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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของงานวิจัยนี้ เพื่อจะผลิตกรดแลคติกชนิด  L(+)ไอโซเมอรจากกากน้ําตาลโดยใช
กระบวนการหมักแบบตอเนื่อง จากการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอยางตางๆ ไดทั้งหมด 460 ไอโซ
เลท และคัดเลือกไดแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 ที่สามารถผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูงถึง 
15.7 กรัม/ลิตร ในอาหารสูตร MRS ที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลและหมักที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสเปนเวลา 21 ช่ัวโมง และในการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียรหัส SW4-3 ดวยคุณสมบัติทาง
สรีรวิทยา การหมักน้ําตาลดวยชุดทดสอบ API และการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA   พบวาเปน
แบคทีเรียแลคติกสายพันธุ Pediococcus pentosaceus SW4-3  เมื่อปรับอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อใหไดสูตร
อาหารที่มีราคาต่ําลง โดยใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนและใช fish hydrolysate เปนแหลงไนโตรเจน 
(MF-medium) และวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) และ Response Surface 
Methodology (RSM) พบวา P. pentosaceus SW4-3 ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ได 15.2 กรัม/ลิตร 
ซึ่งไมตางจากเมื่อใชสูตรอาหาร MRS เดิม โดยสูตรอาหาร MF-medium ประกอบดวยกากน้ําตาล 48.9 
กรัม/ลิตร, fish hydrolysate 40.0 กรัม/ลิตร, yeast extract 1.6 กรัม/ลิตร, beef extract 3.8 กรัม/ลิตร, 
K2HPO4 2 กรัม/ลิตร, CH3COONa 5 กรัม/ลิตร, (NH4)2C6H6O7 2 กรัม/ลิตร, MgSO4.7H2O 0.2 กรัม/ลิตร, 
MnSO4.7H2O 0.05 กรัม/ลิตร และ Tween 80 ในปริมาณ 1 มิลลิลิตร/ลิตร ซึ่งทําใหสามารถลดตนทุนดาน
อาหารลงไดรอยละ 72 เมื่อเทียบกับสูตรอาหาร MRS จากการหมักแบบกะโดยใชอาหาร MF-medium 
ปริมาตร 1.5 ลิตร ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/
นาที ในสภาวะไรอากาศ พบวา P. pentosaceus SW4-3 มีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) เทากับ 
0.73 ตอช่ัวโมง และมีอัตราการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) (L+ productivity) เทากับ 0.85 กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบตอเนื่องในสภาวะเดียวกัน โดยแปรผันอัตราการเจือจาง 
(dilution rate) ตางๆ กันที่ 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 ตอช่ัวโมง ในอาหาร MF-medium ปริมาตร 1.5 ลิตร 
ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/นาที ในสภาวะไร
อากาศ พบวาที่อัตราการเจือจาง 0.5 ตอช่ัวโมง มีอัตราการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูงสุด
เทากับ 4.2 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และไอโซเมอร D(-) เทากับ 0.3 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และที่อัตราการเจือจาง
เดียวกันนี้ใหอัตราการผลิตกรดแลคติกท้ังหมดเทากับ 4.5 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ซึ่งมีความบริสุทธิ์(purity)ของ
กรดแลคติกไอโซเมอร L(+) รอยละ 93.2 และมีคาการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ตอหนวยของ
สับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับรอยละ 76.9 และมีอัตราการผลิตกรดแลคติก (productivity)ไอโซเมอร L(+) 
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แบบตอเนื่องสูงสุดที่อัตราเจือจาง 0.5 ตอช่ัวโมง เทากับ 4.2 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ซึ่งสูงกวาอัตราการผลิตกรด
แลคติกจากการหมักแบบกะ (0.85 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง) ถึง 5 เทา 
 
คําสําคัญ:  Pediococcus pentosaceus SW4-3 / กรดแลคตกิ / กากน้ําตาล / นํ้าสกัดปลา / พ้ืนผวิ

ผลตอบสนอง / การหมักแบบตอเนื่อง 
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Research Project Study on Media Formulation and Production Processes of L(+) Lactic Acid 

Abstract 

The aim of this study was at producing L(+)-lactic acid from molasses by continuous fermentation. A 
total of 460 isolates of lactic acid bacteria were isolated from various kinds of sample. All isolates were 
tested for L(+)-lactic acid production in MRS broth in which glucose was substituted with molasses and 
incubated at 37°C for 21 h. The isolate SW4-3 that produced the highest L(+)-lactic acid of 15.7 g/l was 
selected and identified as Pediococcus pentosaceus SW4-3 by testing for its physiology, carbohydrate 
fermentation (API test kit) and 16S rDNA sequence analysis. In order to develop a low cost 
fermentation medium, molasses and fish hydrolysate were tested by using the Response Surface 
Methodology (RSM) and Central Composite Design (CCD). The result showed that P. pentosaceus 
SW4-3 produced 15.2 g/l L(+)-lactic acid in the developed MF-medium, which composed of 48.9 g/l 
molasses, 40.0 g/l fish hydrolysate, 1.6 g/l yeast extract, 3.8 g/l beef extract, 2 g/l K2HPO4, 5 g/l 
CH3COONa, 2 g/l (NH4)2C6H6O7, 0.2 g/l MgSO4.7H2O, 0.05 g/l MnSO4.7H2O and 1 ml/l Tween 80. The 
cost of MF-medium was approximately 72% lower than MRS medium. In batch fermentation, P. 
pentosaceus SW4-3 was cultured in a 2 L jar fermenter with a working volume of 1.5 L MF-medium, 
incubated at 37°C, agitation rates 200 rpm for 21 hour. The results showed that the maximum specific 
growth rate (μmax) and productivity of L(+)-lactic acid were 0.73 h-1 and 0.85 g/l/h, respectively. In 
continuous fermentation, P. pentosaceus SW4-3 was cultured in a 2 L jar fermenter with a working 
volume of 1.5 L MF-medium, incubated at 37°C, agitation rates 200 rpm. The dilution rates were varied 
at 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 and 0.6 h-1. From the results, the dilution rate of 0.5 h-1 exhibited the highest L(+)-
lactic acid productivity of 4.2 g/l/h with the productivity of total lactic acid and D(-)-lactic acid as 4.5 
and 0.3 g/l/h, respectively. Yield and purity of L(+)-lactic acid were calculated as 76.9 % and 93.2 %, 
respectively. In comparison, the L(+)-lactic acid productivity of continuous fermentation (4.2 g/l/h) was 
5 times higher than that of batch fermentation (0.85 g/l/h). 
 
Keyword:  Pediococcus pentosaceus SW4-3/ Lactic acid / Molasses / Fish hydrolysate / Central 

Composite Designs (CCD) / Response Surface Methodology (RSM) / Continuous 
fermentation 
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บทที่ 1 บทนํา 

1.1 ท่ีมาและความสําคัญ 

กรดแลคติกเปนกรดอินทรียชนิดหนึ่งท่ีมีการนําไปใชประโยชนไดหลากหลาย โดยมีการนําไปใชอยาง
แพรหลายในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเครื่องหนังและสิ่งทอ ใชในอาหารสัตว 
และการสังเคราะหแลคติกพอลิเมอร (polylactic acid) ซึ่งเปนพลาสติกที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 
(biodegradable plastics) ความตองการของกรดแลคติกทั่วโลกในแตละปสูงถึง 130000 ถึง 150000 
เมตริกตันตอป (Mirasol, 1999) และมีแนวโนมสูงมากขึ้นดวยการตระหนักถึงสภาพแวดลอม 
กรดแลคติกสามารถแบงออกตามโครงสรางไดเปน 2 ประเภท คือกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) โดยมี
การศึกษาพบวากรดแลคติกชนิด D(-) มีความเปนพิษตอมนุษย เนื่องจากรางกายมนุษยจะมีเพียง L(+) 
Lactic dehydrogenase (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) ท่ีจะใชในกระบวนการเผาผลาญอาหาร
ในรางกาย (metabolism) จึงทําใหกรดแลคติกชนิด L(+) มีความสําคัญและเปนท่ีตองการมากกวา
โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหารและยา และในการสังเคราะหแลคติกพอลิเมอรก็ยังตองการกรดแลคติก
ที่บริสุทธิ์เพ่ือใหพอลิเมอรสังเคราะหมีความแข็งแรง กรดแลคติกสามารถผลิตไดจากทั้งการสังเคราะห
จากปฏิกิริยาเคมี และจากกระบวนการหมักของเชื้อจลุินทรีย การสังเคราะหทางเคมีน้ันจะไดกรดแลคติกช
นิด DL ผสมกันอยางไมแนนอน แตกรดแลคติกท่ีไดการหมักจะมีความจําเพาะมากกวา โดยแบคทีเรียแล
คติกจะสามารถผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) หรือ D(-) อยางใดอยางหนึ่งหรือผสมกัน ข้ึนอยูกับสายพันธุอีก
ทั้งแบคทีเรียแลคติก จัดเปนกลุมจุลินทรียที่ปลอดภัย (Generally Recognized As Safe; GRAS) มีการ
นํามาใชประโยชนในการถนอมอาหารมานานนับศตวรรษ และผลิตภัณฑอาหารหมักชนิดตางๆ ชนิด เชน 
ผักและผลไมดอง เนื้อสัตวหมัก เปนตน ดังนั้นกรดแลคติกที่มาจากการหมักของแบคทีเรียแลคติกจึง
ปลอดภัยในการนํามาใชงานดานตางๆ  
แบคทีเรียแลคติกท่ีใชในการผลิตกรดมีความตองการสารอาหารที่ซับซอน โดยสูตรอาหารที่นิยมใชใน
การเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกในปจจุบันคือสูตรอาหาร MRS ซึ่งอุดมดวยสารอาหารหลากหลาย (De Man et 
al., 1960) แตสูตรอาหาร MRS ประกอบดวยสารหลายชนิดที่มีราคาสูง เชน น้ําตาลกลูโคส peptone, beef 
extract และ yeast extract จึงไมเหมาะแกการผลิตในระดับอุตสาหกรรม การหาแหลงอาหารราคาถูกอ่ืนๆ 
เชน วัสดุของเหลือจากอุตสาหกรรมการเกษตรมาทดแทนจะสามารถลดตนทุนการผลิตลงได เพราะ
ตนทุนหลักของการผลิตกรดแลคติกคือวัตถุดิบที่ใชหมัก นอกจากนี้กรดแลคติกเปน growth associate 
product กรดที่เพ่ิมมากขึ้นจะไปจํากัดการเจริญและการสรางกรด (product inhibition) ในที่สุด ซ่ึงระดับ
ความเขมขนที่มีผลยับยั้งจะแตกตางกันออกไปในแตละสายพันธุ ดังนั้นการควบคุมกระบวนการหมักอาจ
ชวยยืดระยะของการเจริญและใหผลผลิตไดยาวนานขึ้น   งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อที่จะศึกษาการผลิต
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กรดแลคติกและมุงไปที่การเพิ่มปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) เริ่มดวยการคัดแยกและคัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไดสูง และลดตนทุนการผลิตโดยการพัฒนาสูตรอาหาร
โดยใชกากน้ําตาลซึ่งเปนของเหลือจากอุตสาหกรรมการเกษตรที่มีราคาถูก รวมท้ังศึกษากระบวนการหมัก
กรดแลคติกแบบตอเนื่องเพื่อลดปญหาการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียของวัตถุดิบและจากการสะสม
ของกรดแลคติก   
 
1.2 วัตถุประสงค 

1. เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกสายพันธุท่ีสรางกรดแลคติกชนิด (L+) ไอโซเมอรไดปริมาณสูง  
2. เพื่อพัฒนาสูตรอาหารสําหรับการผลิตกรดแลคติก โดยใชกากน้ําตาลซึ่งเปนวัตถุดิบหรือของเหลือจาก

อุตสาหกรรมการเกษตร 
3. ศึกษากระบวนการหมักแบบตอเนื่องเพ่ือเพิ่มผลผลิตกรดแลคติกชนิด (L+) ไอโซเมอร และลดการเกิด 

Product inhibition 
 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1. คัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกสายพันธุที่สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอรไดสูง 
2. ศึกษาหาสูตรอาหารที่มีราคาถูกสําหรับผลิตกรดแลคติกโดยใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนและ

ศึกษาหาแหลงไนโตรเจนราคาถูกที่เปนของเหลือจากอุตสาหกรรมการเกษตร 
3. ศึกษาการหมักกรดแลคติกดวยกระบวนการแบบตอเนื่อง 
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บทที่ 2 ตรวจเอกสาร 

2.1 กรดแลคติก 

กรดแลคติกจัดเปนกรดอินทรียประเภท hydroxy acid มีช่ือเรียกตามสูตรโครงสรางวา 2- 
hydroxypropanoic acid หรือ 2-hydroxypropionic acid และมี optical active isomeric form อยู 2 แบบ คือ 
D (dextrorotatory) และ L(levorotatory) form (รูปที่ 2.1)  พบไดทั่วไปในธรรมชาติ ในเซลลของสิ่งมีชีวิต
ชนิดตางๆและรวมทั้งจุลินทรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแลคติก โดยถูกคนพบครั้งแรกในนมเปรี้ยวโดยชาว
สวีเดน ช่ือ Carl Wilhelm Scheele ในป 1780 กรดแลคติก ไมมีกลิ่น ไมระเหย มีความปลอดภัย (GRAS, 
Generally Recognized As Safe)  (Datta et al., 1995) กรดแลคติกมีอยู 2 ประเภท เมื่อแบงตามโครงสราง 
optically stereo-isomers คือ L(+) และ D(-) (รูปที่ 2.1) ซึ่งกรดแลคติก ชนิด D(-) นั้นจะมีความเปนพิษตอ
มนุษย      เนื่องจากในรางกายมนุษยจะมีเพยีง L(+)-lactic acid dehydrogenase  ในการเมตาบอไลทกรดแล
คติก (Akerberg et al., 1998; Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) กรดแลคติกชนิด L(+) จึงมี
ความสําคัญและใชประโยชนไดกวางกวาโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร  

กรดแลคติกละลายน้ําไดดี แตไม volatile คือ กรดที่มีความบริสุทธิ์สูงจะเกิดเปนผลึก monoclinic crystals 
ที่ไมมีสี และอาจจะอยูในรูปของ cylic dimer ท่ีเรียกวา lactide หรือ linear polymers ได สูตรโครงสราง
ทั่วไปเปน H[OCH(CH3)CO]n OH และในสารละลายที่มีกรดแลคติกตั้งแต 20% หรือมากกวาจะเกิด self-
esterification เพราะมีหมูของ hydroxyl และ carbonyl group อยูดวยกัน นอกจากนี้กรดแลคติกยังสามารถ
ที่จะทําปฏิกิริยากับกรดอินทรียอ่ืนๆ (organic acid) และ organic alcohol ไดและอาจจะตกตะกอนไดใน
ปฏิกิริยาเคมีหลากหลายชนิด (Holten et al., 1971)       คุณสมบัติทางกายภาพของกรดแลคติกดังแสดงใน
ตารางที่ 2.1 

 

 
รูปท่ี 2. 1 Optical active isomeric form ของกรดแลคตกิ (Holten et al., 1971) 
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ตารางที่ 2. 1 คุณสมบัติทางกายภาพของกรดแลคติก  

Properties 
Molecular formula C3H6O3 
Molecular weight 90.08 g.mol-1 
Melting point D(-) or L(+) 52.8-54 °C 
Melting point DL 16.8-33 °C 
Boiling point 82 °C at 0.5 mmHg 

122 °C at 14 mmHg 
Acidity (pKa) 3.86 
Heat of combustion (∆ Hc) 1361 kJ.mol-1 
Specific Heat (Cp at 20 °C) 190 J.mol-1.°C-1 
ท่ีมา: Holten et al. (1971) 

การผลิตกรดแลคติกในชวงทศวรรษ 1960 นิยมชนิดที่ทนตอความรอนโดยใชกระบวนการผลิตโดย
วิธีการสังเคราะหทางเคมี (chemical synthesis) ไดเปน heat stable lactic acid ท้ังนี้เพื่อจะนําเอาไปเปนสาร
ตั้งตนในการผลิต stearoyl-2-lactylates ท่ีใชในอุตสาหกรรมผลิตขนมปง (baking industry) ตอมาในชวง
ทศวรรษ 1980 การผลิตกรดแลคติกในระดับอุตสาหกรรมไดเปลี่ยนมาเปน การใชกระบวนการหมัก 
(fermentation process) ของจุลินทรีย และประมาณ 50% ของกรดแลคติกท่ีผลิตไดใชในอุตสาหกรรม
อาหาร กรดแลคติกเปนสารประกอบอินทรียที่สามารถอยูรวมกันเปนของผสมที่เรียกวา racemic mixture 
ที่ประกอบดวย D(-)-lactic acid, L(+)-lactic acid, DL-lactic acid   ซึ่งในการผลิตกรดแลคติกโดย
กระบวนการหมักนั้นสามารถกําหนด isomeric form แบบใดแบบหนึ่งโดยเฉพาะไดเนื่องจากการเปลี่ยน 
isomeric form เปนเรื่องที่เกี่ยวของกับเอนไซม stereospecific lactate dehydrogenase ที่จะเปลี่ยนกรดแล
คติกที่ไดไปเปน isomeric form แบบใดแบบหนึ่งโดยเฉพาะ ซึ่งสามารถที่จะคัดเลือกไดตามสายพันธุของ
แบคทีเรียแลคติกที่จะนํามาใช 

ประโยชนของกรดแลคตกิ 

กรดแลคติกเปนกรดที่ประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆ อยางแพรหลาย เชน ในอุตสาหกรรมอาหาร ใช
ผสมในเครื่องดื่ม ใชเปนสารชําระลางและลดปริมาณจุลินทรียในภาชนะบรรจุอาหาร และใชเปนสาร
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียในอาหารชนิดตางๆ (Datta et al., 1993; Litchfield, 1996) ในอุตสาหกรรมยา
และอุตสาหกรรมเครื่องสําอางค กรดแลคติกถูกใชเปนสารเพิ่มความชื้น และสารประกอบเอทิลแลคเตต 
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(ethyl lactate) ใชเปนสวนผสมในยาตานสิว และเปนสวนผสมในเครื่องสําอางอื่นๆ และอุตสาหกรรมเคมี
อ่ืนๆ จากการที่กรดแลคติกมีประโยชนหลากหลาย ที่ผานมาปริมาณความตองการกรดแลคติกท่ัวท้ังโลก
สูงถึง 130,000 - 150,000 เมติกตันตอป (Mirasol, 1999) และความตองการมีแนวโนมเพิ่มมากขึ้นถึงรอย
ละ 5-8 ตอป เพราะสามารถประยุกตใชในอุตสาหกรรมตางๆไดหลากหลาย (Wee et al., 2006) ไดแก 

ประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร  กรดแลคติคสามารถใชถนอมอาหาร (food preservation) ใชเปนสวน
ผสม (food ingredient) ในอุตสาหกรรมผลิตผักดองและ ผลไมดองกระปอง และใชในอุตสาหกรรมผลิต
soft drink, Jam และ Jelly กรดแลคติกยังสามารถนํามาสังเคราะหเปน stearoyl-2-lactylates ซึ่งเปนสารที่
ใชในการทําเบเกอรี่โดยใชเปน dough conditioner ท่ีทําใหแปงทําขนมปงทนตอแรงกวนในการผสมไดดี 
นอกจากนั้น calcium stearoyl-2-lactylate (CSL) ยังใชเปน softener ในการทําขนมปงและขนมอบกรอบ
ชนิดตางๆ หรือใชเปนสารลดแรงตึงผิว (Emulsifier) เปนตน 

ประโยชนทางการแพทย   สามารถใชกรดแลคติกในอุตสาหกรรมการผลิตยา (pharmaceutical industry) 
สามารถสังเคราะหเปน poly (lactic acid) เปน biodegradable plastic ใชทําไหมผาตัดชนิดที่ละลาย หรือใช
เปน biodegradable implant สําหรับการแตกหักราว (fractures) ของกระดูก calcium lactate trihydrate ใช
เปน blood coagulant ในผูปวยท่ีเลือดไหลไมหยุดและเปนสารหามเลือดในขณะผาตัดในชองปากและฟน 
ethyl lactate ในการผลิตยาแกอักเสบ (anti-inflammatory drug) นอกจากนี้ยังใชในการผลิตเครื่องสําอางค 
(cosmetics industries) เพื่อประโยชนตางๆ อีกดวย 

ประโยชนทางการเกษตรกรรม  กรดแลคติคสามารถสังเคราะหเปน isopropyl lactate เปนสารที่ใชใน
อุตสาหกรรมผลิตยาฆาแมลง (insecticides) และ ยาปราบวัชพืช (herbicides) และ calcium lactate 
pentahydrate เปนสารทําใหมันฝรั่ง ผักและผลไมแข็งไมนิ่ม ทําใหยืดเวลาการสุกเนาของพืชผลเหลานี้
หลังเก็บเกี่ยว   

ประโยชนของพลาสติกชีวภาพ ปจจุบันนิยมใชกรดแลคติกเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห poly-lactic 
เชน ผลิตเปนตัวหนีบแผล ไหมละลาย และเรซินกระดูกเทียม และใชเปนภาชนะบรรจุภัณฑตางๆ เชน ถุง
ใสของ กระถางตนไม ผาออม 
 
2.2 แบคทีเรียแลคติก 

แบคทีเรียแลคติกคือกลุมของแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกไดเปนสวนใหญในกระบวนการเมแทบอไลท
คารโบไฮเดรต ลักษณะโดยทั่วไปคือ เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร และไมสรางเอนไซมคะ
ตะเลส เจริญไดคอนขางชาเนื่องจากสามารถผลิตพลังงานไดเพียงเล็กนอยจากการเมตะบอไลต
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คารโบไฮเดรต และเปนแบคทีเรียที่ตองการสารอาหารที่ซับซอน มีหลายสายพันธุที่ตองการกรดอะมิโน
และวิตามินหลายชนิด โคโลนีจึงมีขนาดเล็กประมาณ 2-3 มิลลิเมตร เจริญไดดีในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
แตสามารถทนและเจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจนไดเชนกัน (Axelsson, 1998) แบคทีเรียแลคติกเปนที่
รูจักแพรหลายในการถนอมอาหาร เพราะจะทําใหคา pH ของอาหารลดลงมากจนสามารถยับยั้งการเจริญ
ของจุลินทรียอ่ืนๆ ที่เปนสาเหตุของอาหารเนาเสียหรือกอโรคในคนได 

แบคทีเรียแลคติกสามารถแบงแยกกลุมไดตามกระบวนการเมตาบอลิซึม (pathway) ของการยอยสลาย
น้ําตาลและการสรางผลิตภัณฑตางๆ เชน กรดแลคติก กรดอะซิติก แอลกอฮอล กาซคารบอนไดออกไซด 
และสารอื่นๆ รูปแบบหรือเสนทางการยอยสลายน้ําตาลจะแตกตางกันออกไปตามสายพันธุของแบคทีเรีย
โดยแบงไดเปน 2 กลุมคือ 

Homofermentative เปนกลุมแบคทีเรียแลคติกท่ียอยสลายน้ําตาลใหเปนกรดแลคติกไดเปนสวนใหญ
ประมาณรอยละ 85-95 และมีสารอ่ืนปะปนอยูเล็กนอย นํ้าตาลจะถูกยอยสลายเสนทาง Embden-Meyerhof 
Parnas pathway (EMP) หรือ Glycolysis pathway (รูปที่ 2.2) (Reddy et al., 2008) ซึ่งแบคทีเรียแลคติกใน
กลุม homofermentative น้ีไดแก Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus casei, 
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus, Streptococcus faecalis และ Pediococcus cerevisiae 
เปนตน 

Heterofermentative เปนกลุมของแบคทีเรียแลคติกที่ยอยสลายน้ําตาลไดกรดแลคติกประมาณรอยละ 50 
ของผลิตภัณฑทั้งหมด และสารอื่นๆ อีกประมาณรอยละ 50 ประกอบดวยกรดอะซิติก หรือเอทานอลรอย
ละ 20-25 และคารบอนไดออกไซดรอยละ 20-25 ซึ่งแบคทีเรียในกลุมนี้จะยอยสลายน้ําตาลโดยใชเสนทาง 
6-phosphogluconate/phosphoketolase pathway (6-PG/PK) (รปูที่ 2.2) (Reddy et al., 2008) ในการเปลี่ยน
กลูโคส 1 โมเลกุล เปน 1 โมลของกรดแลคติก เอทานอล หรือกาซคารบอนไดออกไซด และได ATP 1 
โมเลกุลตอ 1 กลูโคส ตัวอยางของแบคทีเรียแลคติกที่มีวิธีการหมักแบบนี้ ไดแก กลุม Lactobacillus 
บางสปชีส และ Leuconostoc เปนตน 
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รูปท่ี 2. 2 วัฏรจักร Embden-Meyerhof Parnas pathway (EMP) หรือ Glycolysis (Reddy et al., 2008) 

 

2.2.1 การจัดกลุมของแบคทีเรียแลคติก 

2.2.1.1 การจําแนกแบคทีเรียแลคติกในระดับจีนัส 

การจัดจําแนกแบคทีเรียแลคติกในระดับจีนัส อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี เชน รูปราง 
ลักษณะการจัดเรียงตัว การหมักน้ําตาลกลูโคส (Glucose fermentation) มี 2 แบบคือ homofermentative 
และ heterofermentative จากการสรางกาซคารบอนไดออกไซด และการเจริญท่ีอุณหภูมิ 10 และ 45 องศา
เซลเซียส ความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีเกลือเขมขนรอยละ 6 และ 18 และการเจริญท่ีระดับ pH 
4.2 และ 8.5 โดยปจจุบันสามารถจําแนกแบคทีเรียแลคติกไดเปน 12 สกุล ดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2. 2 การจัดจําแนกแบคทีเรียแลคตกิในระดับจนีสั 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

กลุมของแบคทีเรียแลคติกในระดับจีนัส (Genus)  

Lactobacillus เปนแบคทีเรียรูปแทง ไมสรางสปอร ติดสีแกรมบวกแตจะเปลี่ยนเปนแกรมลบเมื่อมีอายุ
มากขึ้น หรือมีกรดมากขึ้น ไมสรางเอนไซมคะตะเลส มีลักษณะเดนคือตองการออกซิเจนในการเจริญ
เพียงเล็กนอย (microaerophile) อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญจะอยูในชวง 30 - 40 องศาเซลเซียส เชื้อ
กลุมนี้ทนกรดและเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรดคือที่ระดับ pH 5.5 - 5.8 หรือต่ํากวา 

Carnobacterium เปนแบคทีเรียรูปแทง ติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนไซมคะตะเลส เปนสายพันธุท่ีมีการ
หมักน้ําตาลแบบ heterofermentative สวนใหญไมเจริญที่อุญหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บางสายพันธุสราง
แกสจากการหมักน้ําตาลกลูโคส เดิมจัดอยูในกลุม Lactobacillus แตภายหลังถูกแยกออกมาเนื่องจาก
แตกตางตรงที่ไมสามารถเจริญไดบนอาหารแอซิเตท (acetate medium) และไมสามารถสังเคราะหกรด
โอเลอิก (oleic acid) ได 

Lactococcus เปนแบคทีเรียท่ีแยกออกมาจากแบคทีเรียในสกุล Streptococcus รูปกลมหรือไข อยูเปนเซลล
เดี่ยวหรือเปนคู หรืออาจตอกันเปนสายยาว ติดสีแกรมบวก ไมมีแคปซูล และเคลื่อนที่ไมได เปนแบคทีเรีย
ที่ตองการอาหารที่อุดมสมบูรณ เติบโตไดดีท่ีอุณหภูมิ 10 - 30 องศาเซลเซียส แตไมสามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส โดยเชื้อในกลุม Lactococcus lactis นั้นมีความสําคัญอยางมากกับเศรษฐกิจ จึง
ไดมีการศึกษาอยางกวางขวางในคุณสมบัติทั้งทางชีวเคมี ทางสรีรวิทยา และผลกระทบที่มีตออาหาร เปน
สายพันธุท่ีมีความสําคัญและไดถูกนํามาใชประโยชนอยางกวางขวาง 

Streptococcus เชื้อกลุมนี้มีรูปรางกลมหรือรูปไข ขนาดเสนผานศูนยกลางนอยกวา 2 ไมโครเมตร มักเรียง
ตัวเปนคูหรือเปนสายเมื่อเจริญในอาหารเหลว ติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนโดสปอร โดยปกติไมเคลื่อนที่ 
สวนใหญเปนพวก facultative anaerobe 

Enterococcus เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะคอนขางรีอยูเปนคูหรือสายสั้นๆ ไมสรางเอนไซมคะ
ตะเลส เจริญไดที่อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส หรือในสารละลายเกลือเขมขนรอยละ 6.5 และใน
น้ําดี (bile) เขมขนรอยละ 40 เจริญไดที่ pH 9.6 มีความสามารถทนความรอนไดที่ 60 องศาเซลเซียส 
แบคทีเรีย Enterococcus นั้นสรางกรดแลคติกชนิด L(+) จากน้ําตาลกลูโคสดวยกระบวนการหมักแบบ 
homofermentative 

Bifidobacterium เปนแบคทีเรียที่มีรูปรางเปนแทง ไมสรางสปอร ติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนไซม คะ
ตะเลส ตองการออกซิเจนในปริมาณต่ําในการเจริญ (microaerophile) สามารถในการทนกรดไดและเจริญ
ไดดีในสภาวะที่เปนกรด 
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Leuconostoc เปนแบคทีเรียรูปกลม รูปรี ติดสีแกรมบวก ไมสรางเอนไซมคะตะเลส ไมเคลื่อนที่ และไม
สรางสปอร เปนพวก facultative anaerobe อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญคือ 20-30 องศาเซลเซียส เม่ือ
เจริญในอาหารเเข็งโคโลนีมีขนาดเล็กมาก   โดยมากมักมีเสนผานศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร ตองการ
กรดอะมิโนและสารเรงการเจริญ มีคุณสมบัติในการสราง D(-)-lactic acid จากกลูโคสซึ่งจะตรงขามกับ 
Lactococcus ท่ีสราง L(+)-lactic acid และ Lactobacillus ที่สราง D(-),L(+)-lactic acid  

Weissella เปนแบคทีเรียรูปรางกลมที่แยกกลุมออกมาจาก Leuconostoc paramesenteroides มีลักษณะ
คลายกับแบคทีเรียสกุล Leuconostoc จากรายงานของ Tanasupawat et al. (2000) ไดแยกเชื้อ Weissella 
thailandendensis จากปลาราและปลาจอม โดยสรางกรดแลคติกชนดิ D(-) ไอโซเมอร 

Oenococcus เปนแบคทีเรียที่แยกออกมาจากกลุม Leuconostoc ติดสีแกรมบวก รูปรางกลมหรือรี ไมสราง
เอนไซมคะตะเลส ไมเคลื่อนที่ และไมสรางสปอร    มีความสามารถในการเปลี่ยนกรดมาลิคใหเปนกรด
แลคติกได 

Vagococcus ติดสีแกรมบวก รูปรางกลม รูปไขหรือแทงสั้น อยูเปนเซลลเดี่ยวหรือสายสั้นๆ ไมสราง
สปอร เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาที่อยูรอบเซลล ไมสรางคะตะเลส เจริญไดท้ังในที่มีและไมมีอากาศ 
ที่เจริญไดที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในอาหารที่มีเกลือเขมขน
รอยละ 4 แตไมเจริญในอาหารที่มีเกลือเขมขนรอยละ 6.5 

Tetragenococcus เปนจีนัสที่เปลี่ยนมาจาก Pediococcus halophilus ลักษณะสวนใหญจึงเหมือนกัน 
Tetragenococcus เปนเชื้อที่มีรูปรางทรงกลม เรียงตัวเปนส่ีเซลล (tetrad formation) มีลักษณะพิเศษ คือ 
สามารถเจริญไดในอาหารที่มีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) สูงถึงรอยละ 18 

Pediococcus ติดสีแกรมบวก รูปรางกลม ขนาดประมาณ 0.36-1.43 ไมครอน อยูเปนสี่เซลลติดกันหรือ
เปนคู เนื่องจากมีการแบงตัวสองระนาบ โคโลนีมีเสนผานศูนยกลาง 1-3 มิลลิเมตร ไมสรางคะตะเลส ไม
เคลื่อนท่ีและไมสรางสปอร มีความทนเกลือสูง อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญอยูท่ีร 25-40 องศา
เซลเซียส เปนพวก chemoorganotrophs เจริญไดดีในสภาวะอาหารที่สมบูรณตองการกรดอะมิโนและสาร
เรงการเจริญ 

2.2.1.2.การจําแนกแบคทีเรียแลคติกในระดับสปชีส 

การจัดจําแนกแบคทีเรียแลคติกในระดับสปชีสนั้นสามารถทําไดจากความสัมพันธของ DNA โดยการใช 
16s RNA มาชวยในการจําแนกทําใหสามารถนํามาใชในการเขียนสายวิวัฒนาการเพื่อจัดกลุมได 
นอกจากนี้ยังสามารถจัดจําแนกไดโดยอาศัยความสามารถในการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ อีกดวย  
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2.2.2 ปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของแบคทีเรียแลคติก 

2.2.2.1 แหลงสารอาหาร 

แบคทีเรียแลคติกแตละสายพันธุมีสรีรวิทยาตางกันไป ในการคัดแยกเชื้อจึงขึ้นอยูกับความตองการวาจะ
ตองการแยกเชื้อแบคทีเรียแลคติกท่ีมีคุณสมบัติอยางไร ตัวอยางตางๆมีเชื้อจุลินทรียหลายชนิดรวมอยู
ดวยกัน แตอาจแยกแบคทีเรียแลคติกออกมาไดจากคุณสมบัตการสรางกรด หรือใชคุณสมบัติในดานการ
ทนกรดที่แตกตางกันในการแยกกลุมของแบคทีเรียแลคติก เชน การแยก Lactobacillus และ Pediococcus 
ออกจาก Leuconostoc อาจใชอาหารที่มี pH ต่ํากวา 4.5 เนื่องจาก Lactobacillus และ Pediococcus สามารถ
เจริญไดในสภาวะ pH ต่ํากวา 4.5 แต Leuconostoc ไมสามารถเจรญิได เปนตน (Carr et al., 2002) 

