
 
 

การแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียแลคติกและการหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลติกรด
แลคติกไอโซเมอร์ดแีละแอลจากน า้คั้นและกากล าต้นปาล์มน า้มันด้วยระบบการย่อย

พร้อมการหมัก 
Isolation and Screening of Lactic Acid Bacteria and Optimization for D- and L-  

  Lactic Acid Production from Oil Palm Sap and Trunk Residues through     
  Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 

 
 
 

อสัมา  บิลละเต๊ะ 
Asma  Billateh 

 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา  
วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 

Master of Science in Biotechnology 
Prince of Songkla University 

2562 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 



(1) 

 

 
 

การแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียแลคติกและการหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลติกรด
แลคติกไอโซเมอร์ดแีละแอลจากน า้คั้นและกากล าต้นปาล์มน า้มันด้วยระบบการย่อย

พร้อมการหมัก 
Isolation and Screening of Lactic Acid Bacteria and Optimization for D- and L-  

  Lactic Acid Production from Oil Palm Sap and Trunk Residues through     
  Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) 

 
 
 

อสัมา  บิลละเต๊ะ 
Asma  Billateh 

 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญา  
วทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 

มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 

Master of Science in Biotechnology 
Prince of Songkla University 

 2562 
 ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 



(2) 

 

ช่ือวิทยานิพนธ์ การแยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกและการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการ 
ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีและแอลจากน ้าคั้นและกากล าตน้ปาลม์น ้ามนัดว้ย
ระบบการยอ่ยพร้อมการหมกั  

ผู้เขียน  นางสาวอสัมา บิลละเตะ๊ 
สาขาวชิา เทคโนโลยชีีวภาพ 

 _____________________________________________________________________  
 

อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
 

………………………………………... 
(ศาสตราจารย ์ดร. เบญจมาส เชียรศิลป์) 

 
 

 
 
 

 

คณะกรรมการสอบ 
 

............................................ประธานกรรมการ 
(ศาสตราจารย ์ดร. พนูสุข ประเสริฐสรรพ)์ 

 
..........................................................กรรมการ 
(ศาสตราจารย ์ดร. เบญจมาส เชียรศิลป์) 

 
..........................................................กรรมการ 
(รองศาสตราจารย ์ดร. สาโรจน์ ศิริศนัสนียกุล) 
 

 
 

 
บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ อนุมติัใหน้บัวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีเป็นส่วน

หน่ึงของการศึกษา ตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยชีีวภาพ 
 
 

        …..………………………………….... 
   (ศาสตราจารย ์ดร. ด ารงศกัด์ิ ฟ้ารุ่งสาง) 

      คณบดีบณัฑิตวิทยาลยั 



(3) 

 

ขอรับรองวา่ ผลงานวิจยัน้ีมาจากการศึกษาวิจยัของนกัศึกษาเอง และไดแ้สดงความขอบคุณบุคคลท่ี
มีส่วนช่วยเหลือแลว้ 

 
 

           ลงช่ือ ……………………………………. 
                                                               (ศาสตราจารย ์ดร. เบญจมาส เชียรศิลป์) 

อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 

 
 ลงช่ือ ……………………………………. 
(นางสาวอสัมา บิลละเตะ๊) 
นกัศึกษา 

  



(4) 

 

ขา้พเจา้ขอรับรองวา่ ผลงานวิจยัน้ีไม่เคยเป็นส่วนหน่ึงในการอนุมติัปริญญาในระดบัใดมาก่อน และ
ไม่ไดถู้กใชใ้นการยืน่ขออนุมติัปริญญาในขณะน้ี 

 
 
 
 

 ลงช่ือ ……………………………… 
(นางสาวอสัมา บิลละเตะ๊) 
นกัศึกษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(5) 

 

ช่ือวิทยานิพนธ์ การแยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกและการหาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการ 
ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีและแอลจากน ้าคั้นและกากล าตน้ปาลม์น ้ามนัดว้ย
ระบบการยอ่ยพร้อมการหมกั 

ผู้เขียน  นางสาวอสัมา บิลละเตะ๊ 
สาขาวชิา เทคโนโลยชีีวภาพ 
ปีการศึกษา 2561 

 
บทคดัย่อ 

กรดแลคติกเป็นกรดอินทรียท่ี์ไดจ้ากกระบวนการหมกัของแบคทีเรียแลคติกสามารถใช้
เป็นสารตั้งตน้ในการผลิตพลาสติกชีวภาพได้ กรดแลคติกมีสองไอโซเมอร์ คือ กรดแลคติกไอโซ
เมอร์แอล (+) และไอโซเมอร์ดี (-) งานวิจยัน้ีศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และ
กากล าตน้ปาลม์โดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั น ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ประกอบไปดว้ยน ้ าตาลอิสระ 38-
40 กรัมต่อลิตร โดยมีองคป์ระกอบของน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาลซูโครส และน ้ าตาล
ไซโลส ท่ีความเขม้ขน้ 26.90±0.06, 9.18±0.25, 4.39±0.25 และ 3.04±0.06 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
นอกจากน้ียงัมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากบั 0.6-0.7  กรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถใชเ้ป็นทั้งแหล่งคาร์บอน
และแหล่งไนโตรเจนส าหรับเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลคติกเพื่อผลิตกรดแลคติก  

จากการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถเจริญและผลิตกรดแลคติกไดดี้เม่ือเล้ียงในน ้ า
คั้นล าตน้ปาลม์ โดยใชค้วามเขม้ขน้น ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 30 กรัมต่อลิตร เล้ียงภายใตส้ภาวะควบคุม
และไม่ควบคุมพีเอชท่ี 5.5 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กวนดว้ยความเร็ว 100 
รอบต่อนาที พบวา่การควบคุมพีเอชท าใหแ้บคทีเรียแลคติกมีการผลิตกรดแลคติกไดสู้งกวา่สภาวะท่ี
ไม่ควบคุมพีเอช โดยพบว่าสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกัคือ  Lactobacillus 
acidophilus TISTR 1338 และสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกัคือ  Lactobacillus 
kefiri KF1 สามารถผลิตกรดแลคติกได้สูงสุดเท่ากับ 21.98±3.36 และ 19.31±1.11 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั คิดเป็นผลผลิต 0.80±0.12 และ 0.75±0.04 กรัมต่อกรัม ตามล าดบั 

ส่วนกากล าตน้ปาล์ม (oil palm trunk, OPT) หลงัจากการคั้นน ้ าสามารถแยกออกได้เป็น
สองส่วนคือ ส่วนท่ีเป็นเส้นใย (vascular bundle, OPT-VB) (0.75-2.0 มิลลิเมตร) และส่วนท่ีเป็นผง 
(parenchyma, OPT-PA) (<0.75 มิลลิเมตร) โดย OPT-VB ประกอบดว้ยเซลลูโลสร้อยละ 56.60 เฮมิ
เซลลูโลสร้อยละ 23.44 ลิกนินร้อยละ 13.70 และแป้งร้อยละ 4.76 ในขณะท่ี OPT-PA ประกอบดว้ย
เซลลูโลสร้อยละ 37.1 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 29.8 ลิกนินร้อยละ 18.4 และแป้งร้อยละ 25.09 จาก
การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 และ  
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L. kefiri KF1 จากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์ (OPT-VB)โดยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั 
พบว่าปริมาณกากล าตน้ปาลม์ร้อยละ 10 และการเติมเอนไซมเ์ซลลูเลส 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อ
กรัม เป็นสภาวะท่ีท าใหเ้ช้ือผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 64.94±0.51และ 23.4±0.35 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็นผลผลิตเท่ากบั 0.68±0.01 และ 0.30±0.01 กรัมต่อกรัม ตามล าดบั โดยมีตน้ทุนของอาหาร
เล้ียงเช้ือเท่ากบั 0.12 บาทต่อกรัมกรดแลคติก จากการเพิ่มอตัราการใชก้ากล าตน้ปาลม์โดยการยอ่ย
พร้อมการหมกัแบบกะซ ้ าโดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 พบว่าสามารถผลิตกรดแลคติกไดถึ้ง 
5 รอบการหมกั โดยปริมาณกรดแลคติกท่ีผลิตได้ในแต่ละรอบเท่ากับ 63.0±0.44, 71.4±1.07, 
67.2±1.71, 56.2±1.67 และ 50.5±0.47 กรัมต่อลิตร  

จากการศึกษาการเก็บเก่ียวกรดแลคติกจากสารละลายกรดแลคติกโดยเรซ่ินแลกเปล่ียน
ประจุลบแบบเบสแก่ Amberlite IRA-402 พบว่าไอโซเทอมการดูดซับ (adsorption isotherm)
สามารถท านายไดดี้ดว้ยแบบจ าลองแบบ Freundlich และเม่ือท าการเก็บเก่ียวกรดแลคติกจากน ้ า
หมกัโดยคอลมัน์ Amberlite IRA-402 ดว้ยอตัราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาที และชะดว้ยสารละลาย
กรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ใหผ้ลการเก็บเก่ียวเท่ากบัร้อยละ 24.1 ของปริมาณกรด
แลคติกทั้งหมดในน ้าหมกั 

นอกจากน้ีงานวิจยัน้ียงัศึกษาความเป็นไปไดใ้นการประยุกต์ใชผ้งล าตน้ปาล์ม OPT-PA 
เป็นตวัพยงุส าหรับตรึงรูปเอนไซมเ์ซลลูเลส โดยพบว่า OPT-PA มีประสิทธิภาพการตรึงรูปถึงร้อย
ละ 79.06 และยงัมีความคงตวัทางความร้อนท่ีสูงกว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระ ผลจากวิจยัน้ีสามารถ
ใช้เป็นแนวทางหน่ึงในการใช้ประโยชน์วสัดุเศษเหลือหรือชีวมวลจากการเกษตรเพื่อผลิตกรด
อินทรียแ์ละตรึงรูปเอนไซม ์
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ABSTRACT 
Lactic acid (LA) is an organic acid produced by lactic acid bacteria (LAB) and can be used 

as a monomer feedstock for biodegradable plastic. There are two optical isomers of lactic acid, L(+) 
and D(-)-lactic acid. This study investigated the process integration strategy for LA production from 
oil palm sap (OPS) and oil palm trunk (OPT) as mixed substrates through simultaneous 
saccharification and fermentation (SSF). OPS contained high sugar concentration of 38-40 g/L 
(26.90±0.06 g/L glucose, 9.18±0.25 g/L fructose, 4.39±0.25 g/L sucrose, 3.04±0.06 g/L xylose) 
and nitrogen concentration of 0.6-0.7 g/L. It can be used as both carbon and nitrogen source.  

OPS at sugar concentration of 30 g/L was used as a sole medium for screening of LAB 
with high LA production. The cultivation was performed at 37˚C, 100 rpm for 72 h under condition 
with and without pH control at 5.5. LAB produced higher LA under pH control condition than 
uncontrolled pH condition. Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 and Lactobacillus kefiri KF1 
could grow well in OPS and gave the highest LA production of 21.98±3.36 g/L (L-isomer 62.7%) 
and 19.31±1.11 g/L (D-isomer 75.4%), respectively, with LA yield of 0.80±0.12 and 0.75±0.04 
g/g-available sugar , respectively under condition with pH control.  

The OPT residues could be separated in to vascular bundle (OPT-VB) (0.75-2.0 mm) and 
parenchyma (OPT-PA) (<0.75 mm). As OTP-VB contained 56.60% cellulose, 23.44% 
hemicellulose, 13.70% lignin and 4.76% starch. OPT-PA contained 37.1% cellulose, 29.8% 
hemicellulose, 18.4% lignin and 25.09% starch. OPS added with OTP were used as a sole medium 
for LA production. The cultivation was performed at 37˚C, 200 rpm and pH 5.5 for 120 h. The 
optimal conditions for LA production by L. acidophilus TISTR 1338 and L. kefiri KF1 through SSF 
were OPT loading at 10% w/v in OPS and cellulase loading at 15 FPU/g-OPT. The highest LA 
production obtained were 64.94±0.51 g/L and 23.45±0.35g/L, respectively, with LA yield of 
0.68±0.01 and 0.30±0.01 g/g-available sugar, respectively. The medium cost of LA production 
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from OPS and OPT through SSF process was 0.12 Baht/g-LA. The repeated SSF was performed 
for five cycles for efficient utilization of OPT. The LA production by L. acidophilus TISTR 1338 
using this strategy remained high at 63.05±0.44, 71.41±1.07, 67.21±1.71, 56.21±1.67 and 
50.48±0.47 g/L, respectively.  

The recovery of lactic acid using strong base anion resin of Amberlite IRA-402 was 
performed. The adsorption isotherms were closely predicted by the Freundlich model. The 
fermentation broth containing lactate was loaded onto the column adsorption at the flow rate of 2.0 
mL/min and desorbed by 1 M HCl at the flow rate of 2.0 mL/min resulted in percent recovery of 
24.1% from fermentation broth. 

In addition, this study has explored the possibility to use OPT-PA as a carrier for 
immobilization of cellulase enzyme by physical adsorption resulting in immobilization efficiency 
of 79.06%. Comparative evaluation of the free and immobilized enzyme showed that the 
immobilized enzyme was more thermostable than the free form. This study has provided a 
promisimg strategy for efficient use of cellulosic agricultural wastes for production of organic acids 
and immobilization of enzyme. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
บทน ำต้นเร่ือง 

กรดแลคติกเป็นกรดอินทรียส์ามารถน ามาประยุกต์ใชไ้ดใ้นหลายอุตสาหกรรม เช่น ใน
อุตสาหกรรมอาหารจะใชส้ าหรับการถนอมอาหารเพื่อป้องกนัการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ไม่
ตอ้งการ ในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางจะใชก้รดแลคติกเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑต่์างๆ เช่น โลชัน่
สมานผิว ผลิตภณัฑ์ท่ีช่วยเพิ่มความชุ่มช้ืนให้ผิวหนังและช่วยในการรักษาสิว (Wee et al., 2006) 
ผลิตภณัฑส์ าหรับช่องปาก เช่น แคลเซียมแลคเตท เพื่อป้องกนัฟันผ ุและยบัย ั้งการก่อตวัของหินปูน 
ในรูปของส่วนผสมของยาสีฟันและน ้ ายาบ้วนปาก  ผลิตภัณฑ์บ า รุงเส้นผม โดยใช้กรด 
แลคติกเป็นส่วนผสมเพื่อท าหนา้ท่ีเคลือบใหเ้สน้ผมเงางามผลิตภณัฑท์ าความสะอาดร่างกาย โดยใช้
แคลเซียมแลคเตทเป็นส่วนผสมเพื่อท าหนา้ท่ีใหค้วามชุ่มช้ืนและผลดัเซลลผ์ิว เช่น ครีมอาบน ้ า สบู่ 
แชมพู เป็นต้น นอกจากน้ีในปัจจุบันยงัมีการน ากรดแลคติกมาใช้เป็นสารตั้ งต้นในการผลิต 
พอลิแลคติก (Polylactic acid, PLA) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ท่ีใชผ้ลิตพลาสติกท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพ (biodegradable plastics) จึงจดัเป็นพอลิเมอร์ท่ีเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม สามารถทดแทน
พลาสติกจากปิโตรเคมีซ่ึงต้องใช้ระยะเวลาในการย่อยสลายนาน และก่อให้เกิดปัญหาทาง
ส่ิงแวดลอ้ม (Datta et al., 2006) ซ่ึงกรดแลคติกจะมีโครงสร้าง 2 รูปแบบท่ีเป็นอิแนนติโอเมอร์กนั 
คือ กรดแลคติกไอโซเมอร์แอล และกรดแลคติกไอโซเมอร์ดี สามารถผลิตไดท้ั้งจากการสังเคราะห์
ทางเคมีและการหมกัของจุลินทรีย์ ซ่ึงในปัจจุบนัส่วนใหญ่นิยมผลิตจากการหมกัของจุลินทรีย ์
เน่ืองจากสามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบราคาถูก เ ช่น วสัดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ใช้พลงังานและ
อุณหภูมิท่ีต  ่าในการผลิต นอกจากน้ีกรดแลคติกท่ีได้ยงัมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูง (High optical 
purity) (John et al., 2007) 

จุลินทรียท่ี์มีบทบาทส าคญัในการผลิตกรดแลคติก ไดแ้ก่ แบคทีเรียแลคติก ยสีต ์และรา แต่
โดยส่วนใหญ่จะใช้แบคทีเรียแลคติกในการผลิตกรดแลคติก เน่ืองจากแบคทีเรียแลคติกจะผลิต 
กรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัและใหผ้ลผลิตสูงสุดเท่ากบั 1.0 กรัมต่อกรัมกลูโคส (Meussen et al., 
2012)ในขณะท่ียสีตผ์ลิตกรดแลคติกเป็นผลพลอยไดม้ากกว่าเป็นผลิตภณัฑห์ลกั (Abdel-rahman et 
al., 2013) ส่วนเช้ือรามีโครงสร้างเป็นเส้นใยท าให้มีขอ้จ ากดัในการส่งถ่ายสารท าให้ไดผ้ลผลิตต ่า 
(Sun et al., 1999) อย่างไรก็ตามแบคทีเรียแลคติกเป็นกลุ่มจุลินทรียท่ี์มีความตอ้งการสารอาหารท่ี
ซบัซอ้น เช่น วิตามิน เกลือแร่ และกรดอะมิโนบางชนิดท่ีช่วยในการเจริญเติบโตและการผลิตกรด
แลคติก (Wang et al., 2015) ดังนั้นจึงท าให้มีตน้ทุนของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีค่อนขา้งสูง จึงมีหลาย



2 
 

งานวิจยัท่ีสนใจน าวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรมาใชใ้นการเล้ียงและผลิตกรดแลคติกเพื่อลดตน้ทุน
การผลิต โดยหน่ึงในวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรท่ีน่าสนใจทางภาคใตคื้อ ล าตน้ปาลม์น ้ ามนั ซ่ึง
เม่ือตน้ปาลม์น ้ ามนัมีอายุ 20-25 ปี จะไม่สามารถให้ผลปาลม์ไดอี้กจึงตอ้งตดัท้ิง ในขณะท่ีประเทศ
ไทยมีพื้นท่ีของปาลม์น ้ ามนัท่ีรอโค่นประมาณ 20,000-45,000 ไร่ต่อปี (สมพงศ ์และ อลิศรา, 2552) 
ท าให้ในแต่ละปีมีชีวมวลจากล าตน้ปาลม์ประมาณ 1.44 ลา้นตนั (Noparat et al., 2017) โดยล าตน้
ปาลม์สดจะมีความช้ืนสูงถึงร้อยละ 80 เม่ือน ามาคั้นน ้าจะไดน้ ้ าคั้นท่ีมีปริมาณน ้าตาลสูงประกอบไป
ดว้ยน ้ าตาลหลายชนิด ไดแ้ก่ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลฟรุกโทส และน ้ าตาลไซโลส 
และสารอาหารอ่ืนๆ เช่น กรดอะมิโน วิตามิน และแร่ธาตุ (Kosugi et al., 2010) ซ่ึงองคป์ระกอบ
ของสารอินทรียใ์นน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ถือไดว้่ามีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย ์ส าหรับ
กากล าตน้ปาล์มท่ีคั้นน ้ าออกแลว้สามารถแยกออกเป็นสองส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นเส้นใย (vascular 
bundle, VB) และส่วนท่ีเป็นผง (parenchyma, PA) โดยส่วนท่ีเป็นเส้นใยสามารถน ามาย่อยด้วย
เอนไซมเ์ซลลูเลสไดเ้ป็นน ้ าตาลท่ีสามารถใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการเล้ียงแบคทีเรียแลคติกเพื่อ
ผลิตกรดแลคติกไดด้ว้ย ส าหรับส่วนท่ีเป็นผงมีลกัษณะอุม้น ้ าพองตวัง่ายและมีความเป็นรูพรุนจึงมี
ศกัยภาพในการใชเ้ป็นตวัพยงุส าหรับการตรึงเอนไซม ์

ในกระบวนการผลิตกรดแลคติกจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสโดยทัว่ไปจะท าการยอ่ยเซลลูโลส
ก่อนเพื่อให้ไดน้ ้ าตาลแลว้จึงน าไปผลิตเป็นกรดแลคติกต่อไป แต่เน่ืองจากในระหว่างการย่อยนั้น 
เอนไซมเ์ซลลูเลสจะถูกยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑ ์คือ น ้ าตาลกลูโคสและน ้ าตาลเซลโลไบโอส (Nguyen 
et al., 2013) ปัจจุบนัจึงมีการพฒันากระบวนการหมกัท่ีรวมกระบวนการย่อยและการหมกัเขา้
ดว้ยกนั (simultaneous saccharification and fermentation) ภายในถงัหมกัเดียวกนั ท าใหส้ามารถลด
ขั้นตอนการท างาน ลดการยบัย ั้งการท างานของเอนไซม์โดยความเขม้ขน้ท่ีสูงของผลิตภัณฑ์ 
(น ้ าตาลกลูโคส) และยงัส่งผลใหผ้ลผลิตต่อชัว่โมงเพิ่มสูงข้ึน  

ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสนใจคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถใช้น ้ าตาลจากน ้ าคั้นล าตน้
ปาลม์เป็นแหล่งอาหารในการเจริญและการผลิตกรดแลคติก และท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกท่ีเล้ียงในน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มและเติมกาก 
ล าตน้ปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนร่วม โดยปัจจยัท่ีศึกษา ไดแ้ก่ ปริมาณกากล าตน้ปาล์มและความ
เขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เหมาะสม และท าการศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยใชก้ารหมกัแบบกะซ ้ า 
จากนั้นจึงขยายขนาดการผลิตกรดแลคติกในถงัปฏิกรณ์และเก็บเก่ียวกรดแลคติกโดยวิธีการดูดซบั
ดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุ 
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บทตรวจเอกสำร 
1. จุลนิทรีย์ผลติกรดแลคติก (Lactic acid-producing microorganisms) 
 กรดแลคติก (Lactic acid) เป็นกรดท่ีผลิตไดจ้ากกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมีหรือจาก
กระบวนการหมกัของจุลินทรีย ์มีลกัษณะเป็นของเหลวใสไม่มีสี ละลายในน ้ าและตวัท าละลายไดดี้ 
และสามารถตกผลึกได้หากมีความเขม้ขน้สูง  มีช่ือทางเคมี ว่า 2-hydroxypropanoic acid  มีสูตร
โมเลกุล คือ CH3CHOHCOOH ซ่ึงมีโครงสร้างโมเลกุล 2 รูปแบบท่ีเป็นอิแนนติโอเมอร์  
(enantiomer) กนั คือ กรดแลคติกไอโซเมอร์ดีและกรดแลคติกไอโซเมอร์แอล ดงัแสดงใน Figure 1 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1 Structure of D(-) and L(+) isomers of the lactic acid.  
Source: Martinez et al. (2013) 

 
กรดแลคติกเป็นกรดอินทรียส์ามารถน ามาประยุกต์ใชไ้ดใ้นหลายอุตสาหกรรม เช่น ใน

อุตสาหกรรมอาหารจะใชส้ าหรับการถนอมอาหารเพื่อป้องกนัการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ไม่
ตอ้งการ ในอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอางจะใชก้รดแลคติกเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑต่์างๆ เช่น โลชัน่
สมานผิว ผลิตภณัฑ์ท่ีช่วยเพิ่มความชุ่มช้ืนให้ผิวหนังและช่วยในการรักษาสิว (Wee et al., 2006) 
ผลิตภณัฑส์ าหรับช่องปาก เช่น แคลเซียมแลคเตท เพื่อป้องกนัฟันผ ุและยบัย ั้งการก่อตวัของหินปูน 
ในรูปของส่วนผสมของยาสีฟัน และน ้ ายาบ้วนปาก  ผลิตภัณฑ์บ ารุงเส้นผม โดยใช้กรด 
แลคติกเป็นส่วนผสมเพื่อท าหนา้ท่ีเคลือบใหเ้สน้ผมเงางามผลิตภณัฑท์ าความสะอาดร่างกาย โดยใช้
แคลเซียมแลคเตทเป็นส่วนผสมเพื่อท าหนา้ท่ีใหค้วามชุ่มช้ืนและผลดัเซลลผ์ิว เช่น ครีมอาบน ้ า สบู่ 
แชมพู เป็นตน้ นอกจากน้ียงัสามารถน ามาใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตพลาสติกชีวภาพ หรือ พอลิ
แลคติกแอซิด (Poly lactic acid, PLA) โดยทัว่ไปในการผลิตพอลิแลคติกแอซิดจะใชก้รดแลคติก 
ไอโซเมอร์ใดไอโซเมอร์หน่ึง แต่ในปัจจุบันพบว่ามีการน ากรดแลคติกไอโซเมอร์แอลและ 
ไอโซเมอร์ดีท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูง (Optical purity) มาผสมกัน (Co- Crystallization) ใน
สดัส่วนท่ีแน่นอนจะท าใหไ้ดส้เตอริโอคอมเพลกซ์พอลิแลคติกแอซิด (stereocomplex PLA) ซ่ึงจะมี
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คุณสมบติัท่ีคงตวัต่อความร้อนท่ีสูงข้ึน จึงท าให้สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการผลิตผลิตภณัฑ์ท่ี
ต้องการความคงตัวทางความร้อนได้สูง (Zhang et al., 2016) นอกจากน้ีพอลิแลคติกยงัมีการ
น ามาใชใ้นดา้นการแพทยแ์ละการเกษตรท่ีกวา้งขวาง อาทิ ใชใ้นกระบวนการควบคุมการปลดปล่อย
ยาในผูป่้วย (Controlled drug release) โดยยาจะฝังอยู่ในไมโครแคปซูล (Microcapsule) ท่ีท าจาก 
พอลิเมอร์ของกรดแลคติก ยาจะค่อยๆหลัง่ออกมา ท าให้ยาอยู่ในตวัผูป่้วยไดน้านข้ึนและสามารถ
ออกฤทธ์ิได้ดีข้ึน ในด้านการเกษตรจะใช้ในการควบคุมการปลดปล่อยของปุ๋ยและยาฆ่าแมลง 
(Controlled release of fertilizers and pesticides) (Piskin et al., 1994)  

กรดแลคติกท่ีได้จากกระบวนการทางเคมีจะอยู่ในรูปสารผสมเรเซมิคดีแอล (racemix 
mixer) ซ่ึงเป็นกรดแลคติกท่ีมีปริมาณของ 2 อิแนนติโอเมอร์ในปริมาณท่ีเท่ากนั ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ี
ไม่ตอ้งการในการน าไปผลิตพอลีแลคติกแอซิด เน่ืองจากมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงต ่าซ่ึงจะส่งผลให้
โครงสร้างของพอลิแลคติกแอซิดมีลกัษณะโครงสร้างท่ีไม่เป็นระเบียบ (amorphous) (Lunt, 1998) 

ส าหรับกระบวนการสงัเคราะห์กรดแลคติกดว้ยวิธีทางชีวภาพตอ้งอาศยัจุลินทรียท่ี์สามารถ
ผลิตกรดแลคติกได ้ซ่ึงจุลินทรียท่ี์มีบทบาทส าคญัในการผลิตกรดแลคติก ไดแ้ก่ แบคทีเรียแลคติก 
ยีสต์ และรา ซ่ึงโดยส่วนใหญ่จะใชแ้บคทีเรียแลคติกในการผลิตกรดแลคติก เน่ืองจากแบคทีเรีย 
แลคติกจะผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัจากกระบวนการหมกัน ้ าตาลกลูโคส ในขณะท่ียีสต์
จะผลิตกรดแลคติกน้อย (Abdel-rahman et al., 2013) และรามีโครงสร้างเป็นเส้นใยท าให้มีความ
ยุ่งยากในระหว่างการหมัก แม้ว่าปัจจุบันมีการศึกษาการท าให้เส้นใยเช้ือราเกาะกันเป็นก้อน 
(pellets) เพื่อให้ง่ายในระหว่างการหมัก แต่วิธีน้ีก็ยงัมีอุปสรรคท่ีเก่ียวกับการเจริญของเช้ือรา 
เน่ืองจากการส่งถ่ายสารอาหารท าไดต้  ่ากวา่ปกติ และยงัใหผ้ลผลิตท่ีค่อนขา้งต ่า (Sun et al., 1999) 

แบคทีเรียแลคติก เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ียอ้มติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซม ์
คะตะเลส (Catalase) สร้างกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในระหว่างการหมกัคาร์โบไฮเดรต มี
ทั้งชนิดท่ีมีรูปท่อน และรูปกลม สามารถเจริญไดดี้ในช่วงพีเอช 6 – 7 อุณหภูมิ 37-45 องศาเซลเซียส 
(Patel et al., 2013) แบค ที เ รี ย แลค ติกสาม ารถผ ลิตกรดแลค ติกได้  3 โครงส ร้ า ง  คื อ  
กรดแลคติก ไอโซเมอร์แอล, กรดแลคติกไอโซเมอร์ดี และ โครงสร้างแบบผสมดีแอล ซ่ึงข้ึนอยูก่บั 
สายพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติก ดงัแสดงในตารางท่ี 2 ส าหรับแหล่งท่ีมกัพบแบคทีเรียแลคติก ไดแ้ก่ 
อาหารหมกัดองต่างๆ และผลิตภณัฑ์นม แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาล
กลูโคส หรือน ้าตาลท่ีมีคาร์บอน 6 อะตอมอ่ืนๆ ไดผ้ลิตผลิตภณัฑต่์างๆออกมา จากชนิดและปริมาณ
ผลิตภณัฑ์ท่ีเช้ือผลิตไดน้ี้ สามารถแบ่งแบคทีเรียกรดแลคติก ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มโฮโม
เฟอร์เมนเททีฟ (Homofermentative) และเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) โดย
ลกัษณะท่ีแตกต่างกนัของแบคทีเรียแลคติกทั้งสองกลุ่ม ดงัแสดงใน Table 1 
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กลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ (Homofermentative) คือ แบคทีเรียแลคติกท่ีสร้างกรดแลคติก
จากน ้ าตาลกลูโคส หรือน ้ าตาลท่ีมีคาร์บอน 6 อะตอมอ่ืนๆ ไดก้รดแลคติกประมาณร้อยละ 90-95 
ส่วนท่ีเหลือจะเปล่ียนไปเป็นกรดอะซิติกและคาร์บอนไดออกไซด์อีกเล็กน้อย ไม่ต้องการ 
ไทอามีน (Thiamine) ในการเจริญ ผลิตอลัโดเลส (Aldolase) และเอนไซม์เฮกโซสไอโซเมอเรส
(Hexose isomerase) แต่ไม่ผลิตเอนไซม์ฟอสโฟคีโตเลส (Phosphoketolase) กลไกการเกิดกรด 
แลคติก คือ การเปล่ียนกลูโคสเป็นไพรูวิกหลงัจากนั้นเอนไซม์แลคเตสดีไฮโดรจีเนส (Lactate 
dehydrogenase) เปล่ียนไพรูวิกไปเป็นกรดแลคติก โดยน ้ าตาลกลูโคส 1 โมล เม่ือผา่นกระบวนการ
หมักจะได้เป็นกรดแลคติก 2 โมล ตัวอย่างแบคทีเรียแลคติกในกลุ่มน้ี ได้แก่ Lactobacillus 
acidilactici, Lactobacillus plantarum, Pediococcus cerevisiae และ  Streptococcus lactis เ ป็นต้น 
(Abdel-Rahman et al., 2013) ดงัแสดงใน Figure 2 

กลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) คือ แบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถผลิต
กรดแลคติกจากน ้ าตาลกลูโคสหรือน ้าตาลท่ีมีคาร์บอน 6 อะตอม ไดก้รดแลคติกประมาณร้อยละ 50 
ท่ีเหลือไดเ้ป็นกรดอะซิติกรวมทั้งเอทานอลร้อยละ 20-25 และคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 20-25 ใช้
ไทอามีนในการเจริญเติบโตและสร้างเอนไซม์เฮกโซสไอโซเมอเรส ใช้เฮกโซสโมโนฟอสเฟต 
(Hexose monophosphate) หรือ ผ่าน Pentose pathway ในการสังเคราะห์กรดแลคติก ตัวอย่าง
แบค ที เ รี ย แลค ติ ก ในก ลุ่ ม น้ี ไ ด้แ ก่  Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis และ
Lactobacillus fermentum เป็นตน้ (Abdel-Rahman et al., 2013) นอกจากน้ีเฮเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ
บางสายพนัธ์ุยงัสามารถผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาลท่ีมีคาร์บอน 5 อะตอมไดผ้า่น Phosphoketolase 
pathway ซ่ึงจะได้ผลผลิตกรดแลคติก 0.6 กรัม ต่อ 1 กรัมของน ้ าตาลเพนโทส ยงัสามารถผลิต
กรดอะซิติก เอทานอล และแอลกอฮอล์ เป็นผลพลอยได้ จึงท าให้ได้ผลผลิตกรดแลคติกลดลง 
(Abdel-Rahman et al., 2013) ดงัแสดงใน Figure 2 
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Figure 2 Metabolic pathways for lactic acid production from various sugars by LAB. Enzymes: (1) 
hexokinase; (2) glucose 6-phosphate isomerase; (3) glucose 6-phosphate dehydrogenase; (4) 6-
phosphogluconate dehydrogenase; (5) arabinose isomerase; (6) ribulokinase; (7) ribulose 5-
phosphate 3-epimerase; (8) xylose isomerase; (9) xylulokinase; (10) phosphoketolase; (11) acetate 
kinase; (12) phosphotransacetylase; (13) aldehyde dehydrogenase; (14) alcohol dehydrogenase; 
(15) lactate dehydrogenase; (16) transketolase; (17) transaldolase; (18) 6-phosphofructokinase; 
(19) fructose bisphosphate aldolase; (20) triosephosphate isomerase; (21) mannose 
phosphotransferase system; (22) phosphomannose isomerase (23) maltose phosphorylase; (24) 
phosphoglucomutase ; (25) β-galactosidase; (26) phospho-β-galactosidase; (27) galactose 6-
phosphate isomerase; (28) tagatose 6-phosphate kinase; and (29) tagatose 1,6-diphosphate aldolase. 
Solid lines indicate the homofermentative pathway. Thick-solid lines and dashed lines indicate 
PP/glycolytic pathway and PK pathway, respectively. Lac-PTS: phosphoenolpyruvate-lactose 
phosphotransferase system.  
Source: Adel-Rahman et al. (2013) 
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Table 1 Characterization of homoferementative and heterofermentative lactic acid bacteria. 

Characterization Homofermentative LAB Heterofermentative LAB 

Product Lactic acid Lactic acid ,Ethanol, Diacetyl, 
Acetic acid and Carbon dioxide 

Metabolic 
pathways 

Hexose: Embden–Meyerhof pathway 
Pentose: pentose phosphate pathway 

Hexose: phosphogluconate and 
phosphoketolase pathway 
Pentose: phosphoketolase 
pathway 

Theoretical yield Hexose: 1.0 g/g (2.0 mol/mol) 
Pentose: 1.0 g/g (1.67 mol/mol) 

Hexose: 0.5 g/g (1.0 mol/mol) 
Pentose: 0.6 g/g (1.0 mol/mol) 

Microorganism Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus
, Enterococcus, some Lactobacillus 

Leuconostoc, Oenococcus, 
some Lactobacillus species 

Availability for 
commercial lactic 
acid production 

Available due to high selectivity Not available due to high by-
product formation 

Source: Adel-Rahman et al. (2013) 
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Table 2 List of homo and hetero fermentative lactic acid bacteria and configuration of lactic acid 
produced  

Microorganism Homofermentative Heterofermentative Configuration 
Lactobacillus    
L. delbrueckii / - D(-) 
L. lactis / - D(-) 
L. bulgaricus / - D(-) 
L. casei / - L(+) 
L. plantarum / - DL 
L. curvatus / - DL 
L. brevis - / DL 
L. fermentum - / DL 
Sporolactobacillus    
S. inulinus / - D(-) 
Streptococcus    
S. faecalis / - L(+) 
S. cremoris / - L(+) 
S. lactis / - L(+) 
Leuconostoc    
L. mesenteroides - / D(-) 
L. dextranicum - / D(-) 
Pediococcus    
P. damnosus / - DL 
P. acidilactici / - L(+) 

Source: Wee et al. (2006) 
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2. แหล่งของแบคทีเรียแลคติก 
 แบคทีเรียแลคติก เป็นกลุ่มแบคทีเรียท่ียอ้มติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซม์
คะตะเลส (Catalase) มีทั้ งชนิดท่ีมีรูปท่อน และรูปกลม แหล่งท่ีมกัพบแบคทีเรียแลคติก ได้แก่ 
อาหารหมกัดองต่างๆ ผลิตภณัฑ์นม เป็นตน้ แต่เน่ืองจากงานวิจยัน้ีสนใจผลิตกรดแลคติกจาก
แบคทีเรียแลคติกโดยใชน้ ้ าคั้นล าตน้ปาลม์เป็นแหล่งอาหาร ซ่ึงมีรายงานวา่เม่ือน าน ้ าคั้นมาบ่มความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลจะลดลงอยา่งรวดเร็วซ่ึงเกิดจากการหมกัของจุลินทรียต์ามธรรมชาติท่ีมีอยู่แลว้
ในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์หรือปนเป้ือนมาจากกระบวนการคั้นและการเก็บรักษา โดยชนิดของจุลินทรีย์
ท่ีพบในน ้ าคั้นท่ีผ่านกระบวนการหมกัข้ึนอยู่กบัแหล่งท่ีมาของน ้ าคั้น ขั้นตอนของการหมกั และ
องค์ประกอบของสารอินทรียต่์างๆในน ้ าคั้น (Okafar, 1978) และยงัพบอีกว่าจากการหมกัของ
จุลินทรียส่์งผลให้ระดบัพีเอชของน ้ าคั้นลดลงจึงเป็นไปไดว้่าอาจจะมีกลุ่มของจุลินทรียท่ี์สร้างกรด 
จากการศึกษาของ Nurul Nadia (2011) ท่ีศึกษาการแยกจุลินทรียจ์ากน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีผ่านการ
หมกัโดยจุลินทรียจ์ากธรรมชาติ พบว่า จุลินทรียส่์วนใหญ่เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ 
Lactobacillus spp. และบางสายพันธ์ุ เ ป็นกลุ่ม Pseudomonas spp., Corynebacterium spp. และ 
Vibro spp. ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Amoa-Awua และคณะ (2007) ท่ีพบว่าจุลินทรียท่ี์แยกได้
จากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีผ่านการหมกัโดยจุลินทรียต์ามธรรมชาติ ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแลคติก 
และอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย และยสีตบ์างสายพนัธ์ุ ในขณะท่ี Manel และคณะ (2011) ศึกษาการแยก
และคดัเลือกแบคทีเรียจากน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มเพื่อใชเ้ป็นหัวเช้ือในการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้น 
ล าตน้ปาล์ม พบว่าเป็นแบคทีเรียแลคติก 5.36 ถึง 8.47 log CFU/mL ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแลคติกสาย
พัน ธ์ุ  Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides และ  Lactobacillus delbrueckii subsp. 
delbruckii และจากการศึกษาของ Ouoba และคณะ (2012) รายงานว่าจุลินทรียท่ี์พบในน ้ าคั้นล าตน้
ปาล์มในระหว่างการหมักส่วนใหญ่เ ป็นจุลินทรีย์จีนัส Lactobacillus ร้อยละ 86.67 และ 
Leuconostoc ร้อยละ 10  
 นอกจากน้ียงัมีแหล่งท่ีน่าสนใจ คือ คีเฟอร์เกรน (Kefir grains) ซ่ึงเป็นหัวเช้ือนมหมัก
พื้นเมืองท่ีมีตน้ก าเนิดจากชาวคอเคซัส ประกอบไปดว้ยกลุ่มเช้ือผสมระหว่างยีสตแ์ละแบคทีเรีย 
แลคติกท่ีมีการฝังตัวอยู่ในสารเมือกเหนียวท่ีเรียกว่า คีเฟอรัน (Kefiran)  มีลักษณะเป็นก้อน
ตะปุ่มตะป ่ าคล้ายดอกกะหล ่าขาวขนาดตั้ งแต่ 5-20 มิลลิเมตร (Lui and Lin, 2000; Zajsek and 
Gorsek, 2013) ส าหรับแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบในคีเฟอร์เกรนส่วนใหญ่คือแบคทีเรียท่ีอยูใ่นสกุล 
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. และ Streptococus spp. (Iwasawa et al., 1982) Carr และคณะ 
(2002) รายงานว่าแบคทีเรียแลคติกจีนสั Lactobacillus ซ่ึงมีทั้งกลุ่มท่ีเป็นโฮโมเฟอร์เมนเททีฟและ
เฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟสามารถผลิตกรดแลคติกได้ทั้ งไอโซเมอร์ดี ไอโซเมอร์แอล และ 
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ไอโซเมอร์ดีแอล ในขณะท่ีแบคทีเรียแลคติกจีนสั Leuconostoc ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์เมน
เททีฟส่วนใหญ่ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดี ส่วนแบคทีเรียแลคติกจีนัส Streptococcus เป็น
แบคทีเรียแลคติกกลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกั 
 จากงานวิจยัของ Miguel และคณะ (2010) ท่ีศึกษาการแยกแบคทีเรียแลคติกจากคีเฟอร์เกรน
ท่ีไดจ้ากประเทศบราซิล แคนาดา และสหรัฐอเมริกา พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียแลคติกได ้270  
ไอโซเลท ซ่ึงประกอบไปดว้ยแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus kefiri, Gluconobacter japonicas, 
Lactobacillus uvarum, Lactobacillus satsumensis และ Acetobacter syzygii ต่อมา Leite และคณะ 
(2015) คดัแยกแบคทีเรียแลคติกจากคีเฟอร์เกรนจากแหล่งท่ีต่างกนัได ้34 ไอโซเลท พบว่าเป็น
แบคทีเรียแลคติกสายพันธ์ุ Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis และ Lactobacillus 
paracasei และมีรายงานจาก Jeong และคณะ (2017) ท่ีแยกเช้ือแบคทีเรียแลคติกจากนมหมกัคีเฟอร์ 
ไดท้ั้งหมด 22 ไอโซเลท และพบว่าเป็นแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus kefiranofaciens, 
Lactobacillus kefiri, Lactococcus lactis และ Leuconostoc mesenteroides ซ่ึง Cheirsilp และคณะ 
(2003) รายงานว่า Lactobacillus kefiranofaciens เป็นแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์
ดีเป็นหลัก ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ Carr และคณะ (2002) ท่ีรายงานว่า Lactobacillus 
kefiranofaciens เป็นแบคทีเรียแลคติกกลุ่มออบลิเกตโฮโมเฟอร์เมนเททีฟท่ีผลิตกรดแลคติก 
ไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั ส่วนแบคทีเรียแลคติกจีนัส Leuconostoc เป็นแบคทีเรียแลคติกท่ีอยู่ในกลุ่ม
เฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดี นอกจากน้ี Garrote และคณะ (2005) 
รายงานว่าแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. kefiri เป็นสายพนัธ์ุท่ีพบมากท่ีสุดในคีเฟอร์เกรน ซ่ึงอยูช่่วง 
2.0 × 108 – 1.0 × 109  cells/mL โดย  Carr และคณะ (2002) รายงานว่า L. kefiri เ ป็นแบคทีเรีย 
แลคติกท่ีอาศยัการหมกัน ้ าตาลกลูโคสผา่นเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟพาทเวย ์และผลิตกรดแลคติก
ไอโซเมอร์ดีแอล 
 
