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สารบัญ 
 

  หนา 
สารบัญ 
สารบัญตาราง 
สารบัญภาพ 
คําอธิบายสัญลักษณ 
คํานํา 
วัตถุประสงค 
การตรวจเอกสาร 
อุปกรณและวธิีการ 
ผลและวิจารณ 
สรุปผลการทดลอง 
เอกสารและสิง่อางองิ 
ภาคผนวก 
 ภาคผนวก ก ขอมูลการทดลอง 
 ภาคผนวก ข การประมาณคาพารามิเตอร 
 ภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห 
 ภาคผนวก ง  การประมาณคาพารามิเตอรและเลียนแบบกระบวนการ           
                                โดยใชโปรแกรม MATLABTM
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่   หนา 
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10 
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12 
 
 

13 
 

14 
 

แบคทีเรียกรดแลกติกที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมแลกตกิ 
และเฮเทโรแลกติก 
คุณสมบัติของกรดแลกติก 
การผลิตกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกัโดยแบคทีเรียกรดแลกติก
Lactococcus lactis IO-1 
การผลิตกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกัโดยแบคทีเรียกรดแลกติก
เปรียบเทยีบขอดีและขอเสียของวัสดุพาหะที่ใชในการตรึงเซลล 
การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงแบคทีเรียกรดแลกตกิ 
L4 Orthogonal array 
แฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนด 
L18 (21x37) Orthogonal array 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต L. lactis IO-1 
ในระดับฟลาสก 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่
ประมาณดวยวิธี non-linear least square error โดยใชกลอง
เครื่องมือ GAOT ของโปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM

พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอล
จิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน 
ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอล
จิเนต 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสกโดยวิธี Taguchi (ความเขมขนกรดแลกติก) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
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การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสกโดยวิธี Taguchi (อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตร, QP) 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลก
ติกในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลก
ติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลก
ติกโดยวิธ ีANOVA  
การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลก
ติกเชิงปริมาตรโดยวิธี ANOVA 
ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
โดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสกภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน
ถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่อง
เวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน
ถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
เปรียบเทยีบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
แบบเบ็ดเสร็จและแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักดวยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่   หนา 
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พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ในถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ีTaguchi 
เปรียบเทยีบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกั และ
แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมกัซ้ําดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
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ตารางผนวกที่   

ก1 
 
ก2 

 
 
 
ก3 

 
 
 
ก4 

 
 
 
 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1
ระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.08 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.132 กรัม ในอาหารเพาะเลีย้ง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.99 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.66 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.50 
กรัม/ลิตร และปริมาณเซลลเร่ิมตน  1.32 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ปริมาตร 200 มล.) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่   หนา 
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การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคส
เร่ิมตน 7.52 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 
9.15 กรัม/ลิตร) 
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง  
L. lactis IO-1 จากการออกแบบการทดลองดวยวิธี Taguchi 
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ระดับฟลาสก ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที ่ 1 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 38.63 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนต
ระดับฟลาสก ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที ่ 2 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 36.15 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
รอบที่ 1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi (ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.08 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
รอบที่ 2 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi (ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตนเทากับ  31.13 กรัม/ลิตร) 
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 (6)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่   หนา 

ก12 
 
 
 
 

ก13 
 
 
 
 

ก14 
 
 
 

ก15 
 
 
 

ก16 
 
 
 
ข1 

 
ข2 

 

การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ตอช่ัวโมง และความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อใหมที่เติมเทากบั 31.25 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักโดยเซลลตรึง  
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจาง
เทากับ 1.0 ตอช่ัวโมง และความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อใหมที่เติมเทากบั 35.48 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 1 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 2 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05 กรัม/ลิตร) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed 
bed คร้ังที่ 3 ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi (ความ
เขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.17 กรัม/ลิตร) 
สูตรการคํานวณพารามเิตอรจากผลการทดลองการหมักแบบ
เบ็ดเสร็จ 
สูตรการคํานวณพารามเิตอรจากผลการทดลองการหมักแบบ 
ตอเนื่อง ณ สภาวะคงตวั 
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 (7)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกที่   หนา 
ค1 
ค2 

การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 

  137 
  140 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 (8)

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่   หนา 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
 

13 
 

14 
 

15 
 

16 
 

17 
 

18 

สูตรโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติก 
วิถีการสรางกรดแลกติก 
กลไกการเกิดกรดแลกติก 
โครงสรางของแอลจิเนต 
การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต (entrapment)
ข้ันตอนการหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 
ข้ันตอนการทาํแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตใหแข็งตัว 
ข้ันตอนการกรองแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
สรุปวิธีการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงโดยการออกแบบการ
ทดลองดวยวิธ ีTagichi 
ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตขนาด
เสนผานศูนยกลางและสวนสูงเทากับ 6.04x10.5 เซนติเมตร 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักในถังปฏิกรณ
เซลลตรึงแบบ packed bed 
แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํ
หมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ packed bed 
การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักในถงัปฏิกรณ
เซลลตรึงแบบ packed bed 
แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํ
หมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ packed bed 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 
ระดับฟลาสก (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
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 (9)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่   หนา 
19 
 

20 
 
 

21 
 
 
 

22 
 

23 
 

24 
 
 
 

25 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ระดับฟลาสก 
การเลียนแบบกระบวนการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดวย 
แบบจําลองทางคณิตศาสตรอาศัยผลการทดลองจากการผลิตกรด
แลกติกที่แปรผันปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  
(a) โครงขายแอลจิเนต และ (b) เยื่อแอลจิเนต ในถังปฏิกรณแบบ
กวน ปริมาตรทํางาน 1 ลิตร (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน7.52 และ 
9.15 กรัม/ลิตร ตามลําดับ) 
สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตอความเขมขนกรดแลกติกในการ
ผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี
Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ (a) 38.63 และ (b) 
36.15 กรัม/ลิตร 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (a) 29.08 และ (b) 31.13 กรัม/ ลิตร) 
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 (10)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่   หนา 
26 
 
 
 
 
 

27 
 
 
 
 

การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักโดยเซลลตรึง  
L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi
ควบคุมที่อัตราการเจือจางเทากบั (a) 0.5 และ (b) 1.0 ตอช่ัวโมง
(ความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมทีเ่ติม (a) 35.48 
และ (b) 31.25 กรัม/ลิตร ตามลําดับ) 
การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลบัน้ําหมักซ้ําโดยเซลล
ตรึง L. lactis IO-1 เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจาก วธิี Taguchi 
(ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนของการผลิตครั้งที ่ 1, 2 และ 3 เทากับ 
28.05, 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลาํดับ) 
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ง1 
ง2 
ง3 
ง4 

กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร และ
ความเขมขนเซลล 
กราฟมาตรฐานกลูโคส 
กราฟมาตรฐานลิเทยีมแลกเทต 
ไฟล “ BatModel.m “ 
ไฟล “ BatSim.m “ 
ไฟล “ ExpFitEval.m “ 
ไฟล “GABatferm.m “ 
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คําอธิบายสัญลักษณ 
 
สัญลกัษณ 
 
CP  คาความรอนจาํเพาะ (จูล/โมล องศาเซลเซยีส) 
D  อัตราการเจือจาง (ชั่วโมง-1) 
F  อัตราการไหล (ลิตร/ชั่วโมง) 
F1  อัตราการไหลของน้ําหมกัจากถงัพกัน้าํหมักเขาถงัปฏิกรณเซลลตรึง (ลิตร/ชั่วโมง) 
F2  อัตราการไหลของน้ําหมกัออกจากถังปฏกิรณเซลลตรึงเขาสูถังพักน้ําหมัก  
  (ลิตร/ชั่วโมง) 
F3  อัตราการไหลเขาของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม (ลิตร/ชัว่โมง) 
F4  อัตราการไหลออกของน้าํหมักของถงัพกัแบบกวน (ลิตร/ชั่วโมง) 
k  ระดับของแฟกเตอร 
Ka  คาคงทีก่ารแตกตัว 

P
SK   คาคงที่อ่ิมตัวของสับสเทรตสําหรับการผลิตกรดแลกติก (กรัม/ลิตร) 

L  จํานวนระดับของแฟกเตอร 
mS  สัมประสิทธิ์ของการบาํรุงรักษาเซลลจากสับสเทรต (กรัม/ลิตร) 
n  คาคงทีก่ารยับยั้งเนื่องจากปริมาณเซลล  
N  จํานวนการทดลง 
P  ความเขมขนกรดแลกติก (กรัม/ลิตร) 
Pm  ความเขมขนกรดแลกติกสูงสุด (กรัม/ลิตร) 
qP  อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 

P
mq   อัตราจําเพาะสูงสุดของการผลิตกรดแลกติก (กรัม/กรัม ชั่วโมง) 

qS  อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (กรัม/กรัม ชัว่โมง) 
QP  อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 
r  จํานวนซ้าํที่ทาํการทดลอง 
rP  อัตราการผลิตกรดแลกติก (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 
rS  อัตราการใชสับสเทรต (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 
S  ความเขมขนกลูโคส (กรัม/ลิตร) 
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คําอธิบายสัญลักษณ (ตอ) 
 
V  ปริมาตรทํางานของถงัหมัก (ลิตร) 
X  ความเขมขนเซลล (กรัม/ลิตร) 
X0  ปริมาณเซลลเร่ิมตน (กรัม/200 มิลลิลิตร) 
Xm  ปริมาณเซลลสูงสุดที่ยับยั้งการผลิตกรดแลกติกอยางสมบูรณ (กรัม/200 
  มิลลิลิตร) 
y  ผลการทดลอง 
y   คาเฉลี่ยของผลการทดลอง 
y0  ผลการทดลองที่กําหนด 
YP/S  ผลไดกรดแลกติก (กรัม/กรัม) 
YX/S  ผลไดเซลล (กรัม/กรัม) 
 
ตัวอักษรกรีก 
 
µ  อัตราจําเพาะการเติบโต (ชัว่โมง-1) 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 



 1

การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงของ 
Lactococcus lactis IO-1 โดยวิธี Taguchi 

 
Optimization of Lactic Acid Production by Immobilized  

Lactococcus lactis IO-1 Using Taguchi Method 
 

คํานํา 
 
 กรดแลกติก (Lactic acid) เปนกรดอินทรียที่พบไดทัว่ไปในธรรมชาตมิีความสาํคัญอยาง
ยิ่งในอุตสาหกรรมตาง ๆ พบวา 80 เปอรเซ็นตของกรดแลกติกที่ผลิตได ใชในอุตสาหกรรมอาหาร
และเครื่องดื่ม โดยใชเปนตวัปรับสภาพความเปนกรด ทําใหพีเอชต่าํลง ซึง่ชวยในการปองกนัการ
เสื่อมเสีย ตลอดจนชวยในการปรุงแตงรสชาติเปร้ียวของอาหารและเครื่องดื่ม (Tango and Ghaly, 
2002) ทางดานการแพทยใชกรดแลกติกเปนแหลงของแคลเซยีมในรูปของแคลเซียมแลกเทต 
ประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการทาํเฝอกออน และผลิตไหมเยบ็แผลชนิดที่ยอยสลายไดเอง 
(สาโรจน, 2544) รวมทัง้ใชในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมสิ่งทอและอตุสาหกรรมเครื่อง
หนงัอีกดวย (Mostafa, 1996; Milcent and Carrere, 2001) นอกจากนีก้รดแลกติกยังใชเปนสาร
ตั้งตนในการผลิตพอลิแลกเทต (polylactate) ซึ่งเปนพลาสติกทีย่อยสลายไดทางชวีภาพ 
(biodegradable) ที่เกื้อกูลและเปนมิตรตอส่ิงแวดลอม (สาโรจน, 2546; Vickroy, 1985; Lee, 
1996; Kasuga et al., 2001)  
 
 ปจจุบัน มีการผลิตกรดแลกติกทั่วโลกประมาณ 80,000 ตัน/ป (Hofvendahl and Hahn-
Hägerdal, 2000) โดยในประเทศไทยยังไมมีอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติก แตมีการนาํเขากรด
แลกติกจากหลายประเทศ อาทิ สเปน ซึ่งเปนแหลงนาํเขากรดแลกติกปริมาณมากที่สุดถึง 46 
เปอรเซ็นต (กรมเศรษฐกิจการพาณิชย, 2546) ปรากฏวา 90 เปอรเซ็นตของการผลิตกรดแลกติก
ในอุตสาหกรรมใชกระบวนการผลิตทางชีวภาพ ที่เหลืออีก 10 เปอรเซ็นต อาศัยกระบวนการผลิต
ทางเคม ี ซึ่งขอดีของการผลติกรดแลกติกโดยกระบวนการทางชีวภาพคือ สามารถเลือกจุลินทรียที่
สามารถผลติกรดแลกติกชนิดโฮโมเฟอรเมนเททฟีที่อยูในรูป L-form เพียงชนิดเดียว และไมเกิด
แกสคารบอนไดออกไซดที่เปนแกสเรือนกระจก (Milcent and Carrere, 2001) จึงเปนผลดีตอการ
ลดปญหาภาวะโลกรอน การพัฒนากรรมวิธีการผลิตกรดแลกติกมีการศึกษาทัง้ในการผลิตแบบ
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เบ็ดเสร็จและแบบตอเนื่อง ตลอดจนการใชระบบหมุนเวียนเซลลในการผลิตกรดแลกติก เพื่อเพิ่ม
ปริมาณความเขมขนเซลล (เกสร, 2545; มีชัย, 2546; Kwon et al., 2001) ทําใหสามารถเพิ่ม
อัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลกติก แตจําเปนตองมกีารแยกเซลลออกจากน้ําหมักใน
กระบวนการทายกระแสทําใหตองเพิ่มข้ันตอนและคาใชจายสงูขึ้น เนื่องจากการหมักแบบความ
หนาแนนสูงของเซลลตองใชอุปกรณในการแยกเซลล เชน เครื่องกรอง หรือ เครือ่งเหวี่ยงแยกที่มี
ประสิทธิภาพสงู ซึ่งเปนการเพิ่มตนทุนในการผลิตกรดแลกติก ดังนั้นจึงมีการพัฒนากรรมวิธกีาร
ผลิตที่เปนทางเลือกใหมที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติก (สาโรจน, 2544;  Akerberg and 
Zacchi, 2000; Nolasco-Hipolito et al., 2002) 
 

 การประยุกตใชเทคนิคการตรึงเซลลในกระบวนการผลิตกรดแลกติกเปนทางเลือกหนึง่ที ่
นาสนใจ มีรายงานวาเทคนิคการตรึงเซลลในการเตรียมกลาเชื้อของผลติภัณฑนมชวยทําให
กระบวนการหมักดวยแบคทเีรียกรดแลกติกมีอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้นกวาการใชเซลลอิสระ 
(Trauth et al., 2001) สําหรับการผลิตกรดแลกตกิดวยวิธีการตรึงเซลลโดยใชแคลเซียมแอลจิเนต
เปนวัสดุพาหะ    เปนวธิีการตรึงเซลลที่ใชอยางกวางขวางและนยิมใชกับแบคทีเรียกรดแลกติก 
(Casson and Emery, 1986) การใชเซลลตรึงในกระบวนการผลติกรดแลกติกจะชวยเพิ่มความ
หนาแนนของปริมาณเซลล ทําใหผลไดของผลิตภัณฑเพิม่ข้ึน โดยเฉพาะอยางยิ่งการใชเซลลตรึง
ในระบบการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องจะสามารถหลกีเลี่ยงภาวะการเกิด wash out ทําให
สามารถเลือกสภาวะอัตราการเจือจางสูงขึน้ได  มีผลทําใหอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลก-
ติกสูงข้ึน (Chinachoti et al., 1997) และสามารถชวยลดตนทุนในขัน้ตอนของการแยกเซลลออก
จากน้ําหมักในการทํากรดแลกติกใหบริสุทธิ์อีกดวย 
 
 การศึกษานี้มุงศึกษาการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 โดย
การหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกดวยวธิี Taguchi และศึกษาเปรียบเทียบการ
ผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ แบบตอเนื่อง และแบบเบ็ดเสร็จซํ้าที่มีระบบเวยีนกลับน้าํหมกั
ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi 
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วัตถุประสงค 
 
 1. ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในกระบวนการหมกัแบบเบ็ดเสร็จเปรียบเทียบ
กับระบบการผลิตโดยใชเซลลอิสระ 
 
 2.  ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึง ดวยการออกแบบ 
การทดลองโดยวิธ ีTaguchi 
 
 3.  ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ที่มกีารเวียน 
กลับน้าํหมกั ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi  
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การตรวจเอกสาร 
  
1.  แบคทีเรียกรดแลกตกิ Lactococcus lactis IO-1  
 

Lactococcus lactis IO-1 จัดเปนแบคทีเรียที่อยูในจนีัส Streptococcus สายพันธุที่
เติบโตในสภาพที่ไมมีอากาศ แตพบวาในสภาพทีม่ีอากาศก็สามารถเติบโตได ลักษณะจําเพาะของ
แบคทีเรียกรดแลกติกนี้คือ จะมีเสนใยเลก็ ๆ งอกลงไปในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อและมีโซนสีเหลือง
รอบโคโลนี สวนลักษณะโคโลนีในจานเพาะเลี้ยงจะมลัีกษณะโคงนนูสีเขียว และจากการศึกษา
ลักษณะทางสณัฐานวิทยาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวา มีลักษณะเปนรูปไข กวาง
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) เทากบั 
1.2 ชั่วโมง-1 และสามารถมีชวีิตที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที พบวา L. lactis IO-1 
ใชแหลงคารบอนในการเติบโตและในการผลิตกรดแลกติกไดหลายชนิด ซึ่งแตละชนิดก็จะทาํให
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อมพีีเอชสุดทายตางกนัดังนี้ เมื่อใชฟรุกโทส, กาแลกโทส, กลโูคส, แลกโทส 
และไซโลส เปนแหลงคารบอนจะมพีีเอชสุดทายของการหมักเทากับ 4.2, 4.2, 4.2, 4.9 และ 4.6 
ตามลําดับ เปนตน โดย L. lactis IO-1 สามารถเปลี่ยนกลโูคสเปนกรดแลกติกไดมากกวา 90 
เปอรเซ็นต และยังตองการกรดอะมิโนที่จาํเปนคือ กรดกลูตามิก ลิวซีน และวาลนี สําหรับการ
เติบโตและการผลิตกรดแลกติกอีกดวย นอกจากนี้ ยงัพบวา L. lactis IO-1  สามารถผลิตไนซินซึ่ง
เปนสารยับยั้งการเติบโตของจุลินทรียรวมอยูดวย ฉะนัน้ L. lactis IO-1 จึงเปนจุลินทรียทีน่าสนใจ
ที่จะนํามาพฒันาสาํหรับประยุกตใชในอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติกควบคูกับการผลิตไนซิน  
(Ishizaki et al. 1990b) 
 
2.  กรดแลกติก 
 
 กรดแลกติก (lactic acid)  เปนกรดอินทรียทีพ่บทั่วไปในธรรมชาต ิ โดยพบไดในมนุษย 
สัตว พืช และจุลินทรีย  ถกูคนพบในป ค.ศ. 1780  โดยนักเคมีชาวสวเีดน   ซึง่พบในนมเปรี้ยว กรด
แลกติกมีชื่อทางเคมวีา 2–hydroxypropanoic acid หรือ 2-hydroxypropionic acid ที่
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ประกอบดวยหมูไฮดรอกซิล (-OH) มีสูตรโมเลกุลเปน CH3CH(OH)COOH  และมีสูตรโครงสราง
ทางเคมี 2 แบบที่เปน optically isomers ซึ่งกนัและกนั ดังนี้คือ  
 
    COOH                     COOH 
          
             OH            C     H    H              C   OH 
 
    CH3          CH3                                
                

    L (+)-lactic acid                                          D (-)-lactic acid 
 
ภาพที ่1  สูตรโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติก 
ที่มา: Ratledge and Kristiansen (2001) 
  
 พบวากรดแลกติกที่มีความบริสุทธิ์สูงสามารถเกิดเปนผลึกแบบ monoclinic ที่ไมมีสี กรด
ชนิดนี้เมื่อละลายน้าํจะมีสีเหลือง สามารถละลายน้าํไดทุกสวน และระเหยไดยากในสารละลายทีม่ี
กรดแลกติกเขมขนตั้งแต 20 เปอรเซ็นตข้ึนไป  รวมทัง้สามารถเกิดปฎิกิริยา  self-esterification 
ระหวางหมูฟงกชันของหมูไฮดรอกซิล (-OH ) และ หมูคารบอนิล (-COOH ) 
 
 2.1  การผลิตกรดแลกติก 
 
        สามารถผลิตได 2 วิธีคือ การผลิตดวยวิธกีารทางเคมีและการผลิตดวยวิธกีารหมัก 

 
  2.1.1  การผลติดวยวิธกีารทางเคม ี แบงออกเปน 2 ข้ันตอน ดังนี ้
 
            ข้ันแรก นํากรดไซยานิกมาทาํปฏิกริิยากับแอซีทลัดีไฮด ไดเปนแลกโทไน-
ไทรล ดังนี ้
 
        HCN + CH3CHO                  CH3CH(OH)CN 
       แลกโทไนไทรล 
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            ข้ันที่สอง นําแลกโทไนไทรลที่ไดมาทาํปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสกบักรดเกลือได
เปนกรดแลกตกิและเกลือแอมโมเนยีม ดังนี ้
        
      CH3CH(OH)CN + 2H2O + HCl               CH3CH(OH)COOH + NH4Cl 
                  กรดแลกติก 
  2.1.2  การผลติกรดแลกติกดวยวิธกีารหมกั 
 
                       กรดแลกติกสามารถผลิตดวยวิธกีารหมักโดยใชแบคทีเรียกรดแลกติก โดย
แบคทีเรียกรดแลกติกที่สําคญั ไดแก แบคทีเรียตระกูล Lactobacillaceae และ แบคทีเรียในจนีัส 
Streptococcus, Pediococcus, Lactobacillus พบวาจนีัสเหลานีม้ีการนาํไปใชในการผลิตกรด
แลกติกอยางกวางขวางตางกนัไปตามสปชีส เชน 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) เปนตน 
Leuconostoc และ Enterococcus faeculis (Yun and Ryu, 2001) โดยแบคทีเรียกรดแลกติกจะ
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา เปน diplococci, tetracocci sterptococci และ rods ซึ่งอาจจะอยู
เดี่ยว ๆ หรือเปนสาย เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมมกีารสรางสปอร และสวนมากจะเติบโตใน
สภาวะที่ไมมอีอกซิเจน และสามารถทนตอความเปนกรดสูงได ซึ่งเปนขอไดเปรียบกวาจุลินทรีย
ชนิดอื่น ๆ (Hofvendahl and Hahn-Hägerdal, 2000) นอกจากนี ้ พบวามกีารผลิตกรดแลกติก
โดยแบคทีเรียกรดแลกติกกลายพนัธุ Lactobacillus delbrueckii (Kadam et al., 2005) หรือการ
ใชเชื้อรา Rhyzopus oryzae (Sun et al., 1999)  
 
                       สารอาหารที่ใชในการเติบโตของแบคทีเรียกรดแลกติกและการผลิตกรด
แลกติก เปนปจจัยสําคัญสาํหรับกระบวนการผลิตกรดแลกติก ไดแก แหลงคารบอน ซึ่งแหลง
คารบอนที่ดีทีสุ่ด คือ น้าํตาล น้าํตาลแอลกอฮอล และคารโบไฮเดรต แตกตางกนัขึ้นอยูกับชนิดของ
จุลินทรียแตละสปชีส  ถาเปนการเตรียมกลาเชื้อ จะใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนซึ่งจะไมมีผลตอ
ความสามารถในการหมัก สวนใหญมักใชกลูโคสบริสุทธิเ์พื่อทาํใหไดกรดแลกติกบริสุทธิ ์ซึ่งงายตอ
การแยกและทาํใหบริสุทธิ์ แตไมเหมาะกับการผลิตในระดับอุตสาหกรรมเนื่องจากกลูโคสบริสุทธิ์มี
ราคาแพง (Hofvendahl and Hahn-Hägerdal, 2000) จึงไดมีการศกึษาการผลิตกรดแลกติกจาก
แหลงคารบอนตาง ๆ กนั เชน การใชฟรุกโทส (Yun and Ryu, 2001) การใชแลกโทสในรูปของหาง
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นม (whey) (Kulozik and Wilde, 1999) การใชแปง เชน การใชแปงมันฝร่ัง (Anuradha et al., 
1999) หรือการใชวัสดุราคาถูกจากการเกษตรที่ผานการยอยดวยเอนไซม (Oh et at., 2005) 
รวมทัง้การใชเซลลูโลสจากน้าํเสีย (Nakasaki and Adachi, 2003) เปนตน สําหรับแหลง
ไนโตรเจน มีการศึกษาการเติมยีสตสกัด ซึ่งพบวามีผลตอการเติบโตและการผลิตกรดแลกติก (Ha 
et al., 2003; Schepers et al., 2002a และ Silva and Yang, 1992)  วิตามิน  และแรธาตุตาง ๆ 
รวมทัง้สารชวยในการเติบโต (growth substances) นอกจากนี ้ ยังไดมกีารศึกษาหาปริมาณที่
เหมาะสมขององคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตกรดแลกติก โดยแบคทีเรีย
กรดแลกติก Lactobacillus amylophilus GV6 ไดแก เปปโตน ยีสตสกัด tri-ammonium citrate 
NaH2PO4 และ Tween 80 (Naveena et al., 2005) 
 