อาหารที่ใชเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกโดยทั่วไป ไดแก MRS (De Man Rogosa Sharpe medium) (De Man 
et al.,1960) , APT (All purpose medium with tween 80) และ LBS (Rogasa medium) และอาหารอีกหลาย
ชนิด แตอาหาร MRS medium เปนอาหารที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกมากที่สุด (Schwab et 
al., 1984) เนื่องจากเปนอาหารที่มีสารอาหารและแรธาตุ ท่ีจะสนับสนุนความตองการและจําเปนของเชื้อ
แบคทีเรียแลคติก อาหาร MRS จึงเปนอาหารพื้นฐานสําหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกโดยทั่วไป และใช
ในการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ เชน อุณหภูมิ คาความเปน กรด-ดาง และการทดสอบ
คุณสมบัติตางๆ ทางชีวเคมีอีกดวย 

แบคทีเรียแลคติกตองการสารอาหารที่ซับซอน และอาหาร MRS ที่นิยมใชเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกมีราคา
คอนขางสูง เนื่องจากมีสารอาหารหลายชนิด บางชนิดมีราคาสูง หากนําไปใชในอุตสาหกรรมอาจไม
คุมคา การพิจารณาสูตรอาหารที่ใชวัตถุดิบท่ีมีราคาถูกนั้น ควรเปนวัตถุดิบที่มีราคาถูก มีคุณภาพสม่ําเสมอ 
หาไดงายตลอดป สามารถใชสังเคราะหผลิตภัณฑที่ตองการไดมากและไมยุงยากในการเก็บเกี่ยวผลผลิต 
(Stanbury and Whitaker, 1984) นอกจากนี้วัตถุดิบสวนใหญที่ไดจากของเหลือทิ้งจากโรงงาน
อุตสาหกรรมแมจะมีปริมาณมากแตหากไมมีการปรับปริมาณสารอาหารใหเพียงพอก็จะไมเหมาะสมที่จะ
ใชเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งตองการสารอาหาร เชน แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และแรธาตุ
ตางๆใหเพียงพอตอการเจริญเติบโต 

แหลงคารบอน 

แหลงคารบอนเปนแหลงพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรียแลคติก เนื่องจากกระบวนการสรางพลังงานของ
แบคทีเรียแลคติกสวนใหญจะอยูในวิถี Glycolysis (Embden-Meyerhof-Parnas pathway) ซึ่งเปลี่ยน
คารโบไฮเดรตไดเปนกรดแลคติกเปนสวนใหญ (Axelsson, 1998) โดยปกติแหลงคารบอนของแบคทีเรีย
แลตติกสวนใหญจะเปนน้ําตาลกลูโคสและน้ําตาลเฮกโซส (hexose) อ่ืนๆ เชน แมนโนส    กาแลคโตส 
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และฟรุกโตส เปนตน วัตถุดิบจําพวกเซลลูโลส (cellulosic Materials) ซ่ึงไดแก วัสดุเหลือทิ้งทาง
การเกษตร ตางๆ อาทิ ซังขาวโพด (corn cob) เปลือกเมล็ดฝาย (cotton seed hulls) ฟางหญา (straw)        เป
นตน ซึ่งในการใชตองมีข้ันตอนการแปรรูปสารประกอบเซลลูโลส ใหเปนํ้าตาลกลูโคส โดยใชเอนไซม 
cellulasess หรือใชจุลินทรียท่ีผลิต cellulase นอกจากน้ําท้ิงจากโรงงานผลิตเยื่อกระดาษ ท่ีเรียกวา spent 
sulfite liquor หรือ sulfite waste liquor มีน้ําตาล pentose ท่ีไดมาจากสารประกอบ hemicellulose จากเซลล
ของเนื้อไมที่นําเอามาทําเยื่อกระดาษ ซึ่งสามารถนํามาใชเพาะเลี้ยงแลคติกแบคทีเรียหลายสายพันธุ เชน 
Lactobacillus pentosen และผลิตกรดแลคติกได แตมีปญหาในขั้นตอนการทําการเก็บเกี่ยวผลผลิต
เนื่องจากมีสารประกอบลิกนิน (lignin) อยูมากในนํ้าท้ิงชนิดนี้ จึงทําใหมี Residual lignin ปะปนมากับ
กรดแลคติก (Datta et al., 1995; Marques et al., 2008) แบคทีเรียแลคติกบางสายพันธุสามารถใชแปง 
(starch) ไดเชนกัน  Altaf และคณะ (2007) ไดใช red lentil และ baker’s yeast cell ทดแทน peptone และ 
yeast extract ในการหมักกรดแลคติกสายพันธุ Lactobacillus amylophilus GV6 ซึ่งมีความสามารถในการ
เปลี่ยนแปงเปนกรดแลคติกไดโดยตรง เขาพบวา baker’s yeast cell รอยละ 1, และ red lentil รอยละ 0.8 
ใหผลิตกรดแลคติกมากกวา 13 กรัม/ลิตร และใหผลผลิตกรดแลคติกสูงสุดที่ 13.5 กรัม จากแปง 15.2 กรัม 
โดยเรียกแบคทีเรียแลคติกสายพันธุท่ีสามารถสรางเอนไซมอะไมเลส ( -amylase) ในการยอยแปงไดวา 
Amylolytic lactic acid bacteria ซึ่งสวนใหญเปนแบคทีเรียแลคติกสายพันธุ Lactobacillus และ 
Lactococcus บางสายพันธุ พบไดในอาหารที่มีแปงเปนองคประกอบหลัก (Sanni et al., 2002) เชน 
Lactobacillus plantarum ที่แยกไดจาก fufu ผลิตภัณฑแปงมันสําปะหลังในแอฟฟริกา (Nwankwo et al., 
1989) Lactococcus lactis ที่แยกไดจากแปงขาวไรด (Petrov et al., 2008) และจากผลิตภัณฑแปงอ่ืนๆ เชน 
ขาวโพด มันฝรั่ง ขาวสาลี (Nakamura, 1981; Chatterjee et al., 1997) ในกระบวนการหมักกรดแลคติกใน
ระดับอุตสาหกรรม หากสามารถใชวัตถุดิบทางการเกษตรที่มีราคาถูก จะลดตนทุนการผลิตลงไดมาก 

กากน้ําตาล (Molassses) 

กากน้ําตาลถือเปนแหลงคารบอนที่มีราคาถูก ลักษณะเปนของเหลวที่มีลักษณะขนเหนียวสีน้ําตาลดํา เปน
ผลิตผลพลอยได (by product) จากอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล ซึ่งกรรมวิธีการผลิตน้ําตาลทรายจากออย
นั้น เริ่มจากการนําออยเขาหีบจนไดน้ําออย หลังจากกรองเอากากออก น้ําออยท่ีไดจึงนําไปเคี่ยว จนผลึก
ของน้ําตาลทรายตกตะกอนออกมา หลังจากแยกผลึกน้ําตาลทรายออกดวยหมอปน (centrifuge) จะได
กากน้ําตาล ผลพลอยไดที่สําคัญจาก การการบวนการผลิตน้ําตาลทรายดวยวิธีน้ีไดแก กากน้ําตาล ขี้
ตะกอน (filter cake) และกากออย (bagasses) ซ่ึงผลพลอยเหลานี้มีถึงประมาณ รอยละ4- 6 ของปริมาณ
ออยท่ีใชผลิต ประเทศไทยมีโรงงานผลิตน้ําตาลทรายถึง 46 โรง กากน้ําตาลจึงหาไดงายภายในประเทศ 
จากรายงานการผลิตน้ําตาลทราย พบวามีปริมาณการผลิตกากน้ําตาลทั่วประเทศป 2552/53 มีมากถึง 
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2,977,622.59 ตัน และในป 2553/54 เพิ่มขึ้นเปน 4,235,015.21 ตัน (สํานักงานคณะกรรมการออยและ
น้ําตาลทราย, http://ocsb.go.th/th/cms/index.php?SystemModuleKey=production)  

ปจจุบันมีการนํากากน้ําตาลไปใชประโยชนมากขึ้นโดยเฉพาะอยางยิ่งในอุตสาหกรรมการผลิตแอลกอ
ฮอล เนื่องจากเปนแหลงคารบบอนที่มีราคาถูก (7-8 บาท/กิโลกรัม) กากน้ําตาลที่เหลือจากกระบวนการ
ผลิตน้ําตาลจากออย ยังคงมีปริมาณน้ําตาลหลงเหลืออยูมากประมาณรอยละ 50 ซึ่งประกอบดวยน้ําตาล
ซูโครสเปนสวนใหญ (30-45%) มีน้ําตาลกลูโคส (5-11%) ฟรุคโตส (6-15%) และมีปริมาณไนโตรเจน
เหลืออยูเล็กนอยประมาณรอยละ 0.4-1.5 (Stoppok et al., 1996) นอกจากนี้ยังมีโลหะหนัก (iron, zinc, 
cooper, manganese, magnesium) ซึ่งเปนขอดอยของการใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตกรดแลคติก
เพราะโลหะหนักเหลานี้เปนพิษ สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย (Monteagudo et al., 1997) รายงาน
การวิจัยหลายชิ้นที่มีการลดความเปนพิษของกากน้ําตาลกอนนําไปเลี้ยงแบคทีเรีย ซึ่งการลกสารพิษ
สามารถทําไดหลายวิธี เชน cation exchange resin, sulphuric acid, tricalcium phosphate, potassium 
ferricyanide และ EDTA treatment (Kotzamanidis et al., 2002; Roukas, 1998) เปนตน แตการบําบัดก็จะ
เพ่ิมตนทุนเชนกัน  

Payot และคณะ (1999) ไดทดลองหมักกรดแลคติกดวยแบคทีเรีย Bacillus coagulans TB/04 ซึ่งเจริญไดดี
ที่อุณหภูมิสูงประมาณ 50 องศาเซลเซียส ซึ่งชวยลดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืนๆ โดยใชกากน้ําตาลเปน
แหลงคารบอน ปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 120 กรัม/ลิตร พบวาไดปริมาณเซลล 3.1 กรัม/ลิตร ผลิตกรดแลคติก
ได 55 กรัม/ลิตร และมีคา specific production rate เทากับ 6.1 คา specific growth rate เทากับ 0.28 คา 
specific consumption sucrose rate เทากับ 9.5 กรัม/ช่ัวโมง/กรัมของเซลล และผลผลิตกรดแลคติก (yield) 
รอยละ 92 

Göksungur และคณะ (1997) ใชแบคทีเรียสายพันธุ Lactobacillus delbrueckii IFO 3202 หมักกรดแลคติก
จากกากน้ําตาล โดยใชปริมาณน้ําตาลเริ่มตน 78.2 กรัม/ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวาในการ
หมักแบบกะสามารถผลิตกรดแลคติกได 4.83 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และ 11.20 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง จากการหมัก
แบบตอเนื่องที่อัตราเจือจาง (dilution rate.) 0.5 h-1 

แหลงไนโตรเจน  

แหลงไนโตรเจนเปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญอับดับสองรองจากคารบอน แบคทีเรียแลคติกตองการ
แหลงไนโตรเจนในการสรางเซลล การสืบพันธุ และในกระบวนการเมตาบอลิซึมตางๆ ซึ่งแหลงโปรตีนที่
นิยมใชในการเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก ในสูตรอาหารตางๆ คือ สารสกัดจากยีสต (yeast extract) เปปโตน 
(peptone) สารสกัดจากเนื้อ (beef extract) เปนตน นอกจากนี้ยังสามารถใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 
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[(NH4)2SO4] เปนแหลงไนโตรเจนเพิ่มเติมไดอีกดวย แตหากใชเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเพียงอยางเดียว
เปนแหลงไนโตรเจนพบวาแบคทีเรียแลคติกเจริญไดไมดี เนื่องจากแบคทีเรียแลคติกตองการกรดอะมิโน
หลายชนิด รวมทั้งวิตามินและแรธาตุในการเจริญ โดยที่ Calderon และคณะ (2001) ไดทดสอบแหลง
ไนโตรเจนชนิดตางๆ ในการเจริญของแบคทีเรียแลคติก พบวาการใชแหลงไนโตรเจนอินทรีย เชน yeast 
extract, peptone, beef extract และ corn hydrolysate ทําใหแบคทีเรียแลคติกเจริญไดสูงที่สุด แตการใช
แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนชนิดเดียวนั้นจะใหปริมาณการเจริญของแบคทีเรียแลคติกต่ํา
ที่สุด ดังนั้นประสิทธิภาพของการเจริญและการกรดหมักของแบคทีเรียแลคติกนั้น นอกจากจะขึ้นกับ
ปริมาณของไนโตรเจนแลว ยังขึ้นกับชนิดของแหลงไนโตรเจนอีกดวย (Gao et al., 2008; Petrov et al., 
2008) แหลงคารบอนตางๆ โดยทั่วไป มักมีปริมาณไนโตรเจนไมเพียงพอและไมหลากหลายพอแกความ
ตองการของแบคทีเรีย ดังนั้นนอกจากการเลือกใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมแลว ยังจําเปนตองมีปริมาณ
สารอาหารไนโตรเจนใหเพียงพอตอความตองการ    แหลงไนโตรเจนที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย
แลคติกนอกจาก yeast extract, peptone และ beef extract แลวยังมีวัตถุดิบอ่ืนๆ เชน กากถั่วเหลือง (soy 
bean meal) น้ําแชขาวโพด (corn steep liquor) หางนม (whey protein) และ โปรตีนจากเศษเหลือของปลา 
(fish hydrolysate) เปนตน 

กากถ่ัวเหลือง (Soy bean meal) เปนของเหลือจากอุตสาหกรรมการทําน้ํามันถัวเหลืองโดยไดหลังจากหีบ
เอาน้ํามันออกแลวจะเหลือเปนกากถั่วเหลืองปน กากถั่วเหลืองที่ไดยังมีสารอาหารอยูหลายชนิดทั้งโปรตีน 
กรดอะมิโน วิตามินและเกลือแร  

น้ําแชขาวโพด (Corn steep liquor) เปนวัตถุดิบเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมขาวโพด เชน ขาวโพดกระปอง 
ซุปขาวโพด ขนมขบเขี้ยวจากแปงขาวโพด เปนตน ในนํ้าแชขาวโพดจะมีปริมาณกรดอะมิโนคอนขางสูง
และยังมีคารโบไฮเดรตรวมอยูบางเล็กนอย โดย Beatriz และคณะ (2004) ทดลองใช corn steep liquor เปน
แหลงไนโตรเจนในการเจริญของแบคทีเรียแลคติก Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1466 โดย
องคประกอบของสูตรอาหารประกอบดวย glucose 118.20 g/l, molasses 37.27 g/l, corn steep liquor 
42.54 g/l, Tween80 1.52 ml/l และ MnSO4 0.30 g/l หลังการหมักเปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวามีการผลิตกรด
แลคติกได 110 g/l ซึ่งสูงกวาการใชสูตรอาหารที่เติม yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนถึงรอยละ 30.4 

หางนม (Whey) เปนสวนท่ีเหลือจากการแยกโปรตีนนม (curd) ออกจากนม ในกระบวนการผลิตชีส ซึ่งมี
ปริมาณของกรดอะมิโนและน้ําตาลแลคโตสเปนองคประกอบหลักอยูมาก นอกจากนี้ยังมีวิตามินชนิด
ตางๆ หลายชนิด จึงเหมาะสมที่จะใชเปนวัตถุดิบในการเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก ซึ่ง Ha และคณะ (2003) ได
ศึกษาการหมักกรดแลคติกของ Lactobacillus casei KH-1 ในหางนม (whey protein) ในสูตรอาหารมี
กลูโคสรอยละ 2.39 yeast extract รอยละ 1.28 และ corn steep liquor รอยละ 3.5 พบวามีคา yield ของกรด
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แลคติก เทากับ 0.312 กรัม/กรัม ซ่ึงใกลเคียงกับการใชอาหาร MRS ท่ีมีคา yield เทากับ 0.382 กรัม/กรัม 
และอาหารสูตรใหมนี้มีราคาถูกลง 

โปรตีนสกัดจากเศษเหลือของปลา (fish hydrolysate) เปนแหลงโปรตีนท่ีไดจากการสกัดน้ําตมปลาซึ่ง
เปนของเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมปลากระประปอง โดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศไทยมีโรงงานปลา
กระปองทั้งปลาซารดีนและปลาทูนาอยูเปนจํานวนมาก เศษเหลือเหลานี้จะเปนสวนของเครื่องในปลาและ
เศษเหลือสวนตางๆ ซ่ึงผานการยอยดวยความรอนและเอนไซม และระเหยจนเขมขน เรียกวา fish 
hydrolysate ซึ่งมีโปรตีนสูงเหมาะสําหรับใชเปนแหลงไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย Aspmo และ
คณะ (2005) ไดนําโปรตีนสกัดที่ไดจากการนําเครื่องในปลาที่ผานการไฮโดรไลซดวยเอนไซมมาใชเปน
แหลงไนโตรเจนทดแทน yeast extract, peptone และ beef extract ในสูตรอาหาร MRS มาทดลองเลี้ยง 
Lactobacillus พบวาสามารถใชทดแทน yeast extract, peptone และ beef extract    และไดผลผลิตกรดแล
คติกไดดีเทาเทียมกัน 

2.2.2.2 ความเปนกรด-ดาง 

ความเปนกรด-ดาง (pH) เปนปจจัยหนึ่งท่ีมีผลตอการเจริญของจุลินทรีย ซึ่งแมแบคทีเรียแลคติกจะทนกรด
และเจริญไดดีในสภาวะที่เปนกรด ซึ่งสามารถเจริญไดที่ pH ต่ํากวา 4.0 หรือในบางสายพันธุก็สามารถ
เจริญไดที่สภาวะเบสที่ pH 9.6 แตโดยท่ัวไปคา pH ที่เหมาะสมจะอยูในชวง pH 5.5 - 6.0 และเนื่องจาก
แบคทีเรียแลคติกจะชนํ้าตาลและเปลี่ยนใหเปนกรดแลคติก ดังนั้นคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงอยาง
รวดเร็ว ปริมาณกรดที่เพ่ิมขึ้นจะไปจํากัดการเจริญของแบคทีเรียแลคติก (product inhibition) เปนผลให
การสรางกรดเกิดไดชาหรือหยุดลง ซึ่งจะสามารถแกไขไดโดยการควบคุมคา pH โดยใชเบส หรือการใช
แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) เปลี่ยนกรดแลคติกใหเปนเกลือแลคเตต (lactate) หรือการใชกระบวนการ
อ่ืนๆ ในการหมัก เชน การใชกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ (fed-batch) หรือกระบวนการหมักแบบตอเนื่อง 
(continuous fermentation) 

2.2.2.3 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเปนปจจัยท่ีสําคัญตอการทํางานของเอนไซมตางๆ ซึ่งจะมีผลกระทบตอการเจริญของจุลินทรีย จึง
จําเปนตองควบคุมอุณหภูมิใหเหมาะสมกับจุลินทรียสายพันธุน้ันๆ สําหรับแบคทีเรียแลคติกนั้นซึ่ง
สามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 5 - 45 องศาเซลเซียส ซ่ึงจะแตกตางกันไปตามสายพันธุ แตอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตกรดของแบคทีเรียแลคติกแลคติกสวนใหญจะอยูระหวาง 33 - 35 องศา
เซลเซียส (Akerberg et al., 1998)  
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2.2.2.3 ออกซิเจน  

แบคทีเรียแลคติกเปนพวก anaerobic หรือ micro-aerophile ซึ่งเมตะบอไลซสารอาหารดวยกระบวนการ 
fermentation ในสภาวะที่ไมมีหรือมีออกซิเจนเพียงเล็กนอย ดังนั้นในการเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกจึงไม
จําเปนตองใหอากาศ เพียงแตมีการกวนใหอาหารเขากันไดดีตลอดระยะเวลาของการหมักก็เพียงพอ 

  

2.3 การวางแผนการทดลองเชิงสถิติ  

การวางแผนการทดลองเชิงสถิติ (Statistical Design of Experiments) คือ กระบวนการในการวางแผนการ
ทดลองเพื่อใหไดมาซ่ึงขอมูลท่ีเหมาะสมที่ สามารถนําไปใชในการวิเคราะหทางสถิติ ซึ่งทําใหสามารถ
หาขอสรุปท่ีสมเหตุสมผล (Montgomery, 2001) ซึ่งสิ่งสําคัญและจําเปนสําหรับการหมักหรือการทดลองมี 
2 ประการ คือ การออกแบบการทดลองและการวิเคราะหขอมูลเชิงสถิติ ซึ่งศาสตรทั้งสองนี้มีความเกี่ยวข
องกันอยางมาก เนื่องจากวิธีการที่ใชวิเคราะหขอมูลเชิงสถิติน้ันจะขึ้นอยูกับแผนการทดลองที่ใช แบบ
แผนการทดลองที่นิยมไดแก 

2.3.1 วิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (Response Surface Methodology) 

วิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) เปนเทคนิคทางสถิติที่ใชแผนภาพ 
surface plot ที่สรางเปนแผนภาพ 3 มิติ ในการตรวจสอบความสัมพันธ (interaction) ของตัวแปรตางๆที่อยู
ในการทดลอง เพ่ือชวยในการหาผลตอบสนองที่เหมาะสมที่สุด (optimum response) ใหไดเร็วที่สุด ลด
จํานวนการทดลองที่ซ้ําๆ กันลงไป เพ่ือประหยัดทรัพยากรและเวลาที่ใชในการทดลอง โดยเฉพาะใน
สถานการณที่ตัวแปรตน (input variable) หลายๆ ตัวมีผลตอคุณสมบัติบางประการหรือปริมาณของ
ผลผลิตที่ได ซึ่งจะเรียกคุณสมบัติหรือลักษณะบางประการของผลผลิตนี้วาผลตอบสนอง (response) และ
ตัวแปรตนดังกลาวมักจะเรียกวาตัวแปรอิสระ (independent variable) ซึ่งประกอบดวยตัวแปรรวมการ
ทดลองหลายปจจัย การตอบสนองที่เหมาะสมสามารถพิจารณาไดใน 2 ลักษณะ คือ การตอบสนองมาก
ที่สุด (maximum) หรือการตอบสนองที่ต่ําท่ีสุด (minimum) ข้ึนอยูกับการทดลอง ซึ่งการแสดงเรขาคณิตที่
ไดรับผลตอบสนองของตัวแปร (response) ถูก plot เปนฟงกช่ันของตัวแปรเหลานั้นจากความสัมพันธ
ระหวางตัวแปรดังกลาวทําใหสามารถพิจารณาผลตอบสนองของตัวแปรและปจจัยที่สนใจไปพรอมๆ กัน
ได โดยขั้นตอนในการวิเคราะหพื้นผิวตอบสนองจะประกอบดวย 

1. เลือกแผนการทดลองที่เหมาะสมที่สามารถใหขอมูลเพียงพอในการสรางแผนภาพ surface plot 
เชน Central Composite Designs (CCD), Box-Behnken design  

2. สรางสมการ regression ท่ีดทีี่สุด และสราง surface plot จากสมการที่ได 



17 
 

3. ตรวจสอบ optimization 
4. Verification โดยทํา independent run ภายใตขอบเขตของแตละตวัแปร 

 
2.3.2 วิธีการ Central Composite Designs (CCD) 

การวางแผนทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) นี้พัฒนามาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอ
เรียล (factorial) ที่มีระดับของปจจัย 2 ระดับ (2k factorial design) หรือแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียล
เชิงสวน (fractional factorial design) เนื่องมาจากวาเมื่อแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลท่ีมีระดับของ
ปจจัย 2 ระดับนั้นไมสามารถใชหาตัวแบบความสัมพันธที่มีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความ        
สัมพันธอันดับสอง (Second – order model) ซึ่งมีตัวแบบเปน ดังนี้ 

 
โดยท่ีแผนการทดลองที่สามารถใชไดจะตองมีระดับของปจจัยอยางนอย 3 ระดับ เชน แผนการทดลอง
แบบ 3k แฟคเทอเรียล แตเนื่องจากแผนการทดลองดังกลาวจะตองมีการซํ้า (replicate)  ที่แตละระดับ
ของปจจัย เพื่อใชในการสังเกตความเหมาะสมของตัวแบบ (lack of fit test) ซึ่งในกรณีที่มีปจจัยจํานวน 
มาก จะทําใหจํานวนครั้งของการทดลองมีมากซึ่งจะทําใหสิ้นเปลืองทรัพยากร การทดลองแบบ Central 
Composite Designs (CCD) จึงดัดแปลงมาจากการจัดสิ่งทดลองแบบแฟคทอเรียล ซ่ึงเปนการเพิ่มสิ่ง
ทดลองระหวางระดับของปจจัย แตเปนการลดสิ่งทดลอง เชน ในการใช 33 factorial design จะมีสิ่งทดลอง
ทั้งหมด 27 สิ่งทดลอง ในขณะที่การทดลองแบบ CCD 3 ปจจัย จะมีการทดลองทั้งหมด 23 + (2x3+1) โดย
ที่เทอม (2n+1) เปนจุดท่ีเพ่ิมขึ้นมาและเพิ่มการทดลองที่จุดกลาง 3-5 ซ้ํา ซ่ึงรวมแลวจะเทากับ 20 สิ่ง
ทดลอง ซึ่งมีจํานวนการทดลองนอยกวาการทดลองแบบ 3k แฟคเทอเรียล ท่ีมีจํานวนปจจัยเทากัน รวมทั้ง
เปนแผนการทดลองที่ใหคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) คอนขางสูง และตัวแบบที่ได   สามารถใชหาคา
ของระดับตางๆ ของปจจัยที่ใหคาผลตอบสนองที่เหมาะสมที่สุด แผนการทดลองแบบ 2k แฟคเทอเรียลมี
ระดับของปจจัย 2 ระดับ ซึ่งโดยมากจะเรียกวาระดับต่ํา (low, –) และระดับสูง (high, +) โดยท่ีแผนการ
ทดลองแบบ CCD จะเพิ่มการทดลองที่จุดศูนยกลาง หรือที่ระดับ 0 และมีการทดลองตามแนวแกน (axis) 
ข้ึนมาเพื่อใชในการหาตัวแบบความสัมพันธอันดับสอง  

2.3.3 วิธีการ Plackett and Burman design 

ในการทดลองที่มีตัวแปรหรือปจจัยที่ตองการศึกษาหลายปจจัยจะมีอุปสรรคเกี่ยวกับสิ่งทดลอง 
(treatment) ท่ีมีเปนจํานวณมาก เชน หากจัดสิ่งทดลองแบบ 2n จะพบวาถามีปจจัย 6 ปจจัยจะมีชุดทดลอง
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ทั้งหมด 128 ชุดการทดลอง เปนตน จึงยากที่จะทําการทดลองชุดการทดลองทั้งหมดได ดังนั้นการวาง
แผนการทดลองโดยใชวิธี Plackett and Burman design จะใชสําหรับการศึกษาเพื่อท่ีจะคัดเลือก 
(screening) วาปจจัยใดบางท่ีมีความสําคัญหรือมีอิทธิพลตอการทดลองที่จะศึกษา กลาวคือจากแผนการ
ทดลองนี้จะทําใหสามารถวิเคราะหถึงผลกระทบหลักของปจจัยที่ศึกษาเทานั้น ซึ่งจะชวยใหสามารถลด
จํานวนชุดการทดลองได แตจะมีขอเสียคือ จะไมสามารถศึกษาถึงผลของปฎิสัมพันธ (interaction) ของ
ปจจัยตางๆ ที่มีในการทดลองได 

2.4 จลศาสตรของกระบวนการหมัก  

การศึกษาจลศาสตรของกระบวนการหมักทําใหทราบถึงธรรมชาติของการเปลี่ยนแปลงตางๆ ท่ีเกิดขึ้น
ระหวางกระบวนการหมัก (fermentation kinetic) เชน การเจริญของจุลินทรีย การเปลี่ยนแปลงของ 
สับสเตรท การเกิดผลผลิต การเปลี่ยนแปลงของ pH และอุณหภูมิ โดยขอมูลที่ไดจากการศึกษาจลศาสตร
ของการหมักนี้จะเปนประโยชนอยางมากในการควบคุมปจจัยตางๆ ที่เกี่ยวของกับการหมัก รวมทั้งการ
จัดการระบบการหมักใหเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ โดยกระบวนการหมักกรดแลคติกโดยทั่วไปสามารถ
แบงตามลักษณะของกระบวนการที่ใชมี 3 วิธีดวยกันคือ กระบวนการหมักแบบกะ(batch fermentation) 
กึ่งกะ (fed-batch fermentation) และแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) ซึ่งจะมีจลศาสตรที่แตกตาง
กันออกไป (Waites et al., 2001) 

2.4.1 กระบวนการหมักแบบกะ 

กระบวนการหมักแบบกะ (batch fermentation) เปนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในระบบปด ที่มีปริมาณ
สารอาหารจํากัด ไมมีการเติมอาหารเขาหรือนําออกจากถังหมัก ทําใหการเจริญของจุลินทรียมีลักษณะดัง
แสดงในรูปที่ 2.3 โดยเมื่อเติมหัวเชื้อจุลินทรีย (starter หรือ inoculum) ลงในอาหาร ระยะแรกจะเปนระยะ
ที่จุลินทรียปรับตัว จะยังไมมีการเพิ่มจํานวนของเซลล เรียกระยะนี้วา lag phase ซึ่งในกระบวนการหมัก
ในระดับอุตสาหกรรมจะตองลดระยะเวลาในชวงนี้ใหสั้นท่ีสุดเพื่อลดตนทุนการผลิต โดยใชเชื้อเริ่มตนที่
เหมาะสม หลังจากนั้นจุลินทรียจะมีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นจนกระทั่งเขาสูระยะ log phase ซึ่งเปนระยะที่
จุลินทรียมีอัตราการเจริญสูงสุดและคงที่ การเจริญของจุลินทรียในระยะ log phase นี้สามารถเขียนเปน
สมการไดดังนี้ 

  (2.1) 
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เมื่อ x = ความเขมขนของมวลเซลล (biomass) (กรมั/ลิตร) 

t = เวลา (ช่ัวโมง)  
μ = อัตราการเจรญิจําเพาะ (specific growth rate) (ตอช่ัวโมง) 

Integrate สมการที ่1  

  (2.2) 

เมื่อ x 0 = ความเขมขนของมวลเซลลเริม่ตน 
x t = ความเขมขนของมวลเซลลหลังจากการหมักเปนเวลา t ช่ัวโมง 

ใส natural logarithm ในสมการที ่2.2 จะได 

  (2.3) 

   
รูปท่ี 2. 3 กราฟการเจรญิของจุลินทรยีในกระบวนการหมักแบบกะ 

 

เมื่อเขียนกราฟระหวาง natural logarithm ของความเขมขนของมวลเซลลกับเวลา จะไดกราฟเสนตรงซึ่งมี
คาความชัน (slope) เทากับอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) หรือคํานวณไดดังสมการที่ 2.4 

  (2.4) 
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ซึ่งอัตราการเจริญจําเพาะของจุลินทรียสูงสุดนี้จะขึ้นกับสายพันธุของจุลินทรียและสภาพแวดลอมในการ
เพาะเลี้ยง รวมท้ังปริมาณสารพิษและสารอาหาร ดังนั้นหลังจากที่จุลินทรียเจริญอยางรวดเร็วไปไดระยะ
หน่ึงแลว อัตราการเจริญจะคอยๆลดลงจนกระทั่งหยุดการเพิ่มจํานวน โดยสามารถอธิบายความสัมพันธ
ระหวางปริมาณเซลลสูงสุดท่ี stationary phase กับความเขมขนของสับสเตรทเริ่มตนไดดังสมการที่ 2.5 

  (2.5) 

เมื่อ x = ความเขมขนของมวลเซลลทีผ่ลิตได  
Y = ปริมาณผลผลติตอหนวยสับสเตรทที่ถกูใชไป (yield coefficient) 

SR = ความเขมขนของสับสเตรทเริ่มตน   
Sr = ความเขมขนของสับสเตรทที่เหลือ 

นอกจากนี้การที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญลดลงจนกระทั่งหยุดการเจริญ อันเนื่องจากอาหารหมดยัง
สามารถอธิบายไดในรูปความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญจําเพาะและความเขมขนของสับสเตรทที่
เหลืออดังสมการที่ 2.6 

  (2.6) 

เมื่อ KS = คาคงที่ในการใชสับสเตรท (substrate utilization constant) ซึ่งมีคาเทากับความ
เขมขนของสับสเตรท เมื่อ μ เทากับ ½μmax (รูปที่ 2.4) 

 
รูปท่ี 2. 4  คาคงที่ในการใชสบัสเตรท KS 

โดยผลผลติท่ีเกิดขึ้นจากกระบวนการหมักแบบกะนี้อจะสามารถเขยีนอธิบายในรูปสมการไดดังนี ้

  (2.7) 
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เมื่อ p = ความเขมขนของผลผลิต   
q p = อัตราการผลติจําเพาะ (specific production rate) 

และ 

  (2.8) 

เมื่อ Y x/s = ปริมาณผลผลติตอหนวยสับสเตรทที่ถกูใชไป (yield coefficient) 

 

2.4.2 กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ 

กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ (fed-batch fermentation) เปนกระบวนการหมักที่มีลักษณะคลายกับการหมัก
แบบกะ แตเมื่อทําการเลี้ยงเชื้อไปไดระยะหนึ่งจะมีการเติมอาหารเขาไปเพิ่มในระบบ เพื่อเพิ่มระยะเวลา
การเจริญของจุลินทรียในระยะ log phase ใหนานขึ้น โดยการเติมอาหารใหมลงไปเปนระยะๆ จนกวาจะ
เต็มภาชนะโดยไมมีการถายอาหารออก ดังนั้นการเจริญของจุลินทรียจะถูกจํากัดโดยความเขมขนของ 
สับสเตรท ซึ่งความเขมขนของมวลเซลลที่เวลาใดๆ จะหาไดจากสมการ 

  (2.9) 

เมื่อ X t = ความเขมขนของมวลเซลลภายหลังการหมักเปนเวลา t ช่ัวโมง 

 X0 = ความเขมขนของเชื้อเริ่มตน 

เมื่อเริ่มเติมอาหารลงในถังหมักในเวลาที ่ x โดยใหอัตราการเจือจางมคีาต่ํากวา μmax จะทําใหสับสเตรทที่
เขาสูถังหมักถกูใชไปอยางรวดเร็ว ดังนั้น 

  (2.10) 

เมื่อ F = อัตราการเติมอาหาร 

 X = ปริมาณมวลเซลลทั้งหมดในระบบ 

 