3. ปัจจัยทีมี่ผลต่อกำรผลติกรดแลคติกโดยเช้ือจุลนิทรีย์ 
    3.1 สำยพนัธ์ุของจุลนิทรีย์ 

จุลินทรียท่ี์จะน ามาใชใ้นการผลิตกรดแลคติกตอ้งสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้ง มีความ
สม ่าเสมอในการผลิต มีความคงตวัของสายพนัธ์ุ มีความเป็นไปไดท่ี้จะปรับปรุงทางพนัธุกรรม 
สามารถเก็บเก่ียวผลิตภณัฑไ์ดง่้ายและผลิตสารชนิดอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการนอ้ย จุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิต
กรดแลคติกโดยส่วนใหญ่ คือ แบคทีเรียแลคติก เน่ืองจากสามารถผลิตกรดแลคติกไดเ้ป็นผลิตภณัฑ์
หลัก ซ่ึงสามารถผลิตกรดแลคติกได้ทั้ งกรดแลคติกไอโซเมอร์แอล ไอโซเมอร์ดี และทั้ งสอง 
ไอโซเมอร์ ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติก โดยแบคทีเรียแลคติกท่ีอยูใ่นสกลุ Lactococcus 
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ส่วนใหญ่สร้างกรดแลคติกไอโซเมอร์ดี แบคทีเรียแลคติกสกุล Streptococcus ส่วนใหญ่สร้างกรด
แลคติกไอโซเมอร์แอล ส่วนแบคทีเรียแลคติกในสกลุ Lactobacillus สามารถสร้างกรดแลคติกไดท้ั้ง 
ไอโซเมอร์ดี ไอโซเมอร์แอล และไอโซเมอร์ดีแอล 
    3.2 แหล่งคำร์บอนและควำมเข้มข้นของแหล่งคำร์บอน 

ในกระบวนการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกจะผลิตกรดแลคติกโดย
อาศยัการหมกัน ้ าตาลผา่นกระบวนการท่ีแตกต่างกนัเป็นผลท าให้เกิดการหมกัแบบโฮโมเฟอร์เมน
เททีฟ และเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ โดยมีงานวิจยัท่ีเล้ียง Lactococcus lactis แบบกะในอาหารท่ีมี
น ้ าตาลกลูโคสอย่างจ ากดัท าให้เช้ือผลิตกรดแลคติกลดลง และมีการสร้างกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก 
และเอทานอลเพิ่มข้ึน ขณะเดียวกนัเม่ือเล้ียง Lactococcus lactis ในอาหารท่ีมีการเติมน ้ าตาลกลูโคส
อยา่งเพียงพอ พบว่าเช้ือมีการผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัมากกว่าร้อยละ 90 และมีการผลิต 
กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และเอทานอลเพียงเลก็นอ้ย (Thomas et al., 1987) และจากการศึกษาของ 
Hu และคณะ (2016) ท่ีศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกัน คือ กลูโคส 
ไซโลส และเซลโลไบโอสท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร โดยเช้ือ Lactobacillus pentosus 
FL0421 พบว่าการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาลกลูโคส และเซลโลไบโอส ให้ผลผลิตกรดแลคติกท่ี
ใกลเ้คียงกนั คือ 0.92 และ 0.90 กรัมต่อกรัมสับสเตรท ส่วนการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาลไซโลส
นั้นใหผ้ลผลิตเพียง 0.52 กรัมต่อกรัมสบัสเตรท  
 นอกจากน้ีการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาลในสภาวะท่ีมีการควบคุมพีเอชระหว่างการหมกั
จะสามารถเพิ่มปริมาณกรดแลคติกได ้อยา่งไรก็ตามการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีสูงเกินไปจะ
ไปยบัย ั้งการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกไดเ้ช่นกนั (Abdel-Rahman et al., 
2011) จากการศึกษาของ Wang และคณะ (2016) ท่ีศึกษาผลของความเขม้ข้นของน ้ าตาลผสม
ระหว่างน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส และน ้ าตาลไซโลส ต่อการผลิตกรดแลคติกของ 
Lactobacillus rhamnosus LA-04-1 พบว่าการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาลจาก 44.38 กรัมต่อลิตร 
เป็น 61.64, 82.5 และ 100.1 กรัมต่อลิตร ท าให้เช้ือผลิตกรดแลคติกเพิ่มจาก 44 กรัมต่อลิตรเป็น 60, 
68 และ 78 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามเม่ือความเขม้ขน้ของกรดแลคติกเพิ่มข้ึนมากกวา่ 60 
กรัมต่อลิตร มีผลท าให้อตัราการเจริญและอตัราการผลิตกรดแลคติกลดลง ซ่ึงเป็นผลจากการถูก
ยบัย ั้งดว้ยผลิตภณัฑ ์ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้กรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑป์ระเภท Primary metabolite ซ่ึงจะ
ผลิตควบคู่ไปกบัการเจริญของเซลล ์เม่ือการเจริญของเซลลเ์ร่ิมลดลงการผลิตกรดแลคติกก็จะชา้ลง
ดว้ย จากงานวิจยัของ สุภาษิต ชูกล่ิน (2011) ท่ีศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาลโตนดโดยเช้ือ 
Lactobacillus casei TISTR 1500 โดยก าหนดความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมดเท่ากบั 10, 20, 40, 60 
และ 134 กรัมต่อลิตร หมกัท่ีพีเอช 5.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของน ้าตาล
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เพิ่มข้ึนปริมาณกรดแลคติกก็เพิ่มข้ึนเช่นกนั โดยท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมด 134 กรัมต่อลิตร 
ให้ปริมาณกรดแลคติกสูงสุดเท่ากบั 28.35 กรัมต่อลิตรท่ีระยะเวลาในการหมกั 14 ชัว่โมง และจาก
งานวิจยัของ Reddy และคณะ (2016) ท่ีศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากไฮดรอลซ่ึงเป็นของเสียท่ีเกิด
จากกระบวนการผลิตกลูโคส โดยเช้ือ Enterococcus faecalis RKY1 ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
รีดิวซ์ท่ีแตกต่างกนั คือ 50, 100, 150 และ 200 กรัมต่อลิตร และใช้ยีสต์สกดั 20 กรัมต่อลิตร เป็น
แหล่งไนโตรเจน หมกัท่ีพีเอช 7 อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส พบว่า เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
เพิ่มข้ึนปริมาณกรดแลคติกก็เพิ่มข้ึนดว้ยเช่นกนั โดยท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 200 
กรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีให้ปริมาณกรดแลคติกสูงสุด คือ 184 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาการ
หมกั 51 ชัว่โมง 
    3.3 แหล่งไนโตรเจนและควำมเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 

ไนโตรเจนเป็นสารอาหารท่ีจ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์กรดอะมิโน เพียวรีน (Purine)  
ไพริมิดีน (Pyrimidine) คาร์โบไฮเดรต และไขมนั ไนโตรเจนสามารถพบได้ทั้ งในรูปของเกลือ 
อนินทรีย ์เช่น แอมโมเนียมซลัเฟต และแอมโมเนียมไนเตรต และสารอินทรีย ์เช่น เปปโทน และ
ยสีตส์กดั (Zhang et al., 2007) การเติมแหล่งไนโตรเจนท่ีความเขม้ขน้เพียงพอจะส่งผลให้เช้ือผลิต
กรดแลคติกไดดี้ ซ่ึงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร MRS นั้นมีทั้งยีสต์สกดั เปปโตน และเน้ือสกดัท่ีเป็น
แหล่งไนโตรเจนท่ีช่วยในการส่งเสริมการเจริญและผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติก 
(Haofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) อยา่งไรกต็ามการใชย้สีตส์กดันั้นคิดเป็นตน้ทุนร้อยละ 38 
ของตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือ (Tejaya and Cheryan, 1995) ดงันั้นจึงมีหลายงานวิจยัท่ีน าวสัดุเศษเหลือ
ทางการเกษตรมาแทนท่ียีสตส์กดั ซ่ึงจากงานวิจยัของ Hete´nyi และคณะ (2010) ศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ขา้วฟ่างหวาน โดยเช้ือ Lactobacillus sp. MKT-
878 และใช้ยีสต์สกัดร่วมกับกลูเตน (Gluten) เป็นแหล่งไนโตรเจน หมักท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส พีเอช 5.8 เป็นเวลา 48 ชัว่โมง พบว่าการใชย้ีสตส์กดัท่ีความเขม้ขน้ 6 กรัมต่อลิตร และ
กลูเตนท่ีความเขม้ขน้ 16 กรัมต่อลิตร เป็นสภาวะท่ีใหอ้ตัราการผลิตกรดแลคติกสูงสุด คือ 3.04 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง ส าหรับงานวิจยัของ Hu และคณะ (2016) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าตาล
กลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร พีเอช 6 โดยเช้ือ Lactobacillus pentosus LA0421 ใน
สภาวะการเพาะเล้ียงท่ีมีแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกัน คือ ยีสต์สกดั ทริปโตน เน้ือสกดั เคซีน
ไฮโดรไลเซต และผงขา้วโพด โดยแหล่งไนโตรเจนทุกชนิดมีความเขม้ขน้ท่ีเท่ากนัคือ 5 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าการใชย้ีสตส์กดัและผงขา้วโพดให้ผลผลิตกรดแลคติกท่ีใกลเ้คียงกนัคือ 0.94 และ 0.87 
กรัมต่อกรัมกลูโคส  
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    3.4 พเีอช 
เม่ือแบคทีเรียแลคติกผลิตกรดแลคติกออกมาจะส่งผลให้พีเอชของอาหารเล้ียงเช้ือลดลง

อยา่งรวดเร็ว ในกระบวนการผลิตกรดแลคติกจึงจ าเป็นตอ้งควบคุมใหพ้ีเอชอยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม 
ซ่ึงแบคทีเรียแลคติกสามารถเจริญไดดี้ในช่วงพีเอช 5 ถึง 7 และการเจริญจะถูกยบัย ั้งเม่ือพีเอชของ
อาหารเล้ียงเช้ือต ่ากว่า 4 เน่ืองจากกรดแลคติกมีค่า pKa เท่ากบั 3.86 (Adachi et al., 1998) ซ่ึงการ
ลดลงของพีเอชเกิดจากการสะสมของกรดแลคติกและส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ โดย 
กรดแลคติกเป็นกรดอ่อนท่ีจะเขา้ไปแตกตวัภายในเซลล ์ส่งผลให้มีการเพิ่มจ านวนของโปรตอน
ภายในเซลลท์ าให้พีเอชภายในเซลลล์ดลง เซลลจึ์งตอ้งใชพ้ลงังานในการผลกัโปรตอนออกนอก
เซลล ์ส่งผลให้มีพลงังานเหลือไม่เพียงพอในการเจริญเติบโต ท าให้เซลลห์ยดุการเจริญเติบโตหรือ
ตายในท่ีสุด (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) แต่พีเอชของอาหารสามารถควบคุมไดโ้ดยใช้
สาร neutralizing agent เช่น แคลเซียมคาร์บอเนต แคลเซียมคลอไรด์ หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(Roberto et al., 2007) ซ่ึงการเติมด่างในการควบคุมพีเอช จะท าให้กรดแลคติกแตกตวัและจบักบั
ด่างท าให้เกิดเกลือและลดการยบัย ั้งของกรดแลคติกต่อเซลลไ์ด ้Guyot และคณะ (2000) ศึกษาผล
ของการควบคุมพีเอชต่อการผลิตกรดแลคติกจากแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 20 กรัมต่อ
ลิตร โดยใช้เ ช้ือ  Lactobacillus manihotivoran LMG 18010 ซ่ึ ง เ ป็นสายพัน ธ์ุ ท่ีสามารถผลิต
เอนไซมอ์ะไมเลสออกมายอ่ยแป้งไดโ้ดยตรง ผลการทดลองพบวา่ในสภาวะท่ีไม่มีการควบคุมพีเอช 
เช้ือผลิตกรดแลคติกได้เพียง 6.0 กรัมต่อลิตรท่ี 24 ชั่วโมง ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ี
ควบคุมพีเอชเป็น 6 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 5 นอร์มอล พบวา่เช้ือสามารถ
ผลิตกรดแลคติกเพิ่มข้ึนเป็น 12.5 กรัมต่อลิตร Hu และคณะ (2016) ไดศึ้กษาผลของการควบคุม 
พีเอชต่อการผลิตกรดแลคติกของเช้ือ Lactobacillus pentosus LA0421 จากน ้ าตาลกลูโคสท่ีมีความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร โดยใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 12 โมลาร์ และควบคุมท่ี 
พีเอชแตกต่างกนัคือ 5, 5.5, 6 และ 6.5 พบว่าท่ีพีเอช 5.5 และ 6 ใหผ้ลผลิตกรดแลคติกท่ีใกลเ้คียงกนั 
คือ 0.90 และ 0.92 กรัมต่อกรัมกลูโคส  

นอกจากน้ียงัมีงานวิจัยท่ีศึกษาผลของพีเอชต่อการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือผสม เช่น 
งานวิจยัของ Wang และคณะ (2016) ท่ีศึกษาผลของการควบคุมพีเอชโดยแคลเซียมไฮดรอกไซด์
แบบล าดบัขั้นท่ี 5.6, 5.8, 6.0 และ 6.2 ต่อการผลิตกรดแลคติกของเช้ือผสมระหว่าง Lactobacillus 
rhamnosus LA-04-1 และ Bacillus coagulans LA1507 ผลการทดลองพบว่าท่ีพีเอช 6.2 ท าให้เช้ือ
ผสมสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งท่ีสุด 118 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลผลิตร้อยละ 92.1 ในเวลา 63 
ชัว่โมง ซ่ึงสูงกว่าการใชเ้ช้ือเด่ียว L. rhamnosus LA-04-1 หมกัท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ท่ีผลิต
กรดแลคติกไดเ้ท่ากบั 36 กรัมต่อลิตร ท่ีพีเอช 5.6  
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ส าห รับงานวิ จัยของ  Liu (2003 )  พบว่ า  Lactobacillus bulgaricus สามารถผ ลิต 
กรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัจากการใชน้ ้ าตาลกลูโคสในสภาวะท่ีเป็นกรดท่ีมีพีเอชช่วง 4-6 ใน
ขณะเดียวกนัเม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีเป็นด่างทีพีเอช 7-8 พบว่า Lactobacillus bulgaricus มีการสร้าง
กรดอะซิติกเป็นผลิตภณัฑ์หลกั จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าพีเอชมีผลต่อเมทาบอลิซึมของ 
ไพรูเวตและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติก       
    3.5 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีมีต่ออตัราการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรีย 
แลคติก โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกอยู่
ในช่วงอุณหภูมิ 37-43 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุของแบคทีเรียแลคติก (Hofvendahl 
and Hahn-Hagerdal, 2000) อีกทั้งอุณหภูมิยงัมีบทบาทส าคญัในการแสดงออกของเอนไซมบ์างชนิด
ท่ีเก่ียวขอ้งกับการผลิตกรดแลคติกในแบคทีเรียแลคติก โดยพบว่าการแสดงออกของเอนไซม ์
แลคเตทดีไฮโดรจีเนส (Lactae dehydrogenase) ใน Lactobacillus rhamnosus ท่ีเล้ียงท่ี 45 องศา
เซลเซียส มีค่าลดลงและส่งผลให้การผลิตกรดแลคติกท่ีสภาวะดงักล่าวลดลงดว้ย เม่ือเปรียบเทียบ
กบัการเล้ียง L. rhamnosus ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (De Figueroa et al., 2001) และจากงานวิจยั
ของ Hu และคณะ (2016) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตกรดแลคติกของเช้ือ Lactobacillus 
pentosus LA0421 จากน ้าตาลกลูโคสท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 50 กรัมต่อลิตร ในสภาวะการเพาะเล้ียง
ท่ีมีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัคือ 32, 37, 42 และ 47 องศาเซลเซียส พบว่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ใหผ้ลผลิตกรดแลคติกสูงสุด คือ 0.92 กรัมต่อกรัมกลูโคส  
 
4. ล ำต้นปำล์มน ำ้มัน (Oil palm trunk) 
 ล าตน้ปาลม์น ้ ามนัเป็นหน่ึงในวสัดุเศษเหลือจากการผลิตปาลม์น ้ ามนั ดงัแสดงใน Figure 3 
ลกัษณะล าตน้ของปาลม์น ้ ามนัจะตั้งตรง ช่วงระยะ 3 ปีแรกตน้ปาลม์จะเจริญทางดา้นกวา้งมากกว่า 
จึงยงัไม่เห็นส่วนของล าตน้ หลงัจาก 3 ปี ล าตน้จะยืดข้ึน ขอ้และปลอ้งของล าตน้ปรากฏ โดยรอย
แผลท่ีฐานใบติดกบัล าตน้คือขอ้ส่วนท่ีอยู่ระหว่างขอ้คือปลอ้งของล าตน้ เส้นผ่าศูนยก์ลางล าตน้
ประมาณ 20-75 เซนติเมตร  ล าต้นจะมีความสูงเพิ่ม ข้ึน 35-60 เซนติเมตรต่อปี  ข้ึนอยู่กับ
สภาพแวดลอ้มและพนัธุกรรม ปาลม์น ้ ามนัมีอายุถึง 80 ถึง 100 ปี (ศูนยว์ิจยัปาลม์น ้ ามนัสุราษฎร์
ธานี) และสูงได้มากกว่า 30 เมตร การเก็บเก่ียวผลผลิตสามารถเก็บได้จนถึงอายุ 20 ถึง 25 ปี 
(กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2552) แลว้ล าตน้ปาลม์จะถูกโค่น ในประเทศไทยมีพื้นท่ีของปาลม์
น ้ ามนัท่ีรอโค่นประมาณ 20,000-45,000 ไร่ต่อปี (สมพงศ ์และ อลิศรา, 2552) และในแต่ละปีจึงมี 
ชีวมวลจากล าตน้ปาลม์ประมาณ 1.44 ลา้นตนัต่อปี (Noparat et al., 2017)  
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  Figure 3 Wastes from Oil palm tree 
  Source: https://www.bioenergyconsult.com/tag/palm-oil-biomass/ 
 