                       นอกจากนี้ อุณหภูมิและพีเอชก็เปนปจจัยที่สําคัญตอการผลิตกรดแลกติก
โดยใชแบคทีเรียกรดแลกติก ซึ่งพบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการเตบิโตของแบคทีเรียกรดแลกติก
แตละชนิดที่ใชในการผลิตกรดแลกติกจะมีชวงตางกันขึน้อยูกับจีนัสและสปชีสของแบคทีเรียกรด
แลกติกชนิดนัน้ ๆ เชน จนีัส Lactobacillus ที่มีสปชีสตางกนัก็จะมีชวงของอณุหภูมิทีเ่หมาะสมตอ
การเติบโตตางกนั แบงเปน 3 ชวงใหญ ๆ คือ ชวงอุณหภูมิ 28–32 องศาเซลเซียส ไดแก 
Lactobacillus brevis, Lb. casei และ Lb. plantarum ชวงอุณหภูมิ 35–45 องศาเซลเซียส ไดแก 
Lactobacillus fermenti, Lb. acidophilus, Lb. helveticus และ Lb. lactis   และชวงอุณหภมูิ 
45–65 องศาเซลเซียส ไดแก Lactobacillus bulgaricus, Lb. delbruckii  และ Lb. thermophilus 
โดย Kulozik and Wilde (1999) และ Tango and Ghaly (1999) พบวาอุณหภูมทิี่เหมาะสมของ
การผลิตกรดแลกติกโดย Lactobacillus helveticus คือ 42 องศาเซลเซียส เปนตน สวนพีเอช ไดมี
การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดตาง ๆ เชน Fu 
and Mathews (1999) และ Kulozik and Wilde (1999) พบวาพีเอชทีเ่หมาะสมตอการเติบโตและ
การผลิตกรดแลกติกของ Lb. plantarum ประมาณ 5-6 และ Lb. delbrueckii  มีพีเอชที่เหมาะสม
เทากับ 5.5 ตามลําดับ  
 

                      การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมัก สามารถแบงตามชนิดของจุลินทรียที่
ใชหมัก ได 2 แบบ คือ 
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                      (1) โฮโมเฟอรเมนเทชัน คือ แบคทีเรียกรดแลกติกที่สามารถเปลี่ยนน้ําตาล
กลูโคสไปเปนกรดแลกติกไดรอยละ 70-90 ดวยวิถีไกลโคไลซิส ซึ่งน้าํตาลกลูโคสจะถูกเปลีย่นให
อยูในรูปของไพรูเวต  และมเีอนไซมแลกเทตดีไฮโดรจีเนสเปลี่ยนไพรเูวตไปเปนแลกเทต  จุลินทรีย
ที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเทชนัแสดงในตารางที่ 1 เรียกแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดนี้วา 
แบคทีเรียโฮโมแลกติก (homolactic bacteria) โดยกลูโคส 1 โมล จะไดแลกเทต 2 โมล ดังนี ้

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

                      (2) เฮเทโรเฟอรเมนเทชนั คือ แบคทีเรียกรดแลกติกที่สามารถเปลี่ยน
น้ําตาลกลูโคสเปนกรดแลกตกิไดนอยกวารอยละ 50 นอกจากนัน้ จะไดเปนเอทานอล กรดแอซีติก 
และแกสคารบอนไดออกไซดดวยวถิีฟอสโฟคีโตเลส จุลินทรียที่ผลิตกรดแลกติกแบบเฮเทโรเฟอร 
เมนเทชนัแสดงในตารางที ่ 1 เรียกแบคทีเรียกรดแลกติกชนิดนี้วา แบคทีเรียเฮเทอโรแลกตกิ 
(heterolactic bacteria) หรืออาจแสดงสมการการเปลีย่นกลโูคสเปนแลกเทตงาย ๆ ดังนี ้
 
                C6H12O6 + 2Pi + 2ATP               C3H6O3 + 2ATP + CH3COOH + C2H5OH + CO2

 
ตารางที่ 1  แบคทีเรียกรดแลกติกที่ผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเทชัน และเฮเทโรเฟอรเมน-
        เทชนั 
 

โฮโมเฟอรเมนเทชนั เฮเทโรเฟอรเมนเทชัน 
        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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                       สามารถแสดงวิถกีารสรางและสลายน้ําตาลกลูโคสของแบคทีเรียกรดแลก-
ติกทั้งวิถีไกลโคไลซิสและวิถีฟอสโฟคีโตเลส ไดดังภาพที ่2  
 
                       กรดแลกติกทีผ่ลิตดวยวิธกีารหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติกมีอยู 3 รูป คือ 
L (+), D (-) หรือ DL แสดงกลไกการเกดิกรดแลกติกไดดังภาพที่ 3 และจากการทีก่รดแลกติกมี
สูตรโครงสรางทางเคมีตางกนันัน้ ทําใหกรดแลกติกมีคุณสมบัติตางกนั (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 อธิบายกลไกการเกิดกรดแลกติกไดวา  กรดไพรูวกิจะถูก
เปลี่ยนเปน D (-) กรดแลกติก  และ L (+) กรดแลกติก  โดยเอนไซม D–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส และ
เอนไซม L–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส ตามลาํดับ ซึ่ง D (-) กรดแลกติก  และ L (+)  กรดแลกติกจะถูก
เปลี่ยนเปน D (-) และ L (+) กรดแลกติก โดยเอนไซมแลกเทตราเซเมส 
 

                      พบวาในเซลลสัตวและในมนุษย จะสามารถใชกรดแลกติกในรูป L (+) ได
เทานัน้ เนื่องจากมีเอนไซม L–แลกเทตดีไฮโดรจีเนส สวนในรูป D (-) หรือ DL นัน้ องคการอนามยั
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โลก (WHO) กําหนดใหบริโภคไดไมเกิน 100 มิลลิกรัม/น้าํหนักรางกาย 1 กิโลกรัม/วนั  เนื่องจากไม
มีเอนไซมในการยอย ซึง่ถาบริโภคมากเกนิไปจะทาํใหเกิดสภาพเปนกรดสูงในปสสาวะ 

 
                       สามารถสรุปการผลิตกรดแลกติกดวยแบคทีเรียกรดแลกติก Lactococcus 
lactis IO-1 และแบคทีเรียกรดแลกติกชนดิตาง 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
    

ฮโมเฟอรเมนเทชัน  
 

2  วิถกีารสรางกรดแลกติก 
uchta อางโดยสาโรจน (2544) 
วิถีบิฟด
       วิถฟีอสโฟคีโทเลส 

  เฮเทโรเฟอรเมนเท
วิถี 6-P -กลูโคเนต 
ชัน 



ตารางที่ 3 การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติก 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 ไมมีขอมูล 



ตารางที่ 4 การผลิตกรดแลกติกดวยวธิีการหมักโดยแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

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 ไมมีขอมูล 
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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 เอนไซมแลกเทตราเซเมส 

ที่มา: ดัดแปลงจากสาโรจน (2544) 
 
 2.2  ประโยชนของกรดแลกติก 
 

       อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 
 
       สวนใหญจะใชกรดแลกติกเปนสวนประกอบของอาหารและเครื่องดื่มโดยตรงในการ

ปรุงแตงใหเกดิรสเปรี้ยว ซึง่ใหรสเปนกรดเล็กนอยและไมเกิดกลิน่ฉุนรุนแรง รวมทัง้ชวยในการปรบั
สภาพความเปนกรดในอาหารและเครื่องดื่มทาํใหพีเอชลดต่ําลงซึ่งชวยในการปองกันการเสื่อมเสีย
ของอาหารและเครื่องดื่ม โดยอาจจะใชรวมกับกรดชนิดอื่น เชน กรดพรอพิออนกิ และกรดแอซีติก 
เปนตน แตพบวากรดแลกติกใหประสิทธภิาพดีกวา ดังตัวอยางการใชในการยับยัง้การเติบโตของ 
Lactobacillus coagulan ในน้าํมะเขือเทศ (Davidson, 1997) นอกจากนี ้ ยังมีการนาํมาใชใน
อาหารแปรรูปและผลิตภัณฑเบเกอรร่ีดวย (Vickroy, 1985) 
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        ดานการแพทย 
 
        กรดแลกติกสามารถนาํมาใชเปนสารที่ชวยในการปรับพีเอช เพือ่ใชผลิตเปนพลาส- 

ติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ (biodegradable) ซึ่งเปนพอลิเมอรของกรดแลกติก นํามา
ประยุกตใชเปนสารตั้งตนในการทาํเฝอกออน และผลิตไหมเย็บแผลชนิดที่ยอยสลายไดเอง ใชเปน
สารหามเลือด ในระหวางการถอนฟน นอกจากนี ้ ยงัใชในรูปของแคลเซียมไตรไฮเดรต (calcium 
lactate trihydrate) เพื่อเปนแหลงแคลเซียม สําหรับผูปวยที่เปนโรคขาดแคลเซียม และใชในรูป
ของเอทิลแลกเทต (ethyl lactate) เพื่อใชในการผลิตยาแกอักเสบ (anti-inframmator)  

 
        อุตสาหกรรมพอลิเมอร  
 
        ใชกรดแลกติกเปนวัตถุดิบที่สําคัญในการผลิตพอลิแลกเทต  (polylactate)  โดยใช

กรดแลกติกเปนสารตั้งตนในการผลิตไดแลกไทล ซึ่งไดแลกไทดจะถกูพอลิเมอไรซเปนพอลิแลกเทต 
ที่มีคุณสมบัตทิี่ดีดังนี้คือ แข็งแรงและทนตอความรอนไดสูง สามารถขึ้นรูปและยืดหยุนได 
ตลอดจนมีความโปรงแสงทีด่ี  สามารถรองรับการพมิพขอความ สามารถผนกึปดไดดวยความรอน
เพื่อใชเปนบรรจุภัณฑ  ทนตอการพับงอ รวมถึงปองกันกลิน่และรสชาติได พอลิเมอรชนิดนีย้อย
สลายไดทางชวีภาพ  สามารถใชแทนพลาสติกที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีเพื่อเปนการชวย
รักษาสภาพแวดลอมได (สาโรจน, 2544, 2546)   

 
        อุตสาหกรรมอื่น ๆ 
 
        กรดแลกติกสามารถใชในอุตสาหกรรมเคมี ผลิตเคมีภัณฑตาง ๆ ไดแก พรอพิลีน 

ไกลคอล กรดอะคริลิก เอสเทอร และผลิตภัณฑอนุพนัธ อุตสาหกรรมฟอกหนงั ใชกรดแลกติกชวย
ในการลางสารประกอบแคลเซียมออกจากหนังสัตว อุตสาหกรรมสิง่ทอ กรดแลกติกชวยในการ
ยอม (Waites et al., 2001) พิมพสีผา และชวยทําใหเกิดความเงางามของผาไหม และผาไหม
สังเคราะห อุตสาหกรรมเครือ่งสําอาง ใชกรดแลกติกเปนอีมัลซิฟายเออร (emulsifier)  ในการผลิต
ยาปราบศัตรูพืช ยาฆาแมลง ใชกรดแลกติกเปนวัตถดุิบในการผลติ ทางดานการเกษตรใชพอลิ-
แลกเทตเปนฟลมชวยรักษาความชืน้และความรอนในดนิ  (Bozoglu and Ray, 1996)   นอกจากนี้ 
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ยังใชกรดแลกติกในการควบคุมพีเอชในการผลิตสารเคลือบฟลม (film coating bath) รวมทั้งการ
ผลิตเรซินของฟนอลฟอรมัลดีไฮด (phenol-formaldehyde)   
 
3.  การตรึงเซลล  (cell  immobilization)  
 
 เซลลตรึง (immobilized cells) คือ เซลลทีถู่กจํากัดขอบเขตใหเคลื่อนทีอ่ยูในบริเวณที่
กําหนด โดยทีไ่มสูญเสียกิจกรรมของเซลล ซึ่งเซลลทีน่าํมาตรึงนัน้อาจอยูในสภาพที่กําลงัเติบโต 
อยูในระยะพักตัว (resting cells) หรือเซลลที่ตายแลว (death cells) (สมใจ, 2001; Shuler and 
Kargi, 2002)    
  
 3.1  การคัดเลือกวัสดุพาหะที่เหมาะสมในการตรึงเซลล (สมใจ, 2001) มีหลกัเกณฑดังนี ้
 
         3.1.1  สมบัติในการละลาย ควรเปนสารที่ละลายไดงาย และสารที่ไดควรมีความคง
ตัวอยูในสภาวะที่เหมาะสม 
 

         3.1.2  สมบัติในการเกิดเจล สารผสมที่ไดควรเกิดเจลไดงายในสภาวะปกตแิละไม
ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของเซลล 

 
                     3.1.3  สมบัติของเจล เจลทีไ่ดควรมีความแข็งแรง มีความคงตัวสูง และรูที่อยูภายใน
เจลควรมีขนาดเล็กพอทีจ่ะปองกนัการรั่วไหลของเซลลได ในขณะเดียวกนั สับสเทรตและ
ผลิตภัณฑสามารถซึมผานไดอยางอิสระ 
 
 มีการนาํเอาเทคนิคการตรึงเซลลมาใชในการผลิตกรดแลกติก โดยใชวสัดุพาหะตาง ๆ กัน
ในการตรึงเซลลแบคทีเรียกรดแลกติก Norton et al. (1994) และ Schepers et al. (2006) ได
ศึกษาการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ซึ่งเปนการตรึงเซลลใน
โครงขายแคปปา–คารราจีแนน (κ-carrageenan) และโลคัสบีนกัม (locust bean gum) Roukas 
and Kotzekidou (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei และ 
Lactococcus lactis ในโครงขายแอลจิเนต Yoo et al. (1996) และ Dembczynski and 
Jakowski (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei ในเยื่อแซน
แทนกมั (xanthan gum) และเซลลตรึง Lactobacillus rhamnosus ในเยื่อแอลจิเนต และ 
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Mostafa (1996) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงในโครงขายของวุน (agar) เปนตน
อยางไรก็ตาม พบวาวัสดุพาหะที่ใชมากไดแก พอลิอะคริลาไมด, แคปปา–คารราจีแนน และแอลจ-ิ
เนต ซึง่มีขอดีและขอเสียตางกนั แสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5  เปรียบเทียบขอดแีละขอเสียของวัสดุพาหะที่ใชในการตรึงเซลล 
 

วัสดุพาหะ ขอดี ขอเสีย 
  พอลิอะคริลาไมด 
 
 
 
  แคปปา–คารราจีแนน 
 
 
 
  แอลจิเนต 
 

    มีขนาดของรูกวาง 
    เจลมีความแข็งแรง 
 
 
    เปนวัตถุดิบที่ใชกับอาหาร    
    ไดเจลที่มีความแข็งแรงด ี
    รักษากิจกรรมของเซลล 
 
    เปนวัตถุดิบที่ใชกับอาหาร    
    ไดเจลที่มีความแข็งแรงด ี
    ไมตองใชความรอนใน  
    กระบวนการเกิดเจล 
    รักษากิจกรรมของเซลล 

      เปนพิษ 
      เกิดอนุภาคอิสระ 
      ทาํลายเซลล 
 
      ตองอาศัยความรอนใน   
      การเกิดเจล มีผลทาํให  
      เซลลตาย 
 
      ไมคงตัวเมื่ออยูในสาร 
      ละลายประเภท     
      chelating agent 
 

 
ที่มา: Chibata (1982) 
 
 3.2  แอลจิเนต ( Alginate) 
 
        แอลจิเนตเปน polyuronic acid ที่สกัดไดจากสาหรายสนี้ําตาล เปนโคพอลิเมอรที่
ประกอบดวยโครงสรางของ β-D-manuronic acid และ α-L-guluronic acid เชื่อมกันดวย พนัธะ 
β และ α ตามลําดับ แสดงโครงสรางของแอลจิเนตดังภาพที่ 4 แอลจิเนตสามารถเกิดเจลชนิดไอ
โอโนโทรปกในสารละลายแคลเซียมไอออน หรือสารละลายทีเ่ปน multivalent cation เชน Ba2+  
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Cu2+   หรือ  Al3+  เปนตน เกิดเปนเจลที่เปนโครงรางสามมิติทีม่ีความหนืด และสามารถดกัจบัเซลล
ไวภายในที่สภาวะไมรุนแรง และพบวาไมมีผลตอการมชีีวิตของเซลล (ภาวิณี, 2531; Brodelius 
and Vandamme, 1987; Fukuda, 1995) 
 

 
 
ภาพที ่4  โครงสรางของแอลจิเนต 
ที่มา: Chaplin (2005) 
 
       คุณสมบัติของเจลที่เกิดขึ้นจะขึ้นอยูกบัสัดสวนของ D-manuronic acid และ L-
guluronic acid ในพอลิเมอร น้ําหนกัโมเลกุล และระดบัการกระจายตัว พบวาเจลของแอลจิเนตที่
คงตัว สวนใหญจะประกอบดวยสัดสวนของ guluronic acid สูง และความเขมขนของพอลิเมอร
สุดทายในเจลจะมีชวงระหวาง 1–5 เปอรเซ็นต ข้ึนกับปริมาณของแอลจิเนตที่ใชในการเตรียม 
(Brodelius and Vandamme, 1987; Jane and Gordon, 1997) 
 
        แอลจิเนตถูกนาํไปใชในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมตาง ๆ  เนื่องจากมี
คุณสมบัติชวยใหเกิดลกัษณะเหนียวขน  เกิดความคงตัว   การเกิดฟลมที่ผิว  และเปนอีมัลซฟิาย
เออรชวยในการละลาย รวมทั้งแอลจิเนตเปนสารที่ปลอดภัย ไมเปนพิษ และราคาถูกจงึเหมาะจะ
ใชในขั้นตอนของการผลิต (Gemeiner et al., 1994) 
 
 3.3  การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
 

       Entrapment เปนวิธหีนึ่งที่สามารถใชตรึงเซลลไดดี (ภาวิณี, 2531) และเปนวิธทีี่ใช
อยางกวางขวางกับเซลลจุลินทรีย (Shuler and Kargi, 2002) โดยเซลลจะเขาไปอยูในโครงรางตา
ขายของแอลจเินต ซึ่งเปนการเกิดเจลแบบไอโอโนโทรปก (ionotropic gel) ของโมเลกุลแอลจิเนต  
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กับ multivalent cation (Fukuda, 1995) ซึง่ตองมโีครงสรางที่หนาแนนพอที่จะปองกนัการรั่ว
ออกมาของเซลล ขณะเดียวกันสับสเทรตและผลิตภัณฑจะตองสามารถเคลื่อนที่ผานไดเปนอยางดี 
รวมถึง เซลลที่อยูภายในโครงรางตาขายนั้น  สามารถที่จะมีชวีิตและเคลื่อนที่ไดอยางอิสระ  แสดง
การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตดังภาพที่  5  
 
 
 
                       เซลล                                                            แอลจิเนต     
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) 
 
 3.4  การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต (encapsulation) 
 
        Encapsulation เปนการตรึงเซลลที่คลายกับวธิีการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต 
ตางกนัตรงที่การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตสารละลายเซลลจะถูกหุมดวยเยื่อของแอลจิเนต โดย
เซลลที่อยูภายในสามารถมีชวีิตและเคลื่อนที่ไดอยางอิสระ ซึ่งเยื่อของแอลจิเนตจะทําหนาที่เปน
เยื่อหุม (membrane) มีคุณสมบัติเปนเยื่อซึมผานได (semipermeable membrane) สับสเทรต
หรือผลิตภัณฑสามารถผานเขาออกได (Gordon, 1997) แสดงการตรงึเซลลในเยื่ออัลจีเนตดังภาพ
ที่ 6 
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                     เซลล                                                                เยือ่แอลจิเนต 
 
                                                                                                  แกนของเหลว 
 
 
 
ภาพที ่6  การตรึงเซลลในเยือ่แอลจิเนต (encapsulation) 
 
 3.5  ขอดีของการตรึงเซลล 
 

       การใชเซลลตรึงทําใหความหนาแนนของเซลลตอหนวยปริมาตรของถังหมกัสูงขึน้ ซึ่ง
เปนการชวยลดการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอื่น ๆ ได อีกทั้งการใชเซลลตรึงนั้นชวยลดภาวะการ
เกิด wash out ทําใหสามารถทาํการหมักที่ความเขมขนของเซลลสูงและอัตราการเจือจางสงูได
พรอม ๆ กนั ทาํใหไดอัตราการผลติเชิงปริมาตรสูงขึ้น 
 

       ในแงของการแยกผลิตภัณฑออกจากเซลลนัน้ การใชเซลลตรึงจะทําใหงายตอการ
แยกผลิตภัณฑออกจากเซลล เปนการชวยลดตนทนุในกรรมวิธทีายกระแส (downstream 
processing)  อีกทัง้สามารถนําเซลลตรึงกลับมาใชงานซ้ําไดเปนเวลานาน 
 

       นอกจากนี้ การใชเซลลตรึงยังงายตอการจัดสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก และใน
บางกรณีการตรึงเซลลยังชวยปองกันการถูกทาํลายของเซลลจากแรงเฉือน (shear stress) 
 
 3.6  การประยกุตใชเซลลตรึง  
 
        เซลลตรึงสามารถนํามาใชในการผลิตสารอินทรีย เชน การผลิตกรดอะมิโน กรด
อินทรียกรดนวิคลีอิก  สารปฏิชีวนะ  ฮอรโมน  และน้าํตาล  เปนตน   ในการวิเคราะหทางคลินิก 
และทางเคมี    เชน  ตัวรับรูชีวภาพ (microbial sensor)    สําหรับโครงสรางทางเคมขีองพอลิเมอร
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ชีวภาพ (biodegradable polymer)  และการศึกษากลไกปฏิกิริยาของเอนไซม  ยงัมีการใชเซลล
ตรึงในอุตสาหกรรมอาหาร เชน การผลิตเนยแข็ง และการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอร เปนตน  
ในทางการแพทยประยกุตใชเซลลตรึงในการผลิตอวัยวะเทียม โดยใชเซลลตรึงสําหรับการทาํ
สารประกอบทางชวีภาพใหบริสุทธิ์ และใชในการแยกและวิเคราะหเอนไซมดวยวิธีโครมาโตกราฟ 
สัมพรรคภาพ (affinity chromatography) นอกจากนี ้ยงัใชเซลลตรึงในการยอยสลายฟนอล และ
ไซยาไนดสําหรับบําบัดน้ําเสยี (Chibata, 1982)  
 
        การนาํเซลลตรึงมาใชนัน้ควรคํานึงถงึความปลอดภยั  ความสะดวกในการเตรียม  
ความมีชวีิตของเซลล  ความประหยัด  และประสิทธิภาพของเซลลตรึงจะตองไมดอยกวาการใช
เซลลอิสระ 
 
 3.7  การใชเทคนิคการตรึงเซลลในกระบวนการผลิตกรดแลกติก   
 

        Tango and Ghaly (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus 
helveticus  ในถงัหมกัแบบ   packed bed  พบวาอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ  3.9 กรัม/ลิตร 
ชั่วโมง โดยใชความเขมขนเริ่มตนของแลกโทส  100  กรัม/ลิตร และ hydraulic  retention  time  
18  ชั่วโมง 
 
        Roukas and Kotzekidou (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากหางนมโดยใช
ระบบเชื้อผสมระหวาง Lactobacillus casei และ Lactococcus lactis แบบเซลลอิสระและแบบ
เซลลตรึงในการหมักแบบเบด็เสร็จ (batch) และแบบครั้งคราว (fed-batch) เมื่อควบคุมใหความ
เขมขนสับสเทรตของกระบวนการหมักแบบครั้งคราวเทากับ 100 กรัม/ลิตร และอัตราการเติม
อาหารใหม 250 มิลลิลิตร/ชั่วโมง พบวาทั้งระบบเชื้อผสมแบบเซลลอิสระและแบบเซลลตรึงแบบ
คร้ังคราว มีประสิทธิภาพการผลิตกรดแลกติกดีกวาในกระบวนการหมกัแบบเบ็ดเสร็จ โดยมีความ
เขมขนสุดทายของกรดแลกติกเทากับ 46 กรัม/ลิตร  นอกจากนี้ ยังพบวาระบบเชื้อผสมแบบเซลล
ตรึงสามารถทาํการผลิตไดนานถงึ  20  วนั  โดยมีความเขมขนรวมของกรดแลกติกมากกวาระบบ
เชื้อผสมแบบเซลลอิสระ 
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       Mostafa (1996)  ศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องจากหางนม    ดวยเซลล
ตรึงในถังหมกัแบบ  packed  tubular  ควบคุมที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส  อัตราการเจือจาง  
0.33  ตอช่ัวโมง  ที่มีระบบหมุนเวียนเซลลและไมมีระบบหมนุเวยีนเซลล   พบวาอตัราการผลิตเชิง
ปริมาตรสูงสุดเทากับ  9.36  และ  7.28 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ 
 
