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สารบัญ 
 

  หนา 
สารบัญ 
สารบัญตาราง 
สารบัญภาพ 
คําอธิบายสัญลักษณ 
คํานํา 
วัตถุประสงค 
การตรวจเอกสาร 
อุปกรณและวธิีการ 
ผลและวิจารณ 
สรุปผลการทดลอง 
เอกสารและสิง่อางองิ 
ภาคผนวก 
 ภาคผนวก ก ขอมูลการทดลอง 
 ภาคผนวก ข การประมาณคาพารามิเตอร 
 ภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห 
 ภาคผนวก ง  การประมาณคาพารามิเตอรและเลียนแบบกระบวนการ           
                                โดยใชโปรแกรม MATLABTM
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่   หนา 
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3 
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8 
9 
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11 
 
 

12 
 
 

13 
 

14 
 

แบคทีเรียกรดแลกติกที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมแลกตกิ 
และเฮเทโรแลกติก 
คุณสมบัติของกรดแลกติก 
การผลิตกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกัโดยแบคทีเรียกรดแลกติก
Lactococcus lactis IO-1 
การผลิตกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกัโดยแบคทีเรียกรดแลกติก
เปรียบเทยีบขอดีและขอเสียของวัสดุพาหะที่ใชในการตรึงเซลล 
การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงแบคทีเรียกรดแลกตกิ 
L4 Orthogonal array 
แฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนด 
L18 (21x37) Orthogonal array 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต L. lactis IO-1 
ในระดับฟลาสก 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่
ประมาณดวยวิธี non-linear least square error โดยใชกลอง
เครื่องมือ GAOT ของโปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM

พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอล
จิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน 
ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอล
จิเนต 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสกโดยวิธี Taguchi (ความเขมขนกรดแลกติก) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่   หนา 
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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสกโดยวิธี Taguchi (อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตร, QP) 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลก
ติกในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลก
ติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลก
ติกโดยวิธ ีANOVA  
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลก
ติกเชิงปริมาตรโดยวิธี ANOVA 
ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสกภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน
ถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่อง
เวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน
ถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
เปรียบเทยีบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
แบบเบ็ดเสร็จและแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักดวยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed 
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 (4)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่   หนา 
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พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ในถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
เปรียบเทยีบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกั และ
แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมกัซ้ําดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
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ตารางผนวกที่   

ก1 
 
ก2 
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ก4 

 
 
 
 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1
ระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.08 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.132 กรัม ในอาหารเพาะเลีย้ง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.99 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.66 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.50 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  1.32 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่   หนา 

ก5 
 
 
ก6 

 
 
ก7 

 
ก8 

 
 
ก9 

 
 

ก10 
 
 
 

ก11 
 
 
 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคส
เร่ิมตน 7.52 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 
9.15 กรัม/ลิตร) 
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง  
L. lactis IO-1 จากการออกแบบการทดลองดวยวิธี Taguchi 
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ระดับฟลาสก ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที ่ 1 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 38.63 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ระดับฟลาสก ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที ่ 2 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 36.15 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
รอบที่ 1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi (ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.08 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
รอบที่ 2 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi (ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตนเทากับ  31.13 กรัม/ลิตร) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่   หนา 

ก12 
 
 
 
 

ก13 
 
 
 
 

ก14 
 
 
 

ก15 
 
 
 

ก16 
 
 
 
ข1 

 
ข2 

 

การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ตอช่ัวโมง และความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อใหมที่เติมเทากบั 31.25 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักโดยเซลลตรึง  
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจาง
เทากับ 1.0 ตอช่ัวโมง และความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อใหมที่เติมเทากบั 35.48 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 1 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 2 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 3 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.17 กรัม/ลิตร) 
สูตรการคํานวณพารามเิตอรจากผลการทดลองการหมักแบบ
เบ็ดเสร็จ 
สูตรการคํานวณพารามเิตอรจากผลการทดลองการหมักแบบ 
ตอเนื่อง ณ สภาวะคงตวั 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่   หนา 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 
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สารบัญภาพ 
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สูตรโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติก 
วิถีการสรางกรดแลกติก 
กลไกการเกิดกรดแลกติก 
โครงสรางของแอลจิเนต 
การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต (entrapment)
ข้ันตอนการหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 
ข้ันตอนการทาํแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตใหแข็งตัว 
ข้ันตอนการกรองแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
สรุปวิธีการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงโดยการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธ ีTagichi 
ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตขนาด
เสนผานศูนยกลางและสวนสูงเทากับ 6.04x10.5 เซนติเมตร 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักในถังปฏิกรณ
เซลลตรึงแบบ packed bed 
แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํ
หมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ packed bed 
การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักในถงัปฏิกรณ
เซลลตรึงแบบ packed bed 
แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํ
หมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ packed bed 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 
ระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่   หนา 
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การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ระดับฟลาสก 
การเลียนแบบกระบวนการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดวย 
แบบจําลองทางคณิตศาสตรอาศัยผลการทดลองจากการผลิตกรด
แลกติกที่แปรผันปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  
(a) โครงขายแอลจิเนต และ (b) เยื่อแอลจิเนต ในถังปฏิกรณแบบ
กวน ปริมาตรทํางาน 1 ลิตร (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน7.52 และ 
9.15 กรัม/ลิตร ตามลําดับ) 
สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตอความเขมขนกรดแลกติกในการ
ผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี
Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ (a) 38.63 และ (b) 
36.15 กรัม/ลิตร 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (a) 29.08 และ (b) 31.13 กรัม/ ลิตร) 
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ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจาก วธิี Taguchi 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนของการผลิตครั้งที ่ 1, 2 และ 3 เทากับ 
28.05, 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลาํดับ) 
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การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงของ 
Lactococcus lactis IO-1 โดยวิธี Taguchi 

 
Optimization of Lactic Acid Production by Immobilized  

Lactococcus lactis IO-1 Using Taguchi Method 
 

คํานํา 
 
 กรดแลกติก (Lactic acid) เปนกรดอินทรียที่พบไดทัว่ไปในธรรมชาตมิีความสาํคัญอยาง
ยิ่งในอุตสาหกรรมตาง ๆ พบวา 80 เปอรเซ็นตของกรดแลกติกที่ผลิตได ใชในอุตสาหกรรมอาหาร
และเครื่องดื่ม โดยใชเปนตวัปรับสภาพความเปนกรด ทําใหพีเอชต่าํลง ซึง่ชวยในการปองกนัการ
เสื่อมเสีย ตลอดจนชวยในการปรุงแตงรสชาติเปร้ียวของอาหารและเครื่องดื่ม (Tango and Ghaly, 
2002) ทางดานการแพทยใชกรดแลกติกเปนแหลงของแคลเซยีมในรูปของแคลเซียมแลกเทต 
ประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการทาํเฝอกออน และผลิตไหมเยบ็แผลชนิดที่ยอยสลายไดเอง 
(สาโรจน, 2544) รวมทัง้ใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมสิ่งทอและอตุสาหกรรมเครื่อง
หนงัอีกดวย (Mostafa, 1996; Milcent and Carrere, 2001) นอกจากนีก้รดแลกติกยังใชเปนสาร
ตั้งตนในการผลิตพอลิแลกเทต (polylactate) ซึ่งเปนพลาสติกทีย่อยสลายไดทางชวีภาพ 
(biodegradable) ที่เกื้อกูลและเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม (สาโรจน, 2546; Vickroy, 1985; Lee, 
1996; Kasuga et al., 2001)  
 
 ปจจุบัน มีการผลิตกรดแลกติกทั่วโลกประมาณ 80,000 ตัน/ป (Hofvendahl and Hahn-
Hägerdal, 2000) โดยในประเทศไทยยังไมมีอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติก แตมีการนาํเขากรด
แลกติกจากหลายประเทศ อาทิ สเปน ซึ่งเปนแหลงนาํเขากรดแลกติกปริมาณมากที่สุดถึง 46 
เปอรเซ็นต (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2546) ปรากฏวา 90 เปอรเซ็นตของการผลิตกรดแลกติก
ในอุตสาหกรรมใชกระบวนการผลิตทางชีวภาพ ที่เหลืออีก 10 เปอรเซ็นต อาศัยกระบวนการผลิต
ทางเคม ี ซึ่งขอดีของการผลติกรดแลกติกโดยกระบวนการทางชีวภาพคือ สามารถเลือกจุลินทรียที่
สามารถผลติกรดแลกติกชนิดโฮโมเฟอรเมนเททฟีที่อยูในรูป L-form เพียงชนิดเดียว และไมเกิด
แกสคารบอนไดออกไซดที่เปนแกสเรือนกระจก (Milcent and Carrere, 2001) จึงเปนผลดีตอการ
ลดปญหาภาวะโลกรอน การพัฒนากรรมวิธีการผลิตกรดแลกติกมีการศึกษาทัง้ในการผลิตแบบ
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เบ็ดเสร็จและแบบตอเนื่อง ตลอดจนการใชระบบหมุนเวียนเซลลในการผลิตกรดแลกติก เพื่อเพิ่ม
ปริมาณความเขมขนเซลล (เกสร, 2545; มีชัย, 2546; Kwon et al., 2001) ทําใหสามารถเพิ่ม
อัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลกติก แตจําเปนตองมกีารแยกเซลลออกจากน้ําหมักใน
กระบวนการทายกระแสทําใหตองเพิ่มข้ันตอนและคาใชจายสงูขึ้น เนื่องจากการหมักแบบความ
หนาแนนสูงของเซลลตองใชอุปกรณในการแยกเซลล เชน เครื่องกรอง หรือ เครือ่งเหวี่ยงแยกที่มี
ประสิทธิภาพสงู ซึ่งเปนการเพิ่มตนทุนในการผลิตกรดแลกติก ดังนั้นจึงมีการพัฒนากรรมวิธกีาร
ผลิตที่เปนทางเลือกใหมที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติก (สาโรจน, 2544;  Akerberg and 
Zacchi, 2000; Nolasco-Hipolito et al., 2002) 
 

 การประยุกตใชเทคนิคการตรึงเซลลในกระบวนการผลิตกรดแลกติกเปนทางเลือกหนึง่ที ่
นาสนใจ มีรายงานวาเทคนิคการตรึงเซลลในการเตรียมกลาเชื้อของผลติภัณฑนมชวยทําให
กระบวนการหมักดวยแบคทเีรียกรดแลกติกมีอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้นกวาการใชเซลลอิสระ 
(Trauth et al., 2001) สําหรับการผลิตกรดแลกตกิดวยวิธีการตรึงเซลลโดยใชแคลเซียมแอลจิเนต
เปนวัสดุพาหะ    เปนวธิีการตรึงเซลลที่ใชอยางกวางขวางและนยิมใชกับแบคทีเรียกรดแลกติก 
(Casson and Emery, 1986) การใชเซลลตรึงในกระบวนการผลติกรดแลกติกจะชวยเพิ่มความ
หนาแนนของปริมาณเซลล ทําใหผลไดของผลิตภัณฑเพิม่ข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชเซลลตรึง
ในระบบการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องจะสามารถหลกีเลี่ยงภาวะการเกิด wash out ทําให
สามารถเลือกสภาวะอัตราการเจือจางสูงขึน้ได  มีผลทําใหอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลก-
ติกสูงข้ึน (Chinachoti et al., 1997) และสามารถชวยลดตนทุนในขัน้ตอนของการแยกเซลลออก
จากน้ําหมักในการทํากรดแลกติกใหบริสุทธิ์อีกดวย 
 
 การศึกษานี้มุงศึกษาการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 โดย
การหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกดวยวธิี Taguchi และศึกษาเปรียบเทียบการ
ผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ แบบตอเนื่อง และแบบเบ็ดเสร็จซํ้าที่มีระบบเวยีนกลับน้าํหมกั
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi 
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วัตถุประสงค 
 
 1. ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในกระบวนการหมกัแบบเบ็ดเสร็จเปรียบเทียบ
กับระบบการผลิตโดยใชเซลลอิสระ 
 
 2.  ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึง ดวยการออกแบบ 
การทดลองโดยวิธ ีTaguchi 
 
 3.  ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ที่มกีารเวียน 
กลับน้าํหมกั ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi  
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การตรวจเอกสาร 
  
1.  แบคทีเรียกรดแลกตกิ Lactococcus lactis IO-1  
 

Lactococcus lactis IO-1 จัดเปนแบคทีเรียที่อยูในจนีัส Streptococcus สายพันธุที่
เติบโตในสภาพที่ไมมีอากาศ แตพบวาในสภาพทีม่ีอากาศก็สามารถเติบโตได ลักษณะจําเพาะของ
แบคทีเรียกรดแลกติกนี้คือ จะมีเสนใยเลก็ ๆ งอกลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อและมีโซนสีเหลือง
รอบโคโลนี สวนลักษณะโคโลนีในจานเพาะเลี้ยงจะมลัีกษณะโคงนนูสีเขียว และจากการศึกษา
ลักษณะทางสณัฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวา มีลักษณะเปนรูปไข กวาง
ประมาณ 0.8-0.9 ไมโครเมตร ยาวประมาณ 1.1-1.2 ไมโครเมตร (Ishizaki et al., 1990a) 

 
 L.  lactis O-1  สามารถเตบิโตและผลิตกรดแลกติกจากกระบวนการหมักแบบโฮโมเฟอร- 
เมนเททฟี    อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซยีส  โดยมีอัตราการเติบโตจําเพาะ (µ) เทากบั 
1.2 ชั่วโมง-1 และสามารถมีชวีิตที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบวา L. lactis IO-1 
ใชแหลงคารบอนในการเติบโตและในการผลิตกรดแลกติกไดหลายชนิด ซึ่งแตละชนิดก็จะทาํให
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อมพีีเอชสุดทายตางกนัดังนี้ เมื่อใชฟรุกโทส, กาแลกโทส, กลโูคส, แลกโทส 
และไซโลส เปนแหลงคารบอนจะมพีีเอชสุดทายของการหมักเทากับ 4.2, 4.2, 4.2, 4.9 และ 4.6 
ตามลําดับ เปนตน โดย L. lactis IO-1 สามารถเปลี่ยนกลโูคสเปนกรดแลกติกไดมากกวา 90 
เปอรเซ็นต และยังตองการกรดอะมิโนที่จาํเปนคือ กรดกลูตามิก ลิวซีน และวาลนี สําหรับการ
เติบโตและการผลิตกรดแลกติกอีกดวย นอกจากนี้ ยงัพบวา L. lactis IO-1  สามารถผลิตไนซินซึ่ง
เปนสารยับยั้งการเติบโตของจุลินทรียรวมอยูดวย ฉะนัน้ L. lactis IO-1 จึงเปนจุลินทรียทีน่าสนใจ
ที่จะนํามาพฒันาสาํหรับประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติกควบคูกับการผลิตไนซิน  
(Ishizaki et al. 1990b) 
 
2.  กรดแลกติก 
 
 กรดแลกติก (lactic acid)  เปนกรดอินทรียทีพ่บทั่วไปในธรรมชาต ิ โดยพบไดในมนุษย 
สัตว พืช และจุลินทรีย  ถกูคนพบในป ค.ศ. 1780  โดยนักเคมีชาวสวเีดน   ซึง่พบในนมเปรี้ยว กรด
แลกติกมีชื่อทางเคมวีา 2–hydroxypropanoic acid หรือ 2-hydroxypropionic acid ที่
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ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิล (-OH) มีสูตรโมเลกุลเปน CH3CH(OH)COOH  และมีสูตรโครงสราง
ทางเคมี 2 แบบที่เปน optically isomers ซึ่งกนัและกนั ดังนี้คือ  
 
    COOH                     COOH 
          
             OH            C     H    H              C   OH 
 
    CH3          CH3                                
                

    L (+)-lactic acid                                          D (-)-lactic acid 
 
ภาพที ่1  สูตรโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติก 
ที่มา: Ratledge and Kristiansen (2001) 
  
 พบวากรดแลกติกที่มีความบริสุทธิ์สูงสามารถเกิดเปนผลึกแบบ monoclinic ที่ไมมีสี กรด
ชนิดนี้เมื่อละลายน้าํจะมีสีเหลือง สามารถละลายน้าํไดทุกสวน และระเหยไดยากในสารละลายทีม่ี
กรดแลกติกเขมขนตั้งแต 20 เปอรเซ็นตข้ึนไป  รวมทัง้สามารถเกิดปฎิกิริยา  self-esterification 
ระหวางหมูฟงกชันของหมูไฮดรอกซิล (-OH ) และ หมูคารบอนิล (-COOH ) 
 
 2.1  การผลิตกรดแลกติก 
 
        สามารถผลิตได 2 วิธีคือ การผลิตดวยวิธกีารทางเคมีและการผลิตดวยวิธกีารหมัก 

 
  2.1.1  การผลติดวยวิธกีารทางเคม ี แบงออกเปน 2 ข้ันตอน ดังนี ้
 
            ข้ันแรก นํากรดไซยานิกมาทาํปฏิกริิยากับแอซีทลัดีไฮด ไดเปนแลกโทไน-
ไทรล ดังนี ้
 
        HCN + CH3CHO                  CH3CH(OH)CN 
       แลกโทไนไทรล 
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            ข้ันที่สอง นําแลกโทไนไทรลที่ไดมาทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสกบักรดเกลือได
เปนกรดแลกตกิและเกลือแอมโมเนยีม ดังนี ้
        
      CH3CH(OH)CN + 2H2O + HCl               CH3CH(OH)COOH + NH4Cl 
                  กรดแลกติก 
  2.1.2  การผลติกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกั 
 
                       กรดแลกติกสามารถผลิตดวยวิธกีารหมักโดยใชแบคทีเรียกรดแลกติก โดย
แบคทีเรียกรดแลกติกที่สําคญั ไดแก แบคทีเรียตระกูล Lactobacillaceae และ แบคทีเรียในจนีัส 
Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus พบวาจนีัสเหลานีม้ีการนาํไปใชในการผลิตกรด
แลกติกอยางกวางขวางตางกนัไปตามสปชีส เชน Lactobacillus casei (Ha et al., 2003), 
Lactobacillus delbrueckii  (Anuradha et al., 1999) และ Lactobacillus helveticus (Amrane 
and Prigent, 1999; Kulozik and Wilde, 1999; Tango and Ghaly, 1999) เปนตน 
Leuconostoc และ Enterococcus faeculis (Yun and Ryu, 2001) โดยแบคทีเรียกรดแลกติกจะ
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา เปน diplococci, tetracocci sterptococci และ rods ซึ่งอาจจะอยู
เดี่ยว ๆ หรือเปนสาย เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมมกีารสรางสปอร และสวนมากจะเติบโตใน
สภาวะที่ไมมอีอกซิเจน และสามารถทนตอความเปนกรดสูงได ซึ่งเปนขอไดเปรียบกวาจุลินทรีย
ชนิดอื่น ๆ (Hofvendahl and Hahn-Hägerdal, 2000) นอกจากนี ้ พบวามกีารผลิตกรดแลกติก
โดยแบคทีเรียกรดแลกติกกลายพนัธุ Lactobacillus delbrueckii (Kadam et al., 2005) หรือการ
ใชเชื้อรา Rhyzopus oryzae (Sun et al., 1999)  
 
                       สารอาหารที่ใชในการเติบโตของแบคทีเรียกรดแลกติกและการผลิตกรด
แลกติก เปนปจจัยสําคัญสาํหรับกระบวนการผลิตกรดแลกติก ไดแก แหลงคารบอน ซึ่งแหลง
คารบอนที่ดีทีสุ่ด คือ น้าํตาล น้าํตาลแอลกอฮอล และคารโบไฮเดรต แตกตางกนัขึ้นอยูกับชนิดของ
จุลินทรียแตละสปชีส  ถาเปนการเตรียมกลาเชื้อ จะใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนซึ่งจะไมมีผลตอ
ความสามารถในการหมัก สวนใหญมักใชกลูโคสบริสุทธิเ์พื่อทาํใหไดกรดแลกติกบริสุทธิ ์ซึ่งงายตอ
การแยกและทาํใหบริสุทธิ์ แตไมเหมาะกับการผลิตในระดับอุตสาหกรรมเนื่องจากกลูโคสบริสุทธิ์มี
ราคาแพง (Hofvendahl and Hahn-Hägerdal, 2000) จึงไดมีการศกึษาการผลิตกรดแลกติกจาก
แหลงคารบอนตาง ๆ กนั เชน การใชฟรุกโทส (Yun and Ryu, 2001) การใชแลกโทสในรูปของหาง
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นม (whey) (Kulozik and Wilde, 1999) การใชแปง เชน การใชแปงมันฝร่ัง (Anuradha et al., 
1999) หรือการใชวัสดุราคาถูกจากการเกษตรที่ผานการยอยดวยเอนไซม (Oh et at., 2005) 
รวมทัง้การใชเซลลูโลสจากน้าํเสีย (Nakasaki and Adachi, 2003) เปนตน สําหรับแหลง
ไนโตรเจน มีการศึกษาการเติมยีสตสกัด ซึ่งพบวามีผลตอการเติบโตและการผลิตกรดแลกติก (Ha 
et al., 2003; Schepers et al., 2002a และ Silva and Yang, 1992)  วิตามิน  และแรธาตุตาง ๆ 
รวมทัง้สารชวยในการเติบโต (growth substances) นอกจากนี ้ ยังไดมกีารศึกษาหาปริมาณที่
เหมาะสมขององคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตกรดแลกติก โดยแบคทีเรีย
กรดแลกติก Lactobacillus amylophilus GV6 ไดแก เปปโตน ยีสตสกัด tri-ammonium citrate 
NaH2PO4 และ Tween 80 (Naveena et al., 2005) 
 
                       นอกจากนี้ อุณหภูมิและพีเอชก็เปนปจจัยที่สําคัญตอการผลิตกรดแลกติก
โดยใชแบคทีเรียกรดแลกติก ซึ่งพบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการเตบิโตของแบคทีเรียกรดแลกติก
แตละชนิดที่ใชในการผลิตกรดแลกติกจะมีชวงตางกันขึน้อยูกับจีนัสและสปชีสของแบคทีเรียกรด
แลกติกชนิดนัน้ ๆ เชน จนีัส Lactobacillus ที่มีสปชีสตางกนัก็จะมีชวงของอณุหภูมิทีเ่หมาะสมตอ
การเติบโตตางกนั แบงเปน 3 ชวงใหญ ๆ คือ ชวงอุณหภูมิ 28–32 องศาเซลเซียส ไดแก 
Lactobacillus brevis, Lb. casei และ Lb. plantarum ชวงอุณหภูมิ 35–45 องศาเซลเซียส ไดแก 
Lactobacillus fermenti, Lb. acidophilus, Lb. helveticus และ Lb. lactis   และชวงอุณหภมูิ 
45–65 องศาเซลเซียส ไดแก Lactobacillus bulgaricus, Lb. delbruckii  และ Lb. thermophilus 
โดย Kulozik and Wilde (1999) และ Tango and Ghaly (1999) พบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมของ
การผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus helveticus คือ 42 องศาเซลเซียส เปนตน สวนพีเอช ไดมี
การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดตาง ๆ เชน Fu 
and Mathews (1999) และ Kulozik and Wilde (1999) พบวาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการเติบโตและ
การผลิตกรดแลกติกของ Lb. plantarum ประมาณ 5-6 และ Lb. delbrueckii  มีพีเอชที่เหมาะสม
เทากับ 5.5 ตามลําดับ  
 

                      การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมัก สามารถแบงตามชนิดของจุลินทรียที่
ใชหมัก ได 2 แบบ คือ 
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                      (1) โฮโมเฟอรเมนเทชัน คือ แบคทีเรียกรดแลกติกที่สามารถเปลี่ยนน้ําตาล
กลูโคสไปเปนกรดแลกติกไดรอยละ 70-90 ดวยวิถีไกลโคไลซิส ซึ่งน้าํตาลกลูโคสจะถูกเปลีย่นให
อยูในรูปของไพรูเวต  และมเีอนไซมแลกเทตดีไฮโดรจีเนสเปลี่ยนไพรเูวตไปเปนแลกเทต  จุลินทรีย
ที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเทชนัแสดงในตารางที่ 1 เรียกแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดนี้วา 
แบคทีเรียโฮโมแลกติก (homolactic bacteria) โดยกลูโคส 1 โมล จะไดแลกเทต 2 โมล ดังนี ้

 
       C6H12O6 + 2Pi + 2ADP                2C3H6O3 + 2ATP  
 

                      (2) เฮเทโรเฟอรเมนเทชนั คือ แบคทีเรียกรดแลกติกที่สามารถเปลี่ยน
น้ําตาลกลูโคสเปนกรดแลกตกิไดนอยกวารอยละ 50 นอกจากนัน้ จะไดเปนเอทานอล กรดแอซีติก 
และแกสคารบอนไดออกไซดดวยวถิีฟอสโฟคีโตเลส จุลินทรียที่ผลิตกรดแลกติกแบบเฮเทโรเฟอร 
เมนเทชนัแสดงในตารางที ่ 1 เรียกแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดนี้วา แบคทีเรียเฮเทอโรแลกตกิ 
(heterolactic bacteria) หรืออาจแสดงสมการการเปลีย่นกลโูคสเปนแลกเทตงาย ๆ ดังนี ้
 
                C6H12O6 + 2Pi + 2ATP               C3H6O3 + 2ATP + CH3COOH + C2H5OH + CO2

 
ตารางที่ 1  แบคทีเรียกรดแลกติกที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเทชัน และเฮเทโรเฟอรเมน-
        เทชนั 
 

โฮโมเฟอรเมนเทชนั เฮเทโรเฟอรเมนเทชัน 
        Lactobacillus casei 
        Lactobacillus delbrueckii 
        Lactobacillus helveticus 
        Lactococcus lactis 
        Pediococcus sp. 
        Streptococcus thermophilus 

         Lactobacillus brevis 
         Lactobacillus kefer 
         Leuconostoc lactis   
         Leuconostoc mesenteroides 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Kašcák et al. (1996) 
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                       สามารถแสดงวิถกีารสรางและสลายน้ําตาลกลูโคสของแบคทีเรียกรดแลก-
ติกทั้งวิถีไกลโคไลซิสและวิถีฟอสโฟคีโตเลส ไดดังภาพที ่2  
 
                       กรดแลกติกทีผ่ลิตดวยวิธกีารหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติกมีอยู 3 รูป คือ 
L (+), D (-) หรือ DL แสดงกลไกการเกดิกรดแลกติกไดดังภาพที่ 3 และจากการทีก่รดแลกติกมี
สูตรโครงสรางทางเคมีตางกนันัน้ ทําใหกรดแลกติกมีคุณสมบัติตางกนั (Vickroy, 1985) แสดงใน
ตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2 คุณสมบัติของกรดแลกติก 
 

คุณสมบัติ  
           Molecular weight 
           Melting point, D(-) หรือ L(+) 
           Boiling point, DL 
 
           Dissociation constant (Ka at 25 °C) 
           Heat of combustion 
           Specific heat (Cp at 20 °C) 

                  90.08 
                  52.8-54.0 °C 
                  82 °C at 0.5 mmHg 
                  122 °C at 14 mmHg 
                  1.37×10-4

                  1,361 kJmol-1

                  190 Jmol-1 °C 
 
ที่มา: Vickroy (1985) 
 

                      จากภาพที ่ 3 อธิบายกลไกการเกิดกรดแลกติกไดวา  กรดไพรูวกิจะถูก
เปลี่ยนเปน D (-) กรดแลกติก  และ L (+) กรดแลกติก  โดยเอนไซม D–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส และ
เอนไซม L–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส ตามลาํดับ ซึ่ง D (-) กรดแลกติก  และ L (+)  กรดแลกติกจะถูก
เปลี่ยนเปน D (-) และ L (+) กรดแลกติก โดยเอนไซมแลกเทตราเซเมส 
 

                      พบวาในเซลลสัตวและในมนุษย จะสามารถใชกรดแลกติกในรูป L (+) ได
เทานัน้ เนื่องจากมีเอนไซม L–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส สวนในรูป D (-) หรือ DL นัน้ องคการอนามยั
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โลก (WHO) กําหนดใหบริโภคไดไมเกิน 100 มิลลิกรัม/น้าํหนักรางกาย 1 กิโลกรัม/วนั  เนื่องจากไม
มีเอนไซมในการยอย ซึง่ถาบริโภคมากเกนิไปจะทาํใหเกิดสภาพเปนกรดสูงในปสสาวะ 

 
                       สามารถสรุปการผลิตกรดแลกติกดวยแบคทีเรียกรดแลกติก Lactococcus 
lactis IO-1 และแบคทีเรียกรดแลกติกชนดิตาง ๆ แสดงดังตารางที่ 3 และ 4  ตามลาํดับ 
 
                                                                     กลโูคส 
 
          ฟรุกโทส-1,6-P   ฟรุกโทส-6-P                     กลูโคส-6-P 
 
    แอซีทิล-P+อีริโทรส-4-P ฟรุกโทส-6-P  กลูโคเนต-6-P 
 
               เพนโทส-P         ไซลูโลส-5-P+CO2

 
 ไทรโอส-3-P     แอซีทิล-P+ไทรโอส-3-P        ไทรโอส-3-P +แอซีทิล-P 
 
 ไพรูเวต            ไพรูเวต               ไพรูเวต 
 
 แลกเทต   แอซีเทต         แลกเทต              แลกเทต     แอซีเทต 
            (เอทานอล) 
 

สิ ัส  

 
 
         โ

ภาพที ่
ที่มา: B
 

วิถีไกลโคไลซ
    

ฮโมเฟอรเมนเทชัน  
 

2  วิถกีารสรางกรดแลกติก 
uchta อางโดยสาโรจน (2544) 
วิถีบิฟด
       วิถฟีอสโฟคีโทเลส 

  เฮเทโรเฟอรเมนเท
วิถี 6-P -กลูโคเนต 
ชัน 



ตารางที่ 3 การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติก Lactococcus lactis IO-1 
 

Conditions  
Fermentation system 

 
C -sources Substrate 

(g/l) 
pH  Temp.