 ล าตน้ปาลม์น ้ ามนัจะประกอบดว้ยเน้ือเยื่อท่ีมีลกัษณะเป็นเส้นใย (vascular bundle, OPT-
VB) และส่วน (parenchyma, OPT-PA) ท่ี มีลกัษณะเป็นผง ซ่ึงมีปริมาณร้อยละ 71-76 และ 24-29 
โดยน ้ าหนกั ตามล าดบั Table 3 แสดงองคป์ระกอบของ vascular bundle และ parenchyma จะเห็น
ไดว้่าในส่วนของ parenchyma มีองคป์ระกอบของแป้ง (ร้อยละ 55.5) สูงกว่าใน vascular bundle 
(ร้อยละ 2.4 ) ตน้ปาลม์สามารถแบ่งออกเป็นสามส่วน คือ ส่วนใน (a) ส่วนกลาง (b) และส่วนนอก 
(c) ดงัแสดงใน Figure 4D เม่ือน าล าตน้ปาลม์สดมาบีบคั้นน ้ า พบว่าองคป์ระกอบของน ้ าตาลในน ้ า
คั้นล าตน้ปาล์มน ้ ามนัส่วนใหญ่เป็นน ้ าตาลกลูโคสดงัแสดงใน Table 4 โดยเฉพาะน ้ าคั้นส่วนใน 
ล าตน้ปาลม์จะมีน ้ าตาลปริมาณ 85.2 กรัมต่อลิตร และลดลงเร่ือยๆ ไปทางส่วนนอกของล าตน้ และ
นอกจากน้ียงัพบน ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ แต่มีความเขม้ขน้ค่อนขา้งต ่า คือ ซูโครส ฟรุกโตส กาแลคโตส 
ไซโลส และแรมโนส นอกจากน้ีน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มน ้ ามนัยงัประกอบดว้ยกรดอินทรียต่์างๆ เช่น 
กรดซิตริก กรดมาลิก ดงัแสดงใน Table 5 และยงัประกอบไปดว้ยกรดอะมิโนหลายชนิด เช่น ซีรีน 
อะลานีน ดงัแสดงใน Table 6 วิตามิน Table 7 และแร่ธาตุต่างๆ ดงัแสดงใน Table 8 (Kosugi และ
คณะ, 2010) ซ่ึงองคป์ระกอบของสารอินทรียใ์นน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ถือว่าเหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย ์ 
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Table 3 Analysis of vascular bundle and parenchyma 

Plant part 
Ash 
(%) 

Starch 
(%) 

Lignin 
(acid soluble) 

(%) 

Sugar composition (%) 

Man Ara Gal Xyl Glu 

Vascular bundle 22 2.4 15.7 (3.9) 2.0 - - 34.8 63.2 
Parenchyma 2.9 55.5 20.0 (4.5) 1.3 6.5 1.9 34.8 55.5 

Source: Yoichi (1992) 
 
Table 4 Free sugars contained in sap from felled oil palm trunk 

Free sugars 
Part 

Inner (a) (g/L) Middle (b) (g/L) Outer (c) (g/L) 
Sucrose 6.5±1.1 3.0±0.4 1.9±0.1 
Glucose 85.2±2.5 52.2±3.4 13.1±2.6 
Fructose 4.1±1.2 3.1±1.0 2.1±1.7 
Xylose 0.7±0.1 0.8±0.1 1.4±1.1 
Galactose 0.9±0.1 0.8±0.3 1.0±0.8 
Rhamnose 0.4±0.2 0.5±0.2 0.5±0.2 
Others 0.3±0.3 0.1±0.1 0.1±0.2 
Total 98.1±5.5 60.5±3.3 20.1±1.1 

Source: Kosugi et al. (2010) 
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Figure 4 Images of felled oil palm trunks and diagrams of sample preparation for analyses. (A) 
Felled trunks carried to a plywood factory. (B)  A disk taken from a trunk. (C, D)  Disks were cut 
into inner (a), middle (b), and outer (c) parts 
Source: Kosugi et al. (2010) 
 
Table 5 Organic acid contained in sap from the inner part of felled oil plam trunk 

Organic Concentration (µg/g of sap) 
Succinic acid 30.9 
Pyruvic acid 19.0 
Malic acid 371.8 
Maleic acid 119.1 
Lactic acid 1.3 
Fumaric acid 8.1 
Citric acid 380.6 
Acetic acid 39.8 
Total 970.6 

Source: Kosugi et al. (2010) 
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Table 6 Amino acids contained in sap from the inner part of felled oil palm trunk 
Amino acid Concentration (µg/g of sap) 
Aspartic acid 17.3 
Threonine 7.4 
Serine 45.3 
Glutamic acid 33.9 
Glycine 3.1 
Alanine 38.8 
Valine 7.6 
Methionine 1.7 
Isoleucine 5.1 
Leucine 1.9 
Tyrosine 1.8 
Phenylalanine 6.9 
Tryptophan 12.1 
Lysine 2.3 
Histidine 1.6 
Arginine 5.8 
Proline 5.7 
Total 198.3 

Source: Kosugi et al. (2010) 
Table 7 Vitamins contained in sap from the inner part of felled oil palm trunk 

Vitamin Concentration (µg/g of sap) 
Pyridoxine, pyridoxal, pyridoxiamine 1.1 
Pantothenic acid 1.5 
Niacin 2.6 
Inositol 640 
Biotin 0.024 
Ascorbic acid 20 

Source: Kosugi et al. (2010) 
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Table 8 Minerals contained in sap from the inner part of felled oil palm trunk 
 Mineral  Concentration (µg/g of sap) 

Ca 210 
Fe 3.0 
Mg 145 
Mn 12 
Mo 1.5 
Na 22 
P 12 
Si 4.0 
Zn 2.5 
Cl 535 

Total 947 
Source: Kosugi et al. (2010) 
 
5. องค์ประกอบของเซลล์พชื 
 ลิกโนเซลลูโลส ( lignocellulose) เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์ของพืชและเป็น 
พอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากท่ีสุดในธรรมชาติและสามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ไดอี้กในระยะเวลาอนัสั้น 
วตัถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ไดแ้ก่ ฟางขา้ว กากออ้ย ซงัขา้วโพด และเศษไม ้เป็นตน้ วตัถุดิบ
ประเภทน้ีมีองคป์ระกอบท่ีเป็นเซลลูโลส (cellulose) ประมาณร้อยละ 35-45 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 
20-40 และลิกนินร้อยละ 15-35 Table 9 แสดงองค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสจากแหล่งของ
วตัถุดิบท่ีต่างกนัและสัดส่วนขององคป์ระกอบท่ีแตกต่างกนั (อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) Figure 5 
แสดงลกัษณะโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส  
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Table 9 The content of cellulose, hemicellulose and lignin in common agricultural residues and 
wastes 

Lignocellulosic materials Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%) 
Hardwoods stems 40-45 24-40 18.25 
Softwood stems 45-50 25-35 25-35 
Nut shells 25-30 25-30 30-40 
Corn cobs 45 35 15 
Grasses 25-40 35-50 10-30 
Paper 85-99 0 0-15 
Wheat straw 30 50 15 
Leaves 15-20 80-85 0 
Cotton seed hairs 80-95 5-20 0 
Newspaper 40-55 25-40 18-30 
Swine waste 6 28 NA 
Switchgrass 45 31.4 12 
Oil plam trunk 25-50 20-35 18-35 

NA = not analysis 
Source: Sun and Cheng (2002)   
 

 
Figure 5 Lignocellulose network  
Source: Yinghuai et al. (2013) 
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    5.1 เซลลูโลส (cellulose) 
             เซลลูโลส เป็นพอลิเมอร์ของน ้ าตาลกลูโคสต่อเป็นสายยาว โครงสร้างโมเลกุลเป็นแบบไม่
มีก่ิงกา้นสาขา ซ่ึงต่อกนัดว้ยพนัธะ β(1,4)-glycosidic โครงสร้างส่วนใหญ่เป็นรูปผลึก จึงยอ่ยสลาย
ได้ยาก ละลายน ้ าได้น้อย มีความแข็งแรงมากถูกล้อมด้วยเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (พูนสุข  
ประเสริฐสรรพ,์ 2542) สายพอลิเมอร์แต่ละสายจะเรียงขนานกนัและสร้างพนัธะไฮโดรเจนเช่ือมต่อ
กนั ซ่ึงอาจจะสูงถึง 3 พนัธะต่อหน่วยกลูโคส แต่เม่ือรวมกนัหลายสายจะเรียกว่า ไมโครไฟบริล 
(microfibril) ซ่ึงเป็นโครงสร้างแบบโครงผลึกสามมิติ ท าหนา้ท่ีใหค้วามแขง็แรงกบัผนงัเซลลพ์ืช มา
เรียงตวัเป็นมดั (bundle) ซ่ึงบางส่วนของมดัน้ีจะมีส่วนท่ีเรียงกนัเป็นระเบียบ เรียกว่า crystalline ซ่ึง
จะมีความคงทนต่อเอนไซม์และกรดมาก  และส่วนท่ีเรียงตวัอย่างหลวมๆ เรียกว่า amorphous  
(อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) 
    5.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
             เฮมิเซลลูโลส เป็นพอลิเมอร์ของน ้ าตาลเพนโทสหลายชนิด เช่น น ้ าตาลไซโลส (xylose) 
น ้ าตาลแมนโนส (mannose) และน ้ าตาลอะราบิโนส (arabinose) เป็นตน้ เป็นสารอินทรียท่ี์พบมาก
เป็นอนัดบัสองรองจากเซลลูโลส สายพอลิเมอร์ของเฮมิเซลลูโลส มีลกัษณะเป็นเฮทเทอโรจีนัส 
(heterogenous) ประกอบดว้ยพอลิแซคคาไรดห์ลายชนิดปนกนั คือ  
             1) เพนโตแซน ส่วนใหญ่เป็นไซแลน และอะราแบน เม่ือน าไปยอ่ยจะไดน้ ้ าตาลไซโลสและ 
อะราบิโนส ซ่ึงไซแลนเป็นสารท่ีมีอยูใ่นเฮมิเซลลูโลสมากกว่าสารอ่ืน ไซแลนประกอบดว้ยน ้ าตาล
ไซโลสต่อกนัดว้ยพนัธะ β(1-4)-glycosidic 
             2) เฮกโซแซน ส่วนใหญ่เป็นแมนแนน กาแลคแทน กลูแคน เม่ือถูกย่อยจะไดน้ ้ าตาลแมน
โนส กาแลคโตส และกลูโคส ตามล าดบั 
             3) พอลิยโูรไนด ์ส่วนมากเป็นสารประกอบของกรดพอลิยโูรนิค และยงัพบกรดยโูรนิคปน
อยูด่ว้ย 

ขอ้แตกต่างระหว่างเฮมิเซลลูโลสกับเซลลูโลส คือ เฮมิเซลลูโลสสามารถถูกย่อยด้วย
สารละลายกรดเจือจาง สามารถละลายน ้ าไดดี้ และละลายในโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ร้อย
ละ 17.5 นอกจากน้ีสายพอลิเมอร์ของเฮมิเซลลูโลส มีลกัษณะเป็นก่ิงกา้นสาขามากกว่า และมีความ
ยาวของสายโซ่สั้นกวา่ (พรรณวิไล ก่ิงสุวรรณรัตน์, 2545)  
    5.3 ลกินิน (lignin) 
              ลิกนิน เป็นพอลิเมอร์ของสารอะโรมาติกหลายชนิด หรือท่ีเรียกวา่ ฟีโนลิกพอลิเมอร์ (phen 
olic polymer) เป็นสารท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนรวมกนัเป็นหน่วยย่อย
หลายชนิด ท าให้ลิกนินมีความแขง็แรง ไม่ละลายน ้ า แต่สามารถละลายไดใ้นตวัท าละลายอินทรีย์
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บางชนิด เช่น เอทานอล หรือเมทานอลท่ีร้อน และในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และมี
บทบาทส าคญัต่อลกัษณะทางกายภาพของไม ้คือ ลิกโนเซลลูโลสจะป้องกนัการย่อยสลายทาง
ชีวภาพ เช่น ต่อตา้นการย่อยสลายเซลลูโลสของจุลินทรีย ์เม่ือพืชตายลิกนินจะถูกย่อยสลายดว้ย
เอนไซมลิ์กเนส (lignase) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ส าคญัในรา (อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) 
 
6. กำรผลติกรดแลคติกจำกวสัดุลกิโนเซลลูโลส  

วสัดุประเภทลิกโนเซลลูโลสจะมีน ้ าตาลเป็นองคป์ระกอบในโครงสร้างก็ต่อเม่ือมีการยอ่ย
สลายโดยเอนไซม์จนได้น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวและสามารถเปล่ียนไปเป็นกรดแลคติกได้โดย
กระบวนการหมกัของจุลินทรีย ์การผลิตกรดแลคติกจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสประกอบดว้ยขั้นตอน
หลกัๆ 3 ขั้นตอน คือ การปรับสภาพวตัถุดิบ (pretreatment) ซ่ึงเป็นการท าลายโครงสร้างท่ีแขง็แรง
ของ ลิกโนเซลลูโลสเพื่อให้เอนไซมแ์ละจุลินทรียส์ามารถเขา้ถึงและย่อยสลายไดง่้ายข้ึน การย่อย 
(hydrolysis) เป็นการเปล่ียนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสให้ไดน้ ้ าตาลเฮกโซสและน ้ าตาลเพนโทส
และการหมัก (fermentation) เป็นขั้นตอนการเปล่ียนน ้ าตาลให้เป็นกรดแลคติกโดยจุลินทรีย์ 
(Abdel-Rahman et al., 2011) 
    6.1 กำรปรับสภำพวตัถุดิบ (Pretreatment)  
             การปรับสภาพวตัถุดิบมีวตัถุประสงค์เพื่อก าจดัลิกนินซ่ึงมีสมบติัไปห่อหุ้มหรือเคลือบ
โครงสร้างของ เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ลิกนินจึงเป็นเหมือนผนงัป้องกนัไม่ให้จุลินทรียเ์ขา้ไป
ย่อยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส นอกจากน้ีการปรับสภาพยงัมีวตัถุประสงคเ์พื่อเพิ่มขนาดรู
พรุนของวตัถุดิบและลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) ท าให้เอนไซมส์ามารถ
เข้าถึงวัตถุดิบได้ง่ายข้ึน (Sun and Cheng, 2002) กระบวนการปรับสภาพวตัถุดิบสามารถแบ่ง
ออกเป็น 4 รูปแบบหลกั ไดแ้ก่ การปรับสภาพทางกายภาพ การปรับสภาพทางกายภาพร่วมกบัเคมี 
การปรับสภาพทางเคมี และการปรับสภาพทางชีวภาพ 
             1) กำรปรับสภำพด้วยวธีิกำรทำงกำยภำพ  

    เป็นการลดขนาดวตัถุดิบท าให้เส้นใยเซลลูโลสแตกออก เพื่อเพิ่มพื้นท่ีผิวสัมผสัในการ
เกิดปฏิกิริยาใหม้ากข้ึน เช่น การตดั การบด การใชค้วามร้อน เป็นตน้       
             2) กำรปรับสภำพด้วยวธีิกำรทำงเคมี  
                  การปรับสภาพดว้ยวิธทางเคมีส่วนใหญ่จะนิยมใชก้รดซลัฟูริกเจือจางในการปรับสภาพ
ชีวมวลเพื่อก าจดัเฮมิเซลลูโลสและลิกนิน ท าใหไ้ดส่้วนของเซลลูโลสท่ีสามารถน าไปยอ่ยต่อเพื่อให้
ไดผ้ลผลิตของน ้ าตาลสูงข้ึน นอกจากน้ียงัสามารถละลายโลหะหนกัท่ีปนเป้ือนมากบัวตัถุดิบออก
ได ้แต่ก็มีขอ้เสีย คือ วิธีน้ีจ  าเป็นตอ้งมีขั้นตอนการสะเทินกรดให้เป็นกลาง ซ่ึงอาจจะท าให้เกิดการ
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ย่อยน ้ าตาลต่อ ท าให้ผลผลิตของน ้ าตาลลดลง และไดอ้งคป์ระกอบอ่ืนเกิดข้ึน ไดแ้ก่ กรดอะซิติก 
และเฟอร์ฟูรอล เป็นตน้ ซ่ึงอาจมีผลยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์ในขั้นตอนการหมกัได ้นอกจากน้ี
วิธีการน้ียงัตอ้งการอุปกรณ์ท่ีมีราคาแพง โดยถงัปฏิกรณ์ท่ีใชต้อ้งมีความทนทานต่อการกดักร่อน 
และแขง็แรงท่ีอุณหภูมิและความดนัสูง (Pauley, 2007) 
                  การปรับสภาพโดยใชด่้าง คือ การใชส้ารละลายด่างในการปรับสภาพวตัถุดิบชีวมวลเพื่อ
ก าจดัลิกนิน โดยใช้กลไกของปฏิกิริยา saponification ของพนัธะเช่ือมโยงของเอสเทอร์ภายใน
โมเลกุลไซแลนของเฮมิเซลลูโลส และองคป์ระกอบอ่ืนๆ เช่น ลิกนิน โดยมีรายงานว่าการปรับ
สภาพดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์เจือจางท าให้ชีวมวลเกิดการพองตวัส่งผลให้มีรูพรุนและพื้นท่ีผิว
ภายในเพิ่มข้ึน ลดความเป็นผลึกลง และท าให้ เ กิดการแยกตัวของโครงสร้างลิกนินและ 
เฮมิเซลลูโลส (Silverstein, 2004) 
             3) กำรปรับสภำพด้วยวธีิกำรทำงเคมีกำยภำพ  

    เป็นการใชว้ธีิทางกายภาพร่วมกบัการใชส้ารเคมี เช่น การใชไ้อน ้าความดนัสูง ซ่ึงมีการ
เติมสารเคมีลงไปเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ เช่น การระเบิดดว้ยไอน ้า การระเบิดดว้ยแอมโมเนีย เป็นตน้ 
ซ่ึงมีตน้ทุนค่อนขา้งสูง 
             4) กำรปรับสภำพด้วยวธีิกำรทำงชีวภำพ  

    เป็นการใชเ้อนไซมจ์ากจุลินทรียเ์พื่อเปล่ียนโครงสร้างท่ีซบัซอ้นของเซลลูโลสให้อยูใ่น
รูปโซ่ตรงและช่วยลดความเป็นผลึก 
    6.2 กระบวนกำรย่อย 
          1) กำรย่อยด้วยสำรเคมี  
      การใชส้ารเคมีในการย่อยจะท าให้เกิดการท าลายพนัธะไกลโคสิดิก (Glycosidic bond) 
ระหว่างคาร์บอนต าแหน่งท่ี 1 กบัออกซิเจน ถา้การย่อยเกิดข้ึนสมบูรณ์จะไดน้ ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
เช่น กลูโคส ท าไดโ้ดยใชก้รดเขม้ขน้ หรือกรดเจือจาง ซ่ึงเป็นวิธีการยอ่ยเซลลูโลสเพื่อใหไ้ดน้ ้ าตาล
กลูโคสโดยตรง แต่ไดผ้ลผลิตน ้าตาลค่อนขา้งนอ้ย เน่ืองจากน ้าตาลจะท าปฏิกิริยาต่อไปเป็นอนุพนัธ์
ของน ้ าตาลไดแ้ก่ เฟอร์ฟรูอล ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟูรอล นอกจากน้ีกรดยงัท าปฏิกิริยากบัสารอ่ืนท่ี
ไม่ใช่เซลลูโลส ท าใหเ้กิดผลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการอีกดว้ย (จตุพร ปานทอง, 2557) 
          2) กำรย่อยด้วยเอนไซม์  
         เน่ืองจากวสัดุประเภทลิกโนเซลลูโลสมีองคป์ระกอบส าคญัคือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนิน แต่องค์ประกอบท่ีส าคญัท่ีจะน ามาใช้ คือเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ซ่ึงทั้ งสอง
องคป์ระกอบน้ีมีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนั เพราะฉะนั้นตอ้งใชเ้อนไซมใ์นการย่อยสลายท่ีแตกต่าง
กนั เซลลูโลสมีโครงสร้างท่ีเป็นกลูโคสต่อกนัดว้ยพนัธะ β(1-4)-glycosidic เพราะฉะนั้นในการ
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ยอ่ยสลายเซลลูโลส จึงตอ้งใชเ้อนไซมก์ลุ่มเซลลูเลส ซ่ึงประกอบดว้ยเอนไซมเ์ชิงซอ้น 3 ส่วน คือ 
เอนโดกลูคาเนส เอกโซกลูคาเนส และ เบตา้กลูโคซิเดส (จตุพร ปานทอง, 2557) และมีกลไกการ
ยอ่ยดงัแสดงใน Figure 6 
         1) เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) ท าหน้าท่ีตดัพนัธะ β(1-4)-glycosidic linkage 
ภายในโมเลกุลเซลลูโลสบริเวณโครงสร้างอะมอฟัส โดยต าแหน่งการยอ่ยเกิดข้ึนแบบสุ่มท าใหเ้กิด
ปลายอิสระข้ึน ส่งผลให้เกิดเซลโลไบโอส โอลิโกเซลลลูโลส และกลูโคสในปริมาณท่ีน้อยมาก 
โดยจะยอ่ยสลายจากทางดา้นปลายรีดิวซ์ของสายโซ่เซลลูโลส  
         2) เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase)  ท าหนา้ท่ียอ่ย โอลิโกแซคคาไรด ์และเซลลูโลสให้
เปล่ียนเป็นเซลโลไบโอส ต าแหน่งท่ีเกิดการยอ่ยเป็นแบบสุ่ม 
         3) เบตา้กลูโคซิเดส (β-glucosidase) หรือ เซลโลไบเอส (Cellobiase) ท าหนา้ท่ียอ่ยสาย
เซลโลไบโอสใหเ้ปล่ียนเป็นกลูโคส ซ่ึงเอนไซม์เบตา้กลูโคซิเดส จะเป็นตวัส่งเสริมการท างานของ
เอนไซมเ์อน็โดกลูคาเนส และเอนไซมเ์อก็โซกลูคาเนส ท าให้ยอ่ยสลายไดก้ลูโคสมากข้ึน การยอ่ย
เซลลูโลสจะไดป้ริมาณน ้ าตาลกลูโคสมากหรือนอ้ยข้ึนกบัสัดส่วนของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสใน
เซลลูเลสวา่มีมากหรือนอ้ย 
    ส าหรับขั้นตอนการย่อยดว้ยเอนไซมจ์ะมีอยู่ 3 ขั้นตอนหลกั คือ การแพร่ของเอนไซมใ์น
ของเหลว การเคล่ือนท่ีของเอนไซม์จากของเหลวไปยงัผิวหน้าของสารตั้ งตน้ และการดูดซับ
เอนไซมโ์ดยเซลลูโลสเกิดเป็น Enzyme-cellulose complex (Cao and Tan, 2002) จากนั้นจะเกิดการ
ย่อยสลายของเซลลูโลส ดังแสดงใน Figure 6 และในกระบวนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์นั้ น
จ าเป็นตอ้งทราบปริมาณของเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เพราะลิกโนเซลลูโลสบางชนิดจะมี
ปริมาณเฮมิเซลลูโลสนอ้ยจึงไม่จ าเป็นตอ้งเติมเอนไซมท่ี์จะยอ่ยสลายเฮมิเซลลูโลสเพื่อเป็นการลด
ตน้ทุน แต่ส าหรับเซลลูโลสซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัท่ีตอ้งการและมีปริมาณมากจึงจ าเป็นตอ้งเติม
เอนไซมเ์ซลลูเลสเพื่อยอ่ยสลายใหเ้ป็นน ้าตาลท่ีมีโมเลกลุเลก็ลง 
 



