโดยใชเ้กณฑค์งท่ี 4 เกณฑ ์ดงัต่อไปน้ี 
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เกณฑ์ที ่1 ก าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร (P/V) คงที่ 
 
โดยส าหรับการป่ันกวนท่ีรุนแรง (turbulent region) ค่า P/V สามารถอธิบายได ้ดงัน้ี 
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จากการค านวณ ไดปั้จจยัทางวศิวกรรมในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร ดงัต่อไปน้ี

 

Property Small scale, 5 L Large scale, 90 L 
P 1 (P = 11.52 W) 15.625 (P = 180.37 W) 
Pa 1 (Pa = 10.60 W) 14.24 (Pa = 158.73 W) 
P/V 1 1 
Ni 1 (Ni = 700 rpm = 11.67 s-1) 0.54 (Ni = 380 rpm = 6.34 s-1) 
Di 1 (Di = 64 mm) 2.5 (Di = 160 mm) 
Fl 1 8.49 
Fl/V 1 0.54 
NiDi 1 (NiDi = 0.75 m/s) 1.35 (NiDi = 1.01 m/s) 
Rei 1 (Rei = 47,704.91) 3.40 (Rei = 161,980.04) 
  

จากผลการค านวณ จะพบวา่หากออกแบบขยายสเกลโดยใชก้ าลงัมอเตอร์ต่อปริมาตร เป็นเกณฑ์
คงท่ี ในการหมกักรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร จะตอ้งใชอ้ตัราการกวน 380 รอบต่อนาที 
และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที เพื่อใหไ้ดจ้ลนพลศาสตร์ของ
กระบวนการเทียบเคียงไดก้บัค่าท่ีไดใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
 

เกณฑ์ที ่2 อตัราการไหลวนของน า้หมัก (Fl/V) คงที ่  
 
โดยส าหรับการป่ันกวนท่ีรุนแรง (turbulent region) ค่า Fl/V สามารถอธิบายได ้ดงัน้ี 
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เม่ืออตัราการไหลวนของน ้าหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพทั้งสองขนาดมีค่าเท่ากนั จะพบวา่ ถงัทั้งสองจะป่ัน
กวนท่ีความเร็วรอบเดียวกนั คือ 700 รอบต่อนาที อยา่งไรก็ตาม การป่ันกวนน ้าหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
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ขนาด 90 ลิตรท่ีความเร็วรอบสูงขนาดน้ี จะก่อใหเ้กิดปัญหาการปนเป้ือนได ้ เน่ืองจาก การป่ันกวนท่ี
ความเร็วรอบสูงเป็นท่ีมาของการเกิดฟอง ท าใหต้อ้งมีการใชส้ารลดฟอง ซ่ึงหากใชใ้นปริมาณมากจะส่งผล
ต่อค่าการละลายของออกซิเจน และการเมแทบอลิซึมของรา อีกทั้งการป่ันกวนท่ีความเร็วสูง ยงัใชพ้ลงังาน
สูงมาก ดงันั้น เกณฑค์งท่ีน้ีจึงไม่เหมาะส าหรับน าไปใชใ้นการขยายสเกล 
 

เกณฑ์ที ่3 ความเร็วปลายใบพดักวน (ui) คงที ่  
 
ความเร็วปลายใบพดักวน แปรผนักบัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของใบพดัและความเร็วรอบในการ

กวน ดงัน้ี  
 

iii DNu 
  

จากการค านวณ ไดปั้จจยัทางวศิวกรรมในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร ดงัต่อไปน้ี 
 
Property Small scale, 5 L Large scale, 90 L 
P 1 (P = 11.52 W) 6.25 (P = 72 W) 
Pa 1 (Pa = 10.60 W) 5.98 (Pa = 63.36 W) 
P/V 1 0.4 
Ni 1 (Ni = 700 rpm = 11.67 s-1) 0.4 (Ni = 280 rpm = 4.67 s-1) 
Di 1 (Di = 64 mm) 2.5 (Di = 160 mm) 
Fl 1 6.25 
Fl/V 1 0.4 
NiDi 1 (NiDi = 0.75 m/s) 1 (NiDi = 0.75 m/s) 
Rei 1 (Rei = 47,704.91) 2.50 (Rei = 119,262.28) 

 
จากผลการค านวณ จะพบวา่หากออกแบบขยายสเกลโดยใชค้วามเร็วปลายใบพดักวนเป็นเกณฑ์

คงท่ี ในการหมกักรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร จะตอ้งใชอ้ตัราการกวน 280 รอบต่อนาที 
และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที เพื่อใหไ้ดจ้ลนพลศาสตร์ของ
กระบวนการเทียบเคียงไดก้บัค่าท่ีไดใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
 

เกณฑ์ที ่4 ค่า Reynolds’ number (Rei) คงที ่ 
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ส าหรับการป่ันกวนท่ีรุนแรง (turbulent region) ค่า Rei สามารถอธิบายได ้ดงัน้ี 
 

2Re iii DN  
 
เม่ือก าหนดใหค้่า Rei คงท่ีจากการค านวณ ไดปั้จจยัทางวศิวกรรมในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร 
ดงัต่อไปน้ี 
 
Property Small scale, 5 L Large scale, 90 L 
P 1 (P = 11.52 W) 0.4 (P = 4.61 W) 
Pa 1 (Pa = 10.60 W) 0.31 (Pa = 3.32 W) 
P/V 1 0.0256 
Ni 1 (Ni = 700 rpm = 11.67 s-1) 0.16 (Ni = 112 rpm = 1.87 s-1) 
Di 1 (Di = 64 mm) 2.5 (Di = 160 mm) 
Fl 1 2.5 
Fl/V 1 0.16 
NiDi 1 (NiDi = 0.75 m/s) 0.4 (NiDi = 0.3 m/s) 
Rei 1 (Rei = 47,704.91) 1 (Rei = 47,704.91) 