        Senthuran et al. (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากหางนมแบบเบ็ดเสร็จระบบ
หมุนเวียนเซลลที่มีความเขมขนของน้าํตาลเริ่มตนเปน 100 กรัม/ลิตร โดยการตรึงเซลล 
Lactobacillus casei พบวา สามารถใชความเขมขนของน้ําตาลไดสูง และใหอัตราการผลิตกรด
แลกติก 4.3 ถึง 4.6 กรัม/ลิตร ชั่วโมง และพบวาการลดความเขมขนของยีสตสกดัทําใหปริมาณ
เซลลลดลง แตไมมีผลตออัตราการผลิตของกรดแลกติก และยังสามารถเพิ่มจํานวนรอบของการ
หมักได นอกจากนี้ พบวาการใชเซลลตรึงชวยใหเซลลสามารถทนตอความเขมขนสูงของกรดแลก-
ติกที่ผลิตขึ้น และเซลลตรึงทีไ่ดสามารถนาํมาใชผลิตกรดแลกติกในสภาวะที่มีสารอาหารจํากัดได 
 
        Boyaval and Goulet (1988) ศึกษาสภาวะการผลติกรดแลกติกจากหางนมที่ไดจาก
การผลิตเนยแข็งดวยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ในถงัหมักแบบ packed bed เมื่อ
เปรียบเทยีบกบัระบบเซลลอิสระ ที่ระดับพเีอชที่เหมาะสม พบวา  ระบบเซลลตรึงจะมีการผลิตกรด
แลกติกดีกวาระบบเซลลอิสระ สวนที่อุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส พบวาทัง้ 2 ระบบใหผลไมตางกนั 
แตเมื่อศึกษาเสถียรภาพของเซลลตอความรอน พบวา เซลลอิสระมีความคงตัวดีกวาเซลลตรึง
สามารถสรุปการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดังตารางที ่6 
 
4.  แบบจําลองทางคณิตศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยกรรมวธิีการหมัก 
  
 การศึกษาแบบจําลองทางคณิตศาสตรของกระบวนการหมัก เปนเครื่องมือที่ชวยอธิบาย
ถึงโครงสรางองคประกอบ และผลกระทบที่มีผลตอกระบวนการหมกั ทําใหสามารถเขาใจกลไก
การหมกัไดมากขึ้น ชวยในการออกแบบการทดลอง คาดเดาผลจากการทดลอง และปจจัยที่ตอง
ควบคุม โดยผานกระบวนการเลยีนแบบ (simulation) ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร เปนการ
ประหยัดคาใชจาย เนื่องจากไมตองทําการทดลองจริง นอกจากนี ้ ยังสามารถทําการหาคาที่
เหมาะสม (optimization) ของพารามิเตอรอยางนอย 2 ตัว หรือมากกวานัน้ เพื่อใหไดผลไดของ
ผลิตภัณฑที่ตองการสงู นํามาซึ่งผลกําไร รวมทัง้เปนการประหยัดคาใชจาย                                                           
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แบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงายของการผลติกรดแลกตกิดวยเซลลตรึง 
 
 การหมกักรดแลกติกดวยเซลลตรึง เปนการประยุกตใชเซลลที่ไมมีภาวะของการเตบิโต
(resting cells) แตกตางจากการใชเซลลอิสระที่เซลลมีการใชกลูโคสเพื่อการเติบโต (growing 
cells) เพราะฉะนัน้แบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงายที่ใชอธบิายการผลิตกรดแลกติกจาก
กลูโคสดวยเซลลตรึง จึงพิจารณาเฉพาะสมดุลมวลของการใชกลโูคสและการผลิตกรดแลกติก
เทานัน้ โดยทีอั่ตราการใชกลูโคส (rS) ข้ึนอยูกับอัตราการผลิตกรดแลกติก (rP) และการใชกลูโคส
เพื่อบํารุงรักษาเซลล (mS) สวนอัตราการผลิตกรดแลกติก (rP) ข้ึนอยูกับปริมาณเซลลเร่ิมตน (X0) 
และความเขมขนกลูโคส (S) โดยอัตราจําเพาะของการผลิตกรดแลกติก (qP) มีจลนพลศาสตร
อ่ิมตัวแบบสมการ Monod โดยปริมาณเซลลเร่ิมตนแสดงภาวะยับยัง้การผลติกรดแลกติกที่
สามารถแสดงดวยพจน
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ตารางที่ 6 การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงแบคทีเรียกรดแลกติก  
 

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 ไมมีขอมูล 
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5.  การออกแบบการทดลองโดยวิธี Taguchi 
    

วิธ ีTaguchi เปนวิธีออกแบบการทดลองที่พัฒนาโดย Dr. Genichi Taguchi เมื่อป ค. ศ. 
1980 เพื่อใชในการหาคาที่เหมาะสมของกระบวนการทางวิศวกรรม โดยมีความตองการที่จะ
พัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ หรือกระบวนการผลิตใหไดตามที่กําหนดไวมากที่สุดเทาที่จะทําได 
วิธ ี Taguchi มีการออกแบบการทดลองโดยใชการออกแบบการทดลองแบบ fractional factorial 
รวมกับ orthogonal array (OA) (Box et al., 1988) ซึ่งเปนตารางที่ประกอบไปดวยการทดลอง
และระดับของแฟกเตอรในแตละการทดลอง มหีลายประเภทขึ้นกบัจํานวนแฟกเตอรและระดับของ
แฟกเตอรนัน้ โดย OA จะมีจํานวนนอยที่สุดเทากับ L4  (Lochner and Matar, 1990) แสดง
ตัวอยาง 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) 
 

การวัดคาในวธิี  Taguchi จะแสดงในรูปของ Signal/Noise ratio (S/N ratio) ซึ่งถกูใชเพื่อ
วัดอิทธพิลของ noise factor (ตัวแปรที่ไมสามารถควบคุมไดในกระบวนการ) ที่มตีอลักษณะของ
ผลิตภัณฑ หรือกระบวนการ โดยอาศยัการวัดลักษณะของคุณภาพ (quality characteristic, QC) 
ซึ่งสามารถแสดงถึงความตองการการเปลีย่นแปลงของผลการทดลองที่ตองการตางกันออกไป ประ 
กอบดวย 3 รูปแบบ ดังนี ้  
 
 



 25

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 ยังนําเอาการวเิคราะหความแปรปวนทางสถิติ (analysis of 
variance, ANOVA) มาใชเพื่อพิจารณาอทิธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอการทดลองทีไ่ด  
 
 5.1  ข้ันตอนการออกแบบการทดลองดวยวิธ ี Taguchi ประกอบดวย 5 ข้ันตอน (Roy, 
2001) ดังนี ้
 
  5.1.1  การวางแผนการทดลอง (planning experiment) เปนขั้นตอนกาํหนดจุด 
ประสงคที่ตองการ รวมทัง้พจิารณาแฟกเตอรตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับระบบ 
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  5.1.2  การออกแบบการทดลอง (designing experiment) เปนขัน้ตอนของการ
กําหนดหรือเลือก OA ที่เหมาะสมกับระบบ รวมทั้งกาํหนดแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอร 
 
  5.1.3  การทาํการทดลอง (conducting experiment) เปนขั้นตอนของการทําการ
ทดลองตามสภาวะของแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนดใน OA 
 
  5.1.4  การวิเคราะหผลการทดลอง (analysing experiment) เปนขั้นตอนของการ
พิจารณาผลของแฟกเตอร และระดับของแฟกเตอรวาแฟกเตอรใดมีผลความสาํคัญกับระบบ รวม 
ทั้งหาสภาวะที่เหมาะสมของระบบทีท่ําใหไดผลไดสูงที่สุด 
 
  5.1.5  การทาํการทดลองซ้ําเพื่อยนืยนัผลการทดลอง  (confirming or predicted)  
เปนขั้นตอนของการพิสูจนวาสภาวะที่เหมาะสมตอระบบที่หาไดนั้น มคีวามเหมาะสม และไดผลได
ตามที่ตองการจริงหรือไม รวมทั้งใชสภาวะนั้นศึกษาผลทีเ่กิดขึ้นตอระบบ 
 
 5.2  ขอดีของวิธี Taguchi 
 
        วิธี Taguchi ใชจํานวนการทดลองนอยลง เมื่อเปรียบเทยีบกับวธิี one-factor-at-a-
time และ full factorial combination  ทาํใหประหยัดเวลาและคาใชจาย สามารถบงบอกถงึแฟก
เตอรที่มีผลตอผลิตภัณฑ และกระบวนการผลิต ทําใหแกปญหาไดเร็วและตรงจุดยิ่งขึน้ นอกจากนี ้
พบวาวิธี Taguchi สามารถนํามาใชในการวางแผนการทดลองของกระบวนการทางการเกษตรและ
กระบวนการทางชวีภาพได (Tsui, 1988) 
  
 5.3  การใชวิธ ีTaguchi สําหรับออกแบบการทดลอง 
 
        Nagarjun et al. (2005) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกดวย 
Lactobacillus amylovorus NRRL B-4542 โดยอาศัยวิธ ีTaguchi ในการออกแบบการทดลองซึ่ง
ประกอบดวย 8 แฟกเตอร คือ อุณหภูมิ, พีเอช, ปริมาณกลาเชื้อ, ปริมาณความชืน้, ปริมาณยีสต
สกัด, ปริมาณแมกนีเซยีมซลัเฟต,  ปริมาณ  Tween 80  และ   ปริมาณ corn steep liquor  โดย
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อาศัย L18 (21x37) orthogonal array พบวาการผลิตกรดแลกติกภายใตสภาวะที่เหมาะสมไดผลได
กรดแลกติกสูงขึ้นเทากับ 93.50 เปอรเซ็นต 
 
        Prasad et al. (2005) ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตเอนไซมแลกเคสดวย 
Pleurotus ostreatus 1804 โดยอาศัย Taguchi ในการออกแบบการทดลองซึ่งประกอบดวย 8 
แฟกเตอร คือ พีเอช, ปริมาณกลูโคส, ปริมาณ wheat bran, ปริมาณยูเรีย, ปริมาณกลาเชื้อ, 
ปริมาณยีสตสกัด, ปริมาณของตัวเหนี่ยวนํา และปริมาณ KH2PO4 โดยอาศัย L18 (21x37) 
orthogonal array พบวาการผลิตเอนไซมแลกเคสภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะไดกิจกรรมของ
เอนไซมแลกเคสเพิ่มข้ึน 32.9 เปอรเซ็นต จาก 538.8 เปน 803.3 หนวย 
 
        Rao et al. (2004) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมองการผลิตไซลิทอลดวย Candida sp. 
โดยวิธ ี Taguchi ประกอบดวย 8 แฟกเตอรคือ อุณหภูมิ, พีเอช, ปริมาณ corn steep liquor, 
ปริมาณกลาเชื้อ, ปริมาณไซโลส, ปริมาณยีสตสกัด, อัตราการกวน   และปริมาณ   KH2PO4   โดย
อาศัย L18 (21x37) orthogonal array พบวาการผลิตไซลิทอลภายใตสภาวะที่เหมาะสมจะไดผลได
ไซลิ-ทอลสูงขึ้นเทากับ 78.90 เปอรเซ็นต 
 
        Dasu et al. (2003) ศึกษาผลของพารามิเตอรตอการผลิต griseofulvin แบบ
เบ็ดเสร็จ ดวย Penicillium griseofulvum MTCC 1898 ในถังหมัก โดยอาศัยวธิี Taguchi ในการ
ออกแบบการทดลองซึง่ประกอบดวย 7 แฟกเตอร คือ ปริมาณซูโครส, ปริมาณ K2HPO4, ปริมาณ 
NaNO3, ปริมาณ FeSO4, พีเอช, อัตราการกวน และอัตราการใหอากาศ โดยอาศัย L8 (27) 
orthogonal array พบวา พารามิเตอรทางกายภาพ ซึง่ประกอบดวย พีเอช อัตราการกวน และ
อัตราการใหอากาศ มีอิทธิพลตอการผลิต griseofulvin อยางมีนยัสําคัญ 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
เครื่องมือและอุปกรณ 
 
 1.  ถังหมัก (Biostat B, B. Braun Biotech International, Germany)  ขนาด  2  ลิตร  
พรอมระบบควบคุมการกวน  ความเปนกรด-ดาง  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.  เครื่องวัดคาการดูดกลนืแสง (Spectrophotometer); (UV-1201, Shimadzu  
Corporation, Japan) 
 7.  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (Water bath); (280 series water bath, Pricision, USA) 
 8.  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา (Water bath shaker); (Unithermo Shaker NTS- 
1300, Eyela, Japan) 
 9.  เครื่องกวน (Hotplate and Stirrer); (Schott, Scientific Promotion, Germany) 
 10.  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter); (M-11, Horiba, Japan) 
 11.  Aspirator pump (A-3S, Eyela, Japan)  พรอมชุดกรอง 
 12.  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator); (Memmert, Germany) 
 13.  เครื่องชั่ง (Balance); (Sartorius CP 323S, Scientific Promotion, Germany) 
 14.  หมอนึง่ความดนัไอน้ํา (Autoclave); (Labo Autoclave, Sanyo, Japan) 
 15.  เครื่องแกว  อุปกรณ  และสารเคมีตาง 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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สารเคมีทีใ่ชในการตรงึเซลล 
 
 1.  Alginic acid sodium salt  (A-7128, Sigma, USA) 
 2.  Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) (Fluka) 
 3.  Calcium chloride  (A127, Ajax Finechem, Australia) 
 
จุลินทรีย 

 
 จุลินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติก คือ Lactococcus lactis IO-1 ทีแ่ยกโดย Ishizaki et 
al. (1990a)  เก็บรักษาไวที่ Bangkok MIRCEN ประเทศไทย  ภายใตรหัสของสถาบนัวจิัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย (วท.) คือ Lactococcus lactis IO-1 TISTR 1401 
 
อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
 
 อาหารเพาะเลีย้งเชื้อสําหรับเก็บรักษาเชื้อจลิุนทรียเพื่อเปน stock culture ใชอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อเหลว thioglycolate (TGC) medium (Difco) 
 
 อาหารเพาะเลีย้งเชื้อสําหรับการเตรียมกลาเชื้อ การเตรียมเซลล และการผลิตกรดแลกติก
ใชอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ในน้าํกลัน่ 1 ลิตร ประกอบดวย 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  
 
การเตรยีมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวาม
เขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาดเสนผานศูนยกลางและ
สวนสงูเทากับ 16x150 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มี



 30

ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรอีกครั้ง บมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรบัการเตรียมเซลลตอไป 
 
การเตรยีมเซลล 
 
 เติมกลาเชื้อที่เตรียมได 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) จากหลอดทดลอง 2 หลอด 
ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร 
ปริมาตร 190 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูม ิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิง่
เปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนัน้จงึนาํไป
เหวีย่งแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆา
เชื้อ นาํเซลลที่ไดมาเติมน้ํากลั่นฆาเชื้อ (ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) เพื่อทําเปนสาร
แขวนลอยเซลล หรือใชเซลลเปยกโดยตรง สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
หรือการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดบั สามารถสรปุการเตรียมเซลลของแตละการ
ทดลองไดดังนี ้ 
 
 การศึกษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก เตรียมเซลลดังวิธกีารขางตน โดยเติมกลาเชื้อปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 190 
มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 17 ฟลาสก ใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติก 
โดยเซลลอิสระ 1 ฟลาสก และใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 1, 5 และ 10 
ฟลาสก ทีม่ีปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ  
 
 การศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนต และใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวน เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 
150 มิลลิลิตร จํานวน 1 ฟลาสก และ 175 มลิลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด  5 ลิตร  
ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร  2.85 ลิตร  จํานวน 1  
ฟลาสก และ 3.325 ลิตร จาํนวน 2 ฟลาสก เตรียมทัง้หมด 2 ชุด เพือ่ใชในการศึกษา 2 ซ้าํ สําหรับ
ตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
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 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  ระดับ 
ฟลาสกดวยวธิี Taguchi เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 180 มิลลิลิตร 
จํานวน 2 ฟลาสก  ลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขน
กลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.42 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เตรียมทัง้หมด 2 ชุด เพื่อใชใน
การศึกษา 2 ซ้ํา สําหรับตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนต สําหรบัการศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใต
สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi เตรียมเซลลดังวิธีการขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 
40 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลีย้งเชือ้  MRS ที่มี
ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 760  มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก 
 
 การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ 
packed bed เตรียมเซลลดังวิธกีารขางตน โดยเตรียมกลาเชื้อปริมาตร 200 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก ลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/
ลิตร ปริมาตร 3.8 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก  
 
 การเตรียมเซลลในการศึกษาขางตนทั้งหมด ทําการบมทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส แบบ
นิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมกัทีม่นี้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนั้นจึง
นําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ีเปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลัน่
ฆาเชื้อ ใชเซลลที่ไดเตรียมสารแขวนลอยเซลล หรือใชเซลลเปยกโดยตรง สําหรับใชในการเตรียม
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต หรือการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
 
การเตรยีมเซลลตรึงในโครงขายแอลจเินต (ดัดแปลงจาก Jane and Gordon, 1997) 
 
 เตรียมเซลลตรึงโดยการนําสารแขวนลอยเซลลที่เตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลายโซ- 
เดียมแอลจิเนตความเขมขน 4 เปอรเซ็นต (ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) หยดสารผสม
นี้ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต โดยใชสายยางซิลิโคนขนาดเสนผานศนูยกลาง 
4x7 มิลลิเมตร และเข็มฉีดขนาด 1.2x25 มิลลิเมตร โดยการใชปม (AC-2110, Perista pump, 
Chromatograph Atto, Japan) ควบคุมอัตราการไหลคงที่เทากับ 0.06 ลิตร/ชั่วโมง บมเม็ดเจล
เซลลตรึงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 3 เปอรเซน็ตนาน 2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 
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จากนั้นกรองเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดผานตะแกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 นิว้ ลางเม็ดเจลเซลล
ตรึงดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 1 คร้ัง ทิง้ไวประมาณ 10 นาที ทีอุ่ณหภูมิหอง  นําเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดชั่ง
น้ําหนกัเพื่อหาน้าํหนักเปยกของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 
และปริมาตรของเม็ดเจลเซลลตรึงดวยการแทนที่น้าํ แสดงในภาคผนวก ค วิธกีารวเิคราะห โดยทกุ
ข้ันตอนทาํภายใตสภาวะปลอดเชื้อ นําเม็ดเจลเซลลตรึงที่ไดไปใชในการผลิตกรดแลกติกตอไป 
แสดงขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตดงัภาพที่ 7 
 

นําสารแขวนลอยเซลลผสมกบัสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 4 เปอรเซ็นต 
(ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) 

 
หยดลงในสารละลายแคลเซยีมคลอไรด 3 เปอรเซ็นต ที่มกีารกวนตลอดเวลา 

 
บมทิ้งไว 2 ชั่วโมง 

 
กรองเม็ดเจลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางเม็ดเจลเซลลตรึงดวยน้าํกลั่นฆาเชื้อ 1 คร้ัง 

 
ผ่ึงเม็ดเจลเซลลตรึงบนตะแกรงนาน 10 นาท ี

 
หาน้ําหนกัเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 

และปริมาตรเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมด 
(แสดงในภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห) 

 
นําเม็ดเจลเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดแลกติก 

 
ภาพที ่7  ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
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การเตรยีมเซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนต (ดัดแปลงจาก Koyama and Seki, 2004) 
 
 เตรียมเซลลตรึงโดยการนําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 
ความเขมขน 20 เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต (ปริมาตร
แปรผันไปตามแตละการทดลอง) ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล หยดสารแขวนลอยเซลลที่ไดลง
ในสารละลายโซเดียมแอลจิเนตความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต ที่มีการเติม Tween 80 0.1 
เปอรเซ็นต ทีม่ีการกวนตลอดเวลา โดยใชสายยางซิลิโคนขนาดเสนผานศนูยกลาง 4x7 มิลลิเมตร 
และเข็มฉีดขนาด 0.7x25 มลิลิเมตร โดยการใชปม (AC-2110, Perista pump, Chromatograpg 
Atto, Japan) ควบคุมอัตราการไหลคงที่เทากบั 0.06 ลิตร/ชั่วโมง แสดงดังภาพที ่8 จากนั้นเติมน้าํ
กลั่นฆาเชื้อลงไปเพื่อเจือจางความเขมขนของสารละลายโซเดียมแอลจิเนต กรองแคปซูลเซลลตรึง
ผานตะแกรงและลางแคปซลูเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชือ้ จากนั้นแชแคปซูลเซลลตรึงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 1 เปอรเซ็นต นาน 30 นาที เพื่อทาํใหแคปซูลเซลลตรึง
แข็งตัวแสดงดังภาพที่ 9 กรองแคปซูลเซลลตรึงที่ไดผานตะแกรงและลางดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้ออีกครั้ง 
ทิ้งไว 10 นาท ีแสดงดังภาพที่ 10 นาํแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดไปชัง่น้าํหนกัเพื่อหาน้าํหนักเปยกของ
แคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด, จาํนวนของแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด และปริมาตรของแคปซูลเซลลตรึง
ดวยการแทนที่น้าํ แสดงในภาคผนวก ค วิธกีารวิเคราะห โดยทุกขัน้ตอนทําภายใตสภาวะปลอด
เชื้อ นาํเซลลตรึงที่ไดไปใชในการผลิตกรดแลกตกิตอไป แสดงขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อ
แอลจิเนตดังภาพที่ 11  
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ภาพที ่8 ข้ันตอนการหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 
 

  
 
ภาพที ่9 ข้ันตอนการทําแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตใหแข็งตัว 
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ภาพที ่10 ข้ันตอนการกรองแคปซูลเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
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นําเซลลเปยกผสมกับสารละลาย PEG 6000 20 เปอรเซ็นต 
และสารละลายแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต 

(ปริมาตรแปรผันไปตามแตละการทดลอง) 
 

หยดลงในสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต และ Tween 80 0.1 เปอรเซ็นต 
ที่มีการกวนตลอดเวลา 

 
เติมน้ํากลั่นฆาเชื้อเพื่อเจือจางสารละลายโซเดียมแอลจิเนต 

 
กรองแคปซูลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางแคปซูลเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 1 ครั้ง 

 
นําแคปซูลเซลลตรึงใสลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซ็นต ที่มีการกวนตลอดเวลา 

 
บมทิ้งไว 30 นาที 

 
กรองแคปซูลเซลลตรึงผานตะแกรง 

 
ลางแคปซูลเซลลตรึงดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 1 ครั้ง 

 
ผ่ึงแคปซูลเซลลตรึงบนตะแกรงนาน 10 นาที 

 
หาน้ําหนักแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด, จํานวนแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด 

และปริมาตรแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด 
(แสดงในภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะห) 

 
นําแคปซูลเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดแลกติก 

 
ภาพที ่11  ข้ันตอนการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
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1.  การศกึษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน 
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
 1.1  การเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึง 
 
        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เติมกลาเชื้อที่เตรียมได 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 190 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 17 ฟลาสก ใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลล
อิสระ 1 ฟลาสก และใชสําหรับศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 1, 5 และ 10 ฟลาสก ทีม่ี
ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลาํดับ บมที่อุณหภมูิ  37 องศา
เซลเซียส แบบนิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
หลังจากนั้นจงึนําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 
คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ นําเซลลที่ไดมาเตมิน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 50, 150 และ 400 มิลลิลิตร สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 
และ 1.32 กรัม ตามลาํดับ เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 13.20 กรัม/
ลิตร สวนการศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระใหนาํเซลลเปยกที่ไดมาผสมกับน้าํกลัน่ฆา
เชื้อปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
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        การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
        นําสารแขวนลอยเซลลที่ไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความเขมขน 
4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 10, 50 และ 100 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 50, 150 และ 400 มิลลิลิตร 
สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลาํดบั ทาํการเตรยีม
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตดังวธิีการขางตน (ภาพที ่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึง
ทั้งหมดเทากบั 11.00, 49.66 และ 120.75 กรัม และมีจํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 
523, 2,364 และ 5,750 เม็ด ทีม่ีปริมาตรแทนทีน่้ําเทากับ 10.46, 47.28 และ 115.00 มิลลิลิตร 
สําหรับปริมาณเซลลตรึงทีม่ีเซลลเร่ิมตน  0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ คํานวณเปน
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/เม็ดเจล 
 
        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
        นําเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตทีเ่ตรียมไดใสลงในอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS  ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร  พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.85 ปริมาตร 180 และ 200 
มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ตามลําดับ ทําการหมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลาตาง ๆ  เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรด
แลกติก  
 
 1.2  การประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตร และการเลียนแบบกระบวนการผลิต 
กรดแลกติกดวยเซลลตรึง 
 
        ประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตร   และเลียนแบบกระบวนการผลิตกรด
แลกติกดวยเซลลตรึงดังสมการ (1), (2) และ (3) ดวยวธิี non-linear least square error อาศยั
กลองเครื่องมอื (toolbox) ที่เรียกวา Genetic Algorithm for Optimization Toolbox (GAOT) ของ
โปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM (The Math Works, INC.) จากขอมลูของผลการทดลองการผลิต
กรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึงระดับฟลาสกที่มปีริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 
1.32 กรัม (แสดงดังภาคผนวก ง)  
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2.  การศกึษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรงึ Lactococcus lactis IO-1 ในโครงขาย 
แอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน 
 
 การเตรียมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
 การเตรียมเซลล 
 
 เตรียมกลาเชือ้ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มีปริมาตร 150 จํานวน 1 ฟลาสก และ 
175 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด  5 ลิตร ทีม่ีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มี
ความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร  2.85 ลิตร  จํานวน 1  ฟลาสก และ 3.325 ลิตร   
จํานวน 2 ฟลาสก ตามลาํดบั เตรียมทั้งหมด 2 ชุด เพือ่ใชในการศึกษา 2 ซ้าํ บมที่อุณหภูม ิ  37 
องศาเซลเซยีส แบบนิ่งเปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมกัที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
หลังจากนั้นจงึนําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 
คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ ตอมานาํเซลลชุดที ่1 มาเติมน้าํกลั่นฆาเชื้อปริมาตร 500 มลิลิลิตร ในบีก-
เกอรขนาด 2 ลิตร เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 13.20 กรัม/ลิตร 
และเซลลชุดที ่ 2 ใชเซลลเปยกโดยตรง ซึง่มีน้าํหนักเปยก 29.02 กรัม (คิดเปนน้าํหนกัเซลลแหง
เทากับ 6.6 กรัม) สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตและการเตรียมเซลลตรึงใน
เยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ 
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 การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
 นําสารแขวนลอยเซลลที่เตรยีมไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความเขม- 
ขน 4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 2 ลิตร ทําการเตรียมเซลลตรึงใน
โครงขายแอลจิเนตดังวิธีการขางตน (ภาพที่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 
604.77 กรัม และจํานวนเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 23,750 เมด็ ที่มีปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 
475 มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/เม็ดเจล 
 
 การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกบัสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 75 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 298.43 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 11,555 แคปซูล ที่มปีริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 312 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.027 มิลลิลิตร/แคปซูล 
 
 เปรียบเทยีบการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงในโครงขายแอลจเินตและในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตที่เตรียมไดใสลงในถงั
ปฏิกรณแบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/
ลิตร ปริมาตร 1 ลิตร  ทาํการหมักที่อุณหภูมิ   37  องศาเซลเซียส  อัตราการกวน  50  รอบ/นาที  
ควบคุมพีเอชเทากบั  6  ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล เก็บตัวอยางน้ําหมกัที่
เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก และเก็บตัวอยางเซลลตรึงทีช่ั่วโมงแรก เพือ่
หาจาํนวนเซลลที่มีชีวิต 
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3.  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis  
IO-1 ระดับฟลาสกดวยวธิ ีTaguchi  
 
 3.1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมโดยวิธ ีTaguchi 
 
        การออกแบบการทดลองโดยวธิี Taguchi 
 
        ในการทดลองนี้พจิารณาแฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่มีผลตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 จํานวน 8 แฟกเตอรประกอบดวย ชนิดของการตรึงเซลล 2 
ชนิดคือ เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต (entrapment) และเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
(encapsulation), ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน, ความเขมขน
ยีสตสกัด,  ความเขมขนบฟีสกัด,  พีเอชเริม่ตน, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด   และความเขมขน
เปปโตน โดยแตละแฟกเตอรจะมี 3 ระดับ แสดงดังตารางที่ 8 ซึ่งวิธ ี Taguchi จะแสดง
ความสัมพันธระหวางจาํนวนการทดลอง, แฟกเตอร และระดับของแฟกเตอรในรูปของ orthogonal 
array (OA) โดยจะเหน็ไดวาการทดลองทีป่ระกอบดวยแฟกเตอรที่มี 2 ระดับ 1 แฟกเตอร และแฟก
เตอรที่มี 3 ระดับ 7 แฟกเตอร สามารถใช OA แบบ L18 (21x37) แสดงดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 8  แฟกเตอรและระดับของแฟกเตอรที่กําหนด 
 

ระดับ แฟกเตอร 
1 2 3 

1. ชนิดของการตรึงเซลล: (A) 
2. ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช(กรัม/ลิตร): (B) 
3. ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (กรัม/ลิตร): (C) 
4. ความเขมขนยีสตสกัด (กรัม/ลิตร): (D) 
5. ความเขมขนบีฟสกัด (กรัม/ลิตร): (E) 
6. พีเอชเริ่มตน: (F) 
7. ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด (กรัม/ลิตร): (G) 
8. ความเขมขนเปปโตน (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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        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจํานวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เตรียมกลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มีปริมาตร 180 มิลลิลิตร จาํนวน 
2 ฟลาสก  เติมลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 
10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.42 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก เตรยีมทัง้หมด 2 ชุด เพื่อใชในการศึกษา 2 ซ้าํ 
บมที่อุณหภูม ิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิง่เปนเวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้ําหนกัเซลลแหง
เทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลงัจากนั้นจงึนาํไปเหวีย่งแยกเซลลที่อัตราเรว็ 9,000  รอบ/นาท ีเปนเวลา 
10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อ นําเซลลชดุที่ 1 มาเติมนํากลัน่ฆาเชื้อปริมาตร 360 
มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร เพื่อทาํเปนสารแขวนลอยเซลลที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 
13.20 กรัม/ลิตร และเซลลชุดที่ 2 ใชเซลลเปยกโดยตรง ซึ่งมนี้ําหนกัเปยกรวม 20.89 กรัม (คิดเปน
น้ําหนกัเซลลแหงเทากบั 4.752 กรัม) สําหรับใชในการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และ
การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต ตามลําดับ  
 
        การเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
 
        นําสารแขวนลอยเซลลที่เตรียมไดขางตนผสมกับสารละลายโซเดยีมแอลจิเนตความ
เขมขน 4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 360 มิลลิลิตร ในบีกเกอรขนาด 1 ลิตร ทําการเตรยีมเซลลตรึงใน
โครงขายแอลจิเนตดังวิธีการขางตน (ภาพที่ 7) ไดน้ําหนกัเปยกของเมด็เจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากบั 
339.69 กรัม และจํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 16,985 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนทีน่้ํา
เทากับ 321 มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของเมด็เจลเซลลตรึงเทากับ 0.019 มิลลิลิตร/เม็ด
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เจล แบงเม็ดเจลเซลลตรึงทีไ่ดโดยวัดปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 26.75, 35.6 และ 44.5 มิลลิลิตร 
สําหรับความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใชเทากับ 3.96, 5.28  และ 6.6 กรัม/ลิตร ตามลําดบั 
จํานวนอยางละ 3 ชุดดังที่ออกแบบดวยวธิี Taguchi ในตารางที่ 8 และ 9 
 
        การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
        นําเซลลเปยกทีเ่ตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 54 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 110.56 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 5,528 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนทีน่้ําเทากับ 102 
มิลลิลิตร คาํนวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.018 มิลลิลิตร/แคปซูล แบง
แคปซูลเซลลตรึงที่ไดโดยวัดปริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 8.5, 11.3 และ 14.1 มิลลิลิตร สําหรับความ
เขมขนเซลลของเซลลตรึงทีใ่ชเทากับ 3.96, 5.28  และ 6.6 กรัม/ลิตร ตามลําดับ จํานวนอยางละ 3 
ชุด ดังที่ออกแบบดวยวธิี Taguchi ในตารางที่ 8 และ 9 
  
        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 
        นําเซลลตรึงที่เตรียมไดแตละชุดใสลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS  ปริมาตร  100  
มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร   ทําการหมกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 
100 รอบ/นาที และตามสภาวะที่ออกแบบในตารางที ่ 9 เก็บตัวอยางน้ําหมักที่เวลาตาง ๆ  เพื่อ
วิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก สามารถสรุปวิธีการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงโดย
การออกแบบการทดลองดวยวิธ ีTagichi แสดงดังภาพที่ 12 
 
 
 
 
 
 



 45

  ื้อ 

                                                                                                                        
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

3  

นําเซลลตรึงแตละ
ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิต

ป
2

ป ป

  

  
  
  
  
ภาพที่ 12ภาพที่ 12  สรุปวิธีการผลิตกรดแลกติกดวยเ
 
หมายเหต ุ1 และ 2 ระดับและสภาวะของการ
เตรียมกลาเช

 

ล 
เตรียมเซล
                          
เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 3.6 
ลิตร ในฟลาสกขนาด 5 ลิตร จํานวน  2 ฟลาสก  
ี 

ผสมเซ
สารละ

 

ชุดศึกษาการ
ร ที่มีอาหารเพ

ป

ซลลตรึงโดย

ทดลองแสด
เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 3.6 
ลิตร ในฟลาสกขนาด 5 ลิตร จํานวน  2 ฟลาสก  
บมที่ 37 องศาเซลเซียส  นาน 6 ช่ัวโมง แบบนิ่ง ไดน้ําหมักทีม่ีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร 
ี 
  เหว่ียงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000 รอบ/นาที 10 นาท
 เหว่ียงแยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000 รอบ/นาที 10 นาท
เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 360 มิลลิลิตร 
ลล
ลา

ผล
าะ

ก

ง

ใชเซลลเปยกทีม่ีน้ําหนักเปยก 20.89 กรัม 
เปยกกับสารละลาย PEG 6000 20 เปอรเซ็นต และ
ยแคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 54 มิลลิลิตร 
ผสมสารแขวนลอยเซลลกับโซเดียมแอลจิเนต 
4 เปอรเซ็นต ปริมาตร 360 มิลลิลิตร 
 
ตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต วิธีการแสดงดังภาพที่ 7  
ตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต วิธีการแสดงดังภาพที่ 11
น้ําหนักเปยกของเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 
39.69  กรัม, จํานวนเม็ดเจลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ

16,986 เม็ด, ปริมาตรแทนที่น้ําเทากับ 321 มิลลิลิตร 

  
 
 
 
 

น้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 110.56 กรัม, 
จํานวนแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมดเทากับ 5,528 แคปซูล, 

ปริมาตรแทนที่น้ําเทากับ 102 มิลลิลิตร 
ปป
ระดับที่ 11

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
6.75 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 

  
 
 
 

 
 
 

ระดับที่ 21

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
35.6 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ิตกรดแลกติกระดับฟลาสก 
เลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร2

ารออกแบบการทดลองดวยวิธี T

ในตารางที่ 8 และ 9  
ระดับที่ 31

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
14.1 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 11

ใชเซลลตรึง   
ริมาตรแทนที่น้ํา 
8.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 21

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
11.3 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
ระดับที่ 31

ใชเซลลตรึง
ริมาตรแทนที่น้ํา 
44.5 มิลลิลิตร 
จํานวน 3 ชุด 
5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร)                
agichi 
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 3.2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อ 
แอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวิธ ีTaguchi 
                                 
        การเตรียมกลาเชื้อ 
 
        นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองทีม่ีอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติมกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตรลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
        การเตรียมเซลล 
 
        เตรียมกลาเชื้อ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ทีม่ีปริมาตร 40 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด 2 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 
กรัม/ลิตร ปริมาตร 760 มิลลิลิตร จํานวน 2 ฟลาสก บมทีอุ่ณหภูมิ  37 องศาเซลเซยีส แบบนิ่งเปน
เวลา 6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มีน้าํหนกัเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลังจากนั้นจึงนาํไปเหวี่ยง
แยกเซลลที่อัตราเร็ว 9,000  รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ ได
น้ําหนกัเซลลเปยกรวมกันเทากับ 6.28 กรัม (คิดเปนน้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 1.056 กรัม) 
 
        การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
        นําเซลลเปยกทีเ่ตรียมไดขางตนมาผสมกับสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 12 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทําการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 71.07 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 3,354 แคปซูล ที่มีปริมาตรแทนที่น้าํเทากบั 67.09 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซูลเซลลตรึงเทากับ 0.02 มิลลิลิตร/แคปซูล                                         
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        การผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวิธี Taguchi ระดับ 
ฟลาสก 
 
        นําเซลลตรึงที่เตรียมไดทั้งหมดแบงเปน 2 ชุดโดยการชั่งน้ําหนัก ไดน้ําหนกัเปยกของ
แคปซูลเซลลตรึงชุดละเทากบั 35.53 กรัม  ใสลงในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ  MRS  ปริมาตร  100  
มิลลิลิตร    ในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ชุดละ 1 ฟลาสก  ทาํการหมกัที่สภาวะ 37 องศา
เซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีและภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi เก็บตัวอยาง
น้ําหมักที่เวลาตาง ๆ  เพื่อวเิคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก และเก็บตัวอยางแคปซูลเซลล
ตรึง 30 แคปซูล ที่ชั่วโมงแรกและชั่วโมงสุดทาย เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชีวิตและปริมาณกรดแลก-
ติก ตามลาํดับ 
 
4.  การผลิตกรดแลกตกิโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถัง 
ปฏิกรณแบบ packed bed 
 
 การเตรียมกลาเชื้อ 
 
 นํา stock culture จํานวน 250 ไมโครลิตร ถายลงในหลอดทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เตมิกลาเชื้อดังกลาวจาํนวน 250 ไมโครลิตร ลงในหลอด
ทดลองที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มคีวามเขมขนกลูโคส 10 กรัม/ลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
อีกครั้ง บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 24 ชั่วโมง ใชเปนกลาเชื้อสําหรับการเตรียม
เซลลตอไป 
 
 การเตรียมเซลล 
 
 เตรียมกลาเชือ้ 5 เปอรเซ็นต (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่มปีริมาตร 200 มิลลิลิตร จํานวน 2 
ฟลาสก เติมลงในฟลาสกขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ที่มีความเขมขนกลโูคส 10 
กรัม/ลิตร ปริมาตร 3.8 ลิตร จํานวน 2 ฟลาสก บมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส แบบนิ่งเปนเวลา 
6 ชั่วโมง จะไดน้ําหมักที่มนี้าํหนักเซลลแหงเทากับ 0.66 กรัม/ลิตร หลงัจากนัน้จึงนาํไปเหวี่ยงแยก



 48

เซลลที่อัตราเรว็ 9,000  รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลล 1 คร้ังดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ ไดเซลล
เปยกซึง่มีน้าํหนักเปยกรวมเทากบั 23.22 กรัม (คิดเปนน้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 5.28 กรัม) 
 
 การเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
 นําเซลลเปยกที่เตรียมไดขางตนมาผสมกบัสารละลาย PEG 6000 ความเขมขน 20 
เปอรเซ็นต และสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ปริมาตร 60 มิลลิลิตร ใน
บีกเกอรขนาด 150 มิลลิลิตร ไดเปนสารผสมแขวนลอยเซลล ทาํการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิ-
เนตดังวธิีการขางตน (ภาพที่ 11) ไดน้ําหนักเปยกของแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 262.74 กรัม 
และจํานวนแคปซูลเซลลตรึงทัง้หมดเทากบั 12,070 แคปซูล ที่มปีริมาตรแทนที่น้าํเทากับ 250 
มิลลิลิตร คํานวณเปนปริมาตรเฉลี่ยของแคปซลูเซลลตรึงเทากับ 0.02-0.027 มลิลิลิตร/แคปซูล 
บรรจุแคปซูลเซลลตรึงที่ไดทัง้หมดลงในคอลัมนขนาดเสนผานศูนยกลางและสวนสงูเทากับ 
6.04x10.5 เซนติเมตร แสดงดังภาพที ่13 
 
 4.1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed (A packed bed reactor with 
broth recycle-batch production) 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถังหมกั
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอตัราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา รูปแบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก แสดงดังภาพที ่ 14 และ 
15 เก็บตัวอยางน้ําหมัก ที่เวลาตาง ๆ เพือ่วเิคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก และเก็บตัวอยาง 
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แคปซูลเซลลตรึง 30  แคปซูล ที่ชัว่โมงแรกและชั่วโมงสุดทาย เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชวีิตและ
ปริมาณกรดแลกติก ตามลําดับ 
 

   
 
ภาพที ่13 ถงัปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตขนาดเสนผานศนูยกลาง 
    และสวนสงูเทากบั 6.04x10.5 เซนติเมตร 
  
 4.2  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถังหมัก
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
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เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอัตราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา ทําการหมักเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมัก  จนความเขมขนเหลือของกลูโคสคงที ่ จึง
เปลี่ยนการหมกัเปนแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก โดยการเติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ MRS ใหม
ดวยอัตราการไหล F3 ที่ไดจากการคํานวณจากอัตราการเจือจางทีก่าํหนดไดแก อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 และมีการดงึน้าํหมักออกจากถงัหมักดวยอัตราการไหลเทากับ F4 ซึ่ง
เทากับอัตราการไหลของการเติมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ใหม (F4=F3) จะไดวา การหมกั
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักที่ควบคุมอัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 จะตอง
ควบคุมอัตราการไหลเขาของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ใหมที่เตมิ (F3) และอัตราการไหลออก
ของน้ําหมกัออกจากถังหมกั (F4) เทากบั 0.499 และ 1 ลิตร/ชั่วโมง ตามลําดับ และทําการหมกั
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักจนเขาสูสภาวะคงตัว (steady state) โดยพิจารณาไดจากความ
เขมขนคงที่ของกลูโคส หรือกรดแลกติก ระหวางการหมัก ภายใตสภาวะคงตวั รูปแบบการผลิต
กรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัแสดงดังภาพที่ 16 และ 17 ในระหวางการหมกัแบบ
เบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัจะเก็บตัวอยางน้ําหมัก โดยจะทาํการวิเคราะหหาความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติก เพื่อเปลี่ยนการหมกัไปเปนแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก และเก็บตัวอยาง
แคปซูลเซลลตรึงที่ชั่วโมงแรก  เพื่อวเิคราะหหาจาํนวนเซลลที่มีชวีิต   สวนในระหวางการหมกักรด
แลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักจะเก็บตัวอยางน้าํหมกัที่เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณ
กลูโคส กรดแลกติก และเกบ็ตัวอยางแคปซูลเซลลตรึง 30 แคปซูล ที่ชั่วโมงแรกและชั่วโมงสุดทาย 
เพื่อหาจํานวนเซลลที่มีชวีิตและปริมาณกรดแลกติก ตามลําดับ 
 
 4.3  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed (A packed bed reactor with 
broth recycle-repeated batch production) 
 
        นําถังปฏกิรณเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตปริมาตร 250 มิลลิลิตร ตอเขากับถงัหมัก
แบบกวนขนาด 2 ลิตร ที่มีปริมาตรของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS 1 ลิตร ซึ่งทาํหนาที่เปนถังพักน้าํ
หมักระหวางการหมักที่มีระบบเวียนกลับน้ําหมัก ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการ
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กวน 400 รอบ/นาท ี และพเีอช 6.85 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล ทําการ
เพาะเลี้ยงภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิ ี Taguchi เร่ิมการผลิตโดยอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ 
MRS จากถงัพักจะถูกปมดวยอัตราการไหลเทากับ F1 เขาสูถังปฏิกรณเซลลตรึงทางดานบนและ
จะถูกปมออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงดานลางกลับเขาสูถังพกัดวยอตัราการไหลเทากับ F2 
(F2=F1) กําหนดใหมีอัตราการไหลเขา (F1) และออก (F2) จากคอลมันเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง 
ตลอดเวลา รูปแบบการผลิตเหมือนกับรูปแบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
แสดงดังภาพที ่14 และ 15 ทําการหมกัจนกลูโคสถกูใชหมดจึงถายน้าํหมกัออก ลางถังพักน้ําหมกั
และแคปซูลเซลลตรึงในถังปฏิกรณเซลลตรึงดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  จากนัน้จึงเติมอาหารเพาะเลี้ยง
เชื้อ MRS ใหม ปริมาตร 1 ลิตร เพื่อทําการผลิตกรดแลกติกอีกครั้ง โดยจะทาํการผลิตกรดแลกติก
ทั้งหมด 3 คร้ัง โดยทุกครั้งจะเก็บตัวอยางน้าํหมัก ที่เวลาตาง ๆ เพื่อวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรด
แลกติก และเก็บตัวอยางแคปซูลเซลลตรึง 30 แคปซลู ที่ชัว่โมงแรกและชั่วโมงสดุทาย เพื่อหา
จํานวนเซลลทีม่ีชีวิตและปริมาณกรดแลกติก ตามลาํดับ  
 
การวิเคราะห 
 
 การวิเคราะหปริมาณกลูโคสและกรดแลกติก 
 
 นําตัวอยางน้าํหมักที่เก็บในแตละเวลาของการหมกัมาเหวี่ยงที่อัตราเร็ว 12,000 รอบ/นาท ี
เปนเวลา 10 นาท ี นาํสวนใสมาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม แลวนําไปวิเคราะหกลูโคส
และกรดแลกติกโดยใชวิธ ี Dinitrosalicylic acid (Miller, 1959) และวิธีของ Barker and 
Summerson (1941) ตามลาํดับ แสดงในภาคผนวก ค 
 
 นําตัวอยางแคปซูลเซลลตรึงที่เก็บในช่ัวโมงสุดทายของการหมักมาละลายในสารละลาย
ไตรโซเดียมซิเทรต (tri-sodium citrate) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ได
สารละลายแขวนลอยเซลล นําไปเหวี่ยงทีอั่ตราเร็ว 12,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 10 นาท ีนาํสวนใส
มาเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสมแลวนาํไปวิเคราะหกรดแลกติกโดยวิธีของ Barker and 
Summerson (1941) ตามลาํดับ แสดงในภาคผนวก ค 
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 การหาจํานวนเซลลที่มีชวีิต 
 
 นําตัวอยางเมด็เจลเซลลตรึง  หรือแคปซูลเซลลตรึงทีเ่ก็บในแตละเวลาของการหมักมา
ละลายในสารละลายไตรโซเดียมซิเทรตความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ได
สารละลายแขวนลอยเซลล แลวจึงนําไปหาจํานวนเซลลที่มีชีวิต แสดงในภาคผนวก ค 
 
 การประมาณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติก 
 
 การประมาณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ และ
แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก ซ่ึงประกอบดวย ผลไดเซลล (YX/S) เฉพาะในกรณีของเซลลอิสระ 
ผลไดกรดแลกติก (YP/S) อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) 
และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ไดจากการคํานวณ แสดงในภาคผนวก ข 
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Air out
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ภาพที ่14   การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักในถงัปฏิกรณเซลลตรึงแบบ  
      packed bed 
หมายเหต ุF1 และ F2 อัตราการไหลเขาและออกของน้าํหมักเวียนกลบัของถังปฏิกรณเซลลตรึง 
    P0, P1 และ P2 เครื่องสูบ (Perlistaltic pumps) 
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                                                               (1) 
  
 
                                                                                                                                  (3) 
             
                                                                                                                  
                                                                                                                                  (4)    
         
       (2)                                                                                                                       (5) 
   
             
                                                                                                                                   (6)                                
 
ภาพที ่15  แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัในถงัปฏิกรณ 
     เซลลตรึงแบบ packed bed 
    (1) ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุแคปซูลเซลลตรึง 
    (2) ถังหมักแบบกวนทีท่ําหนาทีเ่ปนถังพักน้ําหมัก (Storage stirred tank) ควบคุมพีเอช 
         และอุณหภูม ิ
               (3) อุปกรณควบคุมอัตโนมัติ 
    (4) เครื่องสูบน้ําหมักเขาถงัปฏิกรณเซลลตรึง ควบคุมอัตราการไหลเขา (F1) 
    (5) เครื่องสูบโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมลั เพื่อควบคุมพีเอชในถังพกัน้ํา 
          หมัก 
    (6) เครื่องสูบน้ําหมักออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงเวยีนกลับสูถังพกัน้ําหมกั ควบคุม 
         อัตราการไหลออก (F2) 
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ภาพที ่16  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัในถังปฏิกรณเซลลตรึงแบบ  
      packed bed 
หมายเหต ุF1 และ F2 อัตราการไหลเขาและออกของน้าํหมักเวียนกลบัของถังปฏิกรณเซลลตรึง 
    F3 และ F4 อัตราการไหลเขาของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม 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  แสดงระบบควบคุมการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัในถงัปฏิกรณ 
     เซลลตรึงแบบ packed bed 
    (1) ถังปฏิกรณแบบ packed bed บรรจุแคปซูลเซลลตรึง 
    (2) ถังหมักแบบกวนทีท่ําหนาทีเ่ปนถังพักน้ําหมัก (Storage stirred tank) ควบคุมพีเอช 
         และอุณหภูม ิ
               (3) อุปกรณควบคุมอัตโนมัติ 
    (4) เครื่องสูบน้ําหมักเขาถงัปฏิกรณเซลลตรึง ควบคุมอัตราการไหลเขา (F1) 
    (5) เครื่องสูบโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมลั เพื่อควบคุมพีเอชในถังพกัน้ํา 
         หมกั 
    (6) เครื่องสูบน้ําหมักออกจากถงัปฏิกรณเซลลตรึงเวยีนกลับสูถังพกัน้ําหมกั ควบคุม     
                    อัตราการไหลออก (F2) 
    (7) ถังเติม (Feed tank) อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม 
    (8) ถังเก็บ (Storage tank) น้ําหมกั 
    (9) เครื่องสูบอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมเขาสูถังพักน้ําหมัก ควบคุมอัตราการไหลเขา (F3) 
             (10) เครื่องสูบน้ําหมักออก ควบคุมอัตราการไหลออก (F4) 
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สถานที่และระยะเวลาทาํการวิจัย 
 
 สถานทีท่ําการวิจัย 
 
 หองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร  มหาวทิยาลัย  
เกษตรศาสตร วทิยาเขตบางเขน และ Department of Food Science, National Pingtung 
University of Science and Technology, Taiwan. 
 