25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      Figure 6 Mechanism of cellulase on cellulose  

                   Source: Zhu et al. (2005) 
 
 ส่วนการย่อยเฮมิเซลลูโลส เน่ืองจากโครงสร้างของเฮมิเซลลูโลสมีลกัษณะเป็นก่ิงสาขา 
และประกอบดว้ยโพลิเมอร์ของน ้ าตาลหลายชนิดดว้ยกนั เพราะฉะนั้นจึงจ าเป็นตอ้งใชเ้อนไซม์
หลายชนิดเพื่อท่ีจะสลาย แต่จากองคป์ระกอบหลกัของเฮมิเซลลูโลสคือ ไซแลน ดงันั้นเอนไซม์
หลกัท่ีท าหนา้ท่ีส าคญัในการยอ่ยสลายเฮมิเซลลูโลส จะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ดงัน้ี  
 1) Endo-1,4- β-D-xylanase ท าหนา้ท่ียอ่ยพนัธะ 1,4-glucosidic ของ β-D-xylopyranoside 
ซ่ึงเป็นส่วนประกอบหน่ึงของไซแลน ให้ผลิตภัณฑ์ออกมาในรูปไซโลโอลิโกเซคคาไรด์และ 
เซลโลไบโอส 
 2) Exo-1,4- β-D-xylanase ท าหน้าท่ีย่อย ไซโลโอลิโกเซคคาไรด์และเซลโลไบโอสให้
ผลิตภณัฑเ์ป็นน ้าตาลไซโลส 
 
7. กำรผลติกรดแลคติกแบบกำรย่อยพร้อมกำรหมัก 
             ปัจจุบนัไดมี้การพฒันาประสิทธิภาพการหมกัวสัดุลิกโนเซลลูโลสโดยรวมกระบวนการ
ย่อยไว้ในขั้นตอนเดียวกันกับการหมัก หรือท่ีเรียกว่าการย่อยพร้อมการหมัก (Simultaneous 
Saccharification and Fermentation, SSF) ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีเติมเอนไซม์เซลลูเลสย่อยวัสดุ 
ลิกโนเซลลูโลสเพื่อใหไ้ดน้ ้ าตาลกลูโคสออกมา แลว้เติมเช้ือจุลินทรียเ์พื่อใหห้มกัน ้ าตาลกลูโคสไป
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เป็นกรดแลคติกในขั้นตอนเดียว ท าให้กระบวนการผลิตใชร้ะยะเวลาสั้นลง ขอ้ไดเ้ปรียบของการ
หมกัแบบการย่อยพร้อมการหมกั คือ สามารถเพิ่มอตัราการผลิตกรดแลคติกได ้เพราะสามารถ
เปล่ียนแปลงน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนให้เป็นกรดแลคติกไดโ้ดยตรง จึงช่วยลดปัญหาของการยบัย ั้งการ
ท างานของเอนไซมโ์ดยความเขม้ขน้ท่ีสูงของผลิตภณัฑ ์(น ้ าตาลกลูโคส) ท าใหส้ามารถใชเ้อนไซม์
ในปริมาณท่ีน้อยลง ใช้อุปกรณ์น้อยลงและใช้เวลาในการหมกัสั้ นลง เพราะสามารถรวมถงัใน
ขั้นตอนการยอ่ยกบัถงัในกระบวนการหมกัเป็นถงัเดียวกนั และท าใหไ้ดผ้ลผลิตในปริมาณท่ีสูงข้ึน 
แต่ก็มีขอ้เสียคือ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการยอ่ยดว้ยเอนไซม์จะสูงกว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
หมกัดว้ยเช้ือจุลินทรีย ์โดยงานวิจยัท่ีผลิตกรดแลคติกจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสดว้ยวิธีการยอ่ยพร้อม
การหมกั ดงัแสดงใน Table 10  ส าหรับปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดแลคติกจากวสัดุลิกโนเซลลูโลส
แบบการย่อยพร้อมการหมกั ไดแ้ก่ การปรับสภาพวตัถุดิบ ปริมาณสับสเตรท ปริมาณเอนไซม์ 
อุณหภูมิ การควบคุมพีเอช และรูปแบบการหมกั 
    7.1 กำรปรับสภำพวตัถุดิบ  
             เน่ืองจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสมีองค์ประกอบหลกัเป็นเซลลูโลสและฮมิเซลลูโลส โดยมี
ลิกนินหุ้มอยู่ภายนอก และมีโครงสร้างเป็นผลึกซับซอ้นยากต่อการเขา้ถึงของตวัเร่งปฏิกิริยาทั้งท่ี
เป็นสารเคมีหรือเอนไซม ์(Singh et al., 2014) ในกระบวนการเปล่ียนวสัดุลิกโนเซลลูโลสให้เป็น
น ้ าตาลกลูโคส หากท าการแยกลิกนินออก (dilignification) หรือปรับสภาพวสัดุก่อนก็จะสามารถ
เพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการได ้(Yoon et al., 2014) จากงานวิจยัของ Hu และคณะ (2016) ท่ี
ไดศึ้กษาการผลิตกรดแลคติกจากซงัขา้วโพดท่ีปรับสภาพดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วาม
เขม้ขน้ร้อยละ 5 ด้วยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั พบว่าการปรับสภาพด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์
สามารถก าจดัลิกนินไดร้้อยละ 13.85 และสามารถผลิตกรดแลคติกได ้92.3 กรัมต่อลิตร ในเวลา 48 
ชัว่โมง นอกจากน้ี Wang และคณะ (2017) ไดศึ้กษาการปรับสภาพซังขา้วโพดโดยใช้กรดไฮโดร
คลอริก พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการปรับสภาพดว้ยกรดไฮโดรคลอริกก่อนการย่อยดว้ย
เอนไซม์ คือ การใช้กรดไฮโดรคลอริกท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 1.5 ในการปรับสภาพซังขา้วโพดท่ี
อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 80 นาที และเม่ือน าซงัขา้วโพดหลงัการปรับสภาพมายอ่ยดว้ย
เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมซงัขา้วโพด พบว่าสามารถเปล่ียน
ซงัขา้วโพดไปเป็นน ้ าตาลกลูโคสไดถึ้งร้อยละ 71.1 ในเวลา 72 ชัว่โมง และเม่ือน าซงัขา้วโพดหลงั
ปรับสภาพมาผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus โดยใชซ้งัขา้วโพด
ร้อยละ 10 พบวา่สามารถผลิตกรดแลคติกได ้18.0 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง 
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    7.2 ปริมำณของสับสเตรท  
ปริมาณและชนิดสับสเตรทท่ีใชใ้นการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกัเป็น

ปัจจยัท่ีมีความส าคญั ซ่ึงสับสเตรทจะเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีแบคทีเรียแลคติกน าไปใชใ้นการเจริญ
และผลิตกรดแลคติก โดยชนิดของสับสเตรทท่ีแตกต่างกนัจะมีองคป์ระกอบของเซลลูโลสและ 
เฮมิเซลลูโลสท่ีแตกต่างกนั ท าให้ไดป้ริมาณและชนิดของน ้ าตาลท่ีแตกต่างกนั นอกจากน้ีปริมาณ
ลิกนิน ความแขง็แรง ระดบัความเป็นผลึก พื้นท่ีผิวและองคป์ระกอบของสับสเตรทก็เป็นปัจจยัท่ีมี
ผลต่อผลผลิตผลิตภัณฑ์และอัตราการย่อยของเอนไซม์ เช่น ลิกนินจะขดัขวางการเขา้ถึงของ
เอนไซมเ์ซลลูเลสต่อเซลลูโลสและสร้างพนัธะกบัเอนไซมท่ี์ไม่สามารถผนักลบัได ้ดงันั้นการแยก
ลิกนินออกจึงสามารถเพิ่มอตัราการย่อยของเอนไซมไ์ด ้(Sun and Cheng, 2002) นอกจากน้ีการใช้
สับสเตรทประเภทลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเป็นของแขง็จะมีขอ้จ ากดั คือ ปริมาณสับสเตรทท่ีมากเกินไป
จะท าให้เกิดการกวนผสมไดน้อ้ย และการเขา้ถึงของเอนไซมต่์อสับสเตรทเกิดไดย้าก ซ่ึงเป็นผลมา
จากขอ้จ ากดัของการถ่ายโอนมวลในระบบ (ยทุธศกัด์ิ สุบการีย,์ 2552) 
 Zhao และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัจากซัง
ขา้วโพดท่ีผา่นการปรับสภาพดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริกเจือจางและผา่นการก าจดัสารยบัย ั้งดว้ย
เช้ือราสายพนัธ์ุ Aspergillus resinae ZN1 และใช้เช้ือ Pedioococcus acidilactici DQ2 ในการหมกั
กรดแลคติก โดยใชป้ริมาณซังขา้วโพดท่ีแตกต่างกนั คือ ร้อยละ 15, 20, 25 และ 30 โดยน ้ าหนัก 
หมกัท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส และพีเอช 5.5  ใชเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูต
ต่อกรัมซงัขา้วโพด พบว่าปริมาณซงัขา้วโพดร้อยละ 30 โดยน ้ าหนกั ให้ปริมาณกรดแลคติกสูงสุด 
คือ 72.7 กรัมต่อลิตร ในเวลา 80 ชัว่โมง  เช่นเดียวกบั Hama และคณะ (2015) ท่ีศึกษาการใชป้ริมาณ
ไมเ้น้ือแขง็ท่ีแตกต่างกนัในการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกัจากไมเ้น้ือแขง็ โดย
ใชเ้ช้ือ Lactobacillus plantarum ซ่ึงใชป้ริมาณไมเ้น้ือแขง็ร้อยละ 5, 10 และ 15 โดยน ้ าหนกั หมกัท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 5.5 ใชเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมไม้
เน้ือแขง็ พบวา่การใชป้ริมาณไมเ้น้ือแขง็ร้อยละ 15 โดยน ้าหนกั สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งท่ีสุด 
84.6 กรัมต่อลิตร ในเวลา 72 ชัว่โมง นอกจากน้ี Shi และคณะ (2018) ไดศึ้กษาการผลิตกรดแลคติก
โดยเช้ือ Lactobacillus pentosus ATCC8014 จากกากตะกอนของเสียท่ีไดจ้ากบ่อปลาดุกมีมีลิกโน
เซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบโดยใชก้ากตะกอนในปริมาณท่ีแตกต่างกนั คือ ร้อยละ 6.8, 10 และ 15 
โดยน ้ าหนัก พบว่าเม่ือปริมาณกากตะกอนเพิ่มข้ึนท าให้การผลิตกรดแลคติกเพิ่มข้ึนดว้ย โดยท่ี
ปริมาณกากตะกอนร้อยละ 15 เป็นปริมาณท่ีใหก้รดแลคติกสูงสุดเท่ากบั 35.7 กรัมต่อลิตร 
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    7.3 ปริมำณเอนไซม์  
               ปริมาณและชนิดของเอนไซมท่ี์เติมเขา้ไปเพื่อย่อยเซลลูโลสให้เป็นน ้ าตาลเป็นอีกปัจจยั
หน่ึงท่ีมีความส าคญัในการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั การเติมเอนไซม์ใน
ปริมาณมากจะท าให้เกิดการย่อยเพิ่มข้ึนและสามารถเพิ่มประสิทธิภาพการหมกัได ้แต่จะเป็นการ
เพิ่มตน้ทุนของการผลิต ถา้ใชเ้อนไซมน์อ้ยเกินไปก็จะท าให้การผลิตกรดแลคติกเกิดข้ึนชา้และได้
ผลผลิตน้อย ในส่วนของชนิดของเอนไซม์ท่ีเติมเข้าไปก็ต้องมีความจ าเพาะเจาะจงและมี
ประสิทธิภาพในการยอ่ย เช่นการเติมเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสเขา้ไปผสมกบัเอนไซมเ์ซลลูเลส จะ
ท าให้เกิดการย่อยเป็นน ้ าตาลได้ดีกว่าระบบท่ีมีแต่เซลลูเลสอย่างเดียว เน่ืองจากเอนไซม์เบตา้ 
กลูโคซิเดสสามารถย่อยเซลโลไบโอสได้เป็นกลูโคส 2 โมเลกุลซ่ึงเป็นการลดการยบัย ั้งโดย 
เซลโลไบโอสได ้(Sun และ Cheng, 2002) นอกจากน้ี จตุพร ปานทอง (2557) ศึกษาปริมาณเอนไซม์
เซลลูเลสท่ีเหมาะสมต่อกระบวนการยอ่ยเส้นใยปาลม์ โดยการใชเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรม 5, 10, 20, 
และ 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมเส้นใยปาลม์ ยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และพีเอช 5 ดว้ย
อตัราการกวน 150 รอบต่อนาที พบว่าเม่ือปริมาณเอนไซมเ์พิ่มข้ึนส่งผลใหน้ ้ าตาลกลูโคสมีปริมาณ
เพิ่มข้ึนเช่นกนั โดยการใชเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมเสน้ใยปาลม์จะท า
ใหไ้ดป้ริมาณน ้าตาลกลูโคสสูงสุด คือ 13.5 กรัมต่อลิตร  
 Zhao และคณะ (2013) ผลิตกรดแลคติกแบบการยอ่ยพร้อมการหมกัจากซงัขา้วโพดโดยเช้ือ 
Pediococcus  acidilactici DQ2 และใช้เอนไซม์ Accellerase 1000 (จาก Genecor International) 
ประกอบด้วย เอนไซม์ เซลลู เ ลส  ไซลา เนส  และ เบต้ากลู โค ซิ เดส  ซ่ึ ง มี ค่ า กิ จกรรม  
15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมซงัขา้วโพด หมกัท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส พีเอช 5.5 ไดป้ริมาณ
กรดแลคติก 101.9 กรัมต่อลิตร ในเวลา 96 ชัว่โมง ต่อมา Hu และคณะ (2016) ไดท้  าการผลิตกรด 
แลคติกโดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกัแบบก่ึงกะจากตน้ขา้วโพดท่ีผ่านการลา้งหลงัการปรับสภาพ
ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 5 โดยใชเ้อนไซม ์Cellic CTec 2 (Novozym Denmark) ซ่ึง
ประกอบดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส เบตา้กลูโคซิเดส และไซลาเนส ท่ีมีค่ากิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ 
ยนิูตต่อกรัมซงัขา้วโพด โดยเช้ือ Lactobacillus pentosus FL0421 หมกัท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
พีเอช 6 ไดป้ริมาณกรดแลคติก 92.30 กรัมต่อลิตร ในเวลา 48 ชั่วโมง นอกจากน้ี Shi และคณะ 
(2018) ไดศึ้กษาการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ Lactobacillus pentosus ATCC8014 จากกากตะกอน
ของเสียท่ีได้จากบ่อปลาดุกมีมีลิกโนเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบโดยใช้เอนไซม์เซลลูเลส 
(Novozym Cellic CTec2) ท่ีมีค่ากิจกรรมท่ีแตกต่างกนั คือ 0, 10 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อ
กรัมกากตะกอน พบว่าเมือเพิ่มปริมาณเอนไซมท์ าให้เช้ือสามารถผลิตกรดแลคติกไดเ้พิ่มข้ึนโดยท่ี
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เอนไซม์เซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตท าให้เช้ือสามารถผลิตกรดแลคติกได้
สูงสุด 
    7.4 อุณหภูมิ 
    กระบวนการย่อยพร้อมการหมกันอกจากจะมีขอ้ไดเ้ปรียบทางเศรษฐศาสตร์แลว้ยงัเป็น
การลดการยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนจากการย่อยโดยเอนไซม์ด้วยโดยเฉพาะอย่างยิ่งน ้ าตาลรีดิวซ์ แต่จะมี
ปัญหาเร่ืองอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเน่ืองจากอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์บัอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในการหมกัมีความแตกต่างกนัโดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 
คือ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงถา้อุณหภูมิท่ีใชต้  ่าเกินไปก็จะท าให้เกิดการย่อยน ้ าตาลไดน้อ้ย ในขณะท่ี
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกคืออุณหภูมิ 37 
ถึง 43 องศาเซลเซียส (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) 
  ดงันั้นในกระบวนการหมกัแบบการย่อยพร้อมกบัการหมกัร่วมจึงจ าเป็นตอ้งมีการย่อย
เบ้ืองตน้ (prehydrolysis) ก่อนกระบวนการหมักโดยใช้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์เป็นช่วงระยะเวลาหน่ึงก่อนใช้อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียแลคติก 
เพื่อให้ไดน้ ้ าตาลในระดบัหน่ึงส าหรับการเจริญของแบคทีเรียแลคติกในช่วงแรก (Olofsson et al., 
2008) โดย Zhao และคณะ (2013) ไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการย่อยพร้อมการ
หมกัจากซงัขา้วโพด โดยเช้ือ Pedioococcus acidilactici DQ2 ท่ีมีปริมาณซงัขา้วโพดร้อยละ 25 โดย
น ้ าหนกั และใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเอร์ยนิูตต่อกรัมซงัขา้วโพด ท าการ
ยอ่ยเบ้ืองตน้เป็นเวลา 8 ชัว่โมง จากนั้นจึงท าการหมกัโดยใชอุ้ณหภูมิในการหมกัท่ีแตกต่างกนั คือ 
42, 45, 48 และ 50 องศาเซลเซียส หมกัท่ีพีเอช 5.5 พบว่า ท่ีอุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส สามารถผลิต
กรดแลคติกไดสู้งท่ีสุด 73.5 กรัมต่อลิตร และไดผ้ลผลิตร้อยละ 63.7 ในเวลา 80 ชัว่โมง  
    7.5 กำรควบคุมพเีอช 
 การควบคุมพีเอชท่ีเหมาะสมในการหมกักรดแลคติกแบบการยอ่ยพร้อมการหมกัจะท าให้
การผลิตกรดแลคติกไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพมากข้ึน หรือไดผ้ลผลิตเพิ่มข้ึน Abdel-Rahman และ
คณะ (2011) รายงานว่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการย่อยของเอนไซม์เซลลูเลส คือ 5.0 ส่วนพีเอชท่ี
เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการหมกักรดแลคติกของกลุ่มแบคทีเรียแลคติกจะอยู่ในช่วง 5.0-
7.0 ซ่ึงเห็นไดว้่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละการหมกักรดแลคติกมีค่าท่ีใกลเ้คียง
กนั โดย Zhao และคณะ (2013) ไดท้  าการศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั
จากซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟูริกเจือจางและก าจัดสารยบัย ั้ ง 
เฟอร์ฟูรอล (furfural) และ ไฮดรอกซีเมททิลเฟอร์ฟูรอล (hydroxymethylfurfural) ดว้ยเช้ือราสาย
พนัธ์ุ Aspergillus resinae ZN1 โดยเช้ือ P. acidilactici DQ2 และใชพ้ีเอชในการหมกัท่ีแตกต่างกนั 
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คือ 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ใชเ้อนไซมท่ี์มีกิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ต่อกรัมซังขา้วโพด ปริมาณ 
ซงัขา้วโพดร้อยละ 25 โดยน ้าหนกั หมกัท่ีอุณหภูมิ 48 องศาเซลเซียส พบวา่ท่ีพีเอช 5.5 สามารถผลิต
กรดแลคติกไดสู้งท่ีสุด คือ 73.5 กรัมต่อลิตร และไดผ้ลผลิตร้อยละ 63.7 ในเวลา 80 ชัว่โมง  
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   Table 10 Summary of condition in simultaneous saccharification and fermentation (SSF) of lignocellulosic biomass for lactic acid production 

Substrate Strains Pretreatment 
Substrate 
(%w/v) 

Enzyme pH 
Temperature 

(°C) / Time (h) 
LA 

(g/L) 
Ref. 