(°C) 
Agitation 

rate  
(rpm) 

Dilution 
rate  
(h-1) 

Lactic acid 
(g/l) 

YP/S

(g/g) 
QP

(g/l h) 

 
References 

Batch          Sago starch
hydrolysate 

 9.41 6 37 400 - N/A 0.96 1.38 Sirisansaneeyakul
et al., 1998 

Batch          

       

        

Cassava
starch 

hydrolysate 

25.041 6 37 400 - N/A 1.05 3.45 Sirisansaneeyakul
et al., 2000 

Continuous  with cell  
recycle and electrodyalysis 

glucose 50 6 37 400 0.42 30-46 N/A 19 Isizaki et al., 1996 

Continuous  with cell recycle Sago starch 
hydrolysate 

531 6 37 400 1.10 30.1 0.91 33.1 Nolasco-Hipolito
et al., 2002 

 
หมายเหต ุ 1 กลูโคส, N/A หมายถงึ ไมมีขอมูล 



ตารางที่ 4 การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

Conditions  
Microorganisms 

 
Fermentation 

system 

 
C -sources Substrate 

(g/l) 
pH  Temp.

(°C) 
Agitation rate 

(rpm) 
Dilution rate 

(h-1) 
Lactic acid 

(g/l) 
YP/S

(g/g) 
QP

(g/l h) 

 
References 

Lb. paracasei Batch          Wastewater
sludge 

23.42 5 40 300 - 16.9 0.72 0.23 Nakasaki and
Adachi, 2003 

Lb. rhamnosus           
       

   

  

        

         

Batch Glucose 80 5.5 40 100 - 67 0.84 2.48 Berry et al., 1999 
Lb. casei supsp. 
rhamnosus 

Batch Glucose 30 6.0 45 N/A - 27.8 0.89 2.78 Siebold et al., 1995 

Enterococcus faecalis 
RKY 1 

Batch Fructose  N/A 7.0 38 200 - 144 0.96 4.12 Yun and Ryu, 2001 

Lb. helveticus Batch Whey
ultrafiltrate 

55-601 5.8 42 N/A - N/A N/A 35 Kulozik and Wilde, 
1999 

Lb. helveticus 
(ATCC15009) 

Batch Cheese whey
permeate 

481 N/A 42 150 - 10 0.38 N/A Tango and Ghaly, 
1999 

Lb. bulgaricus Continuous with 
cell recycle 

Cheese whey 
permeate 

1001 5.6 45 N/A 0.25 89 0.89 22.5 Tejayadi and
Cheryan, 1995 

Lb. rhamnosus  
(ATCC 10863) 

Continuous 
Two-stage 

Glucose 105 6 42 N/A N/A 92 N/A 57 Kwon et al., 2001 

Lb. lactis BME5-18M Fed-batch Glucose 50 6.5 37 100 N/A 161.2 N/A 2.02 Bai et al., 2004 
 
หมายเหต ุLb. หมายถึง Lactobacillus spp. , 1 แลกโทส, 2 เซลลูโลส, N/A หมายถงึ ไมมีขอมูล 
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      กรดไพรูวิก 
   (1)     (2) 
   
   D (-) กรดแลกติก   L (+) กรดแลกติก 
 
   (3)     (3)     
        D (-) และ L (+) กรดแลกติก 
 
ภาพที ่3  กลไกการเกิดกรดแลกติก 

(1)    คือ เอนไซม D-แลกเทตดีไฮโดรจีเนส 
(2)    คือ เอนไซม L-แลกเทตดีไฮโดรจีเนส 
(3)    คือ เอนไซมแลกเทตราเซเมส 

ที่มา: ดัดแปลงจากสาโรจน (2544) 
 
 2.2  ประโยชนของกรดแลกติก 
 

       อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 
 
       สวนใหญจะใชกรดแลกติกเปนสวนประกอบของอาหารและเครื่องดื่มโดยตรงในการ

ปรุงแตงใหเกดิรสเปรี้ยว ซึง่ใหรสเปนกรดเล็กนอยและไมเกิดกลิน่ฉุนรุนแรง รวมทัง้ชวยในการปรบั
สภาพความเปนกรดในอาหารและเครื่องดื่มทาํใหพีเอชลดต่ําลงซึ่งชวยในการปองกันการเสื่อมเสีย
ของอาหารและเครื่องดื่ม โดยอาจจะใชรวมกับกรดชนิดอื่น เชน กรดพรอพิออนกิ และกรดแอซีติก 
เปนตน แตพบวากรดแลกติกใหประสิทธภิาพดีกวา ดังตัวอยางการใชในการยับยัง้การเติบโตของ 
Lactobacillus coagulan ในน้าํมะเขือเทศ (Davidson, 1997) นอกจากนี ้ ยังมีการนาํมาใชใน
อาหารแปรรูปและผลิตภัณฑเบเกอรร่ีดวย (Vickroy, 1985) 
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        ดานการแพทย 
 
        กรดแลกติกสามารถนาํมาใชเปนสารที่ชวยในการปรับพีเอช เพือ่ใชผลิตเปนพลาส- 

ติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable) ซึ่งเปนพอลิเมอรของกรดแลกติก นํามา
ประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการทาํเฝอกออน และผลิตไหมเย็บแผลชนิดที่ยอยสลายไดเอง ใชเปน
สารหามเลือด ในระหวางการถอนฟน นอกจากนี ้ ยงัใชในรูปของแคลเซียมไตรไฮเดรต (calcium 
lactate trihydrate) เพื่อเปนแหลงแคลเซียม สําหรับผูปวยที่เปนโรคขาดแคลเซียม และใชในรูป
ของเอทิลแลกเทต (ethyl lactate) เพื่อใชในการผลิตยาแกอักเสบ (anti-inframmator)  

 
        อุตสาหกรรมพอลิเมอร  
 
        ใชกรดแลกติกเปนวัตถุดิบที่สําคัญในการผลิตพอลิแลกเทต  (polylactate)  โดยใช

กรดแลกติกเปนสารตั้งตนในการผลิตไดแลกไทล ซึ่งไดแลกไทดจะถกูพอลิเมอไรซเปนพอลิแลกเทต 
ที่มีคุณสมบัตทิี่ดีดังนี้คือ แข็งแรงและทนตอความรอนไดสูง สามารถขึ้นรูปและยืดหยุนได 
ตลอดจนมีความโปรงแสงทีด่ี  สามารถรองรับการพมิพขอความ สามารถผนกึปดไดดวยความรอน
เพื่อใชเปนบรรจุภัณฑ  ทนตอการพับงอ รวมถึงปองกันกลิน่และรสชาติได พอลิเมอรชนิดนีย้อย
สลายไดทางชวีภาพ  สามารถใชแทนพลาสติกที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีเพื่อเปนการชวย
รักษาสภาพแวดลอมได (สาโรจน, 2544, 2546)   

 
        อุตสาหกรรมอื่น ๆ 
 
        กรดแลกติกสามารถใชในอุตสาหกรรมเคมี ผลิตเคมีภัณฑตาง ๆ ไดแก พรอพิลีน 

ไกลคอล กรดอะคริลิก เอสเทอร และผลิตภัณฑอนุพนัธ อุตสาหกรรมฟอกหนงั ใชกรดแลกติกชวย
ในการลางสารประกอบแคลเซียมออกจากหนังสัตว อุตสาหกรรมสิง่ทอ กรดแลกติกชวยในการ
ยอม (Waites et al., 2001) พิมพสีผา และชวยทําใหเกิดความเงางามของผาไหม และผาไหม
สังเคราะห อุตสาหกรรมเครือ่งสําอาง ใชกรดแลกติกเปนอีมัลซิฟายเออร (emulsifier)  ในการผลิต
ยาปราบศัตรูพืช ยาฆาแมลง ใชกรดแลกติกเปนวัตถดุิบในการผลติ ทางดานการเกษตรใชพอลิ-
แลกเทตเปนฟลมชวยรักษาความชืน้และความรอนในดนิ  (Bozoglu and Ray, 1996)   นอกจากนี้ 



 15

ยังใชกรดแลกติกในการควบคุมพีเอชในการผลิตสารเคลือบฟลม (film coating bath) รวมทั้งการ
ผลิตเรซินของฟนอลฟอรมัลดีไฮด (phenol-formaldehyde)   
 
3.  การตรึงเซลล  (cell  immobilization)  
 
 เซลลตรึง (immobilized cells) คือ เซลลทีถู่กจํากัดขอบเขตใหเคลื่อนทีอ่ยูในบริเวณที่
กําหนด โดยทีไ่มสูญเสียกิจกรรมของเซลล ซึ่งเซลลทีน่าํมาตรึงนัน้อาจอยูในสภาพที่กําลงัเติบโต 
อยูในระยะพักตัว (resting cells) หรือเซลลที่ตายแลว (death cells) (สมใจ, 2001; Shuler and 
Kargi, 2002)    
  
 3.1  การคัดเลือกวัสดุพาหะที่เหมาะสมในการตรึงเซลล (สมใจ, 2001) มีหลกัเกณฑดังนี ้
 
         3.1.1  สมบัติในการละลาย ควรเปนสารที่ละลายไดงาย และสารที่ไดควรมีความคง
ตัวอยูในสภาวะที่เหมาะสม 
 

         3.1.2  สมบัติในการเกิดเจล สารผสมที่ไดควรเกิดเจลไดงายในสภาวะปกตแิละไม
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเซลล 

 
                     3.1.3  สมบัติของเจล เจลทีไ่ดควรมีความแข็งแรง มีความคงตัวสูง และรูที่อยูภายใน
เจลควรมีขนาดเล็กพอทีจ่ะปองกนัการรั่วไหลของเซลลได ในขณะเดียวกนั สับสเทรตและ
ผลิตภัณฑสามารถซึมผานไดอยางอิสระ 
 
 มีการนาํเอาเทคนิคการตรึงเซลลมาใชในการผลิตกรดแลกติก โดยใชวสัดุพาหะตาง ๆ กัน
ในการตรึงเซลลแบคทีเรียกรดแลกติก Norton et al. (1994) และ Schepers et al. (2006) ได
ศึกษาการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ซึ่งเปนการตรึงเซลลใน
โครงขายแคปปา–คารราจีแนน (κ-carrageenan) และโลคัสบีนกัม (locust bean gum) Roukas 
and Kotzekidou (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei และ 
Lactococcus lactis ในโครงขายแอลจิเนต Yoo et al. (1996) และ Dembczynski and 
Jakowski (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei ในเยื่อแซน
แทนกมั (xanthan gum) และเซลลตรึง Lactobacillus rhamnosus ในเยื่อแอลจิเนต และ 
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Mostafa (1996) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงในโครงขายของวุน (agar) เปนตน
อยางไรก็ตาม พบวาวัสดุพาหะที่ใชมากไดแก พอลิอะคริลาไมด, แคปปา–คารราจีแนน และแอลจ-ิ
เนต ซึง่มีขอดีและขอเสียตางกนั แสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  เปรียบเทียบขอดแีละขอเสียของวัสดุพาหะที่ใชในการตรึงเซลล 
 

วัสดุพาหะ ขอดี ขอเสีย 
  พอลิอะคริลาไมด 
 
 
 
  แคปปา–คารราจีแนน 
 
 
 
  แอลจิเนต 
 

    มีขนาดของรูกวาง 
    เจลมีความแข็งแรง 
 
 
    เปนวัตถุดิบที่ใชกับอาหาร    
    ไดเจลที่มีความแข็งแรงด ี
    รักษากิจกรรมของเซลล 
 
    เปนวัตถุดิบที่ใชกับอาหาร    
    ไดเจลที่มีความแข็งแรงด ี
    ไมตองใชความรอนใน  
    กระบวนการเกิดเจล 
    รักษากิจกรรมของเซลล 

      เปนพิษ 
      เกิดอนุภาคอิสระ 
      ทาํลายเซลล 
 
      ตองอาศัยความรอนใน   
      การเกิดเจล มีผลทาํให  
      เซลลตาย 
 
      ไมคงตัวเมื่ออยูในสาร 
      ละลายประเภท     
      chelating agent 
 

 
ที่มา: Chibata (1982) 
 
 3.2  แอลจิเนต ( Alginate) 
 
        แอลจิเนตเปน polyuronic acid ที่สกัดไดจากสาหรายสนี้ําตาล เปนโคพอลิเมอรที่
ประกอบดวยโครงสรางของ β-D-manuronic acid และ α-L-guluronic acid เชื่อมกันดวย พนัธะ 
β และ α ตามลําดับ แสดงโครงสรางของแอลจิเนตดังภาพที่ 4 แอลจิเนตสามารถเกิดเจลชนิดไอ
โอโนโทรปกในสารละลายแคลเซียมไอออน หรือสารละลายทีเ่ปน multivalent cation เชน Ba2+  
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Cu2+   หรือ  Al3+  เปนตน เกิดเปนเจลที่เปนโครงรางสามมิติทีม่ีความหนืด และสามารถดกัจบัเซลล
ไวภายในที่สภาวะไมรุนแรง และพบวาไมมีผลตอการมชีีวิตของเซลล (ภาวิณี, 2531; Brodelius 
and Vandamme, 1987; Fukuda, 1995) 
 

 
 
ภาพที ่4  โครงสรางของแอลจิเนต 
ที่มา: Chaplin (2005) 
 
       คุณสมบัติของเจลที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยูกบัสัดสวนของ D-manuronic acid และ L-
guluronic acid ในพอลิเมอร น้ําหนกัโมเลกุล และระดบัการกระจายตัว พบวาเจลของแอลจิเนตที่
คงตัว สวนใหญจะประกอบดวยสัดสวนของ guluronic acid สูง และความเขมขนของพอลิเมอร
สุดทายในเจลจะมีชวงระหวาง 1–5 เปอรเซ็นต ข้ึนกับปริมาณของแอลจิเนตที่ใชในการเตรียม 
(Brodelius and Vandamme, 1987; Jane and Gordon, 1997) 
 
        แอลจิเนตถูกนาํไปใชในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมตาง ๆ  เนื่องจากมี
คุณสมบัติชวยใหเกิดลกัษณะเหนียวขน  เกิดความคงตัว   การเกิดฟลมที่ผิว  และเปนอีมัลซฟิาย
เออรชวยในการละลาย รวมทั้งแอลจิเนตเปนสารที่ปลอดภัย ไมเปนพิษ และราคาถูกจงึเหมาะจะ
ใชในขั้นตอนของการผลิต (Gemeiner et al., 1994) 
 
 3.3  การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
 

       Entrapment เปนวิธหีนึ่งที่สามารถใชตรึงเซลลไดดี (ภาวิณี, 2531) และเปนวิธทีี่ใช
อยางกวางขวางกับเซลลจุลินทรีย (Shuler and Kargi, 2002) โดยเซลลจะเขาไปอยูในโครงรางตา
ขายของแอลจเินต ซึ่งเปนการเกิดเจลแบบไอโอโนโทรปก (ionotropic gel) ของโมเลกุลแอลจิเนต  
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กับ multivalent cation (Fukuda, 1995) ซึง่ตองมโีครงสรางที่หนาแนนพอที่จะปองกนัการรั่ว
ออกมาของเซลล ขณะเดียวกันสับสเทรตและผลิตภัณฑจะตองสามารถเคลื่อนที่ผานไดเปนอยางดี 
รวมถึง เซลลที่อยูภายในโครงรางตาขายนั้น  สามารถที่จะมีชวีิตและเคลื่อนที่ไดอยางอิสระ  แสดง
การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตดังภาพที่  5  
 
 
 
                       เซลล                                                            แอลจิเนต     
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
 
 3.4  การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
 
        Encapsulation เปนการตรึงเซลลที่คลายกับวธิีการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต 
ตางกนัตรงที่การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตสารละลายเซลลจะถูกหุมดวยเยื่อของแอลจิเนต โดย
เซลลที่อยูภายในสามารถมีชวีิตและเคลื่อนที่ไดอยางอิสระ ซึ่งเยื่อของแอลจิเนตจะทําหนาที่เปน
เยื่อหุม (membrane) มีคุณสมบัติเปนเยื่อซึมผานได (semipermeable membrane) สับสเทรต
หรือผลิตภัณฑสามารถผานเขาออกได (Gordon, 1997) แสดงการตรงึเซลลในเยื่ออัลจีเนตดังภาพ
ที่ 6 
 
 
 
 
 
 



 19

 
 
 
                     เซลล                                                                เยือ่แอลจิเนต 
 
                                                                                                  แกนของเหลว 
 
 
 
ภาพที ่6  การตรึงเซลลในเยือ่แอลจิเนต (encapsulation) 
 
 3.5  ขอดีของการตรึงเซลล 
 

       การใชเซลลตรึงทําใหความหนาแนนของเซลลตอหนวยปริมาตรของถังหมกัสูงขึน้ ซึ่ง
เปนการชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่น ๆ ได อีกทั้งการใชเซลลตรึงนั้นชวยลดภาวะการ
เกิด wash out ทําใหสามารถทาํการหมักที่ความเขมขนของเซลลสูงและอัตราการเจือจางสงูได
พรอม ๆ กนั ทาํใหไดอัตราการผลติเชิงปริมาตรสูงขึ้น 
 

       ในแงของการแยกผลิตภัณฑออกจากเซลลนัน้ การใชเซลลตรึงจะทําใหงายตอการ
แยกผลิตภัณฑออกจากเซลล เปนการชวยลดตนทนุในกรรมวิธทีายกระแส (downstream 
processing)  อีกทัง้สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชงานซ้ําไดเปนเวลานาน 
 

       นอกจากนี้ การใชเซลลตรึงยังงายตอการจัดสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก และใน
บางกรณีการตรึงเซลลยังชวยปองกันการถูกทาํลายของเซลลจากแรงเฉือน (shear stress) 
 
 3.6  การประยกุตใชเซลลตรึง  
 
        เซลลตรึงสามารถนํามาใชในการผลิตสารอินทรีย เชน การผลิตกรดอะมิโน กรด
อินทรียกรดนวิคลีอิก  สารปฏิชีวนะ  ฮอรโมน  และน้าํตาล  เปนตน   ในการวิเคราะหทางคลินิก 
และทางเคมี    เชน  ตัวรับรูชีวภาพ (microbial sensor)    สําหรับโครงสรางทางเคมขีองพอลิเมอร
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ชีวภาพ (biodegradable polymer)  และการศึกษากลไกปฏิกิริยาของเอนไซม  ยงัมีการใชเซลล
ตรึงในอุตสาหกรรมอาหาร เชน การผลิตเนยแข็ง และการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอร เปนตน  
ในทางการแพทยประยกุตใชเซลลตรึงในการผลิตอวัยวะเทียม โดยใชเซลลตรึงสําหรับการทาํ
สารประกอบทางชวีภาพใหบริสุทธิ์ และใชในการแยกและวิเคราะหเอนไซมดวยวิธีโครมาโตกราฟ 
สัมพรรคภาพ (affinity chromatography) นอกจากนี ้ยงัใชเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอล และ
ไซยาไนดสําหรับบําบัดน้ําเสยี (Chibata, 1982)  
 
        การนาํเซลลตรึงมาใชนัน้ควรคํานึงถงึความปลอดภยั  ความสะดวกในการเตรียม  
ความมีชวีิตของเซลล  ความประหยัด  และประสิทธิภาพของเซลลตรึงจะตองไมดอยกวาการใช
เซลลอิสระ 
 
 3.7  การใชเทคนิคการตรึงเซลลในกระบวนการผลิตกรดแลกติก   
 

        Tango and Ghaly (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus 
helveticus  ในถงัหมกัแบบ   packed bed  พบวาอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ  3.9 กรัม/ลิตร 
ชั่วโมง โดยใชความเขมขนเริ่มตนของแลกโทส  100  กรัม/ลิตร และ hydraulic  retention  time  
18  ชั่วโมง 
 
        Roukas and Kotzekidou (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากหางนมโดยใช
ระบบเชื้อผสมระหวาง Lactobacillus casei และ Lactococcus lactis แบบเซลลอิสระและแบบ
เซลลตรึงในการหมักแบบเบด็เสร็จ (batch) และแบบครั้งคราว (fed-batch) เมื่อควบคุมใหความ
เขมขนสับสเทรตของกระบวนการหมักแบบครั้งคราวเทากับ 100 กรัม/ลิตร และอัตราการเติม
อาหารใหม 250 มิลลิลิตร/ชั่วโมง พบวาทั้งระบบเชื้อผสมแบบเซลลอิสระและแบบเซลลตรึงแบบ
คร้ังคราว มีประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกดีกวาในกระบวนการหมกัแบบเบ็ดเสร็จ โดยมีความ
เขมขนสุดทายของกรดแลกติกเทากับ 46 กรัม/ลิตร  นอกจากนี้ ยังพบวาระบบเชื้อผสมแบบเซลล
ตรึงสามารถทาํการผลิตไดนานถงึ  20  วนั  โดยมีความเขมขนรวมของกรดแลกติกมากกวาระบบ
เชื้อผสมแบบเซลลอิสระ 
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       Mostafa (1996)  ศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องจากหางนม    ดวยเซลล
ตรึงในถังหมกัแบบ  packed  tubular  ควบคุมที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส  อัตราการเจือจาง  
0.33  ตอช่ัวโมง  ที่มีระบบหมุนเวียนเซลลและไมมีระบบหมนุเวยีนเซลล   พบวาอตัราการผลิตเชิง
ปริมาตรสูงสุดเทากับ  9.36  และ  7.28 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ 
 
        Senthuran et al. (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากหางนมแบบเบ็ดเสร็จระบบ
หมุนเวียนเซลลที่มีความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนเปน 100 กรัม/ลิตร โดยการตรึงเซลล 
Lactobacillus casei พบวา สามารถใชความเขมขนของน้ําตาลไดสูง และใหอัตราการผลิตกรด
แลกติก 4.3 ถึง 4.6 กรัม/ลิตร ชั่วโมง และพบวาการลดความเขมขนของยีสตสกดัทําใหปริมาณ
เซลลลดลง แตไมมีผลตออัตราการผลิตของกรดแลกติก และยังสามารถเพิ่มจํานวนรอบของการ
หมักได นอกจากนี้ พบวาการใชเซลลตรึงชวยใหเซลลสามารถทนตอความเขมขนสูงของกรดแลก-
ติกที่ผลิตขึ้น และเซลลตรึงทีไ่ดสามารถนาํมาใชผลิตกรดแลกติกในสภาวะที่มีสารอาหารจํากัดได 
 
        Boyaval and Goulet (1988) ศึกษาสภาวะการผลติกรดแลกติกจากหางนมที่ไดจาก
การผลิตเนยแข็งดวยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ในถงัหมักแบบ packed bed เมื่อ
เปรียบเทยีบกบัระบบเซลลอิสระ ที่ระดับพเีอชที่เหมาะสม พบวา  ระบบเซลลตรึงจะมีการผลิตกรด
แลกติกดีกวาระบบเซลลอิสระ สวนที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส พบวาทัง้ 2 ระบบใหผลไมตางกนั 
แตเมื่อศึกษาเสถียรภาพของเซลลตอความรอน พบวา เซลลอิสระมีความคงตัวดีกวาเซลลตรึง
สามารถสรุปการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดังตารางที ่6 
 
4.  แบบจําลองทางคณิตศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยกรรมวธิีการหมัก 
  
 การศึกษาแบบจําลองทางคณิตศาสตรของกระบวนการหมัก เปนเครื่องมือที่ชวยอธิบาย
ถึงโครงสรางองคประกอบ และผลกระทบที่มีผลตอกระบวนการหมกั ทําใหสามารถเขาใจกลไก
การหมกัไดมากขึ้น ชวยในการออกแบบการทดลอง คาดเดาผลจากการทดลอง และปจจัยที่ตอง
ควบคุม โดยผานกระบวนการเลยีนแบบ (simulation) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร เปนการ
ประหยัดคาใชจาย เนื่องจากไมตองทําการทดลองจริง นอกจากนี ้ ยังสามารถทําการหาคาที่
เหมาะสม (optimization) ของพารามิเตอรอยางนอย 2 ตัว หรือมากกวานัน้ เพื่อใหไดผลไดของ
ผลิตภัณฑที่ตองการสงู นํามาซึ่งผลกําไร รวมทัง้เปนการประหยัดคาใชจาย                                                           
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แบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงายของการผลติกรดแลกตกิดวยเซลลตรึง 
 