จากสับสเตรทที่เติมเขาไป จะมีคาเทากับสับสเตรทที่จุลินทรียใชไป ดังนั้น ds/dt = 0 และแมปริมาณมวล
เซลลท้ังหมด (x) จะเพิ่มขึ้นตามระยะเวลา แตความเขมขนของมวลเซลล (x) จะมีคาคงที่ นั่นคือ μ = D 
สภาวะเชนนี้เรียกวา quasi-steady state อยางไรก็ตามอัตราการเจือจางจะลดลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นตามลําดับ 
เนื่องจากปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อในภาชนะเพิ่มขึ้น 
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โดยกระบวนการหมักแบบกึ่งกะนี้ จุลินทรียจะสามารถเจริญและผลิตผลผลิตที่ตองการไดมากขึ้น เปนการ
ลดระยะเวลาในการเตรียมหัวเชื้อและเวลาในการเพิ่มจํานวนของเชื้อ ทําใหกระบวนการหมักรวดเร็วมาก
ยิ่งขึ้น 

2.4.3 กระบวนการหมักแบบตอเน่ือง 

กระบวนการหมักแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) เปนการหมักโดยมีการเติมอาหารใหมเขาสูถัง
หมักและในขณะเดียวกนัมีการถายอาหารเกาออกในอัตราท่ีเทากัน ทําใหจุลินทรยีเจรญิเพิ่มจํานวนและ
เกิดการหมักไดอยางตอเนื่อง และในกรณีที่มกีารถายอาหารเกาและเติมอาหารใหมเขาสูถังหมักอยาง
ตอเนื่องดวยอัตราที่เหมาะสม จะทําใหเกดิสภาวะที่สมดุลคงที ่ (steady state) คือปริมาณเซลลที่เกิดขึ้น
ใหมจะเทากับปริมาณเซลลในอาหารเกาทีถ่ายออกมาจากถังหมัก ความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของ
อาหารเขาสูถังหมักกับปริมาตรของถังหมักเรยีกวาอัตราเจือจาง (dilution rate, D) สามารถเขียนเปน
สมการไดดังนี ้

     (2.11) 

เมื่อ D = อัตราการเจือจาง (h-1)  

F = อัตราการไหลออกของอาหาร  
V = ปริมาตรอาหารในถังหมัก 

การเปลีย่นแปลงความเขมขนของเซลลในชวงเวลาใดเวลาหนึ่ง สามารถเขียนเปนสมการไดดังนี ้

  (2.12) 

แตที่สภาวะคงที่ (steady state) ความเขมขนของเซลลจะคงที่ ดังนั้น   

  (2.13) 
  (2.14) 

 

และท่ีสภาวะคงที่ ds/dt และ dx/dt จะมีคาเทากับศูนย ดังนั้นท่ีสภาวะคงที่ จะสามารถหาปริมาณมวลเซลล
และความเขมขนของสับสเตรทที่เหลือไดจากสมการ 

  (2.15) 
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หรือ   (2.16) 

และ    (2.17) 

เมื่อ  = ความเขมขนของมวลเซลลทีส่ภาวะคงที ่

  = ความเขมขนของสับสเตรทที่เหลือที่สภาวะคงที่ 

สมการที่ 2.17 อธิบายถึงกลไกของอัตราการเจือจาง (D) ในการควบคุมอัตราการเจริญจําเพาะ (μ) เม่ือ
อัตราการเจือจางเพิ่มขึ้นจะทําใหปริมาณซับสเตรทเพิ่มขึ้น สนับสนุนใหจุลินทรียเจริญไดในอัตราการ
เจริญจําเพาะ (μ) เทากับอัตราการเจือจาง (D) ซึ่งทําใหเกิดสภาวะคงที่ (steady state) แตหากอัตราการเจือ
จางสูงเกินกวาอัตราการเจริญของจุลินทรีย ก็จะทําใหเซลลถูกถายออกมา (wash out) จะทําใหจํานวนเซลล
ในถังหมักลดลงและความเขมขนของสับสเตรทในถังหมักจะเพิ่มขึ้น ดังนั้นการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย
แบบตอเนื่องจึงเปนระบบที่จุลินทรียสามารถปรับตัวใหอยูในสภาวะสมดุลไดเอง (self-balancing system) 

จลศาสตรของกระบวนการหมักแบบตอเนื่องสามารถอธิบายไดจากคาคงที่ Y, μmax และ KS โดยคา Y  คือ
ปริมาณผลผลิตตอหนวยสับสเตรทที่ถูกใชไป ซ่ึงจะมีผลตอความเขมขนของเซลลที่สภาวะคงที่ คา μmax 
จะมีผลตออัตราการเจือจางสูงสุดท่ีจะใชได และคา KS จะมีผลตอความเขมขนของสับสเตรทที่เหลือ ความ
เขมขนของเซลลท่ีได และอัตราการเจือจางจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ s และ x โดยเมื่ออัตราการ
เจือจางเพิ่มขึ้น s จะเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยและ x จะลดลงเพียงเล็กนอย จนกระท่ังอัตราการเจือจางมีคาเขา
ใกล μmax จึงจะทําให s เพ่ิมขึ้นและ x ลดลงอยางมีนัยสําคัญ สําหรับอัตราการเจือจางที่เพิ่มสูงจนเซลลถูก
ชะออก (wash out) จากระบบจนหมด เรียกวา critical dilution rate ซึ่งสามารถคํานวนไดจากสมการ 

  (2.18) 

 

ขอดีของกระบวนการหมักแบบตอเน่ือง 

การหมักแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) เปนกระบวนการหมักที่ควบคุมสภาวะตางๆ ใหคงท่ี 
อัตราการเจริญของจุลินทรียจะปรับตัวไปตามอัตราการเจือจาง จนกระทั่งเกิดสภาวะคงที่ซ่ึงจะมีปริมาณ
เซลล สับสเตรท ผลผลิตและสารพิษคงที่ ในสภาวะที่มีการควบคุมปจจัยตางๆ ใหคงท่ี เชน อุณหภูมิ pH 
คงท่ีตลอดระยะเวลา  แตในกระบวนการแบบกะ (batch) ปจจัยตางๆ เปลี่ยนแปลงไปตลอดเวลา 
นอกจากนี้กระบวนการแบบกะยังตองการแรงงานมากในชวงการเตรียมอาหาร และการเก็บเกี่ยวผลผลิต 
ดังนั้นการหมักดวยกระบวนการแบบตอเนื่องจึงไดผลผลิตมากกวาการหมักแบบกะ 
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การหมักแบบตอเนื่องใหผลผลิตตอหนายเวลา (productivity) สูงกวากระบวนการหมักแบบกะ (batch) 
เนื่องจากในกระบวนการหมักแบบกะจะไดผลผลิตสูงสุดก็ตอเมื่อกระบวนการหมักสิ้นสุด แตการหมัก
ดวยกระบวนการแบบตอเนื่องโดยใชอัตราการเจือจางที่เหมาะสม ภายใตสภาวะท่ีคงท่ีผลผลิตจะมี
คาสูงสุดและคงที่ตลอดเวลา ทําให productivity สูงกวามาก  

โดยที่ productivity หมายถึงปริมาณผลผลิตที่ไดตอหนวยเวลาของการหมัก และในกระบวนการหมักแบบ
กะสามารถหาไดสมการดังนี้ 

  (2.19) 

เมื่อ P batch  =  ความเขมขนของผลผลิตที่ไดตอชั่วโมง (กรัม/ช่ัวโมง) 
 P max  =  ความเขมขนสูงสุดของผลผลิตที ่stationary phase 
 P0   =  ความเขมขนเริ่มตนของผลผลิต 
 T  =  ระยะเวลาทั้งหมดตั้งแตเริม่การหมักจนถึงเวลาที่ความเขมขนของผลผลิตสูงสุด 
 
สําหรับ Productivity ของกระบวนการหมักแบบตอเนื่องสามารถหาไดสมการดังนี ้

  (2.20) 

เมื่อ P cont =  ความเขมขนของผลผลิตที่ไดตอชั่วโมง (กรัม/ช่ัวโมง) 
 t =  ระยะเวลาตัง้แตเริ่มการหมักจนกระทั่งเขาสูสภาวะคงที่ 
 T =  ระยะเวลาที่สภาวะคงที ่
 D =  อัตราการเจอืจาง (h-1)  
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บทที่ 3 อุปกรณและวิธีการทดลอง 

3.1 วัตถุดิบและอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

3.1.1 วัตถุดิบที่ใชในสูตรอาหารทดแทน 

1. กากน้ําตาล (molasses) 
2. กากถั่วเหลือง (soybean meal) 
3. หางนม (whey) 
4. โปรตีนจากการยอยเศษปลา (fish hydrolysate) 
5. นํ้าแชขาวโพด (corn steep liquor) 
3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ 
1. เครื่องชั่งทศนยิม 3 ตําแหนง (AND, HF-2000G)  
2. เครื่องละเอยีดชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง (Metter Toledo, AB 2045) 
3. เครื่องวดัความเปนกรด-ดาง (pH meter) (Metrohm, 713) 
4. เครื่องเขยา (Vortex-2 Gene) 
5. ตูปลอดเชื้อ (Astec, Microflow) 
6. หมอนึ่งความดัน Autoclave (Kokusan, H88L4) 
7. ตูอบลมรอน Hot Air Oven (Fisher scientific, TSOTEMP) 
8. เครื่องหมุนเหวี่ยง Refrigerated centrifuge (Hettich, Rotanta 46R) 
9. เครื่องวดัคาดดูกลนืคลืน่แสง Spectrophotometer (Pharmacia Biotech, NAVASPEC II) 
10. เครื่อง High performance liquid chromatography, HPLC (Eprogen) 
11. เครื่องหาลําดบัเบสอัตโนมตัิ (ABI PRISM modle 310 Genetic Analyzer) 
12. เครื่อง Digestion Unit (BUCHI, K424) 
13. เครื่อง Distillation (Gerhardt, KI26) 
14. ถังหมัก (Fermenter) (B-Bruan, Biostat B) 
15. ไมโครปเปต (Gilson) 
16. กลองจลุทรรศ (Olympus E for L International) 
17. ตูแชเยน็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo) 
18.  สารเคมี เครื่องแกวและอุปกรณทีใ่ชในทางจุลชีววิทยา 
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3.2 ขั้นตอนและวิธีการทดลอง 

3.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียแลคติก 

สุมเก็บตัวอยางชนิดตางๆ ไดแกผลิตภัณฑอาหารหมักดองประเภทเนื้อ นม แปง ผักและผลไม เพื่อคัดแยก
เชื้อ โดยช่ังตัวอยาง 25 กรัม เจือจางดวยสารละลาย NaCl เขมขนรอยละ 0.85 (w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันดวย stomacher จากนั้นเจือจางตัวอยางดวยวิธี serial dilution ระดับละ 10 เทา  จนได
ตัวอยางเจือจางระดับ 10-1-10-5 เทา จากนั้นปเปตตัวอยางในแตละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS Agar ที่ผสม CaCO3 รอยละ 1 (w/v) แลวเกลี่ยเชื้อใหทั่วผิวหนาอาหาร
ดวยวิธีการ spread plate บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลจากโคโลนี
เดี่ยวท่ีมีโซนใสโดยรอบ (clear zone) มายอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศเพื่อตรวจสอบความ
บริสุทธิ์และการติดสีแกรม จากนั้นเขี่ยเชื้อท่ีบริสุทธิ์มาทดสอบการสรางเอนไซม catalase ดวยสารละลาย
ไฮโดรเจอเปอรออกไซด (H2O2) เขมขนรอยละ 3 เพ่ือทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส และตรวจสอบ
วาเปนแบคทีเรียแลคติกชนิด homofermentative หรือ heterofermentative ดวยการทดสอบการสรางแกส
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กําหนดรหัสเชื้อและเก็บรักษาแบคทีเรียแลคติกที่คัด
แยกได โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงเลี้ยงในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
ช่ัวโมง จากนั้นปเปตเชื้อปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf ท่ีบรรจุ skim milk เขมขนรอย
ละ 10 (w/v) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือไวศึกษาตอไป 

3.2.2 การคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสรางกรดไดสูง 

คัดเลือกหาแบคทีเรียแลคติกรหัสที่สรางกรดไดสูง โดยเขี่ยเชื้อที่คัดแยกได (ขอ 3.2.1) ลงเลี้ยงในหลอด
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 15 ช่ัวโมง ปรับความ
ขุนของเซลลใหไดคา OD = 0.5 ดวย Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้นปเปต
เซลลแขวนลอยท่ีปรับความขุนแลว 100 ไมโครลิตร ลงเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว MRS ดัดแปลง ที่
ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากันท่ีรอยละ 2 
(ตารางที่ 3.1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (รอยละ 1 v/v) แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 21 
ช่ัวโมง นําอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อมาตกตะกอนดวยเครื่องเซนตริฟวซที่ 1000g เปนเวลา 2 นาที และแยก
สารละลายสวนใสมาวิเคราะหหาปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติกโดยวิธีการไตเตรทดวยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข) สวนของตะกอนลางดวยนํ้ากลั่น 1 ครั้งกอนนําไป
อบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสจนน้ําหนักคงที่ และคํานวณหาน้ําหนักแหง ตามวิธีการในภาคผนวก ข. 
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ตารางที่ 3. 1 สูตรอาหาร MRS ดัดแปลงทีท่ดแทนกลโูคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมด (total sugar) เทากัน (รอยละ 2)  

Compositions g/L 
Molasses 37.2 g. 
Peptone 10.0 g. 
Beef extract 10.0 g. 
Yeast extract 5.0 g. 
Tween 80 1.0 ml. 
K2HPO4 2.0 g. 
Sodium acetate 5.0 g. 
Triammonium citrate 2.0 g. 
MgSO4.7H2O 0.2 g. 
MnSO4.7H2O 0.05 g. 

 

นํารหัสเชื้อแบคทีเรียแลคติกท่ีสรางไดสูงทท่ี 37 องศาเซลเซียส มาทดสอบการสรางกรดที่อุณหภูมิสูงขึ้น
ที่ 42 องศาเซลเซียส โดยนํามาเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว MRS ดัดแปลง ที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาล
ในปริมาณที่มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากันท่ีรอยละ 2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และบมเปน
เวลา 21 ช่ัวโมง วิเคราะหหากรดและปริมาณเซลลดวยวิธีการเดียวกัน  

3.2.3 การวิเคราะหชนิดและปริมาณของกรดแลคติก L(+) และ D(-) ไอโซเมอรดวยเครื่อง HPLC 

การวิเคราะหหาปริมาณกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) และ D(-) และปริมาณกรดอะเซติก เฉพาะของรหัส
เชื้อที่พบวาสรางกรดไดสูงทั้งที่อุณหภูมิ 37 และ 42 องศาเซลเซียส (ขอ 3.2.2) ดวยเครื่อง HPLC 
(Eprogen) โดยฉีดของเหลวท่ีไดจากการเซนตริฟวซอาหารเพาะที่เลี้ยงเชื้อ (ขอ 3.2.2) ที่ระดับการเจือจาง 
50 เทา ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ในการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-)ใช 1mM CuSO4 
เปนตัวพาผานคอลัมน Specific Chiral Sumi Column ในอัตราไหล (flow rate) 1.0 มิลลิลิตร/นาที และวัด
อัตราการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 254 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข) สวนการวิเคราะหปริมาณกรดอะเซติกใช 
0.2% phosphoric acid เปนตัวพาผานคอลัมนชนิด Ion-Exchange ในอัตราไหล (flow rate) เทากับ 0.4 
มิลลิลิตร/นาที และวัดอัตราการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 210 นาโนเมตร (ภาคผนวก ข)  

นําผลท่ีไดมาคํานวณหารอยละการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ตอหนวยของสับสเตรท (YieldL-LA/S) ตาม
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สมการ 3.1 

             3.1 

และรอยละความบริสุทธิ์ (purity) ของกรดแลคติกชนิด L(+) สมการ 3.2 

           3.2 

 

3.2.4 การจัดจําแนกแบคทีเรียแลตติก 

3.2.4.1 การจัดจําแนกแบคทีเรียแลตติกในระดับจีนัส 

นําเชื้อแบคทีเรียแลคติกรหัสท่ีสรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูงและเร็ว (ขอ 3.2.3) มาทดสอบเพื่อ
จัดจําแนกสายพันธุ โดย streak เชื้อบริสุทธิ์ลงบนอาหารแข็ง MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําโคโลนีที่มี clear zone มาทดสอบคุณสมบัติตางๆ ดังนี้ 

 ทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงเลี้ยงในหลอดอาหาร
เหลว MRS ที่ผสม bromocresol purple เปนอินดิเคเตอร และมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร และบมที่อุณหภูมิ 10 
และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นสังเกตการเจริญของเชื้อจากความขุนของอาหารและ
การเปลี่ยนสีของ bromocresol purple ท่ีจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลืองหากมีการเจริญของเชื้อ 

 ทดสอบความสามารถในการเจริญที่ความเขมขนเกลือรอยละ 6 และ 8 โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงใน
หลอดอาหารเหลว MRS ที่ผสม bromocresol purple ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และเติม NaCl รอยละ 6 และ 
18  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน จากนั้นสังเกตการเจริญของเชื้อโดยสังเกตจากความ
ขุนของอาหารและการเปลี่ยนสีของ bromocresol purple จากสีมวงเปนสีเหลือง 

 ทดสอบความสามารถในการเจริญที่ pH 8.5 โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในหลอดอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่ปรับ pH 8.5 ที่เตรียมโดยใชสารละลายบัฟเฟอรของ 0.2 M glycine 250 มิลลิลิตร 
และ 0.2 M NaOH 20 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ในการเตรียมอาหารและใช 0.1 M NaOH ใน
การปรับคาพีเอช 

 ทดสอบความสามารถในการเจริญที่คา pH 4.2 โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในหลอดอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีมีพีเอช 4.2 ท่ีเตรียมโดยใชสารละลายบัฟเฟอรของ 0.2 M acetic acid 500 
มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ในการเตรียมอาหารและใช glacial acetic acid ในการปรับคาพีเอชให
ได 4.2 
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นําผลที่ไดจากการทดสอบขางตนไปเปรียบเทียบกับขอมูลตามตารางที่ 2.1 (Axelsson, 1998) เพ่ือจัด
จําแนกแบคทีเรียแลคติกตามจีนัส 

3.2.4.2 การทดสอบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ ของแบคทีเรียแลคติกเพื่อจัดจําแนกในระดับสปชีส 

ในการพิสูจนเอกลักษณแบคทีเรียแลคติก Pediococcus sp. SW4-3 ในระดับสปชีส โดยทดสอบทั้งการใช
น้ําตาลโดยใชชุดทดสอบน้ําตาลสําเร็จรูป API 50 CHL V5.1 kit (bioMerieux, France) และยืนยันผลการ
ทดสอบดวยการตรวจวิเคราะหหาลําดับนิวคลิโอไทดของ 16S rDNA  

ในการทดสอบการใชน้ําตาลของแบคทีเรียแลคติก ไดใชชุดทดสอบน้ําตาลสําเร็จรูป API 50 CHL V5.1 
kit  วิธีการโดยนําเชื้อแบคทีเรียแลคติกรหัสซึ่งสรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูงและเร็ว (ขอ 3.2.3) 
มาทดสอบ โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แตละรหัสลงเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้นปรับปริมาณเชื้อโดยเปรียบเทียบความขุนกับ 
McFerland เบอร 2 และปเปตเชื้อที่ปรับปริมาณแลวลงในหลอดอาหารที่มากับชุดทดสอบเขยาใหเขากัน
และปเปตลงในชุดทดสอบจํานวน 50 ชอง จากนั้นปดทับดวยกลีเซอรรอล กอนนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส และเก็บผลท่ีเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง โดยหากอาหารเปลี่ยนจากสีนํ้าเงินเปนเหลืองแสดงวา
มีการหมักน้ําตาลจนไดกรดเกิดขึ้นจะใหผลเปนบวก และหากไมมีการเปลี่ยนแปลงของสีแสดงวา
แบคทีเรียสายพันธุน้ันๆ ไมสามารถใชน้ําตาลชนิดนั้นไดจะใหผลเปนลบ ผลการทดสอบที่ไดนําไปเทียบ
กับฐานขอมูลของชุดทดสอบ https://apiweb.biomerieux.com  

3.2.4.3 การพิสูจนเอกลักษณแบคทีเรียแลคติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA 

1)  ขั้นตอนการสกัดโครโมโซมจากแบคทีเรียแลคติก 

 นําเชื้อแบคทีเรียแลคติกรหัสซึ่งสรางกรดแลคติกไอโซเทอร L(+) ไดสูงและเร็วท่ีคัดเลือกไวจากขอ 
3.2.3 มาทดสอบเพื่อจัดจําแนกสายพันธุ โดยเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์แตละรหัสลงเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บเซลลโดย
ตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดใส
ในหลอด appendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ลางตะกอนเซลลดวยสารละลาย TNE บัฟเฟอร (1 M Tris-Cl) ที่
มีคา pH เทากับ 8.0 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยาใหตะกอนเซลลละลาย จากนั้นตกตะกอนเซลลตาม
วิธีการขางตนอีกครั้ง เก็บตะกอนเซลลโดยรินของเหลวสวนบนทิ้ง ลางเซลลซํ้าอีกครั้ง เทสวนใสทิ้ง 

 นําตะกอนเซลลที่ไดมาสกัด Genomic DNA ตามวิธีการของ Lewington et al., (1987)  โดยเติม
สารละลาย TNE บัฟเฟอร ที่ผสมไลโซไซมผง (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ละลาย
ตะกอนเซลลจนสารละลายเปนเนื้อเดียวกัน กอนนําไปบมในอางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 30 - 60 นาที เติมสารละลาย SDS ความเขมขนรอยละ 10 ในอัตราสวน 1/10 เทาของ
ปริมาณสารละลายที่มีอยู พลิกหลอดขึ้นลงเบาๆ 3-5 ครั้ง ใหสารละลายเขากันแลวนําไปบมในอางน้ํารอน
ควบคุมอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย phenol : chloroform : isoamyl 
alcohol (25:24:1) ในอัตราสวน 1 ตอ 1 และเขยาใหเขากันเปนเวลาประมาณ 30 วินาที จากนั้นนํา
สารละลายผสมไปทําการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง ใช
ไมโครปเปตดูดเก็บสวนใสดานบนใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายโซเดียมอะซิเตท 
ความเขมขน 3 โมลาร อัตราสวน 1/10 เทาของปริมาณของเหลวที่ได หลังจากนั้นเขยาใหเขากัน เติมเอทา
นอลความเขมขนรอยละ 99.5 ที่แชเย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ลงไปในอัตราสวน 2-2.5 เทาของ
ปริมาณสารละลายทั้งหมด พลิกหลอดขึ้นลงเบาๆใหเขากันกอนตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเครื่องหมุนเหวี่ยง
ที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตะกอนโดยเทสวนของของเหลว
ทิ้ง นําตะกอนที่ไดมาลางดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นพลิก
หลอดขึ้นลงเบาๆ แลวตั้งทิ้งไว 1 นาที แลวหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวซท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รินสวนของสารละลายทิ้ง ตากตะกอนไวจนแหง 
จากนั้นละลายตะกอนดวยสารละลาย TE บัฟเฟอร ท่ีมีคาพีเอชเทากับ 8.0 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ
เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรอการวิเคราะห 

1)  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของ 16s rDNA ดวยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

เพ่ิมปริมาณชิ้นสวนของ 16s rDNA โดยใชไพรเมอร 27F : 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 
1525R : 5’-AAGGAGGTG(A/T)TCCA(A/G)CC-3’ ตามวิธีการของ Lane (1991) รวมกับชุดน้ํายา
สําเร็จรูป Takara EX Tag kit (TaKaRa BIO INC, Japan) เตรียมสวนผสมที่ใชทําปฏิกิริยา ตามรายการ
ตอไปนี้ ใชไมโครปเปตดูดสารละลายแตละชนิดใสในหลอด microtube ขนาด 0.6 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข
8,9) โดยผสมใหเขากันดี แลวนําหลอดท่ีบรรจุสารละลายที่เตรียมไดใสลงในเครื่องควบคุมปฏิกิริยาลูกโซ 
โพลีเมอรเรส โดยทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่สภาวะดังนี้ ข้ันตอนที่ 1 ระยะ Predenaturation อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที จํานวน 1 รอบ ข้ันตอนที่ 2 ระยะ Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ข้ันตอนที่ 3 ระยะ Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.45 
นาที ข้ันตอนที่ 4 ระยะ Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 30 รอบ และ
ข้ันตอนสุดทายระยะ Final Extention อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที แลวทิ้งไวใหเย็นลงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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1) ข้ันตอนการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA 

 นําชิ้นสวนของ 16s rDNA มาหาลําดับเบส (DNA sequencing) โดยใชชุดทําปฏิกิริยา ABI PRISM 
Big Dye Terminator cycle sequencing version 3.1 แลวนําเขาเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (ABI PRISM 
modle 310 Genetic Analyzer) โดยใชไพรเมอร 27F : 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 530R : 
5’-GGCAGAATGGTAACACCAGAGT-3’ (Lane, 1991) และนํามาวิเคราะหและแกไขโดยใชโปรแกรม 
Bioedit และเปรียบเทียบลําดับดีเอ็นเอที่ไดกับลําดับดีเอ็นเอที่มีในฐานขอมูลออนไลนจาก Gene Bank วา 
16s rDNA ดังกลาวใกลเคียงกับ 16s rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุใดในฐานขอมูล 

 

3.2.5 ศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติก 

ศึกษารูปแบบการเจริญและการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติกสายพันธุท่ีคัดเลือกได เพ่ือคํานวณหา
ชวงเวลาที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติก เพื่อหมักใหไดกรดแลคติกสูงที่สุดโดยใชเวลานอยที่สุด โดย
นําแบคทีเรียแลคติกรหัสที่ทดสอบแลววาสรางกรดแลคติก ชนิด L(+) ไดสูง ลงเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง จึงนํามาปรับปริมาณเชื้อ
ดวยการวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ใหไดคา 
OD = 0.5 จากนั้นปเปตเซลลแขวนลอยที่ปรับความขุนแลวปริมาตรรอยละ 1 (v/v) ลงในอาหารแหลว 
MRS และ MRS ดัดแปลง ที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลที่มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับ
รอยละ 2 ปริมาตร 300 มิลลิลิตรและบรรจุอยูในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยเก็บผลทุกๆ 4 ช่ัวโมง เพื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแลคติกโดยวิเคราะหปริมาณ
แบคทีเรียแลคติกดวยวิธี Total viable plate count และนําตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อที่เก็บไดมาตกตะกอน
ดวยเครื่องเซนตริฟวซท่ี 1000g เปนเวลา 2 นาที และแยกสารละลายสวนใสมาวิเคราะหดังนี้  

• วิเคราะหคา pH ดวยเครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) (Metrohm, 713) 
• วัดปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่นตามวิธี AOAC. (1990) (ภาคผนวก ข) 
• วัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid method ตามวิธีการของ (Dubios et al., 

1956) (ภาคผนวก ข) 
• วิเคราะหไอโซเมอรและปริมาณของกรดแลคติกดวยเครื่อง HPLC (ภาคผนวก ข) 
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3.2.6 วิเคราะหองคประกอบของแหลงอาหารทดแทน 

นําตัวอยางอาหารทดแทน ไดแก กากน้ําตาล fish hydrolysate, whey, corn steep liquor และ soybean meal 
มาวิเคราะหคุณสมบัติและองคประกอบ ดังนี้ 
1. วิเคราะหคา pH ดวยเครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) (Metrohm, 713) 
2. ปริมาณโปรตีนและปริมาณไนโตรเจนดวยวิธี Kjeldahl method (ภาคผนวก ข) 
3. วัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid method (Dubios et al., 1956) (ภาคผนวก ข) 
4. ปริมาณเถาตามวิธีการ AOAC (1990) (ภาคผนวก ข) 
ผลการวิเคราะหที่ได จะใชประกอบในการเลือกชนิดแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมเพียง 1 ชนิด จาก
ทั้งหมดที่จะทดสอบคือ fish hydrolysate, whey, corn steep liquor และ soybean meal คือมีปริมาณโปรตีน
มากเพียงพอและมีราคาถูกเพื่อใชทดแทนในอาหารกากน้ําตาลตอไป  
 
3.2.7 การคัดเลือกและทดสอบปริมาณแหลงไนโตรเจนที่ใชทดแทนในอาหารกากน้ําตาล 

3.2.7.1 ศึกษาและคัดเลือกแหลงไนโตรเจนที่สงเสริมการผลิตกรดแลคติก โดยการทดลองแบบ Plackett-
Burman factorial design  

ในการศึกษาผลกระทบของแหลงไนโตรเจนซึ่งไดแก fish hydrolysate, peptone, beef extract และ yeast 
extract ในอาหารสูตรกากน้ําตาล เพ่ือที่จะคัดเลือกหาแหลงไนโตรเจนที่สงเสริมการผลิตกรดแลคติก โดย
วางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman factorial design (Draper, 1988) ซึ่งประกอบดวย 4 ปจจัย คือ 
fish hydrolysate, peptone, beef extract และ yeast extract โดยแตละปจจัยไดกําหนดใหมี 3 ระดับ คือ -1, 
+1 และคากลาง (0) ดังตารางที่ 3.2 ซึ่งจะทําใหไดชุดทดลองจํานวน 15 ชุดทดลอง ดังตารางที่ 3.3 

ตารางที่ 3. 2 ปจจัยและระดบัของปจจัยในการทดลองแบบ Plackett-Burman factorial design 

Independent Factor 
Level 

-1 0 +1 
Fish hydrolysate (g/L) 1.5 8.25 15 

Peptone (g/L) 1.0 5.5 10 

Beef extract (g/L) 1.0 5.5 10 

Yeast extract (g/L) 0.5 2.75 5 
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วิธีการทดลอง นําแบคทีเรียแลคติกรหัสที่ทดสอบแลววาสรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูง ลงเลี้ยง
ในหลอดอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง 
กอนนํามาปรับปริมาณเชื้อดวยการวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงดวย spectrophotometer ที่ 600 นาโนเมตร 
ใหไดคา OD = 0.5   จากนั้นปเปตเซลลแขวนลอยที่ปรับความขุนแลวในปริมาณรอยละ 1 (v/v) เติมลง
ในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวกากน้ําตาลสูตรทดแทนตางๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
(ตารางที่ 3.3) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไมมีการเติมอากาศ เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง ตกตะกอน
เซลลดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงท่ี 1000g เปนเวลา 2 นาที และแยกสารละลายสวนใสมาวิเคราะหหากรด
ทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่น (AOAC,1990) (ภาคผนวก ข) วัดปริมาณน้ําตาลตามวิธีการของ (Dubios et al., 
1956) (ภาคผนวก ข) และวิเคราะหปริมาณของกรดแลคติกและชนิดของไอโซเมอรดวยเครื่อง HPLC  

ตารางที่ 3. 3  แผนผังการแปรผนัแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหารกากน้าํตาล โดยการทดลองแบบ 
Plackett-Burman factorial design 

Run order Fish 
hydrolysate 

Peptone Beef extract Yeast extract 

1 15 (+) 10 (+) 1.0 (-) 5.0 (+) 
2 1.5 (-) 10 (+) 10 (+) 0.5 (-) 
3 15 (+) 1.0 (-) 10 (+) 5.0 (+) 
4 1.5 (-) 10 (+) 1.0 (-) 5.0 (+) 
5 1.5 (-) 1.0 (-) 10 (+) 0.5 (-) 
6 1.5 (-) 1.0 (-) 1.0 (-) 5.0 (+) 
7 15 (+) 1.0 (-) 1.0 (-) 0.5 (-) 
8 15 (+) 10 (+) 1.0 (-) 0.5 (-) 
9 15 (+) 10 (+) 10 (+) 0.5 (-) 
10 1.5 (-) 10 (+) 10 (+) 5.0 (+) 
11 15 (+) 1.0 (-) 10 (+) 5.0 (+) 
12 1.5 (-) 1.0 (-) 1.0 (-) 0.5 (-) 
13 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 
14 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 
15 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 
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3.2.7.2 การทดสอบปริมาณสารอาหารที่เหมาะสมตอการหมักกรดแลคติกดวยทดลองแบบ Central 
Composite Designs (CCD) 

เพ่ือแปรผันปริมาณสารอาหารเพื่อหาปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลคติกไดสูงในเวลาที่เร็วที่สุด 
และใชปริมาณสารอาหารนอยที่สุด โดยวางแผนการทดลองแบบ Central composite designs (CCD) โดย
ในชุดการทดลอง ไดใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนทดแทนน้ําตาลกลูโคส และใชแหลงไนโตรเจนที่มี
ความเหมาะสมตอการผลิตกรดแลคติก ท่ีไดจากการวางแผนการทดสอบจากการทดลองแบบ Plackett-
Burman factorial design (ขอ 3.2.7.1) โดยแบงระดับของปจจัยหรือความเขมขนของปหลงไนโตรเจน
ออกเปน 3 ระดับ คือ ระดับต่ํา (low, –1) ระดับกลาง (medium, 0) และระดับสูง (high , +1) และ + α โดย
กําหนดให α = 2 (Myer and Montgomery, 2002) ดังตารางที่ 3.4 ซึ่งจะทําใหไดชุดการทดลองทั้งหมด 50 
ชุดทดลอง ดังตารางที่ 3.5 

ตารางที่ 3. 4  ปจจัยและระดบัของปจจยัในการวางแผนการทดลองแบบ Central composite designs 
(CCD) 

Factors 
Levels 

-α -1 0 +1 +α 

Molasses (g/L) 20 30 40 50 60 

Fish hydrolysate 
(g/L) 

15 25 35 45 55 

Peptone (g/L) 2.5 5 7.5 10 12.5 

Beef extract (g/L) 2.5 5 7.5 10 12.5 

Yeast extract (g/L) 0.5 2 3.5 5 6.5 

 

วิธีการทดลอง นําแบคทีเรียแลคติกรหัสที่ทดสอบแลววาสรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูง ลงเลี้ยง
ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 15 ช่ัวโมง จึงปรับ
ปริมาณเซลลดวยการวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงดวย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร ใหไดคา OD = 0.5 จากนั้นปเปตเซลลแขวนลอยที่ปรับความขุนแลวปริมาณรอยละ 1 (v/v) ใสลง
ในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลวกากน้ําตาลสูตรทดแทนตางๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ดัง
แสดงตารางที่ 3.5 จากนั้นบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไมมีการใหอากาศ เม่ือครบ 21 ช่ัวโมง 
ตกตะกอนเซลลดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ 1000g เปนเวลา 2 นาที แลวแยกสารละลายสวนใสมาวิเคราะห
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ปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่นตามวิธีการ AOAC. (1990) (ภาคผนวก ข) วัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid method (Dubios et al., 1956) และวิเคราะหปริมาณของกรดแลคติกและชนิด
ของไอโซเมอรดวยเครื่อง HPLC (ภาคผนวก ข) 