Corn stover 

Pediococcus 
acidilactici TY112 

Dry sulfuric acid and detoxified by 
Aspergillus resinae ZN1 10 Cellulase 

15 FPU/g 5.5 50/6a 

45/72b 104.5 Liu et al. 
(2015) 

P. acidilactici DQ2 Dry sulfuric acid 30 Cellulase 
15 FPU/g 5.5 50/8a 

48/96b 101.9 Zhao et al. 
(2013) 

Lactobacillus 
pentosus 
FL0421 

5% NaOH 14 

Cellic CTec2 
(cellulase, β-
glucosidase, 

xylanase) 
30 FPU/g 

6.0 50/6a 

37/48b 92.3 Hu et al. 
(2016) 

L. delbrueckii sp. 
bulgaricus 

CICC21101 
1.5% solid hydrochloric acid 10 Cellulase 

30 FPU/g 5.5 - a 

42/48b 18.0 Wang et al. 
(2017) 

P. acidilactici ZP26 Dry dilute acid pretreated and 
biodetoxified 25 Cellulase 

15 FPU/g 5.5 50/6a 

45/72b 77.7 Yi et al. 
(2016) 

Hardwood 
pulp 

L. Plantarum 
NCLMB 8826 Mill 15 Cellulase 

20 FPU/g 5.5 50/6a 

37/72b 84.6 Hama et al. 
(2015) 

wheat bran S. inulinus YBS1-5 5% dilute acid pretreatment 20 Cellulase 
20 FPU/g 5.5 50/8a 

40/108b 87.3 Li et al. 
(2017) 

  a Temperature and time for prehydrolysis, b Temperature and time for fermentation
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    7.6 รูปแบบของกำรหมัก  
กระบวนการหมกัจากชีวโมเลกุลสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กระบวนการใหญ่ๆ คือ การ

หมกัแบบกะ การหมกัแบบก่ึงกะ และการหมกัแบบต่อเน่ือง โดยท่ีกระบวนการหมกัแบบกะจะเป็น
กระบวนการหมักในระบบปิดท่ีมีปริมาณสารอาหารเร่ิมต้นจ ากัด เม่ือใส่จุลินทรีย์ท่ีต้องการ
เพาะเล้ียงลงในระบบแลว้จะไม่มีการเติมอาหารใดๆ เพิ่มลงไปอีก นอกจากกรดหรือด่างท่ีใชใ้นการ
ควบคุมพีเอช ในขณะท่ีกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะเป็นกระบวนการหมกัท่ีมีการเติมอาหารเล้ียง
เช้ือเพิ่มเขา้ไปในอาหารเดิมเพื่อให้จุลินทรียเ์จริญและใชอ้าหารอย่างเต็มท่ีโดยไม่มีการถ่ายเทน ้ า
หมกัออก การหมกัแบบน้ีส่วนใหญ่ใชแ้กปั้ญหาเร่ืองความเขม้ขน้ของอาหารเร่ิมตน้ ซ่ึงหากความ
เขม้ขน้เร่ิมตน้ของอาหารสูงเกินไปจะมีผลในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรีย ์นอกจากน้ียงัมี
กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ีมีการเติมอาหารใหม่และถ่ายน ้ าหมกัออกจากระบบในอตัรา
เดียวกนัตลอดเวลา ท าให้จุลินทรียเ์จริญไดดี้และเพิ่มจ านวนข้ึนอย่างต่อเน่ืองโดยไม่มีขอ้จ ากดัใน
ดา้นอาหาร การเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นระบบต่อเน่ืองมีขอ้ดี คือ ใหผ้ลผลิตสูงกว่าการหมกัแบบกะ มี
ความสม ่าเสมอในการผลิตผลิตภณัฑแ์ละสามารถควบคุมโดยใชร้ะบบอตัโนมติั ส่วนขอ้เสีย คือ มี
โอกาสปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์นไดง่้ายถา้ระบบไม่มีการป้องกนัท่ีดีพอ (สมใจ ศิริโภช, 2537) อีกทั้ง
ในปัจจุบนัยงัมีกระบวนการหมกัแบบกะซ ้า (repeated batch)  ซ่ึงเป็นกระบวนการท่ีมีการถ่ายอาหาร
เดิมออกจากระบบแต่ยงัคงมีเซลลเ์ดิมอยูใ่นระบบจากนั้นจึงเติมอาหารใหม่เขา้ไปในระบบเพื่อผลิต
ผลิตภณัฑ์รอบต่อๆไป (Zhao et al., 2010) การเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นระบบการหมกัแบบกะซ ้ ามี
ขอ้ดี คือ สามารถลดระยะเวลาในการหมกัและเพิ่มผลผลิตผลิตภณัฑไ์ด ้เน่ืองจากความเขม้ขน้ของ
เซลล์ในระบบท่ีสูง (Naritomi et al., 2002) และยงัสามารถลดการเกิดการยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑ์ได้
เช่นกนั 

งานวิจยัท่ีผลิตกรดแลคติกจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัท่ีใช้
ระบบการหมกัท่ีแตกต่างกนั ดงัแสดงใน Table 11 ซ่ึงจากการศึกษาของ Hama และคณะ (2015) ท่ี
ผลิตกรดแลคติกจากไมเ้น้ือแข็งดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัในระบบการหมกัแบบกะโดยเช้ือ 
Lactobacillus plantarum ท่ีใชป้ริมาณไมเ้น้ือแขง็ร้อยละ 15 และเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 20 
ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมไมเ้น้ือแขง็ หมกัท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 5.5 พบว่าสามารถ
ผลิตกรดแลคติกได ้84.6 กรัมต่อลิตร ในเวลา 72 ชัว่โมง นอกจากน้ี Hu และคณะ (2015) ศึกษาการ
ผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ Lactobacillus pentosus จากซังข้าวโพดท่ีผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 5 ท่ีผา่นและไม่ผา่นการลา้งหลงัจากปรับสภาพ
ดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั โดยมีปริมาณซังขา้วโพดร้อยละ 8 และเอนไซม์เซลลูเลสท่ีมีค่า
กิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมซังขา้วโพด หมกัท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6 
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พบว่าซงัขา้วโพดท่ีไม่ผา่นการลา้งหลงัปรับสภาพใหป้ริมาณกรดแลคติก 37.0 กรัมต่อลิตร ในเวลา 
30 ชัว่โมง โดยท่ียงัมีน ้ าตาลกลูโคสคงเหลือในระบบ 10 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีการใชซ้งัขา้วโพดท่ี
ผา่นการลา้งหลงัการปรับสภาพเช้ือสามารถใชน้ ้ าตาลกลูโคสหมดภายใน 18 ชัว่โมง และสามารถ
ผลิตกรดแลคติกได ้54.3 กรัมต่อลิตร และพบว่าการหมกัแบบก่ึงกะโดยการเติมซังขา้วโพดให้มี
ปริมาณร้อยละ 14 ท่ีชัว่โมงท่ี 18 และเติมเอนไซมเ์ซลลูเลสใหมี้ค่ากิจกรรม 30 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูต
ต่อกรัมซงัขา้วโพดท่ีชัว่โมงท่ี 30 ของการหมกั พบว่าปริมาณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนเป็น 92.5 กรัมต่อ
ลิตร ท่ีระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง และจากงานวิจยัของ Wang และคณะ (2016) ท่ีศึกษาการผลิต
กรดแลคติกจากกากล าตน้ขา้วฟ่างหวานหลงัการคั้นน ้ าดว้ยวิธีการหมกัแบบการยอ่ยพร้อมการหมกั
แบบกะซ ้ าสามารถผลิตกรดแลคติกได ้74.0 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีการใชร้ะบบการหมกัแบบก่ึงกะ
สามารถเพิ่มปริมาณกรดแลคติกไดถึ้ง 111.0 กรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลาการหมกั 72 ชัว่โมงเท่ากนั 
และถา้ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกมากเกินจะไปยบัย ั้งการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของ
แบคทีเรียแลคติกได ้ซ่ึงการใชร้ะบบการหมกัแบบกะซ ้ าสามารถเพิ่มอตัราการผลิตกรดแลคติกและ
ลดการเกิดการยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑไ์ด ้ซ่ึงจากรายงานของ Tosungnoen และคณะ (2014) ไดศึ้กษา
การผลิตกรดแลคติกจากมันสัมปะหลังโดยใช้น ้ าเสียจากโรงงานมันส าปะหลังแทนท่ีอาหาร 
modified MRS  โดยเช้ือ Lactobacillus plantarum MSUL702  ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีสามารถผลิตเอนไซม ์
อะไมเลสออกมาย่อยแป้งไดโ้ดยตรงดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัแบบกะซ ้ า ท่ีมีปริมาณของมนั
ส าปะหลงัร้อยละ 4 หมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง โดยท าการทดลองทั้งหมด 5 กะ พบว่า
ปริมาณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนจาก 20.29 ถึง 28.71 และอตัราการผลิตเพิ่มข้ึนจาก 0.21 ถึง 0.60 กรัมต่อ
ลิตรต่อชัว่โมง นอกจากน้ี Okano และคณะ (2017) ไดศึ้กษาการผลิตกรดแลคติกจากกากขา้วกลอ้ง
ด้วยวิ ธีการย่อยพร้อมการหมักแบบกะซ ้ า  โดยเ ช้ือ Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 
ldhL1::amyA ท่ีมีปริมาณกากขา้วกลอ้งร้อยละ 20 โดยน ้าหนกั ซ่ึงในแต่ละกะจะใชเ้ซลลเ์ดิม พบว่า
สามารถผลิตกรดแลคติกไดถึ้ง 10 กะ โดยท่ีปริมาณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนจาก 118.4 ถึง 129.8 กรัมต่อ
ลิตร และอตัราการผลิตเพิ่มข้ึนจาก 1.67 ถึง 2.18 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
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Table 11 Summary lactic acid production through SSF process by various operation mode 

Microorganism Product 
Operation 

mode 
Substrate 

Titer 
(g/L) 

Productivity 
(g/L/h) 

Yield 
(g/g) 

Ref. 

Lactobacillus 
casei G-02 

L-lactic 
acid 

Fed-batch 
(SSF) 

Jerusalem 
artichoke 

141.50 4.70 0.96 Ge et al. 
(2010) 

L. pentosus 
FL0421 

Lactic 
acid 

Fed-batch 
(SSF) 

Corn stover 92.30 1.92 0.66 Hu et al. 
(2016) 

Pediococcus 
acidilactici 

Lactic 
acid 

Batch (SSF) Detoxified 
corn stover 

104.50 1.45 0.72 Lui et al. 
(2015) 

L. plantarum 
(GMO) 

D-lactic 
acid 

Batch (SSF) Delignified 
hardwood 

pulp 

102.30 2.29 0.88 Hama et 
al. 

(2015) 
L. paracasei 
 
L. coryniformis 

L-lactic 
acid 

D-lactic 
acid 

Batch (SSF) 
 

Batch (SSF) 

Curcuma 
longa 

biomass 

91.61 
 

97.13 

2.08 
 

2.70 

0.69 
 
0.65 

Nguyen 
et al. 

(2013) 

L. rhamnosus 
ATCC7469 

Lactic 
acid 

Batch (SSF) Recycled 
paper 
sludge 

73.0 2.90 0.97 Djukic 
et al. 

(2012) 
L. plantarum 
MSUL702 

Lactic 
acid 

Repeated-
batch(SSF) 

Cassava 
starch 

20.29-
28.71 

0.21-0.60 nd Tosungn
oen et 

al. 
(2014) 

*nd means not detected 

8. กระบวนกำรเกบ็เกีย่วและกำรท ำบริสุทธ์ิกรดแลคติก 
 กระบวนการเก็บเก่ียวและการท าให้กรดแลคติกมีความบริสุทธ์ิ มีหลายวิธี ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบั
วตัถุประสงค์ของการใช้งานเป็นหลกั ในอุตสาหกรรมอาหารจะตอ้งการกรดแลคติกท่ีมีความ
เขม้ขน้ตั้งแต่ร้อยละ 55 ถึงร้อยละ 80 โดยจะตอ้งเป็นกรดแลคติกท่ีไม่มีสีและเกือบจะไม่มีกล่ิน ส่วน
ในอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพใชก้รดแลคติกท่ีมีความบริสุทธ์ิเชิงแสงสูง (high optical 
purity) และมีความเขม้ขน้มากกว่าร้อยละ 88 อีกทั้งยงัสามารถทนอุณหภูมิท่ีสูงไดแ้ละไม่เกิดสีท่ี
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อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส (อภิชาติ บุญทาวนั, 2551) ท าให้การแยกและการท าบริสุทธ์ิกรด 
แลคติกเป็นกระบวนการท่ีมีต้นทุนสูง วิธีการแยกกรดแลคติกออกจากน ้ าหมักมีหลายวิธี แต่
โดยทัว่ไปจะใชว้ิธีการตกตะกอนดว้ยแคลเซียมคาร์บอเนตเน่ืองจากเป็นกระบวนการท่ีท าไดง่้าย ไม่
ยุง่ยาก โดยท่ีแคลเซียมคาร์บอเนตจะจบัตวักบักรดแลคติกกลายเป็นเกลือแคลเซียมแลคเตท ท าให้
สามารถแยกกรดแลคติกออกจากน ้ าหมกัได ้จากนั้นจึงเติมกรดซลัฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 78 
เพื่อแยกเอาแคลเซียมออก โดยท่ีเกลือแคลเซียมแลคเตทจะถูกสลายให้เป็นกรดแลคติกอิสระและ
เกิดเป็นตะกอนของเกลือแคลเซียมซัลเฟต จากนั้นท าการกรองเอาเกลือแคลเซียมออกไป ส่วน
สารละลายกรดแลคติกท่ีไดจ้ะถูกน ามาระเหยเอาน ้าออกดว้ยเคร่ืองระเหย จากนั้นก าจดัสีออกโดยใช้
ถ่านกมัมนัต ์(Activated carbon) แลว้ท าให้กรดแลคติกมีความบริสุทธ์ิโดยใชค้อลมัน์แลกเปล่ียน
ประจุ (Ion Exchanger) ดงัแสดงใน  Figure 7  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 7 The traditional process of lactic acid purification: extraction by precipitation 
           Source: Oliveira et al. 2018 
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Min และคณะ (2011) ศึกษาการเก็บเก่ียวกรดแลคติกออกจากน ้ าหมกัท่ีมีความบริสุทธ์ิของ
กรดแลคติกเร่ิมตน้ร้อยละ 69 โดยวิธีการตกตะกอนดว้ยแคลเซียมคาร์บอเนต โดยศึกษาผลของ
อัตราส่วนโมลของแคลเซียมแลคเตทต่อกรดซัลฟูริก  ท่ีอัตราส่วน 1.0:0.5, 1.0:0.75, 1.0:1.0, 
1.0:1.25 และ 1.0:1.5 พบว่าท่ีอตัราส่วน 1.0:1.0 เป็นอตัราส่วนท่ีท าให้ไดป้ริมาณของแคลเซียมซลั 
เฟตมากท่ีสุด แสดงว่ามีปริมาณกรดแลคติกอิสระออกมามาก นอกจากน้ียงัศึกษาผลของพีเอชของ
สารละลายแคลเซียมแลคเตทก่อนน ามาท าปฏิกิริยากบักรดซัลฟูริก พบว่าท่ีพีเอชมากกว่าค่า pKa 
ของแคลเซียมแลคเตท จะท าให้แคลเซียมแลคเตทอยูใ่นรูปท่ีแตกตวัเป็นไอไออนท าให้สามารถท า
ปฏิกิริยากบักรดซลัฟิวริกไดง่้าย จากนั้นจึงก าจดัสีของสารละลายกรดแลคติกดว้ยถ่านกมัมนัตแ์ละ
พบว่าความบริสุทธ์ิของกรดแลคติกภายหลงัจากการเก็บเก่ียวดว้ยวิธีการตกตะกอนมีความบริสุทธ์ิ 
ร้อยละ 92 

นอกจากน้ียงัมีวิธีอ่ืนๆ เช่น การสกดัโดยใชต้วัท าละลายอินทรีย ์(solvent extraction) ซ่ึงจะ
ใชส้ารละลายอินทรียใ์นการสกดักรดแลคติก ท าให้หลงัเสร็จส้ินกระบวนการยงัเกิดสารละลาย
อินทรียน้ี์อยู่ ซ่ึงจะก่อให้เกิดอนัตรายต่อส่ิงแวดลอ้ม (Lee, 1998)  วิธีการตกผลึก (crystallization) 
กรดแลคติกท่ีถูกแยกโดยวิธีตกผลึกจะไดผ้ลผลิตต ่าและมีตน้ทุนการด าเนินการท่ีสูง นอกจากน้ียงัมี
วิธีการดูดซับ (adsorption) กรดแลคติกโดยใช้เรซ่ินแลกเปล่ียนประจุซ่ึงเป็นอีกเทคนิคหน่ึงท่ี
น่าสนใจในการแยกกรดแลคติกออกจากน ้ าหมกัเน่ืองจากเป็นวิธีท่ีตน้ทุนต ่าและเป็นเทคนิคท่ีใชก้นั
ในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ เช่น การก าจดัอิออนออกจากน ้ า (Cao et al., 2002) จากงานวิจยัก่อนหน้า 
พบว่า การใช้เรซ่ินแลกเปล่ียนอิออนสามารถแยกกรดแลคติกออกจากส่ิงเจือปนอ่ืนๆไดอ้ย่างมี
ประสิทธิภาพโดยการดูดซับบนเรซ่ินนั้นเกิดจากการดูดซับและการแลกเปล่ียนอิออนของเรซ่ิน 
(Moldes et al., 2003) แต่จะมีปัญหาในส่วนของพื้นท่ีผิวของการดูดซับเน่ืองจากเรซ่ินมีพื้นท่ีผิวท่ี
จ  ากดัซ่ึงอาจท าให้ประสิทธิภาพการดูดซับลดลงแต่อย่างไรก็ตามระบบการดูดซับนั้นจะมีการชะ
เพื่อน าเรซ่ินกลบัมาใชใ้หม่ได ้(Thang et al., 2008) 
    8.1 กำรเกบ็เกีย่วกรดแลคติกโดยวธีิกำรดูดซับด้วยเรซ่ินแลกเปลีย่นประจุ 
 กระบวนการดูดซบัเป็นกระบวนการแยกสารผสมท่ีอาศยัตวัดูดซบัซ่ึงเป็นวสัดุของแขง็ท่ี
ให้ตวัถูกละลายท่ีสนใจยึดจบักนัอยา่งหลวมๆ แบบผนักลบัได ้สารท่ีตอ้งการแยกจะยึดเกาะบนผิว
ของตวัดูดซบัดว้ยแรงดึงดูดระหว่างโมเลกลุอยา่งอ่อน ในกระบวนการทางชีวภาพนิยมใชต้วัดูดซบั 
2 ประเภท คือ ตวัดูดซบัจ าพวกคาร์บอน และเรซ่ินสังเคราะห์ชนิดแลกเปล่ียนอิออน (Ion exchange 
resins) ซ่ึงเป็นพอลีเมอร์สังเคราะห์ท่ีมีโครงสร้างท่ีประกอบไปดว้ยหมู่ท่ีมีประจุ เช่น –SO-

3, -COO- 
และ –NR+

3 ส าหรับเรซ่ินท่ีท ามาจากสเตอร์รีน (Sterene) และไดไวนิลเบนซีน (Divinylbenzene) จะ
ดูดซบัสารท่ีไม่มีขั้ว (Nonpolar) ส่วนเรซ่ินท่ีท ามาจากอะครีลิคเอสเทอร์ (Acrylic ester) จะสามารถ
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ดูดซบัสารกลุ่มท่ีชอบน ้า (Hydrophilic solutes) ไดดี้ ในระหวา่งกระบวนการดูดซบันั้นสารจะถูกดูด
ซบัและมีการคายการดูดซบัไปพร้อมๆ กนั โดยสมดุลจะเกิดข้ึนเม่ืออตัราการดูดซบัและอตัราการ
คายการดูดซบัมีค่าเท่ากนั ท่ีจุดน้ีความเขม้ขน้ของสารท่ีถูกดูดซบัจะเท่ากบัความเขม้ขน้ในสารดูด
ซบัท่ีอุณหภูมิคงท่ีหน่ึงๆ ซ่ึงจะใช ้ไอโซเทอมการดูดซบั (Adsorption Isotherm) เป็นตวัแทนในการ
อธิบายสมดุลท่ีเกิดข้ึน (ฐานภาวรินทร์ ร าพาย, 2554) 