 ระยะเวลาทาํการวิจยั 
 
 ระยะเวลาการวิจัยเริ่มต้ังแตเดือนพฤษภาคม 2545 ถึงเดอืนตุลาคม 2548 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การศกึษาเบื้องตนการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ใน 
โครงขายแอลจิเนตระดับฟลาสก 
 
 1.1  การเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกระหวางเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขาย 
แอลจิเนต 
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง Lactococcus lactis 
IO-1 ระดับฟลาสกปริมาตร 200 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาที 
และ พีเอชเริ่มตนของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS เทากับ 6.85 โดยเซลลตรึงมีการแปรผันปริมาณ
เซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม พบวา ตามขั้นตอนการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิ
เนตที่อธิบายไวในอุปกรณและวิธีการ: ภาพที่ 7 เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตทีไ่ดมีขนาดเสน
ผานศนูยกลางของเม็ดเจลประมาณ 3 มิลลิเมตร สามารถสรุปผลการทดลองแสดงถึงความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระและเซลลตรึงดังภาพที่ 18 และ 19 
ตามลําดับ  
 
        เมื่อเปรียบเทียบการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและเซลลตรึง L. 
lactis IO-1 ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  จะเหน็วาการผลิตกรดแลกติก
โดยเซลลอิสระ (ภาพที่ 18) มีความเขมขนของเซลล กลูโคส และกรดแลกติกเริ่มคงที ่ ชั่วโมงที่ 4 
โดยมีความเขมขนเซลล กลูโคส และกรดแลกติกเทากับ 1.32, 1.84 และ 8.55 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก  ก:  ตารางผนวกที ่  ก1)    เมื่อเปรียบเทียบกบั
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง (ภาพที ่ 19) พบวา เร่ิมมีการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก
และมีปริมาณกรดแลกติก คงที ่ ทีเ่วลาการหมัก 6, 4 และ 3 ชั่วโมง เมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตน
เทากับ 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ตามลําดับ  โดยมคีวามเขมขนกลูโคสเหลือเทากับ 2.88, 1.17 
และ 0.35 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกรดแลกติกที่ผลิตไดเทากับ 6.72, 9.01 และ 9.17 กรัม/
ลิตร ตามลําดับ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก2, ก3 และ ก4 
ตามลําดับ) สามารถคํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการหมักกรดแลกติกโดยเซลล
อิสระ และเซลลตรึง L. lactis IO-1  สรุปไดดังตารางที่ 10    
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ภาพที ่18  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก ความ 
     เขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร 
     (สัญลักษณ ●,  และ   ความเขมขนเซลล, กลูโคส และกรดแลกติก ตามลําดับ) 
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ภาพที ่19  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก  
     (สัญลักษณ  ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกที่ใช 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66, 1.32 กรัม ที่มีความเขมขนกลูโคสเริ่มตน  9.08,  
     9.99, 9.50 กรัม/ลิตร ตามลําดับ) 
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ตารางที่ 10  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระและ 
        เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต L. lactis IO-1 ในระดับฟลาสก 

 
เซลลตรึง พารามิเตอร เซลลอิสระ1

( 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      ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 9.40, 9.99 และ 9.50 กรัม/ลิตร 
    2         x  หมายถงึ ความเขมขนเฉลีย่ของเซลลระหวางการเพาะเลี้ยงที่เวลา 0 และ 4  
    ชั่วโมง (ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก1) 
    3          คํานวณจากการทดลอง 2 ซ้ํา ความเขมขนกลโูคสเริ่มตนเทากับ 9.08 กรัม/ลิตร 
   ก, ข, ค และ ง คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 1.02, 0.66, 3.3 และ 6.6 กรัม/ลิตร  
     ตามลําดับ 
 
        จากตารางที ่ 10 เมื่อพจิารณาผลไดของกรดแลกติก (YP/S) พบวา การผลิตกรดแลก
ติกโดยเซลลอิสระมีผลไดของกรดแลกติกสงูกวากรณีของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงเล็ก 
นอย ซึง่มีผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.91-0.92 กรัม/กรัม แตเมื่อพิจารณาสมดุลมวลของการใชสับ- 
สเทรตโดยรวมกับผลไดเซลล (YX/S) จะเหน็วากรณขีองเซลลอิสระที่คํานวณไดมีคาสูงกวาทาง
ทฤษฎี อยางไรก็ตาม  อาจแสดงใหเหน็วา  เซลลในระบบเซลลอิสระสามารถใชกลโูคสในการผลติ
กรดแลกติกไดดีกวาเซลลในระบบเซลลตรึง   เนื่องจากเซลลในระบบเซลลตรึงถกูหุมไวดวยเจล 
ของแอลจิเนตซึ่งมีผลตอการแพรของกลูโคสเขาสูเซลล จงึทาํใหอัตราการใชกลูโคสลดลงได ตลอด 
จนการใชกลูโคสสังเคราะหพลังงานในกระบวนการขนสงและบํารุงรักษาเซลล ซึ่งสอดคลองกับ
อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qs) และการผลิตกรดแลกติก (qP) พบวาการผลิตกรดแลกติกโดยใช
เซลลตรึง มีคาอัตราจําเพาะการใชกลโูคสและการผลิตกรดแลกติก ตํ่ากวาการใชเซลลอิสระ 
นอกจากนีก้ารผลิตกรดแลกติกโดยใชเซลลตรึงมีอัตราจําเพาะการใชกลูโคส  และการผลิตกรด
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แลกติกลดลงเมื่อใชปริมาณเซลลเพิ่มข้ึน ทําใหเห็นถึงภาวะยับยั้งเนื่องจากความหนาแนนเซลล
สูงขึ้นภายในโครงขายแอลจิเนต เมื่อเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนในการตรึง  ตลอดจนแสดงใหเหน็ชดั
ถึงอิทธิพลรวมของภาวะยบัยั้งจากกลโูคส  และกรดแลกติกเพิม่ข้ึนจากขอจํากัดของการแพร สวน
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของระบบเซลลตรึงเพิม่ข้ึน 1.9 และ 2.7 เทา เมื่อมีปริมาณ
เซลลเร่ิมตนเพิ่มข้ึนเปน 5 และ 10 เทา ตามลาํดับ โดยเซลลตรึงที่มีปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ 
1.32 กรัม มอัีตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงสดุเทากับ 2.80 กรัม/ลิตร ชัว่โมง ซึ่งสงูกวา
การใชเซลลอิสระ 1.52 เทา แสดงใหเหน็ถงึขอไดเปรียบของการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่มี
ความหนาแนนของเซลลสูงขึ้น 
 
 1.2  แบบจําลองจลนพลศาสตรเบื้องตนของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง 
 
        จากผลการทดลองการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึง Lactococcus 
lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตที่ใชปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม ระดับ 
ฟลาสก (ในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก2, ก3 และ ก4 ตามลําดบั) สามารถสรางแบบจําลอง
ทางคณิตศาสตรอยางงายเพื่อใชอธิบายการผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จดวยเซลลตรึง โดย
พิจารณาผลของปริมาณเซลลเร่ิมตนและความเขมขนกลโูคสตอการผลิตกรดแลกติกดังสมการ 
(2)-(3) และการใชกลูโคสขึ้นอยูกบัอัตราการผลิตกรดแลกติกโดยตรงและการบาํรุงรักษาเซลลดัง
สมการ (1) 
 

        ในการประมาณคาพารามิเตอรของจลนพลศาสตรการหมกั     และการเลยีนแบบ
กระบวนการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จดวยเซลลตรึง อาศัยวิธี non-linear least square error 
โดยใชกลองเครื่องมือ (toolbox) ที่เรียกวา Genetic Algorithm for Optimization Toolbox 
(GAOT) ของโปรแกรมสําเร็จรูป MATLABTM (แสดงในภาคผนวก ง) สรุปคาพารามิเตอรที่
เหมาะสมแสดงดังตารางที่ 11 และสามารถแสดงผลของการประมาณคาดวยวธิีเสนโคงที่เหมาะ 
สม  เพื่อเปรียบเทยีบระหวางผลการทดลองที่ได และผลการทดลองที่ไดจากการคํานวณจากแบบ 
จําลองทางคณิตศาสตรอยางงายดงัภาพที่ 20  
 
        เมื่อเปรียบเทียบระหวางขอมูลที่ไดจากการทดลอง และคาที่คํานวณไดจากแบบ 
จําลองทางคณิตศาสตร (ภาพที ่ 20) จะเหน็วา แบบจําลองจลนพลศาสตรอยางงายที่สรางขึ้น
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สามารถอธิบายการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกไดดี เมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากบั 
0.132 และ 1.32 โดยมีคา Sum of weighed square error (SSE) เทากับ 0.375  ยกเวนกรณีที่ใช
ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากับ  0.66 กรัม แบบจําลองดงักลาวอธิบายการผลิตกรดแลกติกไดดี แต
อธิบายการใชกลูโคสไดไมเหมาะสม  
 
ตารางที่ 11  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงที่ประมาณดวยวธิี  
       non-linear least square error โดยใชกลองเครื่องมอื GAOT ของโปรแกรมสําเร็จรูป  
        MATLABTM

 
พารามิเตอร คาที่ประมาณได 

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  การเลียนแบบกระบวนการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงดวยแบบจําลองทาง 
     คณิตศาสตรอาศัยผลการทดลองจากการผลิตกรดแลกติกที่แปรผันปริมาณเซลลเร่ิมตน  
     0.132, 0.66 และ 1.32 กรัม (ตารางผนวกที ่2, 3 และ 4 ตามลําดับ) 
     (สัญลักษณ ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกเมื่อใช    
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132, 0.66, 1.32 กรัม ตามลําดับ จากผลการทดลอง,  
     สัญลักษณ             ,           ,             การเลียนแบบเมื่อใชปริมาณเซลลเร่ิมตน 0.132,  
     0.66, 1.32 กรัม ตามลาํดบั คํานวณจากแบบจําลองทางคณิตศาสตรอยางงาย) 
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2.  การศกึษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรงึ Lactococcus lactis IO-1 ในโครงขาย 
แอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน 
 
 การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนต และ
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวนทีใ่ชปริมาตรทํางาน 1 ลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราการกวน 50 รอบ/นาที และควบคมุพีเอชเทากับ 6 ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 
นอรมัล มีจาํนวนเซลลที่มชีีวิตเริ่มตนของเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนต
เทากับ 1.30x1010 เซลล/มิลลิลิตรเม็ดเจล และ 7.75x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล ตามลําดับ (เมด็
เจลและแคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากบั 0.02 และ 0.027 มิลลิลิตร ตามลําดับ) จะเหน็ได
วา จาํนวนเซลลที่มีชีวิตของเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตมีจํานวนสงูกวาจาํนวนเซลลที่มีชีวิตของ
เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต  แสดงใหเห็นวา การตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตสามารถบรรจุเซลล
ความหนาแนนสูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต โดยผลการทดลองแสดงความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกดังภาพที่ 21 พิจารณาภาพที่ 21 (a) และภาพที ่21 (b) ซึ่งเปนการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลตรึง  L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยือ่แอลจิเนต ตามลําดับ พบวา 
เร่ิมมีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก โดยไมมีระยะปรับตัว โดยมีการผลติ
กรดแลกติกสูงสุดเทากับ 7.17 และ 8.77 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกลูโคสเหลืออยูเพียง 0.66 
และ 1.20 กรัม/ลิตร ที่เวลาการหมกั 5 และ 3 ชั่วโมง ตามลําดับ และหลังจากนัน้มีความเขมขน
คงที ่ (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก5 และ ก6 ตามลาํดับ) จากผลการ
ทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง 
L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนตสรุปไดดังตารางที ่12 
 
 พิจารณาผลไดกรดแลกติก (YP/S) พบวาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนต มีผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.98 กรัม/กรัม ซึง่มีคาสงูกวากรณีของการใชเซลลตรึง
ในโครงขายแอลจิเนต  โดยจะเหน็ไดวาคาที่ไดสอดคลองกับคาอัตราจําเพาะการใชสับสเทรต (qS), 
อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ซึ่งมคีา
เทากับ 0.40 กรัม/กรัม ชัว่โมง, 0.39 กรัม/กรัม ชั่วโมง และ 2.61 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ โดย
จะเหน็วา อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนตมีคาสงูกวาเซลลตรึง
ในโครงขายแอลจิเนต เทากบั 1.95 เทา ซึง่ผลที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Yoo et al. (1996) 
ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei  ในเยื่อแอลจิเนต พบวาการตรึง
เซลลในเยื่อแอลจิเนตซึ่งประกอบดวยแกนของเหลวชวยทําใหเซลลมพีื้นที่ในการเจริญเติบโตมาก
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ข้ึน และสามารถเพิม่ความหนาแนนของเซลลไดมากขึ้น สงผลใหการใชเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
มีอัตราการผลติกรดแลกติกสูงกวาการใชเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต โดยสามารถใชกลูโคสจน
หมดและมีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมากกวา 2.7 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึ่งแสดงใหเหน็
ขอดีของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตที่สามารถบรรจุเซลลที่ความหนาแนนสงูกวาการตรึงเซลลใน
โครงขายแอลจิเนต (Dembczynski and Jakowski, 2002) และ Norton et al. (1994) ซึ่งศึกษา
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ในโครงขายแคปปาร-คาราจีแนน
และโลคัสบีนกัม ไดรายงานวา การตรึงเซลลในโครงขายแคปปาร-คาราจีแนนและโลคัสบีนกมั 
สามารถเกิดภาวะยับยัง้จากความเขมขนของกรดแลกติกสูงไดในบริเวณสวนกลางของเม็ดเจล 
เนื่องจากขอจํากัดของการแพรออกสูภายนอกเม็ดเจล นอกจากนี ้ เมื่อเปรียบเทียบตนทนุในการ
เตรียมเซลลตรึงทั้ง 2 ชนิดแสดงในตารางที่ 13 จะเหน็วา การตรึงเซลลในเยื่อแอลจเินตมีตนทุนใน
การเตรียมเซลลตรึงต่ํากวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตอีกดวย 
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ภาพที ่21  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 (a) โครงขายแอลจิเนต  
     และ (b) เยื่อแอลจิเนต ในถังปฏิกรณแบบกวน ปริมาตรทํางาน 1 ลิตร ความเขมขน
     กลูโคสเริ่มตน 7.52 และ 9.15 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
     (สัญลักษณ   และ   ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 12  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง   
      L. lactis IO-1 ในโครงขายแอลจิเนตและในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบกวน 
   

พารามิเตอร เซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 1 เซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนต 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 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 7.52 และ 9.15 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 6.6 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 13  ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต และในเยื่อแอลจิเนต 
 
ชนิดของการตรึงเซลล สารเคมีที่ใช1 ราคา (บาท)2

โครงขายแอลจิเนต แอลจิเนต 2 เปอรเซ็นต (20 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 3 เปอรเซน็ต (45 กรัม ) 

รวม 

257 
 23 
280 

เยื่อแอลจิเนต แอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต (12.5 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซน็ต (1.5 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซน็ต (25 กรัม) 
PEG 6000 20 เปอรเซ็นต (15 กรัม) 

รวม 

161 
    1 
  12 
  45 
219 

 
หมายเหต ุ1 สําหรับการเตรียมเซลลตรึงเพื่อผลิตกรดแลกติกในถงัปฏิกรณแบบกวนที่มีอาหาร 
       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.  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis  
IO-1 ระดับฟลาสก ดวยวธิี Taguchi  
 
 3.1  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactococcus  lactis IO-1 ระดับฟลาสก 
 
        การศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระดับ 
ฟลาสกปริมาตร 100 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราเขยา 100 รอบ/นาท ีซึ่งออกแบบ
การทดลองดวยวิธี Taguchi ประกอบดวย 8 แฟกเตอร (2 ระดับ 1 แฟกเตอร และ 3 ระดับ 7 แฟก
เตอร แสดงในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8 ) อาศัยตาราง L18 (21x37) มีทัง้หมด 18 การทดลอง 
แสดงในอุปกรณและวิธีการ: ตารางที่ 9 พจิารณาสรุปความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิต
กรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ไดผลการทดลองทั้งหมดดังตารางที่ 14 และ 15 ตามลําดับ โดย
แสดงคาเฉลี่ย คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และคาอัตราสวน Signal/Noise (S/N ratio) สวน
พารามิเตอรจลนพลศาสตรการหมกั ไดแก อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) และอัตราจําเพาะการ
ผลิตกรดแลกติก (qP) แสดงในภาคผนวก ก:  ตารางผนวกที ่ก7 จากนั้นจงึนําคาอตัราสวน S/N มา
คํานวณคาเฉลี่ยของแตละระดับของแฟกเตอร เพื่อพิจารณาอิทธพิลของแฟกเตอร และระดับของ
แฟกเตอรที่เหมาะสมแสดงดังตารางที ่ 16 และ 17 และภาพที่ 22 และ 23 ตามลําดับ จากนั้น
วิเคราะหอิทธพิลของแฟกเตอรตอความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตร โดยวธิี ANOVA แสดงดังตารางที ่18 และ 19 ตามลําดับ 
 
        จากผลการทดลองในตารางที ่ 14 จะเห็นวา มคีวามเขมขนเฉลี่ยของกรดแลกติกที่ได
อยูระหวาง 1.98-13.81 กรัม/ลิตร และคาเบีย่งเบนมาตรฐานของความเขมขนกรดแลกติกอยู
ระหวาง 0.0094-1.3540 สวนผลการทดลองในตารางที่ 15 พบวา อัตราการผลิตเชิงปริมาตรเฉลี่ย
ของกรดแลกติกที่ไดอยูระหวาง 0.25-1.73 กรัม/ลิตร ชัว่โมง และคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรอยูระหวาง 0-0.1697 สวนอัตราสวน S/N จะมีความสัมพันธกับ
ผลการทดลองดังนี้ หากการทดลองใดมีคาความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติก
เชิงปริมาตรสงู การทดลองนั้นก็จะมีคาอัตราสวน S/N สูงขึ้นตามไปดวย เนื่องจากการออกแบบ
การทดลองเปนแบบ QC=B (Bigger is better) โดยการทดลองที ่9 ซึง่ประกอบดวยสภาวะที่ใชใน
การผลิตกรดแลกติก คือ ชนดิของการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต, ความเขมขนเซลลของเซลล
ตรึงที่ใช 6.6 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด 2.5 กรัม/
ลิตร, ความเขมขนบฟีสกัด 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริ่มตน 6.5, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 2.5 
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กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตน 7.5 กรัม/ลิตร มคีวามเขมขนและอัตราการผลิตเชิงปริมาตร
ของกรดแลกติกเฉลี่ยสูงสุดเทากบั 13.81 กรัม/ลิตร และ 1.73 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ตามลําดับ เมือ่
พิจารณาผลการวิเคราะหอิทธิพลของแตละแฟกเตอรในตารางที ่ 16 และ 17 พบวา แฟกเตอรที่มี
คาอิทธพิลตอการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงมากกวา 10 เปอรเซ็นตประกอบดวย 7 แฟกเตอร 
ไดแก ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน, ความเขมขนยีสตสกัด,  
ความเขมขนบฟีสกัด,  พีเอชเริ่มตน,  ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด  และความเขมขนเปปโตน  
โดยความเขมขนยีสตสกัดมอิีทธิพลตอความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง 
ปริมาตรมากที่สุด ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Nagarjun et  al.  (2005) ที่ไดศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกในสับสเทรตที่เปนของแข็งโดย Lactobacillus amylovorus 
NRRL B-4542 ที่อาศัยวิธ ีTaguchi ในการออกแบบการทดลองเชนเดยีวกนั พบวา เปอรเซ็นตของ
ยีสตสกัดมีอิทธิพลอยางมนียัสําคัญตอเปอรเซ็นตการผลิตกรดแลกติกมากที่สุด สวนชนิดของการ
ตรึงเซลล ไดแก การตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนตและเยื่อแอลจิเนตมีอิทธิพลนอยที่สุดโดยมคีา
อิทธิพลต่าํเพยีง 1.30 และ 1.62 เปอรเซ็นต ตอความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตร ตามลาํดับ 
 
        เมื่อพิจารณาคา sum of squares ของแตละแฟกเตอรจากผลการวิเคราะห ANOVA 
ในตารางที่ 18 และ 19 จะเห็นวา แฟกเตอร D คือ ความเขมขนยีสตสกัด มีคา sum of squares 
สูงสุดเทากับ 60.43 และ 0.94 ตามลําดับ แสดงวาความเขมขนยีสตสกัดมีอิทธพิลตอความเขมขน
ของกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมากที่สุด สวนแฟกเตอร A คือ ชนิดของ
การตรึงเซลล มีคา sum of squares นอยที่สุดเทากับ 4.0048 และ 0.0455 ตามลําดับ มีอิทธพิล
ตอความเขมขนของกรดแลกติกและอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรนอยที่สุด ซึ่งใหผลสอด 
คลองกับผลการวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีตอความเขมขน และอัตราการผลิตเชิงปริมาตร
ของกรดแลกติกในตารางที่ 16 และ 17 ที่ไดอธิบายไวขางตน อยางไรก็ตาม จะเห็นวา ทกุแฟก
เตอรมีอิทธิพลตอความเขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรอยางมี
นัยสําคัญที่ p<0.001 ยกเวน แฟกเตอรของชนิดของการตรึงเซลลเทานั้นที่มีอิทธิพลตอความ
เขมขนและอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรดแลกติกอยางมนีัยสาํคัญที่ p<0.01 และ p<0.05 
ตามลําดับ 
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        จากภาพที่ 22 และ 23 สามารถพิจารณาระดับของแตละแฟกเตอรที่มีอัตราสวน 
Signal/Noise สูงสุด ซึง่สามารถสรุประดับของแตละแฟกเตอรที่เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการผลติ
กรดแลกติกทีส่อดคลองกันไดดังนี้ ชนิดของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจเินต, ความเขมขนเซลลของ
เซลลตรึงที่ใช 5.28 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด 10 
กรัม/ลิตร, ความเขมขนบฟีสกัด 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริม่ตน 6.85, ความเขมขนแคลเซียมคลอไรด 
10 กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตน 7.5 กรัม/ลิตร โดยการวเิคราะหแฟกเตอรทีม่ีผลตอความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง
ระดับฟลาสก ซึ่งใหผลการวิเคราะหสอดคลองกัน  
 
        หากพิจารณาสภาวะที่เหมาะสมที่ไดกับสภาวะในการทดลองที ่ 9 ซึ่งมีความเขมขน
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเฉลี่ยสูงสุด พบวา มบีางสภาวะทีม่ีคา
แตกตางกนั ไดแก ชนิดของการตรึงเซลล โดยในการทดลองที ่ 9 ใชเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนต 
สวนสภาวะที่เหมาะสมไดเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต อธิบายไดวาการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตมี
ขอดีมากกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต ดงัทีก่ลาวมาแลวในการทดลองที ่ 2 รวมทั้งพบวา 
ชนิดของการตรึงเซลลทัง้ 2 ชนิด มีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกนอยที่สุด (ตารางที่ 16 และ 17), 
ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช พบวา สภาวะที่เหมาะสมที่ได สามารถลดความเขมขนเซลล
ของเซลลตรึงจากที่ใชในการทดลองที ่2 เทากบั 6.6 กรัม/ลิตร เหลือ 5.28 กรัม/ลิตร ทาํใหตนทนุใน
การเตรียมเซลลตรึงลดลง แสดงดังตารางที่ 20 เนื่องจากปริมาณสารเคมีที่ใชในการเตรียมเซลล
ตรึงมีสัดสวนลดลงตามความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขนยีสตสกัด พบวาในการ
ทดลองที่ 9 ใชความเขมขนยีสตสกัดต่ํากวาในสภาวะที่เหมาะสม อยางไรก็ตาม จากการศึกษา
ของ Kadam et al. (2005) พบวา การใชความเขมขนของยีสตสกัดเทากับ 10 กรัม/ลิตร ใหอัตรา
การผลิตกรดแลกติกสูงที่สุดในการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติกกลายพันธุ Lactoba 
cillus delbrueckii NCIM 2365 Mutant Uc-3 ซึ่งสามารถผลิตกรดแลกติกไดความเขมขนกรด
แลกติกสูงสุดเทากบั 135 กรัม/ลิตร นอกจากนี้ Schepeers et al. (2005) ไดศึกษาผลของหางนม
และยีสตสกัดในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อสําหรับการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus 
helveticus ในโครงขายแคปปาร-คาราจแีนนและโลคสับีนกัม พบวา หากลดความเขมขนของยสีต
สกัดจาก 10 กรัม/ลิตร เปน 1 กรัม/ลิตร มีอิทธพิลทาํใหอัตราการผลติกรดแลกติกลดลง เนื่องจาก
ทําใหเซลลเกดิการสูญเสียกิจกรรม รวมทั้งความเขมขนยีสตสกัดมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติก 
สูงที่สุด (ตารางที่ 16 และ 17), พีเอชเริ่มตน พบวาทัง้สองสภาวะที่ไดมีคาไมตางกนัมาก คือ 6.5 
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และ 6.85 สําหรับการทดลองที ่ 9 และจากสภาวะทีเ่หมาะสมที่ได ตามลําดับ อยางไรก็ตาม หาก
ทําใหอาหารเพาะลีย้งเชื้อมคีวามเปนกรดเจือจาง อาจชวยใหกรดแลกติกที่สะสมในแคปซูลเซลล
ตรึงสามารถแพรออกมาไดดยีิ่งขึ้น โดยพเีอชเริ่มตนมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกสูงกวา 15 
เปอรเซ็นต (ตารางที ่16 และ 17) และความเขมขนแคลเซียมคลอไรด ซึ่งพบวา สภาวะทีเ่หมาะสม
ไดความเขมขนแคลเซียมคลอไรดสูงกวาสภาวะที่ใชในการทดลองที ่ 9 อยางไรกต็าม ความเขมขน
แคลเซียมคลอไรดที่ไดสอดคลองกับการทดลองของ Dembczynski and Jankowski (2002) ซึ่ง
ศึกษาลักษณะการเติบโตและการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus rhamnosus ใน
เยื่อแอลจิเนตที่มีแปงเปนแกนของเหลว โดยเติมแคลเซียมคารบอเนตความเขมขนเทากบั 10 กรัม/
ลิตร และมีความเขมขนนอยกวาการใชแคลเซียมคารบอเนตในการศึกษาของ Yoo et al. (1996) 
ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง Lactobacillus casei ในเยื่อแอลจิเนต มกีารเตมิ
แคลเซียมคารบอเนตความเขมขนสูงในชวง 62.5-125 กรัม/ลิตร โดยมจีุดประสงคเดียวกนัเพื่อชวย
รักษาความคงตัวของเซลลตรึง รวมทัง้จากการวเิคราะหในตารางที่ 16 และ 17 พบวา ความ
เขมขนแคลเซียมคลอไรดมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกมากกวา 10 เปอรเซ็นต นอกจากนี ้ ใน
การศึกษานี้สามารถลดความเขมขนเปปโตนจากความเขมขน 10 กรัม/ลิตร ที่ใชในอาหารเพาะ 
เลี้ยงเชื้อ MRS เหลือเทากับ 7.5 กรัม/ลิตร ซึ่งเปนการขอดีประการหนึ่งของการเลือกใชวธิี 
Taguchi ในการออกแบบการทดลอง เพื่อคัดเลอืกองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม  ชวยใหสามารถลดตนทนุของการผลิตกรดแลกติกลงได โดยสามารถคํานวณความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรที่คาดไว เมื่อทําการทดลองภายใต
สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi เทากับ 18 กรัม/ลิตร และ 2.30 กรัม/ลิตร ชั่วโมง 
ตามลําดับ (สูตรคํานวณในภาคผนวก ข) 
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ตารางที่ 14  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสกโดย 
        วิธี Taguchi (ความเขมขนกรดแลกติก) 
 