ตารางที่ 3. 5  แผนผังการแปรผนัแหลงไนโตรเจนในอาหารกากน้ําตาล โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Central composite designs (CCD) 

Run 
Order 

Factors 

Molasses 
(g/L) 

Fish hydrolysate 
(g/L) 

Yeast 

extract (g/L) 
Peptone  

(g/L) 

Beef 

extract (g/L) 
1 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
2 50.0 45.0 5.0 5.0 5.0 
3 40.0 35.0 6.5 7.5 7.5 
4 20.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
5 30.0 45.0 2.0 10.0 5.0 
6 30.0 25.0 5.0 10.0 10.0 
7 50.0 25.0 2.0 10.0 5.0 
8 30.0 45.0 5.0 10.0 10.0 
9 30.0 45.0 2.0 5.0 5.0 
10 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
11 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
12 30.0 25.0 5.0 10.0 5.0 
13 50.0 25.0 2.0 5.0 10.0 
14 30.0 25.0 5.0 5.0 5.0 
15 40.0 35.0 3.5 12.5 7.5 
16 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
17 30.0 25.0 2.0 10.0 5.0 
18 50.0 45.0 2.0 5.0 10.0 
19 30.0 25.0 2.0 10.0 10.0 
20 40.0 35.0 3.5 7.5 2.5 
21 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
22 30.0 45.0 5.0 10.0 5.0 
23 30.0 45.0 5.0 5.0 5.0 
24 50.0 45.0 5.0 5.0 10.0 
25 50.0 45.0 5.0 10.0 10.0 
26 50.0 45.0 2.0 10.0 10.0 
27 40.0 35.0 0.5 7.5 7.5 
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ตารางที่ 3.5 แผนผังสิ่งทดลองในการวางแผนการทดลองแบบ Central composite designs (CCD) (ตอ) 

Run 
Order 

Factor 

Molasses (g/
L) 

Fish 
hydrolysate 

(g/L) 

Yeast 

extract (g/L) 
Peptone (g/L

) 

Beef 

extract (g/L) 

28 40.0 15.0 3.5 7.5 7.5 
29 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
30 30.0 45.0 5.0 5.0 10.0 
30 30.0 45.0 5.0 5.0 10.0 
31 50.0 45.0 2.0 10.0 5.0 
32 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
33 50.0 25.0 5.0 5.0 10.0 
34 60.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
35 30.0 45.0 2.0 10.0 10.0 
36 40.0 55.0 3.5 7.5 7.5 
37 50.0 25.0 5.0 10.0 5.0 
38 50.0 25.0 2.0 10.0 10.0 
39 30.0 45.0 2.0 5.0 10.0 
40 30.0 25.0 5.0 5.0 10.0 
41 30.0 25.0 2.0 5.0 5.0 
42 30.0 25.0 2.0 5.0 10.0 
43 50.0 25.0 5.0 5.0 5.0 
44 50.0 25.0 5.0 10.0 10.0 
45 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 
46 40.0 35.0 3.5 7.5 12.5 
47 50.0 45.0 2.0 5.0 5.0 
48 40.0 35.0 3.5 2.5 7.5 
49 50.0 45.0 5.0 10.0 5.0 
50 50.0 25.0 2.0 5.0 5.0 
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3.2.7.3 การทดสอบความเหมาะสมของแบบจําลองทางคณิตศาสตร 

ทําการทดลองเพื่อยืนยันผลการทํานายของสูตรอาหารท่ีมีความเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกที่ไดจาก
แบบจําลองทางคณิตศาสตร (ขอ 3.2.7.2) โดยแบคทีเรียแลคติกรหัสท่ีทดสอบแลววาสรางกรดแลคติกไฮ
โวเมอร L(+) ไดสูง ลงเลี้ยงในหลอดอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซล เซียส  เมื่ อครบ  15  ช่ัวโมง  จึ งปรับปริมาณเชื้ อดวยการ วัดค าการดูดกลืนคลื่นแสงดวย 
spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ใหไดคา OD = 0.5 จากนั้นปเปตเซลลแขวนลอย
ที่ปรับความขุนแลวมาปริมาณรอยละ 1 (v/v) ลงในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว
กากน้ําตาลสูตรที่ไดจากแบบจําลองทางคณิตศาสตรในขอ 3.2.7.2 ปริมาตร 100 มิลลิลติร จากนั้นบมเชื้อที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไมมีการใหอากาศ เมื่อครบ 21 ช่ัวโมง ตกตะกอนดวยเครื่องเซนตริฟวซที่ 
1000g เปนเวลา 2 นาที และแยกสารละลายสวนใสมาวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่นตาม
วิธีการ AOAC. (1990) (ภาคผนวก ข) วัดปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid method ตาม
วิธีการของ (Dubios et al., 1956) (ภาคผนวก ข) และวิเคราะหปริมาณของกรดแลคติกและชนิดของไอโซ
เมอรดวยเครื่อง HPLC (ภาคผนวก ข) และเปรียบเทียบคาที่ไดจริงจากการทดลองกับคาทํานายที่ไดจาก
แบบจําลองทางคณิตศาสตร 

3.2.8 ศึกษากระบวนการหมักกรดแลคติกแบบกะ 

หมักกรดแลคติกแบบกะของแบคทีเรียแลคติกรหัสท่ีทดสอบแลววาสรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ได
สูง  (ขอ 3.2.2) โดยใชสูตรอาหารที่เหมาะสม ซึ่งไดจากการทดลอง (ขอ 3.2.7.3) ในถังหมัก (Biostat B) 
ขนาด 2 ลิตร (รูปที่ 3.1) โดยใชปริมาณอาหาร 1.5 ลิตร อัตราการกวน 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  ในการหมักไดเปรียบเทียบสภาวะไรอากาศ (anaerobic) และสภาวะมีอากาศเล็กนอย 
(microaerophilic) โดยเติมอากาศ (air) ในอัตรา 0.5 vvm ในระหวางการหมัก และเก็บตัวอยางทุกๆ 3 
ช่ัวโมงเพื่อวิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 

• วิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่นตามวิธี AOAC. (1990) (ภาคผนวก ข) 

• วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid ตามวิธีการของ (Dubios et al., 1956)  

• วิเคราะหปริมาณและไอโซเมอรของกรดแลคติกดวยเครื่อง HPLC (วิธีการภาคผนวก ข) 

• วิเคราะหการเจริญของแบคทีเรียแลคติกดวยวิธี total viable plate count ดวยอาหาร MRS 
(ภาคผนวก ข) 

ผลที่ไดจากการวิเคราะห นํามาคํานวณหาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด specific growth rate (μmax) เพื่อใช
เปนขอมูลในกระบวนการหมักแบบตอเนื่องตอไป 
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3.2.9 การศึกษากระบวนการผลิตกรดแลคติกแบบตอเน่ือง 

ใชคา specific growth rate (μmax) ที่ไดจากขอ 3.2.8 มาใชในเจือจางอาหารในการหมักแบบตอเนื่อง โดย
แปรผันอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) ที่อัตราตางๆ ตั้งแต 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 h-1 โดยใชอาหาร
สูตรที่เหมาะสมซึ่งไดจากการทดลองในขอ 3.2.7.3 ปริมาตร 1.5 ลิตร ในถังหมัก (Biostat B) ขนาด 2 ลิตร 
อัตราการกวน 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 ช่ัวโมง เพ่ือใหเชื้อการเจริญเขาสู
statonary phase จึงเริ่มเจือจางอาหารที่อัตรา 0.2 h-1 เก็บตัวอยางทุกๆ 2 ช่ัวโมง จนเขาสูสภาวะคงที่ (steady 
state) และเก็บตอเนื่องเปนระยะเวลาอยางนอย 3 residence times กอนที่จะเพิ่ม dilution rate เปน 0.3, 0.4, 
0.5 และ 0.6 h-1 ตามลําดับ เก็บตัวอยางและทําการวิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 

• วิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่นตามวิธี AOAC. (1990) (ภาคผนวก ข) 

• วิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดดวยวิธี Phenol-Sulfuric acid method ตามวิธีการของ (Dubios et 
al., 1956) (ภาคผนวก ข) 

• วิเคราะหปริมาณและไอโซเมอรของกรดแลคติกดวยเครื่อง HPLC (วิธีการภาคผนวก ข) 

• วิเคราะหอัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแลคติกดวยวิธี total viable plate count ดวยอาหาร MRS  

นําผลท่ีไดจากการวิเคราะหมาคํานวณหาคา yield, productivity, growth rate และเปรียบเทียบการเจริญ
ของเชื้อที่อัตราการเจือจางอาหาร (dilution rate, D) ตางๆกัน 

 
รูปท่ี 3. 1 ถังหมักควบคุม B-Bruan, Biostat® B ขนาด 2 ลิตร 
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บทท่ี 4 ผลการทดลองและวิจารณ 

งานวิจัยน้ีไดแบงการทดลองออกเปน 4 ตอน ตอนแรกเปนการคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่
สามารถใชกากน้ําตาลซึ่งมีองคประกอบหลักเปนน้ําตาลซูโครสไดดี และผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอ
โซเมอรไดสูง ข้ันตอนที่สองเปนการพิสูจนเอกลักษณสายพันธุของเชื้อแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกได 
ตอนที่สามเปนการนําวิธีการทางสถิติมาใชในการวางแผนเพื่อปรับปรุงสูตรอาหาร MRS โดยใช
กากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนและใช fish hydrolysate เปนแหลงไนโตรเจน มาทดแทนวัตถุดิบเดิมที่มี
ราคาสูง และเม่ือไดสูตรอาหารที่เหมาะสมและมีราคาถูกสําหรับผลิตกรดแลคติกแลว ข้ันตอนท่ีสี่คือการ
นําแบคทีเรียแลคติกสายพันธุที่คัดเลือกไดมาหมักกรดแลคติกในอาหารปรับปรุงมาดวยกระบวนการหมัก
แบบกะและแบบตอเนื่อง เพ่ือตองการเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลคติกใหสูงขึ้นและเพื่อแกปญหาการยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรียจากปริมาณวัตถุดิบเขมขนสูงในชวงแรกและจากการสะสมของผลผลิตกรดแลค
คติกที่เพ่ิมขึ้น 

4.1 ผลการคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสรางกรดแลคติกไดสงู 

ทําการสุมเก็บตัวอยางผลิตภัณฑอาหารหมักดองประเภทเนื้อ นม แปง ผักและผลไม นํามาคัดแยก
แบคทีเรียแลคติกจนไดเชื้อบริสุทธิ์ จากนั้นนําเชื้อบริสุทธิ์มายอมแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศเพ่ือ
หารูปรางและการติดสีแกรม ทดสอบการสรางเอนไซม catalase และการหมักในอาหารเหลว MRS เพ่ือ
คัดแยกเอาเฉพาะแบคทีเรียแลคติกชนิด Homofermentative ตามวิธีการดังขอ 3.2.1 ผลจากการสุมเก็บ
ตัวอยางสามารถคัดแยกจนไดเชื้อแบคทีเรียแลคติกจํานวน 460 ไอโซเลท จึงไดกําหนดรหัสเชื้อ และนําไป
ทดสอบการสรางกรดแลคติกที่อุณหภูมิ 37 และ 42 องศาเซลเซียสตอไป 

4.1.1 ผลการทดสอบการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติกท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ตองการใชกากน้ําตาลซึ่งมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบหลัก เปนวัตถุดิบผลิตกรด
แลคติก ในขั้นตอนนี้จึงไดทดสอบการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติกท่ีคัดแยกไดท้ังหมด 460 ไอโซเลท 
ในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลงที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณท่ีมีน้ําตาลทั้งหมด (total 
sugar) เทากับสูตรอาหาร MRS เดิมคือเทากับรอยละ 2 โดยทดสอบในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีปริมาณ
อาหาร 10 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง ผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 
4.1 และจากผลการทดสอบ พบวาแบคทีเรียแลคติกท่ีสรางกรดแลคติกไดสูงกวา 20 กรัม/ลิตร มีทั้งหมด 
117 ไอโซเลท จึงนําแบคทีเรียแลคติกรหัสตางๆ ท้ัง 117 ไอโซเลทดังกลาวนี้ไปทดสอบการสรางกรดที่
อุณหภูมิสูงขึ้นคือ 42 องศาเซลเซียส ตอไป 
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ตารางที่ 4. 1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดแลคตกิ (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมือ่เลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลโูคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
P1012 2.57±0.95 1.50±0.52o K54 1.43±0.11 6.61±0.52n 
RB 6-1 1.78±0.04 3.00±1.04o RB 1-6 2.72±0.25 6.61±1.38n 
P109 1.78±0.04 3.00±1.38o P72 2.48±0.25 6.64±1.33n 
G1 1.28±0.39 3.30±0.52o KB31 1.75±0.14 8.41±0.52mn 
P142 3.60±0.42 3.30±0.52o RB 1-7 1.53±0.32 8.41±1.38mn 
P101 1.67±0.04 3.30±1.04o PV102 2.13±0.25 9.01±0.00m 
P108 2.55±0.71 3.30±1.38o P3.3 2.92±0.00 9.01±0.00m 
P1011 1.45±0.14 3.60±0.00o P1.4 3.15±0.14 9.01±0.00m 
P139 1.55±0.21 3.60±0.90o B17.2 2.85±0.21 9.01±0.00m 
P107 2.13±0.74 3.90±0.52no P14.2 3.15±0.14 9.01±1.27m 
P116 1.73±0.04 3.90±1.38no P75 1.20±0.57 9.01±1.56m 
T3-0-02 2.70±0.07 4.20±0.52no W9-1 3.18±0.46 9.46±0.64m 
KB14 2.15±0.00 4.20±1.04no SB19-1 2.35±0.07 9.46±0.64m 
PB104 1.55±0.21 4.50±0.00no P34.2 1.62±0.18 9.46±0.64m 
E1 1.00±0.07 4.50±0.90no K29 2.12±0.11 9.61±1.38m 
P133 1.50±0.28 4.50±0.90no KN11 1.43±0.32 9.61±1.38m 
KC31 1.05±0.35 5.10±0.52no SB12-3 1.33±0.53 9.91±0.00lm 
Y3 1.95±0.64 5.10±0.52no P2.4 1.07±0.03 9.91±0.00lm 
E2 0.93±0.11 5.40±0.00no B21.31 3.03±0.25 9.91±0.00lm 
RB 7-1 1.95±0.35 5.40±0.90no B24 3.15±0.21 9.91±0.00lm 
M2-1 3.15±0.14 6.31±0.00n K68 3.13±0.04 9.91±0.90lm 
RB 1-5 2.94±0.00 6.31±0.90n K210 2.53±0.00 9.91±0.90lm 
RB 1-4 2.25±0.11 6.31±0.90n PB102 2.85±0.21 10.21±1.04lm 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
V16.1 2.21±0.62 10.36±0.64lm P20.12 3.15±0.42 11.11±0.52klm 
SW2-1 3.22±0.32 10.36±0.64lm K28 1.32±0.04 11.11±1.04klm 
SB36-4 3.27±0.39 10.36±0.64lm K51 2.27±0.11 11.11±1.38klm 
SB18-4 2.35±0.07 10.36±0.64lm V9.4 3.28±0.46 11.26±0.64kl 
SB18-31 3.20±0.00 10.36±0.64lm SW2-5 2.43±0.32 11.26±0.64kl 
SB14-4 3.40±0.28 10.36±0.64lm SW2-4 2.73±0.04 11.26±0.64kl 
P5 3.05±0.49 10.36±0.64lm SP96 1.33±0.53 11.26±0.64kl 
P1.7 3.03±0.18 10.36±0.64lm SP87 1.82±1.80 11.26±0.64kl 
B21.4 3.13±0.60 10.36±0.64lm SP84 3.15±0.14 11.26±0.64kl 
B11 1.44±0.00 10.36±0.64lm SP79 3.18±0.00 11.26±0.64kl 
B22.4 2.82±0.00 10.36±0.64lm SP62 2.68±0.11 11.26±0.64kl 
P37 2.05±1.28 10.51±0.52lm S23-1 3.05±0.35 11.26±0.64kl 
KH21 2.88±0.04 10.51±1.04lm S19.1 3.15±0.14 11.26±0.64kl 
K58 2.95±0.07 10.51±1.04lm PV17 1.95±0.07 11.26±0.64kl 
PV1 1.67±0.46 10.81±0.00lm PV13 3.35±0.78 11.26±0.64kl 
SS16-1 2.20±0.42 10.81±0.00lm PK8 2.07±0.25 11.26±0.64kl 
SB23-5 2.67±0.04 10.81±0.00lm PK7 3.40±0.21 11.26±0.64kl 
SB23-3 2.53±0.04 10.81±0.00lm PK6 2.70±0.71 11.26±0.64kl 
SB18-1 2.75±0.00 10.81±0.00lm PK20 3.28±0.46 11.26±0.64kl 
PV16 2.15±0.57 10.81±0.00lm PK2 2.88±0.04 11.26±0.64kl 
PV15 2.98±0.25 10.81±0.00lm PK19 3.23±0.11 11.26±0.64kl 
PK18 2.10±0.49 10.81±0.00lm PK17 2.27±1.24 11.26±0.64kl 
P7 2.15±0.07 10.81±0.00lm PK16 2.35±0.07 11.26±0.64kl 
S13.32 2.70±0.14 11.11±0.52klm PK13 3.30±0.42 11.26±0.64kl 
P26.11 2.23±0.53 11.11±0.52klm PK12 2.13±0.18 11.26±0.64kl 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
PK11 2.75±0.14 11.26±0.64kl P3.4 3.30±0.42 11.71±0.00kl 
P25.2 2.35±0.07 11.26±0.64kl P2 2.81±0.00 11.71±0.00kl 
B43.1 2.37±0.39 11.26±0.64kl P16.1 2.60±0.07 11.71±0.00kl 
B22.1 1.12±0.32 11.26±0.64kl K38 2.36±0.00 11.71±0.00kl 
B21 2.27±0.11 11.26±0.64kl K53 1.98±0.04 11.71±0.90kl 
SP103 3.73±0.88 11.26±0.64kl G2 2.57±0.18 11.71±0.90kl 
PK4 2.78±0.74 11.26±0.64kl F6 3.20±0.35 11.71±0.90kl 
V21.3 3.45±0.35 11.41±0.52kl SP75 2.67±0.39 11.71±1.27kl 
FP101 2.12±0.11 11.41±1.04kl SP106 2.36±0.00 11.71±1.27kl 
BS101 2.70±0.42 11.41±1.04kl SB22-5 2.92±0.00 11.71±1.27kl 
K26 1.64±0.00 11.41±1.38kl SB19-2 2.83±0.07 11.71±1.27kl 
K10 2.55±0.49 11.41±1.88kl SB18-3 3.15±0.14 11.71±1.27kl 
SW7-2 3.10±6.08 11.71±0.00kl SW7-4 2.80±0.07 12.16±0.64jkl 
SW7-1 2.75±0.49 11.71±0.00kl SP99 3.15±0.14 12.16±0.64jkl 
SW5-1 3.05±0.49 11.71±0.00kl SP86 3.05±0.35 12.16±0.64jkl 
SW22-7 2.68±0.00 11.71±0.00kl SP71 3.24±0.00 12.16±0.64jkl 
SS17-3 2.48±0.81 11.71±0.00kl SP117 3.28±0.46 12.16±0.64jkl 
SS16-2 3.62±0.74 11.71±0.00kl SP105 2.22±0.46 12.16±0.64jkl 
SP85 2.67±0.18 11.71±0.00kl SP104 3.12±0.46 12.16±0.64jkl 
SP137 2.92±0.00 11.71±0.00kl SP101 3.28±0.46 12.16±0.64jkl 
S35.2 3.95±0.00 11.71±0.00kl PK1 1.33±0.53 12.16±0.64jkl 
PV10 2.67±0.00 11.71±0.00kl P9 1.67±0.07 12.16±0.64jkl 
PK9 0.92±0.00 11.71±0.00kl B44.1 1.55±0.78 12.16±0.64jkl 
PK3 2.90±0.00 11.71±0.00kl B20.1 1.90±1.06 12.16±0.64jkl 
PK14 3.48±0.53 11.71±0.00kl B2 1.80±0.21 12.16±0.64jkl 
PK10 2.83±0.39 11.71±0.00kl SP102 2.92±0.00 12.16±0.64jkl 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
SP100 1.98±1.23 12.16±0.64jkl SP11-4 2.67±0.46 13.06±0.64jk 
K14 2.43±0.18 12.24±1.29jkl SB20-4 3.03±0.25 13.06±0.64jk 
V12.1 2.40±0.35 12.39±1.35jkl SB20-2 2.20±0.14 13.06±0.64jk 
V1 2.10±0.85 12.61±0.00jkl S22.1 1.98±0.25 13.06±0.64jk 
P34.1 1.67±0.18 12.61±0.00jkl SW23-2 2.15±0.78 13.06±0.64jk 
SV17-1 3.00±0.71 12.61±0.00jkl SP12-4 1.48±0.18 13.06±0.64jk 
SP122 1.73±0.04 12.61±0.00jkl SP136 1.72±0.1 13.06±1.88jk 
SB34-1 2.20±0.07 12.61±0.00jkl RB 8-9 1.73±0.29 13.21±1.38ijk 
SB21-2 2.40±0.00 12.61±0.00jkl RB 6-5 2.03±0.11 13.21±1.38ijk 
SB15-4 2.83±0.25 12.61±0.00jkl SW5-4 0.78±0.04 13.51±0.00ijk 
S55.3 3.30±0.57 12.61±0.00jkl SP8-7 1.53±0.04 13.51±0.00ijk 
S54.3 3.15±0.14 12.61±0.00jkl SP134 0.73±0.11 13.51±0.00ijk 
S54.2 3.15±0.28 12.61±0.00jkl SP127 1.35±0.14 13.51±0.00ijk 
S36.1 2.36±0.00 12.61±0.00jkl SP118 0.80±0.00 13.51±0.00ijk 
S35.5 2.90±0.07 12.61±0.00jkl SP115 0.28±0.04 13.51±0.00ijk 
B22.51 3.22±0.11 12.61±0.00jkl SB36-1 0.53±0.04 13.51±0.00ijk 
RB 6-6 3.09±0.00 12.61±0.90jkl SB21-1 1.12±0.25 13.51±0.00ijk 
SP98 2.60±0.28 12.61±1.27jkl SB19-3 0.26±0.00 13.51±0.00ijk 
SP8-5 2.32±0.04 12.61±1.27jkl S35.3 3.10±0.28 13.51±0.00ijk 
P3.1 1.70±0.21 12.61±1.27jkl SB15-1 2.82±0.39 13.51±1.27ijk 
P17.2 2.90±0.28 13.06±0.64jk RB 6-4 1.85±0.28 13.81±0.52ijk 
SW12-2 1.45±0.21 13.06±0.64jk P71 0.78±0.32 13.81±0.52ijk 
SP128 2.17±0.04 13.06±0.64jk KL26 0.80±0.28 13.81±0.52ijk 
SP125 3.35±0.64 13.06±0.64jk S6 2.20±0.07  13.87±1.37ijk 
SP119 2.13±0.25 13.06±0.64jk SB20-3 0.30±0.57 13.96±0.64ij 
SP110 1.62±0.04 13.06±0.64jk SB13-2 1.83±0.11 13.96±0.64ij 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
B6 1.75±0.21 13.96±0.64ij KL22 2.40±0.14 14.71±0.52gij 
SP9-6 2.92±0.00 13.96±0.64ij KC33 2.73±0.11 14.71±0.52gij 
SP10-1 0.72±0.04 13.96±0.64ij KN24 2.48±0.11 14.71±1.04gij 
RB 6-3 2.38±0.00 14.11±0.52ij KB35 1.93±0.32 14.71±2.08gij 
KL23 2.12±0.11 14.11±1.04ij W4-5 2.22±0.32 14.86±0.64gij 
KN22 3.40±0.00 14.11±1.38ij SB35-2 2.43±0.39  14.86±0.64gij 
KL24 0.62±0.25 14.11±1.38ij B8 2.55±1.13 14.86±0.64gij 
V3.6 1.83±0.35 14.41±0.00gij RB 8-10 2.25±0.35 15.01±0.52gi 
SW7-3 1.20±0.00 14.41±0.00gij KB15 2.30±0.28 15.01±0.52gi 
SB36-2 1.60±0.14 14.41±0.00gij KL16 2.40±0.00 15.01±1.04gi 
SB13-3 2.23±0.18 14.41±0.00gij KC35 1.82±0.11 15.01±1.04gi 
S58.3 2.12±0.11 14.41±0.00gij SP17-1 2.60±0.28 15.31±0.00gi 
KL21 0.66±0.00 14.41±0.00gij KB33 1.73±0.04 15.31±0.00gi 
B1 0.63±0.39 14.41±0.00gij B25.2 2.20±0.07 15.31±0.00gi 
T3-2-01 1.32±0.18 14.41±0.90gij K610 1.67±0.18 15.31±0.90gi 
KB34 2.12±0.11 14.41±0.90gij KC37 2.32±0.04 15.31±0.90gi 
K510 1.28±0.39 14.41±0.90gij KL12 2.10±0.85 15.31±1.56gi 
W2-5 1.60±0.42 14.41±1.27gij SW1-5 3.00±0.71 15.31±4.71gi 
SW11-1 1.40±0.14 14.41±1.27gij KN25 1.98±0.25 15.61±0.52gi 
SP123 3.53±0.12 14.41±1.27gij KN21 2.15±0.78 15.61±0.52gi 
SP11-1 0.92±0.46 14.41±1.27gij RB 8-5 2.67±0.46 15.61±1.04gi 
SB22-6 0.71±0.00 14.41±1.27gij KC36 2.20±0.14 15.61±1.04gi 
SB14-3 2.25±0.07 14.41±1.27gij KC34 1.48±0.18 15.61±1.38gi 
SB35-4 3.58±0.00 14.41±2.55gij RB 8-2 3.03±0.25 15.61±1.88gi 
RB 6 2.45±0.07 14.71±0.52gij B18.1 1.62±0.04 15.76±0.64fgi 
KN23 1.28±0.11 14.71±0.52gij SW12-1 1.45±0.21 15.76±0.64fgi 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
SS17-2 1.72±0.11 15.76±0.64fgi SB21-4 2.12±0.11 17.57±0.64ef 
P1.5 2.17±0.04 15.76±0.64fgi P2.5 2.20±0.07  17.57±0.64ef 
B7 3.35±0.64 15.76±0.64fgi B32.12 0.73±0.11 17.57±0.64ef 
B2.V2 2.13±0.25 15.76±0.64fgi B18.2 1.12±0.25 17.57±0.64ef 
RB 8-3 2.90±0.28 15.91±1.38fgi P1.1 0.63±0.39 17.79±1.35ef 
SB23-1 2.98±0.11 16.21±0.00fg SP17-2 3.43±0.18 17.79±5.47ef 
SB22-3 2.90±0.28 16.21±0.00fg SP130 0.80±0.00 18.02±0.00def 
RB 1-8 2.20±0.14 16.21±0.90fg SB18-5 3.53±0.12 18.02±0.00def 
SB 1-1 1.73±0.29 16.21±0.90fg S35.1 1.60±0.14 18.02±0.00def 
RB 8-4 2.03±0.11 16.21±0.90fg P3.2 2.13±0.25 18.02±0.00def 
V24.1 3.10±0.28 16.21±1.27fg P17.11 1.73±0.04 18.02±0.00def 
W2-1 2.40±0.00 16.21±2.65fg B32.11 1.75±0.21 18.02±0.00def 
RB 6-2 2.13±0.25 16.51±1.04fg SB23-4 1.93±0.32 18.02±1.27def 
KC32 1.48±0.18 16.51±2.08fg B2.21 3.03±0.25 18.02±1.27ef 
P2.3 3.10±0.28 16.66±0.64efg SS31-1 1.53±0.04 18.02±3.82def 
V16.2 2.32±0.04 16.66±0.64efg V22.2 0.26±0.00 18.32±0.52def 
S36.3 3.40±0.00 16.66±0.64efg S3 0.28±0.04 18.47±0.64def 
P3 0.28±0.04 16.66±0.64fg S23.1 2.20±0.07 18.47±0.64def 
SW1-2 2.10±0.85 16.66±7.30efg S2 2.03±0.11 18.47±0.64def 
SS16-3 2.30±0.28 17.12±0.00efg P8 0.30±0.57 18.47±0.64def 
P25-2 2.43±0.39  17.12±0.00efg P17.12 0.78±0.04 18.47±0.64def 
PK15 2.40±0.14 17.12±0.00efg B9 1.48±0.18 18.47±0.64def 
B21.22 2.23±0.18 17.12±0.00efg B10 2.92±0.00 18.47±0.64def 
RB 7-2 2.48±0.11 17.12±0.90efg V6.4 3.28±0.74 18.47±0.64def 
B21.1 3.03±0.25 17.12±1.27efg SP66 1.28±0.39 18.47±0.64def 
P17.3 3.23±0.18 17.12±2.55efg SP131 0.30±0.57 18.47±0.64def 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
S5 0.78±0.32 18.47±0.64def SP109 1.35±0.14 19.82±0.00cd 
KB13 2.20±0.28 18.62±0.52de P16.2 0.80±0.00 19.82±0.00cd 
KN14 2.03±0.11 18.62±2.08de B4 0.53±0.04 19.82±0.00cd 
SP80 1.67±0.18 18.92±0.00cde B22 1.12±0.25 19.82±1.27cd 
S17.2 2.60±0.28 18.92±0.00cde P137 1.23±0.04 2.10±0.52o 
B5 2.20±0.07 18.92±0.00cde P114 2.13±0.04 2.10±1.04o 
V5.7 2.10±0.85 18.92±1.27cde P1313 1.98±0.18 2.40±0.52o 
SP65 3.00±0.71 18.92±1.27cde P1312 0.73±0.11 2.40±0.52o 
P1.2 1.73±0.04 18.92±1.27cde P115 2.87±1.03 2.40±0.52o 
B22.2 1.83±0.11 18.92±1.27cde RB 8-1 1.47±0.17 2.40±1.04o 
B20.2 1.60±0.42 18.92±1.27de P103 1.45±0.07 2.70±0.00o 
K35 2.67±0.46 19.22±0.52cde P1314 1.62±0.25 2.70±0.90o 
B18.32 1.98±0.25 19.22±0.52cde P104 1.90±0.21 2.70±1.80o 
B17.3 2.15±0.78 19.22±0.52cde K98 1.85±0.28 20.12±0.52bcd 
SP135 0.26±0.00 19.37±0.64cde K69 0.78±0.32 20.12±1.38bcd 
W4-1 2.82±0.39 19.37±0.64cde W4-3 3.00±0.71 20.27±0.64bcd 
V4.5 3.10±0.28 19.37±0.64cde V7.1 2.60±0.28 20.27±0.64bcd 
V24.2 1.73±0.29 19.37±0.64cde SW5-3 2.32±0.04 20.27±0.64bcd 
V11.2 1.45±0.21 19.37±0.64cde SW11-4 2.40±0.00 20.27±0.64bcd 
SP77 1.72±0.1 19.37±0.64cde SW1-3 1.82±0.11 20.27±0.64bcd 
P6 2.17±0.04 19.37±0.64cde SP129 2.12±0.11 20.27±0.64bcd 
B43.2 3.35±0.64 19.37±0.64cde SP124 1.28±0.39 20.27±0.64bcd 
B3 1.62±0.04 19.37±0.64cde SP107 0.63±0.39 20.27±0.64bcd 
W4-4 0.80±0.28 19.82±0.00cd SB16-2 2.38±0.00 20.27±0.64bcd 
W1-2 1.53±0.04 19.82±0.00cd SB14-5 2.12±0.11 20.27±0.64bcd 
V11.3 0.73±0.11 19.82±0.00cd SB14-1 0.72±0.04 20.27±0.64bcd 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
P1.6 1.83±0.11 20.27±0.64bcd SB22-2 1.28±0.11 21.17±0.64abc 
B22.3 2.20±0.07  20.27±0.64bcd SB22-1 2.73±0.11 21.17±0.64abc 
SB16-1 0.62±0.25 20.27±1.16bcd SB16-5 1.83±0.35 21.17±0.64abc 
RB 4-9 1.98±0.25 20.42±0.52bcd SB16-4 1.32±0.18 21.17±0.64abc 
KN15 2.15±0.78 20.42±0.52bcd SB15-3 1.20±0.00 21.17±0.64abc 
KN13 1.67±0.18 20.42±2.08bcd SW4-6 1.40±0.14 21.17±0.64abc 
SW4-1 2.90±0.28 20.72±0.00bcd SS30-1 0.53±0.04 21.17±1.91abc 
SP8-6 1.72±0.11 20.72±0.00bcd SP9-8 0.26±0.00 21.17±1.91abc 
SB21-5 2.17±0.04 20.72±0.00bcd K12 0.80±0.28 21.32±0.52abc 
SB21-3 3.35±0.64 20.72±0.00bcd KL15 1.35±0.14 21.32±0.52abc 
KL14 2.67±0.46 20.72±0.00bcd KK29 0.28±0.04 21.32±0.52abc 
KK21 2.20±0.14 20.72±0.00bcd KL13 1.12±0.25 21.32±1.38abc 
SS22-4 1.45±0.21 20.72±1.27bcd K16 0.78±0.32 21.32±1.38abc 
SB14-6 1.62±0.04 20.72±1.27bcd RB 1-9 0.78±0.04 21.32±1.38abc 
RB 3-5 3.58±0.00 21.02±0.52abc K45 1.85±0.28 21.32±2.08abc 
K64 2.25±0.07 21.02±0.52abc SP12-5 2.12±0.11 21.62±0.00abc 
KB12 1.73±0.29 21.02±0.52abc SP12-3 2.38±0.00 21.62±0.00abc 
RB 2-4 0.71±0.00 21.02±1.04abc SB16-3 3.40±0.00 21.62±0.00abc 
K36 0.66±0.00 21.02±1.04abc KK17 0.72±0.04 21.62±0.00abc 
KK28 0.92±0.46 21.02±1.38abc KK15 1.75±0.21 21.62±0.00abc 
K37 2.12±0.11 21.02±1.38abc KH26 1.85±0.28 21.62±0.00abc 
SP121 2.82±0.39 21.17±0.64abc RB 3-4 1.35±0.14 21.62±0.00abc 
SP120 2.25±0.35 21.17±0.64abc SP10-3 0.80±0.00 21.62±0.00abc 
SP12-2 2.22±0.32 21.17±0.64abc SP10-2 0.53±0.04 21.62±0.00abc 
SP12-1 2.55±1.13 21.17±0.64abc RB 5-1 0.62±0.25 21.62±0.90abc 
SB35-3 2.45±0.07 21.17±0.64abc RB 4-3 2.92±0.00 21.62±0.90abc 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางท่ี 4.1 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก (g/L) ของแบคทีเรียแลคติ
กรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มี
น้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
K95 0.80±0.28 21.62±0.90abc RB 2-3 3.53±0.12 22.22±0.52ab 
K92 0.78±0.04 21.62±0.90abc K93 2.13±0.25 22.22±0.52ab 
K43 0.73±0.11 21.62±0.90abc K102 1.75±0.21 22.22±0.52ab 
SP17-3 1.95±0.24 21.62±1.27abc RB 4-8 3.03±0.25 22.22±0.52ab 
K46 1.53±0.04 21.62±1.80abc KH25 1.60±0.14 22.22±1.04ab 
K13 3.33±0.25 21.92±0.52ab K59 1.73±0.04 22.22±1.88ab 
RB 3-1 3.28±0.74 21.92±0.52ab SW9-1 2.40±0.14 22.52±0.00ab 
KK26 1.28±0.39 21.92±0.52ab SS31-3 2.23±0.18 22.52±0.00ab 
K57 0.30±0.57 21.92±0.52ab SP9-4 3.03±0.25 22.52±0.00ab 
RB 4-1 2.20±0.07 21.92±0.52ab RB 1-3 1.53±0.04 22.52±0.00ab 
RB 3-6 1.83±0.11 21.92±0.52ab RB 3-8 3.10±0.28 22.52±0.90ab 
RB 3-7 2.03±0.11 21.92±1.04ab RB 3-2 2.32±0.04 22.52±0.90ab 
RB 2-1 1.60±0.42 21.92±1.04ab RB 2-2 0.26±0.00 22.52±0.90ab 
KK25 2.10±0.21 21.92±1.04ab KN16 0.80±0.00 22.52±0.90ab 
KH23 1.60±0.00 21.92±1.04ab SP11-3 3.23±0.18 22.52±1.27ab 
K41 3.60±0.21 21.92±1.04ab KL116 1.93±0.32 22.52±1.56ab 
RB 4-2 2.20±0.28 21.92±1.38ab RB 5-2 2.30±0.28 22.82±0.52ab 
RB 4-7 0.78±0.32 21.92±1.38ab RB 1-1 2.43±0.39  22.82±0.52ab 
RB 4-4 0.28±0.04 21.92±1.38ab KK27 2.48±0.11 22.82±0.52ab 
KN12 2.23±0.04 21.92±1.38ab K63 1.12±0.25 22.82±1.38ab 
K52 2.12±0.11 21.92±1.38ab SP11-5 0.73±0.11 22.97±0.64a 
SW4-3 2.03±0.11 22.07±0.64ab KK23 2.20±0.07  23.12±0.52a 
SS9-1 0.30±0.57 22.07±0.64ab SB20-1 3.43±0.18 23.42±0.00a 
SP8-9 0.78±0.04 22.07±0.64ab KH24 2.12±0.11 23.42±0.00a 
SB15-2 2.92±0.00 22.07±0.64ab KL11 0.63±0.39 23.42±0.90a 
SP17-5 1.48±0.18 22.07±1.91ab RB4-5 2.40±0.00 23.72±0.52a 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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4.1.2 ผลการทดสอบการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติกท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