 
จากผลการค านวณ จะพบวา่หากออกแบบขยายสเกลโดยใชค้่า  Reynold’s number เป็นเกณฑค์งท่ี 

ในการหมกักรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร จะตอ้งใชอ้ตัราการกวน  112 รอบต่อนาที และ
อตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที เพื่อใหไ้ดจ้ลนพลศาสตร์ของ
กระบวนการเทียบเคียงไดก้บัค่าท่ีไดใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 
 
การเตรียมสารละลายจากการย่อยกากมันส าปะหลงัในระดับน าร่อง 
 ในการเตรียมสารละลายจากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัในระดบัน าร่องส าหรับน าไปใชใ้นกา รหมกั
กรดแอล-แลกติกต่อไปนั้น มีขั้นตอนการด าเนินงานท่ีแตกต่างไปจากการทดลองในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
ในช่วงแรกของการทดลองในระดบัน าร่อง ไดท้  าการแปรผนัเพื่อเปรียบเทียบขั้นตอนการยอ่ย โดยน ากากมนั
สดท่ีเก็บตวัอยา่งจากบริษทัสงวนวงศ ์จ ากดั โดยเร่ิมจากกากมนัความเขม้ขน้เร่ิ มตน้ 5.0 เปอร์เซ็นต ์ (น ้าหนกั
แหง้ต่อปริมาตรทั้งหมด) ภาวะท่ีใชท้ดสอบ คือ การใชค้วามร้อนพร้อมแรงดนั (autoclave) นาน 15 นาที เติม
เซลลูเลส 33.15 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ ท่ีค่าพีเอช 4.6 – 5.0 ท่ี 50 องศาเซลเซียส นาน 6 ชัว่โมง และ เติมอะ
ไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากมนัแหง้ ท่ีค่าพีเอช 5.4 – 5.8 ท่ี 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ไดผ้ลดงัแสดง
ในตารางท่ี 5 จากการทดลอง พบวา่ การยอ่ยกากมนัโดยการยอ่ยกากมนัโดยเร่ิมยอ่ยดว้ย cellulose ก่อน 
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amylase จะใหผ้ลดีกวา่การเร่ิมยอ่ยดว้ย amylase  โดยการ autoclave  ก่อนท าการยอ่ยจะใหผ้ลดีท่ี สุด 
ตามล าดบัดงัน้ี  autoclave  cellulase  amylase  จะใหผ้ลดีท่ีสุด ในล าดบัรองลงมาคือการยอ่ยดว้ย 
cellulase ก่อน หลงัจากนั้น การยอ่ยดว้ย amylase หรือ autoclave  ก่อนหรือหลงัจะใหผ้ลใกลเ้คียงกนั 
อยา่งไรก็ดี ไม่สามารถท าการทดลองดว้ยขั้นตอน autoclave  amylase  cellulase เน่ืองจากกากมนัจบั
กนัเป็นกอ้นจากความร้อนท าใหไ้ม่สามารถกวนได ้
 เม่ือไดข้ั้นตอนท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพและยอ่ยกากมนัในระดบัน าร่องแลว้ จึงท าการเพิ่ม
ปริมาณของกากมนัสดเร่ิมตน้ท่ีใช ้ดงัแสดงในตารางท่ี 6 และ 7 โดยศึกษาเปรียบเทียบ glucose recovery ท่ี
ไดจ้าก 2 วธีิ โดยพบวา่ เม่ือน ากากมนัไปเปิดโครงสร้างดว้ยอุณหภูมิและความดนัสูงก่อนน าไปยอ่ยต่อดว้ย
เอนไซมท์ั้งสองชนิด ใหส้ารละลายกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้สูงท่ีสุด และมี % recovery ของกลูโคสสูงเพียง
พอท่ีจะน ามาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกัต่อไป จากผลการทดลองปรับสภาพและยอ่ยกากมนัในระดบั
น าร่อง ท าใหไ้ดภ้าวะท่ีเหมาะสมท่ีจะน าไปใชเ้ตรียมแหล่งคาร์บอนเพื่อน าไปใชใ้นการหมกักรดแอล- แลกติ
กในระดบัน าร่องต่อไป คือ ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของกากมนัท่ี 7.5 เปอร์เซ็นต ์น ามาปรับสภาพท่ีอุณหภูมิ 110 
– 121 องศาเซลเซียส ความดนั 1.5 บรรยากาศ เป็น เวลา 15 นาที จากนั้นน าไปยอ่ยต่อดว้ยเซลลูเลสท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 6 ชัว่โมง แลว้เพิ่มอุณหภูมิเป็น 100 องศาเซลเซียส ก่อนเติมอะไมเลส ท า
การรักษาอุณหภูมินาน 15 นาที เพื่อใหอ้ะไมเลสยอ่ยสายโอลิโกแซคคาไรดท่ี์หลุดออกจากโครงสร้างของ
กากมนัใหเ้ป็นกลูโคส และในขณะเดียวกนัท าการฆ่าเช้ือสารละลายท่ีเตรียมได ้เพื่อน าไปใชใ้นการหมกักรด
แอล-แลกติกไดท้นัที 
 