 การหมกักรดแลกติกดวยเซลลตรึง เปนการประยุกตใชเซลลที่ไมมีภาวะของการเตบิโต
(resting cells) แตกตางจากการใชเซลลอิสระที่เซลลมีการใชกลูโคสเพื่อการเติบโต (growing 
cells) เพราะฉะนัน้แบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงายที่ใชอธบิายการผลิตกรดแลกติกจาก
กลูโคสดวยเซลลตรึง จึงพิจารณาเฉพาะสมดุลมวลของการใชกลโูคสและการผลิตกรดแลกติก
เทานัน้ โดยทีอั่ตราการใชกลูโคส (rS) ข้ึนอยูกับอัตราการผลิตกรดแลกติก (rP) และการใชกลูโคส
เพื่อบํารุงรักษาเซลล (mS) สวนอัตราการผลิตกรดแลกติก (rP) ข้ึนอยูกับปริมาณเซลลเร่ิมตน (X0) 
และความเขมขนกลูโคส (S) โดยอัตราจําเพาะของการผลิตกรดแลกติก (qP) มีจลนพลศาสตร
อ่ิมตัวแบบสมการ Monod โดยปริมาณเซลลเร่ิมตนแสดงภาวะยับยัง้การผลติกรดแลกติกที่
สามารถแสดงดวยพจน
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ตารางที่ 6 การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงแบคทีเรียกรดแลกติก  
 

Microorganisms    Materials Fermentation system C-sources Substrate
(g/l) 

 Lactic acid 
(g/l) 

YP/S

(g/g) 
QP  

(g/l h) 
References 

Lb. rhamnosus Alginate      Batch Sweet whey
powder 

651 N/A 0.88 0.63 Dembczynski and
Jankowski, 2002 

Lb. casei       
  

  

  

   

Alginate Repeat batch glucose 70 N/A N/A > 2.7 Yoo et al., 1996 
Lb. casei subsp. 
rhamnosus 

Pora-Bact  A Recycle batch Whey 
hydrolysate 

401 N/A 0.90 4.6 Senthuran et al., 
1997 

Lb. casei and 
L. lactis 

Alginate Fed batch Cheese whey 
permeate 

1001 46 0.77 1.91 Roukas and
Kotzekidou, 1998 

Lb. helveticus Alumina Continuous  Cheese whey 
permeate 

1001 N/A 0.855 3.90 Tango and Ghaly, 
2002 

Lb. helveticus  κ-carrageenan and 
Locst bean gum  

Continuous  
(1.21 h-1) 

Whey permeate 48-501 N/A N/A 28.5 Norton et al., 1994 

Lb. helveticus Agar Continuous with cell 
recycle (0.33 h-1) 

Cheese whey 
permeate 

N/A N/A N/A 9.36 Mostafa, 1996

 
หมายเหต ุ Lb. หมายถึง Lactobacillus spp. , 1 แลกโทส, N/A หมายถึง ไมมีขอมูล 
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5.  การออกแบบการทดลองโดยวิธี Taguchi 
    

วิธ ีTaguchi เปนวิธีออกแบบการทดลองที่พัฒนาโดย Dr. Genichi Taguchi เมื่อป ค. ศ. 
1980 เพื่อใชในการหาคาที่เหมาะสมของกระบวนการทางวิศวกรรม โดยมีความตองการที่จะ
พัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ หรือกระบวนการผลิตใหไดตามที่กําหนดไวมากที่สุดเทาที่จะทําได 
วิธ ี Taguchi มีการออกแบบการทดลองโดยใชการออกแบบการทดลองแบบ fractional factorial 
รวมกับ orthogonal array (OA) (Box et al., 1988) ซึ่งเปนตารางที่ประกอบไปดวยการทดลอง
และระดับของแฟกเตอรในแตละการทดลอง มหีลายประเภทขึ้นกบัจํานวนแฟกเตอรและระดับของ
แฟกเตอรนัน้ โดย OA จะมีจํานวนนอยที่สุดเทากับ L4  (Lochner and Matar, 1990) แสดง
ตัวอยาง OA (L4) ดังตารางที่ 7  

 
ตารางที่ 7  L4 Orthogonal array 
 

แฟกเตอร การทดลอง 
A B C 

1 1 1 1 
2 1 2 2 
3 2 1 2 
4 2 2 1 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Ross (1996) 
 

การวัดคาในวธิี  Taguchi จะแสดงในรูปของ Signal/Noise ratio (S/N ratio) ซึ่งถกูใชเพื่อ
วัดอิทธพิลของ noise factor (ตัวแปรที่ไมสามารถควบคุมไดในกระบวนการ) ที่มตีอลักษณะของ
ผลิตภัณฑ หรือกระบวนการ โดยอาศยัการวัดลักษณะของคุณภาพ (quality characteristic, QC) 
ซึ่งสามารถแสดงถึงความตองการการเปลีย่นแปลงของผลการทดลองที่ตองการตางกันออกไป ประ 
กอบดวย 3 รูปแบบ ดังนี ้  
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1.  QC = B Bigger is better 
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2.  QC = S Smaller is better 
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3.  QC = N Nominal is best 
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 โดย y, y0 และ N หมายถงึ ผลการทดลอง ผลการทดลองที่กําหนด และจํานวนการทดลอง 
ตามลําดับ 
 
 นอกจากนี ้ วธิี Taguchi ยังนําเอาการวเิคราะหความแปรปวนทางสถิติ (analysis of 
variance, ANOVA) มาใชเพื่อพิจารณาอทิธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอการทดลองทีไ่ด  
 
 5.1  ข้ันตอนการออกแบบการทดลองดวยวิธ ี Taguchi ประกอบดวย 5 ข้ันตอน (Roy, 
2001) ดังนี ้
 
  5.1.1  การวางแผนการทดลอง (planning experiment) เปนขั้นตอนกาํหนดจุด 
ประสงคที่ตองการ รวมทัง้พจิารณาแฟกเตอรตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับระบบ 
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  5.1.2  การออกแบบการทดลอง (designing experiment) เปนขัน้ตอนของการ
กําหนดหรือเลือก OA ที่เหมาะสมกับระบบ รวมทั้งกาํหนดแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอร 
 
  5.1.3  การทาํการทดลอง (conducting experiment) เปนขั้นตอนของการทําการ
ทดลองตามสภาวะของแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนดใน OA 
 
  5.1.4  การวิเคราะหผลการทดลอง (analysing experiment) เปนขั้นตอนของการ
พิจารณาผลของแฟกเตอร และระดับของแฟกเตอรวาแฟกเตอรใดมีผลความสาํคัญกับระบบ รวม 
ทั้งหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบทีท่ําใหไดผลไดสูงที่สุด 
 
  5.1.5  การทาํการทดลองซ้ําเพื่อยนืยนัผลการทดลอง  (confirming or predicted)  
เปนขั้นตอนของการพิสูจนวาสภาวะที่เหมาะสมตอระบบที่หาไดนั้น มคีวามเหมาะสม และไดผลได
ตามที่ตองการจริงหรือไม รวมทั้งใชสภาวะนั้นศึกษาผลทีเ่กิดขึ้นตอระบบ 
 
 5.2  ขอดีของวิธี Taguchi 
 
        วิธี Taguchi ใชจํานวนการทดลองนอยลง เมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี one-factor-at-a-
time และ full factorial combination  ทาํใหประหยัดเวลาและคาใชจาย สามารถบงบอกถงึแฟก
เตอรที่มีผลตอผลิตภัณฑ และกระบวนการผลิต ทําใหแกปญหาไดเร็วและตรงจุดยิ่งขึน้ นอกจากนี ้
พบวาวิธี Taguchi สามารถนํามาใชในการวางแผนการทดลองของกระบวนการทางการเกษตรและ
กระบวนการทางชวีภาพได (Tsui, 1988) 
  
 5.3  การใชวิธ ีTaguchi สําหรับออกแบบการทดลอง 
 
        Nagarjun et al. (2005) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกดวย 
Lactobacillus amylovorus NRRL B-4542 โดยอาศัยวิธ ีTaguchi ในการออกแบบการทดลองซึ่ง
ประกอบดวย 8 แฟกเตอร คือ อุณหภูมิ, พีเอช, ปริมาณกลาเชื้อ, ปริมาณความชืน้, ปริมาณยีสต
สกัด, ปริมาณแมกนีเซยีมซลัเฟต,  ปริมาณ  Tween 80  และ   ปริมาณ corn steep liquor  โดย
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อาศัย L18 (21x37) orthogonal array พบวาการผลิตกรดแลกติกภายใตสภาวะที่เหมาะสมไดผลได
กรดแลกติกสูงขึ้นเทากับ 93.50 เปอรเซ็นต 
 
        Prasad et al. (2005) ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตเอนไซมแลกเคสดวย 
Pleurotus ostreatus 1804 โดยอาศัย Taguchi ในการออกแบบการทดลองซึ่งประกอบดวย 8 
แฟกเตอร คือ พีเอช, ปริมาณกลูโคส, ปริมาณ wheat bran, ปริมาณยูเรีย, ปริมาณกลาเชื้อ, 
ปริมาณยีสตสกัด, ปริมาณของตัวเหนี่ยวนํา และปริมาณ KH2PO4 โดยอาศัย L18 (21x37) 
orthogonal array พบวาการผลิตเอนไซมแลกเคสภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะไดกิจกรรมของ
เอนไซมแลกเคสเพิ่มข้ึน 32.9 เปอรเซ็นต จาก 538.8 เปน 803.3 หนวย 
 
        Rao et al. (2004) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมองการผลิตไซลิทอลดวย Candida sp. 
โดยวิธ ี Taguchi ประกอบดวย 8 แฟกเตอรคือ อุณหภูมิ, พีเอช, ปริมาณ corn steep liquor, 
ปริมาณกลาเชื้อ, ปริมาณไซโลส, ปริมาณยีสตสกัด, อัตราการกวน   และปริมาณ   KH2PO4   โดย
อาศัย L18 (21x37) orthogonal array พบวาการผลิตไซลิทอลภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะไดผลได
ไซลิ-ทอลสูงขึ้นเทากับ 78.90 เปอรเซ็นต 
 
        Dasu et al. (2003) ศึกษาผลของพารามิเตอรตอการผลิต griseofulvin แบบ
เบ็ดเสร็จ ดวย Penicillium griseofulvum MTCC 1898 ในถังหมัก โดยอาศัยวธิี Taguchi ในการ
ออกแบบการทดลองซึง่ประกอบดวย 7 แฟกเตอร คือ ปริมาณซูโครส, ปริมาณ K2HPO4, ปริมาณ 
NaNO3, ปริมาณ FeSO4, พีเอช, อัตราการกวน และอัตราการใหอากาศ โดยอาศัย L8 (27) 
orthogonal array พบวา พารามิเตอรทางกายภาพ ซึง่ประกอบดวย พีเอช อัตราการกวน และ
อัตราการใหอากาศ มีอิทธิพลตอการผลิต griseofulvin อยางมีนยัสําคัญ 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
เครื่องมือและอุปกรณ 
 
 1.  ถังหมัก (Biostat B, B. Braun Biotech International, Germany)  ขนาด  2  ลิตร  
พรอมระบบควบคุมการกวน  ความเปนกรด-ดาง  และอุณหภูมิ 
 2.  เครื่องสูบแบบ Peristaltic pump (AC-2110, Perista® Pump, Chromatograph  
Atto, Japan) 
 3.  เครื่องสูบแบบ Roller pump (RP-1000  และ  RP-2000, Eyela, Japan) 
 4.  เครื่องหมนุเหวีย่ง (Micro Centrifuge); (Spectrafuge 16 M, Labnet, USA  และ   
Sigma 203, B. Braun Biotech International, Germany) 
 5.  เครื่องหมนุเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิต่ํา (Refrigerated Centrifuge); (Sorvall RC26  
Plus, USA) 
 6.  เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (Spectrophotometer); (UV-1201, Shimadzu  
Corporation, Japan) 
 7.  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath); (280 series water bath, Pricision, USA) 
 8.  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (Water bath shaker); (Unithermo Shaker NTS- 
1300, Eyela, Japan) 
 9.  เครื่องกวน (Hotplate and Stirrer); (Schott, Scientific Promotion, Germany) 
 10.  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter); (M-11, Horiba, Japan) 
 11.  Aspirator pump (A-3S, Eyela, Japan)  พรอมชุดกรอง 
 12.  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator); (Memmert, Germany) 
 13.  เครื่องชั่ง (Balance); (Sartorius CP 323S, Scientific Promotion, Germany) 
 14.  หมอนึง่ความดนัไอน้ํา (Autoclave); (Labo Autoclave, Sanyo, Japan) 
 15.  เครื่องแกว  อุปกรณ  และสารเคมีตาง ๆ สําหรับการทดลองและวเิคราะห 
 16.  เครื่องไมโครคอมพิวเตอร (Celeron ®, CPU 2.20 GHz, 256 MB of RAM, Intel ®) 
 17.  โปรแกรม MATLABTM Toolbox of Genetic Algorithm for Optimization.  
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สารเคมีทีใ่ชในการตรงึเซลล 
 
 1.  Alginic acid sodium salt  (A-7128, Sigma, USA) 
 2.  Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) (Fluka) 
 3.  Calcium chloride  (A127, Ajax Finechem, Australia) 
 
จุลินทรีย 

 
 จุลินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติก คือ Lactococcus lactis IO-1 ทีแ่ยกโดย Ishizaki et 
al. (1990a)  เก็บรักษาไวที่ Bangkok MIRCEN ประเทศไทย  ภายใตรหัสของสถาบนัวจิัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย (วท.) คือ Lactococcus lactis IO-1 TISTR 1401 
 
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 
 อาหารเพาะเลีย้งเชื้อสําหรับเก็บรักษาเชื้อจลิุนทรียเพื่อเปน stock culture ใชอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อเหลว thioglycolate (TGC) medium (Difco) 
 
 อาหารเพาะเลีย้งเชื้อสําหรับการเตรียมกลาเชื้อ การเตรียมเซลล และการผลิตกรดแลกติก
ใชอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ในน้าํกลัน่ 1 ลิตร ประกอบดวย peptone 10 กรัม, beef extract 10 
กรัม, yeast extract 5 กรัม, K2HPO4 2  กรัม, sodium acetate 5 กรัม, tri-ammonium citrate 2 
กรัม, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม, MnSO4.4H2O 0.2 กรัม, Tween 80 1 มิลลิลิตร และ glucose 10 
กรัม หรือแปรผันตามการทดลอง  
 
การเตรยีมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวาม
เขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลางและ
สวนสงูเทากับ 16x150 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มี
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ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรอีกครั้ง บมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรบัการเตรียมเซลลตอไป 
 
การเตรยีมเซลล 
 
 เติมกลาเชื้อที่เตรียมได 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) จากหลอดทดลอง 2 หลอด 
ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร 
ปริมาตร 190 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิง่
เปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนัน้จงึนาํไป
เหวีย่งแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆา
เชื้อ นาํเซลลที่ไดมาเติมน้ํากลั่นฆาเชื้อ (ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) เพื่อทําเปนสาร
แขวนลอยเซลล หรือใชเซลลเปยกโดยตรง สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
หรือการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดบั สามารถสรปุการเตรียมเซลลของแตละการ
ทดลองไดดังนี ้ 
 
 การศึกษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก เตรียมเซลลดังวิธกีารขางตน โดยเติมกลาเชื้อปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 190 
มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 17 ฟลาสก ใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติก 
โดยเซลลอิสระ 1 ฟลาสก และใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 1, 5 และ 10 
ฟลาสก ทีม่ีปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ  
 
 การศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนต และใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวน เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 
150 มิลลิลิตร จํานวน 1 ฟลาสก และ 175 มลิลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด  5 ลิตร  
ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร  2.85 ลิตร  จํานวน 1  
ฟลาสก และ 3.325 ลิตร จาํนวน 2 ฟลาสก เตรียมทัง้หมด 2 ชุด เพือ่ใชในการศึกษา 2 ซ้าํ สําหรับ
ตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
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 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  ระดับ 
ฟลาสกดวยวธิี Taguchi เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 180 มิลลิลิตร 
จํานวน 2 ฟลาสก  ลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขน
กลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.42 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เตรียมทัง้หมด 2 ชุด เพื่อใชใน
การศึกษา 2 ซ้ํา สําหรับตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนต สําหรบัการศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 
40 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลีย้งเชือ้  MRS ที่มี
ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 760  มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก 
 
 การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ 
packed bed เตรียมเซลลดังวิธกีารขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 200 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/
ลิตร ปริมาตร 3.8 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก  
 
 การเตรียมเซลลในการศึกษาขางตนทั้งหมด ทําการบมทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส แบบ
นิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมกัทีม่นี้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนั้นจึง
นําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ีเปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลัน่
ฆาเชื้อ ใชเซลลที่ไดเตรียมสารแขวนลอยเซลล หรือใชเซลลเปยกโดยตรง สําหรับใชในการเตรียม
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต หรือการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
 
การเตรยีมเซลลตรึงในโครงขายแอลจเินต (ดัดแปลงจาก Jane and Gordon, 1997) 
 
 เตรียมเซลลตรึงโดยการนําสารแขวนลอยเซลลที่เตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลายโซ- 
เดียมแอลจิเนตความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) หยดสารผสม
นี้ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต โดยใชสายยางซิลิโคนขนาดเสนผานศนูยกลาง 
4x7 มิลลิเมตร และเข็มฉีดขนาด 1.2x25 มิลลิเมตร โดยการใชปม (AC-2110, Perista pump, 
Chromatograph Atto, Japan) ควบคุมอัตราการไหลคงที่เทากับ 0.06 ลิตร/ชั่วโมง บมเม็ดเจล
เซลลตรึงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 3 เปอรเซน็ตนาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 
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จากนั้นกรองเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 นิว้ ลางเม็ดเจลเซลล
ตรึงดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 1 คร้ัง ทิง้ไวประมาณ 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง  นําเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดชั่ง
น้ําหนกัเพื่อหาน้าํหนักเปยกของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 
และปริมาตรของเม็ดเจลเซลลตรึงดวยการแทนที่น้าํ แสดงในภาคผนวก ค วิธกีารวเิคราะห โดยทกุ
ข้ันตอนทาํภายใตสภาวะปลอดเชื้อ นําเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดไปใชในการผลิตกรดแลกติกตอไป 
แสดงขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตดงัภาพที่ 7 
 

นําสารแขวนลอยเซลลผสมกบัสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 4 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) 

 
หยดลงในสารละลายแคลเซยีมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต ที่มกีารกวนตลอดเวลา 

 
บมทิ้งไว 2 ชั่วโมง 

 
กรองเม็ดเจลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางเม็ดเจลเซลลตรึงดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อ 1 คร้ัง 

 
ผ่ึงเม็ดเจลเซลลตรึงบนตะแกรงนาน 10 นาท ี

 
หาน้ําหนกัเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 

และปริมาตรเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 
(แสดงในภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห) 

 
นําเม็ดเจลเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดแลกติก 

 
ภาพที ่7  ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
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การเตรยีมเซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนต (ดัดแปลงจาก Koyama and Seki, 2004) 
 
 เตรียมเซลลตรึงโดยการนําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 
ความเขมขน 20 เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
แปรผันไปตามแตละการทดลอง) ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล หยดสารแขวนลอยเซลลที่ไดลง
ในสารละลายโซเดียมแอลจิเนตความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ที่มีการเติม Tween 80 0.1 
เปอรเซ็นต ทีม่ีการกวนตลอดเวลา โดยใชสายยางซิลิโคนขนาดเสนผานศนูยกลาง 4x7 มิลลิเมตร 
และเข็มฉีดขนาด 0.7x25 มลิลิเมตร โดยการใชปม (AC-2110, Perista pump, Chromatograpg 
Atto, Japan) ควบคุมอัตราการไหลคงที่เทากบั 0.06 ลิตร/ชั่วโมง แสดงดังภาพที ่8 จากนั้นเติมน้าํ
กลั่นฆาเชื้อลงไปเพื่อเจือจางความเขมขนของสารละลายโซเดียมแอลจิเนต กรองแคปซูลเซลลตรึง
ผานตะแกรงและลางแคปซลูเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชือ้ จากนั้นแชแคปซูลเซลลตรึงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที เพื่อทาํใหแคปซูลเซลลตรึง
แข็งตัวแสดงดังภาพที่ 9 กรองแคปซูลเซลลตรึงที่ไดผานตะแกรงและลางดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้ออีกครั้ง 
ทิ้งไว 10 นาท ีแสดงดังภาพที่ 10 นาํแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดไปชัง่น้าํหนกัเพื่อหาน้าํหนักเปยกของ
แคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด, จาํนวนของแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด และปริมาตรของแคปซูลเซลลตรึง
ดวยการแทนที่น้าํ แสดงในภาคผนวก ค วิธกีารวิเคราะห โดยทุกขัน้ตอนทําภายใตสภาวะปลอด
เชื้อ นาํเซลลตรึงที่ไดไปใชในการผลิตกรดแลกตกิตอไป แสดงขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อ
แอลจิเนตดังภาพที่ 11  
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ภาพที ่8 ข้ันตอนการหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 
 

  
 
ภาพที ่9 ข้ันตอนการทําแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตใหแข็งตัว 
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ภาพที ่10 ข้ันตอนการกรองแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
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นําเซลลเปยกผสมกับสารละลาย PEG 6000 20 เปอรเซ็นต 
และสารละลายแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) 
 

หยดลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต และ Tween 80 0.1 เปอรเซ็นต 
ที่มีการกวนตลอดเวลา 

 
เติมน้ํากลั่นฆาเชื้อเพื่อเจือจางสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 

 
กรองแคปซูลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางแคปซูลเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 1 ครั้ง 

 
นําแคปซูลเซลลตรึงใสลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซ็นต ที่มีการกวนตลอดเวลา 

 
บมทิ้งไว 30 นาที 

 
กรองแคปซูลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางแคปซูลเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 1 ครั้ง 

 
ผ่ึงแคปซูลเซลลตรึงบนตะแกรงนาน 10 นาที 

 
หาน้ําหนักแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด 

และปริมาตรแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด 
(แสดงในภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห) 

 
นําแคปซูลเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดแลกติก 

 
ภาพที ่11  ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
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1.  การศกึษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน 
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
 1.1  การเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึง 
 
        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เติมกลาเชื้อที่เตรียมได 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 190 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 17 ฟลาสก ใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลล
อิสระ 1 ฟลาสก และใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 1, 5 และ 10 ฟลาสก ทีม่ี
ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลาํดับ บมที่อุณหภมูิ  37 องศา
เซลเซียส แบบนิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
หลังจากนั้นจงึนําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 
คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ นําเซลลที่ไดมาเตมิน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 50, 150 และ 400 มิลลิลิตร สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 
และ 1.32 กรัม ตามลาํดับ เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 13.20 กรัม/
ลิตร สวนการศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระใหนาํเซลลเปยกที่ไดมาผสมกับน้าํกลัน่ฆา
เชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
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        การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
        นําสารแขวนลอยเซลลที่ไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความเขมขน 
4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 50, 150 และ 400 มิลลิลิตร 
สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลาํดบั ทาํการเตรยีม
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตดังวธิีการขางตน (ภาพที ่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึง
ทั้งหมดเทากบั 11.00, 49.66 และ 120.75 กรัม และมีจํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 
523, 2,364 และ 5,750 เม็ด ทีม่ีปริมาตรแทนทีน่้ําเทากับ 10.46, 47.28 และ 115.00 มิลลิลิตร 
สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ คํานวณเปน
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/เม็ดเจล 
 
        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
        นําเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตทีเ่ตรียมไดใสลงในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS  ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร  พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.85 ปริมาตร 180 และ 200 
มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ตามลําดับ ทําการหมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลาตาง ๆ  เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรด
แลกติก  
 
 1.2  การประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตร และการเลียนแบบกระบวนการผลิต 
กรดแลกติกดวยเซลลตรึง 
 
        ประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตร   และเลียนแบบกระบวนการผลิตกรด
แลกติกดวยเซลลตรึงดังสมการ (1), (2) และ (3) ดวยวธิี non-linear least square error อาศยั
กลองเครื่องมอื (toolbox) ที่เรียกวา Genetic Algorithm for Optimization Toolbox (GAOT) ของ
โปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM (The Math Works, INC.) จากขอมลูของผลการทดลองการผลิต
กรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึงระดับฟลาสกที่มปีริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 
1.32 กรัม (แสดงดังภาคผนวก ง)  
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2.  การศกึษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรงึ Lactococcus lactis IO-1 ในโครงขาย 
แอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน 
 
 การเตรียมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
 การเตรียมเซลล 
 
 เตรียมกลาเชือ้ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มีปริมาตร 150 จํานวน 1 ฟลาสก และ 
175 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด  5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มี
ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร  2.85 ลิตร  จํานวน 1  ฟลาสก และ 3.325 ลิตร   
จํานวน 2 ฟลาสก ตามลาํดบั เตรียมทั้งหมด 2 ชุด เพือ่ใชในการศึกษา 2 ซ้าํ บมที่อุณหภูม ิ  37 
องศาเซลเซยีส แบบนิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมกัที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
หลังจากนั้นจงึนําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 
คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ ตอมานาํเซลลชุดที ่1 มาเติมน้าํกลั่นฆาเชื้อปริมาตร 500 มลิลิลิตร ในบีก-
เกอรขนาด 2 ลิตร เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 13.20 กรัม/ลิตร 
และเซลลชุดที ่ 2 ใชเซลลเปยกโดยตรง ซึง่มีน้าํหนักเปยก 29.02 กรัม (คิดเปนน้าํหนกัเซลลแหง
เทากับ 6.6 กรัม) สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตและการเตรียมเซลลตรึงใน
เยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
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 การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
 นําสารแขวนลอยเซลลที่เตรยีมไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความเขม- 
ขน 4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 2 ลิตร ทําการเตรียมเซลลตรึงใน
โครงขายแอลจิเนตดังวิธีการขางตน (ภาพที่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 
604.77 กรัม และจํานวนเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 23,750 เมด็ ที่มีปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 
475 มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/เม็ดเจล 
 
 การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกบัสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 75 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 298.43 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 11,555 แคปซูล ที่มปีริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 312 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.027 มิลลิลิตร/แคปซูล 
 
 เปรียบเทยีบการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในโครงขายแอลจเินตและในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตที่เตรียมไดใสลงในถงั
ปฏิกรณแบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/
ลิตร ปริมาตร 1 ลิตร  ทาํการหมักที่อุณหภูมิ   37  องศาเซลเซียส  อัตราการกวน  50  รอบ/นาที  
ควบคุมพีเอชเทากบั  6  ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล เก็บตัวอยางน้ําหมกัที่
เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก และเก็บตัวอยางเซลลตรึงทีช่ั่วโมงแรก เพือ่
หาจาํนวนเซลลที่มีชีวิต 
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3.  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis  
IO-1 ระดับฟลาสกดวยวธิ ีTaguchi  
 