ดวยในกระบวนการหมักนั้นจะเกิดความรอนขึ้นในระหวางการหมัก ในการวิจัยนี้ จึงไดคัดเลือกเฉพาะ
แบคทีเรียที่สามารถเจริญและสรางกรดไดดีที่อุณหภูมิสูงที่ 42 องศาเซลเซียส ซ่ึงคาดหวังวาจะชวยลด
คาใชจายในการควบคุมความรอนที่เกิดขึ้นได และในขั้นตอนนี้จึงไดทดสอบเฉพาะแบคทีเรียรหัสที่
สามารถสรางกรดไดสูงกวา 20.0 กรัม/ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ขอ 4.1.1) โดยไดเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว MRS ที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาล (รอยละ 2) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง ไดผลดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.2 น้าํหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทัง้หมดในรูปกรดแลคตกิ(g/L) ของแบคทีเรียแลคตกิ
เมื่อเลีย้งในอาหารเหลว MRS ดัดแปลง ทีท่ดแทนกลโูคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีนํ้าตาลทั้งหมด 
(total sugar) เทากับรอยละ 2 บมที่อุณหภมูิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง  

Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) Isolates Dry weight (g/L) Total acid (g/L) 
RB4-1 0.80±0.64 2.10±0.35i SP8-9 1.75±0.28 8.56±0.64fg 
RB4-8 1.30±0.07 2.40±0.71i RB2-1 1.73±0.25 8.70±0.35f 
K57 1.50±0.42 3.50±0.28i RB3-4 2.20±0.28 8.70±0.71f 
SW9-1 1.95±0.07 5.40±0.00h SB14-6 2.00±0.07 9.01±0.00f 
SW4-6 1.58±0.18 5.86±0.64h SP11-5 1.88±0.53 9.01±0.00f 
K16 1.45±0.14 6.00±0.35h SP12-1 1.60±0.42 9.01±0.00f 
SW11-4 1.63±0.11 6.31±0.00h SS9-1 1.53±0.39 9.01±0.00f 
SW5-3 1.28±0.39 7.11±0.14gh W1-2 1.48±0.04 9.01±0.00f 
SB21-3 2.03±0.11 7.21±0.00gh RB3-1 1.85±0.07 9.30±0.71ef 
SS22-4 1.08±0.39 7.56±0.49g RB4-5 2.03±0.04 9.30±0.35ef 
SB16-2 1.55±0.42 8.11±0.00fg SB14-5 1.85±0.00 9.46±0.64e 
RB1-9 1.93±0.18 8.40±0.35fg SP10-2 1.50±0.35 9.46±0.64e 
SP12-2 2.20±0.21 9.46±0.64e KH25 2.15±0.14 10.50±0.99de 
SP8-6 1.93±0.11 9.46±0.64e KK17 1.63±0.25 10.50±0.35de 
SS30-1 1.78±0.11 9.46±0.64e RB3-5 1.95±0.21 10.50±0.35de 
KK25 1.78±0.11 9.60±0.35e RB4-7 2.30±0.21 10.50±0.35de 
K93 2.25±0.42 9.60±0.99e RB5-2 2.38±0.11 10.50±0.35de 

อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 
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ตารางที่ 4.2 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก(g/L) ของแบคทีเรียแลคติก
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีนํ้าตาลทั้งหมด 
(total sugar) เทากับรอยละ 2 บมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates 
Dry weight 

(g/L) 
Total acid 

(g/L) 
Isolates 

Dry weight 
(g/L) 

Total acid 
(g/L) 

KK21 1.58±0.25 9.90±0.64e KK27 1.93±0.11 10.80±0.64d 
RB3-7 2.20±0.28 9.90±0.64e RB3-8 2.28±0.25 10.80±0.64d 
RB4-3 2.02±0.18 9.90±0.64e SP129 1.85±0.07 10.81±0.00d 
RB4-4 2.08±0.11 9.90±0.64e SW4-3 1.63±0.46 10.81±0.00d 
RB3-2 2.05±0.21 9.90±0.00e K95 1.73±1.24 11.10±0.35d 
SP17-3 1.90±0.07 9.91±0.00e K98 2.05±0.28 11.10±0.35d 
SW4-1 1.73±0.04 9.91±0.00e KL116 1.80±0.49 11.10±0.35d 
KH24 2.23±0.25 10.20±0.35e RB4-2 2.20±0.28 11.10±0.35d 
KK29 1.78±0.11 10.20±0.35e KB12 2.18±0.11 11.20±0.42d 
KL13 2.10±0.07 10.20±0.99e SB16-3 1.58±0.25 11.21±0.57d 
SP17-3 1.90±0.07 9.91±0.00e K98 2.05±0.28 11.10±0.35d 
KN13 2.62±0.32 10.20±0.35e SP10-3 1.95±0.35 11.21±0.57d 
RB5-1 2.18±0.11 10.20±0.35e SP120 1.33±0.04 11.21±0.57d 
SB35-3 1.38±0.11 10.26±0.49de SB21-5 1.72±0.11 11.26±0.64d 
SP12-3 1.48±0.18 10.26±0.49de SS31-3 1.55±0.35 11.26±0.64d 
KN15 2.50±0.14 10.30±0.42de SW1-3 1.23±0.46 11.26±0.64d 
SB22-1 2.00±0.21 10.31±0.57de KH23 2.38±0.11 11.40±0.99cd 
SB16-4 1.48±0.25 10.36±0.64de K12 1.88±0.11 11.40±0.35cd 
SP107 1.48±0.53 10.36±0.64de K13 2.73±1.03 11.40±0.71cd 
RB4-9 2.48±0.32 11.40±0.71cd SB22-2 1.35±0.00 12.16±0.64c 
KK26 1.98±0.04 11.50±0.64cd K92 2.18±0.39 12.30±0.35bc 
K36 2.28±0.11 11.70±0.64c KH26 2.90±0.28 12.30±0.71bc 
อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 



51 
 

ตารางที่ 4.2 น้ําหนักเซลลแหง(g/L) และปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก(g/L) ของแบคทีเรียแลคติก
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีนํ้าตาลทั้งหมด 
(total sugar) เทากับรอยละ 2 บมท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates 
Dry weight 
(g/L) 

Total acid (g/L) Isolates 
Dry weight 
(g/L) 

Total acid 
(g/L) 

K41 2.23±0.11 11.70±0.64c KK28 2.43±0.11 12.30±0.71bc 
K45 2.28±0.39 11.70±0.64c RB2-2 2.25±0.28 12.30±0.35bc 
KL14 2.48±0.18 11.70±0.00c RB2-3 2.20±0.35 12.61±0.57bc 
RB3-6 2.03±0.25 11.70±0.64c SP11-3 1.85±0.49 12.61±0.00bc 
SB16-5 1.48±0.11 11.71±0.00c SP12-5 3.63±2.58 12.61±0.00bc 
SP9-4 1.80±0.42 11.71±0.00c SP124 1.78±0.04 12.61±0.00bc 
K46 2.43±0.39 12.00±0.71c RB2-4 2.43±0.11 12.90±0.35ab 
K52 2.25±0.42 12.00±0.71c SB15-2 1.63±0.39 13.06±0.64ab 
KK23 2.20±0.35 12.00±0.35c SP17-5 1.45±0.35 13.06±0.64ab 
KL11 2.40±0.21 12.00±0.71c KK15 2.55±0.07 13.20±0.35ab 
KL15 2.38±0.39 12.00±0.35c SP9-8 2.10±0.07 13.51±0.00ab 
KN12 2.70±0.07 12.00±0.71c P1.6 1.83±0.18 13.96±0.64a 
KN16 2.23±0.04 12.00±0.35c SB20-1 1.80±0.42 14.01±0.70a 
B22.3 1.63±0.18 12.11±0.57c RB1-1 NG NG 
V11-3 1.00±0.14 12.11±0.57c K64 NG NG 
SB14-1 1.48±0.18 12.16±0.64c K63 NG NG 
SB15-3 2.62±0.11 12.16±0.64c K37 NG NG 
SB16-1 1.70±0.28 12.16±0.64c    
อักษรที่ตางกันในแนวตั้งแสดงวามีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 
95 (p≤0.05) เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan ดวยโปรแกรม SPSS 

*NG = No Growth 
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จากตารางที่ 4.2 พบวาปริมาณกรดที่แลคทีเรียแตละรหัสสรางขึ้นที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ต่ํากวาเม่ือ
เลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คอนขางมาก และรหัส SB20-1 สรางกรดได 14.01 กรัมตอลิตรซึ่งสูง
กวารหัสอ่ืนๆ และในจํานวนนี้มีแบคทีเรียแลคติกจํานวน 4 รหัสที่ไมสามารถเจริญที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส ซึ่งไดแกรหัส RB1-1, K63, K64 และ K37  

เมื่อนําผลผลิตกรดของแบคทีเรียแลคติกแตละรหัสเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทน
กลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากันที่รอยละ 2 และบมที่อุณหภูมิ 37 
และ 42 องศาเซลเซียส มาเปรียบเทียบกันตามตารางที่ 4.3 พบวาทุกรหัสเชื้อ สรางกรดลดลงเมื่อบมท่ี
อุณหภูมิสูงขึ้น อาจเปนเพราะอุณหภูมิที่สูงถึง 42 องศาเซลเซียสนี้ ไมเหมาะสมตอการทํางานของเอนไซม
และกิจกรรมตางๆของเซลล พลังงานที่สรางขึ้นถูกใชไปในการปรับสภาพ (maintenance) ของเซลลมาก
ข้ึน หรืออาจทําทําใหโครงสรางโมเลกุลของของเอนไซมตางๆ ภายในเซลลแบคทีเรียแลคติกเส่ือมสภาพ 
(denature) จนทําหนาเรงปฏิกิริยาเคมีตางๆไดไมดี ซึ่งเอนไซมตางๆ จะทํางานไดดีเฉพาะแคอุณหภูมิ
หน่ึงๆ เทานั้น หากอุณหภูมิเปลี่ยนแปลงไปก็จะทําใหกิจกรรมเอนไซมลดลงดวย สอดคลองกับรายงาน
ของ Akerberg และคณะ (1998) ที่ทําการหมักกรดแลคติกที่อุณหภูมิ 30 - 40 องศาเซลเซียส และพบวา
แบคทีเรียแลคติกสายพันธุ Lactococcus lactis ATCC 19435  ท่ีพวกเขาใช สามารถผติตกรดแลคติกได
สูงสุด 2.8 กรัม/ลิตร ที่อุณหภูมิ 33.5 องศาเซลเซียส เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงขึ้น L. lactis ATCC 19435 ผลิต
กรดแลคติกไดต่ําลงแตผลิตกรดอะเซติกและเอทานอลเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้พวกเขายังพบวาเมื่อหมักที่
อุณหภูมิสูงขึ้น อัตราสวนของกรดแลคติกชนิด D(-) ไอโซเมอรเพ่ิมสูงขึ้นอีกดวย 

ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดเลือกที่จะทดสอบการสรางกรดของแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกไวที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส และคัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียแลคติกรหัสที่สรางกรดไดสูงกวา 20.0 กรัม/ลิตร ใน
อาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลงที่ใชกากน้ําตาลทดแทนน้ําตาลกลูโคสในปริมาณท่ีมีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดเทากันที่รอยละ 2.0 ซึ่งมีท้ังหมดจํานวน 117 รหัสเชื้อ (ขอ 4.1.1)    และวิเคราะหหาปริมาณกรด
แลคติก กรดอะเซติก และปริมาณกรดแลคติกชนิด D(-) และ L(+) ไอโซเมอร ดวยเครื่อง HPLC ตอไป 
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ตารางที่ 4.3  เปรียบเทียบปรมิาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคตกิ ของแบคทีเรียแลคตกิเมื่อเลีย้งในอาหาร
เหลว MRS สูตรดดัแปลงทีท่ดแทนกลโูคสดวยกากน้ําตาลท่ีมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับ
รอยละ 2 ท่ีอณุหภูมิ 37 และ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง 

Isolates 
Total acid as lactic acid (g/L) 

Isolates 
Total acid as lactic acid (g/L) 

37 °C 42 °C 37 °C 42 °C 
B22.3 20.27±0.64 12.11±0.57 KK25 21.92±1.04 9.60±0.35 
K102 22.22±0.52 10.50±0.35 KK26 21.92±0.52 11.50±0.64 
K12 21.32±0.52 11.40±0.35 KK27 22.82±0.52 10.80±0.64 
K13 21.92±0.52 11.40±0.71 KK28 21.02±1.38 12.30±0.71 
K16 21.32±1.38 6.00±0.35 KK29 21.32±0.52 10.20±0.35 
K36 21.02±1.04 11.70±0.64 KL11 23.42±0.90 12.00±0.71 
K37 21.02±1.38 Not growth KL116 22.52±1.56 11.10±0.35 
K41 21.92±1.04 11.70±0.64 KL13 21.32±1.38 10.20±0.99 
K43 21.62±0.90 11.40±0.35 KL14 20.72±0.00 11.70±0.00 
K45 21.32±2.08 11.70±0.64 KL15 21.32±0.52 12.00±0.35 
K46 21.62±1.80 12.00±0.71 KN12 21.92±1.38 12.00±0.71 
K52 21.92±1.38 12.00±0.71 KN13 20.42±2.08 10.20±0.35 
K57 21.92±0.52 3.50±0.28 KN15 20.42±0.52 10.30±0.42 
K59 22.22±1.88 10.50±0.71 KN16 22.52±0.90 12.00±0.35 
K63 22.82±1.38 Not growth P1.6 20.27±0.64 13.96±0.64 
K64 21.02±0.52 Not growth RB 1-1 22.82±0.52 Not growth 
K69 20.12±1.38 11.40±0.35 RB 1-3 22.52±0.00 11.40±0.35 
K92 21.62±0.90 12.30±0.35 RB 1-9 21.32±1.38 8.40±0.35 
K93 22.22±0.52 9.60±0.99 RB 2-1 21.92±1.04 8.70±0.35 
K95 21.62±0.90 11.10±0.35 RB 2-2 22.52±0.90 12.30±0.35 
K98 20.12±0.52 11.10±0.35 RB 2-3 22.22±0.52 12.61±0.57 
KB12 21.02±0.52 11.20±0.42 RB 2-4 21.02±1.04 12.90±0.35 
KH23 21.92±1.04 11.40±0.99 RB 3-1 21.92±0.52 9.30±0.71 
KH24 23.42±0.00 10.20±0.35 RB 3-2 22.52±0.90 9.90±0.00 
KH25 22.22±1.04 10.50±0.99 RB 3-4 21.62±0.00 8.70±0.71 
KH26 21.62±0.00 12.30±0.71 RB 3-5 21.02±0.52 10.50±0.35 
KK15 21.62±0.00 13.20±0.35 RB 3-6 21.92±0.52 11.70±0.64 
KK17 21.62±0.00 10.50±0.35 RB 3-7 21.92±1.04 9.90±0.64 
KK21 20.72±0.00 9.90±0.64 RB 3-8 22.52±0.90 10.80±0.64 
KK23 23.12±0.52 12.00±0.35 RB 4-1 21.92±0.52 2.10±0.35 
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ตารางที่ 4.3 เปรียบเทียบปริมาณกรดทั้งหมดในรูปกรดแลคติก ของแบคทีเรียแลคติกเมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลว MRS สูตรดัดแปลงที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลที่มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) เทากับ
รอยละ 2 ท่ีอุณหภูมิ 37 และ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง(ตอ) 

Isolates 
Total acid as lactic acid (g/L) 

Isolates 
Total acid as lactic acid (g/L) 

37 °C 42 °C 37 °C 42 °C 
RB 4-2 21.92±1.38 11.10±0.35 SP12-1 21.17±0.64 9.01±0.00 
RB 4-3 21.62±0.90 9.90±0.64 SP12-2 21.17±0.64 9.46±0.64 
RB 4-4 21.92±1.38 9.90±0.64 SP12-3 21.62±0.00 10.26±0.49 
RB 4-5 23.72±0.52 9.30±0.35 SP12-5 21.62±0.00 12.61±0.00 
RB 4-7 21.92±1.38 10.50±0.35 SP120 21.17±0.64 11.21±0.57 
RB 4-8 22.22±0.52 2.40±0.71 SP121 21.17±0.64 10.36±0.64 
RB 4-9 20.42±0.52 11.40±0.71 SP124 20.27±0.64 12.61±0.00 
RB 5-1 21.62±0.90 10.20±0.35 SP129 20.27±0.64 10.81±0.00 
RB 5-2 22.82±0.52 10.50±0.35 SP17-3 21.62±1.27 9.91±0.00 
SB14-1 20.27±0.64 12.16±0.64 SP17-5 22.07±1.91 13.06±0.64 
SB14-5 20.27±0.64 9.46±0.64 SP8-6 20.72±0.00 9.46±0.64 
SB14-6 20.72±1.27 9.01±0.00 SP8-9 22.07±0.64 8.56±0.64 
SB15-2 22.07±0.64 13.06±0.64 SP9-4 22.52±0.00 11.71±0.00 
SB15-3 21.17±0.64 12.16±0.64 SP9-8 21.17±1.91 13.51±0.00 
SB16-1 20.27±1.16 12.16±0.64 SS22-4 20.72±1.27 7.56±0.49 
SB16-2 20.27±0.64 8.11±0.00 SS30-1 21.17±1.91 9.46±0.64 
SB16-3 21.62±0.00 11.21±0.57 SS31-3 22.52±0.00 11.26±0.64 
SB16-4 21.17±0.64 10.36±0.64 SS9-1 22.07±0.64 9.01±0.00 
SB16-5 21.17±0.64 11.71±0.00 SW1-3 20.27±0.64 11.26±0.64 
SB20-1 23.42±0.00 14.01±0.70 SW11-4 20.27±0.64 6.31±0.00 
SB21-3 20.72±0.00 7.21±0.00 SW4-1 20.72±0.00 9.91±0.00 
SB21-5 20.72±0.00 11.26±0.64 SW4-3 22.07±0.64 10.81±0.00 
SB22-1 21.17±0.64 10.31±0.57 SW4-6 21.17±0.64 5.86±0.64 
SB22-2 21.17±0.64 12.16±0.64 SW5-3 20.27±0.64 7.11±0.14 
SB35-3 21.17±0.64 10.26±0.49 SW9-1 22.52±0.00 5.40±0.00 
SP10-2 21.62±0.00 9.46±0.64 V7.1 20.27±0.64 12.11±0.57 
SP10-3 21.62±0.00 11.21±0.57 W4-3 20.27±0.64 9.01±0.00 
SP107 20.27±0.64 10.36±0.64    
SP11-3 22.52±1.27 12.61±0.00    
SP11-5 22.97±0.64 9.01±0.00    
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4.1.3 ผลการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ไอโซเมอร 

ผลการวิเคราะหปริมาณการสรางกรดแลคติก กรดอะเซติก และวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกชนิด D(-) 
และ L(+)ไอโซเมอรของแบคทีเรียแลคติกท่ีสรางกรดไดสูงท้ังหมดจํานวน 117 ไอโซเลท จากขอ 4.1.1 มา 

ดวยเครื่อง HPLC ตามวิธีการขอ 3.2.3 ผลดังตารางที่ 4.4 

ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยของกรดอะเซติก กรดแลคติก กรดแลคตกิชนิด D(-) และ L(+) ไอโซเมอรของ
แบคทีเรยีแลคติกรหัสตางๆ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลงที่อุณหภูมิ 37 และ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง 

Isolates 
Total acid  

(g/L) 

Acetic acid 
(g/L) 

Lactic acid 
(g/L) 

D(-)Lactic acid 
(g/L) 

L(+)Lactic 
acid (g/L) 

L(+)Lactic acid 
purity (%) 

SB16-4 21.17±0.45 4.26 9.26 6.84 3.39 33.11 
SW9-1 22.52±0.00 3.19 10.09 8.18 4.04 33.05 
W4-3 20.27±0.45 4.45 11.97 8.20 4.07 33.18 
SP10-2 21.62±0.00 5.92 15.71 13.74 4.22 23.51 
SB14-5 20.27±0.45 1.77 13.08 9.27 4.36 32.00 
SP17-3 21.62±0.90 3.46 11.75 7.83 4.47 36.33 
SP129 20.27±0.45 3.22 14.41 10.96 4.49 29.07 
SP107 20.27±0.45 5.13 14.97 8.56 4.61 35.01 
SW4-1 20.72±0.00 3.83 15.97 13.37 4.66 25.83 
SB16-1 20.27±1.35 3.16 14.45 12.74 4.67 26.85 
SB14-1 20.27±0.45 2.17 9.12 5.19 4.92 48.68 
SB22-2 21.17±0.45 3.63 11.03 8.08 5.33 39.74 
SP12-5 21.62±0.00 3.02 10.78 6.85 5.55 44.76 
K37 21.00±0.09 3.25 9.31 4.85 5.62 53.66 
SS22-4 20.72±0.90 2.63 15.11 10.67 5.63 34.55 
SB16-5 21.17±0.45 3.26 11.08 5.90 5.69 49.13 
KH24 21.90±0.09 2.70 15.86 7.51 5.79 43.52 
SB21-3 20.72±0.00 3.67 15.77 11.23 5.83 34.16 
SP12-3 21.62±0.00 3.81 10.72 6.82 5.94 46.56 
RB4-2 21.90±0.14 1.32 15.86 7.74 5.94 43.43 
RB3-8 22.50±0.09 1.40 12.68 7.90 5.95 42.97 
SB22-1 21.17±0.45 3.40 14.80 8.97 5.95 39.90 
KN14 20.40±0.16 2.17 14.21 7.86 6.20 44.11 
KK26 21.90±0.00 2.86 16.43 9.78 6.21 38.82 
KK21 20.70±0.05 1.60 16.88 7.82 6.21 44.24 
RB4-7 21.90±0.14 1.51 14.08 8.30 6.21 42.80 
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ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยของกรดอะเซติก กรดแลคติก กรดแลคติกชนิด D(-) และ L(+) ไอโซเมอร ของ
แบคทีเรียแลคติกเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 
ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates 
Total acid  

(g/L) 

Acetic 
acid (g/L) 

Lactic acid 
(g/L) 

D(-)Lactic acid 
(g/L) 

L(+)Lactic 
acid (g/L) 

L(+)Lactic acid 
purity (%) 

SW11-4 20.27±0.45 3.67 14.52 10.43 6.22 37.37 
SS9-1 22.07±0.45 2.68 16.98 12.30 6.24 33.66 
RB4-1 21.90±0.05 2.74 10.52 4.92 6.33 56.25 
SB20-1 23.42±0.00 3.03 12.55 8.18 6.35 43.70 
RB3-6 21.90±0.05 1.24 16.63 8.59 6.39 42.67 
RB1-1 22.80±0.05 2.22 16.60 7.44 6.40 46.24 
V7.1 20.27±0.45 4.48 15.61 6.44 6.41 49.88 
SB15-3 21.17±0.45 3.77 15.56 9.89 6.41 39.34 
K68 21.00±0.00 1.89 14.32 8.42 6.47 43.47 
K92 20.10±0.09 3.13 16.35 8.42 6.47 43.47 
K64 22.80±0.10 3.18 16.10 10.85 6.52 37.52 
K102 22.20±0.05 1.02 16.96 7.04 6.60 48.38 
KN13 20.42±2.08 1.45 16.69 7.09 6.63 48.32 
KK28 21.00±0.14 2.74 17.57 9.24 6.65 41.85 
KK23 23.40±0.00 2.80 12.38 8.11 6.66 45.07 
KL13 20.70±0.00 1.85 17.53 8.84 6.69 43.07 
K63 22.80±0.14 2.91 16.69 12.52 6.74 34.99 
KH25 22.20±0.10 2.80 15.47 7.57 6.77 47.20 
SB15-2 22.07±0.45 3.97 18.18 12.32 6.80 35.55 
SB16-3 21.62±0.00 3.87 15.69 8.83 6.80 43.49 
RB4-8 22.20±0.05 2.77 16.12 5.59 6.82 54.93 
RB3-2 22.50±0.09 2.83 15.98 7.77 6.84 46.82 
RB4-9 20.40±0.05 3.25 16.20 7.58 6.88 47.60 
K16 21.30±0.05 3.21 12.98 7.04 6.96 49.70 
SB21-5 20.72±0.00 3.41 15.65 9.75 6.96 41.66 
KK25 21.90±0.10 1.77 15.00 8.66 6.97 44.60 
SB35-3 21.17±0.45 3.30 17.07 11.69 7.01 37.50 
KL11 22.50±0.16 2.99 18.71 9.09 7.05 43.67 
SP120 21.17±0.45 3.42 17.36 11.07 7.07 38.97 
KK27 23.10±0.05 2.56 12.77 7.58 7.09 48.34 
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ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยของกรดอะเซติก กรดแลคติก กรดแลคติกชนิด D(-) และ L(+) ของแบคทีเรียแลคติก
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates 
Total acid  

(g/L) 
Acetic acid 

(g/L) 
Lactic acid 

(g/L) 
D(-)Lactic acid 

(g/L) 
L(+)Lactic 
acid (g/L) 

L(+)Lactic acid 
purity (%) 

K57 21.90±0.05 2.71 17.78 11.42 7.14 38.47 
RB3-1 21.90±0.05 2.70 13.68 7.79 7.15 47.86 
K41 21.90±0.14 1.82 15.64 7.04 7.24 50.70 
KK29 21.30±0.05 2.81 16.16 8.78 7.26 45.27 
RB2-4 21.00±0.10 1.59 15.23 7.09 7.28 50.67 
SB16-2 20.27±0.45 3.36 14.39 11.18 7.31 39.53 
KK17 21.60±0.09 1.51 16.66 8.83 7.32 45.32 
RB1-3 22.50±0.00 3.05 17.26 7.73 7.35 48.76 
RB2-2 22.50±0.09 2.69 18.34 8.72 7.36 45.78 
SP12-2 21.17±0.45 3.35 12.10 8.43 7.37 46.62 
RB5-2 23.40±0.09 2.68 17.62 6.71 7.43 52.54 
RB3-5 21.00±0.05 1.20 18.18 7.99 7.48 48.34 
KN15 22.50±0.09 2.86 15.78 6.93 7.48 51.91 
KB13 21.00±0.05 2.79 15.27 8.84 7.49 45.88 
RB5-1 21.60±0.09 3.11 15.95 8.59 7.53 46.70 
K13 21.90±0.05 1.68 18.86 8.85 7.55 46.06 
KN12 20.40±0.21 1.51 16.44 7.85 7.56 49.05 
K12 21.30±0.05 1.67 19.72 7.46 7.60 50.45 
K59 22.20±0.19 2.81 16.23 7.45 7.64 50.61 
K95 22.20±0.05 2.44 16.40 7.56 7.64 50.27 
RB2-3 22.20±0.05 2.90 18.01 8.40 7.65 47.67 
SP10-3 21.62±0.00 3.69 16.55 10.93 7.67 41.26 
RB4-4 21.90±0.14 1.54 16.30 10.34 7.72 42.75 
K46 21.60±0.18 1.91 17.84 7.40 7.73 51.09 
SP12-1 21.17±0.45 3.70 12.98 8.24 7.74 48.43 
K98 21.60±0.09 3.35 17.79 8.74 7.76 47.03 
K45 21.30±0.21 1.05 15.78 8.28 7.82 48.57 
KH26 21.60±0.00 2.92 18.70 9.44 7.89 45.51 
K43 21.60±0.09 1.65 18.27 8.82 7.96 47.43 
RB1-9 21.30±0.14 1.82 17.68 6.50 8.01 55.23 
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ตารางที่ 4.4 คาเฉลี่ยของกรดอะเซติก กรดแลคติก กรดแลคติกชนิด D(-) และ L(+) ของแบคทีเรียแลคติก
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดัดแปลง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมง (ตอ) 

Isolates 
Total acid  

(g/L) 
Acetic acid 

(g/L) 
Lactic acid 

(g/L) 
D(-)Lactic 
acid (g/L) 

L(+)Lactic 
acid (g/L) 

L(+)Lactic acid 
purity (%) 

KB12 20.10±0.05 1.60 17.62 8.43 8.14 49.11 
K93 21.60±0.09 2.63 17.53 9.79 8.29 45.87 
RB3-4 21.60±0.00 1.42 18.02 7.55 8.32 52.44 
KL12 21.30±0.14 2.91 14.96 8.46 8.33 49.62 
KN11 21.90±0.14 2.44 15.16 8.46 8.33 49.62 
K36 21.00±0.10 1.74 18.66 7.98 8.40 51.28 
SP8-6 20.72±0.00 3.51 15.95 8.97 8.41 48.40 
SP17-5 22.07±1.35 3.87 18.93 11.55 8.45 42.25 
RB2-1 21.90±0.10 1.87 19.78 9.19 8.46 47.94 
K52 21.90±0.14 1.76 18.46 9.49 8.52 47.30 
P1.6 20.27±0.45 2.37 16.90 10.60 8.54 44.61 
RB4-3 21.60±0.09 1.77 20.79 10.97 8.64 44.07 
KL14 21.30±0.09 1.52 10.44 1.85 8.65 82.39 
KK15 21.60±0.00 1.80 17.55 10.35 8.68 45.63 
SP121 21.17±0.45 2.21 15.11 8.71 8.78 50.18 
SP11-3 22.52±0.90 3.55 18.01 9.76 9.19 48.50 
SP9-4 22.52±0.00 3.19 15.67 9.46 9.22 49.37 
RB3-7 21.90±0.10 3.18 16.38 8.61 9.33 52.01 
SP11-5 22.97±0.45 3.02 18.90 11.01 9.46 46.22 
SW5-3 20.27±0.45 2.88 11.12 2.04 10.06 83.12 
SW1-3 20.27±0.45 4.08 11.65 3.83 10.13 72.58 
RB4-5 23.70±0.05 2.90 20.47 10.21 10.17 49.89 
B22.3 20.27±0.45 4.24 17.85 7.45 10.17 57.71 
SB14-6 20.72±0.90 3.98 11.11 2.59 10.79 80.63 
SP124 20.27±0.45 4.85 14.13 5.87 11.63 66.47 
SS31-3 22.52±0.00 3.71 14.53 3.53 12.20 77.56 
SP8-9 22.07±0.45 4.27 15.26 4.18 12.22 74.53 
SS30-1 21.17±1.35 3.56 12.79 1.89 12.38 86.74 
SW4-6 21.17±0.45 3.70 14.72 3.34 12.71 79.19 
SP9-8 21.17±1.35 3.99 15.70 4.16 12.82 75.49 
SW4-3 22.07±0.45 3.67 15.77 1.64 15.72 90.56 
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ผลการวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีการไตเตรท ปริมาณกรดอะเซติก และปริมาณกรดแลคติกชนิด 
D(-) และ L(+) ไอโซเมอร ดวยเครื่อง HPLC แสดงดังตาราง 4.4 พบวาผลปริมาณกรดที่ได มี
ความสัมพันธกัน โดยที่ผลรวมของปริมาณกรดอะเซติกและกรดแลคติกของแตละไอโซเลทจะมีคา
ใกลเคียงกับปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการไตเตรท และเมื่อรวมปริมาณกรดแลคติก D(-) และ L(+) ไอ
โซเมอร เขาดวยกัน คาท่ีไดพอๆ กับปริมาณกรดแลคติกที่วิเคราะหดวยเครื่อง HPLC เชนกัน 

ซึ่งจากผลการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกดวยเครื่อง HPLC พบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 สราง
กรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอร ไดสูงที่สุดคือ 15.72 กรัม/ลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว MRS สูตร
ดัดแปลงซึ่งใชกากน้ําตาลทดแทนน้ําตาลกลูโคสในปริมาณท่ีมีน้ําตาลทั้งหมดเทากันที่รอยละ 2 ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 ช่ัวโมงนั้น รองลงมาคือเชื้อรหัส SP9-8, SW4-6, SS30-1, SP8-9 และ 
SS31-3 ซึ่งสรางกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอร ได 12.20, 12.22, 12.38, 12.71 และ 12.82 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ และเม่ือคํานวณหาคาความบริสุทธิ์ของกรดแลคติก L(+) ไอโซเมอร และเทียบกับกรดแลคติก 
D(-) ไอโซเมอร (สมการที่ 3.2) พบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 สรางกรดแลคติก L(+) ได 15.72 
กรัม/ลิตร และชนิด D(-) 1.64 กรัม/ลิตร ซึ่งมีความบริสุทธิ์ของ L(+) ไอโซเมอร (L(+)-lactic acid purity) 
สูงที่สุดคือรอยละ 90.56 และมีคาผลผลิตกรดแลคติก L(+) ไอโซเมอร ตอหนวยสับสเตรท (YL-LA/S) เม่ือ
คิดจากปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมด (total sugar) 20 กรัม/ลิตร เทากับรอยละ 78.6 รองลงมาคือแบคทีเรีย
แลคติกรหัส SS30-1 ซึ่งผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอร ที่มีความบริสุทธิ์รอยละ 86.74 และมี
ปริมาณของกรดแลคติก L(+)ไอโซเมอร12.38 กรัม/ลิตร  

จากผลการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 เปนสายพันธุที่มีศักยภาพในการนํามาผลิตกรด
แลคติก L(+) ไอโซเมอร เนื่องจากสามารถใชกากน้ําตาลซึ่งเปนวัสดุของเหลือจากอุตสาหกรรมการผลิต
น้ําตาลทราย ซึ่งมีราคาถูก และยังผลิตกรดแลคติก (L+) ไอโซเมอรไดปริมาณมากและมีความบริสุทธิ์สูง 
ซึ่งเปนขอดีในแงของการแยกและทําใหบริสุทธิ์ ทําไดไดงายขึ้น โดยมีอัตราการผลิต (Productivity) กรด
แลคติก L(+) เทากับ 0.75 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และมีปริมาณการผลิตกรดแลคติก L(+) ตอหนวยสับสเตรท 
(YieldL-LA/S) เมื่อคิดจากปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมด 20 กรัม/ลิตร เทากับรอยละ 78.6   ดังนั้นในงานวิจัย
นี้จึงไดเลือกแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 นี้สําหรับศึกษาหมักกรดแลคติก รวมทั้งการพิสูจนเอกลักษณ
เพ่ือจัดจําแนกสายพันธุตอไป 

4.2 ผลการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 

ผลการศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาของแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง MRS 
agar ผสม CaCO3 เขมขนรอยละ 0.5 (w/v) พบวาโคโลนีมีสีขาว กลมนูนและมีขนาดใหญ ดังรูปที่ 4.1 
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และหลังจากใช loop แตะโคโลนีเดี่ยวมายอมสีแกรมและสองดูดวยกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 1000 เทา 
พบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 มีรูปรางกลมเซลลเรียงตัวเปนสี่เซลลติดกัน ดังรูปที่ 4.2  

 
รูปท่ี 4. 1  ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรยีแลคติกรหัส SW4-3 บนอาหารแข็ง MRS  บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
รูปท่ี 4. 2 รูปรางและการเรยีงตัวของแบคทีเรยีแลคติกรหัส SW4-3 (กําลังขยาย 1000 เทา) 

 



61 
 

4.2.1 ผลการพิสูจนเอกลักษณแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 ในระดับจีนัส 

จากการพิสูจนเอกลักษณแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 ในระดับจีนัสโดยทดสอบคุณสมบัติทางสรีระ
วิทยาตามวิธีการท่ีกลาวไว (ขอ 3.2.4) และเปรียบเทียบกับขอมูลอางอิงของ Axelsson (1998) (ตารางที่ 
2.1) ผลพบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 มีคุณสมบัติตรงกันกับแบคทีเรียแลคติกจีนัส Pediococcus sp. 
ดังแสดงในตารางที่ 4.5  

 

ตารางที่ 4.5 เปรียบเทียบคณุสมบัติทางสรรีวิทยาของแบคทีเรียแลคตกิรหัส SW4-3 และแบคทีเรยีแลคตกิ
สายพันธุ Pediococcus sp. 