ข้อสรุป 

จากผลการทดลองในขั้นตอนการแปรอตัราการป่ันกวนและอตัราการใหอ้ากาศในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบเบดสถิต เห็นไดช้ดัวา่การตรึงเซลล ์ R. oryzae บนผา้ขนหนูช่วยในการควบคุมสัณฐานของรา
เส้นใยใหอ้ยูใ่นภาวะท่ีเหมาะสมต่อภาวะการเจริญและการผลิตกรดแลกติก โดยในระบบเซลลต์รึงมีอตัรา
การถ่ายเทออกซิเจนท่ีสูงข้ึนเม่ือเทียบกบัค่าท่ีไดใ้นถงักวนท่ีควบคุมท่ีอตัราการป่ันกวนและอตัราการให้
อากาศเท่ากนั อีกทั้งยงัไดภ้าวะท่ี เหมาะสมต่อการผลิตกรดแอล- แลกติกเพื่อน าไปใชใ้นการประเมินและ
ออกแบบขยายสเกลการผลิตต่อไป (700 รอบต่อนาที 0.5 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที) 

ในขั้นตอนการเตรียมกากมนัส าปะหลงัเพื่อน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบในการหมกักรดแอล- แลกติกใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต พบวา่หากมีการปรับสภ าพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัเพื่อเป็น
การท าลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลส ตามดว้ยการยอ่ยสลายโครงสร้างเซลลูโลสดว้ยอะไมเลสจะช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการท างานของอะไมเลสท่ีเขา้ไปยอ่ยแกรนูลแป้งท่ีติดอยูใ่นกากมนัไดดี้ยิง่ข้ึน ในขณะท่ีการใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ ขา้ช่วยในการปรับสภาพกลบัส่งผลลบต่อการน าไปยอ่ยต่อดว้ยเซลลูเลส
และอะไมเลส เน่ืองจากภาวะความเป็นด่างสูงหลงัจากการปรับสภาพ ท าใหต้อ้งเติมกรดเพื่อปรับค่าพีเอชให้
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เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซมใ์นขั้นตอนต่อไป ซ่ึงเกลือท่ีเกิดข้ึนจากการปรับพีเอชอาจส่งผลต่อการ
ท างานของเอนไซม ์ท าใหไ้ม่สามารถยอ่ยโครงสร้างเซลลูโลสและแกรนูลแป้งไดดี้นกั 

เม่ือน าสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยมนัส าปะหลงัดว้ยวธีิต่างๆ กนัมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการ
หมกักรดแลกติกโดย R. oryzae เทียบกบัการใชก้ลูโคส สารละลายแป้ง พบวา่ สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมข์องกาก มนัส าปะหลงั ทั้งท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัและท่ี
ไม่ไดป้รับสภาพ ใหผ้ลผลิตกรดแลกติกใกลเ้คียงกบัการหมกัโดยกลูโคส และสารละลายแป้ง ส าหรับ
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกนัสารละลายแอลคาไลน์ และสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด 
ใหผ้ลผลิตกรดแลกติกต ่า นอกจากน้ี ยงัพบวา่ เกิดผลิตภณัฑพ์ลอยได ้ (กรดฟูมาริก ) ระหวา่งการหมกั และ
ปริมาณเซลลม์ากกวา่ในภาวะอ่ืนๆ  

จากการค านวณเพื่อการขยายสเกลการผลิตกรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร โดยใช้
เกณฑค์งท่ีหลกั 4 เกณฑ ์พบวา่ การก าหนดใหอ้ตัราการไหลวนของน ้าหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเกณฑ์
คงท่ี ไม่เหมาะสมท่ีจะน าไปใชใ้นการทดลองระดบัน าร่อง เน่ืองจาก อตัราการป่ันกวนท่ีจะใชใ้นถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 90 ลิตร มีค่าสูงมากเกินไป 

จากกา รทดลองเตรียมสารละลายกลูโคสจากการปรับสภาพและยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย
เอนไซม ์ไดภ้าวะท่ีเหมาะสมท่ีมีความแตกต่างไปจากผลการทดลองในระดบัหอ้งปฏิบติัการเล็กนอ้ย ทั้งน้ี 
เน่ืองจากในการหาภาวะดงักล่าวในระดบัน าร่อง จ าเป็นตอ้งพิจารณาปัจจยัเร่ืองการใชพ้ลงังานเป็น
ส่วนประกอบดว้ย เพื่อป้องกนัไม่ใหต้น้ทุนในการผลิตสูงมากเกินจ าเป็น 

 
ข้อเสนอแนะ 

ขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีไดจ้ากการทดลองรวมถึงขอ้มูลการค านวณขยายสเกล สามารถน าไปใชใ้นการ
ทดลองการหมกักรดแลกติกจากกากมนัส าปะหลงัในระดบัน าร่องต่อไป เพื่อคดัเลือกพารามิเตอร์ท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการขยายสเก ลการหมกักรดแลกติกในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต และเพื่อใชใ้นการ
ปรับปรุงกระบวนการหมกัใหมี้ความเหมาะสมยิง่ข้ึนหากน าไปใชจ้ริงในอุตสาหกรรม 
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ตารางที ่ 1 ปริมาณเซลลข์อง R. oryzae ในการหมกัดว้ยกลูโคส และอตัราการถ่ายเทออกซิเจนใน
กระบวนการท่ีอตัราการป่ันกวนและอตัราการใหอ้ากาศต่างๆ กนั ภายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต  
 

Aeration 
(vvm) 

Agitation 
(rpm) 

Impeller tip 
speed (m/s) 

Total cell 
biomass (g) 

KLa 
(s-1) 