8.1.1 ไอโซเทอมกำรดูดซับ (Adsorption isotherm) 
         ไอโซเทอมการดูดซับ คือกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างน ้ าหนักสารท่ีถูกดูดซับ

ต่อน ้ าหนกัของสารดูดซบั ซ่ึงจะบ่งบอกถึงความสามารถในการดูดซบัของเรซ่ินชนิดนั้นๆ (อธิชยั 
นพแกว้, 2539) โดยรูปแบบของไอโซเทอมการดูดซบัจะให้ขอ้มูลเก่ียวกบักระบวนการดูดซบัและ
ปริมาณสารถูกดูดซับบนพื้นผิวสารดูดซับ  ซ่ึงสามารถแบ่งออกได้ 6 รูปแบบ (Rouqurol et al., 
1999) ดงัแสดงใน Figure 8 

          1) แบบท่ี 1 (Type I) เป็นการดูดซบัท่ีพบมากท่ีสุด คือการดูดซบัโดยมีชั้นของตวัถูก
ดูดซบัคลุมบนผิวของสารดูดซบัเพียงชั้นเดียว เป็นลกัษณะการดูดซบัของวสัดุท่ีไม่มีรูพรุน (Non-
Porous) จาก Figure 8 จะเห็นไดว้่าการดูดซับเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วท่ีความดันสัมพทัธ์ต ่าๆ และท่ี
ความดนัสัมพทัธ์เขา้ใกล ้1 จะเกิดการดูดซบัเพียงเลก็นอ้ย 

          2) แบบท่ี 2 (Type II) เป็นการดูดซบัของโมเลกุลท่ีมากกว่า 1 ชั้น โดยชั้นของตวัถูก
ดูดซับบนผิวของตวัดูดซับหนาข้ึนเร่ือยๆ มกัพบในตวัดูดซับท่ีไม่มีรูพรุน หรือรูพรุนส่วนใหญ่มี
ขนาดกลาง (2-50 นาโนเมตร) และขนาดใหญ่ (มากกวา่ 50 นาโนเมตร) 

          3) แบบท่ี 3 (Type III) เป็นไอโซเทอมท่ีมีลกัษณะคลา้ยกระจกเวา้และไม่มีจุดเปล่ียน
กราฟเป็นลกัษณะการดูดซบัท่ีแรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลของตวัถูกดูดซบัและผวิหนา้ของตวัดูดซบั 
ท าให้เกิดการดูดซบัไดน้อ้ยท่ีความดนัสัมพทัธ์ต ่าแต่การดูดซบัจะเกิดข้ึนมากเม่ือความดนัสัมพทัธ์
สูงข้ึน 

          4) แบบท่ี 4 (Type IV) ลกัษณะของไอโซเทอมการดูดซบัคลา้ยกบัแบบท่ี 2 แต่มีการ
เกิดการดูดซบัหลายชั้นอยา่งจ ากดั พบไดใ้นการดูดซบัของแขง็พวก Mesopores  

          5) แบบท่ี 5 (Type V) ลกัษณะไอโซเทอมคลา้ยกบัแบบท่ี 3 แต่มีจุดเปล่ียนกราฟและ 
Hysteresis Loop เกิดกบัระบบดูดซบัท่ีแรงดึงดูดระหวา่งตวัดูดซบัและตวัถูกดูดซบัมีค่านอ้ย 

          6) แบบท่ี 6 (Type VI) เป็นไอโซเทอมแบบขั้นบนัได (stepped isotherm) เกิดกบัตวั
ดูดซบัท่ีไม่มีรูพรุนและมีลกัษณะพื้นท่ีผิวสม ่าเสมอ ท าให้เกิดการดูดซบัเป็นช่วงๆ ตามความดนัท่ี
เพิ่มข้ึน โดยลกัษณะรูปร่างของชั้นบนัไดจะข้ึนอยูก่บัระบบและอุณหภูมิของระบบ 
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Figure 8 Isotherm type  
Source: Rouquerol et al. (1999) 
 
8.1.2 สมกำรไอโซเทอมกำรดูดซับ (Adsorption isotherm equations) 
         สมการไอโซเทอมการดูดซับ คือ สมการท่ีแสดงความสัมพนัธ์ระหว่างปริมาณของ

สารท่ีถูกดูดซบักบัความเขม้ขน้ของสารท่ีสภาวะสมดุลท่ีอุณหภูมิใดๆ ดงัแสดงใน Figure 9 
         1) ไอโซเทอมเ ชิง เส้น  (Linear isotherm) ความสัมพันธ์ ท่ีสภาวะสมดุลของ

กระบวนการดูดซับท่ีเป็นแบบเชิงเส้นจะแสดงดว้ยสมการท่ีคลา้ยคลึงกบักฎของเฮนรี (Henry’s 
law) ดงัแสดงในสมการท่ี 1 

q = KC …………………………………………………….. (1) 
โดยท่ี K คือ ค่าคงท่ีสมดุลของกระบวนการดูดซบั (m3/ kg adsorbent) 
        2) ไอโซเทอมแบบ Freundlich เป็นไอโซเทอมท่ีน ามาใช้อย่างกวา้งขวางในการ

อธิบายความสัมพนัธ์ท่ีสภาวะสมดุลของกระบวนการดูดซับท่ีตวัถูกดูดซับเรียงซ้อนกนัหลายชั้น
ดว้ยพนัธะอ่อนๆ โดยเฉพาะในระบบของเหลว-ของแขง็ ความสัมพนัธ์ของไอโซเทอม Freundlich 
ดงัแสดงในสมการท่ี 2  

qe = KfC1/n ………………………………………………...…(2) 

log q = 
1

𝑛
 logC + log Kf ……………………………………..(3) 

โดยท่ี C คือ ความเขม้ขน้ของตวัถูกดูดซบัท่ีสมดุล (mg/L) 
           q คือ ปริมาณสารท่ีถูกดูดซบั (mg) ต่อปริมาณตวัดูดซบั (g) ท่ีภาวะสมดุล 
          Kf คือ ค่าคงท่ีแสดงความสามารถในการดูดซบัแบบหลายชั้น (mg/g) 
          n   คือ ค่าคงท่ีสมัพนัธ์กบัพลงังานของการดูดซบัซ่ึงสมัพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของสารละลาย 
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 เม่ือพล๊อตกราฟระหว่าง log q กบั log C จะไดก้ราฟเส้นตรงท่ีมีความชนัเท่ากบั 1/n และมี
จุดตดัแกนเท่ากบั log Kf จากสมการความสัมพนัธ์ ความสามารถในการดูดซบัสามารถไดจ้ากการ
พิจารณาความชนัของกราฟระหวา่ง log C กบั log q ถา้กราฟมีค่าความชนัมาก หรือค่า n นอ้ย แสดง
วา่การดูดซบัจะเกิดไดดี้ท่ีความเขม้ขน้สูงๆแต่เกิดไดน้อ้ยท่ีความเขม้ขน้ต ่า ส่วนค่า 1/n อธิบายถึงไอ
โซเทอมของการดูดซบั ถา้เท่ากบั 1 ไอโซเทอมของการดูดซบัเป็นเส้นตรง แต่ถา้มากกว่า 1 อธิบาย
ถึงปริมาณพื้นผวิบนตวัดูดซบัมีปริมาณจ ากดัท่ีจะใชใ้นการดูดซบั 

3) ไอโซเทอมแลงเมียร์ (Langmuir isotherm) เป็นกระบวนการดูดซบัท่ีมีสมมติฐานว่า การ
ดูดซับสูงสุดสัมพนัธ์กับโมเลกุลของตวัถูกละลายท่ีจัดเรียงตวัเพียงชั้นเดียวบนพื้นผิวดูดซับ มี
พลงังานของการดูดซบัคงท่ี ไม่มีการเคล่ือนท่ีของโมเลกลุตวัถูกดูดซบัในแนวระนาบพื้นท่ีผวิตวัดูด
ซบั (Patterson and Patzelt, 1981) 
 สมการแสดงความสัมพนัธ์ของไอโซเทอมแลงเมียร์ ดงัสมการท่ี 4 

qe = (qmbCe)/(1+bCe)………………………………….……..(4) 
โดยท่ี qe คือ ปริมาณสารท่ีถูกดูดซบั (mg) ต่อปริมาณของตวัดูดซบั (g) ท่ีภาวะสมดุล 
          qm คือ ปริมาณสารท่ีถูกดูดซบัมากท่ีสุด (mg/g)  
          b   คือ ค่าคงท่ีทางพลงังานของการดูดซบั หรือค่าคงท่ีของแลงเมียร์ (L/mg) 
          Ce คือ ความเขม้ขน้ของตวัถูกดูดซบัท่ีสมดุล (mg/L) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 9 Three common type of adsorption isotherm 
 Source: Kazak et al. (2016) 

 
 
 



40 
 

8.1.3 กระบวนกำรดูดซับ (Adsorption process) 
                   1) การดูดซบัแบบกะ (Batch adsorption) 
 กระบวนการดูดซบัแบบกะโดยทัว่ไปมกัใชใ้นการดูดซบัตวัถูกละลายออกจากสารละลาย
ในกรณีตัวถูกละลายมีความเข้มข้นน้อย เช่น ในอุตสาหกรรมยา หรือ อุตสาหกรรมอ่ืนๆ 
กระบวนการดูดซบัแบบกะมีความคลา้ยคลึงกบักระบวนการสกดัแบบกะ เน่ืองจากในการวิเคราะห์
เ ก่ียวกับกระบวนการเหล่าน้ีจ า เ ป็นต้องอาศัยสมการสมดุลมวลสาร (Mass balance) และ
ความสัมพันธ์ ท่ีสภาวะสมดุล  (Equilibrium relation) ส าห รับในกระบวนการดูดซับนั้ น 
ความสัมพนัธ์ท่ีสภาวะสมดุล คือ ไอโซเทอมท่ีไดจ้ากการทดลอง (Geankoplis, 2004) 

         2) การดูดซบัดว้ยคอลมัน์โดยตวัดูดซบัอยูก่บัท่ี (Fixed bed adsorption column) 
 เน่ืองจากความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายท่ีอยูใ่นเฟสของเหลวและเฟสของแขง็จะเปล่ียนไป
ตามเวลาและต าแหน่งในคอลมัน์เม่ือมีการดูดซบัเกิดข้ึน เม่ือของเหลวเขา้สู่ทางเขา้คอลมัน์การถ่าย
โอนมวลและการดูดซบัจะเกิดข้ึน ในขณะเดียวกนัความเขม้ขน้ของสารละลายจะลดลงอยา่งรวดเร็ว
เช่นกนั โดยตวัดูดซับหรือเรซ่ินท่ีบริเวณทางเขา้ของคอลมัน์จะดูดซับสารละลายจนอ่ิมตวัและ
บริเวณท่ีมีการดูดซับท่ีอ่ิมตัวจะเคล่ือนท่ีไปอย่างช้าๆจนถึงปลายทางออกของคอลัมน์ เม่ือ
สารละลายถูกดูดซับไปมากกว่าร้อยละ 95 ของความเขม้ขน้เร่ิมต้น การดูดซับจะหยุดลงตรง
ต าแหน่งน้ีจะเรียกว่า ต าแหน่ง break point อตัราส่วนของความเขม้ขน้ของสารละลายเร่ิมตน้กบั
ความเขม้ขน้ของสารละลายขาออก (C/C0) กบัเวลา ตั้งแต่เร่ิมตน้การดูดซบัจนเกิดการอ่ิมตวัของการ
ดูดซับ เรียกว่า breakthrough curve ดังแสดงใน Figure 10 ลกัษณะของ breakthrough curve และ
ต าแหน่งของ break point จะข้ึนอยู่กบัคุณสมบติัของตวัดูดซับ ตวัถูกดูดซับ ลกัษณะของคอลมัน์ 
และสภาวะการดูดซบั  
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Figure 10 Concentration profiles for adsorption in fixed bed (a) profiles at various positions and 
times in the bed, (b) breakthrough concentration profile in the fluid at the outlet of bed  
Source: Geankoplis (2004) 
 
 จากการศึกษาของ Cao และคณะ (2002) ท่ีศึกษาการดูดซับกรดแลคติกโดยใช้เรซ่ิน 
Amberlite IRA-400 ซ่ึงเป็นเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุลบแบบเบสแก่ โดยศึกษาผลของพีเอชท่ีต ่ากว่า 
(พีเอช 2) และสูงกว่า (พีเอช 5) ค่า pKa (3.86) ของกรดแลคติก และศึกษาการคายซบัโดยใชต้วัชะท่ี
แตกต่างกนั คือ กรดไฮโดรคลอริก, กรดซัลฟูริก, แอมโมเนียร์, เมทานอล และโซเดียมคลอไรด์ 
พบว่า ท่ีพีเอช 5 อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที จะไดไ้อโซเทอม
การดูดซับแบบแลงเมียร์ (Langmuir isotherm) ท่ีมีค่าการดูดซับสูงสุดเท่ากบั 222.46 มิลลิกรัมต่อ
กรัมเรซ่ิน ส าหรับการดูดซบัแบบกะ และค่าการดูดซบั 197.09 มิลลิกรัมต่อกรัมเรซ่ิน ส าหรับการ
ดูดซับในคอลมัน์ขนาด 1.0×46 เซนติเมตรโดยใชน้ ้ าหมกัท่ีไดจ้ากการผลิตกรดแลคติก และจาก
การศึกษาการคายซบัในคอลมัน์ พบว่า การใชส้ารละลายเมทานอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 50 ลา้ง
คอลมัน์ และใชส้ารละลายกรดซลัฟิวริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1.0 โมลาร์ในการชะท าให้ไดผ้ลผลิตกรด
แลคติกร้อยละ 86.21  
 Tong และคณะ (2004) ศึกษาการแยกกรดแลคติกจากน ้ าหมกัโดยวิธีการดูดซบัดว้ยเรซ่ิน
แลกเปล่ียนประจุลบแบบเบสอ่อน Amberlite IRA-92 ก่อนการทดลองมีการปรับสภาพเรซ่ินดว้ย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 โมลาร์ ตามดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 1 โมลาร์ แลว้ตามดว้ย
น ้า ตามล าดบั จากนั้นจึงศึกษาอตัราการไหลของน ้าหมกักรดแลคติกท่ีเขา้สู่คอลมัน์ พีเอช และขนาด
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ของคอลมัน์ พบว่าน ้ าหมกัท่ีพีเอชเท่ากบั 6 ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ท่ีอตัราการไหล 0.25 มิลลิลิตรต่อ
นาที โดยใชค้อลมัน์ชนิด XK ขนาด 16×40 มิลลิเมตร ท่ีบรรจุเรซ่ิน 30 กรัม สามารถเก็บเก่ียวกรด
แลคติกได ้1.16 กรัมต่อกรัมเรซ่ิน โดยมีผลผลิตเท่ากบัร้อยละ 82.6 และมีความบริสุทธ์ิร้อยละ 96.2  
 Gullon และคณะ (2010) ไดศึ้กษาการแยกกรดแลคติกและโอลิโกเมอร์ (Oligomer) จากน ้ า
หมกัโดยวิธีการดูดซับดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนอิออนประจุลบแบบเบสอ่อน Amberlite IRA 96 และ
เบสแก่  Amberlite IRA 400 พบว่ า เ ร ซ่ิน  Amberlite IRA 96 สามารถแยกกรดแลคติกและ 
โอลิโกเมอร์จากน ้ าหมกัไดดี้กว่าเรซ่ิน Amberlite IRA 400 ต่อมา Chooklin และคณะ (2013) ได้
ศึกษาการเพาะเล้ียงแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus casei TISTR1500 จากน ้ าคั้นล าตน้
ปาลม์และใชค้อลมัน์เรซ่ิน Duwex 66 ในการดูดซบักรดแลคติกจากน ้ าหมกั พบว่า สามารถดูดซบั
กรดแลคติกได ้148.6 มิลลิกรัมต่อกรัมเรซ่ิน และไดศึ้กษาการคายซบัโดยใชต้วัชะท่ีแตกต่างกนั คือ 
น ้ า เอทนอลเขม้ขน้ร้อยละ 99.9 และร้อยละ 50 พบว่าการใชน้ ้ าเป็นตวัชะกรดแลคติกจากเรซ่ินให้
ผลผลิตกรดแลคติกสูงสุด คือ ร้อยละ 75.16 
 
9. กำรตรึงเอนไซม์ 
              ในปัจจุบนัเทคโนโลยเีอนไซมไ์ดเ้ขา้มามีบทบาทส าคญัในอุตสาหกรรมต่างๆมากมาย อาทิ 
อุตสาหกรรมอาหาร ยา เคร่ืองส าอาง ส่ิงทอ และผงซกัฟอก เป็นตน้ โดยเอนไซมจ์ะท าหนา้ท่ีในการ
เร่งปฏิกิริยาต่างๆให้เร็วข้ึน ในขณะท่ีกระบวนการเกิดปฏิกิริยานั้นเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม แต่
อยา่งไรก็ตามเอนไซมท่ี์ใชใ้นอุตสาหกรรมยงัมีขอ้จ ากดั เน่ืองจากมีราคาแพง มีความคงตวัต ่า และ
ไม่สามารถน ากลบัมาใชซ้ ้ าได ้หรือมีประสิทธิภาพลดลงเม่ือน ากลบัมาใชซ้ ้ า (Jesionowski et al., 
2014) จึงมีการพฒันากระบวนการตรึงรูปเอนไซมม์าใชใ้นการแกปั้ญหาดงักล่าว การตรึงเอนไซม ์
(Enzyme immobilization) เป็นเทคนิคท่ีท าให้เอนไซม์อยู่ในขอบเขตหรือมีบริเวณท่ีจ ากัดโดยท่ี
เอนไซมน์ั้นยงัคงมีกิจกรรมอยู ่สามารถน ากลบัมาใชซ้ ้ าไดห้ลายคร้ัง และสามารถน าไปใชใ้นระบบ
การผลิตแบบต่อเน่ือง (อรัญ หนัพงศกิ์ตติกลู, 2556)  
    9.1 กระบวนกำรตรึงรูปเอนไซม์ 
              กระบวนการท่ีใชใ้นการตรึงรูปเอนไซมโ์ดยทัว่ไปแบ่งออกเป็น 4 กระบวนการ โดยขอ้ดี
และขอ้เสียของแต่ละวิธีดงัแสดงใน Table 12 
              1) กำรตรึงรูปโดยวธีิกำรดูดซับทำงกำยภำพ (adsorption) 

              การตรึงเอนไซมโ์ดยวิธีน้ีอาศยัหลกัการท าปฏิกิริยาทางกายภาพระหว่างเอนไซมแ์ละตวั

พยงุเพื่อใหเ้กิดการยดึติดกนัดว้ยพนัธะต่างๆ เช่น พนัธะไอออนิก พนัธะไฮโดรเจน รวมถึงอาศยัแรง

แวนเดอร์วาลส์ (Vander waals forces) ระหว่างเอนไซม์กบัตวัพยุงในการยึดเกาะ ถึงแมว้่าพนัธะ
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ระหว่างเอนไซม์และตัวดูดซับค่อนข้างอ่อนแอ แต่ปฏิกิริยาหรือการยึดเกาะนั้ นไม่ส่งผลต่อ

โครงสร้างของเอนไซม ์อยา่งไรกต็ามการตรึงเอนไซมโ์ดยวิธีการดูดซบัทางกายภาพยงัคงมีขอ้จ ากดั 

คือ เอนไซม์ตรึงรูปท่ีไดจ้ะมีความเสถียรต ่าส่งผลให้เอนไซม์หลุดออกจากตวัพยุงไดง่้าย ท าให้

ประสิทธิภาพการใชซ้ ้ าและการเร่งปฏิกิริยาลดนอ้ยลง (Jesionowski et al., 2014) 

              2)  กำรตรึงรูปด้วยกำรห่อหุ้ม (entrapment/encapsulation) 

              การตรึงเอนไซมว์ิธีน้ีเป็นท่ีนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง เพราะเอนไซมไ์ม่ไดถู้กยดึกบัตวัพยงุ 

หรือจบัยึดกนัเอง แต่จะถูกขงัให้อยู่ในบริเวณท่ีจ ากดัซ่ึงมีอยู่ 2 แบบ คือ (1) เอนไซมจ์ะถูกขงัหรือ

ห่อหุม้ไวภ้ายในช่องตาข่าย ของสารโพลีเมอร์ท่ีไม่ละลายน ้าอยา่งสม ่าเสมอ สารท่ีใชห่้อหุม้เอนไซม์

วิธีน้ีอาจเป็นสารโพลีเมอร์ธรรมชาติหรือสังเคราะห์ การเตรียมเอนไซมว์ิธีน้ีจะตอ้งเลือกชนิดของ

สารโพลีเมอร์ให้เหมาะสมกับเอนไซม์ท่ีใช้ เน่ืองจากสารบางชนิดขณะเกิดเป็นโพลีเมอร์จะมี