Characteristics Pediococcus sp. SW4-3 

Tetrad formation - - 
CO2 from glucose - - 
Growth at 10  ํc +/- - 
Growth at 45  ํc +/- + 
Growth in 6.5% NaCl +/- + 
Growth in 18 % NaCl - - 
Growth at pH 4.4 + + 
Growth at pH 9.6 - - 
Lactic acid L-isomer 90.55 % L-isomer 

 

4.2.2 ผลการทดสอบการหมักนํ้าตาลชนิดตางๆ เพื่อพิสูจนเอกลักษณของ Pediococcus sp. SW4-3 ใน
ระดับสปชีส 

ผลการทดสอบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ ในชุดน้ําตาลสําเร็จรูป API 50 CHL V5.1 ผลดังแสดงตามรูปที่ 
4.3 และตารางที่ 4.6 และเมื่อเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของชุดทดสอบ https://apiweb.biomerieux.com 
พบวาแบคทีเรียแลคติก Pediococcus sp. SW4-3 มีความคลายคลึงกับ Pediococcus pentosaceus รอยละ 
99.6 จึงสรุปไดวา แบคทีเรียแลคติก Pediococcus sp. SW4-3 จัดอยูในสปชีส pentosaceus 
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รูปท่ี 4. 3  ผลการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ ของแบคทีเรยีแลคติก Pediococcus sp. SW4-3 ดวยชุดทดสอบ
นํ้าตาลสําเร็จรปู API 50 CHL V5.1 kit ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4.6  ผลการหมักน้ําตาลชนิดตางๆ ของแบคทีเรยีแลคตกิ Pediococcus sp. SW4-3 ดวยชุดทดสอบ
น้ําตาลสําเร็จรูป API 50 CHL V5.1 kit 

Carbohydrate SW4-3 Carbohydrate SW4-3 
Control - Esculin Fe citrate - 
Glycerol - Salicin + 
Erithritol - D-Cellobiose + 
D-Arabinose - D-Maltose + 
L-Arabinose + D-Lactose - 
D-Ribose + D-Melibiose + 
D-Xylose + D-Saccharose + 
L-Xylose - D-Trehalose + 
D-Adonitol - Inulin - 
Met-βD-Xylopyranoside - D-Melezitose - 
D-Galactose + D-Raffinose + 
D-Glucose + Amidon/starch - 
D-Fructose + Glycogen - 
D-Mannose + Xylitol - 
L-Sorbose - Gentibiose + 
L-Rhamnose - D-Turanose - 
Dulcitol - D-Lyxose - 
Inositol - D-Tagatose + 
D-Mannitol - D-Fucose - 
D-Sorbitol - L-Fucose - 
Met-αD-Mannopyranoside - D-Arabitol - 
Met-αD-Glucopyranoside - L-Arabitol - 
N-Acetyl-glucosamine + K-Gluconate - 
Amygdalin + K-2-Ketogluconate - 
Arbutine + K-5-Ketogluconate - 
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4.2.3 ผลการพิสูจนลําดับเบส (DNA sequencing) ของ Pediococcus sp. SW4-3 เพื่อพิสูจนเอกลักษณใน
ระดับสปชีส 

เพ่ือทวนสอบเอกลักษณของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ในระดับสปชีส โดยการหาลําดับเบส 
(DNA sequencing) ของ 16S rDNA และในการเพิ่มชิ้นสวนของ 16S rDNA ไดใชไพรเมอร 27F : 5’-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 1525R : 5’-AAGGAGGTG(A/T)TCCA(A/G)CC-3’ รวมกับ
ชุดน้ํายาสําเร็จรูป Takara EX Tag kit (TaKaRa BIO INC, Japan) จากนั้นนําชิ้นสวนของ 16S rDNA มาหา
ลําดับเบส (DNA sequencing) โดยใชชุดทําปฏิกิริยา ABI PRISM Big Dye Terminator cycle sequencing 
version 3.1 แลวนําเขาเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (ABI PRISM modle 310 Genetic Analyzer) โดยใช
ไพรเมอร 27F : 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 530R : 5’-
GGCAGAATGGTAACACCAGAGT-3’ แลวนํามาวิเคราะหหาลําดับเบสโดยใชโปรแกรม Bioedit ซ่ึงได
ลําดับดีเอ็นเอที่มีขนาด 594 bp. ดังแสดงในรูปท่ี 4.4 

> Pediococcus pentosaceus SW4-3 
NCTGCGCTGCTATCTTGCAAGTCGACGACTTCCGTTATTGTTATGACGTACTTGTACTGATT
GAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGA
AGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGT
TTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCAC
ATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCACAGTAGGGGAATCTTCCACAA
TGGACGCAAGTCTGATGGGAGCAACGCCGCGTGNAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
GCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTTAANAGTACTGTTTACCCAGTGGACGGTATTTTA
ACCCGAAAGCCACGGGCTAACTANGTTGCCAACANCCCGCCGGTAATACNTAAGGTTGGC
CAAGCGTTATNCCGGNATTTTAATTGGGGCNGTAAAGCCGANCCCCAGG  

รูปท่ี 4. 4 ชุดลาํดับเบส 16S rDNA จํานวน 594 bp ของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 

 
เมื่อนําลําดับเบสที่ไดไปเทียบกับลําดับดีเอ็นเอ (BLAST) ในฐานขอมูล Gene Bank (GenBank: 
AF404739.1) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) พบวาใกลเคียงกับของแบคทีรัยแลคติกสายพันธุ 
Pediococcus pentosaceus โดยมีระดับความเหมือนอยูที่รอยละ 96 ดังรูปท่ี 4.5 ซึ่งสอดคลองกับผลการ
พิสูจนการใชน้ําตาลชนิดตางๆ ในชุดน้ําตาลสําเร็จรูป API 50 CHL V5.1 (ขอ 4.2.3) จึงสรุปไดวา
แบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 เปนสายพันธุ Pediococcus pentosaceus SW4-3 
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รูปท่ี 4. 5 เปรยีบเทียบลําดับเบสของแบคทีเรยีแลคติกสายพันธุ Pediococcus pentosaceus SW4-3 และ   

Pediococcus pentosaceus P35 (GenBank: AF404739.1) 

 

4.3 ผลการเจริญและการสรางกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MRS และอาหาร 
MRS สูตรดัดแปลงที่ทดแทนกลูโคสดวยกากนํ้าตาล 

ผลการเปรียบเทียบการเจริญและการสรางกรดของ P. pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MRS และอาหาร 
MRS สูตรดัดแปลงที่ทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีนํ้าตาลทั้งหมด (total sugar) เทากันคือ
รอยละ 2 ปริมาตร 300 มิลลิลิตรที่บรรจุในฟลาสกขนาด 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตาม
วิธีการขอ 3.2.5 ผลดังแสดงในรูปที่ 4.6  
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Fill key = MRS medium;  Open key = molasses medium 

รูปท่ี 4. 6  ผลการเจริญและการสรางกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MRS และ
อาหาร MRS สูตรดัดแปลงที่ทดแทนกลโูคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีนํ้าตาลทัง้หมด (total sugar) 

รอยละ 2 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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จากรูปที่ 4.6 พบวาแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 สามารถเจริญไดดีในอาหาร MRS และ
อาหาร MRS สูตรดัดแปลง ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาลในปริมาณที่มีน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) 
เทากับรอยละ 2 โดยท่ีและตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ (p>0.05) ทั้งอัตราการเจริญของเซลล อัตราการใช
น้ําตาล คา pH และการสรางกรดแลคติก โดยที่ P. pentosaceus SW4-3 เจริญในอาหารทั้งสองไดยาง
รวดเร็วนับตั้งแตชวงแรกโดยไมมี lag phase และเรมเขาสู log phase ใน ช่ัวโมงที่ ท่ี 16 ของการเพาะเลี้ยง
โดยปริมาณเซลลสูงสุดในอาหาร MRS สูงกวาในอาหาร MRS สูตรดัดแปลงเล็กนอย (p>0.05) ซึ่งเทากับ 
9.9 และ 9.52 logCFU/ml ตามลําดับ เมื่อเพาะเลี้ยงเปนเวลา 24 และ 16 ตามลําดับ  ซึ่งเปนผลใหปริมาณ
ผลิตกรดแลคติกในอาหาร MRS สูตรดัดแปลงเพิ่มขึ้นไดเร็วกวาในอาหาร MRS โดยปริมาณกรดแลคติก
ทั้งหมดในอาหาร MRS เทากับ 16.2 และ 19.37 g/L และปริมาณกรดลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอรเทากับ 
12.40 และ15.15 g/L ในชั่วโมงที่ 16 และ 24 ตามลําดับ   สวนในอาหาร MRS สูตรดัดแปลงมีปริมาณกรด
ทั้งหมดเทากับ 14.86 และ 18.82 และปริมาณกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) เทากับ 14.66 และ 16.09 g/L ใน
เวลาเดียวกันท่ี 16 และ 24 ช่ังโมงตามลําดับ 

ปริมาณน้ําตาลเริ่มตนในอาหารทั้งสองอยูท่ี 22.87 กรัม/ลิตร จะลดลงอยางรวดเร็วตั้งแตเริ่มจนเหลือ 2.63 
กรัม/ลิตรเทากันที่เวลา 24 ช่ัวโมง ซึ่งสอดคลองกับปริมาณเซลลและผลผลิตกรดที่เพิ่มขึ้น จะเห็นไดวาพบ
แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 สามารถเจริญไดดีในอาหารเหลวกากน้ําตาลที่ทดแทนกลูโคส
ดวยกากน้ําตาล (รอยละ 2) เทียบเทาการเจริญในอาหาร MRS ซึ่งมีอัตราการผลิตกรดแลคติก L(+) 
(Productivity) สูงสุด 0.67 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ที่เวลา 24 ช่ัวโมงองการหมัก และปริมาณกรดแลคติกชนิด 
L(+) ไอโซเมอรตอหนวยสับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับ รอยละ 79  

 

4.4 ผลการวิเคราะหองคประกอบของแหลงอาหารทดแทน 

ผลการวิเคราะหองคประกอบของวัตถุดิบท่ีใชเปนแหลงอาหารทดแทน ซึ่งไดแก molasses, soybean meal, 
fish hydrolysate, corn steep liquor และ whey เพื่อท่ีจะคัดเลือกหาวัตถุดิบที่มีปริมาณสารอาหารมาก
พอท่ีจะใชทดแทนในสูตรอาหาร MRS เดิม ผลการวิเคราะหแสดงดังตารางที่ 4.7 

ผลการวิเคราะหพบวากากน้ําตาลซึ่งเปนของเหลวมีลักษณะขนหนืด สีดํา มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดรอยละ 
53.7 ซึ่งสอดคลองกับ Wee และคณะ (2004), Teclu และคณะ (2009) และ Albuquerque และคณะ (2007) 
ที่ระบุวากากน้ําตาลมีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดรอยละ 50.9, 51.0 และ 54.0 ตามลําดับ ในการทดลองนี้จึงใช
กากน้ําตาลเทากับ 37.26 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอนทดแทนกลูโคสในสูตรอาหาร MRS เดิม เพ่ือให
อาหาร MRS สูตรดัดแปลงมีปรมิาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับสูตร MRS เดิมคือ 20 กรัม/ลิตร ผลการวิเคราะห
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แหลงไนโตรเจนที่ใชทดแทนในสูตรอาหาร MRS ไดแก soybean meal, corn steep liquor, whey และ fish 
hydrolysate พบวา soybean meal และ fish hydrolysate มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดใกลเคียงกันคือรอยละ 
8.00 และ 8.45 ตามลําดับ ซึ่งคิดเปนปริมาณโปรตีนเทากับรอยละ 50.02 และ 52.79 ตามลําดับ ซึ่ง
สอดคลองกับรายงานของ Vázquez และคณะ (2004) ท่ีระบุวา fish hydrolysate มีปริมาณไนโตรเจนรอย
ละ 8.19-13.13 ซึ่งทั้ง soybean meal และ fish hydrolysate มีปริมาณโปรตีนมากพอที่จะใชเปนแหลง
อาหารทดแทนได สวน corn steep liquor มีลักษณะของเหลวสีเหลืองขนมีตะกอนมาก เปนแหลงอาหารที่
มีปริมาณไนโตรเจนรองลงมาคือรอยละ 1.90 ซ่ึงคอนขางนอย หากใชเปนแหลงอาหารทดแทนไนโตรเจน
จะตองใชในปริมาณที่มากถึง 161.5 กรัม/ลิตร และ corn steep liquor มีราคาคอนขางสูงดังนั้นจึงไม
เหมาะสมที่จะนํามาใชเปนแหลงอาหารทดแทน สวน whey เปนของเหลือจากกระบวนการผลิตเนยแข็ง
ซึ่งมีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองคอนขางใสเปนแหลงอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดต่ําท่ีรอยละ 
0.09 ซึ่งเจือจางมากเกินไป ไมเหมาะสมที่จะใชเปนแหลงอาหารทดแทน หากนํามาใชเปนแหลง
ไนโตรเจนจะตองตกตะกอนโปรตีนกอน (Kotzamanidis et al., 2002) ดังนั้นในการทดลองขั้นตอไปของ
งานวจิัยนี้จึงไดคัดเลือกใช fish hydrolysate เปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหารกากน้ําตาลตอไป 

 

ตารางที่ 4.7 ผลการวเิคราะหองคประกอบของแหลงอาหารทดแทน 

ปริมาณ 
(% w/w) 

Molasses 
Soybean 

meal 
Fish 

hydrolysate 
Corn steep 

liquor 
Whey 

Dry Matter 77.0 90.90 70.84 42.05 8.10 
Total Sugar 53.7 11.72 14.35 58.11 30.98 
Total Nitrogen 0.69 8.00 8.45 1.90 0.09 
Protein 4.29 50.02 52.79 11.88 0.57 
Ash 9.68 7.18 15.82 6.70 1.03 

 

4.5 การปรับปรุงสูตรอาหารทดแทน 

4.5.1 ผลการศึกษาและคัดเลือกแหลงไนโตรเจนสําหรับการผลิตกรดแลคติกโดยการทดลองแบบ Plackett-
Burman factorial design  

ในการปรับปรุงสูตรอาหารกากน้ําตาลไดทดสอบแหลงไนโตรเจนจํานวน  4 แหลง  ไดแก  fish 
hydrolysate, yeast extract, peptone และ beef extract โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman 
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factorial design เพ่ือที่จะวิเคราะหความสัมพันธของแตละปจจัยที่มีผลตอปริมาณกรดแลคติก (Mean 
Effect) และตัดปจจัยที่ไมมีผลตอปริมาณกรดแลคติก (non significant) ออกไป สําหรับ 4 ปจจัยน้ัน มี
จํานวนชุดการทดลองทั้งหมด 15 ชุดทดลอง ในแตละชุดการทดลองไดบรรจุอาหารเหลว 100 มิลลิลิตร 
ในฟลาสขนาด 250 มิลลิลิตร และหมักดวยแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ผลเปนดังตารางที่ 4.8 
 
ตารางที่ 4.8 ปริมาณกรดแลคติกที่แบคทีเรยี Pediococcus pentosaceus SW4-3 ผลิตขึน้ในอาหาร
กากน้ําตาลและแปรผันแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง โดยการ
ทดลองแบบ Plackett-Burman factorial design 

Run order 
Fish 

hydrolysate 
(g/L) 

Peptone  
(g/L) 

Beef extract  
(g/L) 

Yeast extract  
(g/L) 

Total acid as 
Lactic acid 

(g/L) 
1 15 (+) 10 (+) 1.0 (-) 5.0 (+) 18.92 
2 1.5 (-) 10 (+) 10 (+) 0.5 (-) 18.02 
3 15 (+) 1.0 (-) 10 (+) 5.0 (+) 18.47 
4 1.5 (-) 10 (+) 1.0 (-) 5.0 (+) 18.02 
5 1.5 (-) 1.0 (-) 10 (+) 0.5 (-) 16.21 
6 1.5 (-) 1.0 (-) 1.0 (-) 5.0 (+) 16.66 
7 15 (+) 1.0 (-) 1.0 (-) 0.5 (-) 13.96 
8 15 (+) 10 (+) 1.0 (-) 0.5 (-) 16.66 
9 15 (+) 10 (+) 10 (+) 0.5 (-) 19.82 
10 1.5 (-) 10 (+) 10 (+) 5.0 (+) 20.27 
11 15 (+) 1.0 (-) 10 (+) 5.0 (+) 18.47 
12 1.5 (-) 1.0 (-) 1.0 (-) 0.5 (-) 13.06 
13 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 18.02 
14 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 18.02 
15 8.25 (0) 5.5 (0) 5.5 (0) 2.75 (0) 18.02 

 

ผลการหมักกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ในอาหารกากน้ําตาลที่แปรผันแหลง
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ไนโตรเจนตางๆกัน โดยใชการทดลองแบบ Plackett-Burman factorial design ตามตารางที่ 4.8 และ
วิเคราะหผลตามสมการ mean effect (สมการที่ 4.1) โดยเลือกใชแบบจําลองทางคณิตศาสตรแบบ factorial 
แลวพบวาท้ัง 4 ปจจัย พบวาแบบจําลองทางคณิตศาสตรดังสมการที่ 4.2 มีคาสัมประสิทธิ์ของการ
ตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.9569 (ตารางที่ 4.9) ซึ่งแสดงใหเห็นวาผลการทดลองมีความเหมาะสมที่จะใชเปน
ตัวแทนของชุดขอมูลไดและสามารถนําความสัมพันธระหวางแหลงไนโตรเจนตางๆ และปริมาณกรดแล
คติกมาวิเคราะหผลทางสถิติ ซ่ึงสามารถแสดงผลของปจจัยท่ีทําการทดลองที่มีผลตอการตอบสนองของ
ปริมาณกรดแลคติก ไดดังตารางที่ 4.10 

 

(สมการท่ี 4.1) 

 

(สมการ 4.2) 

  Lactic acid (g/L)  = +17.38 +0.34A +1.24B +1.16C+1.09D 

 หมายเหตุ สมการ 4.1 แสดงในเทอมของ Code Value 

    A หมายถึง Fish hydrolysate B หมายถึง Yeast extract 

    C หมายถึง Peptone   D หมายถึง Beef extract 

 

ตารางที่ 4.9 คาทางสถิติของสมการความสมัพันธของแหลงไนโตรเจนและการผลิตกรดแลคตกิของ
แบคทีเรยี Pediococcus pentosaceus SW4-3 โดยการทดลองแบบ Plackett-Burman factorial design 
Response Value Response Value 

Std. Dev. 0.50 R2 0.9569 

Mean 17.51 C.V. % 2.87 
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ตารางที่ 4.10  ผลของแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ มี่เติมในอาหารกากน้ําตาลตอการสรางกรดของ
แบคทีเรยีแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

Response Coefficient F-value p-value 
Model 17.38 49.96 < 0.0001 
Fish hydrolysate 0.34 5.45 0.0444 
Yeast extract 1.09 73.21 < 0.0001 
Peptone 1.24 64.62 < 0.0001 
Beef extract 1.16 56.57 < 0.0001 

 
เมื่อทําการวิเคราะหผลตามสมการ mean effect โดยเลือกใชแบบจําลองทางคณิตศาสตรเปนแบบ factorial 
แลวพบวาทั้ง 4 ปจจัยหรือไนโตรเจนแตละแหลง         มีผลกระทบตอปริมาณการสรางกรดแลคติกของ 
P. pentosaceus SW4-3 โดยที่คาความเชื่อมั่นเมื่อใช fish hydrolysate, yeast extract, peptone และ beef 
extract เทากับรอยละ 99.96, 99.99, 99.99 และ 99.99 ตามลําดับ แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของแตละ
ปจจัย (significant) ที่มีผลตอปริมาณการสรางกรดแลคติกของ P. pentosaceus SW4-3 ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Chauhan และคณะ (2007) ที่ไดทดลองโดยกําหนดใหองคประกอบในสูตรอาหาร MRS 
รวมกับแหลงอาหารอื่นๆ รวมเปน 15 ปจจัย และวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman factorial 
design ซึ่งพวกเขาพบวา yeast extract, peptone และ beef extract มีผลตอการผลิตกรดแลคติก ซึ่งมีคา
ความเชื่อมั่นเทากับรอยละ 99.92, 99.92 และ 99.79 ตามลําดับ และในขั้นตอนตอไปของงานวิจัยนี้จึงได
เลือกใช fish hydrolysate, yeast extract, peptone และ beef extract เปนแหลงไนโตรเจนในสูตรอาหาร     
การน้ําตา และใชการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ในการวางแผน 

 

4.5.2 ผลการทดสอบปริมาณสารอาหารที่เหมาะสมตอการหมักกรดแลคติก โดยการทดลองแบบ Central 
Composite Design (CCD) 

ผลการทดสอบเพื่อหาปริมาณแหลงคารบอน (molasses) และแหลงในโตรเจน (fish hydrolysate) ทดแทน
ที่เหมาะสมในอาหาร MRS โดยไดวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD) ซึ่งมีปจจัย
ที่ศึกษาทั้งหมด 5 ปจจัย ซึ่งแบงเปนแหลงคารบอน 1 ปจจัยคือ molasses และแหลงไนโตรเจน 4 ปจจัย 
ไดแก fish hydrolysate, yeast extract, peptone และ beef extract และแปรผันปริมาณสารอาหาร (ตารางที่ 
3.4) และหมักดวยแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ผลการทดลองเปนดังตารางที่ 4.11 
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ตารางที่ 4.11 ผลการหมักกรดแลคติกของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 เมื่อแปรผันแหลงไนโตรเจน
ตางๆ ในอาหารกากน้ําตาลทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในการทดลองแบบ Central 
Composite Design 

Run 
order 

Factor (g/l) 
D(-)-lactic 
acid (g/l) 

L(+)-
lactic acid 

(g/l) 

Predict 
L(+)-lactic 
acid (g/l) 

Molasses 
Fish 
hydrolysate 

Yeast 
extract 

Peptone 
Beef 
extract 

1 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.49 18.50 18.30 
2 50.0 45.0 5.0 5.0 5.0 2.26 18.10 17.40 
3 40.0 35.0 6.5 7.5 7.5 2.57 16.30 16.00 
4 20.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.46 11.30 12.50 
5 30.0 45.0 2.0 10.0 5.0 2.78 14.90 15.10 
6 30.0 25.0 5.0 10.0 10.0 1.90 15.80 15.40 
7 50.0 25.0 2.0 10.0 5.0 1.93 16.30 16.50 
8 30.0 45.0 5.0 10.0 10.0 2.19 16.70 15.20 
9 30.0 45.0 2.0 5.0 5.0 2.17 14.90 14.50 
10 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.15 20.30 18.30 
11 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 1.51 18.50 18.30 
12 30.0 25.0 5.0 10.0 5.0 1.67 14.90 14.40 
13 50.0 25.0 2.0 5.0 10.0 1.85 19.00 18.60 
14 30.0 25.0 5.0 5.0 5.0 1.92 14.00 14.20 
15 40.0 35.0 3.5 12.5 7.5 2.74 18.10 18.10 
16 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 3.19 18.50 18.30 
17 30.0 25.0 2.0 10.0 5.0 3.25 14.00 13.50 
18 50.0 45.0 2.0 5.0 10.0 2.59 19.00 18.10 
19 30.0 25.0 2.0 10.0 10.0 2.82 15.80 15.50 
20 40.0 35.0 3.5 7.5 2.5 2.89 18.10 16.80 
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ตารางที่ 4.11 ผลการหมักกรดแลคติกของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 เมื่อแปรผันแหลงไนโตรเจน
ตางๆ ในอาหารกากน้ําตาลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในการทดลองแบบ Central 
Composite Design (ตอ) 

Run 
order 

Factor (g/l) 
D(-)-lactic 
acid (g/l) 

L(+)-lactic 
acid (g/l) 

Predict 
L(+)-lactic 
acid (g/l) 

Molasses 
Fish 
hydrolysat 

Yeast 
extract 

Peptone 
Beef 
extract 

21 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.81 17.60 18.30 
22 30.0 45.0 5.0 10.0 5.0 3.00 13.60 15.50 
23 30.0 45.0 5.0 5.0 5.0 2.88 14.90 14.90 
24 50.0 45.0 5.0 5.0 10.0 2.90 15.40 17.40 
25 50.0 45.0 5.0 10.0 10.0 2.94 16.30 16.90 
26 50.0 45.0 2.0 10.0 10.0 2.19 17.60 17.60 
27 40.0 35.0 0.5 7.5 7.5 1.96 15.80 15.90 
28 40.0 15.0 3.5 7.5 7.5 1.96 15.80 16.30 
29 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.19 17.60 18.30 
30 30.0 45.0 5.0 5.0 10.0 2.48 16.30 15.70 
31 50.0 45.0 2.0 10.0 5.0 2.18 17.20 17.70 
32 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.28 17.60 18.30 
33 50.0 25.0 5.0 5.0 10.0 2.29 19.90 18.20 
34 60.0 35.0 3.5 7.5 7.5 1.96 18.50 17.20 
35 30.0 45.0 2.0 10.0 10.0 2.03 15.80 15.70 
36 40.0 55.0 3.5 7.5 7.5 2.10 17.60 17.00 
37 50.0 25.0 5.0 10.0 5.0 2.03 16.70 17.20 
38 50.0 25.0 2.0 10.0 10.0 2.15 17.60 17.60 
39 30.0 45.0 2.0 5.0 10.0 2.03 16.30 16.20 
40 30.0 25.0 5.0 5.0 10.0 2.30 16.30 16.20 
41 30.0 25.0 2.0 5.0 5.0 2.21 14.00 13.40 
42 30.0 25.0 2.0 5.0 10.0 2.37 15.80 16.40 
43 50.0 25.0 5.0 5.0 5.0 2.42 15.80 17.00 
44 50.0 25.0 5.0 10.0 10.0 2.44 16.70 17.30 
45 40.0 35.0 3.5 7.5 7.5 2.31 17.60 18.30 
46 40.0 35.0 3.5 7.5 12.5 2.34 17.60 18.70 
47 50.0 45.0 2.0 5.0 5.0 2.43 15.80 17.20 
48 40.0 35.0 3.5 2.5 7.5 2.45 18.50 18.40 
49 50.0 45.0 5.0 10.0 5.0 2.17 19.00 18.00 
50 50.0 25.0 2.0 5.0 5.0 2.27 15.80 16.30 
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เมื่อนําผลการทดลองในตารางที่ 4.11 มาเขียนกราฟความสัมพันธระหวางปริมาณของแหลงอาหาร (ตัว
แปรอิสระ) และปริมาณกรดแลคติก (ตัวแปรตาม) ในรูปแบบพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface plot) 
ไดกราฟดังรูปท่ี 4.7 - 4.10 

 
 

รูปท่ี 4. 7 กราฟ Response surface ของความสัมพันธระหวางปริมาณกากน้ําตาลและ fish hydrolysate ตอ
ปริมาณการผลิตกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 

 

 
รูปท่ี 4. 8 กราฟ Response surface แสดงความสัมพันธระหวางปรมิาณกากน้ําตาลและ Yeast extract ตอ
ปริมาณการผลิตกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 
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รูปท่ี 4. 9 กราฟ Response surface แสดงความสัมพันธระหวางปรมิาณกากน้ําตาลและ Peptone ที่มีผลตอ

ปริมาณการผลิตกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ที่ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลา 24 ช่ัวโมง 

 

 
รูปท่ี 4. 10 กราฟ Response surface แสดงความสัมพันธระหวางปริมาณกากน้ําตาลและ Beef extract ที่มี
ผลตอปริมาณการผลิตกรดของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ที่ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4.12 ผลของแหลงไนโตรเจนที่มผีลตอปริมาณกรดแลคตกิของแบคทีเรยีแลคติก Pediococcus 
pentosaceus SW4-3 ในการทดลองแบบ Central Composite Design 

Source Coefficients Standard 
error 

F-Value P-value 

Intercept 18.315 0.380 4.809 < 0.0001 
A-Molasses 1.159 0.173 44.652 < 0.0001 
B-Fish hydrolysate 0.169 0.173 0.946 0.0339 
C-Yeast Extract 0.034 0.173 0.038 0.0847 
D-Peptone -0.079 0.173 0.206 0.0653 
E-Beef Extract 0.484 0.173 7.775 0.0093 
AB -0.070 0.194 0.131 0.7196 
AC -0.042 0.194 0.047 0.8293 
AD -0.014 0.194 0.005 0.9427 
AE -0.211 0.194 1.183 0.2858 
BC -0.098 0.194 0.258 0.6156 
BD 0.098 0.194 0.258 0.6156 
BE -0.323 0.194 2.781 0.1062 
CD 0.014 0.194 0.005 0.9427 
CE -0.239 0.194 1.519 0.2277 
DE -0.267 0.194 1.898 0.1789 
A2 -0.870 0.194 20.122 0.0001 
B2 -0.419 0.194 4.662 0.0392 
C2 -0.588 0.194 9.177 0.0051 
D2 -0.025 0.194 0.017 0.8981 
E2 -0.138 0.194 0.503 0.4838 

 
จากกราฟพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) ที่ถึงแสดงความสัมพันธระหวางแหลง
คารบอนและแหลงไนโตรเจนตอปริมาณการสรางกรดแลคติกของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ซึ่ง
สามารถนํามาสรางแบบจําลองทางคณิตศาสตรและใชทํานายปริมาณสารอาหารที่เหมาะสมสําหรับการ



77 
 

ผลิตกรดแลคติกได โดยใชความสัมพันธที่มีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับ
สอง (Second – Order Model) เปนแบบ Quadratic model ซึ่งมีตัวแบบเปนดังสมการที่ 4.3 ซึ่งเมื่อแทนคา
สัมประสิทธิ์ของตัวแปร (ตารางที่ 4.12) ลงในสมการดังกลาวจะไดดังสมการที่ 4.4 ความสัมพันธของคา
ตอบสนองกับปจจัยที่ทําการทดลองและมีคาสัมประสิทธิ์ของการตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.79 (ตารางที่ 
4.13) ซ่ึงมากกวา 0.75 ดังนั้นแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่ไดจึงมีความเหมาะสมในการเปนตัวแทนของ
ชุดขอมูลและสามารถใชเปนแบบจําลองในการทํานายคาการตอบสนองได  
(สมการท่ี 4.3) 