0.5 100 0.02 24.23 1.2410-2 
 300 0.07 22.79 2.5710-2 

 
500 
700 

0.11 
0.15 

39.00 
32.43 

3.0310-2 
4.0110-2 

1.0 100 0.02 21.76 1.0410-2 
 300 0.07 28.53 4.9810-2 

 
500 
700 

0.11 
0.15 

24.66 
24.73 

4.9710-2 
4.0110-2 

Remarks: impeller diameter = 7 cm; tank diameter = 17 cm; tank height = 24 cm 
  



 

ตารางที ่2 ผลของการป่ันกวนและการใหอ้ากาศต่อการผลิตกรดแอล-แลกติกโดยเซลลต์รึงของ R. oryzae ใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต  
 

Aeration 
(vvm) 

Agitation 
(rpm) 

Lactic acid yield 
(g/g glc) 

Productivity 
(g lac/Lh) 

Max. lac 
conc.(g/L) 

  growth production growth production  
0.5 100 0.26 0.53 0.42 1.40 33.29 

 300 0.11 0.60 0.22 0.94 33.12 

 
500 
700 

0.26 
0.08 

0.57 
0.62 

0.38 
0.15 

0.99 35.49 
2.09 37.83 

1.0 100 0.13 0.56 0.22 1.10 34.27 
 300 0.23 0.63 0.37 1.57 36.07 

 
500 
700 

0.27 
0.20 

0.56 
0.56 

0.23 
0.25 

0.95 33.29 
0.78 33.26 

Remarks: growth refers to growth phase; production refers to production phase 
  



 

ตารางที ่ 3 ผลของการป่ันกวนและการใหอ้ากาศต่อการผลิตผลิตภณัฑพ์ลอยไดเ้อทานอลโดยเซลลต์รึงของ 
R. oryzae ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
 

Aeration 
(vvm) 

Agitation 
(rpm) 

Ethanol yield 
(g/g glc) 

Productivity 
(g eth/Lh) 

Max. eth 
conc.(g/L) 

growth production growth production 
0.5 100 0.45 0.21 0.39 0.41 10.03 

 300 0.24 0.27 0.54 0.26 14.31 

 
500 
700 

0.15 
0.31 

0.08 
0.14 

0.19 
0.63 

0.11 8.33 
0.46 12.34 

1.0 100 0.39 0.07 0.36 0.13 10.31 
 300 0.03 0.09 0.31 0.23 7.90 

 
500 
700 

0.23 
0.07 

0.09 
0.00 

0.09 
0.10 

0.21 4.50 
0.00 3.87 

Remarks: growth refers to growth phase; production refers to production phase 



 

ตารางที ่4 เปรียบเทียบการผลิตกรดแอล-แลกติกในการหมกัแบบเซลลต์รึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตท่ีภาวะต่างๆ (ปริมาตรน ้าหมกัเร่ิมตน้ 3 ลิตร) 
 

Carbon source 
YP/S lactic acid (%) 

Productivity lactic 
acid (g/(L∙h)) 

YP/S ethanol (%) 
Productivity ethanol 

(g/(L∙h)) 
Max lactic 
acid conc. 

(g/L) 

Cell dry 
weight 

(g) 

KLa 
(s-1) 

 GM PM GM PM GM PM GM PM 

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

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

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

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

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

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

Remarks:  GM  Growth medium      
PM   Production medium  
GS  Gelatinized Starch 
ECPHNP Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by non-pretreatment 
ECPHSP Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by steam pretreatment 
ECPHSNP Enzyme-treated cassava pulp hydrolysate by steam with NaOH-pretreatment 
HACPH HCl-treated cassava pulp hydrolysate



 

ตารางที ่5 เปรียบเทียบภาวะท่ีใชใ้นการปรับสภาพและยอ่ยกากมนัส าปะหลงัในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 
90 ลิตร 
 

Tested conditions 
Glucose 

conc (g/L) 

Total 
glucose conc 

after 
hydrolysis 

(g/L) 

Recovery 
ratio (g glc/g 

dry pulp) 
Ref # 

Autoclave  Cellulase   Amylase 12.6 30.2 0.61 B2 

Amylase  Autoclave  Cellulase 0.47 4.0 0.08 B3 

Cellulase  Amylase  Autoclave 0.62 27.4 0.55 B4 

Cellulase  Autoclave  Amylase 0.26 26.6 0.53 B5 
 
  



 

ตารางที ่6 เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของกากมนัส าปะหลงัท่ีใชเ้ม่ือน ามายอ่ยดว้ยเซลลูเลส ตามดว้ยการปรับ
โครงสร้างภายใตค้วามร้อน และความดนัสูง และยอ่ยต่อดว้ยอะไมเลสในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 
ลิตร 
 
Initial cassava 
pulp loading 

(% dry weight) 
Source 

Glucose conc 
(g/L) 

Total glucose 
conc after 

hydrolysis (g/L) 

Recovery ratio (g 
glc/g dry pulp) 

Ref # 

5.0% Sanguan Wongse 0.26 26.6 0.53 B5 
7.5% Sanguan Wongse 2.40 40.6 0.54 B7 

หมายเหตุ  กากมนัส าปะหลงัท่ีใช ้ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก บริษทั สงวนวงศ ์จ ากดั 
  



 

ตารางที ่7 เปรียบเทียบความเขม้ขน้ของกากมนัส าปะหลงัท่ีใชเ้ม่ือน ามาผา่นการปรับโครงสร้างภายใตค้วาม

ร้อน และความดนัสูง แลว้ยอ่ยดว้ยเซลลูเลสและอะไมเลส ตามล าดบัในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 90 ลิตร 