 3.1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธ ีTaguchi 
 
        การออกแบบการทดลองโดยวธิี Taguchi 
 
        ในการทดลองนี้พจิารณาแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่มีผลตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 จํานวน 8 แฟกเตอรประกอบดวย ชนิดของการตรึงเซลล 2 
ชนิดคือ เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) และเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
(encapsulation), ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน, ความเขมขน
ยีสตสกัด,  ความเขมขนบฟีสกัด,  พีเอชเริม่ตน, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด   และความเขมขน
เปปโตน โดยแตละแฟกเตอรจะมี 3 ระดับ แสดงดังตารางที่ 8 ซึ่งวิธ ี Taguchi จะแสดง
ความสัมพันธระหวางจาํนวนการทดลอง, แฟกเตอร และระดับของแฟกเตอรในรูปของ orthogonal 
array (OA) โดยจะเหน็ไดวาการทดลองทีป่ระกอบดวยแฟกเตอรที่มี 2 ระดับ 1 แฟกเตอร และแฟก
เตอรที่มี 3 ระดับ 7 แฟกเตอร สามารถใช OA แบบ L18 (21x37) แสดงดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 8  แฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนด 
 

ระดับ แฟกเตอร 
1 2 3 

1. ชนิดของการตรึงเซลล: (A) 
2. ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช(กรัม/ลิตร): (B) 
3. ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (กรัม/ลิตร): (C) 
4. ความเขมขนยีสตสกัด (กรัม/ลิตร): (D) 
5. ความเขมขนบีฟสกัด (กรัม/ลิตร): (E) 
6. พีเอชเริ่มตน: (F) 
7. ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (กรัม/ลิตร): (G) 
8. ความเขมขนเปปโตน (กรัม/ลิตร): (H) 

Entrapment 
3.96 
25 
2.5 
5 
6 

2.5 
5 

Encapsulation 
5.28 
35 
5 

7.5 
6.5 
5 

7.5 

- 
6.6 
45 
10 
10 

6.85 
10 
10 
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ตารางที่ 9 L18 (21x37) Orthogonal array 
 

แฟกเตอร การทดลอง 
A B C D E F G H 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 1 1 2 2 2 2 2 2 
3 1 1 3 3 3 3 3 3 
4 1 2 1 1 2 2 3 3 
5 1 2 2 2 3 3 1 1 
6 1 2 3 3 1 1 2 2 
7 1 3 1 2 1 3 2 3 
8 1 3 2 3 2 1 3 1 
9 1 3 3 1 3 2 1 2 
10 2 1 1 3 3 2 2 1 
11 2 1 2 1 1 3 3 2 
12 2 1 3 2 2 1 1 3 
13 2 2 1 2 3 1 3 2 
14 2 2 2 3 1 2 1 3 
15 2 2 3 1 2 3 2 1 
16 2 3 1 3 2 3 1 2 
17 2 3 2 1 3 1 2 3 
18 2 3 3 2 1 2 3 1 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Ross (1996) 
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        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เตรียมกลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มีปริมาตร 180 มิลลิลิตร จาํนวน 
2 ฟลาสก  เติมลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 
10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.42 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เตรยีมทัง้หมด 2 ชุด เพื่อใชในการศึกษา 2 ซ้าํ 
บมที่อุณหภูม ิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิง่เปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้ําหนกัเซลลแหง
เทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลงัจากนั้นจงึนาํไปเหวีย่งแยกเซลลที่อัตราเรว็ 9,000  รอบ/นาท ีเปนเวลา 
10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ นําเซลลชดุที่ 1 มาเติมนํากลัน่ฆาเชื้อปริมาตร 360 
มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 
13.20 กรัม/ลิตร และเซลลชุดที่ 2 ใชเซลลเปยกโดยตรง ซึ่งมนี้ําหนกัเปยกรวม 20.89 กรัม (คิดเปน
น้ําหนกัเซลลแหงเทากบั 4.752 กรัม) สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และ
การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ  
 
        การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
        นําสารแขวนลอยเซลลที่เตรียมไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความ
เขมขน 4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 360 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร ทําการเตรยีมเซลลตรึงใน
โครงขายแอลจิเนตดังวิธีการขางตน (ภาพที่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 
339.69 กรัม และจํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 16,985 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนทีน่้ํา
เทากับ 321 มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของเมด็เจลเซลลตรึงเทากับ 0.019 มิลลิลิตร/เม็ด
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เจล แบงเม็ดเจลเซลลตรึงทีไ่ดโดยวัดปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 26.75, 35.6 และ 44.5 มิลลิลิตร 
สําหรับความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใชเทากับ 3.96, 5.28  และ 6.6 กรัม/ลิตร ตามลําดบั 
จํานวนอยางละ 3 ชุดดังที่ออกแบบดวยวธิี Taguchi ในตารางที่ 8 และ 9 
 
        การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
        นําเซลลเปยกทีเ่ตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 54 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 110.56 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 5,528 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนทีน่้ําเทากับ 102 
มิลลิลิตร คาํนวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.018 มิลลิลิตร/แคปซูล แบง
แคปซูลเซลลตรึงที่ไดโดยวัดปริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 8.5, 11.3 และ 14.1 มิลลิลิตร สําหรับความ
เขมขนเซลลของเซลลตรึงทีใ่ชเทากับ 3.96, 5.28  และ 6.6 กรัม/ลิตร ตามลําดับ จํานวนอยางละ 3 
ชุด ดังที่ออกแบบดวยวธิี Taguchi ในตารางที่ 8 และ 9 
  
        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 
        นําเซลลตรึงที่เตรียมไดแตละชุดใสลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS  ปริมาตร  100  
มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร   ทําการหมกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 
100 รอบ/นาที และตามสภาวะที่ออกแบบในตารางที ่ 9 เก็บตัวอยางน้ําหมักที่เวลาตาง ๆ  เพื่อ
วิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก สามารถสรุปวิธีการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงโดย
การออกแบบการทดลองดวยวิธ ีTagichi แสดงดังภาพที่ 12 
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หมายเหต ุ1 และ 2 ระดับและสภาวะของการ
เตรียมกลาเช

 

ล 
เตรียมเซล
                          
เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 3.6 
ลิตร ในฟลาสกขนาด 5 ลิตร จํานวน  2 ฟลาสก  
ี 

ผสมเซ
สารละ

 

ชุดศึกษาการ
ร ที่มีอาหารเพ

ป

ซลลตรึงโดย

ทดลองแสด
เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 3.6 
ลิตร ในฟลาสกขนาด 5 ลิตร จํานวน  2 ฟลาสก  
บมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 6 ช่ัวโมง แบบนิ่ง ไดน้ําหมักทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
ี 
  เหว่ียงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000 รอบ/นาที 10 นาท
 เหว่ียงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000 รอบ/นาที 10 นาท
เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 360 มิลลิลิตร 
ลล
ลา

ผล
าะ

ก

ง

ใชเซลลเปยกทีม่ีน้ําหนักเปยก 20.89 กรัม 
เปยกกับสารละลาย PEG 6000 20 เปอรเซ็นต และ
ยแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 54 มิลลิลิตร 
ผสมสารแขวนลอยเซลลกับโซเดียมแอลจิเนต 
4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 360 มิลลิลิตร 
 
ตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต วิธีการแสดงดังภาพที่ 7  
ตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต วิธีการแสดงดังภาพที่ 11
น้ําหนักเปยกของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 
39.69  กรัม, จํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ

16,986 เม็ด, ปริมาตรแทนที่น้ําเทากับ 321 มิลลิลิตร 

  
 
 
 
 

น้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 110.56 กรัม, 
จํานวนแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 5,528 แคปซูล, 

ปริมาตรแทนที่น้ําเทากับ 102 มิลลิลิตร 
ปป
ระดับที่ 11

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
6.75 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 

  
 
 
 

 
 
 

ระดับที่ 21

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
35.6 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ิตกรดแลกติกระดับฟลาสก 
เลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร2

ารออกแบบการทดลองดวยวิธี T

ในตารางที่ 8 และ 9  
ระดับที่ 31

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
14.1 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 11

ใชเซลลตรึง   
ริมาตรแทนที่น้ํา 
8.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 21

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
11.3 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 31

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
44.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร)                
agichi 
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 3.2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อ 
แอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวิธ ีTaguchi 
                                 
        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เตรียมกลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ทีม่ีปริมาตร 40 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 
กรัม/ลิตร ปริมาตร 760 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก บมทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส แบบนิ่งเปน
เวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนั้นจึงนาํไปเหวี่ยง
แยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ ได
น้ําหนกัเซลลเปยกรวมกันเทากับ 6.28 กรัม (คิดเปนน้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 1.056 กรัม) 
 
        การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
        นําเซลลเปยกทีเ่ตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทําการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 71.07 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 3,354 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 67.09 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/แคปซูล                                         
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        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวิธี Taguchi ระดับ 
ฟลาสก 
 
        นําเซลลตรึงที่เตรียมไดทั้งหมดแบงเปน 2 ชุดโดยการชั่งน้ําหนัก ไดน้ําหนกัเปยกของ
แคปซูลเซลลตรึงชุดละเทากบั 35.53 กรัม  ใสลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ  MRS  ปริมาตร  100  
มิลลิลิตร    ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ชุดละ 1 ฟลาสก  ทาํการหมกัที่สภาวะ 37 องศา
เซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีและภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi เก็บตัวอยาง
น้ําหมักที่เวลาตาง ๆ  เพื่อวเิคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก และเก็บตัวอยางแคปซูลเซลล
ตรึง 30 แคปซูล ที่ชั่วโมงแรกและชั่วโมงสุดทาย เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชีวิตและปริมาณกรดแลก-
ติก ตามลาํดับ 
 
4.  การผลิตกรดแลกตกิโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถัง 
ปฏิกรณแบบ packed bed 
 
 การเตรียมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เตมิกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
 การเตรียมเซลล 
 
 เตรียมกลาเชือ้ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มปีริมาตร 200 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลโูคส 10 
กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.8 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิ่งเปนเวลา 
6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้าํหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลงัจากนัน้จึงนาํไปเหวี่ยงแยก
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เซลลที่อัตราเรว็ 9,000  รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ ไดเซลล
เปยกซึง่มีน้าํหนักเปยกรวมเทากบั 23.22 กรัม (คิดเปนน้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 5.28 กรัม) 
 
 การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกบัสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 262.74 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 12,070 แคปซูล ที่มปีริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 250 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซลูเซลลตรึงเทากับ 0.02-0.027 มลิลิลิตร/แคปซูล 
บรรจุแคปซูลเซลลตรึงที่ไดทัง้หมดลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลางและสวนสงูเทากับ 
6.04x10.5 เซนติเมตร แสดงดังภาพที ่13 
 
 4.1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed (A packed bed reactor with 
broth recycle-batch production) 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถังหมกั
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอตัราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา รูปแบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก แสดงดังภาพที ่ 14 และ 
15 เก็บตัวอยางน้ําหมัก ที่เวลาตาง ๆ เพือ่วเิคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก และเก็บตัวอยาง 



 49

แคปซูลเซลลตรึง 30  แคปซูล ที่ชัว่โมงแรกและชั่วโมงสุดทาย เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชวีิตและ
ปริมาณกรดแลกติก ตามลําดับ 
 

   
 
ภาพที ่13 ถงัปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตขนาดเสนผานศนูยกลาง 
    และสวนสงูเทากบั 6.04x10.5 เซนติเมตร 
  
 4.2  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถังหมัก
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
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เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอัตราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา ทําการหมักเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมัก  จนความเขมขนเหลือของกลูโคสคงที ่ จึง
เปลี่ยนการหมกัเปนแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก โดยการเติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ MRS ใหม
ดวยอัตราการไหล F3 ที่ไดจากการคํานวณจากอัตราการเจือจางทีก่าํหนดไดแก อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 และมีการดงึน้าํหมักออกจากถงัหมักดวยอัตราการไหลเทากับ F4 ซึ่ง
เทากับอัตราการไหลของการเติมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ใหม (F4=F3) จะไดวา การหมกั
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักที่ควบคุมอัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 จะตอง
ควบคุมอัตราการไหลเขาของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ใหมที่เตมิ (F3) และอัตราการไหลออก
ของน้ําหมกัออกจากถังหมกั (F4) เทากบั 0.499 และ 1 ลิตร/ชั่วโมง ตามลําดับ และทําการหมกั
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักจนเขาสูสภาวะคงตัว (steady state) โดยพิจารณาไดจากความ
เขมขนคงที่ของกลูโคส หรือกรดแลกติก ระหวางการหมัก ภายใตสภาวะคงตวั รูปแบบการผลิต
กรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัแสดงดังภาพที่ 16 และ 17 ในระหวางการหมกัแบบ
เบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัจะเก็บตัวอยางน้ําหมัก โดยจะทาํการวิเคราะหหาความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติก เพื่อเปลี่ยนการหมกัไปเปนแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก และเก็บตัวอยาง
แคปซูลเซลลตรึงที่ชั่วโมงแรก  เพื่อวเิคราะหหาจาํนวนเซลลที่มีชวีิต   สวนในระหวางการหมกักรด
แลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักจะเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณ
กลูโคส กรดแลกติก และเกบ็ตัวอยางแคปซูลเซลลตรึง 30 แคปซูล ที่ชั่วโมงแรกและชั่วโมงสุดทาย 
เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชวีิตและปริมาณกรดแลกติก ตามลําดับ 
 
 4.3  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed (A packed bed reactor with 
broth recycle-repeated batch production) 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถงัหมัก
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
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กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอัตราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา รูปแบบการผลิตเหมือนกับรูปแบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
แสดงดังภาพที ่14 และ 15 ทําการหมกัจนกลูโคสถกูใชหมดจึงถายน้าํหมกัออก ลางถังพักน้ําหมกั
และแคปซูลเซลลตรึงในถังปฏิกรณเซลลตรึงดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  จากนัน้จึงเติมอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ใหม ปริมาตร 1 ลิตร เพื่อทําการผลิตกรดแลกติกอีกครั้ง โดยจะทาํการผลิตกรดแลกติก
ทั้งหมด 3 คร้ัง โดยทุกครั้งจะเก็บตัวอยางน้าํหมัก ที่เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรด
แลกติก และเก็บตัวอยางแคปซูลเซลลตรึง 30 แคปซลู ที่ชัว่โมงแรกและชั่วโมงสดุทาย เพื่อหา
จํานวนเซลลทีม่ีชีวิตและปริมาณกรดแลกติก ตามลาํดับ  
 
การวิเคราะห 
 
 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก 
 
 นําตัวอยางน้าํหมักที่เก็บในแตละเวลาของการหมกัมาเหวี่ยงที่อัตราเร็ว 12,000 รอบ/นาท ี
เปนเวลา 10 นาท ี นาํสวนใสมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม แลวนําไปวิเคราะหกลูโคส
และกรดแลกติกโดยใชวิธ ี Dinitrosalicylic acid (Miller, 1959) และวิธีของ Barker and 
Summerson (1941) ตามลาํดับ แสดงในภาคผนวก ค 
 
 นําตัวอยางแคปซูลเซลลตรึงที่เก็บในช่ัวโมงสุดทายของการหมักมาละลายในสารละลาย
ไตรโซเดียมซิเทรต (tri-sodium citrate) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ได
สารละลายแขวนลอยเซลล นําไปเหวี่ยงทีอั่ตราเร็ว 12,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 10 นาท ีนาํสวนใส
มาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมแลวนาํไปวิเคราะหกรดแลกติกโดยวิธีของ Barker and 
Summerson (1941) ตามลาํดับ แสดงในภาคผนวก ค 
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 การหาจํานวนเซลลที่มีชวีิต 
 
 นําตัวอยางเมด็เจลเซลลตรึง  หรือแคปซูลเซลลตรึงทีเ่ก็บในแตละเวลาของการหมักมา
ละลายในสารละลายไตรโซเดียมซิเทรตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ได
สารละลายแขวนลอยเซลล แลวจึงนําไปหาจํานวนเซลลที่มีชีวิต แสดงในภาคผนวก ค 
 
 การประมาณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
 
 การประมาณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ และ
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก ซ่ึงประกอบดวย ผลไดเซลล (YX/S) เฉพาะในกรณีของเซลลอิสระ 
ผลไดกรดแลกติก (YP/S) อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) 
และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ไดจากการคํานวณ แสดงในภาคผนวก ข 
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Feed in
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broth

 
 
ภาพที ่14   การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ  
      packed bed 
หมายเหต ุF1 และ F2 อัตราการไหลเขาและออกของน้าํหมักเวียนกลบัของถังปฏิกรณเซลลตรึง 
    P0, P1 และ P2 เครื่องสูบ (Perlistaltic pumps) 
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                                                               (1) 
  
 
                                                                                                                                  (3) 
             
                                                                                                                  
                                                                                                                                  (4)    
         
       (2)                                                                                                                       (5) 
   
             
                                                                                                                                   (6)                                
 
ภาพที ่15  แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัในถงัปฏิกรณ 
     เซลลตรึงแบบ packed bed 
    (1) ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุแคปซูลเซลลตรึง 
    (2) ถังหมักแบบกวนทีท่ําหนาทีเ่ปนถังพักน้ําหมัก (Storage stirred tank) ควบคุมพีเอช 
         และอุณหภูม ิ
               (3) อุปกรณควบคุมอัตโนมัติ 
    (4) เครื่องสูบน้ําหมักเขาถงัปฏิกรณเซลลตรึง ควบคุมอัตราการไหลเขา (F1) 
    (5) เครื่องสูบโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมลั เพื่อควบคุมพีเอชในถังพกัน้ํา 
          หมัก 
    (6) เครื่องสูบน้ําหมักออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงเวยีนกลับสูถังพกัน้ําหมกั ควบคุม 
         อัตราการไหลออก (F2) 
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ภาพที ่16  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัในถังปฏิกรณเซลลตรึงแบบ  
      packed bed 
หมายเหต ุF1 และ F2 อัตราการไหลเขาและออกของน้าํหมักเวียนกลบัของถังปฏิกรณเซลลตรึง 
    F3 และ F4 อัตราการไหลเขาของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม และอัตราการไหลออกของ 
    น้ําหมกัของถังพกัแบบกวน 
    P0, P1, P2, P3 และ P4 เครื่องสูบ (Perlistaltic pumps) 
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            (9) (10)                (2)        (1) 
 
 
                                                                                                                                  (3) 
        
                                                                                                                                  (4)    
    (7)                                                      
                                 
                                                                                                                                  (5)                                 
                       
    (8)                                                                                                                          (6) 
 
 
 
ภาพที ่17  แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัในถงัปฏิกรณ 
     เซลลตรึงแบบ packed bed 
    (1) ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุแคปซูลเซลลตรึง 
    (2) ถังหมักแบบกวนทีท่ําหนาทีเ่ปนถังพักน้ําหมัก (Storage stirred tank) ควบคุมพีเอช 
         และอุณหภูม ิ
               (3) อุปกรณควบคุมอัตโนมัติ 
    (4) เครื่องสูบน้ําหมักเขาถงัปฏิกรณเซลลตรึง ควบคุมอัตราการไหลเขา (F1) 
    (5) เครื่องสูบโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมลั เพื่อควบคุมพีเอชในถังพกัน้ํา 
         หมกั 
    (6) เครื่องสูบน้ําหมักออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงเวยีนกลับสูถังพกัน้ําหมกั ควบคุม     
                    อัตราการไหลออก (F2) 
    (7) ถังเติม (Feed tank) อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม 
    (8) ถังเก็บ (Storage tank) น้ําหมกั 
    (9) เครื่องสูบอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมเขาสูถังพักน้ําหมัก ควบคุมอัตราการไหลเขา (F3) 
             (10) เครื่องสูบน้ําหมักออก ควบคุมอัตราการไหลออก (F4) 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การศกึษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน 
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
 1.1  การเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขาย 
แอลจิเนต 
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง Lactococcus lactis 
IO-1 ระดับฟลาสกปริมาตร 200 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาที 
และ พีเอชเริ่มตนของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS เทากับ 6.85 โดยเซลลตรึงมีการแปรผันปริมาณ
เซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม พบวา ตามขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิ
เนตที่อธิบายไวในอุปกรณและวิธีการ: ภาพที่ 7 เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตทีไ่ดมีขนาดเสน
ผานศนูยกลางของเม็ดเจลประมาณ 3 มิลลิเมตร สามารถสรุปผลการทดลองแสดงถึงความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระและเซลลตรึงดังภาพที่ 18 และ 19 
ตามลําดับ  
 
        เมื่อเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง L. 
lactis IO-1 ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  จะเหน็วาการผลิตกรดแลกติก
โดยเซลลอิสระ (ภาพที่ 18) มีความเขมขนของเซลล กลูโคส และกรดแลกติกเริ่มคงที ่ ชั่วโมงที่ 4 
โดยมีความเขมขนเซลล กลูโคส และกรดแลกติกเทากับ 1.32, 1.84 และ 8.55 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก  ก:  ตารางผนวกที ่  ก1)    เมื่อเปรียบเทียบกบั
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง (ภาพที ่ 19) พบวา เร่ิมมีการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก
และมีปริมาณกรดแลกติก คงที ่ ทีเ่วลาการหมัก 6, 4 และ 3 ชั่วโมง เมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตน
เทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ  โดยมคีวามเขมขนกลูโคสเหลือเทากับ 2.88, 1.17 
และ 0.35 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกรดแลกติกที่ผลิตไดเทากับ 6.72, 9.01 และ 9.17 กรัม/
ลิตร ตามลําดับ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก2, ก3 และ ก4 
ตามลําดับ) สามารถคํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการหมักกรดแลกติกโดยเซลล
อิสระ และเซลลตรึง L. lactis IO-1  สรุปไดดังตารางที่ 10    
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ภาพที ่18  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก ความ 
     เขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร 
     (สัญลักษณ ●,  และ   ความเขมขนเซลล, กลูโคส และกรดแลกติก ตามลําดับ) 
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ภาพที ่19  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก  
     (สัญลักษณ  ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกที่ใช 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66, 1.32 กรัม ที่มีความเขมขนกลูโคสเริ่มตน  9.08,  
     9.99, 9.50 กรัม/ลิตร ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 10  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและ 
        เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต L. lactis IO-1 ในระดับฟลาสก 

 
เซลลตรึง พารามิเตอร เซลลอิสระ1

( x =1.02 กรัม/ลิตร)2 0.132 กรัม3 0.66 กรัม4 1.32 กรัม5

YX/S (กรัม/กรัม) 
YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.08 
0.97 
1.85ก 
1.80ก 
1.84 

- 
0.91 

 1.73ข 
 1.59ข 
1.05 

- 
0.92 

 0.67ค 
 0.61ค 
2.03 

- 
0.92 

 0.46ง 
 0.42ง 
2.80 

 
หมายเหต ุ1,4 ,5      ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 9.40, 9.99 และ 9.50 กรัม/ลิตร 
    2         x  หมายถงึ ความเขมขนเฉลีย่ของเซลลระหวางการเพาะเลี้ยงที่เวลา 0 และ 4  
    ชั่วโมง (ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก1) 
    3          คํานวณจากการทดลอง 2 ซ้ํา ความเขมขนกลโูคสเริ่มตนเทากับ 9.08 กรัม/ลิตร 
   ก, ข, ค และ ง คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 1.02, 0.66, 3.3 และ 6.6 กรัม/ลิตร  
     ตามลําดับ 
 
        จากตารางที ่ 10 เมื่อพจิารณาผลไดของกรดแลกติก (YP/S) พบวา การผลิตกรดแลก
ติกโดยเซลลอิสระมีผลไดของกรดแลกติกสงูกวากรณีของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงเล็ก 
นอย ซึง่มีผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.91-0.92 กรัม/กรัม แตเมื่อพิจารณาสมดุลมวลของการใชสับ- 
สเทรตโดยรวมกับผลไดเซลล (YX/S) จะเหน็วากรณขีองเซลลอิสระที่คํานวณไดมีคาสูงกวาทาง
ทฤษฎี อยางไรก็ตาม  อาจแสดงใหเหน็วา  เซลลในระบบเซลลอิสระสามารถใชกลโูคสในการผลติ
กรดแลกติกไดดีกวาเซลลในระบบเซลลตรึง   เนื่องจากเซลลในระบบเซลลตรึงถกูหุมไวดวยเจล 
ของแอลจิเนตซึ่งมีผลตอการแพรของกลูโคสเขาสูเซลล จงึทาํใหอัตราการใชกลูโคสลดลงได ตลอด 
จนการใชกลูโคสสังเคราะหพลังงานในกระบวนการขนสงและบํารุงรักษาเซลล ซึ่งสอดคลองกับ
อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qs) และการผลิตกรดแลกติก (qP) พบวาการผลิตกรดแลกติกโดยใช
เซลลตรึง มีคาอัตราจําเพาะการใชกลโูคสและการผลิตกรดแลกติก ตํ่ากวาการใชเซลลอิสระ 
นอกจากนีก้ารผลิตกรดแลกติกโดยใชเซลลตรึงมีอัตราจําเพาะการใชกลูโคส  และการผลิตกรด
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แลกติกลดลงเมื่อใชปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน ทําใหเห็นถึงภาวะยับยั้งเนื่องจากความหนาแนนเซลล
สูงขึ้นภายในโครงขายแอลจิเนต เมื่อเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนในการตรึง  ตลอดจนแสดงใหเหน็ชดั
ถึงอิทธิพลรวมของภาวะยบัยั้งจากกลโูคส  และกรดแลกติกเพิม่ข้ึนจากขอจํากัดของการแพร สวน
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของระบบเซลลตรึงเพิม่ข้ึน 1.9 และ 2.7 เทา เมื่อมีปริมาณ
เซลลเร่ิมตนเพิ่มข้ึนเปน 5 และ 10 เทา ตามลาํดับ โดยเซลลตรึงที่มีปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 
1.32 กรัม มอัีตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงสดุเทากับ 2.80 กรัม/ลิตร ชัว่โมง ซึ่งสงูกวา
การใชเซลลอิสระ 1.52 เทา แสดงใหเหน็ถงึขอไดเปรียบของการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่มี
ความหนาแนนของเซลลสูงขึ้น 
 
 1.2  แบบจําลองจลนพลศาสตรเบื้องตนของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง 
 
        จากผลการทดลองการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึง Lactococcus 
lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตที่ใชปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ระดับ 
ฟลาสก (ในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก2, ก3 และ ก4 ตามลําดบั) สามารถสรางแบบจําลอง
ทางคณิตศาสตรอยางงายเพื่อใชอธิบายการผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จดวยเซลลตรึง โดย
พิจารณาผลของปริมาณเซลลเร่ิมตนและความเขมขนกลโูคสตอการผลิตกรดแลกติกดังสมการ 
(2)-(3) และการใชกลูโคสขึ้นอยูกบัอัตราการผลิตกรดแลกติกโดยตรงและการบาํรุงรักษาเซลลดัง
สมการ (1) 
 

        ในการประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตรการหมกั     และการเลยีนแบบ
กระบวนการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึง อาศัยวิธี non-linear least square error 
โดยใชกลองเครื่องมือ (toolbox) ที่เรียกวา Genetic Algorithm for Optimization Toolbox 
(GAOT) ของโปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM (แสดงในภาคผนวก ง) สรุปคาพารามิเตอรที่
เหมาะสมแสดงดังตารางที่ 11 และสามารถแสดงผลของการประมาณคาดวยวธิีเสนโคงที่เหมาะ 
สม  เพื่อเปรียบเทยีบระหวางผลการทดลองที่ได และผลการทดลองที่ไดจากการคํานวณจากแบบ 
จําลองทางคณิตศาสตรอยางงายดงัภาพที่ 20  
 
        เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลที่ไดจากการทดลอง และคาที่คํานวณไดจากแบบ 
จําลองทางคณิตศาสตร (ภาพที ่ 20) จะเหน็วา แบบจําลองจลนพลศาสตรอยางงายที่สรางขึ้น
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สามารถอธิบายการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกไดดี เมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากบั 
0.132 และ 1.32 โดยมีคา Sum of weighed square error (SSE) เทากับ 0.375  ยกเวนกรณีที่ใช
ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ  0.66 กรัม แบบจําลองดงักลาวอธิบายการผลิตกรดแลกติกไดดี แต
อธิบายการใชกลูโคสไดไมเหมาะสม  
 
ตารางที่ 11  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่ประมาณดวยวธิี  
       non-linear least square error โดยใชกลองเครื่องมอื GAOT ของโปรแกรมสําเร็จรูป  
        MATLABTM

 
พารามิเตอร คาที่ประมาณได 

P
mq (กรัม/กรัม ชัว่โมง) 12.0 
P
SK (กรัม/ลิตร) 3.67 

Xm (กรัม/200 มล.) 2.30 
YP/S (กรัม/กรัม) 0.95 
mS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 0.06 
n 1 
SSE 0.375 
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ภาพที ่20  การเลียนแบบกระบวนการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดวยแบบจําลองทาง 
     คณิตศาสตรอาศัยผลการทดลองจากการผลิตกรดแลกติกที่แปรผันปริมาณเซลลเร่ิมตน  
     0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม (ตารางผนวกที ่2, 3 และ 4 ตามลําดับ) 
     (สัญลักษณ ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกเมื่อใช    
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66, 1.32 กรัม ตามลําดับ จากผลการทดลอง,  
     สัญลักษณ             ,           ,             การเลียนแบบเมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132,  
     0.66, 1.32 กรัม ตามลาํดบั คํานวณจากแบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงาย) 
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2.  การศกึษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรงึ Lactococcus lactis IO-1 ในโครงขาย 
แอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน 
 
 การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนต และ
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวนทีใ่ชปริมาตรทํางาน 1 ลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราการกวน 50 รอบ/นาที และควบคมุพีเอชเทากับ 6 ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 
นอรมัล มีจาํนวนเซลลที่มชีีวิตเริ่มตนของเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนต
เทากับ 1.30x1010 เซลล/มิลลิลิตรเม็ดเจล และ 7.75x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล ตามลําดับ (เมด็
เจลและแคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากบั 0.02 และ 0.027 มิลลิลิตร ตามลําดับ) จะเหน็ได
วา จาํนวนเซลลที่มีชีวิตของเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตมีจํานวนสงูกวาจาํนวนเซลลที่มีชีวิตของ
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต  แสดงใหเห็นวา การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตสามารถบรรจุเซลล
ความหนาแนนสูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต โดยผลการทดลองแสดงความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกดังภาพที่ 21 พิจารณาภาพที่ 21 (a) และภาพที ่21 (b) ซึ่งเปนการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยือ่แอลจิเนต ตามลําดับ พบวา 
เร่ิมมีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก โดยไมมีระยะปรับตัว โดยมีการผลติ
กรดแลกติกสูงสุดเทากับ 7.17 และ 8.77 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกลูโคสเหลืออยูเพียง 0.66 
และ 1.20 กรัม/ลิตร ที่เวลาการหมกั 5 และ 3 ชั่วโมง ตามลําดับ และหลังจากนัน้มีความเขมขน
คงที ่ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก5 และ ก6 ตามลาํดับ) จากผลการ
ทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนตสรุปไดดังตารางที ่12 
 
 พิจารณาผลไดกรดแลกติก (YP/S) พบวาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนต มีผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.98 กรัม/กรัม ซึง่มีคาสงูกวากรณีของการใชเซลลตรึง
ในโครงขายแอลจิเนต  โดยจะเหน็ไดวาคาที่ไดสอดคลองกับคาอัตราจําเพาะการใชสับสเทรต (qS), 
อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ซึ่งมคีา
เทากับ 0.40 กรัม/กรัม ชัว่โมง, 0.39 กรัม/กรัม ชั่วโมง และ 2.61 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ โดย
จะเหน็วา อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตมีคาสงูกวาเซลลตรึง
ในโครงขายแอลจิเนต เทากบั 1.95 เทา ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Yoo et al. (1996) 
ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei  ในเยื่อแอลจิเนต พบวาการตรึง
เซลลในเยื่อแอลจิเนตซึ่งประกอบดวยแกนของเหลวชวยทําใหเซลลมพีื้นที่ในการเจริญเติบโตมาก
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ข้ึน และสามารถเพิม่ความหนาแนนของเซลลไดมากขึ้น สงผลใหการใชเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
มีอัตราการผลติกรดแลกติกสูงกวาการใชเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต โดยสามารถใชกลูโคสจน
หมดและมีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมากกวา 2.7 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึ่งแสดงใหเหน็
ขอดีของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตที่สามารถบรรจุเซลลที่ความหนาแนนสงูกวาการตรึงเซลลใน
โครงขายแอลจิเนต (Dembczynski and Jakowski, 2002) และ Norton et al. (1994) ซึ่งศึกษา
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ในโครงขายแคปปาร-คาราจีแนน
และโลคัสบีนกัม ไดรายงานวา การตรึงเซลลในโครงขายแคปปาร-คาราจีแนนและโลคัสบีนกมั 
สามารถเกิดภาวะยับยัง้จากความเขมขนของกรดแลกติกสูงไดในบริเวณสวนกลางของเม็ดเจล 
เนื่องจากขอจํากัดของการแพรออกสูภายนอกเม็ดเจล นอกจากนี ้ เมื่อเปรียบเทียบตนทนุในการ
เตรียมเซลลตรึงทั้ง 2 ชนิดแสดงในตารางที่ 13 จะเหน็วา การตรึงเซลลในเยื่อแอลจเินตมีตนทุนใน
การเตรียมเซลลตรึงต่ํากวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตอีกดวย 
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ภาพที ่21  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 (a) โครงขายแอลจิเนต  
     และ (b) เยื่อแอลจิเนต ในถังปฏิกรณแบบกวน ปริมาตรทํางาน 1 ลิตร ความเขมขน
     กลูโคสเริ่มตน 7.52 และ 9.15 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
     (สัญลักษณ   และ   ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 12  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง   
      L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน 
   

พารามิเตอร เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 1 เซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนต 2

YP/S (กรัม/ลิตร) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง)3

qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง)3

QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.94 
0.21 
0.20 
1.34 

0.98 
0.40 
0.39 
2.61 

 
หมายเหต ุ1 และ 2 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 7.52 และ 9.15 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 6.6 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 13  ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนต 
 
ชนิดของการตรึงเซลล สารเคมีที่ใช1 ราคา (บาท)2

โครงขายแอลจิเนต แอลจิเนต 2 เปอรเซ็นต (20 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซน็ต (45 กรัม ) 

รวม 

257 
 23 
280 

เยื่อแอลจิเนต แอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต (12.5 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซน็ต (1.5 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซน็ต (25 กรัม) 
PEG 6000 20 เปอรเซ็นต (15 กรัม) 

รวม 

161 
    1 
  12 
  45 
219 

 
หมายเหต ุ1 สําหรับการเตรียมเซลลตรึงเพื่อผลิตกรดแลกติกในถงัปฏิกรณแบบกวนที่มีอาหาร 
       เพาะเลีย้งเชื้อปริมาตร 1 ลิตร 
     2 คํานวณราคาในป พ. ศ. 2546; โซเดียมแอลจิเนต (Sigma) ราคา 3,210 บาท/250  
       กรัม, แคลเซียมคลอไรด (Ajax Finechem) ราคา 250 บาท/ 500 กรัม และ PEG  
       6000 (Fluka) ราคา 3,000 บาท/1 กิโลกรัม 
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3.  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis  
IO-1 ระดับฟลาสก ดวยวธิี Taguchi  
 
 3.1  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ระดับฟลาสก 
 
        การศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระดับ 
ฟลาสกปริมาตร 100 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีซึ่งออกแบบ
การทดลองดวยวิธี Taguchi ประกอบดวย 8 แฟกเตอร (2 ระดับ 1 แฟกเตอร และ 3 ระดับ 7 แฟก
เตอร แสดงในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8 ) อาศัยตาราง L18 (21x37) มีทัง้หมด 18 การทดลอง 
แสดงในอุปกรณและวิธีการ: ตารางที่ 9 พจิารณาสรุปความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิต
กรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ไดผลการทดลองทั้งหมดดังตารางที่ 14 และ 15 ตามลําดับ โดย
แสดงคาเฉลี่ย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และคาอัตราสวน Signal/Noise (S/N ratio) สวน
พารามิเตอรจลนพลศาสตรการหมกั ไดแก อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) และอัตราจําเพาะการ
ผลิตกรดแลกติก (qP) แสดงในภาคผนวก ก:  ตารางผนวกที ่ก7 จากนั้นจงึนําคาอตัราสวน S/N มา
คํานวณคาเฉลี่ยของแตละระดับของแฟกเตอร เพื่อพิจารณาอิทธพิลของแฟกเตอร และระดับของ
แฟกเตอรที่เหมาะสมแสดงดังตารางที ่ 16 และ 17 และภาพที่ 22 และ 23 ตามลําดับ จากนั้น
วิเคราะหอิทธพิลของแฟกเตอรตอความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตร โดยวธิี ANOVA แสดงดังตารางที ่18 และ 19 ตามลําดับ 
 
        จากผลการทดลองในตารางที ่ 14 จะเห็นวา มคีวามเขมขนเฉลี่ยของกรดแลกติกที่ได
อยูระหวาง 1.98-13.81 กรัม/ลิตร และคาเบีย่งเบนมาตรฐานของความเขมขนกรดแลกติกอยู
ระหวาง 0.0094-1.3540 สวนผลการทดลองในตารางที่ 15 พบวา อัตราการผลิตเชิงปริมาตรเฉลี่ย
ของกรดแลกติกที่ไดอยูระหวาง 0.25-1.73 กรัม/ลิตร ชัว่โมง และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรอยูระหวาง 0-0.1697 สวนอัตราสวน S/N จะมีความสัมพันธกับ
ผลการทดลองดังนี้ หากการทดลองใดมีคาความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติก
เชิงปริมาตรสงู การทดลองนั้นก็จะมีคาอัตราสวน S/N สูงขึ้นตามไปดวย เนื่องจากการออกแบบ
การทดลองเปนแบบ QC=B (Bigger is better) โดยการทดลองที ่9 ซึง่ประกอบดวยสภาวะที่ใชใน
การผลิตกรดแลกติก คือ ชนดิของการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต, ความเขมขนเซลลของเซลล
ตรึงที่ใช 6.6 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด 2.5 กรัม/
ลิตร, ความเขมขนบฟีสกัด 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริ่มตน 6.5, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 2.5 
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กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตน 7.5 กรัม/ลิตร มคีวามเขมขนและอัตราการผลิตเชิงปริมาตร
ของกรดแลกติกเฉลี่ยสูงสุดเทากบั 13.81 กรัม/ลิตร และ 1.73 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ เมือ่
พิจารณาผลการวิเคราะหอิทธิพลของแตละแฟกเตอรในตารางที ่ 16 และ 17 พบวา แฟกเตอรที่มี
คาอิทธพิลตอการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงมากกวา 10 เปอรเซ็นตประกอบดวย 7 แฟกเตอร 
ไดแก ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน, ความเขมขนยีสตสกัด,  
ความเขมขนบฟีสกัด,  พีเอชเริ่มตน,  ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด  และความเขมขนเปปโตน  
โดยความเขมขนยีสตสกัดมอิีทธิพลตอความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง 
ปริมาตรมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Nagarjun et  al.  (2005) ที่ไดศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกในสับสเทรตที่เปนของแข็งโดย Lactobacillus amylovorus 
NRRL B-4542 ที่อาศัยวิธ ีTaguchi ในการออกแบบการทดลองเชนเดยีวกนั พบวา เปอรเซ็นตของ
ยีสตสกัดมีอิทธิพลอยางมนียัสําคัญตอเปอรเซ็นตการผลิตกรดแลกติกมากที่สุด สวนชนิดของการ
ตรึงเซลล ไดแก การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและเยื่อแอลจิเนตมีอิทธิพลนอยที่สุดโดยมคีา
อิทธิพลต่าํเพยีง 1.30 และ 1.62 เปอรเซ็นต ตอความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตร ตามลาํดับ 
 
        เมื่อพิจารณาคา sum of squares ของแตละแฟกเตอรจากผลการวิเคราะห ANOVA 
ในตารางที่ 18 และ 19 จะเห็นวา แฟกเตอร D คือ ความเขมขนยีสตสกัด มีคา sum of squares 
สูงสุดเทากับ 60.43 และ 0.94 ตามลําดับ แสดงวาความเขมขนยีสตสกัดมีอิทธพิลตอความเขมขน
ของกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมากที่สุด สวนแฟกเตอร A คือ ชนิดของ
การตรึงเซลล มีคา sum of squares นอยที่สุดเทากับ 4.0048 และ 0.0455 ตามลําดับ มีอิทธพิล
ตอความเขมขนของกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรนอยที่สุด ซึ่งใหผลสอด 
คลองกับผลการวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีตอความเขมขน และอัตราการผลิตเชิงปริมาตร
ของกรดแลกติกในตารางที่ 16 และ 17 ที่ไดอธิบายไวขางตน อยางไรก็ตาม จะเห็นวา ทกุแฟก
เตอรมีอิทธิพลตอความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรอยางมี
นัยสําคัญที่ p<0.001 ยกเวน แฟกเตอรของชนิดของการตรึงเซลลเทานั้นที่มีอิทธิพลตอความ
เขมขนและอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลกติกอยางมนีัยสาํคัญที่ p<0.01 และ p<0.05 
ตามลําดับ 
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        จากภาพที่ 22 และ 23 สามารถพิจารณาระดับของแตละแฟกเตอรที่มีอัตราสวน 
Signal/Noise สูงสุด ซึง่สามารถสรุประดับของแตละแฟกเตอรที่เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดแลกติกทีส่อดคลองกันไดดังนี้ ชนิดของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจเินต, ความเขมขนเซลลของ
เซลลตรึงที่ใช 5.28 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด 10 
กรัม/ลิตร, ความเขมขนบฟีสกัด 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริม่ตน 6.85, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 
10 กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตน 7.5 กรัม/ลิตร โดยการวเิคราะหแฟกเตอรทีม่ีผลตอความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสก ซึ่งใหผลการวิเคราะหสอดคลองกัน  
 
        หากพิจารณาสภาวะที่เหมาะสมที่ไดกับสภาวะในการทดลองที ่ 9 ซึ่งมีความเขมขน
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเฉลี่ยสูงสุด พบวา มบีางสภาวะทีม่ีคา
แตกตางกนั ไดแก ชนิดของการตรึงเซลล โดยในการทดลองที ่ 9 ใชเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
สวนสภาวะที่เหมาะสมไดเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต อธิบายไดวาการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตมี
ขอดีมากกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต ดงัทีก่ลาวมาแลวในการทดลองที ่ 2 รวมทั้งพบวา 
ชนิดของการตรึงเซลลทัง้ 2 ชนิด มีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกนอยที่สุด (ตารางที่ 16 และ 17), 
ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช พบวา สภาวะที่เหมาะสมที่ได สามารถลดความเขมขนเซลล
ของเซลลตรึงจากที่ใชในการทดลองที ่2 เทากบั 6.6 กรัม/ลิตร เหลือ 5.28 กรัม/ลิตร ทาํใหตนทนุใน
การเตรียมเซลลตรึงลดลง แสดงดังตารางที่ 20 เนื่องจากปริมาณสารเคมีที่ใชในการเตรียมเซลล
ตรึงมีสัดสวนลดลงตามความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนยีสตสกัด พบวาในการ
ทดลองที่ 9 ใชความเขมขนยีสตสกัดต่ํากวาในสภาวะที่เหมาะสม อยางไรก็ตาม จากการศึกษา
ของ Kadam et al. (2005) พบวา การใชความเขมขนของยีสตสกัดเทากับ 10 กรัม/ลิตร ใหอัตรา
การผลิตกรดแลกติกสูงที่สุดในการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติกกลายพันธุ Lactoba 
cillus delbrueckii NCIM 2365 Mutant Uc-3 ซึ่งสามารถผลิตกรดแลกติกไดความเขมขนกรด
แลกติกสูงสุดเทากบั 135 กรัม/ลิตร นอกจากนี้ Schepeers et al. (2005) ไดศึกษาผลของหางนม
และยีสตสกัดในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus 
helveticus ในโครงขายแคปปาร-คาราจแีนนและโลคสับีนกัม พบวา หากลดความเขมขนของยสีต
สกัดจาก 10 กรัม/ลิตร เปน 1 กรัม/ลิตร มีอิทธพิลทาํใหอัตราการผลติกรดแลกติกลดลง เนื่องจาก
ทําใหเซลลเกดิการสูญเสียกิจกรรม รวมทั้งความเขมขนยีสตสกัดมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติก 
สูงที่สุด (ตารางที่ 16 และ 17), พีเอชเริ่มตน พบวาทัง้สองสภาวะที่ไดมีคาไมตางกนัมาก คือ 6.5 
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และ 6.85 สําหรับการทดลองที ่ 9 และจากสภาวะทีเ่หมาะสมที่ได ตามลําดับ อยางไรก็ตาม หาก
ทําใหอาหารเพาะลีย้งเชื้อมคีวามเปนกรดเจือจาง อาจชวยใหกรดแลกติกที่สะสมในแคปซูลเซลล
ตรึงสามารถแพรออกมาไดดยีิ่งขึ้น โดยพเีอชเริ่มตนมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกสูงกวา 15 
เปอรเซ็นต (ตารางที ่16 และ 17) และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด ซึ่งพบวา สภาวะทีเ่หมาะสม
ไดความเขมขนแคลเซียมคลอไรดสูงกวาสภาวะที่ใชในการทดลองที ่ 9 อยางไรกต็าม ความเขมขน
แคลเซียมคลอไรดที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Dembczynski and Jankowski (2002) ซึ่ง
ศึกษาลักษณะการเติบโตและการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus rhamnosus ใน
เยื่อแอลจิเนตที่มีแปงเปนแกนของเหลว โดยเติมแคลเซียมคารบอเนตความเขมขนเทากบั 10 กรัม/
ลิตร และมีความเขมขนนอยกวาการใชแคลเซียมคารบอเนตในการศึกษาของ Yoo et al. (1996) 
ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus casei ในเยื่อแอลจิเนต มกีารเตมิ
แคลเซียมคารบอเนตความเขมขนสูงในชวง 62.5-125 กรัม/ลิตร โดยมจีุดประสงคเดียวกนัเพื่อชวย
รักษาความคงตัวของเซลลตรึง รวมทัง้จากการวเิคราะหในตารางที่ 16 และ 17 พบวา ความ
เขมขนแคลเซียมคลอไรดมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกมากกวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี ้ ใน
การศึกษานี้สามารถลดความเขมขนเปปโตนจากความเขมขน 10 กรัม/ลิตร ที่ใชในอาหารเพาะ 
เลี้ยงเชื้อ MRS เหลือเทากับ 7.5 กรัม/ลิตร ซึ่งเปนการขอดีประการหนึ่งของการเลือกใชวธิี 
Taguchi ในการออกแบบการทดลอง เพื่อคัดเลอืกองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม  ชวยใหสามารถลดตนทนุของการผลิตกรดแลกติกลงได โดยสามารถคํานวณความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรที่คาดไว เมื่อทําการทดลองภายใต
สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi เทากับ 18 กรัม/ลิตร และ 2.30 กรัม/ลิตร ชั่วโมง 
ตามลําดับ (สูตรคํานวณในภาคผนวก ข) 
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ตารางที่ 14  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสกโดย 
        วิธี Taguchi (ความเขมขนกรดแลกติก) 
 
การทดลอง ความเขมขนกรดแลกติก 

(กรัม/ลิตร): ชุดที่ 1 
ความเขมขนกรดแลกติก 

(กรัม/ลิตร): ชุดที่ 2 
คาเฉลี่ย SD S/N ratios 

(dB) 
1 1.2082 2.7526 1.9804 1.0921 0.4389 
2 6.9510 6.9377 6.9444 0.0094 6.9112 
3 12.8972 13.3139 13.1055 0.2946 9.6677 
4 7.7189 8.0483 7.8836 0.2330 7.4593 
5 11.7372 11.4720 11.6046 0.1875 9.1403 
6 12.4873 11.0447 11.7660 1.0201 9.1766 
7 8.6985 8.2977 8.4981 0.2834 7.7844 
8 12.5180 12.4571 12.4875 0.0430 9.4596 
9 13.9411 13.6748 13.8080 0.1883 9.8955 
10 8.2836 7.0482 7.6659 0.8735 7.2981 
11 10.1611 9.9962 10.0786 0.1166 8.5284 
12 7.3602 7.2246 7.2924 0.0958 7.1230 
13 12.9994 11.0846 12.0420 1.3540 9.2606 
14 10.4579 10.1079 10.2829 0.2475 8.6141 
15 9.1519 9.7991 9.4755 0.4577 8.2533 
16 10.6131 12.4428 11.5279 1.2937 9.0713 
17 4.8431 4.5751 4.7091 0.1895 5.2190 
18 8.6733 9.3270 9.0001 0.4623 8.0287 
  คาเฉลี่ย 9.4529 0.4690 7.8517 

 
หมายเหต ุระดับของแตละแฟกเตอรของแตละการทดลองแสดงในอปุกรณและวิธกีาร: ตารางที ่9 
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ตารางที่ 15  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสกโดย 
       วิธ ีTaguchi (อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร, QP) 
 
การทดลอง QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

ชุดที่ 1 
QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

ชุดที่ 2 คาเฉลี่ย SD S/N ratios 
(dB) 

1 0.15 0.34 0.245 0.1344 -8.6253 
2 0.87 0.87 0.87 0 -2.1099 
3 1.61 1.66 1.635 0.0354 0.6285 
4 0.97 1.01 0.99 0.0283 -1.5515 
5 1.47 1.39 1.43 0.0566 0.0431 
6 1.56 1.38 1.47 0.1273 0.1436 
7 1.09 1.04 1.065 0.0354 -1.2352 
8 1.56 1.56 1.56 0 0.4261 
9 1.74 1.71 1.725 0.0212 0.8622 
10 1.11 0.88 0.995 0.1626 -1.6141 
11 1.32 1.3 1.31 0.0141 -0.3328 
12 0.92 0.9 0.91 0.0141 -1.9155 
13 1.63 1.39 1.51 0.1697 0.2434 
14 1.31 1.26 1.285 0.0354 -0.4186 
15 1.14 1.22 1.18 0.0566 -0.7938 
16 1.33 1.56 1.445 0.1626 0.0522 
17 0.61 0.57 0.59 0.0283 -3.8041 
18 1.08 1.17 1.125 0.0636 -1.0041 
  คาเฉลี่ย 1.1856 0.0636 -1.1670 

 
หมายเหต ุระดับของแตละแฟกเตอรของแตละการทดลองแสดงในอปุกรณและวิธกีาร: ตารางที ่9 
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ตารางที่ 16  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลกติกในการผลิตกรด 
       แลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 

ระดับ A B C D E F G H 
1 7.7704 6.6612 6.8854 6.6324 7.0952 6.7796 7.3805 7.1031 
2 7.9330 8.6507 7.9788 8.0414 8.0463 8.0345 7.4404 8.8073 
3 - 8.2431 8.6908 8.8813 8.4136 8.7409 8.7341 7.6446 

คาต่ําสุด 7.7704 6.6612 6.8854 6.6324 7.0952 6.7796 7.3805 7.1031 
คาสูงสุด 7.9330 8.6507 8.6908 8.8813 8.4136 8.7409 8.7341 8.8073 
คาอิทธิพล1 0.1626 1.9895 1.8054 2.2489 1.3183 1.9613 1.3535 1.7041 

% คาอิทธพิล2 1.30% 15.86% 14.39% 17.93% 10.51% 15.64% 10.79% 13.59% 
  
หมายเหต ุ1 คาอิทธพิลเทากบัผลตางของคาต่ําสุดและคาสูงสุด 
     2 % คาอิทธพิล คํานวณดงัสูตรคํานวณในภาคผนวก ข โดยใชคาอิทธิพลรวมเทากับ  
     12.5436 
     อักษรยอ A, B, C, D, E, F, G, และ H หมายถงึ แฟกเตอรของการผลิตกรดแลกติก 
     แสดงไวในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8  
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ตารางที่ 17  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรใน 
       การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 

ระดับ A B C D E F G H 
1 -1.2687 -2.3282 -2.1217 -2.3742 -1.9121 -2.2553 -1.6670 -1.9280 
2 -1.0653 -0.3890 -1.0327 -0.9964 -0.9821 -0.9727 -1.5689 -0.1902 
3 - -0.7838 -0.3465 -0.1304 -0.6068 -0.2730 -0.2650 -1.3827 

คาต่ําสุด -1.2687 -2.3282 -2.1217 -2.3742 -1.9121 -2.2553 -1.6670 -1.9280 
คาสูงสุด -1.0653 -0.3890 -0.3465 -0.1304 -0.6068 -0.2730 -0.2650 -0.1902 
คาอิทธิพล1 0.2034 1.9392 1.7752 2.2438 1.3052 1.9823 1.4019 1.7378 

% คาอิทธพิล2 1.62% 15.40% 14.10% 17.82% 10.37% 15.75% 11.14% 13.80% 
 
 หมายเหตุ 1 คาอิทธพิลเทากบัผลตางของคาต่ําสุดและคาสูงสุด 
      2 % คาอิทธิพล คาํนวณดังสูตรคํานวณในภาคผนวก ข โดยใชคาอิทธิพลรวมเทากับ  
     12.5890 
     อักษรยอ A, B, C, D, E, F, G, และ H หมายถงึ แฟกเตอรของการผลิตกรดแลกติก 
     แสดงไวในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8  
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 แฟกเตอรและระดับของแตละแฟกเตอร