 
(สมการท่ี 4.4)   

        L(+)-lactic acid (g/L) = 18.315 +1.159A +0.169B +0.034C -0.079D +0.484E -0.070AB -0.042AC 
-0.014AD -0.211AE -0.098BC +0.098BD -0.323BE +0.014CD -0.239CE -
0.267DE -0.870A2 -0.419B2 -0.588C2 -0.025D2 -0.138E2  

หมายเหตุ สมการ 4.2 แสดงในเทอมของ Code Value 
   A หมายถึง Molasses 
   B หมายถึง Fish hydrolysate 
   C หมายถึง Yeast extract 
   D หมายถึง Peptone 
   E หมายถึง Beef extract 
 

ตารางที่ 4.13 คาทางสถิติของสมการความสัมพันธุของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอปรมิาณกรดแลคติกของ
แบคทีเรยีแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3 

Response Value Response Value 
Std. Dev. 1.05 R2 0.7887 
Mean 21.6 C.V. % 4.88 

 
จากนั้นเมื่อวิเคราะหหาปริมาณแหลงอาหารตางๆ ของสูตรอาหารใหม ใหเปนสูตรอาหารที่มีราคาถูกและ
ผลิตสามารถกรดแลคติกไดสูง จึงกําหนดเงื่อนไขแบบจําลองทางคณิตศาสตรใหสูตรอาหารใหมจะตอง
สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไดสูง (maximize) โดยที่ใชปริมาณแหลงอาหารเดิม ไดแก yeast 
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extract, peptone และ beef extract นอยท่ีสุด (minimize) เนื่องจากเปนแหลงอาหารที่มีราคาสูง และใช
แหลงอาหารทดแทนคือกากน้ําตาลและ fish hydrolysate เทาใดก็ได (in range) เนื่องจากเปนแหลงอาหาร
ที่มีราคาถูก ดังตารางที่ 4.14 แลวจึงใชสมการที่ 4.3 คํานวณตามเงือนไขที่กําหนด 
 
ตารางที่ 4.14 เง่ือนไขที่กําหนดในการทํานายปริมาณกรดแลคตกิ 

Factor Goal 
Lower 
Limit 

Upper  
Limit 

Lower 
Weight 

Upper 
Weight 

Importan
ce 

Molasses  in range  30 50 1 1 3 
Fish hydrolysate  in range  0 45 1 1 3 
Yeast Extract  minimize  0 5 1 1 3 
Peptone  minimize  0 10 1 1 3 
Beef Extract  minimize  0 10 1 1 3 
Lactic acid maximize  0 25 1 1 3 

 
ผลการวิเคราะหแบบจําลองทางคณิตศาสตร (สมการที่ 4.4) ตามเงื่อนไขดังตารางที่ 4.14 พบวาจุดที่
เหมาะสมที่สุดคือใชกากน้ําตาล 48.85 กรัม/ลิตร (26.23 g Total sugar) ทดแทนน้ําตาลกลูโคส และใช 
Fish hydrolysate 40.0 กรัม/ลิตร (21.12 g Protein) และ Yeast extract ปริมาณ 1.55 กรัม/ลิตร (1.09 g 
Protein) และ Beef extract ปริมาณ 3.8 กรัม/ลิตร (2.93 g Protein) ทดแทนลงในแหลงไนโตรเจนเดิมใน
อาหาร MRS โดยไมเติมกลูโคสและ peptone (ตารางที่ 4.15) ใหคาทํานายปริมาณกรดแลคติก ชนิด L(+) 
ที่ 15.5 กรัม/ลิตร ซึ่งจะเรียกสูตรอาหารใหมนี้วา MF-medium  
สูตรอาหาร MF-medium ที่ไดน้ันไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนจาก peptone เนื่องจาก peptone มีผลตอ
ปริมาณการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ไมมาก ซึ่งสอดคลองกับ 
Aspmo และคณะ (2005) ที่รายงานการเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus ATCC 15521 ในอาหาร 
MRS ที่มีแหลงโปรตีนที่ตางกันคือ fish hydrolyzed (cod viscera), yeast extract, meat extract และ 
peptone และพบวามีคาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) เทากับ 0.73, 0.43, 0.40 และ 0.33 h-1 ตามลําดับ 
ซึ่ง peptone มีผลการเจริญจําเพาะของ P. pentosaceus ATCC 15521 นอยที่สุด เชนเดียวกัน 
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4.5.3 ผลการทดสอบความเหมาะสมของแบบจําลองทางคณิตศาสตร 

เพ่ือยืนยันผลการทํานายของสูตรอาหาร MF-medium ที่ไดจากแบบจําลองทางคณิตศาสตรในขอ 4.5.2 คือ
การใชกากน้ําตาล 48.85 ทดแทนน้ําตาลกลูโคส และใช fish hydrolysate, yeast extract และ beef extract 
ปริมาณ 40.0, 1.55 และ 3.8 กรัม/ลิตร ตามลําดับ ทดแทนแหลงไนโตรเจนเดิมในสูตรอาหาร MRS โดยจะ
ใหคาทํานายกรดแลคติกชนิด L(+) (predicted L(+)-lactic acid) ที่ 15.5 กรัม/ลิตร ผลการทดลองเปนดัง
ตารางที่ 4.15 

 

ตารางที่ 4.15 ปริมาณการผลติกรดแลคตกิที่ไดจากการทํานายปริมาณการใชกากน้าํตาล fish hydrolysate, 
yeast extract, peptone และ beef extract และจากการทดลองจริงของแบคทีเรียแลคตกิ Pediococcus 
pentosaceus SW4-3 ในอาหารสูตร MF-medium ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

Run 
Molasses 
(g/L) 

Fish 
hydrolysate 
(g/L) 

Yeast 

extract 
(g/L) 

Peptone

 (g/L) 

Beef 

extract  
(g/L) 

Predict L(+)-
lactic 

acid (g/L) 

Confirm 
L(+)-lactic 

acid (g/L) 

1 48.89 40.05 1.55 0.00 3.86 15.50 15.57 

2 48.88 40.05 1.55 0.00 3.80 15.50 14.58 

3 48.89 40.04 1.54 0.00 3.82 15.50 15.33 

Average 48.89 40.05 1.55 0.00 3.83 15.50 15.16±0.42 

 

จากตารางที่ 4.15 ไดพบวาปริมาณกรดแลคติกจากการหมักจริงกับคาทํานายจากแบบจําลองทาง
คณิตศาสตรมีคาใกลเคียงกันโดยแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญที่ความเชื่อมั่นสูงกวารอยละ 95 (p>0.05) 
ดังนั้นจึงสรุปไดวาสูตรอาหารกากน้ําตาลดังแสดงในตารางที่ 4.15    มีความเหมาะสมสําหรับใชผลิตกรด
แลคตกิจากแบคทีเรียแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3  

เมื่อคํานวณราคาสูตรอาหารใหม MF-medium เปรียบเทียบกับสูตรอาหาร MRS (ตารางที่ 4.16) พบวา
สามารถลดตนทุน จากสูตรอาหาร MRS ซึ่งมีราคา 115.87 บาท/ลิตร เหลือเพียง 32 บาท/ลิตร ลดลงถึง 
83.87 บาท หรือลดลงคิดเปนรอยละ 72.35 ของสูตรอาหารเดิม  

 

 

 

 



80 
 

ตารางที่ 4.16 เปรียบเทียบราคาสูตรอาหาร MRS และ MF-medium 

Medium Source 
Nutrient unit 

cost 
(Bath/Kg) 

MRS medium MF-medium 

Conc. (g/L) 
Cost 

(Bath/L) 
Conc. (g/L) 

Cost 
(Bath/L) 

Glucose 520.00 20.00 10.40 - - 
Molasses 6-8 (~7฿) - - 48.85 0.34 
Fish hydrolysate 16.05 - - 40.00 0.64 
Yeast extract 2000.00 5.00 10.00 1.55 3.10 
Peptone 4100.00 10.00 41.00 - - 
Beef extract 4250.00 10.00 42.50 3.76 15.98 
Tween 80 (ml/l) 1,158.00 1.00 1.16 1.00 1.16 
K2HPO4 840.00 2.00 1.68 2.00 1.68 
Sodium acetate 642.00 5.00 3.21 5.00 3.21 
Triammonium 
citrate 

2880.00 2.00 5.76 2.00 5.76 

MgSO4.7H2O 556.00 0.20 0.11 0.20 0.11 
MnSO4.7H2O 1026.00 0.05 0.05 0.05 0.05 

Total cost. - - 115.87 - 32.03 

 

4.6 ผลการหมักกรดแลคติกแบบกะ (batch fermentation) 

เพ่ือที่จะศึกษาการเจริญและการหมักกรดแลคติกและคํานวณหาคาการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific 
growth rate) และผลการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกสายพันธุ Pediococcus pentosaceus SW4-3 
ในสูตรอาหาร MF-medium โดยเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-medium 1.5 
ลิตร ที่บรรจุในถังหมักขนาด 2.0 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/นาที 
และเปรียบเทียบในสภาวะไรอากาศ (anaerobic) และสภาวะเติมอากาศ 0.5 vvm (microaerophilic) ผลที่
ไดดังรูปที่  4.11 ซึ่งพบวาทั้งในสภาวะ anaerobic และ microaerophilic แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus 
SW4-3 สามารถเจริญไดอยางรวดเร็วตั้งแตเติมหัวเชื้อลงไปโดยไมมี lag phase แตในสภาวะ anaerobic 
เจริญเขาสูชวง stationary phase เร็วกวาในสภาวะ microaerophilic ที่ช่ัวโมงที่ 8 และชั่วโมงที่ 21 
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ตามลําดับ และปริมาณเซลลสูงสุดของ anaerobic จะสูงกวา microaerophilic คือ 9.15 และ 8.90 
logCFU/ml ตามลําดับ อัตราการเพิ่มของกรดในสภาวะ anaerobic รวดเร็วกวาในสภาวะ microaerophilic 
เล็กนอย และเมื่อเทียบปริมาณกรดในสภาวะทั้งสองที่เวลาการหมักเทากันที่ 21 ช่ัวโมงคือ 20.27 และ 
19.37 กรัม/ลิตร ตามลําดับ  แตเมื่อระยะเวลาผานไปปริมาณกรดทั้งสองจะเริ่มใกลเคียงกัน และสูงสุด
เทากันคือ 22.07 กรัม/ลิตร เมื่อหมักเปนเวลา 30 และ 33 ช่ัวโมงตามลําดับ ในสวนของคา pH ในท้ังสอง
สภาวะมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกันคือจะลดต่ําลงอยางรวดเร็วจนชั่วโมงที่ 15 จากนั้นจะคอยๆ 
ลดลงอีกเพียงเล็กนอยจนไปสิ้นสุดการหมัก เชนเดียวกับปริมาณน้ําตาลที่ลดลงอยางรวดเร็วในชวง 12 
ช่ัวโมงแรกของการหมัก จากนั้น อัตราการใชน้ําตาลจะชาลงจนสิ้นสุดการหมัก 

เมื่อวิเคราะหชนิดไอโซเมอรของกรดแลคติกสูงสุดที่ถูกผลิตขึ้น      พบวาในสภาวะ anaerobic ผลิตกรด
แลคติกไอโซเมอร L(+) (16.22 กรัม/ลิตร) ซึ่งสูงกวาในสภาวะ microaerophilic (12.14 กรัม/ลิตร) แต
ในทางกลับกันปริมาณการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร D(-)(5.45 กรัม/ลิตร)ในสภาวะ microaerophilic สูง
กวาในสภาวะ anaerobic (3.64 กรัม/ลิตร) นอกจากนี้ยังพบอีกวาในทั้งสองสภาวะเมื่อเวลาหมักนานขึ้น
ตั้งแต 15 ช่ัวโมงขึ้นไป อัตราการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร D(-) เพิ่มสูงขึ้นอยางชัดเจน   ดังแสดงในรูป
ที่ 4.11 เนื่องจากอัตราสวนของการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) และ D(-) แปรเปลี่ยนไปตามเวลา ซึ่ง
ตรงกับที่ Aeschlimann และคณะ (1990) ไดรายงานไววา อัตราสวนของ L(+)-lactate ตอ D(-)-lactate ที่
Lactobacillus helveticus ผลิตขึ้น แปรผันอยูในชวงรอยละ 55-70 ข้ึนกับระยะเวลาการหมักและอัตราการ
เจริญของสายพันธุแบคทีเรีย นอกจากนี้ Hjorleifsdottir และคณะ (1990)    ยังพบเชนกันวาปริมาณการ
ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร D(-) เพ่ิมสูงขึ้น ในชวง stationary phase จากรอยละ 4 จนถึงรอยละ 18 
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Fill key = Anaerobic condition,   Open key = Microaerophilic condition 

รูปท่ี 4. 11  ผลการหมักกรดแลคติกแบบกะของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-medium 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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เมื่อนําผลการวิเคราะหมาคํานวณหาคาการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด (maximum specific growth rate, 
μmax) ซึ่งหาไดจากการประมาณคาการเจริญจําเพาะสูงสุดของเชื้อ (μ ≈ μmax) ในชวงแรก log phase ของ
การเจริญ ซ่ึงเปนชวงที่มีซับสเตรทไมจํากัดและยังไมมีการจํากัดการเจริญของกรดแลคติก โดยเขียนเปน
กราฟความสัมพันธระหวางคา Ln (viable cell count) กับเวลาดังรูปที่ 4.12 ซึ่งการเจริญสูงสุดของ
แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 อยูในชวง 3-9 ช่ัวโมงของการหมัก  

 
รูปท่ี 4. 12 กราฟความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญกบัเวลา เพื่อใชในการคํานวณหาคาการเจรญิเติบโต

จําเพาะสูงสุด (maximum specific growth rate, μmax) 
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จากการคํานวณคา maximum specific growth rate (μmax) จากความชันกราฟความสัมพันธระหวางคา ln 
(viable cell count) กับเวลา (Ahmad and Holland, 1994): 

 
เมื่อคํานวณคา kinetic parameter ของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ที่หมักกรดแลคติกใน
อาหาร MF-medium ในสภาวะ anaerobic และสภาวะ microaerophilic แลว พบวาแบคทีเรียแลคติก P. 
pentosaceus SW4-3 ที่เลี้ยงในสภาวะ anaerobic สรางกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) สูงสุดเทากับ 16.22 
กรัม/ลิตร ที่ 12 ช่ัวโมงของการหมัก  โดยมีอัตราการผลิตกรดแลคติก L(+) (Productivity) สูงสุด 0.85 
กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และมีปริมาณการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ตอหนวยสับสเตรท (YieldL-LA/S) 
เทากับ 0.78 กรัม/กรัม ซึ่งสูงกวาในสภาวะ microaerophilic ที่สรางกรดแลคติก L(+) สูงสุดเทากับ 12.0 
กรัม/ลิตร ที่ 21 ช่ัวโมงของการหมัก และมีอัตราการผลิตกรดแลคติก L(+) ไอโซเมอร (Productivity) 
สูงสุด 0.58 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง และมีปริมาณการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอรตอหนวยสับสเตรท 
(YieldL-LA/S) เทากับ 0.60 กรัม/กรัม แตในท้ังสองสภาวะมีปริมาณน้ําตาลเหลือใกลเคียงกันคือ 7.43 และ 
7.86 กรัม/ลิตร ซึ่งสรุปไดวาแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 เจริญและผลิตกรดแลคติก 
(Productivity) ที่สภาวะ anaerobic ไดดีกวา microaerophilic  โดยมีคา specific growth rate (μmax) เทากับ 
0.73 h-1 และ 0.61 h-1 ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตกรดแลคติก (Productivity) เทากับ 0.85 และ 0.58 
กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ ดังตารางที่ 4.17  

ตารางที่ 4.17 ผลกรดแลคตกิของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 เมื่อหมักแบบกะสภาวะไรอากาศ 
(anaerobic) และเติมอากาศ 0.5 vvm (microaerophilic) ในอาหาร MF-medium ท่ีอุณหภูมิ 37°C 

Condition 
μmax (h

-

1) 
Max. CL-LA 
(g/l)at 21 h 

CGlc (g/l) 
at 21 h 

PL-LA 
(g/l/h) 

%YL-LA 

(g/g) 
Purity 

(%) 

Anaerobic 0.73 16.22 7.43 0.85 78 81.67 

Microaerophilic 0.61 12.0 7.86 0.58 60 70.59 
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ผลการทดลองแสดงวา P. pentosaceus SW4-3 เปนแบคทีเรียแลคติกสายพันธุที่ไมตองการออกซิเจนใน
การเจริญ โดยมีคา specific growth rate (μmax) เมื่อเจริญในอาหาร MF-medium ที่สภาวะไรอากาศ เทากับ 
0.73 h-1  ดังนั้นในขั้นตอนตอไปของการหมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องไดใชสภาวะ anaerobic และกําหนด
อัตราการเจือจาง (dilution rate) ในระดับที่ต่ํากวา 0.73 h-1 เพื่อไมใหเกิดการ wash out 

4.7 ผลการหมักกรดแลคติกแบบตอเน่ือง (continuous fermentation) 

แบคทีเรียแลคติกเมื่อเจริญจะผลิตกรดแลคติกเปนผลิตผลของการหมัก แตเนื่องจากกรดแลคติกนี้เมื่อ
สะสมในปริมาณมากจะมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแลคติกเอง (product inhibition) การหมัก
แบบตอเนื่องแบบแบบ chemo stat ซึ่งมีการเติมอาหารใหม (fresh medium) ลงในถังหมักและดึงอาหาร
เกาออกในปริมาณการไหลเขาและออกที่เทากันท่ีเรียกวาอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) นอกจากจะ
ลดปญหาดานการยับยังการเจริญของแบคทีเรียจากการสะสมของกรดที่เพิ่มสูงขึ้นในระหวางการหมัก 
แลว ยังชวยเวลาและแรงงานที่ตองใชในกระบวนการหมักแบบกะ เพราะในกระบวนการหมักตอเนื่อง
แบบ chemo stat มีการเติมอาหารใหม (fresh medium) ลงในถังหมักและดึงอาหารเกาออกในปริมาณการ
ไหลเขาและออกที่เทากันที่เรียกวาอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) ซ่ึงในอุดมคตินั้นการหมักที่อัตรา
การเจือจางสูงสุดท่ีสามารถทําไดจะเทากับอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (maximum specific growth rate, 
μmax) แตในการปฏิบัติจริงโดยทั่วไปแลวหากกําหนดอัตราการเจือจางใหเทากับอัตราการเจริญจําเพาะ
สูงสุดแลวจะเกิดการ wash out ดังนั้นอัตราการเจือจางจึงควรต่ํากวาอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุดเล็กนอย 
ซึ่งจากการทดลองแบบกะ(ขอ 4.6) พบวา แบคทีเรียแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3 มีอัตราการ
เจรญิจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.73 ในการหมักแบบตอเนื่องจึงไดแปรผันอัตราเจือจางที่ 0.2 - 0.6 h-1 โดยเลี้ยง
แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-medium 1.5 ลิตร ในถังหมักขนาด 2.0 ลิตร ใน
สภาวะไรอากาศ (anaerobic) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใชอัตราการกวนที่ 200 รอบ/นาที และเริ่ม
หมักในระบบแบบกะเปนเวลา 18 ช่ัวโมงใหมีปริมาณเซลลสูงสุดกอน จากนั้นจึงเปลี่ยนเปนระบบการ
หมักแบบตอเนื่องท่ีอัตราการเจือจางที่ 0.2 h-1 และรอจนเขาสูสภาวะคงตัว (steady state) ซึ่งโดยทั่วไปนั้น
ชวงเวลาตั้งแตการเปลี่ยนอัตราการเจือจางจนเขาสูสภาวะคงตัวจะใชเวลาประมาณ 3 Resident time (1 RT 
= 1/dilution rate) จึงเปลี่ยนอัตราการเจือจางเปน 0.3 h-1 และทําเชนเดียวกันที่อัตราการเจือจาง 0.4 h-1, 0.5 
h-1 และ 0.6 h-1 ตอเนื่องไปตามลําดับ เก็บตัวอยางตอเนื่องทุกๆ 2-3 ช่ัวโมง ผลการหมักแบบตอเนื่องท่ี
อัตราเจือจางตางๆ แสดงดังรูปที่ 4.13  
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Continuous fermentation
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   รูปที่ 4. 13  ผลการผลิตกรดแลคตกิแบบตอเนื่องของแบคทีเรียแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF mediumที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/นาที ที่อัตราการเจอืจางตางๆ 
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ผลการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติก Pediococcus pentosaceus SW4-3 เมื่อหมักแบบตอเนื่องที่
อัตราการเจือจาง 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 h-1 (รูปที่ 4.13) ซึ่งเมื่อเปลี่ยนการหมักแบบกะไปเปนการหมัก
แบบตอเนื่อง ไดใชเวลาประมาณ 12 ช่ัวโมงหรือประมาณ 2.4 resident time จึงเขาสูสภาวะคงตัว (steady 
state) ซึ่งการที่เชื้อสามารถเขาสูสภาวะคงตัวไดเร็วเนื่องจากเซลลยังมีความสมบูรณ โดยตั้งแตเริ่มเปลี่ยนสู
การหมักแบบตอเนื่องท่ีอัตราการเจือจางที่ 0.6 h-1 ที่เวลาจาก 0 ช่ัวโมง จนเขาสู steady state ที่ช่ัวโมงที่ 12 
นั้นปริมาณเซลลลดลงจาก 9.57 เปน 9.50 logCFU/ml ปริมาณกรดทั้งหมดลดลงจาก 18.38 เปน 13.51 
กรัม/ลิตร คา pH เพ่ิมขึ้นจาก 4.58 เปน 4.88 ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มจาก 4.82 เปน 8.81 กรัม/ลิตร 
เนื่องจากเวลาที่แบคทีเรียจะใชน้ําตาลไดน้ันสั้นลง ปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ลดลงจาก 
16.86 และ 3.30 เปน 13.18 และ 1.84 กรัม/ลิตร ตามลําดับ 
เมื่อเพิ่มอัตราการเจือจางเปน 0.3 h-1 พบวาปริมาณเซลลเฉลี่ยที่สภวะคงตัวเพ่ิมจาก 9.50 เปน 9.62 
logCFU/ml ปริมาณกรดทั้งหมดลดลงจาก 13.51 เปน 10.81 กรัม/ลิตร คา pH เพิ่มขึ้นจาก 4.88 เปน 5.17 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มจาก 8.81 เปน 12.78 กรัม/ลิตร ปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ลดลง
จาก 13.28 และ 1.84 เปน 11.78 และ 1.12 กรัม/ลิตร ตามลําดับ และเมื่อเพ่ิมอัตราการเจือจางเปน 0.4 h-1 
พบวาปริมาณเซลลลดลงจาก 9.62 เปน 9.37 logCFU/ml ปริมาณกรดทั้งหมดลดลงจาก 10.81 เปน 9.78 
กรัม/ลิตร คา pH เพ่ิมขึ้นจาก 5.17 เปน 5.44 ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มจาก 12.78 เปน 14.43 กรัม/ลิตร 
ปริมาณกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ลดลงจาก 11.78 และ 1.12 เปน 9.30 และ 0.76 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ  ที่อัตราการเจือจางเปน 0.5 h-1 ปริมาณเซลล กรดทั้งหมด ลดลงเปน 9.15 logCFU/ml และ 8.65 
กรัม/ลิตร ตามลําดับ คา pH เพิ่มขึ้นเปน 5.66 แตปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเพิ่มเปน 15.87 กรัม/ลิตร ปริมาณ
กรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ลดลงจาก 9.30 และ 0.76 เปน 8.43 และ 0.62 กรัม/ลิตร ตามลําดับ และ
เมื่อเพิ่มอัตราการเจือจางเปน 0.6 h-1 พบวาปริมาณเซลลลดลงมาอยูท่ี 8.41 logCFU/ml แตปริมาณกรด
ทั้งหมดโดยวิธีการไตเตรทคงที่เทาเดิมท่ี 8.65 กรัม/ลิตร คา pH เพ่ิมขึ้นจาก 5.66 เปน 5.76 ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดลดลงจาก 15.87 เปน 15.30 กรัม/ลิตร ซึ่งตางจากที่อัตราการเจือจางอื่นๆที่ผานมาที่ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดจะเพิ่มขึ้น แสดงวาที่อัตราการเจือจาง 0.6 h-1 มีอัตราการใชน้ําตาล (glucose consumption) เพิ่ม
สูงขึ้น ปริมาณกรดแลคติก ชนิด L(+) ลดลงจาก 8.43 เปน 6.72 กรัม/ลิตร แตปริมาณกรดแลคติกชนิด D(-) 
เพ่ิมขึ้นจาก 0.62 เปน 1.19 กรัม/ลิตร 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาเมื่ออัตราการเจือจางเพิ่มขึ้นจาก 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 h-1  อัตราการผลิต
กรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ของ P. pentosaceus SW4-3 เพิ่มสูงขึ้นตามลําดับเชนกันซ่ึงเทากับ 2.63, 3.54, 
3.73 และ 4.23 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ แตเมื่อเพิ่มอัตราเจือจางสูงขึ้นจนใกลจุดวิกฤต (critical 
dilution rate) ที่ 0.6 h-1 ซึ่งแมแบคทีเรียจะใชน้ําตาลมากขึ้นก็ตาม แตอัตราการผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร 
L(+) กลับลดลงเหลือ 4.11 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ซึ่งเปนไปไดเพราะเมื่อหมักตอเนื่องติดตอกันเปนเวลานาน
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พบวาเซลลบางสวนเจริญยึดเกาะบนสวนประกอบตางๆภายในถังหมัก (wall growth) ทําใหเซลลท่ีอยูดาน
ในจึงไดรับสารอาหารไดไมเพียงพอ ทั้งนี้เพราะแบคทีเรียแลคติกโดยทั่วไปสวนใหญผลิตสารโพลีแซคคา
ไรดและกอตัวเปนไบโอฟลม (biofilm) เกาะติดกับพืนผิวตางๆได นอกจากนี้เซลลแบคทีเรียเมื่อเจริญใน
เวลนานๆ ในชวงหลังมีความออนแอลงมีผลให Productivity และ YieldL-LA/S ลดลง ดังตารางที่ 4.18 และ
ผลการหมักโดยเฉลี่ยแสดงดังรูปที่ 4.14 

ตารางที่ 4.18 คาเฉลี่ยผลผลติกรดแลคติกในชวงสภาวะคงตัวของการหมักแบบตอเนือ่งของ Pediococcus 
pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-medium ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/นาที ที่
อัตราการเจือจางตางๆ 

Dilution rate 
(h-1) 

pH 
Total plate 

count 
(logCFU/ml) 

Total 
sugar 
(g/L) 

Total acid 
(g/L) 

D-lactic 
acid 
(g/L) 

L-lactic 
acid 
(g/L) 

0.2 4.88 9.50 8.83 13.51 1.83 13.15 
0.3 5.17 9.62 12.80 10.81 1.10 11.79 
0.4 5.42 9.38 14.44 9.73 0.76 9.33 
0.5 5.65 9.21 15.88 8.65 0.61 8.46 
0.6 5.76 8.43 15.22 8.65 1.27 6.86 

 
ดังนั้นเมื่อนําผลการทดลองการหมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องที่อัตราการเจือจาง 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 
h-1 มาคํานวณหาคาตางๆ และเปรียบเทียบดังรูปที่ 4.14 พบวาอัตราการใชสับสเตรท (sugar consumption) 
ของ P. pentosaceus SW4-3 เพ่ิมขึ้น และคารอยละของการผลิตกรดแลคติก ชนิด L(+) ตอหนวยของ
สับสเตรท (YieldL-LA/S) ท่ีอัตราการเจือจาง 0.2, 0.3, 0.4. 0.5 และ 0.6 h-1 มีคาเทากับรอยละ 72.9, 83.79, 
75.07, 76.97 และ 58.88 ตามลําดับ 
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9.21

8.43
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1.27

 
  รูปที่ 4. 14  ผลการหมักโดยเฉลี่ยของ Pediococcus pentosaceus SW4-3 เมื่อในการหมักแบบตอเนื่องในอาหาร MF-medium ที่อุณหภูมิ 37  

       องศาเซลเซียส ในสภาวะคงตัว (Steady strate) ที่อัตราการเจือจางตางๆ 
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แตเนื่องจากผลการทดลองขางตนเปนผลการทดลองในลักษณะของปริมาณความเขมขน การเปรียบเทียบ
คาตางๆ ในแตละอัตราการเจือจางจะตองคํานวณขอมูลเปนอัตรา (rate) ดังนั้นเมื่อนําผลการทดลองการ
หมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องที่อัตราการเจือจาง 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 h-1 มาคํานวณคาตางๆ 
เปรียบเทียบดังรูปท่ี 4.20 พบวาการใชสับสเตรท (sugar consumption) ของแบคทีเรีย   แลคติก 
Pediococcus pentosaceus SW4-3 มีอัตราการใชน้ําตาลมากขึ้นเม่ืออัตราการเจือจางสูงขึ้นเทากับ 3.61, 
4.22, 4.97, 5.50 และ 6.99 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ 

 

รูปท่ี 4. 15  สรปุผลปริมาณกรดแลคตกิ อัตราการใชน้ําตาล อัตราการผลติกรดแลคติก (Productivity) และ 
YieldL-LA/S ของการหมักกรดแลคตกิแบบตอเนื่องที่อัตราการเจือจางตางๆ ของ  Pediococcus pentosaceus 

SW4-3 ในอาหาร MF-medium ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

 

จากผลสรุปไดวาสภาวะที่ดีที่สุดของการผลิตกรดแลคติกแบบตอเนื่องของ P. pentosaceus SW4-3 ใน
อาหาร MF-medium ปริมาตร 1.5 ลิตร ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส อัตรา
การกวน 200 รอบ/นาที คือที่อัตราการเจือจาง 0.5 h-1 โดยมีการใชสับสเตรท (sugar consumption) 5.50 
กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง มีอัตราการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) (productivity) เทากับ 4.23 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ซึ่ง
สูงกวาในการหมักแบบกะ (0.85 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง) ถึง 5 เทา มีคารอยละของการผลิตกรดแลคติกชนิด 
L(+)ไอโซเมอรตอหนวยของสับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับรอยละ 76.79 ใกลเคียงกับการหมักแบบกะที่มี 
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YieldL-LA/S รอยละ 78 นอกจากนี้ยังมีการผลิตกรดแลคติกชนิด D(-) (productivity) ต่ํา (0.31 กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง) และความบริสุทธิ์ (purity) ของกรดแลคติกชนิด L(+) สูงถึงรอยละ 93.15 ซึ่งสูงกวาในการหมัก
แบบกะ (81.67 %)  

ผลการวิจัยน้ีสอดคลองกับรายงานวิจัยอ่ืนๆที่พบวาการหมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องจะชวยใหอัตราการ
ผลิตกรดแลคติกสูงขึ้นกวาการหมักแบบกะ อยางเชน Xu และคณะ (2006) รายงานการหมักกรดแลคติก
แบบตอเนื่องของ Lactobacillus paracasei ในอาหาร MRS ท่ีอุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส และควบคุม pH 
ไวท่ี 6 และเติมอากาศในอัตรา 0.3 vvm และพบวาเมื่อใช dilution rate เทากับ 0.30 และ 0.40 h-1 ใหคา 
Productivity เทากับ 2 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง สวน Tashiro และคณะ (2011) รายงานวาในการหมักกรดแลคติก
ของ Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis QU 41 ในอาหาร MRS ที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส และ
ควบคุม pH ไวท่ี 6 ใหคา specific growth rate เทากับ 0.48 h-1 และมี Productivity เทากับ 1.3 กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง และ Kamoshita และคณะ (1998) พบวาเมื่อหมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องดวย Lactobacillus 
lactis subsp. cremoris IF0 3427 ในอาหาร MRS ไดคา specific growth rate เทากับ 0.16 h-1 และมี 
Productivity เทากับ 6.2 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ซึ่งรายงานไวตรงกันวาการหมักกรดแลคติกแบบตอเนื่องจะให
อัตราการผลิตกรดแลคติกสูงขึ้นกวาการหมักแบบกะ 
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บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง 

 

งานวิจัยนี้ไดแบงการศึกษาออกเปน 4 ข้ันตอน ข้ันตอนแรกเปนการคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติก
ที่สามารถใชกากน้ําตาลซึ่งมีองคประกอบหลักเปนน้ําตาลซูโครสไดดี และผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอ
โซเมอรไดสูง เม่ือไดแบคทีเรียแลคติกที่มีคุณลักษณะที่ดีตามท่ีตองการแลว ตอมาในข้ันตอนที่สองจึงได
ทดสอบเพื่อระบุสายพันธุของแบคทีเรียแลคติกท่ีทําการคัดเลือกได ข้ันตอนที่สามเปนการนําวิธีการทาง
สถิติมาใชในการปรับปรุงสูตรอาหาร MRS โดยใชวัตถุดิบที่มีราคาถูกคือใชกากน้ําตาลเปนแหลง
คารบอนและใช fish hydrolysate เปนแหลงไนโตรเจน มาทดแทนวัตถุดิบเดิมที่มีราคาแพง จากนั้นเมื่อได
สูตรอาหารที่ดีแลวจึงศึกษาในขั้นตอนที่สี่คือการหมักกรดแลคติกโดยใชอาหารสูตรที่ไดรับการปรับปรุง
แลวในกระบวนการหมักแบบกะและแบบตอเนื่อง เพ่ือเพ่ิมอัตราการผลิตกรดแลคติกใหสูงขึ้นและลด
ปญหาการยับยั้งการเจริญจากการสะสมของกรดแลคติกท่ีแบคทีเรียสรางขึ้น ผลการทดลองทั้งหมด
สามารถสรุปไดดังนี้ 

 

การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอยางตางๆ ที่สามารถใชกากน้ําตาลซึ่งมีองคประกอบ
หลักเปนน้ําตาลซูโครสไดดี และผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอรไดสูง นั้นสามารถคัดแยกได
ทั้งหมด 460 ไอโซเลท และเมื่อทดสอบหาไอโซเลทที่สามารถผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ไดสูง 
พบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 ซ่ึงคัดแยกไดจากน้ําเสียจากโรงงานขนมจีนสามารถผลิตกรดแลคติ
กชนิด L(+) ไดสูงท่ีสุด 15.72 กรัม/ลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาล ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลา 21 ช่ัวโมงของการหมัก สวนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส จะสรางกรด
แลคติกไดต่ํากวาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 