 
Initial cassava 
pulp loading 

(% dry weight) 
Source 

Glucose conc 
(g/L) 

Total glucose 
conc after 

hydrolysis (g/L) 

Recovery ratio  
(g glc/g dry pulp) 

Ref # 

5.0% Sanguan Wongse 12.6 30.2 0.61 B2 
 Eiam Heng 1.69 34.0 0.68 B10 

7.5% Sanguan Wongse 2.08 39.3 0.52 B6 
 Eiam Heng 2.23 50.3 0.67 B11 

10.0% Sanguan Wongse 3.47 45.4 0.45 B8 
 Eiam Heng 3.74 58.5 0.59 B9 

 
  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่1 ลกัษณะสัณฐานของ R. oryzae ท่ีตรึงบนผา้ขนหนูในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
  



 

 
 

 
 
 

รูปที ่ 2 จลนพลศาสตร์ของการหมกักรดแอล-แลกติกจากกลูโคสโดยเซลลต์รึงของ R. oryzae บนผา้ขนหนู
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิตท่ีควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 ความเร็วการป่ันกวน 700 
รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรต่อปริมาตรต่อนาที  
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รูปที ่3 yieldของกลูโคส  (กรัมต่อกรัมกากมนัแหง้ ) ในสารละลายท่ีแยกออกมาภายหลงัการปรับสภาพดว้ย 
(ก) การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (steam pretreatment) และ (ข) การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั
พร้อมกบัการใชส้ารละลายแอคคาไลน์ (steam with combination of alkaline treatment) 
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5 %, 0.1 N NaOH 5 %, 0.5 N NaOH 5 %, 1.0 N NaOH
6.7 %, 0.1 N NaOH 6.7 % 0.5 N NaOH 6.7 %, 1.0 N NaOH(ข) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่4 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 5% 
จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ข) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัม
กากแหง้ 30 นาที (ค) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที  
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(ค)        (ง) 

       ๖๗ 

(ก)        (ข) 

       ๖๗ 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 
6.7% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้  15 นาที; (ข) อะไมเลส 16.8 ยนิูต
ต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที; (ค) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที; (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที 
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เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 yield ของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั ความเขม้ขน้ของกากมนั 
20% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส และอะไมเลส (ก) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้  15 นาที (ข) อะไมเลส 16.8 ยนิูต
ต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที (ค) อะไมเลส 16.8 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 15 นาที (ง) อะไมเลส 33.6 ยนิูตต่อกรัมกากแหง้ 30 นาที 
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       ๖๗ 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่7 yieldของกลูโคสภายหลงัการยอ่ยกากมนัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยวธีิการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วาม
ดนัพร้อมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(0.5 N) ความเขม้ขน้ของกากมนั 6.7% จากนั้นน ามาท าการยอ่ยต่อ
ดว้ยเซลลูเลสท่ี 50 องศาเซลเซียส แลว้ตามดว้ยอะไมเลสท่ี 100 องศาเซลเซียส  
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เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 1 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 5.61 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

เซลลูเลส 33.15 ยนิูต/กรัมกากแห้ง ยอ่ย 6 ชัว่โมง 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่8 ลกัษณะสัณฐานของ  R. oryzae ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกั
ต่อนาที ในระยะการเจริญเติบโตท่ีเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) 
กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ย
การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง  
 
  

ก ข ค 

ง จ ฉ 



 

  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 ลกัษณะสัณฐานของ  R. oryzae ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกั
ต่อนาที ในระยะการสร้างผลิตภณัฑท่ี์เวลาการหมกั 96 ชัว่โมง ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) 
กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ย
การใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั
ส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง  
  

ก ข ค 

ง จ ฉ 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10 ลกัษณะการยดึเกาะของเซลลบ์นเบดสถิตดา้นนอก (ลูกศรสีด า) และดา้นใน (ลูกศรสีแดง) ของถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่  (ก) กลูโคส (ข) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีได้
จากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั 
(ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อน
สูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย
กรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง  

 
  

ก ข ค 
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รูปที่ 11 ความหนาของเซลลข์อง  R. oryzae (เส้นสีแดง ) ท่ีถูกตรึงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศ
ต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าป ะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ  (ค)  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ี
ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วาม
ดนัพร้อมกบัสา รละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) 
สารละลายแป้ง  
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รูปที่ 12 ลกัษณะเซลล์  R. oryzae ท่ีตรึงอยูด่า้นในของเบดสถิตในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเบดสถิต อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
น ้าหมกัต่อนาที ของการใชแ้หล่งคาร์บอน 6 ชนิด ไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย
เอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ  (ค)  สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไ ซมข์อง
กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อม
กบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด  และ (ฉ) สารละลาย
แป้ง 

ก ข ค 

ง จ ฉ 



 

กลูโคส น ้าตาลทั้งหมด กรดแล็กทิก เอทานอล กรดฟูมาริก pH

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่13 จลนพลศาสตร์ของกระบวนการหมกักรดแลกติกโดย  R. oryzae อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ค่าพีเอช 6.0 อตัราการกวน 700 รอบต่อนาที การใหอ้ากาศ 0.5 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรน ้าหมกัต่อนาที ของแหล่งคาร์บอน 6 ชนิดไดแ้ก่ (ก) กลูโคส (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการ
ปรับสภาพดว้ยเอนไซม ์(ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ง) สารละลาย
ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์  (จ) สารละลายท่ีได้
จากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้ง 

(ง)                  (จ)                        (ฉ) 