การทดลอง ความเขมขนกรดแลกติก 

(กรัม/ลิตร): ชุดที่ 1 
ความเขมขนกรดแลกติก 

(กรัม/ลิตร): ชุดที่ 2 
คาเฉลี่ย 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 
  คาเฉลี่ย 9.4529 0.4690 7.8517 

 
หมายเหต ุระดับของแตละแฟกเตอรของแตละการทดลองแสดงในอปุกรณและวิธกีาร: ตารางที ่9 
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ตารางที่ 15  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสกโดย 
       วิธ ีTaguchi (อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร, QP) 
 
การทดลอง QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

ชุดที่ 1 
QP (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 

ชุดที่ 2 คาเฉลี่ย 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 
  คาเฉลี่ย 1.1856 0.0636 -1.1670 

 
หมายเหต ุระดับของแตละแฟกเตอรของแตละการทดลองแสดงในอปุกรณและวิธกีาร: ตารางที ่9 
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ตารางที่ 16  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลกติกในการผลิตกรด 
       แลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 

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 

คาต่ําสุด 7.7704 6.6612 6.8854 6.6324 7.0952 6.7796 7.3805 7.1031 
คาสูงสุด 7.9330 8.6507 8.6908 8.8813 8.4136 8.7409 8.7341 8.8073 
คาอิทธิพล1 0.1626 1.9895 1.8054 2.2489 1.3183 1.9613 1.3535 1.7041 

% คาอิทธพิล2 1.30% 15.86% 14.39% 17.93% 10.51% 15.64% 10.79% 13.59% 
  
หมายเหต ุ1 คาอิทธพิลเทากบัผลตางของคาต่ําสุดและคาสูงสุด 
     2 % คาอิทธพิล คํานวณดงัสูตรคํานวณในภาคผนวก ข โดยใชคาอิทธิพลรวมเทากับ  
     12.5436 
     อักษรยอ A, B, C, D, E, F, G, และ H หมายถงึ แฟกเตอรของการผลิตกรดแลกติก 
     แสดงไวในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8  
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ตารางที่ 17  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรใน 
       การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึงระดับฟลาสก 
 

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 

คาต่ําสุด -1.2687 -2.3282 -2.1217 -2.3742 -1.9121 -2.2553 -1.6670 -1.9280 
คาสูงสุด -1.0653 -0.3890 -0.3465 -0.1304 -0.6068 -0.2730 -0.2650 -0.1902 
คาอิทธิพล1 0.2034 1.9392 1.7752 2.2438 1.3052 1.9823 1.4019 1.7378 

% คาอิทธพิล2 1.62% 15.40% 14.10% 17.82% 10.37% 15.75% 11.14% 13.80% 
 
 หมายเหตุ 1 คาอิทธพิลเทากบัผลตางของคาต่ําสุดและคาสูงสุด 
      2 % คาอิทธิพล คาํนวณดังสูตรคํานวณในภาคผนวก ข โดยใชคาอิทธิพลรวมเทากับ  
     12.5890 
     อักษรยอ A, B, C, D, E, F, G, และ H หมายถงึ แฟกเตอรของการผลิตกรดแลกติก 
     แสดงไวในอุปกรณและวธิีการ: ตารางที่ 8  
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 แฟกเตอรและระดับของแตละแฟกเตอร

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  สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตอความเขมขนกรดแลกติกในการผลิตกรดแลกติกโดย 
     เซลลตรึง 
 

 
แฟกเตอรและระดับของแตละแฟกเตอร

A1A2 B1B2B3C1C2C3D1D2D3E1E2E3F1F2F3G1G2G3H1H2H3

อัต
ราส

วน
 Si

gn
al/

No
ise

 (เด
ซิเบ

ล)

-3.0
-2.5
-2.0
-1.5
-1.0

-.5
0.0

.5
1.0

 
 
ภาพที ่23  สภาวะที่เหมาะสมที่มีอิทธพิลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรด 
     แลกติกโดยเซลลตรึง 
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ตารางที่ 18  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตอความเขมขนกรดแลกติกโดยวิธ ี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 *** มีอิทธิพลอยางมนียัสําคัญที ่p<0.01 และ p<0.001 ตามลําดับ 
    1  วิธีคาํนวณแสดงในภาคผนวก ข 
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ตารางที่ 19  การวิเคราะหอิทธิพลของแฟกเตอรที่มีผลตออัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร 
       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 *** มีอิทธพิลอยางมนีัยสําคัญที่ p<0.05 และ p<0.001 ตามลําดบั 
    1  วิธีคาํนวณแสดงในภาคผนวก ข 
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ตารางที่ 20  ตนทนุของการเตรียมเซลลตรึงในเยื่อแอลจิเนต 
 
ชนิดของการตรึงเซลล สารเคมีที่ใช1 ราคา (บาท)2

เยื่อแอลจิเนต แอลจิเนต 0.5 เปอรเซ็นต (10 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 2 เปอรเซน็ต (1.2 กรัม) 
แคลเซียมคลอไรด 1 เปอรเซน็ต (20 กรัม) 
PEG 6000 20 เปอรเซ็นต (12 กรัม) 

รวม 

128 
    1 
  10 
  36 
175 

 
หมายเหต ุ1 สําหรับการเตรียมเซลลตรึงเพื่อผลิตกรดแลกติกในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1  
      ลิตร 
     2 คํานวณราคาในป พ. ศ. 2546; ราคาสารเคมีดูรายละเอียดในตารางที ่13 
 
 3.2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อ 
แอลจิเนตระดับฟลาสก ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวิธ ีTaguchi  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง   L.  lactis IO-1    ในเยื่อแอลจิเนต
ระดับฟลาสกขนาด 500 มลิลิลิตร ปริมาตรทํางาน 100 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมที่ไดรับ
การออกแบบการทดลองโดยวิธี   Taguchi   ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และ
อัตราเขยา 100 รอบ/นาที มีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเริ่มตนเทากับ 1.73x1010 เซลล/มลิลิลิตรแคปซูล 
(แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 มิลลิลิตร)  ผลการทดลองแสดงความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จทั้ง 2 ชุด ดังภาพที่ 24 (a) และ 24 (b) ซึ่ง
จะเหน็วา มีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติกตั้งแตชั่วโมงแรก โดยมีความเขมขนกลูโคสเหลอื
เทากับ 25.74 และ 22.44 กรัม/ลิตร และมีความเขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากบั 10.15 และ 
10.94 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ที่เวลาการหมักเทากับ 6 ชัว่โมง (ขอมูลการทดลองแสดงในภาคผนวก 
ก: ตารางผนวกที ่ก8 และ ก9 ตามลําดับ) จากผลการทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอร
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิ-
เนตภายใตสภาวะเหมาะสมที่ไดจากวิธี Taguchi สรุปไดดังตารางที่ 21 
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        พิจารณาจากคาพารามเิตอรที่คํานวณไดจากการทดลอง พบวา อัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตร (QP) ที่ไดมีคาเพิม่ข้ึนเล็กนอยจากคาที่คํานวณไดจากการทดลองที่ออกแบบ
โดยวิธี Taguchi ที่มีคาสงูสดุเทากับ 1.74 กรัม/ลิตร ชั่วโมง (ในชุดที่ 1 การทดลองที่ 9: ตารางที่ 15) 
โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 1.76 กรัม/ลิตร ชั่วโมง สวนคาผลไดกรดแลกติก (YP/S) ที่ไดมีคาลดลงเทากบั 
0.8 กรัม/กรัม จาก 0.94 กรัม/กรัม (ในชดุที่ 2 การทดลองที่ 8, ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก7) 
และพบวา ความเขมขนกรดแลกติกของการทดลองนี้มีคาสูงสดุเทากับ 10.94 กรัม/ลิตร 
(ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก9) ซึ่งต่าํกวาการทดลองที่ออกแบบโดยวิธี Taguchi ที่ไดความ
เขมขนกรดแลกติก สูงสุดเทากับ 13.9411 กรัม/ลิตร (ในชุดที่ 1 การทดลองที่ 9: ตารางที ่14) โดย
ความเขมขนกรดแลกติกและอัตราการผลติกรดแลกติกเชิงปริมาตรที่ไดมีคาต่ํากวาคาที่คาดหวงัที่
คํานวณได ทั้งนี้อาจเนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองในระดับฟลาสก ซึ่งไมมีการควบคุมพี
เอช  อีกทัง้ยงัใชความเขมขนกลูโคสเริ่มตนสูง โดย Roukas and Kotzekidou (1998) ซึ่งศึกษา
การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei และ Lactococcus lactis ในโครงขาย
แอลจิเนต พบวา ความเขมขนสับสเทรตเริ่มตนสูง จะทําใหการใชสับสเทรตลดลง ซึง่เปนผลของ
แรงดันออสโมติก ของเซลลที่เกิดขึ้นภายในสภาวะความเขมขนสูงของสารละลายน้าํตาล  นอก 
จากนี้ ยงัเปนผลมาจากการเกิดภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกในระหวางการผลิตกรดแลกติกที่ใช
ความเขมขนเริ่มตนของกลูโคสสูง ซึ่งมีความเขมขนกรดแลกติกภายในแคปซูลเซลลตรึงเทากบั 
49.09 กรัม/ลิตร ที่ชั่วโมงที ่6 โดยจากการทดลองของ Senthuran et al. (1999) ไดมีการศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus casei subsp. rhamnosus ที่ยดึเกาะกบั Pora-
Bact  A Beads พบวา ความเขมขนของแลกเทตในน้ําหมักเปนตัวยบัยั้งการเติบโตของเซลล และ
มีผลกระทบตอกลไกการถายโอนสารละลายในเซลล  
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ภาพที ่24  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับ 
     ฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากบั  
     (a) 38.63 และ (b) 36.15 กรัม/ลิตร  
     (สัญลักษณ   และ  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 21  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง  L.  
      lactis IO-1 ในเยื่อแอลจเินตระดับฟลาสกภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธี 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 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 38.63 และ 36.15 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
4.  การผลิตกรดแลกตกิโดยเซลลตรึง Lactococcus lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถัง 
ปฏิกรณแบบ packed bed  
 
 4.1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่มีปริมาตรการทาํงานของ
ถังพกัน้าํหมัก 1 ลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สรุปไดจากวธิี Taguchi ควบคุมสภาวะของการ
หมักในถงัพกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส อัตราการกวน 400 รอบ/นาท ีและควบคุมพีเอชเทากับ 
6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล และควบคุมอัตราการไหลเขาและออกจาก
คอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนตเทากับ 0.96 ลิตร/ชั่วโมง โดยทาํการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ
เวียนกลับน้ําหมักซ้ํา 2 คร้ัง มีจํานวนเซลลที่มีชีวิตเริ่มตนเทากับ 6.72x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล 
(แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 มิลลิลิตร) ผลการทดลองแสดงความเขมขนกลูโคส
และกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 ดังภาพที่ 25 (a) และ 25 (b) 
ตามลําดับ  ซึง่จะเห็นวาการผลิตกรดแลกติกทั้ง 2 คร้ัง  มีการใชกลูโคสและการผลิตกรดแลกติก
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ตั้งแตชั่วโมงแรก จนถึงชัว่โมงที่ 12  ซึ่งมีความเขมขนกลโูคสเหลือเทากับ 1.25 และ 4.66 กรัม/ลิตร  
โดยมีความเขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากบั 24.89 และ 29.78 กรัม/ลิตร ตามลาํดับ (ขอมูลการ
ทดลองแสดงในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก10 และ ก11 ตามลําดบั) ซึ่งสูงกวาคาความเขมขน
กรดแลกติกทีค่าดไวที่คํานวณได          จากผลการทดลองที่ไดสามารถคํานวณคาพารามิเตอร
จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัของเซลลตรึง L. lactis IO-
1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏกิรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี Taguchi 
สรุปไดดังตารางที่ 22 
 
        พิจารณาผลไดกรดแลกติก (YP/S) พบวา การหมักกรดแลกติกในครั้งที่ 2 มีคาผลได
กรดแลกติก สูงขึ้นจาก 0.89 เปน 0.98 กรัม/กรัม ซึ่งสอดคลองกับอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลก
ติก (qP) และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ซึ่งมีคาสงูกวาการผลิตครั้งที่ 1 แตพบวา
คาอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรของทั้งสองครั้งมีคาต่ํากวาคาที่คาดไวที่คํานวณได สวน
อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS) ในครั้งที่ 2 มีคานอยกวาครั้งที ่1 เล็กนอย ทัง้นี้อาจเนื่องจากเมื่อมี
การลางถงัหมกัและคอลัมนของแคปซูลเซลลตรึงเซลลตรึง รวมทัง้เปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหม
ชวยใหกรดแลกติกที่สะสมในแคปซูลเซลลตรึงแพรออกมาสงเสริมประสิทธิภาพของการผลิตกรด
แลกติก ทาํใหไดคาผลไดกรดแลกติก อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตรสูงขึ้น อยางไรก็ตาม การทดลองนี้ทาํใหเหน็ความเปนไปไดของการผลิตกรด
แลกติก แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้าํ โดยการเพิม่จํานวนครั้งของการผลิต ซึง่ก็อาจจะชวย
ลดการสะสมของกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงได โดย Senthuran et al. (1997) ไดเสนอวาการ
ใชถังพกัน้าํหมักที่มีใบพัดชวยในการกวนเพื่อควบคุมพีเอชรวมกับการใชถังหมักชนดิ packed bed 
ที่ชวยในการรักษาความคงตัวของเซลลตรึง หรือใชทางเลือกของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่ง 
ซึ่งมีการเติมอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมรวมกับมีการดึงน้าํหมกัในถงัพกัน้ําหมักออก อาจชวยลด
ภาวะการสะสมของกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงลงได  
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ภาพที ่25  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
     เหมาะสมจากวธิี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน (a) 29.08 และ (b) 31.13 กรัม/
     ลิตร 
     (สัญลักษณ   และ  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที่ 22  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก 
       โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed    
       ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี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 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.08 และ 31.13 กรัม/ลิตร 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
      4       การผลิตครั้งที่ 2 ไดจากการดึงน้ําหมักในรอบที ่1 ออกจนหมด ลางถังพักน้ําหมัก 
            และคอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนตดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อแลวจงึเติมอาหารเพาะ 
             เลี้ยงเชื้อใหมปริมาตร 1 ลิตร 
 
 4.2  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ใน
เยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ที่มีปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยการแปรผันอัตรา
การเจือจางเปน 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่สรุปไดจากวิธี Taguchi ควบคุม
สภาวะของการหมักในถังพกัที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 400 รอบ/นาที และ
ควบคุมพีเอชเทากบั 6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 6 นอรมัล โดยควบคุมอัตราการ
ไหลเขาและออกจากคอลัมนเทากับ 0.96 ลิตร/ชั่วโมง มจีํานวนเซลลที่มีชวีติเริ่มตนเทากบั 
9.05x1010 และ 2.48x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล (แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 0.02 
มิลลิลิตร) ของอัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชัว่โมง-1 ตามลาํดับ แสดงผลการทดลองดงั
ภาพที ่ 26 (a) และ 26 (b) ตามลําดับ พบวา ณ สภาวะคงตัว (steady state) ความเขมขนกรด
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แลกติกมีคาเทากับ 8.91 และ 3.45 กรัม/ลิตร โดยมีความเขมขนกลูโคสเทากับ 21.20 และ 31.27 
กรัม/ลิตร ที่อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ตามลําดบั (ขอมูลการทดลองแสดงใน
ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก12 และ ก13 ตามลําดบั) จากผลการทดลองที่ไดสามารถคาํนวณ
คาพารามิเตอรของจลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลล-
ตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปไดดังตารางที่ 23 
  
        เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกั ที่อัตรา
การเจือจางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 พบวา ผลไดกรดแลกติกของทั้งสองอัตราการเจือจางอยู
ระหวาง 0.82-0.89 กรัม/กรัม โดยที่อัตราการเจือจางเทากบั 0.5 ชัว่โมง-1 มีอัตราจําเพาะการใช
สับสเทรต (qS) และอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP) สูงกวาการผลิตที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ของการผลติกรดแลกติกที่
อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 มีคาเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึ่งสงูกวาการผลิตที่อัตรา
การเจือจางเทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 เทากับ 1.29 เทา เนื่องจากการผลิตกรดแลกติกที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ชัว่โมง-1 มี retention time ในถังหมักนานกวาทําใหเซลลแบคทีเรียกรดแลกติกสามารถ
ใชกลูโคสและเปลี่ยนไปเปนกรดแลกติกไดมากขึ้น โดยสอดคลองกับการทดลองของ Tango and 
Ghaly (2002) ซึ่งศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง Lactobacillus helveticus ATCC 
15009 ที่ยึดเกาะบนอลูมนิา พบวา เมื่อเพิ่ม hydraulic retention time ทําใหมีการผลิตกรดแลก-
ติกเพิ่มข้ึน อยางไรก็ตาม การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักทัง้สองอัตราการเจอื
จางมีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงกวาคาที่คาดไวที่คํานวณได 
 
        นอกจากนี้ สามารถเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกั 
และแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1  ในเยื่อแอลจิเนต สรุปดังตารางที่  
24  พบวาผลไดกรดแลกติกของการผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักมีคาเทากบั 
0.94 กรัม/กรัม ซึ่งสงูกวาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักซึง่มีคาเทากับ 0.89 
กรัม/กรัม และการผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักมีอัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
และอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
เทากับ 2.21 และ  2.10 เทา ตามลําดบั  ซึ่งสอดคลองกับอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร   
ซึ่งการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัทีอั่ตราการเจือจางเทากับ 0.5  ชั่วโมง-1 มคีา
สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักเทากับ 2.10 เทา 
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ภาพที ่26  การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
     เหมาะสมจากวธิี Taguchi ควบคุมที่อัตราการเจือจางเทากับ (a) 0.5 และ (b) 1.0       
     ชั่วโมง-1 ความเขมขนกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมทีเ่ติม (a) 31.25 และ (b)     
     35.48 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
     (สัญลักษณ  และ   ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติก) 
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ตารางที ่23  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก 
       โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed  
        ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี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 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมที่ใชเติมเทากับ 31.25 และ  
            35.48 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 24 เปรียบเทียบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จและ 
      แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตใน       
      ถังปฏิกรณแบบ packed bed 
 

พารามิเตอร แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก1 แบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมัก2

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 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ชุด (ตารางที่ 22) 
    2 อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 
 
 



 88

 4.3  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง Lactococcus  
lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed  
 
        การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวยีนกลับน้าํหมกัซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ทีม่ีปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่
เหมาะสมจากวิธี Taguchi ควบคุมสภาวะของการหมกัในถงัพกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
อัตราการกวน 400 รอบ/นาที และควบคุมพเีอชเทากับ 6.85 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 
6 นอรมัล และมีอัตราการไหลเขาและออกจากคอลัมนเซลลตรึงเทากบั 0.96 ลิตร/ชั่วโมง มจีํานวน
เซลลที่มีชวีิตเริ่มตนเทากับ 6.74x1010 เซลล/มิลลิลิตรแคปซูล (แคปซูลเซลลตรึงมีปริมาตรเฉลี่ย
เทากับ 0.027 มิลลิลิตร) ไดผลการทดลองแสดงความสมัพันธของความเขมขนกลูโคส   และความ
เขมขนกรดแลกติกของการผลิตครั้งที่ 1, 2 และ 3 ดังภาพที่ 27 พบวาการผลิตครั้งที ่ 1 และ 2 มี
ระยะปรับตัวจนถงึชั่วโมงที ่2 สวนครั้งที ่3 ไมมีระยะปรับตัว โดยการผลิตครั้งที่ 1, 2 และ 3 มีความ
เขมขนกรดแลกติกสูงสุดเทากับ 27.58, 23.52 และ 23.00 กรัม/ลิตร  ซึง่ทัง้สามรอบการผลิตมี
ความเขมขนกรดแลกติกสูงกวาคาที่คาดไวที่คํานวณได โดยมีความเขมขนกลูโคสเหลือเทากับ 0, 
0.33 และ 0 กรัม/ลิตร ณ ชั่วโมงที่ 12, 8 และ 8 ของการหมัก ตามลําดับ จากนั้นความเขมขน
กลูโคสและกรดแลกติกจึงคงที่จนกระทั่งถงึชั่วโมงการหมักที ่ 12-14 (ขอมูลการทดลองแสดงใน
ภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก14, ก15 และ ก16 ตามลําดับ) จากผลการทดลองที่ไดสามารถ
คํานวณคาพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา
โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปดังตารางที่ 25  
 
        เมื่อพิจารณาคาผลไดกรดแลกติก ( YP/S ) จะเห็นวา คาผลไดกรดแลกติกลดลงเมื่อ
เพิ่มจาํนวนครัง้ของการผลิต โดยครั้งที ่ 1 มีคาผลไดกรดแลกติกเทากบั 0.92 กรัม/กรัม และมีคา
ลดลงเหลือเทากับ 0.71 และ 0.66 กรัม/กรัม เมื่อทําการผลิตในครั้งที่ 2 และ 3  ตามลําดับ สวน
อัตราจําเพาะการใชกลูโคสมีคาเพิม่ข้ึนเมือ่เพิ่มจาํนวนครั้งของการผลิต แสดงใหเหน็วาเซลลตรึง
เยื่อแอลจิเนตมีการใชกลูโคสเพิ่มข้ึน เนือ่งจากการลางคอลัมนของเซลลตรึงแตละครั้งเปนการเจือ
จางความเขมขนกลูโคสภายในแคปซูลเซลลตรึง เมื่อมกีารเติมอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ MRS ใหม ทํา
ใหกลูโคสสามารถแพรเขาไปในแคปซูลเซลลตรึงไดเพิ่มข้ึน สงผลใหเซลลตรึงสามารถใชกลูโคสได
ดีข้ึน เมื่อพิจารณาอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร พบวาอัตราการผลิตเชิงปริมาตรของกรด
แลกติกครั้งที ่2 และ 3 มีคาสูงกวาการผลิตครั้งที่ 1 เทากับ  1.14 และ 1.11 เทา ตามลําดับ โดย