เม่ือนําแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 มาจําแนกสายพันธุโดยใชวิธีตางๆ คือการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีระวิทยาในสภาวะตางๆ ไดแก การทดสอบการใชน้ําตาลชนิดตางๆ โดยใชชุด
ทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL v5.1 kit และการหาลําดับเบส (DNA sequencing) เปรียบเทียบกับ
ฐานขอมูล Gene bank พบวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 ติดสีแกรมบวก รูปรางกลม เซลลเรียงตัวเปนสี่
เซลลติดกัน เจริญในอาหารที่ pH 4 อาหารที่มีเกลือเขมขนรอยละ 6.5 และเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ซึ่งเปนลักษณะของแบคทีเรียในจีนัส Pediococcus sp และผลการหมักน้ําตาลโดยชุดทดสอบ
สําเร็จรูประบุวาเปนแบคทีเรียสายพันธุ Pediococcus pentosaceus นอกจากนี้ผลการเปรียบเทียบลําดับเบส
กับฐานขอมูล Gene Bank พบวามีลําดับเบสมีความใกลเคียงกันแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus รอยละ 
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96 ผลการทดสอบทั้งสามวิธีสอดคลองกัน       ซึ่งสรุปไดวาแบคทีเรียแลคติกรหัส SW4-3 เปนแบคทีเรีย
แลคติกสายพันธุ Pediococcus pentosaceus 

 

ข้ันตอนที่สามเปนการวิเคราะหองคประกอบและคัดเลือกวัตถุดิบราคาต่ําและเหมาะที่จะนํามาใชเปน
แหลงอาหารทดแทนในอาหารสูตร MRS โดยแหลงไนโตรเจนที่ไดนํามาวิเคราะหท้ังหมด 4 ชนิด คือ 
soybean meal, corn steep liquor, whey และ fish hydrolysate พบวามีปริมาณโปรตีนรอยละ 50.02, 11.88, 
0.57 และ 52.79 ตามลําดับ แตเนื่องจาก soybean meal มีลักษณะเปนของแข็งไมเหมาะกับการหมักแบบ 
submerge fermentation และ corn steep liquor และ whey มีปริมาณโปรตีนนอยและมีราคาแพงจึงไม
เหมาะจะนํามาใชในการหมักซึ่งตองการที่จะลดตนทุน ดังนั้น fish hydrolysate จึงเปนตัวเลือกที่เหมาะสม
ที่สุดที่จะใชเปนแหลงไนโตรเจนและใชกากน้ําตาลเปนแหลงคารบอนทดแทน ในการทดลองไดนําสถิติ 
วิธี Central Composite Design (CCD) มาใชในการวางแผนทดลองเพื่อปรับปรุงสูตรอาหาร MRS และใช
วิธีพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology, RSM) ในการวิเคราะหปริมาณกากน้ําตาลและ fish 
hydrolysate ท่ีสามารถทดแทน glucose, yeast extract, peptone และ beef extract ในอาหาร MRS ได จน
ไดสูตรอาหารใหม (MF-medium) ที่ประกอบดวย molasses 48.85 g/l, fish hydrolydsate 40 g/l, yeast 
extract 1.55 g/l, beef extract 3.76 g/l, tween80 1 ml/l, K2HPO4 2 g/l, sodium acetate 5 g/l, triammonium 
citrate 2 g/l, MgSO4.7H2O 0.2 g/l และ MnSO4.7H2O 0.05 g/l และไดคาทํานายปริมาณกรดแลคติกชนิด 
L(+) ไอโซเมอรเทากับ 15.5 กรัม/ลิตร และเมื่อเปรียบเทียบราคาสูตรอาหารใหม MF-medium กับสูตร
อาหาร MRS พบวาสามารถลดตนทุนสูตรอาหาร MRS เดิมซึ่งมีราคา 115.87 บาท/ลิตร เหลือเพียง 32 
บาท/ลิตร มีราคาลดลง 83.87 บาท หรือลดลงรอยละ 72.35 ของสูตรอาหาร MRS 

 

เมื่อไดสูตรอาหารท่ีใชวัตถุดิบที่มีราคาถูกแลว ข้ันตอนที่สี่คือศึกษาการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของ
แบคทีเรียแลคติกสายพันธุ P. pentosaceus SW4-3 ในอาหารสูตรปรับปรุง (MF-medium) ในกระบวนการ
หมักแบบกะในอาหาร MF-medium ปริมาตร 1.5 ลิตร ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส อัตราการกวน 200 รอบ/นาที โดยไดเปรียบเทียบสภาวะไรอากาศ (anaerobic) และมีอากาศนอย 
( microaerophilic) พบวาที่ช่ัวโมงที่ 21 ของการหมักในสภาวะ anaerobic และ microaerophilic ไดผลผลิต
กรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ได 16.22 กรัม/ลิตร และ 12.0 กรัม/ลิตร ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตกรด
แลคติก(Productivity)ไอโซเมอร L(+)เทากับ 0.58 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง มีปริมาณการผลิตกรดแลคติกชนิด 
L(+) ตอหนวยสับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับ 0.60 กรัม/กรัม และมีอัตราการเจริญจําเพาะ specific growth 
rate (μmax) เทากับ 0.61 h-1 ซึ่งต่ํากวาใน anaerobic ที่ไดผลผลิตกรดแลคติกชนิด L(+)ไอโซเมอร 16.22 
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กรัม/ลิตร และมีอัตราการผลิตกรดแลคติก (Productivity) ชนิด L(+) ไอโซเมอรเทากับ 0.85 กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง มีปริมาณการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ตอหนวยสับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับ 0.78 กรัม/กรัม 
และมีอัตราการเจริญจําเพาะ specific growth rate (μmax) เทากับ 0.73 h-1  ซึ่งสภาวะที่เหมาะสมตอการ
หมักกรดแลคติกของ P. pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-medium อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตรา
การกวน 200 รอบ/นาที คือสภาวะ anaerobic โดยมีอัตราการเจริญจําเพาะสูงสุด (μmax) เทากับ 0.73 h-1 

 

ในขั้นตอนการผลิตกรดแลคติกแบบตอเนื่องของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus SW4-3 ในอาหาร MF-
medium ปริมาตร 1.5 ลิตร ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวนที่ 
200 รอบ/นาที โดยแปรผันอัตราการเจือจาง (dilution rate) ที่ 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 h-1 พบวาอัตราการ
ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) สูงขึ้นตามลําดับการเพิ่มขึ้นของอัตราการเจือจางอาหารที่ 2.63, 3.54, 3.73, 
4.23 และ 4.11 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ และสูงสุดท่ี 4.23 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมงท่ีอัตราการเจือจาง 0.5 h-1 
ซึ่งสูงกวาในการหมักแบบกะ (Productivity = 0.85 g/l.h) ถึง 5 เทา แตเมื่อเพ่ิมอัตราเจือจางเปน 0.6 h-1 

อัตราการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ไอโซเมอรไดลดลงเหลือ 4.03 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ดังนั้นสรุปไดวา
อัตราเจือจางที่เหมาะสมที่สุดคือ 0.5 h-1 โดยมีอัตราการผลิตกรดแลคติก ชนิด L(+) และ D(-) เทากับ 4.23 
และ 0.31 กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง ตามลําดับ มีอัตราการใชสับสเตรท (sugar consumption) 5.50 กรัม/ลิตร/
ช่ัวโมง มีรอยละของการผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ตอหนวยของสับสเตรท (YieldL-LA/S) เทากับรอยละ 
76.79 มีความบริสุทธิ์ (purity) ของกรดแลคติกชนิด L(+) รอยละ 93.15  
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

1. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1.1 MRS medium 

Peptone 10.0 g. 
Beef extract 10.0 g. 
Yeast extract 5.0 g. 
Glucose 20.0 g. 
Tween 80 1.0 ml. 
K2HPO4 2.0 g. 
Sodium acetate 5.0 g. 
Triammonium citrate 2.0 g. 
MgSO4.7H2O 0.2 g. 
MnSO4.7H2O 0.05 g. 
Distilled water 1,000.0 ml. 
Agar 15.0 g. 
pH  6.2 ± 0.2   
ช่ังสวนผสมของสารแตละชนิดลงละลายในน้ํากลั่นที่บรรจุอยูในบีกเกอร คนใหสารท้ังหมดละลาย
จากนั้นเติมวุนและตมจนวุนละลายดี กอนปรับพีเอชและนําไปนึ่งฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

1.2 อาหารเหลว MRS ท่ีทดแทนกลูโคสดวยกากน้ําตาล 

Peptone 10.0 g. 
Beef extract 10.0 g. 
Yeast extract 5.0 g. 
Molasses 37.2 g. 
Tween 80 1.0 ml. 
K2HPO4 2.0 g. 
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Sodium acetate 5.0 g. 
Triammonium citrate 2.0 g. 
MgSO4.7H2O 0.2 g. 
MnSO4.7H2O 0.05 g. 
Distilled water 1,000.0 ml. 
Agar 15.0 g. 
pH  6.2 ± 0.2   
 
ช่ังสวนผสมของสารแตละชนิดลงละลายในน้ํากลั่นท่ีบรรจุอยูในบีกเกอร คนใหสารท้ังหมดละลาย กอน
ปรับพีเอชและนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปริมาณ molasses ที่ใช
เทียบเทาปริมาณน้ําตาล 20.0 กรัมตอลิตร 

1.3 Skim milk 

Skim milk 10.0 g. 
Disstilled Water 100.0 ml. 
ละลาย skim milk ในน้ํากลั่นจนเขากัน จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

 

2. สารเคมี 

2.1 สารละลาย 0.3 % H2O2 

Hydrogen Peroxide   3 กรัม 

Distilled water    100 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันและเก็บไวในขวดสีชา 

2.2 การเตรียม Phenolphthalein 

Phenolphthalein    1 กรัม 

Distilled water    100 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันและเก็บไวในขวดสีชา 
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2.3 สารละลายที่ใชในการยอมสีแกรม 

2.1.1 Ammonium oxalate crystal violet 

Solution A: Crystal violet  2.0 กรัม 

  Ethyl alcohol  20 มิลลิลิตร 

Solution B:  Ammonium oxalate  0.8  กรัม 

  Distilled water  80 มิลลิลิตร 

  ผสม Solution A และ Solution B เขาดวยกัน 

2.1.3 Lugol’s Solution 

Iodine     1 กรัม 

KI     2 กรัม 

Distilled water    100 มิลลิลิตร 

2.1.2 Counter stain solution (Safranin-O) 

Safranin-O     10 มิลลิลิตร 

Distilled water    90 มิลลิลิตร 
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ภาคผนาก ข 

วิธีการวิเคราะหและการคํานวณ 

1. วิธีการการวิเคราะหหาคา pH 

วิเคราะหคา pH โดยใชเครื่องวัด pH meter 
• นําตัวอยาง (ของแข็ง) ท่ีบดละเอียด ปริมาณ 2 กรัม เติมน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
• นําไปเขยาดวยเครื่อง Shaker ที่ความเร็วรอบ 150 rpm. เปนเวลานาน 10 นาที 
• นําไปวัดคา pH ดวยเครื่องวัด pH meter 
2. การวิเคราะหปริมาณเซลลแหง 
นํา eppendorf ไปอบในเครื่อง Oven ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ขามคืนและทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น (Desicator) นําไปชั่งน้ําหนัก อบซ้ําวิธีการเดิมจนน้ําหนักคงที่ จากนั้นปเปตเซลล
แขวนลอยของแบคทีเรียแลคติกปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใสใน eppendorf ที่อบจนไดนํ้าหนักแนนอน 
นําไปปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที              
เทสารละลายสวนใสออกแลวลางตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยกเซลลดวยเครื่อง 
Centrifuge ท่ีความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทน้ํากลั่นทิ้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส จนแหง (overnight) นําออกจากตูอบและปลอยใหเย็นในโถดูดความชื้น ช่ังน้ําหนักแหงของ
เซลล 
น้ําหนักแหงของเซลล = W2 - W1 
W2 =  น้ําหนักของเซลลแหง + นํ้าหนักของ eppendorf 
W1 = น้ําหนักของ eppendorf 
3. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธี Phenol-Sulfuric ตามวิธีการของ Dubios et al. (1956)  
ช่ังน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลาย
กลูโคสเขมขน 1000 μg/ml แลวเจือจางใหมีความเขมขน 20, 40, 60, 80 และ 100 μg/ml  จากนั้นปเปต
สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง และเติมสารละลายฟนอลเขมขนรอยละ 5 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวย vortex จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมไว
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที โดยไมตองเขยา จากนั้นนําไปบมตอในอางน้ําท่ีควบคุมอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที แลวเขยาใหเขากันอีกครั้งดวยเครื่อง vertex กอนนํามาวัดคาดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร ดวย Spectrophotometer บันทึกคาที่ไดเพ่ือนํามาสรางกราฟมาตรฐาน (รูป
ที่ ข.1) 
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วิธีการวิเคราะหตัวอยาง 
ปเปตสารละลายกากน้ําตาลที่เจือจางดวยนํ้ากลั่นที่ระดับความเขมขนตางๆ กัน คือ 2500 เทา 5000 เทา 
และ 8000 เทา จากนั้นทําการวิเคราะหเชนเดียวกับสารละลายกลูโคสมาตรฐาน และบันทึกคาที่ไดเพื่อ
นําไปคํานวณปริมาณน้ําตาลจากกราฟสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (รูปท่ี ข.1) 

 
รูปท่ี ข. 1 กราฟมาตรฐานของปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ตามวิธPีhenol-Sulfuric (Dubios et al., 1956)  

 

4. การวิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมดดวยวิธีไตเตรชั่น (A.O.A.C., 1990) 

4.1 สารเคมีและวิธีการเตรียม 

• Phenolpthalein indicator ละลาย Phenolpthalein 1 กรัม ในเอทานอล 100 มิลลิลิตร 

• 0.1 N NaOH ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 4 กรัม ละลายและปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร ดวยนํ้ากลั่น โดย
ใชขวดปรับปริมาตร จากนั้นทําการชั่งโพแทสเซียมพทาเลท (KHC8H4O4) ที่ผานการอบแหงที่
อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง อยางละเอียดประมาณ 0.6-07 กรัม ละลายดวยน้ํา
กลั่น  50 มล .  ในขวดแกวขนาด  250 มล .  หยดอินดิ เคเตอรฟนอลฟทาลีน  (Phenolphthalein 
indicator) เขมขนรอยละ 1 จํานวน 2 หยด แลวนําไปไตเตรทกับโซเดียมไฮดรอกไซดจนกระทั้ง
เปลี่ยนสีจากไมมีสีกลายเปนสีชมพูออน บันทึกปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  

(ug/ml) 

OD
.49

0 n
m 

y = 0.0097x – 0.0042 
R2 = 0.9995 
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คํานวณความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด ดังนี้ 

NaOH (Normality) = 
weight of KHC8H4O4 x 50 

volume of NaOH- Blank x 204.23 
Blank = ปริมาตรโซเดียมไฮดรอกไซดท่ีใชเมื่อตัวอยางเปนน้ํากลั่น 

4.2 วิธีการวิเคราะห 

ปเปตอาหารเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกท่ีครบเวลามา  1.5 มิลลิลิตร ใสหลอด eppendorf  แลวนําไปปน
เหวี่ยงแยกเซลลดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็ว 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที   ปเปตสวนของ
ของเหลวมา 1 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตร เติมน้ําท่ีไดตมไลคารบอนไดออกไซคไวแลว
ปริมาณ 9 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Phenolphalein 3 หยด แลวไทเทรตดวยสารละลายมาตรฐาน 0.1 N 
NaOH จนกระท่ังถึงจุดยุติ โดยสังเกตจากสารละลายใสเปลี่ยนเปนสีชมพูอมมวงออนๆ คํานวณปริมาณ
กรดตามสูตรดังนี้ 

Total Acid as lactic acid (g/100ml) = 
N x V x 90.08 x 100 

v x 1000 
 เมื่อ N = ความเขมขนของ NaOH ที่ใชไตเตรท (Normality) 
  V = ปริมาตร NaOH ที่ใชไตเตรท (ml) 
  v = ปริมาตรของตัวอยางท่ีใชไตเตรท (ml) 
 
5. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธี Kjeldahl method (AOAC., 1990) 
5.1 สารเคมีและวิธีการเตรียม 
• Kjeldahl block digester 
• Kjeldahl distillation apparatus 
• Catalyst โดยการผสม CuSO4.5H2O 2 g. และ K2SO4 ปริมาณ 10 กรัม 
• 40% NaOH  โดยการเติมน้ํากลั่น 100 ml. ลงใน 40 g. NaOH 
• 0.02N HCl 
• 4% Boric acid  โดยการเติมน้ํากลั่น 100 ml. ลงใน boric acid 4 g. 
• conc.H2SO4 
• Mixed indicator  โดยการผสม bromocresol green 0.01 g. และ methyl red 0.02 g. ละลายใน Ethanol 

10 ml. แลวปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
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5.2 วิธีการวิเคราะห 

• ช่ังตัวอยาง 0.2-0.3 กรัม  ตัวอยางท่ีเปนของเหลวใชปริมาตร 10 ml ใสลง distillation flask 
• เติม Catalyst 0.5 กรัม พรอมทั้งลูกแกว (Glass bead) 
• เติมกรด conc. H2SO4 15 มิลลิลิตร 
• นําไปยอยที่เตายอยโดยใชอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส จนไดสารละลายสีฟาใส (สีของสารเรง

ปฏิกิริยา) 
• เมื่อสารละลายเย็นลง เจือจางดวยน้ํา 50 มิลลิลิตร และนําหลอดดังกลาวไปตอเขากับชุดเครื่องกลั่น ซึ่ง

ท่ีปลายอีกดานหนึ่งของเครื่องกลั่น ตอเขากับขวดรูปชมพูท่ีบรรจุสารละลายกรดบอริค 25 มิลลิลิตร
และมิกซอินดิเคเตอรไวแลว 

• เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 จากทอสงภายในของเครื่องกลั่น 50 มิลลิลิตร 
ทําการกลั่นจนกระทั่งมีสารควบแนนลงสูขวดรูปชมพู และทําใหปริมาตรสารในขวดเปน 100 
มิลลิลิตร (รวมปริมาตรของกรดบอริคท่ีมีอยูเดิม 25 มิลลิลิตร) 

• ไตเตรทสารละลายในขวดรูปชมพูดวยสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูลิคจนกระทั่งสารละลายเปลี่ยน
จากสีเขียวเปนสีชมพูออน 
 

5.3 การคํานวณปริมาณไนโตรเจนและโปรตีน 
1. คํานวณหาความเขมขนที่แนนอน (Standardization) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก โดยท่ีความ

เขมขน 1 โมลาร จะเทากับ 2 นอรมอล สามารถคํานวณไดดังนี้ 

H2SO4 (normality) = 
M x 1000 

(Va - Vb) x 53 
เมื่อ M = นํ้าหนักที่แนนอน (กรัม) ของโซเดียมคารบอเนต 
  Va = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกท่ีใชไตเตรทตัวอยาง 
  Vb = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรทน้ํากลั่น 
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1. คํานวณหาปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (Total Kjeldahl Hitrogen, TKN) ซึ่งมีหนวยเปน มิลลิกรัมตอ
ลิตร สามารถคํานวณไดโดย 

TKN 
(mg/l) 

= 
(A-B) x M x 28 x 1,000 

V 
เมื่อ A = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกท่ีใชไตเตรทตัวอยาง 

 B = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรทน้ํากลั่น 

 M = ความเขมขน (โมลาร) ของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริก 

 V = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของน้ําตัวอยาง 
1. การคํานวณหาปริมาณโปรตีน (Total Protein) 

Total Protein = 
TKN (mg/ml) x 
6.25 

เมื่อ 6.25 = Factor of conversion protein 
 
6. การวิเคราะหปริมาณเถาดวยวิธีการ A.O.A.C. (1990)  
วิธีการวิเคราะห 
1. เผาครูซิเบิลที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส ในเตาเผาเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งใหเย็นใน
โถดูดความชื้น จนเย็นจึงนําไปชั่งหาน้ําหนัก อบซํ้าขั้นตอนเดิมจนน้ําหนักของครูซิเบิลเปลาคงที่  
2. ช่ังตัวอยางท่ีอบแหงแลวปริมาณ 0.30 กรัม ใสในครูซิเบิลที่รูน้ําหนักแลว นําไปเผาบนเตา (hot plate) 
จนไมมีควันคํา แลวนําไปเผาตอในเตาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส จนกระทั่งไดเถาเปนสีขาว ใน
กรณีที่ยังมีเถาบางสวนเปนสีดําอยูใหหยดกรดไนตริกลงไป จากนั้นจึงนําไปละลายในน้ํา กรองผาน
กระดาษกรองชนิดปราศจากเถา นําสวนที่กรองได (filtrate) ไปทําใหแหง ใสครูซิเบิลอันเดิมและเผาซ้ําอีก
ครั้งจนกระทั้งไดเถาเปนสีขาวหมด จากนั้นนําไปทําใหเย็นในโถดูดความชื้น  
3. ช่ังหาน้ําหนักของเถาท่ีได เผาซํ้าตามขั้นตอนเดิมจนไดนํ้าหนักท่ีแนนอนและคํานวณหาปริมาณเถา 
 
ปริมาณรอยละเถา = ( น้ําหนักครูซิเบิลและตัวอยางหลังเผา -  น้ําหนักครูซิเบิลเปลา ) x 100 
     นํ้าหนักตัวอยางกอนเผา 
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7. การจัดจําแนกจีนัสของแบคทีเรีย 
ทําการทดสอบตามขอ 9.1-9.5 เพื่อตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียแลคติกท่ีสภาวะตางๆ จากนั้นนําผล
ที่ไดจากการทดสอบมาเปรียบเทียบผลตามตารางที่ 1.2 

7.1 การทดสอบ catalase 

ใช loop เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงใน MRS broth นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
จากนั้นหยดสารละลาย 3% H2O2 ลงบนแผนสไลดเปลาจากนั้นหยดเชื้อที่ตองการทดสอบลงบนหยดน้ํายา 
3% H2O2 และคนใหผสมกับ สังเกตผลที่ไดหากเกิดฟองอากาศแสดงวาเปน catalase positive กรณีท่ีไมมี
ฟองอากาศแสดงวาเปน catalase negative (แบคทีเรียแลคติกใหผลเปน catalase negative) 

7.2 การทดสอบการสรางแกส 

ใช loop เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในหลอดอาหาร MRS broth ที่มี durham tube อยู นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 48-72 ช่ัวโมง สังเกตความขุนของอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อและการเกิดแกส หากอาหารขุน
และมีแกสใน durham tube มากกวาครึ่งหลอดแสดงวาเปนแบคทีเรียแลคติกชนิด heterofermentative 
bacteria แตหากอาหารขุนแตไมมีการสรางแกสแสดงวาเปนแบคทีเรียแลคติกชนิด homofermentative 
bacteria 

7.3 การทดสอบการเจริญที่อุณหภูมิท่ีแตกตางกัน 

ใช loop เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงใน MRS broth ท่ีใช bromocresol purple เปน indicator นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 10 
และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมงสังเกตความขุนและการเปลี่ยนสีของ bromocresol purple หาก
แบคทีเรียท่ีทดสอบสามารถเจริญไดในอุณหภูมิดังกลาวหารจะขุนและสีของอาหารจะเปลี่ยนจากสีมวง
เปนสีเหลือง 

7.4 การทดสอบความทนเกลือของแบคทีเรียแลคติก 

ใช loop เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงใน MRS broth ท่ีผสม NaCl รอยละ 6 (w/v) และรอยละ 18 (w/v) และมี 
bromocresol purple เปนอินดิเคเตอรนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน การเจริญ
สังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงสีของ bromocresol purple จากสีมวงเปนสีเหลืองและอาหารขุน 

7.5 การทดสอบการเจริญที่คาความเปนกรด-ดาง แตกตางกัน 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอรคาพีเอช 8.5 โดยใช 0.2 M glycine ปริมาณ 250 มิลลิลิตร และ 0.2 M NaOH 
ปริมาณ 20 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น นําสารละลายบัฟเฟอรใชในการ
เตรียมอาหารเหลว MRS และปรับคาพีเอชของอาหารใหเทากับ 8.5 ดวย 0.1 M NaOH นําไปฆาเชื้อที่



111 
 

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอรคาพีเอช 4.2 โดยใช 0.2 acetic acid 500 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1000 
มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น นําสารละลายบัฟเฟอรใชในการเตรียมอาหารเหลว MRS และปรับคาพีเอชของ
อาหารใหเทากับ 4.2 ดวย glacial acetic acid นําไปฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 

ศึกษาการเจริญของแบคทีเรยีแลคติกในอาหารเหลว MRS ทั้ง 2 คาพีเอช โดยนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญจากความขุนของอาหาร 

8.  วธิกีารสกัดโครโมโซม genomic DNA ตามวธิกีารของ Sambrook and Russell (2001)  

เลี้ยงแบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น 
ปเปตเชื้อมา 1.5 มิลลิลิตรใสลงในหลอด eppendorf แลวนําไปแยกเซลลออกโดยปนดวยเครื่อ เซ็นตริฟวส
ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที และนําตะกอนเซลลท่ีไดมาละลายในบัฟเฟอร TES 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เติม lyzozyme  (10 mg/ml) 100 ไมโครลิตร และ เติม RNase  (10 mg/ml) 2 
ไมโครลิตร เขยาใหเขากันโดยการกลับหลอด นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ช่ัวโมง
จากนั้นเติมสารละลาย SDS (6 % in TE buffer) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาทีหลังจากนั้นนํามา vortex เปนเวลา 10 วินาที แลวเติม 5M NaCl ปริมาตร 67 
ไมโครลิตรนําไปบมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที นําไปปนท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที แยกเอาสวนใสใสหลอดใหม สกัดดวยสารละลายผสมระหวาง chloroform และ 
isoamyl alcohol (อัตราสวน 24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร หลังจากนั้นนําไปปนท่ีความเร็วรอบ 12,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที เอาเฉพาะสวนใสใสในหลอดใหม สกัดอีกครั้งดวย chloroform ปริมาตร 700 
ไมโครลิตรหลังจากนั้นนําไปปนที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที เอาเฉพาะสวนใสใส
ในหลอดใหม จากนั้นเติม 1 ตอ 10 เทาของ 3M Sodium acetate (pH 5.2) ผสมใหเขากันและเติมเอทานอล 
95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 2 เทาของสารละลาย แชไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส อยางนอย 30 นาที นําไป
หมุนเหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เทสารละลายสวนบนทิ้ง ลางตะกอนดี
เอ็นเอเอทานอลเขมขนรอยละ 70 ปริมาต 500 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที ทิ้งไวใหแหงจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบคุณภาพและความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยวิธี อิเล็คโตรโฟรีซีสใชอะกาโรสเจลความ

เขมขน 0.8 เปอรเซ็นต โดยใช λHindIII เปนชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน ตรวจดูแถบดีเอ็นเอบนแผนเจลที่ยอม
ดวยเอทธิเดียมโบรไมดโดยการสองภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตและบันทึกผลโดยการถายภาพ 
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9. การเพิ่มปรมิาณชิ้นสวนของ 16s rDNA ดวยปฏิกริยิา Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 ทําการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของ  16s rDNA โดยใชไพรเมอร  27F: 5’-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 1525R : 5’-AAGGAGGTG(A/T)TCCA(A/G)CC-3’ (Lane, 
1991) รวมกับชุดน้ํายาสําเร็จรูป Takara EX Tag kit (TaKaRa BIO INC, Japan) เตรียมสวนผสมของ
ปฏิกิริยา ตามรายการตอไปนี้  
TaKaRa Ex TaqTM (5units/μl) 0.25 μl 

10x Ex Taq Buffer (Mg2+ free) 5 μl 

MgCl2 (25 mM) 4 μl 

dNTP Mixture (2.5 mM each) 4 μl 

Template < 500  ng 

Primer 1 (27F : 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 0.2-1.0 μM 

Primer 2 (1525R : 5’-AAGGAGGTG(A/T)TCCA(A/G)CC-3’) 0.2-1.0 μM 

Sterillized distilled water Up to 50 μl 

ใชไมโครปเปตดูดสารละลายแตละชนิดใสในหลอด microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยผสมใหเขากันดี 
แลวนําหลอดที่บรรจุสารละลายท่ีเตรียมไดใสลงในเครื่องควบคุมปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส โดยทําการ
เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอที่สภาวะดังนี้ ข้ันตอนที่ 1 ระยะ Predenaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
4 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นตอนที่ 2 ระยะ Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 
ข้ันตอนที่ 3 ระยะ Annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0.45 นาที ข้ันตอนที่ 4 ระยะ 
Extention ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน 30 รอบ และขั้นตอนสุดทายระยะ Final 
Extention อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที แลวทิ้งไวใหเย็นลงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

10. ขั้นตอนการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA 

 นําชิ้นสวนของ 16s rDNA มาทําการหาลําดับเบส (DNA sequencing) โดยใชชุดทําปฏิกิริยา ABI 
PRISM Big Dye Terminator cycle sequencing version 3.1 โดยใชไพรเมอร 27F: 5’-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ หรือ 530R : 5’-GGCAGAATGGTAACACCAGAGT-3’ (Lane, 
1991) เตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา ตามรายการตอไปนี้  
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BigDye terminator 0.5 μl 
Sequencing buffer 1.75 μl 
Primer 1.6 pmol (forward or reverse) 2 μl 
DNA template (250 ng/μl) 1 μl 
Milli-Q water 4.75 μl 
Total 10 μl 
 

นําเขาเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (ABI PRISM modle 310 Genetic Analyzer) โดยสภาวะสําหรับการทํา 
DNA sequencing มีดังนี้ ข้ันท่ี 1 ตั้งอุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 รอบ ข้ันท่ี 2 ตั้งอุณหภูมิ 
96 องศาเซลเซียส 10 วินาที, อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 5 วินาที และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 4 วินาที
จํานวน 25 รอบ ข้ันท่ี 3 ตั้งอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที ตกตะกอน DNA โดยการเติม absolute 
ethanol ที่ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 62.5 ไมโครลิตร น้ํากลั่น 14.5 ไมโครลิตร และ 3M sodium acetate, 
pH 5.2 ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลานํามาปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 9000 × g ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ลางตะกอนดวย 70% ethanol ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9000 × g ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ปเปต ethanol ออกจน
หมด ทําการ denature DNA โดยการนําหลอดตัวอยางใสในเครื่อง Heat block ที่ 100 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 นาที จากนั้นนําหลอดตัวอยางแชลงในน้ําแข็งทันที ตั้งท้ิงไวจนกระท่ังอุณหภูมิเย็นลง จากนั้นเติม 
Hi-DiTM formamide ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ตั้งท้ิงไว 5 นาที ปนดวย vortex mixture เปนเวลา 10 นาที 
จากนั้นนําหลอดตัวอยางใสในเครื่อง Heat block ที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที จากนั้นนําหลอด
ตัวอยางแชลงในน้ําแข็งทันที ปเปตตัวอยางใสหลอดในหลอดใหม แลวทําการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย
เครื่อง Automate DNA Sequencer ABI310 PRISMTM Genetic Analyzer (PE-Applied Biosystem, USA) 
จากนั้นนําลําดับเบสที่ไดวิเคราะหและแกไขโดยใชโปรแกรม Bioedit และเปรียบเทียบลําดับดีเอ็นเอที่ได
กับลําดับดีเอ็นเอที่มีในฐานขอมูลออนไลนจาก Gene Bank วา 16s rDNA ดังกลาวใกลเคียงกับ 16s rDNA 
ของเชื้อตัวใดในฐานขอมูล 
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11. การวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของกรดอะเซติกและกรดแลคติก ดวยเครื่อง High performance 
liquid chromatography (HPLC) 
 
สภาวะสําหรับเครื่อง HPLC 
Column : Ion-Exchange (size 250 x 4.6 mm, 0.5 μm) (Q300 Eprogen, USA) 
Mobile phase : 0.2% phosphoric acid 
Flow rate : 0.4 ml/min 
Detector : UV 210 nm 
 
การเตรียมตัวอยาง 
ทําการแยกตะกอนเซลลออกจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการปนเหวี่ยงท่ี 1000g เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นนําของเหลวสวนบนมากรองดวย membrane filter ขนาด 0.2 μm แลวเจือจางสวนที่กรองไดดวย
น้ํากลั่นที่ความเจือจาง 50 เทา จากนั้นดูดสารละลายที่เจือจางแลวปริมาตร 20 ไมโครลิตร ฉีดเขาสู column 
ของเครื่อง HPLC (Eprogen) เพื่อวิเคราะหปริมาณของกรดอะเซติกและกรดแลคติก 
 

 
รูปท่ี ข. 2 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณกรดอะเซติก 
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รูปท่ี ข. 3 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติก 

 
รูปท่ี ข. 4  โครมาโตแกรมแสดง Retention time ของกรดอะเซติกที่เวลา 8.54 นาที  

และกรดแลคติกที่เวลา 9.38 นาที 
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12. การวิเคราะหหาชนิดและปริมาณของกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) และ D(-) ดวยเครื่อง High 
performance liquid chromatography (HPLC) 

 
สภาวะสําหรับเครื่อง HPLC 
Column : Specific Chiral Column (4.6 mm x 15 cm) (QA6100 SumiChiral) 
Mobile phase : 1mM CuSO4 
Flow rate : 1.0 ml/min 
Detector : UV 254 nm 
 
การเตรียมตัวอยาง 
ทําการแยกตะกอนเซลลออกจากตัวอยางอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการปนเหวี่ยงท่ี 1000g เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นนําของเหลวสวนบนมากรองดวย membrane filter ขนาด 0.2 μm แลวเจือจางสวนที่กรองไดดวย
น้ํากลั่นที่ระดับความเจือจาง 50 เทา จากนั้นดูดสารละลายที่เจือจางแลวปริมาตร 20 ไมโครลิตร ฉีดเขาสู
column ของเครื่อง HPLC (Eprogen) เพื่อวิเคราะหปริมาณของกรดแลคติกชนิด L(+) และ D(-) ไอโซ
เมอร 
 

 
รูปท่ี ข. 5 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกชนดิ D(-) ไอโซเมอร 
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รูปท่ี ข. 6 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะหปริมาณกรดแลคติกชนดิ L(+) ไอโซเมอร 

 
รูปท่ี ข. 7 โครมาโตแกรมแสดง Retention time ของกรดแลคติกไอโซเมอร D(-) ท่ีเวลา 4.12 นาที 

 และกรดแลคติกไอโซเมอร L(+) ที่เวลา 6.52 นาที 