  (ก)          (ข)               (ค) 
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รูปที ่14 ลกัษณะของเซลล ์R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 350 เท่า โดยใช ้(ก) กลูโคส 
(ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ี
ไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วาม
ดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่ นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วาม
ร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงั
ดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลายแป้งเป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
  

ก 

ค ง 

ฉ จ 

ข 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่15 ลกัษณะของเซลล ์R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 750 เท่า โดยใช ้(ก) สารละลาย
ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนั (ค) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด 
และ (จ) สารละลายแป้ง เป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
  

ก 

ค ง 

จ 

ข 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่16 ลกัษณะของเซลล ์ R. oryzae บริเวณดา้นในของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 3,500 เท่า โดยใช ้ (ก) 
สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูง
ภายใตค้วามดนัพร้อมกบัสารละลายแอลคาไลน์ และ (ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ย
กรด เป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
  

ข ก 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่17 ลกัษณะโครงสร้างของ (ก) เส้นใยผา้ฝ้าย และลกัษณะการยดึเกาะของเซลล ์ R. oryzae บนเส้นใยผา้
ฝ้ายชนิดผา้ขนหนูบริเวณดา้นนอกของเบดสถิตท่ีก าลงัขยาย 350 เท่า โดยใช ้(ข) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย
ดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีไม่ผา่นการปรับสภาพ (ค) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมข์อง
กากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใ ตค้วามดนั (ง) สารละลายท่ีไดจ้ากการ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมข์องกากมนัส าปะหลงัท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยการใชค้วามร้อนสูงภายใตค้วามดนัพร้อม
กบัสารละลายแอลคาไลน์ (จ) สารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัส าปะหลงัดว้ยกรด และ (ฉ) สารละลาย
แป้ง เป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั 
 

ก 

ค ง 

ฉ จ 

ข 
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5) ประวติัการศึกษา 
มหาวทิยาลยั ปริญญา สาขาวชิา ปี พ.ศ. ท่ีไดรั้บ 

The Ohio State University Doctor of Philosophy Chemical Engineering 2548 

Asian Institute of Technology Master of Engineering Bioprocess Technology 2541 

จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั วศิวกรรมศาสตร์บณัฑิต วศิวกรรมเคมี 2538 

6) สาขาวชิาท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวฒิุการศึกษา) ระบุสาขาวชิาการ 
Biotechnology, Bioengineering, and Bioprocessing: emphasizing on development of novel 
fermentation and bioseparation processes to produce value-added products such as organic acid from 
low-value substrates locally available         

7) ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการบริหารงานวิ จยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน
การท าการวจิยัวา่เป็นผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั หวัหนา้โครงการวจิยั หรือผูร่้วมวจิยัในแต่ละผลงานวจิยั 
ผูอ้  านวยการแผนงานวจิยั: ช่ือแผนงานวจิยั    -     
หวัหนา้โครงการวจิยั: ช่ือโครงการวจิยั 
- Improved lactic acid fermentation by immobilization of Rhizopus oryzae NRRL395 on fibrous 

matrices: I. strain improvement. (Ratchadapiseksomphot Endowment Fund – Seed Money Phase I; 
120,000 Baht; 2005-2006) 
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- Improved L-lactic acid production by Rhizopus oryzae by alteration of metabolic pathway using 
promoter and/or inhibitor. (Ratchadapiseksomphot Endowment Fund – Seed Money Phase II; 
120,000 Baht; 2007-2009) 

- L(+)-lactic acid fermentation from cassava pulp by Rhizopus oryzae. (Thailand Research Fund – 
Seed Money; 480,000 Baht; 2007-2009) 

- Enhanced treatment of hemorrhage from open wounds by biodegradable copolymer wound 
dressing device containing Thai medicinal plant extract. (Rapier-Behr Co., Ltd., Singapore; 
1,811,200 Baht; 2008-2010) 

- Enhanced L(+)-lactic acid production by inhibition of alcohol dehydrogenase in Rhizopus oryzae. 
(TRF-MAG Window II Co-funding; 200,000 Baht; 2008-2010) 

- Screening of Thai native bacteria that give high lactic acid production. (Musashino Chemical 
Laboratory, Ltd., Japan; 1,985,000 Baht; 2009-2010) 

- Stopping hemorrhage by biodegradable copolymer wound dressing (prelim). (National Research 
University Project of CHE and Ratchadapiseksomphot Endowment Fund (AM007I); 320,000 
Baht; 2010-2011) 

- Facility use and experimental support regarding ethanol fermentation using a sugarcane molasses 
material. (Iwata Chemical Co., Ltd., Japan; 750,000 Baht; 2010) 

- Pilot scale production of L-lactic acid from raw cassava pulp by Rhizopus oryzae. (National 
Research Council of Thailand via Ratchadapiseksomphot Endowment Fund; 400,000 Baht; 2010-
2011) 

- Development of alternated technology for production of polylactic acid feedstock. (National 
Research University Project of Commission on Higher Education and Ratchadapiseksomphot 
Endowment Fund; 300,000 Baht; 2010-2011) 

- Technological development for biosuccinic acid production from renewable feedstocks available in 
Sout East Asia. (PTT Chemical Public Company Limited; 400,000 Baht; 2011-2012) 

- Development of alternated technology for production of polylactic acid feedstock (Phase II). 
(National Research University Project of Commission on Higher Education and 
Ratchadapiseksomphot Endowment Fund; 300,000 Baht; 2011-2012) 