 89

การผลิตครั้งที ่2 มีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรสูงสุดเทากับ 2.47 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่สงู
กวาการผลิตครั้งที ่ 3 เพียงเล็กนอย จะเห็นวาครั้งที่ 2 และ 3 มีอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิง
ปริมาตรสูงกวาคาที่คาดไวทีค่ํานวณได โดยผลที่ไดสอดคลองกับอัตราจําเพาะการผลิตกรดแลก-
ติก เนื่องจากเมื่อทําการผลติซ้ํา กรดแลกติกที่สะสมอยูในแคปซูลเซลลตรึงจะแพรออกมา ทาํใหใน
น้ําหมักมีความเขมขนกรดแลกติกเพิม่ข้ึน ดังจะเหน็ไดจากผลการทดลอง (ภาคผนวก ก: ตาราง
ผนวกที่ ก14, ก15 และ ก16)  โดยความเขมขนกรดแลกติกในชั่วโมงที ่0 ของการผลติครั้งที่ 2 และ 
3 สูงขึ้นกวาการผลิตครั้งที ่ 1  จึงทําใหคาผลไดกรดแลกติกมีคาลดลงเมื่อเพิ่มจํานวนครั้งของการ
ผลิตกรดแลกติก ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ Amrane and Prigent (1999) ซึ่งศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลกติก Lactobacillus helveticus พบวา ความเขมขนกรด
แลกติกเริ่มตนสูงสงผลใหการผลิตกรดแลกติกลดลงจากภาวะยับยั้งของกรดแลกติก  
 
       สามารถเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัแบบตอเนื่อง
เวียนกลับน้ําหมัก  และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําดวยเซลลตรึง  L. lactis IO-1  ในเยือ่
แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed สรุปไดดังตารางที ่26 พบวา การผลิตกรดแลกติกแบบ
ตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกัมอัีตราจําเพาะการใชกลูโคส, อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก และ
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก
และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้าํ เทากับ 2.21 และ 1.58,  2.10 และ 1.91 และ 2.10 และ 
1.91 เทา ตามลําดับ  
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ภาพที ่ 27  การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
        เยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใต 
        สภาวะที่เหมาะสมจาก วิธี Taguchi ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนของการผลิตครั้งที่ 1, 
        2 และ 3 เทากับ 28.05, 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
        (สัญลักษณ ●,  ,   และ ○, ,  ความเขมขนกลูโคสและกรดแลกติกของการ
        ผลิตครั้งที่ 1, 2, 3 ตามลําดับ) 
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ตารางที ่25  พารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมัก 
       ซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed 
       ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจากวิธ ี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 ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ 28.05 และ 29.17 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
    3       คํานวณจากความเขมขนเซลลเทากับ 5.28 กรัม/ลิตร 
 
ตารางที่ 26  เปรียบเทียบพารามิเตอรจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียน 
       กลับน้ําหมัก แบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกั และแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา 
       ดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed 
 

พารามิเตอร แบบเบ็ดเสร็จ 
เวียนกลับน้ําหมัก1

แบบเบ็ดเสร็จ 
เวียนกลับน้ําหมักซ้ํา2

แบบตอเนื่อง 
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  คาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ชุด (ตารางที่ 22) 
    2  คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 คร้ัง (ตารางที ่25) 
               3  อัตราการเจือจางเทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 (ตารางที่ 23) 
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลอิสระและเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตของแบคทีเรียกรด
แลกติก Lactococcus lactis IO-1 พบวาคาผลไดกรดแลกติก (YP/S) ของเซลลอิสระและเซลลตรึง
ไมแตกตางกนั แตอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) ของเซลลตรึงในโครงขายแอลจิเนตที่
เพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตนเปน 0.66 และ 1.32 กรัม มีคาสูงกวาเซลลอิสระ 1.10 และ 1.52 เทา 
ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเหน็วาการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงสามารถเพิ่มอัตราการผลิตกรด
แลกติกเชิงปริมาตรไดดวยการเพิ่มปริมาณเซลลเร่ิมตน ผลการทดลองที่ไดสามารถอธิบายดวย
แบบจําลองจลนพลศาสตรอยางงาย   เมื่อเลียนแบบกระบวนการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง
โดยแบบจําลองทางคณิตศาสตร พบวาอธิบายการผลติกรดแลกติกไดดี แตอธิบายการใชกลูโคส
ไดไมเหมาะสมเฉพาะกรณทีี่ปริมาณเซลลเร่ิมตนเทากบั 0.66 กรัม ถาพิจารณาภาวะยับยัง้ที่
เกิดขึ้นจากความเขมขนของกลูโคสและกรดแลกติกรวมดวย จะทาํใหแบบจําลองจลนพลศาสตร
อธิบายการผลติกรดแลกติกดวยเซลลตรึงไดดียิ่งข้ึน  อยางไรก็ตาม การพฒันาแบบจําลองทาง
คณิตศาสตรของการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึง จะตองคํานงึถงึสภาวะทางกายภาพของเม็ด
เจลเซลลตรึงและอิทธพิลของการแพรของกลูโคสและกรดแลกติกดวย 
 
 เมื่อเปรียบเทยีบการผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ระหวางการตรึงเซลลใน
โครงขายแอลจิเนต และการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบกวนปริมาตรทํางาน 1 
ลิตร โดยใชความเขมขนเซลลของเซลลตรึงเริ่มตนเทากนั คือ 6.6 กรัม/ลิตร พบวา การตรึงเซลลใน
เยื่อแอลจิเนตมีคาผลไดการผลิตกรดแลกติก,  อัตราจําเพาะการใชกลูโคส, อัตราจําเพาะการผลติ
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร สูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต 
โดยเฉพาะคาอัตราการผลิตกรดแลกตกิเชิงปริมาตร สูงกวาการตรึงเซลลในโครงขายแอลจิเนต
เทากับ 1.95 เทา 
 
 ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกโดยใชวิธ ี Taguci ในระดับ 
ฟลาสก  โดยศึกษาชนดิของการตรึงเซลล, ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงที่ใช, ความเขมขน
กลูโคสเริ่มตน, ความเขมขนยีสตสกัด, ความเขมขนบฟีสกัด, พีเอชเริม่ตน, ความเขมขนแคลเซียม
คลอไรด และความเขมขนเปปโตน สรุปไดสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติก ใน
ระดับฟลาสก ดังนี ้ ชนิดของการตรึงเซลลในเยื่อแอลจิเนต, ความเขมขนเซลลของเซลลตรึงทีใ่ช
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เทากับ 5.28 กรัม/ลิตร, ความเขมขนกลโูคสเริ่มตนเทากับ 45 กรัม/ลิตร, ความเขมขนยีสตสกัด
เทากับ 10 กรัม/ลิตร, ความเขมขนบีฟสกดัเทากับ 10 กรัม/ลิตร, พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.85, ความ
เขมขนแคลเซียมคลอไรดเทากับ 10 กรัม/ลิตร และความเขมขนเปปโตนเทากับ 7.5 กรัม/ลิตร เมือ่
ศึกษาการผลติกรดแลกติกภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดดังกลาวในระดับฟลาสก พบวา มีอัตรา
การผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเฉลี่ยเทากับ 1.76 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่มีคาสงูขึ้นเล็กนอย สวน
ผลไดกรดแลกติกที่ไดมีคานอยลงเล็กนอย  เนื่องจากเปนการผลิตกรดแลกติกที่ไมมกีารควบคุมพ-ี
เอชระหวางการหมัก ซึง่ทําใหเกิดภาวะยับยัง้โดยกรดแลกติกไดในระหวางการผลิตกรดแลกติก
ภายใตสภาวะเหมาะสมดังกลาว นอกจากนี้ ยังพบวาทัง้ 8 แฟกเตอรทีศ่ึกษานั้นมีอิทธิพลตอความ
เขมขนกรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรในการผลิตกรดแลกติกอยางมี
นัยสําคัญ โดยที่ความเขมขนของยีสตสกดัมีอิทธิพลตอการผลิตกรดแลกติกดวยเซลลตรึงมากที่สุด 
 
 การผลิตกรดแลกติกแบบเบด็เสร็จเวียนกลับน้ําหมักดวยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อ
แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมจาก
วิธี Taguchi พบวา การผลติกรดแลกติกในครั้งที ่2 ใหคาผลไดกรดแลกติก, อัตราจําเพาะการผลิต
กรดแลกติก และอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรไมลดลง เมือ่เปรียบเทียบกับการผลิตกรด
แลกติกดวยเซลลตรึงครั้งแรก แสดงใหเหน็ถงึความเปนไปไดที่จะทําการผลิตกรดแลกติกแบบ
เบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้าํ เพื่อชวยลดการสะสมความเขมขนของกรดแลกติกในแคปซูลเซลล
ตรึง โดยการผลิตครั้งใหมในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อใหมชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกไมลดลง
จากภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่สะสมภายในแคปซูลเซลลตรึง  สวนการผลิตกรดแลกติกแบบ
ตอเนื่องเวียนกลับน้าํหมกั สามารถชวยลดความเขมขนกรดแลกติกในแคปซูลเซลลตรึงและเพิ่ม
อัตราการผลิตกรดแลกติกขึ้นไดเชนเดียวกัน 
 
 การศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้าํหมกัโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 
ในเยื่อแอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยแปรผันอัตราการเจือ
จางเทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี Taguchi พบวา การผลิต
กรดแลกติกแบบตอเนื่องเวยีนกลับน้าํหมกัโดยเซลลตรึงที่อัตราการเจอืจางเทากับ 0.5 ชัว่โมง-1 มี
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร ชั่วโมง ซึง่ไมแตกตางกบัการผลิตกรด
แลกติกโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 แบบตอเนื่องทีอั่ตราการเจือจางเทากับ 0.81 ชั่วโมง-1 ซึ่ง
อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรเทากับ 4.42 กรัม/ลิตร ชั่วโมง (เกสร, 2545) นอกจากนี ้ยงั
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พบวา การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักมีอัตราจําเพาะการใชกลโูคส และอัตรา
จําเพาะการผลิตกรดแลกติกสูงกวาการผลิตแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกั โดยที่อัตราการผลิต
กรดแลกติกเชิงปริมาตรของการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลบัน้ําหมักที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 ชั่วโมง-1 สูงกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักประมาณ 2.10 เทา  
 
 อยางไรก็ตาม การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักที่อัตราการเจือจาง
เทากับ 0.5 และ 1.0 ชั่วโมง-1 ยังคงมีความเขมขนกลูโคสเหลืออยูสูง 21.20 และ 31.27 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ จึงไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลติกรดแลกติกในถงัปฏิกรณแบบ packed 
bed แบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ํา โดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถัง
ปฏิกรณแบบ packed bed ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ภายใตสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากวธิี 
Taguchi ในสามรอบของการผลิต พบวา อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตรมีคาเพิม่ข้ึน เมื่อ
ทําการผลิตในครั้งที่ 2 และมีคาลดลงเล็กนอยเมื่อทําการผลิตในครั้งที ่ 3 สวนคาผลไดกรดแลกติก
มีคาลดลง เมื่อเพิ่มจาํนวนครั้งของการผลิต ซึ่งอธิบายไดวาเกิดจากภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่
สะสมในแคปซูลเซลลตรึง และความเขมขนกรดแลกติกในน้าํหมักสงู โดย Schepers et al. 
(2002b) ไดศึกษาแบบจําลองของจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกโดยแบคทีเรียกรดแลก-
ติก Lactobacillus helveticus R 211 พบวาเทอมของภาวะยับยัง้โดยกรดแลกติกมีผลตอการผลิต
กรดแลกติก โดยภาวะยับยั้งโดยกรดแลกติกที่เกิดขึน้จากผลของความเขมขนแลกเทตที่อยูในน้ํา
หมักเพิ่มข้ึน 
 
 จากการศึกษานี้สรุปไดวา การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลล
ตรึงเยื่อแอลจิเนตใหอัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP) สูงสดุเทากับ 4.46 กรัม/ลิตร 
ชั่วโมง สวนการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้าํโดยเซลลตรึงในเยือ่แอลจิเนตมี
ประสิทธิภาพสูงในการใชกลูโคส ทาํใหความเขมขนกลโูคสเหลือนอยมากหรือถูกใชหมดไปหลงัสิน้ 
สุดการผลิต และไดปริมาณกรดแลกติกสูง โดยมีความเขมขนกรดแลกติก 23.00-27.58 กรัม/ลิตร 
 
ขอเสนอแนะ 
  
 การปรับปรุงแกไขระบบการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้าํหมกัซ้ํา เพื่อลด
ภาวะยับยั้งจากการสะสมของกรดแลกติกภายในแคปซลูเซลลตรึง อาจจําเปนตองใชวธิีการเจือ
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จางกรดแลกติกภายในแคปซูลเซลลตรึงดวยน้าํกลัน่ฆาเชื้อกอนทําการผลิตกรดแลกติกในรอบของ
การผลิตตอไป ซึ่งอาจทาํใหอัตราการผลติกรดแลกติกเชิงปริมาตรไมเปลี่ยนแปลงเมื่อเพิ่มจาํนวน
รอบของการผลิตกรดแลกติก ตลอดจนคงสภาพความเสถียรของเซลลที่มีชีวิตภายในแคปซูลเซลล
ตรึงไดนานที่สุด หรืออาจปรับอัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึงเยื่อแอลจิเนต เพือ่
เพิ่มอัตราการแพรเขา-ออกของสารละลายของแคปซูลเซลลตรึง ซึ่ง Santhuran et al. (1997) 
รายงานไววา การเพิ่มอัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึง Lactobacillus casei 
subsp. rhamnosus ที่ยึดเกาะบน Pora-Bact A Beads ชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้น 
 
 ในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดแลกติกโดยใชเซลลตรึง จําเปนจะตองหาสูตรอาหาร
เพาะเลี้ยงเชื้อใหมที่เหมาะสมมาแทนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS เนื่องจากใชองคประกอบของ
อาหารเพาะเลีย้งเชื้อที่เปนแหลงอาหารไนโตรเจนทีม่ีราคาแพง หรืออาจศึกษาการลดระดับความ
เขมขนขององคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ เนือ่งจากการผลติกรดแลกติกโดยเซลลตรึงไม
จําเปนตองใชแหลงอาหารไนโตรเจน เพื่อใชในการเติบโตของเซลลแบคทเีรียอยางในกรณีที่ใช
เซลลอิสระในการผลิตกรดแลกติก นอกจากนี ้อาจเลือกใชวัตถุดิบเหลอืใชจากโรงงานอุตสาหกรรม
ทดแทน เชน หางนม (whey) ซึ่งมกีารใชเปนสับสเทรตอยางแพรหลายในกระบวนการผลิตกรด
แลกติก  Mostafa (1996) อธิบายวาหางนมเปนสับสเทรตที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติก 
มากกวาการใชสับสเทรตในรูปแลกโทสบรสุิทธิ ์     เนื่องจากในหางนมมีสารอาหารที่จําเปนอืน่ ๆ 
ประกอบอยูดวย หรือการใชแปงขาวสาลเีปนสับสเทรต  ซึ่ง Naveena et al. (2005)  พบวา  
แบคทีเรียกรดแลกติก Lactobacillus amylophilus GV6 มีประสิทธิภาพสูงในการเปลี่ยนแปงไป
เปนกรดแลกตกิไดโดยตรง จงึเปนวิธกีารใหมที่สามารถนําวัตถุดิบที่มรีาคาถูกมาใชในการผลิตกรด
แลกติกในระดบัอุตสาหกรรม เปนตน นอกจากนี ้ การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนือ่งเวียนกลบัน้ํา
หมักที่ศึกษาในงานวิจัยนี ้ จะตองศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอไป โดยศึกษาปจจัยตาง ๆ ทีม่ี
อิทธิพล อาทิ อัตราการเจอืจาง อัตราการไหลเขาและออกของคอลัมนเซลลตรึง และผลของปจจัย
อ่ืน ๆ  เปนตน โดยอาศยัวิธ ี Taguchi ในการออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาอทิธิพลของปจจัย
เหลานั้นตอการผลิตกรดแลกติก ซึ่งสามารถลดจํานวนการทดลอง และทําใหสามารถลดคาใชจาย
และระยะเวลาในการศึกษาได 
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ตารางผนวกที ่ก1  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลอิสระ L. lactis IO-1 ระดับฟลาสก 
                (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.40 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) 

ความทึบแสง 
(OD 562) กลูโคส เซลล1 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 คาํนวณจากกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที ่562 นาโนเมตรและความ 
       เขมขนเซลล (ภาคผนวก ค: ภาพผนวกที่ ค1) 

 
ตารางผนวกที ่ก2  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.08 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.132 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200  
     มล.) 
 

ความเขมขน (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  (ตอ) 
 

ความเขมขน (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  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.99 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  0.66 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 
     มล.) 
 

ความเขมขน (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  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตระดับฟลาสก (ความเขมขนกลโูคสเริ่มตน 9.50 กรัม/ลิตร และ 
     ปริมาณเซลลเร่ิมตน  1.32 กรัม ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ MRS ปริมาตร 200 
     มล.) 
 

ความเขมขน (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  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในโครงขาย 
     แอลจิเนตในถงัปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 7.52 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  (ตอ) 
 

ความเขมขน (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  การผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจ-ิ 
     เนตในถังปฏิกรณแบบกวน (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน 9.15 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  จลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จโดยเซลลตรึง L. lactis  
      IO-1 จากการออกแบบการทดลองดวยวิธี 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  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก  
     ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที่ 1 (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน
     เทากับ 38.63 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลิตกรดแลกติกโดยเซลลตรึง L. lactis IO-1 ในเยื่อแอลจิเนตระดับฟลาสก 
     ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสมจากวธิี Taguchi ชุดที่ 2 (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตน
     เทากับ 36.15 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed รอบที่ 1 ภายใต 
       สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi  (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ   
       29.08 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed รอบที่ 2 ภายใต 
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi  (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ   
                  31.13 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO- 
      1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสม
      จาก วิธ ี Taguchi (อัตราการเจือจางเทากบั 0.5 ชั่วโมง-1 และความเขมขน   
                  กลูโคสในอาหารเพาะเลีย้งเชือ้ใหมที่เติมเทากับ 31.25 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

แบบเบ็ดเสร็จ 
0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
15 

แบบตอเนื่อง 
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  (ตอ) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบตอเนื่องเวียนกลับน้ําหมักโดยเซลลตรึง L. lactis IO- 
      1 ในเยื่อแอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed ภายใตสภาวะที่เหมาะสม
       จากวิธี Taguchi (อัตราการเจือจางเทากับ 1.0 ชั่วโมง-1 และความเขมขน 
           กลูโคสในอาหารเพาะเลีย้งเชื้อใหมทีเ่ติมเทากับ 35.48 กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (กรัม/ลิตร) เวลา 
(ชั่วโมง) กลูโคส กรดแลกติก 

แบบเบ็ดเสร็จ 
0 
1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
12 
14 
16 

17.5 
แบบตอเนื่อง 

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  (ตอ) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 1 ภายใต   
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  28.05  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 2 ภายใต 
       สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากบั 28.05  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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  การผลติกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จเวียนกลับน้ําหมักซ้ําโดยเซลลตรึง L. lactis  
       IO-1 ในเยือ่แอลจิเนตในถังปฏิกรณแบบ packed bed คร้ังที่ 3 ภายใต 
                  สภาวะที่เหมาะสมจากวิธี Taguchi (ความเขมขนกลูโคสเริ่มตนเทากับ  29.17  
       กรัม/ลิตร) 
 

ความเขมขน (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 
การประมาณคาพารามิเตอร 
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ตารางผนวกที ่ข1  สูตรการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ 
 
พารามิเตอร สูตรคํานวณ 
ผลไดเซลล 
(YX/S, กรัม/กรัม) t0

0t
S/X SS

XX
Y

−

−
=  

ผลไดกรดแลกติก 
(YP/S, กรัม/กรัม) t0

0t
S/P SS

PP
Y

−

−
=  

อัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
(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 ความเขมขนเซลล  กลูโคส กรดแลกติก มีหนวยเทากับ 
    กรัม/ลิตร และ เวลา มีหนวยเทากบั ชัว่โมง ตามลําดับ 
    ตัวหอย 0 และ t หมายถึง ที่เวลาเริ่มตน และที่เวลาใด ๆ ตามลําดับ 
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ตัวอยางการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จ 
 
 ผลไดเซลล (YX/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที่ ก1 (ชั่วโมงที่ 
4) 
 

   
84.140.9
71.032.1

Y S/X −

−
=  

            = 0.08  กรัม/กรัม   
 
 ผลไดกรดแลกติก (YP/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ ก10 
(ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
25.108.29
06.089.24

Y S/P −

−
=  

           =  0.89  กรัม/กรัม  
 
 อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวก
ที่ ก10 (ชั่วโมงที ่12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
25.108.29

28.5
1q *S  

         = 0.44  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
  
หมายเหต ุ* ในกรณีของเซลลตรึงใชความเขมขนเซลลเร่ิมตน 
 
 
 
 
 



 128

 อัตราจําเพาะการผลิตกรดแลกติก (qP); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก10 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
06.089.24

28.5
1q *P  

         = 0.39  กรัม/กรัม ชัว่โมง 
 
หมายเหต ุ* ในกรณีของเซลลตรึงใชความเขมขนเซลลเร่ิมตน 
 
 อัตราการผลิตกรดแลกติกเชิงปริมาตร (QP); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก:  
ตารางผนวกที ่ก10 (ชั่วโมงที่ 12) 
 

   
⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛

−

−
=

012
06.089.24

QP  

         = 2.07  กรัม/ลิตร ชั่วโมง 
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ตารางผนวกที ่ข2  สูตรการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่อง  
     ณ สภาวะคงตัว 
 
พารามิเตอร สูตรคํานวณ 
อัตราการเจือจาง 
(D, ชั่วโมง-1) V

FD =  

ผลไดกรดแลกติก 
(YP/S, กรัม/กรัม) ( )SS

PY
0

S/P −
=  

อัตราจําเพาะการใชกลูโคส 
(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 ความเขมขนเซลล  กลูโคส กรดแลกติก มีหนวยเทากับ 
    กรัม/ลิตร และ เวลา มีหนวยเทากับ ชัว่โมง ตามลาํดับ,  F และ V หมายถงึ อัตราการ
    ไหล (ลิตร/ชั่วโมง) และ ปริมาตรทํางานของถังหมกั (ลิตร) ตามลําดบั 
    ตัวหอย 0 และ t หมายถงึ ที่เวลาเริ่มตน และที่เวลาใด ๆ ตามลําดับ 
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ตัวอยางการคํานวณพารามิเตอรในการทดลองการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่อง  
ณ สภาวะคงตัว 
 
 ผลไดกรดแลกติก (YP/S); พิจารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวกที ่ก12 
(ชั่วโมงที่ 24-54)  
 

   ( )20.2125.31
91.8Y S/P −

=  

           = 0.89  กรัม/กรัม 
 
 อัตราจําเพาะการใชกลูโคส (qS); พจิารณาขอมูลการทดลองในภาคผนวก ก: ตารางผนวก
ที่ ก12 (ชั่วโมงที ่24-54) 
 

   
( )

28.5
20.2125.315.0

qS
−

=  

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

   
28.5

91.8x5.0
qP =  

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

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

   
( )

1N
yy

SD
2

−

∑ −
=      (7) 

 
 2.  เปอรเซน็ตอิทธิพล (% main effect) 
 
 เปอรเซ็นตอิทธิพล = (คาอิทธิพลสูงสุด – คาอิทธพิลต่ําสุด) x 100  (8) 
                                                            คาอิทธพิลสูงสดุ 
 
 3.  คา Factor sum of square (SSFactor) 
 

           ( )∑ −=
=

L

1k

2
kFactor yy

L
rxN

SS     (9) 

 
 4.   คา Error sum of square (SSError) 
 
   ( ) ( )1rxSDSS 2

Error −∑=     (10) 
 
 5.  คาองศาอสิระของแฟกเตอร (DOFFactor) 
 
   1LDOFFactor −=      (11) 
 
 6.  คาองศาอสิระของขอผิดพลาด (DOFError) 
 
   ( )1rNDOFError −=      (12) 
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 7.  คาองศาอสิระรวม (DOFTotal) 
 
   ( ) 1rxNDOFTotal −=      (13) 
 
 8.  คาความแปรปรวน (variance, Var) 
 
   

DOF
SSVar =       (14) 

 
 9.  คาสัดสวนความแปรปรวน (variance ratio, Fratio) 
 

   
Error

ratio Var
VarF =       (15) 

 
 10.  คาความเชื่อมั่น (confidence)  
 
  ( ) 100xDOF,DOF,FF100Confidence ErrorFactorratioDIST−=  (16) 
 
 11.  การหาคาผลการทดลองที่คาดไว ภายใตสภาวะที่เหมาะสม (result expected at 
optimum condition, Yopt) 
 

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

TDTCTBTATY

2333

3322opt

−+−+−+−+

−+−+−+−+=
  (17) 

 
หมายเหต ุFDIST เปนคาที่คํานวณโดยใชฟงกชนัสําเร็จรูปในโปรมแกรม excel โดยเปนความสัมพันธ 
   ระหวางคา Fratio, DOFFactor, DOFError โดย y, y , N, r, L, k และ T  หมายถึง ผลการทดลอง  
   คาเฉลี่ยของผลการทดลอง จํานวนการทดลอง จํานวนซ้ําทีทํ่าการทดลอง จํานวนระดับของ 
   แฟกเตอร ระดับของแฟกเตอร และ คาเฉลี่ยของผลรวมของผลการทดลองทั้งหมด ตามลําดับ  
   และ 2A , 2B , 3C , 3D , 3E , 3F , 3G และ 2H หมายถึง คาเฉลี่ยของผลรวมของผลการ 
   ทดลองของแตละระดับของแฟกเตอรท่ีเหมาะสมที่ได 
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ภาคผนวก ค 
วิธีการวิเคราะห 
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การหาน้ําหนกัเซลลแหงโดยวิธีอบแหง 
 