A1A2 B1B2B3C1C2C3D1D2D3E1E2E3F1F2F3G1G2G3H1H2H3

อัต
ราส

วน
 Si

gn
al/N

ois
e (
เดซ

ิเบล
)

5.0
5.5
6.0
6.5
7.0
7.5
8.0
8.5
9.0
9.5

10.0

  
 
ภาพที ่22  สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตอความเขมขนกรดแลกติกในการผลิตกรดแลกติกโดย 
     เซลลตรึง 
 

 
แฟกเตอรและระดับของแตละแฟกเตอร
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ภาพที ่23  สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรด 
     แลกติกโดยเซลลตรึง 
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ตารางที่ 18  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลกติกโดยวิธ ีANOVA 
 
แฟกเตอร Sum of Squares1 DOF1 Variance1 F-Ratio1 Confidence1 Significant 

A 4.0048 1 4.00 9.82 99.4261% ** 
B 48.0884 2 24.04 58.96 100.0000% *** 
C 36.9377 2 18.47 45.29 100.0000% *** 
D 60.4310 2 30.22 74.09 100.0000% *** 
E 22.0025 2 11.00 26.98 99.9996% *** 
F 33.3679 2 16.68 40.91 100.0000% *** 
G 40.2650 2 20.13 49.37 100.0000% *** 
H 44.6777 2 22.34 54.78 100.0000% *** 

other 29.5497 2 14.77 36.23 100.0000% *** 
Error 7.3403 18 0.41    
Total 326.6650 35     

 
หมายเหต ุ** และ *** มีอิทธิพลอยางมนียัสําคัญที ่p<0.01 และ p<0.001 ตามลําดับ 
    1  วิธีคาํนวณแสดงในภาคผนวก ข 
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ตารางที่ 19  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร 
       โดยวธิี ANOVA 
 
แฟกเตอร Sum of Squares1 DOF1 Variance1 F-Ratio1 Confidence1 Significant 

A 0.0455 1 0.05 6.18 97.7013% * 
B 0.6803 2 0.34 46.18 100.0000% *** 
C 0.5393 2 0.27 36.61 100.0000% *** 
D 0.9411 2 0.47 63.87 100.0000% *** 
E 0.3322 2 0.17 22.55 99.9987% *** 
F 0.5357 2 0.27 36.36 100.0000% *** 
G 0.6430 2 0.32 43.64 100.0000% *** 
H 0.7407 2 0.37 50.28 100.0000% *** 

other 0.5010 2 0.25 34.00 99.9999% *** 
Error 0.1326 18 0.01    
Total 5.0915 35     

 
หมายเหต ุ* และ *** มีอิทธพิลอยางมนีัยสําคัญที่ p<0.05 และ p<0.001 ตามลําดบั 
    1  วิธีคาํนวณแสดงในภาคผนวก ข 
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ตารางที่ 20  ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
ชนิดของการตรึงเซลล สารเคมีที่ใช1 ราคา (บาท)2

เยื่อแอลจิเนต แอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต (10 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซน็ต (1.2 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซน็ต (20 กรัม) 
PEG 6000 20 เปอรเซ็นต (12 กรัม) 

รวม 

128 
    1 
  10 
  36 
175 

 
หมายเหต ุ1 สําหรับการเตรียมเซลลตรึงเพื่อผลิตกรดแลกติกในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1  
      ลิตร 
     2 คํานวณราคาในป พ. ศ. 2546; ราคาสารเคมีดูรายละเอียดในตารางที ่13 
 
 3.2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อ 
แอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวิธ ีTaguchi  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง   L.  lactis IO-1    ในเยื่อแอลจิเนต
ระดับฟลาสกขนาด 500 มลิลิลิตร ปริมาตรทํางาน 100 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดรับ
การออกแบบการทดลองโดยวิธี   Taguchi   ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
อัตราเขยา 100 รอบ/นาที มีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเริ่มตนเทากับ 1.73x1010 เซลล/มลิลิลิตรแคปซูล 
(แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 มิลลิลิตร)  ผลการทดลองแสดงความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จทั้ง 2 ชุด ดังภาพที่ 24 (a) และ 24 (b) ซึ่ง
จะเหน็วา มีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก โดยมีความเขมขนกลูโคสเหลอื
เทากับ 25.74 และ 22.44 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากบั 10.15 และ 
10.94 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่เวลาการหมักเทากับ 6 ชัว่โมง (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก 
ก: ตารางผนวกที ่ก8 และ ก9 ตามลําดับ) จากผลการทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอร
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิ-
เนตภายใตสภาวะเหมาะสมที่ไดจากวิธี Taguchi สรุปไดดังตารางที่ 21 
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        พิจารณาจากคาพารามเิตอรที่คํานวณไดจากการทดลอง พบวา อัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตร (QP) ที่ไดมีคาเพิม่ข้ึนเล็กนอยจากคาที่คํานวณไดจากการทดลองที่ออกแบบ
โดยวิธี Taguchi ที่มีคาสงูสดุเทากับ 1.74 กรัม/ลิตร ชั่วโมง (ในชุดที่ 1 การทดลองที่ 9: ตารางที่ 15) 
โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1.76 กรัม/ลิตร ชั่วโมง สวนคาผลไดกรดแลกติก (YP/S) ที่ไดมีคาลดลงเทากบั 
0.8 กรัม/กรัม จาก 0.94 กรัม/กรัม (ในชดุที่ 2 การทดลองที่ 8, ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก7) 
และพบวา ความเขมขนกรดแลกติกของการทดลองนี้มีคาสูงสดุเทากับ 10.94 กรัม/ลิตร 
(ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก9) ซึ่งต่าํกวาการทดลองที่ออกแบบโดยวิธี Taguchi ที่ไดความ
เขมขนกรดแลกติก สูงสุดเทากับ 13.9411 กรัม/ลิตร (ในชุดที่ 1 การทดลองที่ 9: ตารางที ่14) โดย
ความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลติกรดแลกติกเชิงปริมาตรที่ไดมีคาต่ํากวาคาที่คาดหวงัที่
คํานวณได ทั้งนี้อาจเนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองในระดับฟลาสก ซึ่งไมมีการควบคุมพี
เอช  อีกทัง้ยงัใชความเขมขนกลูโคสเริ่มตนสูง โดย Roukas and Kotzekidou (1998) ซึ่งศึกษา
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei และ Lactococcus lactis ในโครงขาย
แอลจิเนต พบวา ความเขมขนสับสเทรตเริ่มตนสูง จะทําใหการใชสับสเทรตลดลง ซึง่เปนผลของ
แรงดันออสโมติก ของเซลลที่เกิดขึ้นภายในสภาวะความเขมขนสูงของสารละลายน้าํตาล  นอก 
จากนี้ ยงัเปนผลมาจากการเกิดภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกในระหวางการผลิตกรดแลกติกที่ใช
ความเขมขนเริ่มตนของกลูโคสสูง ซึ่งมีความเขมขนกรดแลกติกภายในแคปซูลเซลลตรึงเทากบั 
49.09 กรัม/ลิตร ที่ชั่วโมงที ่6 โดยจากการทดลองของ Senthuran et al. (1999) ไดมีการศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ที่ยดึเกาะกบั Pora-
Bact  A Beads พบวา ความเขมขนของแลกเทตในน้ําหมักเปนตัวยบัยั้งการเติบโตของเซลล และ
มีผลกระทบตอกลไกการถายโอนสารละลายในเซลล  
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ภาพที ่24  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับ 
     ฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากบั  
     (a) 38.63 และ (b) 36.15 กรัม/ลิตร  
     (สัญลักษณ   และ  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 21  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง  L.  
      lactis IO-1 ในเยื่อแอลจเินตระดับฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จระดับฟลาสก พารามิเตอร 
ชุดที่ 1 1 ชุดที่ 2 2

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.79 
0.41 
0.32 
1.69 

0.80 
0.43 
0.35 
1.82 

 
หมายเหต ุ1 และ 2 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 38.63 และ 36.15 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
4.  การผลิตกรดแลกตกิโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถัง 
ปฏิกรณแบบ packed bed  
 
 4.1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีปริมาตรการทาํงานของ
ถังพกัน้าํหมัก 1 ลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สรุปไดจากวธิี Taguchi ควบคุมสภาวะของการ
หมักในถงัพกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อัตราการกวน 400 รอบ/นาท ีและควบคุมพีเอชเทากับ 
6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล และควบคุมอัตราการไหลเขาและออกจาก
คอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนตเทากับ 0.96 ลิตร/ชั่วโมง โดยทาํการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักซ้ํา 2 คร้ัง มีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเริ่มตนเทากับ 6.72x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล 
(แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 มิลลิลิตร) ผลการทดลองแสดงความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 ดังภาพที่ 25 (a) และ 25 (b) 
ตามลําดับ  ซึง่จะเห็นวาการผลิตกรดแลกติกทั้ง 2 คร้ัง  มีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติก
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ตั้งแตชั่วโมงแรก จนถึงชัว่โมงที่ 12  ซึ่งมีความเขมขนกลโูคสเหลือเทากับ 1.25 และ 4.66 กรัม/ลิตร  
โดยมีความเขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากบั 24.89 และ 29.78 กรัม/ลิตร ตามลาํดับ (ขอมูลการ
ทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก10 และ ก11 ตามลําดบั) ซึ่งสูงกวาคาความเขมขน
กรดแลกติกทีค่าดไวที่คํานวณได          จากผลการทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอร
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัของเซลลตรึง L. lactis IO-
1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi 
สรุปไดดังตารางที่ 22 
 
        พิจารณาผลไดกรดแลกติก (YP/S) พบวา การหมักกรดแลกติกในครั้งที่ 2 มีคาผลได
กรดแลกติก สูงขึ้นจาก 0.89 เปน 0.98 กรัม/กรัม ซึ่งสอดคลองกับอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลก
ติก (qP) และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ซึ่งมีคาสงูกวาการผลิตครั้งที่ 1 แตพบวา
คาอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของทั้งสองครั้งมีคาต่ํากวาคาที่คาดไวที่คํานวณได สวน
อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) ในครั้งที่ 2 มีคานอยกวาครั้งที ่1 เล็กนอย ทัง้นี้อาจเนื่องจากเมื่อมี
การลางถงัหมกัและคอลัมนของแคปซูลเซลลตรึงเซลลตรึง รวมทัง้เปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม
ชวยใหกรดแลกติกที่สะสมในแคปซูลเซลลตรึงแพรออกมาสงเสริมประสิทธิภาพของการผลิตกรด
แลกติก ทาํใหไดคาผลไดกรดแลกติก อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตรสูงขึ้น อยางไรก็ตาม การทดลองนี้ทาํใหเหน็ความเปนไปไดของการผลิตกรด
แลกติก แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้าํ โดยการเพิม่จํานวนครั้งของการผลิต ซึง่ก็อาจจะชวย
ลดการสะสมของกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงได โดย Senthuran et al. (1997) ไดเสนอวาการ
ใชถังพกัน้าํหมักที่มีใบพัดชวยในการกวนเพื่อควบคุมพีเอชรวมกับการใชถังหมักชนดิ packed bed 
ที่ชวยในการรักษาความคงตัวของเซลลตรึง หรือใชทางเลือกของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่ง 
ซึ่งมีการเติมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมรวมกับมีการดึงน้าํหมกัในถงัพกัน้ําหมักออก อาจชวยลด
ภาวะการสะสมของกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงลงได  
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ภาพที ่25  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
     เหมาะสมจากวธิี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (a) 29.08 และ (b) 31.13 กรัม/
     ลิตร 
     (สัญลักษณ   และ  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 22  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก 
       โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed    
       ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมัก พารามิเตอร 
คร้ังที่ 1 1 คร้ังที ่2 2,4

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.89 
0.44 
0.39 
2.07 

0.98 
0.42 
0.41 
2.16 

 
หมายเหต ุ1 และ 2 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.08 และ 31.13 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
      4       การผลิตครั้งที่ 2 ไดจากการดึงน้ําหมักในรอบที ่1 ออกจนหมด ลางถังพักน้ําหมัก 
            และคอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนตดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อแลวจงึเติมอาหารเพาะ 
             เลี้ยงเชื้อใหมปริมาตร 1 ลิตร 
 
 4.2  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ที่มีปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยการแปรผันอัตรา
การเจือจางเปน 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สรุปไดจากวิธี Taguchi ควบคุม
สภาวะของการหมักในถังพกัที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 400 รอบ/นาที และ
ควบคุมพีเอชเทากบั 6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล โดยควบคุมอัตราการ
ไหลเขาและออกจากคอลัมนเทากับ 0.96 ลิตร/ชั่วโมง มจีํานวนเซลลที่มีชวีติเริ่มตนเทากบั 
9.05x1010 และ 2.48x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล (แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 
มิลลิลิตร) ของอัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 ตามลาํดับ แสดงผลการทดลองดงั
ภาพที ่ 26 (a) และ 26 (b) ตามลําดับ พบวา ณ สภาวะคงตัว (steady state) ความเขมขนกรด
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แลกติกมีคาเทากับ 8.91 และ 3.45 กรัม/ลิตร โดยมีความเขมขนกลูโคสเทากับ 21.20 และ 31.27 
กรัม/ลิตร ที่อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ตามลําดบั (ขอมูลการทดลองแสดงใน
ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก12 และ ก13 ตามลําดบั) จากผลการทดลองที่ไดสามารถคาํนวณ
คาพารามิเตอรของจลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลล-
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปไดดังตารางที่ 23 
  
        เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกั ที่อัตรา
การเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 พบวา ผลไดกรดแลกติกของทั้งสองอัตราการเจือจางอยู
ระหวาง 0.82-0.89 กรัม/กรัม โดยที่อัตราการเจือจางเทากบั 0.5 ชัว่โมง-1 มีอัตราจําเพาะการใช
สับสเทรต (qS) และอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) สูงกวาการผลิตที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ของการผลติกรดแลกติกที่
อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 มีคาเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึ่งสงูกวาการผลิตที่อัตรา
การเจือจางเทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 เทากับ 1.29 เทา เนื่องจากการผลิตกรดแลกติกที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ชัว่โมง-1 มี retention time ในถังหมักนานกวาทําใหเซลลแบคทีเรียกรดแลกติกสามารถ
ใชกลูโคสและเปลี่ยนไปเปนกรดแลกติกไดมากขึ้น โดยสอดคลองกับการทดลองของ Tango and 
Ghaly (2002) ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ATCC 
15009 ที่ยึดเกาะบนอลูมนิา พบวา เมื่อเพิ่ม hydraulic retention time ทําใหมีการผลิตกรดแลก-
ติกเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตาม การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักทัง้สองอัตราการเจอื
จางมีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงกวาคาที่คาดไวที่คํานวณได 
 
        นอกจากนี้ สามารถเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกั 
และแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  ในเยื่อแอลจิเนต สรุปดังตารางที่  
24  พบวาผลไดกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักมีคาเทากบั 
0.94 กรัม/กรัม ซึ่งสงูกวาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักซึง่มีคาเทากับ 0.89 
กรัม/กรัม และการผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักมีอัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
และอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
เทากับ 2.21 และ  2.10 เทา ตามลําดบั  ซึ่งสอดคลองกับอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร   
ซึ่งการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัทีอั่ตราการเจือจางเทากับ 0.5  ชั่วโมง-1 มคีา
สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักเทากับ 2.10 เทา 
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ภาพที ่26  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
     เหมาะสมจากวธิี Taguchi ควบคุมที่อัตราการเจือจางเทากับ (a) 0.5 และ (b) 1.0       
     ชั่วโมง-1 ความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมทีเ่ติม (a) 31.25 และ (b)     
     35.48 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
     (สัญลักษณ  และ   ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที ่23  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก 
       โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed  
        ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi  
 

อัตราการเจือจาง (ชั่วโมง-1) พารามิเตอร 
0.5 1 1.0 2

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.89 
0.95 
0.84 
4.46 

0.82 
0.80 
0.65 
3.45 

 
หมายเหต ุ1 และ 2 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมที่ใชเติมเทากับ 31.25 และ  
            35.48 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 24 เปรียบเทียบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จและ 
      แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน       
      ถังปฏิกรณแบบ packed bed 
 

พารามิเตอร แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก1 แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก2

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.94 
0.43 
0.40 
2.12 

0.89 
0.95 
0.84 
4.46 

 
หมายเหต ุ1 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ชุด (ตารางที่ 22) 
    2 อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 
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 4.3  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ทีม่ีปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
เหมาะสมจากวิธี Taguchi ควบคุมสภาวะของการหมกัในถงัพกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราการกวน 400 รอบ/นาที และควบคุมพเีอชเทากับ 6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
6 นอรมัล และมีอัตราการไหลเขาและออกจากคอลัมนเซลลตรึงเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง มจีํานวน
เซลลที่มีชวีิตเริ่มตนเทากับ 6.74x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล (แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ย
เทากับ 0.027 มิลลิลิตร) ไดผลการทดลองแสดงความสมัพันธของความเขมขนกลูโคส   และความ
เขมขนกรดแลกติกของการผลิตครั้งที่ 1, 2 และ 3 ดังภาพที่ 27 พบวาการผลิตครั้งที ่ 1 และ 2 มี
ระยะปรับตัวจนถงึชั่วโมงที ่2 สวนครั้งที ่3 ไมมีระยะปรับตัว โดยการผลิตครั้งที่ 1, 2 และ 3 มีความ
เขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากับ 27.58, 23.52 และ 23.00 กรัม/ลิตร  ซึง่ทัง้สามรอบการผลิตมี
ความเขมขนกรดแลกติกสูงกวาคาที่คาดไวที่คํานวณได โดยมีความเขมขนกลูโคสเหลือเทากับ 0, 
0.33 และ 0 กรัม/ลิตร ณ ชั่วโมงที่ 12, 8 และ 8 ของการหมัก ตามลําดับ จากนั้นความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกจึงคงที่จนกระทั่งถงึชั่วโมงการหมักที ่ 12-14 (ขอมูลการทดลองแสดงใน
ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก14, ก15 และ ก16 ตามลําดับ) จากผลการทดลองที่ไดสามารถ
คํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา
โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปดังตารางที่ 25  
 
        เมื่อพิจารณาคาผลไดกรดแลกติก ( YP/S ) จะเห็นวา คาผลไดกรดแลกติกลดลงเมื่อ
เพิ่มจาํนวนครัง้ของการผลิต โดยครั้งที ่ 1 มีคาผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.92 กรัม/กรัม และมีคา
ลดลงเหลือเทากับ 0.71 และ 0.66 กรัม/กรัม เมื่อทําการผลิตในครั้งที่ 2 และ 3  ตามลําดับ สวน
อัตราจําเพาะการใชกลูโคสมีคาเพิม่ข้ึนเมือ่เพิ่มจาํนวนครั้งของการผลิต แสดงใหเหน็วาเซลลตรึง
เยื่อแอลจิเนตมีการใชกลูโคสเพิ่มข้ึน เนือ่งจากการลางคอลัมนของเซลลตรึงแตละครั้งเปนการเจือ
จางความเขมขนกลูโคสภายในแคปซูลเซลลตรึง เมื่อมกีารเติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ MRS ใหม ทํา
ใหกลูโคสสามารถแพรเขาไปในแคปซูลเซลลตรึงไดเพิ่มข้ึน สงผลใหเซลลตรึงสามารถใชกลูโคสได
ดีข้ึน เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร พบวาอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรด
แลกติกครั้งที ่2 และ 3 มีคาสูงกวาการผลิตครั้งที่ 1 เทากับ  1.14 และ 1.11 เทา ตามลําดับ โดย
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การผลิตครั้งที ่2 มีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงสุดเทากับ 2.47 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่สงู
กวาการผลิตครั้งที ่ 3 เพียงเล็กนอย จะเห็นวาครั้งที่ 2 และ 3 มีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตรสูงกวาคาที่คาดไวทีค่ํานวณได โดยผลที่ไดสอดคลองกับอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลก-
ติก เนื่องจากเมื่อทําการผลติซ้ํา กรดแลกติกที่สะสมอยูในแคปซูลเซลลตรึงจะแพรออกมา ทาํใหใน
น้ําหมักมีความเขมขนกรดแลกติกเพิม่ข้ึน ดังจะเหน็ไดจากผลการทดลอง (ภาคผนวก ก: ตาราง
ผนวกที่ ก14, ก15 และ ก16)  โดยความเขมขนกรดแลกติกในชั่วโมงที ่0 ของการผลติครั้งที่ 2 และ 
3 สูงขึ้นกวาการผลิตครั้งที ่ 1  จึงทําใหคาผลไดกรดแลกติกมีคาลดลงเมื่อเพิ่มจํานวนครั้งของการ
ผลิตกรดแลกติก ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Amrane and Prigent (1999) ซึ่งศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติก Lactobacillus helveticus พบวา ความเขมขนกรด
แลกติกเริ่มตนสูงสงผลใหการผลิตกรดแลกติกลดลงจากภาวะยับยั้งของกรดแลกติก  
 
       สามารถเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัแบบตอเนื่อง
เวียนกลับน้ําหมัก  และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําดวยเซลลตรึง  L. lactis IO-1  ในเยือ่
แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปไดดังตารางที ่26 พบวา การผลิตกรดแลกติกแบบ
ตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัมอัีตราจําเพาะการใชกลูโคส, อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก และ
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้าํ เทากับ 2.21 และ 1.58,  2.10 และ 1.91 และ 2.10 และ 
1.91 เทา ตามลําดับ  
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ภาพที ่ 27  การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
        เยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต 
        สภาวะที่เหมาะสมจาก วิธี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนของการผลิตครั้งที่ 1, 
        2 และ 3 เทากับ 28.05, 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
        (สัญลักษณ ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกของการ
        ผลิตครั้งที่ 1, 2, 3 ตามลําดับ) 
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ตารางที ่25  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก 
       ซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
       ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
 

การผลิตแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้าํ พารามิเตอร 
คร้ังที่ 1 1 คร้ังที ่2 1 คร้ังที ่3 2

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 3

QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.92 
0.44 
0.41 
2.16 

0.71 
0.66 
0.47 
2.47 

0.66 
0.69 
0.45 
2.39 

 
หมายเหต ุ1 และ 2 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 26  เปรียบเทียบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียน 
       กลับน้ําหมัก แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกั และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา 
       ดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed 
 

พารามิเตอร แบบเบ็ดเสร็จ 
เวียนกลับน้ําหมัก1

แบบเบ็ดเสร็จ 
เวียนกลับน้ําหมักซ้ํา2

แบบตอเนื่อง 
เวียนกลับน้ําหมัก3

YP/S (กรัม/กรัม) 
qS (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
qP (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 
QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

0.94 
0.43 
0.40 
2.12 

0.76 
0.60 
0.44 
2.34 

0.89 
0.95 
0.84 
4.46 

 
หมายเหต ุ1  คาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ชุด (ตารางที่ 22) 
    2  คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 คร้ัง (ตารางที ่25) 
               3  อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 (ตารางที่ 23) 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตของแบคทีเรียกรด
แลกติก Lactococcus lactis IO-1 พบวาคาผลไดกรดแลกติก (YP/S) ของเซลลอิสระและเซลลตรึง
ไมแตกตางกนั แตอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ของเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตที่
เพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนเปน 0.66 และ 1.32 กรัม มีคาสูงกวาเซลลอิสระ 1.10 และ 1.52 เทา 
ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเหน็วาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงสามารถเพิ่มอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตรไดดวยการเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตน ผลการทดลองที่ไดสามารถอธิบายดวย
แบบจําลองจลนพลศาสตรอยางงาย   เมื่อเลียนแบบกระบวนการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง
โดยแบบจําลองทางคณิตศาสตร พบวาอธิบายการผลติกรดแลกติกไดดี แตอธิบายการใชกลูโคส
ไดไมเหมาะสมเฉพาะกรณทีี่ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากบั 0.66 กรัม ถาพิจารณาภาวะยับยัง้ที่
เกิดขึ้นจากความเขมขนของกลูโคสและกรดแลกติกรวมดวย จะทาํใหแบบจําลองจลนพลศาสตร
อธิบายการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงไดดียิ่งข้ึน  อยางไรก็ตาม การพฒันาแบบจําลองทาง
คณิตศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง จะตองคํานงึถงึสภาวะทางกายภาพของเม็ด
เจลเซลลตรึงและอิทธพิลของการแพรของกลูโคสและกรดแลกติกดวย 
 
 เมื่อเปรียบเทยีบการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระหวางการตรึงเซลลใน
โครงขายแอลจิเนต และการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวนปริมาตรทํางาน 1 
ลิตร โดยใชความเขมขนเซลลของเซลลตรึงเริ่มตนเทากนั คือ 6.6 กรัม/ลิตร พบวา การตรึงเซลลใน
เยื่อแอลจิเนตมีคาผลไดการผลิตกรดแลกติก,  อัตราจําเพาะการใชกลูโคส, อัตราจําเพาะการผลติ
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร สูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต 
โดยเฉพาะคาอัตราการผลิตกรดแลกตกิเชิงปริมาตร สูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต
เทากับ 1.95 เทา 
 
 ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกโดยใชวิธ ี Taguci ในระดับ 
ฟลาสก  โดยศึกษาชนดิของการตรึงเซลล, ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตน, ความเขมขนยีสตสกัด, ความเขมขนบฟีสกัด, พีเอชเริม่ตน, ความเขมขนแคลเซียม
คลอไรด และความเขมขนเปปโตน สรุปไดสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติก ใน
ระดับฟลาสก ดังนี ้ ชนิดของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต, ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงทีใ่ช
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เทากับ 5.28 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลโูคสเริ่มตนเทากับ 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด
เทากับ 10 กรัม/ลิตร, ความเขมขนบีฟสกดัเทากับ 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.85, ความ
เขมขนแคลเซียมคลอไรดเทากับ 10 กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตนเทากับ 7.5 กรัม/ลิตร เมือ่
ศึกษาการผลติกรดแลกติกภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดดังกลาวในระดับฟลาสก พบวา มีอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 1.76 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่มีคาสงูขึ้นเล็กนอย สวน
ผลไดกรดแลกติกที่ไดมีคานอยลงเล็กนอย  เนื่องจากเปนการผลิตกรดแลกติกที่ไมมกีารควบคุมพ-ี
เอชระหวางการหมัก ซึง่ทําใหเกิดภาวะยับยัง้โดยกรดแลกติกไดในระหวางการผลิตกรดแลกติก
ภายใตสภาวะเหมาะสมดังกลาว นอกจากนี้ ยังพบวาทัง้ 8 แฟกเตอรทีศ่ึกษานั้นมีอิทธิพลตอความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกอยางมี
นัยสําคัญ โดยที่ความเขมขนของยีสตสกดัมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงมากที่สุด 
 
 การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ
แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจาก
วิธี Taguchi พบวา การผลติกรดแลกติกในครั้งที ่2 ใหคาผลไดกรดแลกติก, อัตราจําเพาะการผลิต
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรไมลดลง เมือ่เปรียบเทียบกับการผลิตกรด
แลกติกดวยเซลลตรึงครั้งแรก แสดงใหเหน็ถงึความเปนไปไดที่จะทําการผลิตกรดแลกติกแบบ
เบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้าํ เพื่อชวยลดการสะสมความเขมขนของกรดแลกติกในแคปซูลเซลล
ตรึง โดยการผลิตครั้งใหมในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกไมลดลง
จากภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่สะสมภายในแคปซูลเซลลตรึง  สวนการผลิตกรดแลกติกแบบ
ตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกั สามารถชวยลดความเขมขนกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงและเพิ่ม
อัตราการผลิตกรดแลกติกขึ้นไดเชนเดียวกัน 
 
 การศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยแปรผันอัตราการเจือ
จางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi พบวา การผลิต
กรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึงที่อัตราการเจอืจางเทากับ 0.5 ชัว่โมง-1 มี
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่ไมแตกตางกบัการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 แบบตอเนื่องทีอั่ตราการเจือจางเทากับ 0.81 ชั่วโมง-1 ซึ่ง
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเทากับ 4.42 กรัม/ลิตร ชั่วโมง (เกสร, 2545) นอกจากนี ้ยงั
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พบวา การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักมีอัตราจําเพาะการใชกลโูคส และอัตรา
จําเพาะการผลิตกรดแลกติกสูงกวาการผลิตแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกั โดยที่อัตราการผลิต
กรดแลกติกเชิงปริมาตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักประมาณ 2.10 เทา  
 
 อยางไรก็ตาม การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ยังคงมีความเขมขนกลูโคสเหลืออยูสูง 21.20 และ 31.27 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ จึงไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกในถงัปฏิกรณแบบ packed 
bed แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถัง
ปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี 
Taguchi ในสามรอบของการผลิต พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมีคาเพิม่ข้ึน เมื่อ
ทําการผลิตในครั้งที่ 2 และมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อทําการผลิตในครั้งที ่ 3 สวนคาผลไดกรดแลกติก
มีคาลดลง เมื่อเพิ่มจาํนวนครั้งของการผลิต ซึ่งอธิบายไดวาเกิดจากภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่
สะสมในแคปซูลเซลลตรึง และความเขมขนกรดแลกติกในน้าํหมักสงู โดย Schepers et al. 
(2002b) ไดศึกษาแบบจําลองของจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลก-
ติก Lactobacillus helveticus R 211 พบวาเทอมของภาวะยับยัง้โดยกรดแลกติกมีผลตอการผลิต
กรดแลกติก โดยภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่เกิดขึน้จากผลของความเขมขนแลกเทตที่อยูในน้ํา
หมักเพิ่มข้ึน 
 
 จากการศึกษานี้สรุปไดวา การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลล
ตรึงเยื่อแอลจิเนตใหอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) สูงสดุเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร 
ชั่วโมง สวนการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้าํโดยเซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนตมี
ประสิทธิภาพสูงในการใชกลูโคส ทาํใหความเขมขนกลโูคสเหลือนอยมากหรือถูกใชหมดไปหลงัสิน้ 
สุดการผลิต และไดปริมาณกรดแลกติกสูง โดยมีความเขมขนกรดแลกติก 23.00-27.58 กรัม/ลิตร 
 
ขอเสนอแนะ 
  
 การปรับปรุงแกไขระบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้ํา เพื่อลด
ภาวะยับยั้งจากการสะสมของกรดแลกติกภายในแคปซลูเซลลตรึง อาจจําเปนตองใชวธิีการเจือ
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จางกรดแลกติกภายในแคปซูลเซลลตรึงดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อกอนทําการผลิตกรดแลกติกในรอบของ
การผลิตตอไป ซึ่งอาจทาํใหอัตราการผลติกรดแลกติกเชิงปริมาตรไมเปลี่ยนแปลงเมื่อเพิ่มจาํนวน
รอบของการผลิตกรดแลกติก ตลอดจนคงสภาพความเสถียรของเซลลที่มีชีวิตภายในแคปซูลเซลล
ตรึงไดนานที่สุด หรืออาจปรับอัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนต เพือ่
เพิ่มอัตราการแพรเขา-ออกของสารละลายของแคปซูลเซลลตรึง ซึ่ง Santhuran et al. (1997) 
รายงานไววา การเพิ่มอัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึง Lactobacillus casei 
subsp. rhamnosus ที่ยึดเกาะบน Pora-Bact A Beads ชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้น 
 
 ในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดแลกติกโดยใชเซลลตรึง จําเปนจะตองหาสูตรอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อใหมที่เหมาะสมมาแทนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS เนื่องจากใชองคประกอบของ
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อที่เปนแหลงอาหารไนโตรเจนทีม่ีราคาแพง หรืออาจศึกษาการลดระดับความ
เขมขนขององคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ เนือ่งจากการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึงไม
จําเปนตองใชแหลงอาหารไนโตรเจน เพื่อใชในการเติบโตของเซลลแบคทเีรียอยางในกรณีที่ใช
เซลลอิสระในการผลิตกรดแลกติก นอกจากนี ้อาจเลือกใชวัตถุดิบเหลอืใชจากโรงงานอุตสาหกรรม
ทดแทน เชน หางนม (whey) ซึ่งมกีารใชเปนสับสเทรตอยางแพรหลายในกระบวนการผลิตกรด
แลกติก  Mostafa (1996) อธิบายวาหางนมเปนสับสเทรตที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติก 
มากกวาการใชสับสเทรตในรูปแลกโทสบรสุิทธิ ์     เนื่องจากในหางนมมีสารอาหารที่จําเปนอืน่ ๆ 
ประกอบอยูดวย หรือการใชแปงขาวสาลเีปนสับสเทรต  ซึ่ง Naveena et al. (2005)  พบวา  
แบคทีเรียกรดแลกติก Lactobacillus amylophilus GV6 มีประสิทธิภาพสูงในการเปลี่ยนแปงไป
เปนกรดแลกตกิไดโดยตรง จงึเปนวิธกีารใหมที่สามารถนําวัตถุดิบที่มรีาคาถูกมาใชในการผลิตกรด
แลกติกในระดบัอุตสาหกรรม เปนตน นอกจากนี ้ การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้ํา
หมักที่ศึกษาในงานวิจัยนี ้ จะตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอไป โดยศึกษาปจจัยตาง ๆ ทีม่ี
อิทธิพล อาทิ อัตราการเจอืจาง อัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึง และผลของปจจัย
อ่ืน ๆ  เปนตน โดยอาศยัวิธ ี Taguchi ในการออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาอทิธิพลของปจจัย
เหลานั้นตอการผลิตกรดแลกติก ซึ่งสามารถลดจํานวนการทดลอง และทําใหสามารถลดคาใชจาย
และระยะเวลาในการศึกษาได 
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ตารางผนวกที ่ก1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก 
                (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) 

ความทึบแสง 
(OD 562) กลูโคส เซลล1 กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 
6 
7 
8 

2.975 
5.330 
5.625 
5.640 
5.445 
5.340 
5.355 
5.160 

9.40 
4.62 
2.64 
2.05 
1.84 
1.25 
1.17 
1.08 

1.04 
1.30 
1.36 
1.37 
1.32 
1.30 
1.31 
1.24 

1.20 
5.21 
7.78 
8.41 
8.55 
8.37 
8.49 
7.55 

 
หมายเหต ุ 1 คาํนวณจากกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที ่562 นาโนเมตรและความ 
       เขมขนเซลล (ภาคผนวก ค: ภาพผนวกที่ ค1) 

 
ตารางผนวกที ่ก2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.08 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.132 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200  
     มล.) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 

9.08 
7.69 
5.73 
4.81 
3.63 

1.12 
1.61 
3.68 
5.14 
6.52 
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ตารางผนวกที ่ก2  (ตอ) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

5 
6 
7 
8 
9 

10 

2.73 
2.21 
1.82 
1.79 
1.86 
1.86 

6.78 
7.40 
7.36 
7.75 
8.21 
8.17 

 
ตารางผนวกที ่ก3  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.99 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.66 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 
     มล.) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

9.99 
6.27 
4.21 
3.39 
1.17 
1.22 
1.17 
0.97 
0.77 
0.87 
0.77 

0.91 
2.44 
6.67 
8.38 
9.01 
8.91 
8.74 
8.81 
8.93 
8.83 
8.81 
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ตารางผนวกที ่ก4  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.50 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  1.32 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 
     มล.) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

9.50 
3.25 
1.36 
0.35 
0.22 
0.19 
0.19 
0.19 
0.17 
0.17 
0.21 

0.77 
6.04 
7.48 
9.17 
8.94 
8.66 
8.88 
8.35 
8.36 
8.13 
8.18 

 
ตารางผนวกที ่ก5  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 7.52 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
0.5 
1 

1.5 
2 

7.52 
7.41 
7.06 
6.55 
5.21 

0.45 
1.13 
1.17 
1.37 
2.03 
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ตารางผนวกที ่ก5  (ตอ) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

3.92 
3.40 
0.66 
0.47 
0.45 
0.45 
0.42 
0.45 

3.50 
4.52 
7.17 
7.07 
7.18 
7.40 
7.18 
6.85 

 
ตารางผนวกที ่ก6  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจ-ิ 
     เนตในถังปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.15 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
0.25 
0.5 

0.75 
1 

1.5 
2 

2.5 
3 
4 

9.15 
9.02 
8.82 
8.56 
7.93 
5.46 
4.15 
2.17 
1.20 
1.21 

0.95 
1.73 
1.96 
2.34 
2.92 
4.36 
6.39 
7.29 
8.77 
8.42 
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ตารางผนวกที ่ก7  จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis  
      IO-1 จากการออกแบบการทดลองดวยวิธี Taguchi 
                                                                                                             

ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 
พารามิเตอร พารามิเตอร จํานวน 

การทดลอง YP/S qS qP QP

จํานวน 
การทดลอง YP/S qS qP QP

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

0.17 
0.60 
0.72 
0.71 
0.93 
0.53 
0.84 
0.91 
0.90 
0.78 
0.51 
0.55 
0.85 
0.78 
0.45 
0.89 
0.29 
0.36 

0.23 
0.37 
0.57 
0.26 
0.30 
0.56 
0.20 
0.26 
0.29 
0.36 
0.66 
0.42 
0.36 
0.32 
0.48 
0.22 
0.32 
0.46 

0.04 
0.22 
0.41 
0.18 
0.28 
0.30 
0.16 
0.24 
0.26 
0.28 
0.33 
0.23 
0.31 
0.25 
0.22 
0.20 
0.09 
0.16 

0.15 
0.87 
1.61 
0.97 
1.47 
1.56 
1.09 
1.56 
1.74 
1.11 
1.32 
0.92 
1.63 
1.31 
1.14 
1.33 
0.61 
1.08 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

0.37 
0.57 
0.72 
0.67 
0.99 
0.46 
0.76 
0.94 
0.86 
0.55 
0.51 
0.58 
0.74 
0.82 
0.45 
0.88 
0.29 
0.40 

0.23 
0.39 
0.58 
0.26 
0.26 
0.56 
0.21 
0.25 
0.30 
0.40 
0.65 
0.39 
0.35 
0.29 
0.49 
0.27 
0.30 
0.44 

0.09 
0.22 
0.42 
0.19 
0.26 
0.26 
0.16 
0.24 
0.26 
0.22 
0.33 
0.23 
0.26 
0.24 
0.23 
0.24 
0.09 
0.18 

0.34 
0.87 
1.66 
1.01 
1.39 
1.38 
1.04 
1.56 
1.71 
0.88 
1.30 
0.90 
1.39 
1.26 
1.22 
1.56 
0.57 
1.17 
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ตารางผนวกที ่ก8  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก  
     ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที่ 1 (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน
     เทากับ 38.63 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 

38.63 
28.13 
26.65 
26.22 
25.74 
18.97 
18.53 
20.00 
23.83 

0 
2.17 
4.35 
6.16 

10.15 
7.30 
8.39 
9.89 

10.72 
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ตารางผนวกที ่ก9  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก 
     ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที่ 2 (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน
     เทากับ 36.15 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
15 

36.15 
28.91 
27.82 
23.44 
22.44 
22.31 
18.49 
22.44 
18.36 

0 
2.49 
5.25 
6.41 

10.94 
9.50 

10.50 
10.39 
9.72 
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ตารางผนวกที ่ก10  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed รอบที่ 1 ภายใต 
       สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi  (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ   
       29.08 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
13 

29.08 
28.81 
25.02 
24.00 
18.11 
17.75 
10.84 
5.31 
1.25 
0.80 

0.06 
1.24 
2.02 
3.43 
4.58 
8.35 

16.80 
21.47 
24.89 
24.61 
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ตารางผนวกที ่ก11  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed รอบที่ 2 ภายใต 
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi  (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ   
                  31.13 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
13 

31.13 
29.13 
26.76 
25.70 
25.15 
24.30 
14.80 
7.72 
4.66 
2.16 

3.91 
4.19 
5.14 
6.20 
6.65 

10.06 
18.44 
24.75 
29.78 
29.16 
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ตารางผนวกที ่ก12  การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO- 
      1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสม
      จาก วิธ ี Taguchi (อัตราการเจือจางเทากบั 0.5 ชั่วโมง-1 และความเขมขน   
                  กลูโคสในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ใหมที่เติมเทากับ 31.25 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

แบบเบ็ดเสร็จ 
0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
15 

แบบตอเนื่อง 
0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 
24 

 
30.54 
24.17 
21.07 
20.37 
19.57 
14.31 
7.31 
3.45 
0.25 
0.15 
0.15 

 
0.18 

15.83 
20.48 
23.81 
22.32 
19.82 
21.55 
21.55 
20.71 

 
0.67 
1.40 
2.64 
3.62 
5.91 
9.28 

11.51 
23.59 
25.06 
28.61 
22.80 

 
20.10 
12.19 
7.29 
5.22 
3.13 
5.48 
5.10 
5.00 
9.03 
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ตารางผนวกที ่ก12  (ตอ) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

27 
30 
33 
36 
39 
42 
48 
54 

22.68 
21.61 
21.19 
21.49 
22.32 
21.55 
19.52 
20.89 

7.05 
8.87 
9.55 
9.48 
8.83 
8.18 
8.45 
7.46 
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ตารางผนวกที ่ก13  การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO- 
      1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสม
       จากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจางเทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 และความเขมขน 
           กลูโคสในอาหารเพาะเลีย้งเชื้อใหมทีเ่ติมเทากับ 35.48 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

แบบเบ็ดเสร็จ 
0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 

17.5 
แบบตอเนื่อง 

0 
3 
6 
9 

12 
15 
18 
21 

 
31.48 
28.33 
26.73 
25.73 
25.63 
22.77 
18.12 
12.21 
4.95 
0.25 
0.20 
0.20 

 
0.60 

10.66 
13.71 
23.33 
32.38 
28.63 
25.08 
27.93 

 
0.38 
1.79 
2.00 
2.84 
2.92 
4.87 

11.80 
13.69 
23.54 
28.85 
27.71 
23.06 

 
26.44 
5.45 
1.94 
1.66 
2.26 
2.40 
3.00 
3.08 
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ตารางผนวกที ่ก13  (ตอ) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

24 
27 
30 
33 
36 
39 
42 
45 
48 
51 
54 
57 
60 

33.98 
28.33 
30.03 
38.64 
34.93 
37.19 
33.43 
32.93 
29.73 
27.93 
32.78 
24.57 
25.58 

3.27 
3.22 
3.98 
3.67 
3.92 
4.33 
4.92 
5.91 
6.52 
5.81 
6.45 
5.35 
4.36 
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ตารางผนวกที ่ก14  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 1 ภายใต   
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
4 
6 
8 

10 
12 
14 

28.05 
26.66 
25.86 
22.75 
18.57 
11.74 
0.66 

0 
0 

1.68 
2.61 
3.60 
4.91 
7.45 

15.34 
16.90 
27.58 
25.22 
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ตารางผนวกที ่ก15  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 2 ภายใต 
       สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากบั 28.05  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
1 
2 
4 
6 
8 

10 
12 

28.05 
26.33 
24.27 
10.21 
2.06 
0.33 
0.20 
0.27 

3.75 
3.99 
4.91 

13.33 
20.23 
23.52 
20.57 
20.60 
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ตารางผนวกที ่ก16  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 3 ภายใต 
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.17  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

0 
2 
4 
6 
8 

10 
12 

29.17 
21.15 
4.44 
4.25 

0 
0 
0 

3.87 
8.97 
9.24 

20.21 
23.00 
22.29 
21.54 
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ภาคผนวก ข 
การประมาณคาพารามิเตอร 
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ตารางผนวกที ่ข1  สูตรการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ 
 
พารามิเตอร สูตรคํานวณ 
ผลไดเซลล 
(YX/S, กรัม/กรัม) t0

0t
S/X SS

XX
Y

−

−
=  

ผลไดกรดแลกติก 
(YP/S, กรัม/กรัม) t0

0t
S/P SS

PP
Y

−

−
=  

อัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
(qS, กรัม/กรัม ชั่วโมง) ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ +=⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛=

0

t0
0tS tt

SS

2
XX

1
dt
dS

X
1q  

อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก 
(qP, กรัม/กรัม ชั่วโมง) ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ +=⎟

⎠
⎞⎜

⎝
⎛=

0

0t
0tP tt

PP

2
XX

1
dt
dP

X
1q  

อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร 
(QP, กรัม/ลิตร ชั่วโมง) ⎟

⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
==

0

0t
P tt

PP
dt
dPQ  

 
หมายเหต ุเมือ่ X, S, P และ t หมายถงึ ความเขมขนเซลล  กลูโคส กรดแลกติก มีหนวยเทากับ 
    กรัม/ลิตร และ เวลา มีหนวยเทากบั ชัว่โมง ตามลําดับ 
    ตัวหอย 0 และ t หมายถึง ที่เวลาเริ่มตน และที่เวลาใด ๆ ตามลําดับ 
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ตัวอยางการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ 
 
 ผลไดเซลล (YX/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก1 (ชั่วโมงที่ 
4) 
 

   
84.140.9
71.032.1

Y S/X −

−
=  

            = 0.08  กรัม/กรัม   
 
 ผลไดกรดแลกติก (YP/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ ก10 
(ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
25.108.29
06.089.24

Y S/P −

−
=  

           =  0.89  กรัม/กรัม  
 
 อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวก
ที่ ก10 (ชั่วโมงที ่12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
25.108.29

28.5
1q *S  

         = 0.44  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
  
หมายเหต ุ* ในกรณีของเซลลตรึงใชความเขมขนเซลลเร่ิมตน 
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 อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก10 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
06.089.24

28.5
1q *P  

         = 0.39  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
 
หมายเหต ุ* ในกรณีของเซลลตรึงใชความเขมขนเซลลเร่ิมตน 
 
 อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก10 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
06.089.24

QP  

         = 2.07  กรัม/ลิตร ชั่วโมง 
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ตารางผนวกที ่ข2  สูตรการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่อง  
     ณ สภาวะคงตัว 
 
พารามิเตอร สูตรคํานวณ 
อัตราการเจือจาง 
(D, ชั่วโมง-1) V

FD =  

ผลไดกรดแลกติก 
(YP/S, กรัม/กรัม) ( )SS

PY
0

S/P −
=  

อัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
(qS, กรัม/กรัม ชั่วโมง) 

( )
X

SSD
q t0

S
−

=  

อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก 
(qP, กรัม/กรัม ชั่วโมง) X

DPqP =  

อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร 
(QP, กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

DPQP =  

 
หมายเหต ุเมือ่ X, S, P และ t หมายถงึ ความเขมขนเซลล  กลูโคส กรดแลกติก มีหนวยเทากับ 
    กรัม/ลิตร และ เวลา มีหนวยเทากับ ชัว่โมง ตามลาํดับ,  F และ V หมายถงึ อัตราการ
    ไหล (ลิตร/ชั่วโมง) และ ปริมาตรทํางานของถังหมกั (ลิตร) ตามลําดบั 
    ตัวหอย 0 และ t หมายถงึ ที่เวลาเริ่มตน และที่เวลาใด ๆ ตามลําดับ 
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ตัวอยางการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่อง  
ณ สภาวะคงตัว 
 
 ผลไดกรดแลกติก (YP/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก12 
(ชั่วโมงที่ 24-54)  
 

   ( )20.2125.31
91.8Y S/P −

=  

           = 0.89  กรัม/กรัม 
 
 อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวก
ที่ ก12 (ชั่วโมงที ่24-54) 
 

   
( )

28.5
20.2125.315.0

qS
−

=  

        = 0.95  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
 
 อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก12 (ชั่วโมงที่ 24-54) 
 

   
28.5

91.8x5.0
qP =  

        = 0.84  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
 
 อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก10 (ชั่วโมงที่ 12) 
 
    91.8x5.0QP =

         =  3.45  กรัม/ลิตร ชั่วโมง 
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การคํานวณในการออกแบบโดยวธิี Taguchi ( Roy, 2001) 
 
 1.  คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 

   
( )

1N
yy

SD
2

−

∑ −
=      (7) 

 
 2.  เปอรเซน็ตอิทธิพล (% main effect) 
 
 เปอรเซ็นตอิทธิพล = (คาอิทธิพลสูงสุด – คาอิทธพิลต่ําสุด) x 100  (8) 
                                                            คาอิทธพิลสูงสดุ 
 
 3.  คา Factor sum of square (SSFactor) 
 

           ( )∑ −=
=

L

1k

2
kFactor yy

L
rxN

SS     (9) 

 
 4.   คา Error sum of square (SSError) 
 
   ( ) ( )1rxSDSS 2

Error −∑=     (10) 
 
 5.  คาองศาอสิระของแฟกเตอร (DOFFactor) 
 
   1LDOFFactor −=      (11) 
 
 6.  คาองศาอสิระของขอผิดพลาด (DOFError) 
 
   ( )1rNDOFError −=      (12) 
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 7.  คาองศาอสิระรวม (DOFTotal) 
 
   ( ) 1rxNDOFTotal −=      (13) 
 
 8.  คาความแปรปรวน (variance, Var) 
 
   

DOF
SSVar =       (14) 

 
 9.  คาสัดสวนความแปรปรวน (variance ratio, Fratio) 
 

   
Error

ratio Var
VarF =       (15) 

 
 10.  คาความเชื่อมั่น (confidence)  
 
  ( ) 100xDOF,DOF,FF100Confidence ErrorFactorratioDIST−=  (16) 
 
 11.  การหาคาผลการทดลองที่คาดไว ภายใตสภาวะที่เหมาะสม (result expected at 
optimum condition, Yopt) 
 

  
( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( ) ( )THTGTFTE

TDTCTBTATY

2333

3322opt

−+−+−+−+

−+−+−+−+=
  (17) 

 
หมายเหต ุFDIST เปนคาที่คํานวณโดยใชฟงกชนัสําเร็จรูปในโปรมแกรม excel โดยเปนความสัมพันธ 
   ระหวางคา Fratio, DOFFactor, DOFError โดย y, y , N, r, L, k และ T  หมายถึง ผลการทดลอง  
   คาเฉลี่ยของผลการทดลอง จํานวนการทดลอง จํานวนซ้ําทีทํ่าการทดลอง จํานวนระดับของ 
   แฟกเตอร ระดับของแฟกเตอร และ คาเฉลี่ยของผลรวมของผลการทดลองทั้งหมด ตามลําดับ  
   และ 2A , 2B , 3C , 3D , 3E , 3F , 3G และ 2H หมายถึง คาเฉลี่ยของผลรวมของผลการ 
   ทดลองของแตละระดับของแฟกเตอรท่ีเหมาะสมที่ได 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห 
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การหาน้ําหนกัเซลลแหงโดยวิธีอบแหง 
 

1. เตรียมกระดาษกรอง (cellulose acetate filter, Sartorius) เสนผานศูนยกลาง 25 
มิลลิเมตร ขนาดรู 0.45 ไมครอน ที่อบแหงที่อุณหภมูิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง และชั่ง
น้ําหนกัแนนอน 

2.  ดูดตัวอยางสารแขวนลอยเซลล (cell suspension) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร กรองผาน
กระดาษกรอง โดยอาศัยชุดอุปกรณการกรอง ซึ่งประกอบดวย กรวยกรองแกวขนาด 30 มิลลิลิตร 
ที่มีฐานรองแกว คลิปหนีบ ตะแกรงกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มิลลิเมตร และประเกน็วง
แหวน (Satorius, Germany) 

3.  ลางเซลลดวยน้าํกลัน่ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
4.  นําเซลลที่ไดไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
5.  ทิ้งใหเย็นในเดสิเคเตอร และชั่งน้ําหนกัเซลลพรอมกระดาษกรองทีแ่นนอน จากนั้นจงึ

นําไปคํานวณหาน้ําหนกัเซลลแหง ดังนี ้
 
     น้ําหนักเซลลแหง =   น้าํหนักกระดาษกรองและเซลลแหง (กรัม) – น้ําหนักกระดาษกรอง (กรัม) 
         (กรัม/ลิตร)            ปริมาตรของตัวอยาง (มิลลิลิตร)x10-3   
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การประมาณคาน้ําหนกัเซลลแหงโดยอาศัยการวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานระหวางน้าํหนักเซลลแหงและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 562 นาโนเมตร 
 
 1.1  การวัดคาการดูดกลนืแสง 
 
        นําตัวอยางสารแขวนลอยเซลลในชวงการเติบโตทวีคูณเจือจางดวยน้าํกลัน่ดวยอัตรา
เจือจางที่เหมาะสมประมาณ  4-5 อัตราเจือจาง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่  562  นาโนเมตร  
ดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
 
 1.2  การหาน้าํหนักเซลลแหงโดยวธิีอบแหง 
 
        นําตัวอยางสารแขวนลอยเซลลเดียวกันที่นาํมาวัดคาการดูดกลนืแสงในขอที ่ 1.1 ไป
หาน้ําหนกัเซลลแหงโดยวิธีอบแหงดงัวิธทีี่กลาวมาแลวขางตน เพื่อใชคํานวณหาน้าํหนกัเซลลแหง
ของแตละอัตราการเจือจาง 
 
 1.3  เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาน้าํหนกัเซลลแหงและคาการดูดกลนืแสงที่ความยาว 
คลื่น 562 นาโนเมตร พรอมหาคาความชนัของกราฟเสนตรงดังภาพผนวกที ่ค1 
 
2.  การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 
 
 น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม/ลิตร) =   คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรxอัตราการเจือจาง 
               xคาความชนัจากกราฟมาตรฐาน 
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 คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร

0.0 .2 .4 .6 .8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2

คว
าม
เขม

ขน
เซล

ล (
กร
ัม/ลิ

ตร
)