- Technological development for the pilot scale biosuccinic acid production from renewable 
feedstocks available in South East Asia. (PTT Global Chemical Public Company Limited; 400,000 
Baht; 2012-2013) 
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ผูร่้วมวจิยั: ช่ือโครงการวจิยั 
- Pilot-scale production of poly(-hydroxybutyric acid) from sugarcane molasses by Bacillus 

megaterium BA-019. (Mitr Phol Sugarcane Research Center and National Innovation Agency; 
1,629,700 Baht; 2007-2008) 

- Production of single cell protein and product thereof by Hansenula polymorpha IBGE HP-5001 
using glycerol containing wastes discharged from biodiesel manufacturing process. (PTT 
Chemical Public Company Limited; 3,359,800 Baht; 2007-2009) 

 
งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้: ช่ือผลงานวจิยั ปีท่ีพิมพ ์การเผยแพร่ และแหล่งทุน (อาจมากกวา่ 1 เร่ือง) 
Refereed Journal (* Corresponding author) 
- Thongchul N., Yang S.-T.*, Controlling biofilm growth and lactic acid production by Rhizopus 

oryzae in a rotating fibrous bed bioreactor: effects of dissolved oxygen, rotational speed, and urea 
concentration. Journal of the Chinese Institute of Chemical Engineers, 2006, 37 1-13. (ทุน
ปริญญาขั้นสูง จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 

- Kulpreecha S.*, Boonruangthavorn A., Meksiriporn B., Thongchul N., Inexpensive fed-batch 
cultivation for high poly(3-hydroxybutyrate) production by a new isolate of Bacillus megaterium. 
Journal of Bioscience and Bioengineering, 2009, 107 240-245. (บริษทั มิตรผล วจิยัและพฒันา
ออ้ยและน ้าตาล จ ากดั และส านกังานนวตักรรมแห่งชาติ) 

- Boonkong W., Sangvanich P., Petsom A., Thongchul N.*, Comparison of ion exchanger and in-
house electrodialysis unit for recovery of L-lactic acid from fungal fermentation broth. Chemical 
Engineering&Technology, 2009, 32 1542-1549. (ทุนอุดหนุนวทิยานิพนธ์ จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั) 

- Thongchul N.*, Navankasattusas S., Yang S.-T., Production of lactic acid and ethanol by 
Rhizopus oryzae integrated with cassava pulp hydrolysis. Bioprocess and Biosystems 
Engineering, 2010, 33 407-416. (ทุนพฒันาศกัยภาพในการท างานวจิยัของอาจารยรุ่์นใหม่ สกอ ./
สกว.) 

- Chotisubha-anandha N., Thitiprasert S., Tolieng V., Thongchul N.*, Improved oxygen transfer 
and increased L-lactic acid production by morphology control of Rhizopus oryzae in a static bed 
bioreactor. Bioprocess and Biosystems Engineering, 2011, 34 163-172. (ทุนอุดหนุนวทิยานิพนธ์ 
และกองทุนรัชดาภิเษกสมโภช จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั) 
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- Vallapa N., Wiarachai O., Thongchul N., Pan J., Tangpasuthadol V., Kiatkamjornwong S., Hoven 

V.P.*, Enhancing antibacterial activity of chitosan surface by heterogeneous quarternization. 

Carbohydrate Polymers, 2011, 83 868-875. 

- Thitiprasert S., Sooksai S., Thongchul N.*, In vivo regulation of alcohol dehydrogenase and 

lactate dehydrogenase in Rhizopus oryzae to improve L-lactic acid fermentation. Applied 

Biochemistry and Biotechnology, 2011, 164 1305-1322. 

- Wiarachai O., Thongchul N., Kiatkamjornwong S., Hoven V.P.*, Surface-quarternized chitosan 

particles as an alternative and effective organic antibacterial material. Colloids and Surfaces B: 

Biointerfaces, 2012, 92 121-129. 

- Sriputtirat S., Boonkong W., Pengpreecha S., Petsom A., Thongchul N.*, Low molecular weight 

poly(lactide-co-caprolactone) for tissue adhesion and tetracycline hydrocholoride controlled 

release in wound management. Advances in Chemical Engineering and Science, 2012, 2 15-27. 

- Kommanee J., Tanasupawat S.*, Yukphan P., Thongchul N., Moonmangmee D., Yamada Y., 

Identification of Acetobacter strains isolated in Thailand based the phenotypic, chemotaxonomic, 

and molecular characterizations. Science Asia, 2012, 38 44-53. 

- Phrueksawan P., Kulpreecha S., Sooksai S., Thongchul N.*, Direct fermentation of L(+)-lactic 

acid from cassava pulp by solid state culture of Rhizopus oryzae. Bioprocess and Biosystems 

Engineering, 2012 35 1429-1436. 

- Noppakundilograt S., Sonjaipanich K., Thongchul N., Kiatkamjornwong S.*, Syntheses, 

characterization and antibacterial activity of chitosan grafted hydrogels and associated mica-

containing nanocomposite hydrogels. Journal of Applied Polymer Science, 2012 (in press). 

- Kanjanachumpol P., Kulpreecha S., Tolieng V., Thongchul N.*, Enhancing polyhydroxybutyrate 

production from high cell density fed-batch fermentation of Bacillus megaterium BA-019. 

Bioprocess and Biosystems Engineering, 2013 (in press). 

- Boonkong W., Petsom A.*, Thongchul N., Rapidly stopping hemorrhage by enhancing blood 

clotting at an opened wound using chitosan/polylactic acid/polycaprolactone wound dressing 

device. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 2013 (in press). 
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Book chapter/Review article 
- Thongchul, N. and Yang, S.-T., Controlling filamentous fungal morphology by immobilization on 

a rotating fibrous matrix to enhance oxygen transfer and L(+)-lactic acid production by Rhizopus 
oryzae. In ACS Symposium Series on Fermentation Process Development, volume 862, ed. B.C. 
Saha. Oxford University Press, Cary, NC, 2003, pp. 36-51. 