1. เตรียมกระดาษกรอง (cellulose acetate filter, Sartorius) เสนผานศูนยกลาง 25 
มิลลิเมตร ขนาดรู 0.45 ไมครอน ที่อบแหงที่อุณหภมูิ 105 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง และชั่ง
น้ําหนกัแนนอน 

2.  ดูดตัวอยางสารแขวนลอยเซลล (cell suspension) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร กรองผาน
กระดาษกรอง โดยอาศัยชุดอุปกรณการกรอง ซึ่งประกอบดวย กรวยกรองแกวขนาด 30 มิลลิลิตร 
ที่มีฐานรองแกว คลิปหนีบ ตะแกรงกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 25 มิลลิเมตร และประเกน็วง
แหวน (Satorius, Germany) 

3.  ลางเซลลดวยน้าํกลัน่ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
4.  นําเซลลที่ไดไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
5.  ทิ้งใหเย็นในเดสิเคเตอร และชั่งน้ําหนกัเซลลพรอมกระดาษกรองทีแ่นนอน จากนั้นจงึ

นําไปคํานวณหาน้ําหนกัเซลลแหง ดังนี ้
 
     น้ําหนักเซลลแหง =   น้าํหนักกระดาษกรองและเซลลแหง (กรัม) – น้ําหนักกระดาษกรอง (กรัม) 
         (กรัม/ลิตร)            ปริมาตรของตัวอยาง (มิลลิลิตร)x10-3   
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การประมาณคาน้ําหนกัเซลลแหงโดยอาศัยการวัดคาการดูดกลืนแสง 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานระหวางน้าํหนักเซลลแหงและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 562 นาโนเมตร 
 
 1.1  การวัดคาการดูดกลนืแสง 
 
        นําตัวอยางสารแขวนลอยเซลลในชวงการเติบโตทวีคูณเจือจางดวยน้าํกลัน่ดวยอัตรา
เจือจางที่เหมาะสมประมาณ  4-5 อัตราเจือจาง  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที ่  562  นาโนเมตร  
ดวยสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
 
 1.2  การหาน้าํหนักเซลลแหงโดยวธิีอบแหง 
 
        นําตัวอยางสารแขวนลอยเซลลเดียวกันที่นาํมาวัดคาการดูดกลนืแสงในขอที ่ 1.1 ไป
หาน้ําหนกัเซลลแหงโดยวิธีอบแหงดงัวิธทีี่กลาวมาแลวขางตน เพื่อใชคํานวณหาน้าํหนกัเซลลแหง
ของแตละอัตราการเจือจาง 
 
 1.3  เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาน้าํหนกัเซลลแหงและคาการดูดกลนืแสงที่ความยาว 
คลื่น 562 นาโนเมตร พรอมหาคาความชนัของกราฟเสนตรงดังภาพผนวกที ่ค1 
 
2.  การคํานวณน้ําหนักเซลลแหง 
 
 น้ําหนกัเซลลแหง (กรัม/ลิตร) =   คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตรxอัตราการเจือจาง 
               xคาความชนัจากกราฟมาตรฐาน 
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 คาการดูดกลืนแสงที่ 562 นาโนเมตร

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

คว
าม
เขม

ขน
เซล

ล (
กร
ัม/ลิ

ตร
)

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

คาความชัน = 0.329

 
 
ภาพผนวกที่ ค1  กราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 562 นาโนเมตรและ 
  ความเขมขนเซลล 
   
การวิเคราะหปริมาณกลโูคส โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (Miller, 1959) 
 
สารเคม ี
 
 1. DNS reagent ซึ่งประกอบดวย 3,5-dinitrosalicylic acid 1 กรัม ละลายในน้ํากลัน่
ปริมาตร 50  มิลลิลิตร เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  2 นอรมัล ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร จากนัน้เติมโซเดยีมโพแทสเซียมทารเทรต 30 กรัม จากนั้นจงึปรับปริมาตรเปน 100 
มิลลิลิตร 
 2. กลูโคส (food grade, Complex Chemical & Equipment Co., Ltd.) 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 

1.1  เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสที่มีความเขมขน 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
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1.2 เตรียมสารละลายกลโูคสความเขมขนตาง ๆ จากสารละลายน้ําตาลกลูโคส 1
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางผนวกที่ ค1 
 
ตารางผนวกที ่ค1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 
 
ความเขมขนของสารละลาย

กลูโคส 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

สารละลายกลโูคสความ
เขมขน 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 ความเขมขนละ 2 หลอด 
1.4  เติมสารละลาย DNS reagent หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวย

เครื่องผสม จากนัน้หุมปากหลอดทดลองดวยกระดาษอะลูมิเนียม 
1.5  นําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 5 นาทแีนนอน 
1.6  นําไปแชในน้าํเยน็ 5 นาทีแนนอน 
1.7  เติมน้ํากลั่นปริมาณ 5 มิลลิลิตร ผสมในเครื่องผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน 
1.8  นาํไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  520  นาโนเมตรดวยสเปกโตรโฟโต- 

มิเตอร 
1.9  เขียนกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส ระหวางคาการดูดกลืนแสงกับคาความ 

เขมขนของสารละลายกลูโคส พรอมหาคาความชนัของกราฟเสนตรงดังภาพผนวกที่ ค2 
1.10  กรณีของ Blank ดําเนนิขั้นตอนเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้าํกลั่นแทนตัวอยาง  
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 ความเขมขนกลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)
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ภาพผนวกที่ ค2  กราฟมาตรฐานกลูโคส 
 
2.  การวิเคราะหปริมาณกลูโคสของตวัอยาง 
 
 2.1  นําตัวอยางสวนใสของน้ําหมักมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม 
 2.2  ดูดตัวอยางที่มีความเขมขนเหมาะสม 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตัวอยางละ 
2 หลอด 

2.3  ดําเนนิการตามหวัขอ 1.4-1.8 
2.4  กรณีของ Blank ดําเนินการเชนเดียวกบัตัวอยาง โดยใชน้ํากลั่นแทนตวัอยาง 
 

3.  การคํานวณปริมาณกลโูคส 
 
ปริมาณกลูโคส (กรัม/ลิตร) =   คาการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตรxอัตราการเจือจาง 
        คาความชันจากกราฟมาตรฐาน 
 
                                                                              
  
     
 



 139

การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก (Barker and Summerson, 1941) 
 
 เมื่อกรดแลกติกทําปฏิกิริยากับกรดซัลฟวริกเขมขนและไดรับความรอน กรดแลกติกจะ
เปลี่ยนเปนแอซีตัลดีไฮด ซึ่งสามารถทําปฏิกิริยากับสารพาราไฮดรอกซีไดฟนิลไดสารประกอบสี
มวง สามารถวัดความเขมของสารประกอบสีมวงไดที่ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตร 
 
สารเคม ี
 
 1.  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, CuSO4.5H2O; Merck) 20  
เปอรเซ็นต 
 2.  สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (copper sulphate, CuSO4.5H2O; Merck) 4 เปอรเซ็นต 
 3.  สาละลายพาราไฮดรอกซีไดฟนิล (p-hydroxydiphenyl; Sigma) ความเขมขน 1.5
เปอรเซ็นตในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH; Merck) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
 4.  แคลเซียมไฮดรอกไซด (calcium hydroxide, Ca(OH)2; Ajax) 
 5.  สารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน (sulfuric acid 98%, H2SO4; BDH Laboratory 
Supplied) 
 6.  ลิเทียมแลกเทต (lithium lactate, C3H5O3Li; Merck) 
 
วิธีการ 
 
1.  การสรางกราฟมาตรฐานของแลกเทต 
 

1.1  เตรียมสารละลายลิเทียมแลกเทตที่มคีวามเขมขน 1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร 
 1.2  เตรียมสารละลายลเิทยีมแลกเทตความเขมขนตาง ๆ จากสารละลายลิเทียมแลกเทต 
1 มิลลิกรัม/มลิลิลิตร ดังแสดงในตารางผนวกที ่ค2 

1.3  ดูดสารละลายลิเทียมแลกเทต 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ความเขมขนละ 2  
หลอด 

1.4  เติมสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 20 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ลงไป ปรับปริมาตรใหได 
10 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลัน่ จากนัน้เตมิผงแคลเซียมไฮดรอกไซดลงไปเขยาแรง ๆ โดยใชเครื่อง
ผสม ทิง้ไวที่อุณหภูมิหองอยางนอย 30 นาท ีเขยาเปนครั้งคราว 
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1.5  นาํไปเหวี่ยงที่ 4000 รอบ/นาท ีนาน 10 นาที ดูดสารละลายดานบนมา 1 มิลลิลิตร 
ใสลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายคอปเปอรซัลเฟต 4 เปอรเซ็นต อยู 0.05 มิลลิลิตร  

1.6  นําหลอดไปแชในอางน้าํเยน็ คอย ๆ เติมสารละลายกรดซัลฟวริกเขมขน 6 มิลลิลิตร 
ลงไปชา ๆ ผสมใหเขากนัทันท ี

1.7  นําไปตมในน้าํเดือด 5 นาที แลวยายมาที่อางน้ําเย็นทันที (อุณหภูมินอยกวา 20 
องศาเซลเซยีส) 

1.8  หยดสารละลายพาราไฮดรอกซีไดฟนิล 2  หยด ผสมดวยเครื่องผสม ตั้งไวที่อุณหภูม ิ
30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนาํไปตมในน้าํเดือดนาน 90 วินาท ีแลวทาํใหเยน็ทนัท ี

1.9 นําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 560 นาโนเมตร ดวยสเปกโตรโฟโต-
มิเตอร 

1.10 เขียนกราฟมาตรฐานของสารละลายลิเทยีมแลกเทต ระหวางคาการดูดกลนืแสงกับ
คาความเขมขนของสารละลายลิเทียมแลกเทต พรอมหาคาความชันของกราฟเสนตรงดังภาพ
ผนวกที ่ค3 
 1.11  กรณีของ Blank ดําเนนิการเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง 
 
ตารางผนวกที ่ ค2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 
 

ความเขมขนของสารละลาย
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.  การวิเคราะหปริมาณกรดแลกตกิของตัวอยาง 
 
 2.1  นําตัวอยางสวนในของน้ําหมักมาทําการเจือจางใหไดความเขมขนที่เหมาะสม 

 2.2  ดูดตัวอยางที่มีความเขมขนเหมาะสม 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองตัวอยางละ 2                   
 หลอด 

2.3  ดําเนนิการตามหวัขอ 1.4-1.9 
2.4  Blank ดําเนนิการเชนเดียวกับตัวอยาง โดยใชน้าํกลั่นแทนตัวอยาง 

 

 ความเขมขนลิเทียมแลกเทต (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

0 20 40 60 80 100 120 140

คา
กา
รด
ูดก
ลืน
แส
งท
ี่ 56

0 น
าโน

เมต
ร

0.0

.2

.4

.6

.8

1.0

คาความชัน  = 7.849 x 10-3

 
 
ภาพผนวกที่ ค3  กราฟมาตรฐานลิเทียมแลกเทต 
 
3.  การคํานวณปริมาณกรดแลกติก 
   
 ปริมาณกรดแลกติก =  คาการดูดกลืนแสงที่ 560 นาโนเมตรxอัตราการเจือจางx90.08 
       (กรัม/ลิตร)                    คาความชนัจากกราฟมาตรฐานx1,000x96.01   
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การหาน้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
การหาน้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด 
 
 1.  นําบกีเกอรเปลาอบแหง ปริมาตร 600 มิลลิลิตร มาชัง่น้าํหนัก 
 2.  นําเซลลตรึงทัง้หมดที่ผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 นิ้ว นาน 10 นาท ีบรรจุ
ในบีกเกอรเปลาทีท่ราบน้ําหนกัแลวในขอ 1 นาํไปชั่งน้ําหนกั คํานวณหาน้าํหนักเปยกทั้งหมดของ
เม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
น้ําหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซลูทั้งหมด (กรัม) =  
 
            น้าํหนกับีกเกอรและเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด–น้ําหนักบกีเกอรเปลา 
 
การหาน้ําหนกัเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
 1.  นํา petri dish เปลาอบแหง มาชัง่น้ําหนัก 
 2. นําเซลลตรึงทั้งหมดที่ผ่ึงบนตะแกรงขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 นิ้ว นาน 10 นาที 
จํานวน 30 เม็ดใสลงใน petri dish ที่ทราบน้ําหนกัแลวในขอ 1 นําไปชั่งน้าํหนัก คํานวณหาน้ําหนกั
เปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
น้ําหนกัเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (กรัม/เม็ดเจลหรือแคปซูล) =  
 
            น้าํหนกั petri dish และเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด–น้ําหนกั petri dish เปลา 
                                                 จํานวนเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ดหรือแคปซูล 
 
การหาจํานวนเม็ดเจลหรอืแคปซูลทั้งหมด 
 
 คํานวณจาํนวนเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมดจากน้าํหนักเปยกทัง้หมดของเม็ดเจลหรือ
แคปซูล และน้าํหนักเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
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จํานวนเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (เม็ด) =  
  
                 น้าํหนกัเปยกของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (กรัม) 
                       น้าํหนักเปยกเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (กรัม/เม็ดเจลหรือแคปซูล)  
 
การหาปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
การหาปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด 
 
 1.  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 1 ลิตร ที่บรรจุน้ํากลัน่ฆาเชื้อ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 2.  นําเม็ดเจลหรือแคปซูลเซลลตรึงทั้งหมด หลังจากที่ผานการชั่งน้ําหนักแลวใสลงใน 
กระบอกตวงทีเ่ตรียมไวในขอ 1 คํานวณปรมิาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด ดังนี ้
 
ปริมาตรของเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด (มิลลิลิตร) =  
 
        ปริมาตรน้ํากลัน่ฆาเชื้อและเม็ดเจลหรือแคปซูลทั้งหมด–ปริมาตรน้ํากลัน่ฆาเชือ้ปริมาตร 100
มิลลิลิตร 
 
การหาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล 
 
 1.  เตรียมกระบอกตวง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้ํากลั่นฆาเชื้อ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
 2.  นําเม็ดเจลหรือแคปซูลเซลลตรึงจํานวน 30 เม็ด หลังจากที่ผานการชั่งน้ําหนักแลวใส
ลงในกระบอกตวงทีเ่ตรียมไวในขอ 1 สามารถคํานวณปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล ดังนี ้
 
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล (มิลลิลิตร/เม็ดเจลหรือแคปซูล) =  
 
      ปริมาตรน้ํากลั่นฆาเชื้อและเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด–ปริมาตรน้ํากลั่นฆาเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
                                       จาํนวนเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ดหรือแคปซูล 
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การหาจํานวนเซลลทีม่ีชีวติในเม็ดเจลหรือแคปซูลของเซลลตรงึ 
 

1.  นาํเม็ดเจลหรือแคปซูลของเซลลตรึงจํานวน 30 เม็ด ทีท่ราบปริมาตรแทนทีน่้ํา (หรือ
ปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล) ละลายในไตรโซเดียมซิเทรต 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ไดเปนสารแขวนลอยเซลลที่มปีริมาตรเทากบั 5 มิลลิลิตร รวมกับปริมาตรแทนทีน่้ําของ
เม็ดเจลหรือแคปซูลจํานวน 30 เม็ด (หรือคํานวณไดจากคาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล) 

2.  นําสารแขวนลอยเซลลมาทาํการเจือจาง ดังนี ้10-1   10-2   10-3   10-4   10-5   10-6  และ   
10-7  

3.  เลือกคาการเจือจางที่เหมาะสมคือ    10-5   10-6   10-7     ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาทาํ
การ pour plate ในอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่ระดับการเจือจางละ 2 plates บมที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

4.  นับจํานวนโคโลนีทีเ่กิดขึน้ คํานวนจาํนวนเซลลที่มีชวีติ ดังนี ้
 

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต         =      จํานวนโคโลนxีอัตราการเจือจางx10xปริมาตรสารแขวนลอยเซลล
(cfu/ml bead or capsule volume)          ปริมาตรแทนที่น้าํของเม็ดเจลหรือแคปซูล 30 เม็ด1  
 
หมายเหต ุ1 ปริมาตรของเมด็เจลหรือแคปซูล หาคาไดจากการแทนทีน่้ํา หรือไดจากการคํานวณ 
       จากผลคูณของคาปริมาตรเฉลี่ยของเม็ดเจลหรือแคปซูล และจํานวนเม็ดเจลหรอื    
       แคปซูลจํานวน 30 เม็ดเจลหรือแคปซูล 
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ภาคผนวก ง 
การประมาณคาพารามิเตอรและเลยีนแบบกระบวนการ 

โดยใชโปรแกรม MATLABTM
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โปรมแกรม MATLABTM (มนัส และ วรรตัน, 2543) 
 
 โปรมแกรม MATLABTM ยอมาจาก  Matrix  Laboratory  เร่ิมตนพัฒนามาจากภาษาฟอร- 
แทรนโดย Clave Moler และถูกพฒันาจากโปรแกรมเมทริกซของ LINPACK และ EISPACK 
ตอมาจึงไดถูกเขียนขึ้นใหมโดยใชภาษาซีโดย Steve Bangert, Steve Kleimar, John Little และ 
Clave Moler จากบริษทั MathWorks  โปรแกรม MATLABTM เปนโปรแกรมที่ใชสําหรับคํานวณเชงิ
ตัวเลข กราฟกที่ซับซอน การจําลองแบบ และการแสดงผลขอมูล เพือ่ใหมองเหน็ภาพพจนไดงาย
และชัดเจนขึ้น โดยในโปรแกรม MATLABTM จะประกอบดวยกลองเครื่องมือ (Toolbox) ในแตละ
สาขา ซึง่ในกลองเครื่องมือของแตละสาขาก็จะประกอบไปดวยฟงกชนัตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการ
แกปญหาในสาขานัน้ ๆ เพื่อประยกุตในการใชงานจาํนวนมาก ซึง่ในงานวิจยันี้จะใชกลอง
เครื่องมือที่เรียกวา Genetic Algorithm Optimization Toolbox (GAOT) 
 
การใชงานโปรมแกรม MATLABTM เบื้องตน 
 
 เมื่อเขาสูโปรแกรม MATLABTM จะพบหนาตางคําสัง่ ทีม่ีเครื่องหมาย >> (MATLAB 
prompt) เปนตัวเริ่มตนบรรทัดพรอมที่จะรอรับคําสั่งตาง ๆ เมื่อส้ินสุดคําสั่งแลวกดปุม [Enter] 
โปรแกรม MATLABTM จะมีการประมวลผลตามคําสั่งทนัที และจะรับคําสั่งทีละบรรทัด ซึ่งสามารถ
สรางไฟลที่ประกอบดวยชุดคําสั่งเก็บในรูป “ชื่อไฟล. M” (มีนามสกลุของไฟลเปน M) เรียกวาเอ็ม
ไฟล (M-Files) การเขียนเอม็ไฟลมี 2 รูปแบบ คือ 
 
 สคริปไฟล เปนไฟลทีม่ีการกําหนดคาตัวแปรและเขียนคําสั่ง หรือฟงกชันตาง ๆ ทีต่องการ
ประมวลผลทลีะคําสั่ง โดยสามารถเขยีนคาํอธิบายไดโดยใชเครื่องหมาย “%“ นาํหนาขอความที่
ตองการอธิบาย โดยไมมีผลตอการทํางานของโปรแกรม การเรียกใชสคริปไฟลสามารถทาํไดโดย
เรียกชื่อเอ็มไฟลที่หนาตางของโปรแกรม MATLABTM

 
 ฟงกชันไฟล คือ ไฟลที่เร่ิมตนบรรทดัแรกดวยคําวา “Function” และสามารถเขียน
คําอธิบายไดเชนเดียวกับสคริปไฟลโดยใชเครื่องหมาย “%” 
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การแกสมการเชิงอนุพันธโดยใชโปรแกรม MATLABTM

 
 ปญหาทางคณิตศาสตร วิทยาศาสตร และวิศวกรรมสวนใหญ มกัอยูในรูปของสมการเชิง
อนุพนัธ โดยเกี่ยวของกับอัตราการเปลี่ยนแปลงของสิง่ตาง ๆ เมื่อเวลาเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งสามารถ
แกไขปญหาเหลานี้โดยการแกสมการเชงิอนุพนัธดวยวธิีตาง ๆ เชน วิธีออยเลอร (Euler method) 
วิธีรุงเง-คุตตา (Runge-Kutta method) หรือการใชฟงกชัน ODE เพื่อหาคําตอบของสมการเชงิ
อนุพนัธ โดยฟงกชันนี้อาศยัการแกสมการเชิงอนพุันธดวยวธิี รุงเง-คุตตา (Runge-Kutta method) 
ประกอบดวย 2 โครงสราง ดงันี ้
 
 ODE 23 เปนฟงกชนัทีห่าคําตอบของสมการเชงิอนพุันธดวยวิธี รุงเง-คุตตา (Runge-
Kutta method) อันดับ 2 และ 3 ของฟงกชัน F เมื่อ tspan คือคาเริ่มตนและคาสุดทายของตัวแปร
อิสระ t และคาเริ่มตน y (to) เทากับ yo โดย ODE 23 มีโครงสรางดงันี้ [t,y] = ode 23 (F, tspan, 
yo) 
 
 ODE 45 เปนฟงกชนัทีห่าคําตอบของสมการเชงิอนพุันธดวยวิธี รุงเง-คุตตา (Runge-
Kutta method) อันดับ 4 และ 5 ของฟงกชัน F เมื่อ tspan คือคาเริ่มตนและคาสุดทายของตัวแปร
อิสระ t และคาเริ่มตน y (to) เทากับ yo โดย ODE 45 มีโครงสรางดงันี้ [t,y] = ode 45 (F, tspan, 
yo) 
 
Genetic Algorithm Optimization Toolbox (GAOT)  
 
  Genetic Algorithm (GA) เปนเทคนิคทางคอมพิวเตอรที่อาศัยเรื่องของการผลิต 
(reproduction) และการคัดเลือก (selection) เปนพืน้ฐาน โดยกําหนดใหองคประกอบของการ
ผลิตทั้งหมด (phenotype) ประกอบดวยองคประกอบยอยตาง ๆ หรือพารามิเตอรตาง ๆ (factor) 
และกําหนดปญหา หรือโจทยเปนแบบในการผลิต (chromosome) โดยในแตละแบบการผลติ
ประกอบดวยยีน (gene) หลาย ๆ ยนี โดยแตละยนีคือคาที่เลือกจากแตละพารามิเตอรมาเพยีง
หนึง่คา  
 
 การใช Genetic Algorithm จะตองกาํหนดจํานวนรอบของการทาํงาน (generation) และ
จํานวนจุดที่เลอืก (population) ไวกอน เมื่อส่ังใหคอมพวิเตอรทํางาน ในรอบแรก (first 
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generation) คอมพิวเตอรจะทําการสุมคาที่เลือกจากพารามิเตอรทุกตวัมา พารามเิตอรละหนึง่คา
มาประกอบกนัเปนหนึ่งแบบการผลิต (chromosome) แลวทําการสุมใหมจนไดตามจํานวนจดุ 
(population) ที่ตัง้ไว ทาํการผลิตตามแตละแบบการผลิตที่ได แลวใหผลรวมของผลผลิตที่ไดเปน
หนึง่รอยเปอรเซ็นต โดยนาํผลผลิตที่ไดแตละอันมาคิดเปนพืน้ที ่ จากนัน้ในรอบตอไป (second 
generation) คอมพวิเตอรจะอาศัยการคัดเลือกโดยการเลือกแบบการผลติในรอบที่แลวมาเทากบั
จํานวนจุดที่เลอืกไว (population) แลวทาํการ cross over หรือ mutation ใหไดแบบการผลิตใหม
เทากับจํานวนจุดที่เลือกไว ผลิตตามแบบการผลิตใหมที่ได แลวใหผลรวมของผลผลิตที่ไดเปนหนึ่ง
รอยเปอรเซ็นต จากนัน้นําผลผลิตที่ไดแตละอันมาคิดเปนพืน้ที่ แลวทําในรอบตอไป สําหรับรอบ
สุดทายทําเหมือนรอบที่ผานมาจนถงึแบบการผลิตใหมแลว คอมพวิเตอรจะเปรียบเทียบผลผลติใน
รอบสุดทาย โดยจะเลือกคาที่มีผลผลิตดีทีสุ่ด รายงานผลเปนคาที่มีความเหมาะสมที่สุด (Man et 
al., 1999, อางโดย มีชัย, 2545) 
 
ประโยชนของ Genetic algorithm 
 
 1.  ใชในการหาคาที่เหมาะสม (optimisation) เพื่อปรับปรุงกระบวนการ โดยการเลือก
พารามิเตอร เพื่อนาํมาหาสภาวะที่เหมาะสมของกระบวนการ (unconstrains) หรืออาจมกีาร
กําหนดพารามิเตอรบางตัวใหมีคาตามทีต่องการไวกอนที่จะหาสภาวะทีเ่หมาะสม (constrains) 
 
 2.  ใชในการทดสอบและหาพารามิเตอรที่เหมาะสม ทีท่ําใหคาที่ไดจากแบบจําลองและ 
คาที่ไดจากการทดลอง (fitting) มีคาตางกันนอยที่สุด 
 
 ในการศึกษานีใ้ชโปรแกรม MATLABTM version 6.0 ประกอบดวย 4 สคริปไฟลดังนี ้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  (ตอ) 
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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  (ตอ) 
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