0.0
.1
.2
.3
.4
.5
.6
.7
.8

คาความชัน = 0.329

 
 
ภาพผนวกที่ ค1  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรและ 
  ความเขมขนเซลล 
   
การวิเคราะหปริมาณกลโูคส โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (Miller, 1959) 
 
สารเคม ี
 
 1. DNS reagent ซึ่งประกอบดวย 3,5-dinitrosalicylic acid 1 กรัม ละลายในน้ํากลัน่
ปริมาตร 50  มิลลิลิตร เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  2 นอรมัล ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร จากนัน้เติมโซเดยีมโพแทสเซียมทารเทรต 30 กรัม จากนั้นจงึปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร 
 2. กลูโคส (food grade, Complex Chemical & Equipment Co., Ltd.) 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 

1.1  เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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1.2 เตรียมสารละลายกลโูคสความเขมขนตาง ๆ จากสารละลายน้ําตาลกลูโคส 1
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางผนวกที่ ค1 
 
ตารางผนวกที ่ค1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
 
ความเขมขนของสารละลาย

กลูโคส 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

สารละลายกลโูคสความ
เขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

(มิลลิลิตร) 

น้ํากลัน่ 
(มิลลิลิตร) 

0 0 0.5 
0.2 0.1 0.4 
0.4 0.2 0.3 
0.6 0.3 0.2 
0.8 0.4 0.1 
1.0 0.5 0 

 
1.3  ดูดสารละลายกลูโคส 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 2 หลอด 
1.4  เติมสารละลาย DNS reagent หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวย

เครื่องผสม จากนัน้หุมปากหลอดทดลองดวยกระดาษอะลูมิเนียม 
1.5  นําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 5 นาทแีนนอน 
1.6  นําไปแชในน้าํเยน็ 5 นาทีแนนอน 
1.7  เติมน้ํากลั่นปริมาณ 5 มิลลิลิตร ผสมในเครื่องผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 
1.8  นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  520  นาโนเมตรดวยสเปกโตรโฟโต- 

มิเตอร 
1.9  เขียนกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส ระหวางคาการดูดกลืนแสงกับคาความ 

เขมขนของสารละลายกลูโคส พรอมหาคาความชนัของกราฟเสนตรงดังภาพผนวกที่ ค2 
1.10  กรณีของ Blank ดําเนนิขั้นตอนเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้าํกลั่นแทนตัวอยาง  
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 ความเขมขนกลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

0.0 .2 .4 .6 .8 1.0 1.2

คา
กา
รด
ูดก
ลืน
แส
งที่

 52
0 น

าโน
เมต

ร

0.0
.2
.4
.6
.8

1.0
1.2

คาความชัน = 0.999

 
 
ภาพผนวกที่ ค2  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
2.  การวิเคราะหปริมาณกลูโคสของตวัอยาง 
 
 2.1  นําตัวอยางสวนใสของน้ําหมักมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม 
 2.2  ดูดตัวอยางที่มีความเขมขนเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตัวอยางละ 
2 หลอด 

2.3  ดําเนนิการตามหวัขอ 1.4-1.8 
2.4  กรณีของ Blank ดําเนินการเชนเดียวกบัตัวอยาง โดยใชน้ํากลั่นแทนตวัอยาง 
 

3.  การคํานวณปริมาณกลโูคส 
 
ปริมาณกลูโคส (กรัม/ลิตร) =   คาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตรxอัตราการเจือจาง 
        คาความชันจากกราฟมาตรฐาน 
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การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก (Barker and Summerson, 1941) 
 
 เมื่อกรดแลกติกทําปฏิกิริยากับกรดซัลฟวริกเขมขนและไดรับความรอน กรดแลกติกจะ
เปลี่ยนเปนแอซีตัลดีไฮด ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับสารพาราไฮดรอกซีไดฟนิลไดสารประกอบสี
มวง สามารถวัดความเขมของสารประกอบสีมวงไดที่ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตร 
 
สารเคม ี
 
 1.  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, CuSO4.5H2O; Merck) 20  
เปอรเซ็นต 
 2.  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, CuSO4.5H2O; Merck) 4 เปอรเซ็นต 
 3.  สาละลายพาราไฮดรอกซีไดฟนิล (p-hydroxydiphenyl; Sigma) ความเขมขน 1.5
เปอรเซ็นตในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH; Merck) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
 4.  แคลเซียมไฮดรอกไซด (calcium hydroxide, Ca(OH)2; Ajax) 
 5.  สารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน (sulfuric acid 98%, H2SO4; BDH Laboratory 
Supplied) 
 6.  ลิเทียมแลกเทต (lithium lactate, C3H5O3Li; Merck) 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานของแลกเทต 
 

1.1  เตรียมสารละลายลิเทียมแลกเทตที่มคีวามเขมขน 1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
 1.2  เตรียมสารละลายลเิทยีมแลกเทตความเขมขนตาง ๆ จากสารละลายลิเทียมแลกเทต 
1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร ดังแสดงในตารางผนวกที ่ค2 

1.3  ดูดสารละลายลิเทียมแลกเทต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 2  
หลอด 

1.4  เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 20 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ลงไป ปรับปริมาตรใหได 
10 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลัน่ จากนัน้เตมิผงแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไปเขยาแรง ๆ โดยใชเครื่อง
ผสม ทิง้ไวที่อุณหภูมิหองอยางนอย 30 นาท ีเขยาเปนครั้งคราว 
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1.5  นาํไปเหวี่ยงที่ 4000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที ดูดสารละลายดานบนมา 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 4 เปอรเซ็นต อยู 0.05 มิลลิลิตร  

1.6  นําหลอดไปแชในอางน้าํเยน็ คอย ๆ เติมสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 6 มิลลิลิตร 
ลงไปชา ๆ ผสมใหเขากนัทันท ี

1.7  นําไปตมในน้าํเดือด 5 นาที แลวยายมาที่อางน้ําเย็นทันที (อุณหภูมินอยกวา 20 
องศาเซลเซยีส) 

1.8  หยดสารละลายพาราไฮดรอกซีไดฟนิล 2  หยด ผสมดวยเครื่องผสม ตั้งไวที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนาํไปตมในน้าํเดือดนาน 90 วินาท ีแลวทาํใหเยน็ทนัท ี

1.9 นําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตร ดวยสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร 

1.10 เขียนกราฟมาตรฐานของสารละลายลิเทยีมแลกเทต ระหวางคาการดูดกลนืแสงกับ
คาความเขมขนของสารละลายลิเทียมแลกเทต พรอมหาคาความชันของกราฟเสนตรงดังภาพ
ผนวกที ่ค3 
 1.11  กรณีของ Blank ดําเนนิการเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
ตารางผนวกที ่ ค2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 
 

ความเขมขนของสารละลาย
ลิเทียมแลกเทต 

(ไมโครกรัม/มลิลิลิตร) 

สารละลายลเิทียมแลกเทต 
1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 

(ไมโครลิตร) 

น้ํากลัน่ 
(ไมโครลิตร) 

0 0 1000 
20 20 980 
40 40 960 
60 60 940 
80 80 920 

100 100 900 
120 120 880 
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2.  การวิเคราะหปริมาณกรดแลกตกิของตัวอยาง 
 
 2.1  นําตัวอยางสวนในของน้ําหมักมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม 

 2.2  ดูดตัวอยางที่มีความเขมขนเหมาะสม 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองตัวอยางละ 2                   
 หลอด 

2.3  ดําเนนิการตามหวัขอ 1.4-1.9 
2.4  Blank ดําเนนิการเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้าํกลั่นแทนตัวอยาง 

 

 ความเขมขนลิเทียมแลกเทต (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)
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ภาพผนวกที่ ค3  กราฟมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 
 
3.  การคํานวณปริมาณกรดแลกติก 
   
 ปริมาณกรดแลกติก =  คาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตรxอัตราการเจือจางx90.08 
       (กรัม/ลิตร)                    คาความชนัจากกราฟมาตรฐานx1,000x96.01   
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การหาน้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
การหาน้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด 
 
 1.  นําบกีเกอรเปลาอบแหง ปริมาตร 600 มิลลิลิตร มาชัง่น้าํหนัก 
 2.  นําเซลลตรึงทัง้หมดที่ผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 นิ้ว นาน 10 นาท ีบรรจุ
ในบีกเกอรเปลาทีท่ราบน้ําหนกัแลวในขอ 1 นาํไปชั่งน้ําหนกั คํานวณหาน้าํหนักเปยกทั้งหมดของ
เม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
น้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซลูทั้งหมด (กรัม) =  
 
            น้าํหนกับีกเกอรและเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด–น้ําหนักบกีเกอรเปลา 
 
การหาน้ําหนกัเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
 1.  นํา petri dish เปลาอบแหง มาชัง่น้ําหนัก 
 2. นําเซลลตรึงทั้งหมดที่ผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 นิ้ว นาน 10 นาที 
จํานวน 30 เม็ดใสลงใน petri dish ที่ทราบน้ําหนกัแลวในขอ 1 นําไปชั่งน้าํหนัก คํานวณหาน้ําหนกั
เปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
น้ําหนกัเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (กรัม/เม็ดเจลหรือแคปซูล) =  
 
            น้าํหนกั petri dish และเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด–น้ําหนกั petri dish เปลา 
                                                 จํานวนเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ดหรือแคปซูล 
 
การหาจํานวนเม็ดเจลหรอืแคปซูลทั้งหมด 
 
 คํานวณจาํนวนเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมดจากน้าํหนักเปยกทัง้หมดของเม็ดเจลหรือ
แคปซูล และน้าํหนักเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
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จํานวนเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (เม็ด) =  
  
                 น้าํหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (กรัม) 
                       น้าํหนักเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (กรัม/เม็ดเจลหรือแคปซูล)  
 
การหาปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
การหาปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด 
 
 1.  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 1 ลิตร ที่บรรจุน้ํากลัน่ฆาเชื้อ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 2.  นําเม็ดเจลหรือแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด หลังจากที่ผานการชั่งน้ําหนักแลวใสลงใน 
กระบอกตวงทีเ่ตรียมไวในขอ 1 คํานวณปรมิาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด ดังนี ้
 
ปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (มิลลิลิตร) =  
 
        ปริมาตรน้ํากลัน่ฆาเชื้อและเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด–ปริมาตรน้ํากลัน่ฆาเชือ้ปริมาตร 100
มิลลิลิตร 
 
การหาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
 1.  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ํากลั่นฆาเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
 2.  นําเม็ดเจลหรือแคปซูลเซลลตรึงจํานวน 30 เม็ด หลังจากที่ผานการชั่งน้ําหนักแลวใส
ลงในกระบอกตวงทีเ่ตรียมไวในขอ 1 สามารถคํานวณปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (มิลลิลิตร/เม็ดเจลหรือแคปซูล) =  
 
      ปริมาตรน้ํากลั่นฆาเชื้อและเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด–ปริมาตรน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
                                       จาํนวนเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ดหรือแคปซูล 
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การหาจํานวนเซลลทีม่ีชีวติในเม็ดเจลหรือแคปซูลของเซลลตรงึ 
 

1.  นาํเม็ดเจลหรือแคปซูลของเซลลตรึงจํานวน 30 เม็ด ทีท่ราบปริมาตรแทนทีน่้ํา (หรือ
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล) ละลายในไตรโซเดียมซิเทรต 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ไดเปนสารแขวนลอยเซลลที่มปีริมาตรเทากบั 5 มิลลิลิตร รวมกับปริมาตรแทนทีน่้ําของ
เม็ดเจลหรือแคปซูลจํานวน 30 เม็ด (หรือคํานวณไดจากคาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล) 

2.  นําสารแขวนลอยเซลลมาทาํการเจือจาง ดังนี ้10-1   10-2   10-3   10-4   10-5   10-6  และ   
10-7  

3.  เลือกคาการเจือจางที่เหมาะสมคือ    10-5   10-6   10-7     ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาทาํ
การ pour plate ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่ระดับการเจือจางละ 2 plates บมที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

4.  นับจํานวนโคโลนีทีเ่กิดขึน้ คํานวนจาํนวนเซลลที่มีชวีติ ดังนี ้
 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต         =      จํานวนโคโลนxีอัตราการเจือจางx10xปริมาตรสารแขวนลอยเซลล
(cfu/ml bead or capsule volume)          ปริมาตรแทนที่น้าํของเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด1  
 
หมายเหต ุ1 ปริมาตรของเมด็เจลหรือแคปซูล หาคาไดจากการแทนทีน่้ํา หรือไดจากการคํานวณ 
       จากผลคูณของคาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล และจํานวนเม็ดเจลหรอื    
       แคปซูลจํานวน 30 เม็ดเจลหรือแคปซูล 
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ภาคผนวก ง 
การประมาณคาพารามิเตอรและเลยีนแบบกระบวนการ 

โดยใชโปรแกรม MATLABTM
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โปรมแกรม MATLABTM (มนัส และ วรรตัน, 2543) 
 
 โปรมแกรม MATLABTM ยอมาจาก  Matrix  Laboratory  เร่ิมตนพัฒนามาจากภาษาฟอร- 
แทรนโดย Clave Moler และถูกพฒันาจากโปรแกรมเมทริกซของ LINPACK และ EISPACK 
ตอมาจึงไดถูกเขียนขึ้นใหมโดยใชภาษาซีโดย Steve Bangert, Steve Kleimar, John Little และ 
Clave Moler จากบริษทั MathWorks  โปรแกรม MATLABTM เปนโปรแกรมที่ใชสําหรับคํานวณเชงิ
ตัวเลข กราฟกที่ซับซอน การจําลองแบบ และการแสดงผลขอมูล เพือ่ใหมองเหน็ภาพพจนไดงาย
และชัดเจนขึ้น โดยในโปรแกรม MATLABTM จะประกอบดวยกลองเครื่องมือ (Toolbox) ในแตละ
สาขา ซึง่ในกลองเครื่องมือของแตละสาขาก็จะประกอบไปดวยฟงกชนัตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการ
แกปญหาในสาขานัน้ ๆ เพื่อประยกุตในการใชงานจาํนวนมาก ซึง่ในงานวิจยันี้จะใชกลอง
เครื่องมือที่เรียกวา Genetic Algorithm Optimization Toolbox (GAOT) 
 
การใชงานโปรมแกรม MATLABTM เบื้องตน 
 
 เมื่อเขาสูโปรแกรม MATLABTM จะพบหนาตางคําสัง่ ทีม่ีเครื่องหมาย >> (MATLAB 
prompt) เปนตัวเริ่มตนบรรทัดพรอมที่จะรอรับคําสั่งตาง ๆ เมื่อส้ินสุดคําสั่งแลวกดปุม [Enter] 
โปรแกรม MATLABTM จะมีการประมวลผลตามคําสั่งทนัที และจะรับคําสั่งทีละบรรทัด ซึ่งสามารถ
สรางไฟลที่ประกอบดวยชุดคําสั่งเก็บในรูป “ชื่อไฟล. M” (มีนามสกลุของไฟลเปน M) เรียกวาเอ็ม
ไฟล (M-Files) การเขียนเอม็ไฟลมี 2 รูปแบบ คือ 
 
 สคริปไฟล เปนไฟลทีม่ีการกําหนดคาตัวแปรและเขียนคําสั่ง หรือฟงกชันตาง ๆ ทีต่องการ
ประมวลผลทลีะคําสั่ง โดยสามารถเขยีนคาํอธิบายไดโดยใชเครื่องหมาย “%“ นาํหนาขอความที่
ตองการอธิบาย โดยไมมีผลตอการทํางานของโปรแกรม การเรียกใชสคริปไฟลสามารถทาํไดโดย
เรียกชื่อเอ็มไฟลที่หนาตางของโปรแกรม MATLABTM

 
 ฟงกชันไฟล คือ ไฟลที่เร่ิมตนบรรทดัแรกดวยคําวา “Function” และสามารถเขียน
คําอธิบายไดเชนเดียวกับสคริปไฟลโดยใชเครื่องหมาย “%” 
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การแกสมการเชิงอนุพันธโดยใชโปรแกรม MATLABTM

 
 ปญหาทางคณิตศาสตร วิทยาศาสตร และวิศวกรรมสวนใหญ มกัอยูในรูปของสมการเชิง
อนุพนัธ โดยเกี่ยวของกับอัตราการเปลี่ยนแปลงของสิง่ตาง ๆ เมื่อเวลาเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งสามารถ
แกไขปญหาเหลานี้โดยการแกสมการเชงิอนุพนัธดวยวธิีตาง ๆ เชน วิธีออยเลอร (Euler method) 
วิธีรุงเง-คุตตา (Runge-Kutta method) หรือการใชฟงกชัน ODE เพื่อหาคําตอบของสมการเชงิ
อนุพนัธ โดยฟงกชันนี้อาศยัการแกสมการเชิงอนพุันธดวยวธิี รุงเง-คุตตา (Runge-Kutta method) 
ประกอบดวย 2 โครงสราง ดงันี ้
 
 ODE 23 เปนฟงกชนัทีห่าคําตอบของสมการเชงิอนพุันธดวยวิธี รุงเง-คุตตา (Runge-
Kutta method) อันดับ 2 และ 3 ของฟงกชัน F เมื่อ tspan คือคาเริ่มตนและคาสุดทายของตัวแปร
อิสระ t และคาเริ่มตน y (to) เทากับ yo โดย ODE 23 มีโครงสรางดงันี้ [t,y] = ode 23 (F, tspan, 
yo) 
 
 ODE 45 เปนฟงกชนัทีห่าคําตอบของสมการเชงิอนพุันธดวยวิธี รุงเง-คุตตา (Runge-
Kutta method) อันดับ 4 และ 5 ของฟงกชัน F เมื่อ tspan คือคาเริ่มตนและคาสุดทายของตัวแปร
อิสระ t และคาเริ่มตน y (to) เทากับ yo โดย ODE 45 มีโครงสรางดงันี้ [t,y] = ode 45 (F, tspan, 
yo) 
 
Genetic Algorithm Optimization Toolbox (GAOT)  
 
  Genetic Algorithm (GA) เปนเทคนิคทางคอมพิวเตอรที่อาศัยเรื่องของการผลิต 
(reproduction) และการคัดเลือก (selection) เปนพืน้ฐาน โดยกําหนดใหองคประกอบของการ
ผลิตทั้งหมด (phenotype) ประกอบดวยองคประกอบยอยตาง ๆ หรือพารามิเตอรตาง ๆ (factor) 
และกําหนดปญหา หรือโจทยเปนแบบในการผลิต (chromosome) โดยในแตละแบบการผลติ
ประกอบดวยยีน (gene) หลาย ๆ ยนี โดยแตละยนีคือคาที่เลือกจากแตละพารามิเตอรมาเพยีง
หนึง่คา  
 
 การใช Genetic Algorithm จะตองกาํหนดจํานวนรอบของการทาํงาน (generation) และ
จํานวนจุดที่เลอืก (population) ไวกอน เมื่อส่ังใหคอมพวิเตอรทํางาน ในรอบแรก (first 
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generation) คอมพิวเตอรจะทําการสุมคาที่เลือกจากพารามิเตอรทุกตวัมา พารามเิตอรละหนึง่คา
มาประกอบกนัเปนหนึ่งแบบการผลิต (chromosome) แลวทําการสุมใหมจนไดตามจํานวนจดุ 
(population) ที่ตัง้ไว ทาํการผลิตตามแตละแบบการผลิตที่ได แลวใหผลรวมของผลผลิตที่ไดเปน
หนึง่รอยเปอรเซ็นต โดยนาํผลผลิตที่ไดแตละอันมาคิดเปนพืน้ที ่ จากนัน้ในรอบตอไป (second 
generation) คอมพวิเตอรจะอาศัยการคัดเลือกโดยการเลือกแบบการผลติในรอบที่แลวมาเทากบั
จํานวนจุดที่เลอืกไว (population) แลวทาํการ cross over หรือ mutation ใหไดแบบการผลิตใหม
เทากับจํานวนจุดที่เลือกไว ผลิตตามแบบการผลิตใหมที่ได แลวใหผลรวมของผลผลิตที่ไดเปนหนึ่ง
รอยเปอรเซ็นต จากนัน้นําผลผลิตที่ไดแตละอันมาคิดเปนพืน้ที่ แลวทําในรอบตอไป สําหรับรอบ
สุดทายทําเหมือนรอบที่ผานมาจนถงึแบบการผลิตใหมแลว คอมพวิเตอรจะเปรียบเทียบผลผลติใน
รอบสุดทาย โดยจะเลือกคาที่มีผลผลิตดีทีสุ่ด รายงานผลเปนคาที่มีความเหมาะสมที่สุด (Man et 
al., 1999, อางโดย มีชัย, 2545) 
 
ประโยชนของ Genetic algorithm 
 
 1.  ใชในการหาคาที่เหมาะสม (optimisation) เพื่อปรับปรุงกระบวนการ โดยการเลือก
พารามิเตอร เพื่อนาํมาหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ (unconstrains) หรืออาจมกีาร
กําหนดพารามิเตอรบางตัวใหมีคาตามทีต่องการไวกอนที่จะหาสภาวะทีเ่หมาะสม (constrains) 
 
 2.  ใชในการทดสอบและหาพารามิเตอรที่เหมาะสม ทีท่ําใหคาที่ไดจากแบบจําลองและ 
คาที่ไดจากการทดลอง (fitting) มีคาตางกันนอยที่สุด 
 
 ในการศึกษานีใ้ชโปรแกรม MATLABTM version 6.0 ประกอบดวย 4 สคริปไฟลดังนี ้ไฟล 
“BatModel.m“, ไฟล “BatSim.m“, ไฟล “ExpFitEval.m“ และ ไฟล “GABatferm.m“ แสดงดัง
ภาพผนวกที่ ง1, ง2, ง3 และ ง4 ตามลําดบั 
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function ydat = BatModel(t,y,para) 
% assign variable 
    s1 = y(1); 
    p1 = y(2); 
    s2 = y(3); 
    p2 = y(4); 
    s3 = y(5); 
    p3 = y(6); 
% assign parameters 
    qpm = para(1); 
    Ks  = para(2); 
    Xm  = para(3); 
    Yps = para(4); 
    ms  = para(5); 
% kinetic equations 
    qp1 = (qpm*s1)/(Ks+s1); 
    rp1 = (qp1*0.132)*(1-(0.132/Xm)); 
    rs1 = -(((1/Yps)*rp1)+(ms*0.132)); 
    qp2 = (qpm*s2)/(Ks+s2); 
    rp2 = (qp2*0.66)*(1-(0.66/Xm)); 
    rs2 = -(((1/Yps)*rp2)+(ms*0.66)); 
    qp3 = (qpm*s3)/(Ks+s3); 
    rp3 = (qp3*1.32)*(1-(1.32/Xm)); 
    rs3 = -(((1/Yps)*rp3)+(ms*1.32)); 
 

 
ภาพผนวกที่ ง1  ไฟล “BatModel.m“ 
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% balance equations 
    ydat(1)= rs1;       
    ydat(2)= rp1; 
    ydat(3)= rs2;       
    ydat(4)= rp2; 
    ydat(5)= rs3;       
    ydat(6)= rp3; 
    ydat=[ydat(1);ydat(2);ydat(3);ydat(4);ydat(5);ydat(6)] ; 
 

 
ภาพผนวกที่ ง1  (ตอ) 
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function [t,y,data] = BatSim(para) 
% load experimental data 
    data = load('data1.txt');  
% assign data to variables ; 
    time  = data(:,1) ; 
    Glu1  = data(:,2) ; 
    Lac1  = data(:,3) ; 
    Glu2  = data(:,4) ; 
    Lac2  = data(:,5) ; 
    Glu3  = data(:,6) ; 
    Lac3  = data(:,7) ; 
% initial condition 
    S01 = Glu1(1) ; 
    P01 = Lac1(1) ; 
    S02 = Glu2(1) ; 
    P02 = Lac2(1) ; 
    SO3 = Glu3(1) ; 
    PO3 = Lac3(1) ; 
tspan = [0 max(time)]; 
y0 = [S01 P01 S02 P02 SO3 PO3]; 
[t,y] = ode45 (@BatModel,tspan,y0,[],para); 
 

 
ภาพผนวกที่ ง2  ไฟล “BatSim.m“ 
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function [para,val] = ExpFitEval(para,options) 
[t, y,data] = batsim(para); 
ysim = interp1 (t, y,data(:,1)); 
ysim = ysim (:,1:6); % simulated data of  S, P 
ydata = data (:,2:7); % experimental data of  S, P 
% ------------------------------------------------------------ 
% number of data point 
    numPoint = size (data,1); 
% ------------------------------------------------------------ 
% maximum value of each variable 
    maxval = max (ydata,[],1); 
% weighing coefficient    
    w = 1./(maxval.^2);  
% calculate sum of weighed square error 
    val = -sum (w.*sum((ydata - ysim).^2)); 
 

 
ภาพผนวกที่ ง3  ไฟล “ExpFitEval.m“ 
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% Parameter estimation using Genetic Algorithm for Optimization Toolbox (GAOT) 
    clc 
    clear all 
    fprintf('***** Optimization Started ***** \n'); 
% lower and upper bound of parameters 
    qpm = [0.01 12]; 
    Ks  = [0.01 20]; 
    Xm  = [0.01 20]; 
    Yps = [0.95  1]; 
    ms  = [0.01 0.06]; 
    ParaBound = [qpm; Ks; Xm; Yps; ms] ; 
    maxGen =500; % maximum generation 
    x = ga(ParaBound,'ExpFitEval',[],[],[1e-6 1 1],'maxGenTerm',maxGen); 
    para = x(1:length(x)-1); 
    sse = abs(x(length(x))); 
% ------------------------------------------------------------ 
% Create summary report 
    fid = fopen('report.txt','w'); 
    fprintf(fid,'**** SUMMARY REPORT ****\n'); 
    fprintf(fid,'%s\n',datestr(now,0)); 
    fprintf(fid,'Optimization terminated successfully with %d generations \n',maxGen); 
    fprintf(fid,'The best found : Parameter(s) and SSE \n'); 
    for i = 1:length(para) 
          fprintf(fid,'parameter(%d) = %f \n',i,para(i)); 
    end 
 

 
ภาพผนวกที่ ง4  ไฟล “GABatferm.m“ 
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    fprintf(fid,'Sum of weighed square error = %f',sse); 
    fclose(fid); 
    type('report.txt') 
% ------------------------------------------ 
% plot graph 
    [t,y,data] = batsim(para); 
    plot (data(:,1),data(:,2),'o',data(:,1),data(:,3),'^',data(:,1),data(:,4),'<',data(:,1), 
           data(:,5),'>',data(:,1),data(:,6),'+',data(:,1),data(:,7),'*'); 
    hold on 
    plot (t,y); 
    hold off 
    title('Comparison between model prediction and experimental observation'); 
    legend('Glucose','Lactic acid'); 
    xlabel('Fermentation time (hr)'); 
    ylabel('Concentration (g.l^{-1})'); 
    axis([0 14 0 12]); 
 

 
ภาพผนวกที่ ง4  (ตอ) 
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