- Thongchul N., Thitiprasert S., Morphological control in filamentous fungal fermentation. Thaksin 
Journal, 2010, 13(2) 109-119. 

 
งานวจิยัท่ีก าลงัท า : ช่ือขอ้เสนอการวจิยั แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวจิยัวา่ไดท้  าการวจิยัลุล่วง
แลว้ประมาณร้อยละเท่าใด 
- Screening thermophilic lactic acid producing bacteria and developing a bench-scale fermentation 

process for industrial polylactic acid production (ลุล่วงไปแลว้ร้อยละ 50)                
- D-lactic acid bacterial selection and its optimal fermentaiton condition (ลุล่วงไปแลว้ร้อยละ 85) 
- Development of alternated technology for production of polylactic acid feedstock (Phase III). 

(ลุล่วงไปแลว้ร้อยละ 50)         
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ผูร่้วมวจิยั 
1) ช่ือ-สกุล    นาง วาสนา โตเล้ียง      
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2) เลขหมายประจ าตวัประชาชน  3102002151826       
3) ต าแหน่งปัจจุบนั   อาจารย ์       
4) หน่วยงานท่ีอยูท่ี่สามารถติดต่อไดส้ะดวก พร้อมหมายเลขโทรศพัท ์โทรสาร และ e-mail 

  สถาบนัวจิยัเทคโนโลยชีีวภาพและวศิวกรรมพนัธุศาสตร์  จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
  อาคารสถาบนั 3 เขตปทุมวนั กรุงเทพฯ 10330      
  โทรศพัท:์ 0-2218-8053-4        โทรสาร: 0-2253-3543 e-mail    vasanato@hotmail.com  

5) ประวติัการศึกษา 
ปริญญาโท (จุลชีววทิยาอุตสาหกรรม คณะวทิยาศาสตร์) 2528 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
ปริญญาตรี (วทิยาศาสตร์ทัว่ไป คณะวทิยาศาสตร์ ) 2523 จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  

6) สาขาวชิาการท่ีมีความช านาญพิเศษ 
  การหมกัและการท าใหผ้ลิตภณัฑธ์รรมชาติบริสุทธ์ิ     

7) ประสบการณ์ท่ีเก่ียวขอ้งกบังานวจิยัทั้งภายในและภายนอกประเทศ 
หวัหนา้โครงการวจิยั 
- การเร่งใหเ้กิดการยอ่ยตวัเองของยสีตท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียง  ทุนอุดหนุนจากโครงการวจิยัและ

ถ่ายทอดเทคโนโลยขีองทบวงมหาวทิยาลยั ปี 2544       
- การหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตจิบเบอเรลลินโดยรา Gibberella fujikuroi สายพนัธ์ุกลาย

พนัธ์ุในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขาด 5 ลิตร  งบประมาณแผน่ดิน 2538     
งานวจิยัท่ีท าเสร็จแลว้ 
- Nhujak, T., Srisa-art, M., Kalampakorn, K., Tolieng, V., and Petsom, A., (2005) “Determination 

of Gibberellic Acid in Fermentation Broth and Commercial Products by Micellar Electrokinetic 
Chromatography” Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 1884-1889.   

- Luengchaichaiwange, W., Tolieng,V., Pinphanichakarn,P and Navangkasattusas,S(2003) 
"Acceleration of Autolysis of cultured yeast 29th conference on Science and Technology of 
Thailand.           

- Tolieng, V., Yoshida, T. (1994) "Fermentative Production of Citric Acid by Candida oleophila 
and Its Process Control" Annual Reports of International Center of Cooperative Research in 
Biotechnology, Japan. Vol. 17 306-308.        

mailto:vasanato@hotmail.com


62 
 

- Laosinchai, W., Intharasen, V., Tolieng, V. and Pinphanichakarn, P. (1991) Characterization of 
Streptomyces Fusants by DNA Restriction Fingerprints, Proceedings of the 3rd Annual Meeting of 
the Thai Society for Biotechnology, Thailand, 21-25.       

- Sangpitug, V., Pinphanichakarn, P., Raengsumrarn, S., Navankasattusas, S. and Nilubol, N., and 
Nihira. T. (1988) “Optimization of  Sterols Bioconversion into 4-Androstene-3, 17-dione (AD) by 
Mycobacterium fortuitum” Microbial Ultilization of Renewable Resource. JSPS-NRCT, Osaka, 
Japan. Vol. 6 312-317.          

- Sangpitug, V., Pinphanichakarn, P., Raengsumrarn, S., Navankasattusas, S. and Nilubol, N., 
(2531) “Bioconversion of Pueraria mififica Sterols into 4-Androstene-3, 17-dione (AD) by 
Mycobacterium fortuitum” 14th Conference on Science and Technology of Thailand, 416-417.  

- Sangpitug, V., Pinphanichakarn, P., Navankasattusas, S. and Nilubol, N., (2531) “Enzymatic 
Conversion of Stevioside into Steviol” 14th Conference on Science and Technology of Thailand, 
342-343.           

งานวจิยัท่ีก าลงัท า 
- การผลิตสารฆ่าแมลงจาก Streptomyces sp และการท าใหบ้ริสุทธ์ิ เป็นผูร่้วมวจิยั      
- การผลิตแอลกอฮอลล์จากวสัดุเหลือทิ้ง        
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