ปฏิกริยารุนแรงจนท าให้เสถียรภาพของเอนไซมเ์สียหายได ้(2) เอนไซมจ์ะถูกห่อหุ้มไวใ้นแคปซูล

ขนาดเลก็ท่ีมีคุณสมบติัยอมใหส้ารบางชนิดผา่นเขา้ออกไดแ้ต่เอนไซมผ์า่นออกมาไม่ได ้การเตรียม

เอนไซม์วิธีน้ีจ  าเป็นตอ้งควบคุมสภาวะท่ีใช้ท าปฏิกริยาขณะเกิดสารโพลีเมอร์เพื่อป้องกันการ

สูญเสียกิจกรรมของเอนไซม ์

              3) กำรตรึงรูปด้วยพยัธะโควำเลนต์ (covalent bonding)   

              วิธีน้ีท าการเช่ือมเอนไซมเ์ขา้กบัผวิของตวัพยงุดว้ยพนัธะโคเวเลนตซ่ึ์งมีขอ้ดีกว่าการดูดซบั

ทางกายภาพ คือ สามารถป้องกนัเอนไซมไ์ม่ใหห้ลุดออกจากตวัพยงุได ้แต่ปฏิกริยาการเกิดพนัธะจะ

มีผลต่อโครงสร้างและกิจกรรมของเอนไซม์ ดังนั้นการตรึงรูปเอนไซม์ด้วยวิธีน้ีจึงจ าเป็นตอ้ง

พิจารณาเลือกตวัพยงุและสภาวะในการท าปฏิกิริยาใหเ้หมาะสมกบัชนิดของเอนไซมแ์ละวตัถุดิบท่ี

ใชเ้ป็นสับสเตรท 

              4) กำรตรึงรูปด้วยกำรเช่ือมแบบไขว้ (cross linking method) 

              การตรึงรูปวิธีน้ีไม่ตอ้งใชต้วัพยงุ แต่จะอาศยัสารเช่ือมต่อระหว่างโมเลกลุของเอนไซมด์ว้ย

พนัธะเคมีแบบโคเวเลนต ์ท าใหโ้มเลกลุเอนไซมต์ั้งแต่ 2 โมเลกลุข้ึนไปต่อเช่ือมเกาะกนัเป็นกลุ่มท่ีมี

ขนาดใหญ่ข้ึน ท าใหล้ะลายน ้าไดน้อ้ยลง การตรึงรูปเอนไซมว์ิธีน้ีจะมีผลต่อโครงสร้างและกิจกรรม

ของเอนไซมท่ี์ได ้เน่ืองจากการเช่ือมระหว่างโมเลกุลของเอนไซมก์บัสารเช่ือมขวางจะเกิดปฏิกิริยา

รุนแรง 
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Table 12 Comparative evaluation of the merits and drawbacks of various enzyme immobilization 

method  

Method Merits Drawbacks 
Physical absorption - Easy to perform 

- No reagents required 
- No pore diffusion limitations 
- Minimum activation steps involved 
- Comparatively cheap method of 
immobilization 
- Less disruptive to enzymes than 
chemical methods 
- Low time for the physical absorption 

- Lower efficiency 
- Desorption of enzymes 
from carrier 
- Distortion of kinetics due to 
partitioning or diffusion 
phenomena and subsequently 
alter the pH stability or pH 
optimum of the enzyme 

Covalent bonding - Wider applicability 
- Comparatively simple method 
- No leakage or desorption 
- Variety of supports/carriers available 
- Strong linkage of enzyme to supports 
- Multifunctional group availability 
from supports/carriers  

- Competitive inhibition 
issues 
- Chemical modification of 
enzymes 
- Loss of functional 
conformation of enzyme 
 

Entrapment - Mild conditions required 
- Easy to practice at small 
Scales 
- Fast method of immobilization 
- Can be used for sensing 
Applications 
- Inexpensive (low-cost matrices 
available) 
- Less chance of conformational changes 

- Leakage of enzyme 
- Pore diffusion limitations 
- Chance of microbial 
contamination 
- Lower levels of industrial 
implementation and 
limited to small scale 
operations 

Encapsulation - Cost-effective method 
- Enzymes are stable longterm 

- Lower concentrations of 
enzymes 
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- No extraction/purification 
steps required 
- “One-pot” immobilization of multiple 
enzymes 
- Native conformation of enzymes is 
best maintained 

- Generation of unwanted 
products 
- Modification of end 
products by other enzymes 
- Pore size limitation 

Cross-linking - No matrix or support involved 
- Comparatively simple method 
- Widely used in industrial applications 
- Fast and cheap method 
- Large amount of enzyme 
can be cross-linked at the 
time 

- Poly-functional reagents are 
required (glutaraldehyde) 
- Denaturation or structural 
modification by crosslinkers 

Source: Scouten et al. (1995); Shen et al. (2011); Datta et al. (2013) and  Bilal et al. (2017) 
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วตัถุประสงค์ 
1. เพื่อแยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีและไอโซเมอร์แอล
ไดสู้งจากน ้าคั้นล าตน้ปาลม์และคีเฟอร์เกรน 
2. เพื่อผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีและไอโซเมอร์แอลแอลจากน ้ าคั้นและกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนั
ดว้ยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกัโดยเช้ือท่ีคดัเลือกได ้
3. เพื่อน ากากล าตน้ปาลม์มาประยกุตใ์ชเ้ป็นตวัพยงุส าหรับตรึงรูปเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 
ขอบเขตของงำนวจิัย 
 งานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์
แอลและดีจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์น ้ ามนัและจากคีเฟอร์เกรน จากนั้นจึงคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีสามารถ
เจริญและผลิตกรดแลคติกไดสู้งในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ และท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เจริญและการผลิตกรดแลคติกโดยใชน้ ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และเติมกากล าตน้ปาลม์เป็นแหล่งคาร์บอน
ร่วม ปัจจยัท่ีศึกษา ไดแ้ก่ ผลของปริมาณกากล าตน้ปาลม์และความเขม้ขน้ของเอนไซมท่ี์เหมาะสม 
และท าการศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยใชก้ารหมกัแบบกะซ ้ า จากนั้นจึงขยายขนาดการผลิตกรด
แลคติกในถงัปฏิกรณ์และเกบ็เก่ียวกรดแลคติกโดยวิธีการดูดซบัดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุ 
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บทที่ 2 
วสัดุอุปกรณ์และวธีิกำรทดลอง 

 
วสัดุและอุปกรณ์ 
วสัดุ 
1. ล าตน้ปาลม์น ้ามนั 
 ล าตน้ปาลม์น ้ ามนัท่ีใชใ้นการทดลองไดจ้ากการสุ่มตดัไมป้าลม์ท่ีมีอาย ุ20-25 ปี ในจงัหวดั
กระบ่ี ใชส่้วนท่ีค่อนไปทางยอดของตน้ปาลม์น ้ามนัประมาณ 3 เมตร เอาส่วนเปลือกออกหัน่ไมเ้ป็น
แผน่ๆ แลว้คั้นเอาน ้ าออกดว้ยเคร่ืองรีดแผน่ยางแลว้กรองน ้ าคั้นท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบาง 5-6 ชั้น จากนั้น
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จะไดส่้วนของน ้ าคั้นล าตน้
ปาลม์ น าไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Chooklin et al., 2012) ส่วนกากล าตน้ปาล์ม
น ้ ามนัท่ีเหลือจากการคั้นน ้ าน าไปผึ่งแดดให้แหง้สนิท จากนั้นน ามาบดเพื่อลดขนาดของเส้นใยแลว้
ร่อนผา่นตะแกรงร่อนขนาด 10, 25 และ 30 เมช (อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) จะไดส่้วนของกากเป็น
สองส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นผงละเอียด (Parengchyma, PA) และส่วนของเสน้ใย (Vascular bundle, VB) 
2. เช้ือจุลินทรีย ์
     2.1 เ ช้ือจุลินทรีย์เ ป็นเ ช้ือท่ีแยกได้จากหัวเ ช้ือนมเปร้ียวคีเฟอร์เกรน (Kefir grains) จาก
ห้องปฏิบัติการวิศวกรรมกระบวนการชีวภาพ ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพอุตสาหกรรม คณะ
อุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
     2.2 เช้ือจุลินทรียเ์ป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากน ้าคั้นล าตน้ปาลม์น ้ามนั 
     2.3 แบคที เ รียแลคติกสายพัน ธ์ุ  Lactobacillus casei ได้รับความอนุ เคราะห์จาก  ผู ้ช่ วย
ศาสตราจารย ์ดร. สุกญัญา จนัทะชุม แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus acidophilus TISTR 
1338 จากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย และแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ 
Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 จาก Japan collection of Microorganism ประเทศญ่ีปุ่น 
เกบ็รักษาในกลีเซอรอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 30 เกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
3. เอนไซม ์

เอนไซม์เซลลูเลสทางการคา้จากเช้ือ Aspergillus niger บริษัท Wuhan Vanz Pharm lnc. 
สาธารณรัฐประชาชนจีน 
4. อาหารเล้ียงเช้ือ 

อาหารส าหรับเตรียมหัวเช้ือแบคทีเรียแลคติกเร่ิมต้นใช้อาหารส าเร็จรูป Man-Rogosa 
Sharpe (MRS) ยี่ห้อ Hi-media ประกอบไปดว้ย ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 10.0 กรัมต่อลิตร, เน้ือ
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สกดั 2.0 กรัมต่อลิตร, ยีสตส์กดั 5.0 กรัมต่อลิตร, น ้าตาลเดรกซ์โทส 20.0 กรัมต่อลิตร, ทวีน 80 1.0 
มิลลิลิตรต่อลิตร, แอมโมเนียมซิเตรท  2.0 กรัมต่อลิตร, โซเดียมอะซิเตรท  5.0 กรัมต่อลิตร, 
แมกนีเซียมซลัเฟต 0.1 กรัมต่อลิตร, แมงกานีสซลัเฟต 0.05 กรัมต่อลิตร, เปบโตน 10.0, กรัมต่อลิตร 
และผงวุน้ 15.0 กรัมต่อลิตร 

 
อุปกรณ์ส ำหรับกำรเพำะเลีย้งเช้ือจุนทรีย์และส ำหรับกำรวเิครำะห์  
ช่ือเคร่ืองมือ รุ่น บริษทั 
ตูเ้ยน็ส าหรับเกบ็เช้ือ  SF-C697(GYN) Sanyo, Thailand 
หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ SS-325 Tomy Seiko Co Ltd, Japan 
ตูป้ลอดเช้ือ 5270044 Hotpack, China 
เคร่ืองกวนแม่เหลก็ RO 5 Ika Labotechnic, Germany 
เคร่ืองป่ันเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ 5203 Hitachi, Japan 
ตูอ้บแหง้ UM 200-800 Memmert, Germany 
เคร่ืองวดัพีเอช 420 A Orion Research, Inc., Japan 
เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ U-200 Teachical Cooperation, Japan 
เคร่ืองชัง่ละเอียดทศนิยมส่ีต าแหน่ง BP 210-s Sartorius, Germany 
เคร่ืองชัง่ทศนิยมสองต าแหน่ง HF-1200 A&D Company, Ltd, Japan 

 
วธีิกำรวิเครำะห์ 
1. กำรวัดกำรเจริญของแบคทีเรียแลคติก 
 การวดัการเจริญของเช้ือท า 2 วิธี คือ วดัจากค่าการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร (OD660) 
และวดัจากน ้าหนกัเซลลแ์หง้ โดยดดัแปลงจากวิธีของ Papanikalaou และคณะ (2002) ปิเปตตวัอยา่ง 
4 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดพลาสติกแลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที จากนั้นลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยน ้ ากลัน่ 2 คร้ัง แลว้น าตะกอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
จนน ้ าหนกัคงท่ี คือ ประมาณ 48-72 ชัว่โมง ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ในโถดูดความช้ืน แลว้น าไปชัง่ บนัทึกผล
และค านวณตามสูตร 
  น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) = (A-B) × 1000/2 
เม่ือ  A = น ้าหนกัหลอด + น ้าหนกัของเซลลห์ลงัอบแหง้ 
  B = น ้าหนกัของหลอดท่ีอบแหง้ 
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2. กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดทั้งหมดโดยวธีิกำรไทเทรต 
 น าตัวอย่างน ้ าหมักภายหลังจากการเล้ียงใส่ในขวดรูปชมพู่ขวดละ 10 มิลลิลิตร หยด 
ฟีนอฟทาลีนท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ลงไป 2-3 หยด น าไปไทเทรตกบัสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มอล จนถึงจุดยุติเม่ือสารละลายเป็นสีชมพูอ่อน ท าการทดลอง 3 ซ ้ า 
ค  านวณหาปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกบักรดแลคติก (AOAC, 2000) 

ปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลคติก (%) =  
ปริมาณโซเดียมไฮดรอกไซด ์×นอร์มอล ×90.09 ×100

ปริมาตรตวัอยา่ง (มิลลิลิตร)×1000
 

 
3. กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดแลคติกโดยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC)            
วิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดยเทคนิค HPLC โดยดดัแปลงตามวิธีของ Olano-Maetin และคณะ 
(2000)  
สารเคมี  

ก. สารมาตรฐานกรดแลคติก 
ข. กรดซลัฟิวริก 

เคร่ืองมือ 
 Column: BIOLAD Aminex HPX-87 H Ion Exclusion column (300 mm × 7.8 mm) 
 Mobile phase: 0.005 M H2SO4 
 Flow rate: 0.6 ml/min 
 Detecter: UV 215 nm 
 Injet: 20 µL 
วิธีการ 
 ป่ันเหวี่ยงตวัอยา่งดว้ยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที แยกส่วนใสออกจากตะกอน น าส่วนใสท่ีได้กรองผ่านกระดาษกรองไนลอนขนาด 0.2 
ไมโครเมตร และฉีดตวัอยา่งปริมาตร 20 ไมโครลิตร เขา้สู่คอลมัน์ เปรียบเทียบปริมาณสารท่ีไดก้บั
สารมาตรฐานของกรดแลคติกท่ีมีความเขม้ขน้ 1, 2.5, 5 และ 10 กรัมต่อลิตร 
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4. กำรวิเครำะห์ปริมำณและไอโซเมอร์ของกรดแลคติกโดยใช้ชุดวเิครำะห์ด้วยเอนไซม์ 
    ท าการวิเคราะห์ปริมาณและไอโซเมอร์ของกรดแลคติกโดยใชชุ้ดวิเคราะห์ดว้ยเอนไซม์ 
(D/L lactic acid assay kit) (Cingadi et al., 2015) น าน ้ ากลั่นใส่ในคิวเวทปริมาตร 1.50 มิลลิลิตร 
ส าหรับแบลงคใ์ส่ 1.60 มิลลิลิตร จากนั้นน าตวัอยา่งน ้ าหมกัท่ีถูกเจือจางในระดบัท่ีเหมาะสมใส่ใน
คิวเวทปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายบฟัเฟอร์ 0.50 มิลลิลิตร สารละลาย NAD+ 0.01 
มิลลิลิตร และเอนไซมดี์กลูตาเมทไพรูเวตทรานส์มิเดส (D-GPT) 0.02 มิลลิลิตร จากนั้นผสมให้เขา้
กนัท้ิงไว ้3 นาทีแลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ยสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโน
เมตร (A1) จากนั้นเติมเอนไซมดี์เลคเตทดีไฮโดรจีเนส (D-LDH) ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัท้ิงไว ้5 นาที แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเดิม (A2) จากนั้นเติมเอนไซมแ์อลเลค
เตทดีไฮโดรจีเนส (L-LDH) ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัท้ิงไว ้10 นาที แลว้วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเดิม (A3) จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดไ้ปค านวณความเขม้ขน้
ของกรดแลคติก 
 การค านวณ   c = V × MW  × AD-lactic acid  /  AL-lactic acid   

                        × d × v 

 โดยท่ี    c = ความเขม้ขน้ของกรดแลคติก (กรัมต่อลิตร) 
v = ปริมาตรสุดทา้ย (มิลลิลิตร) 

    MW = น ้าหนกัโมเลกลุของกรดแลคติก (กรัมต่อโมล)  
    = ค่าคงท่ีของการดูดกลืนแสงของ NADH ท่ี 340 นาโนเมตร 

          = 6300 (l x mol-1 × cm-1) 
    d    = 1 เซนติเมตร 
    v    = ปริมาตรตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
    AD-lactic acid  = ค่าการดูดกลืนแสง (A2-A1) 
     AL-lactic acid  = ค่าการดูดกลืนแสง (A3-A2) 
 
5. กำรวิเครำะห์ปริมำณน ำ้ตำลทั้งหมด 
           วิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้ งหมดโดยวิธี Total sugar Phenol-sulfuric method (Wang et al., 
2009) เจือจางตวัอย่างดว้ยน ้ ากลัน่ให้มีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม ปิเปตตวัอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เติมสารละลายฟีนอลท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั ท้ิงไว ้2-3 นาที 
จากนั้นเติมสารละลายกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 98 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงอย่างรวดเร็ว เขย่าให้
เขา้กนั ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 10 นาที น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร ค านวณหา
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ปริมาณน ้ าตาลโดยค านวณเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีใช้น ้ าตาลกลูโคส ใช้น ้ ากลั่นปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เป็นแบลงค ์วิเคราะห์เช่นเดียวกบัตวัอยา่งการค านวณ  
  การค านวณ 

ปริมาณน ้าตาล (มิลลิกรัมต่อลิตร) = 
A  ×อตัราเจือจาง 

B
 

                      โดยท่ี 
   A = ค่าดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง 
   B = ความชนัของกราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
 
6. กำรวิเครำะห์ชนิดของน ำ้ตำลในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์ม 
 วิเคราะห์ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ กลูโคส ซูโครส ฟรุกโทส อะราบิโนส 
และไซโลส โดยวิธี High performance liquid chromatography (HPLC) (Egues et al., 2010) 

วิธีการ 
1) เตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส ซูโครส ฟรุกโทส อะราบิโนส และไซโลส 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่งสารละลายมาตรฐาน 1 กรัม ละลายด้วยน ้ ากลัน่และปรับ
ปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
2) เตรียมสารละลายมาตรฐานใหมี้ความเขม้ขน้ 1.25, 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในขวดวดัปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
3) น าสารละลายมาตรฐานมากรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน  
      สภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะห์ 

  Column: Aminex-87P × 7.8 
  Mobile phase: 0.005 โมลาร์ ของกรดซลัฟิวริก 
  Flow rate: 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
  Detector: Refractive Index 
  Column temperature: 80 องซาเซลเซียส 
  Injection volume: 20 ไมโครลิตร 

4) แปลผลและวิเคราะห์ขอ้มูลการทดลอง 
4.1) ค่ารีเทนชนัไทม ์(retention time) ของสารมาตรฐานกลูโคส ซูโครส ฟรุกโทส 

อะราบิโนส และไซโลสท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
4.2) ค่าพื้นท่ีพีค (area) ของสารมาตรฐานกลูโคส ซูโครส ฟรุกโทส อะราบิโนส 

และไซโลส ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ 
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4.3) สร้างกราฟมาตรฐานและหาปริมาณของสารมาตรฐานกลูโคส ซูโครส 
ฟรุกโทส อะราบิโนส และไซโลสในตวัอยา่งจากกราฟมาตรฐาน 

 
7. กำรวิเครำะห์ปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์โดยวธีิ DNS reagent ตำมวธีิของ Miller (1959) 

ปิเปตสารละลายตวัอยา่งท่ีเจือจางในระดบัการเจือจางท่ีเหมาะสม ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง
ในหลอดทดลอง จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปท าปฏิกิริยา
โดยการตม้ในน ้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที และหยดุปฏิกิริยาโดยการแช่ในน ้ าเยน็ทนัที จากนั้นเติมน ้ า
กลัน่ลงไปหลอดละ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
540 นาโนเมตร ค านวณปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
 
8. กำรวิเครำะห์กจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส 

กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส โดยวิธี Filter Paper Assay (Mandels และคณะ, 1976 อา้ง
โดย Ghose, 1987) น ากระดาษกรองเบอร์ 1 ท่ีมีขนาด 1 × 6 เซนติเมตร ปริมาณ 50 มิลลิกรัม ใส่ลง
ในหลอดทดลองจากนั้นเติมสารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์ ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ท่ีมีพีเอช 4.8 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมสารละลายเอนไซม์ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กัน น าไปบ่มในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาหยุดปฏิกิริยาโดย
การตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แยกตะกอนออกโดยการป่ันเหวี่ยง น าส่วนใสไปวิเคราะห์น ้าตาล
รีดิวซ์ดว้ยวิธี DNS 

เอนไซม ์1 หน่วยกระดาษกรอง หมายถึง ปริมาณเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายสาร
ตั้งตน้ (กระดาษกรอง Whatman NO. 1) ใหเ้ป็นน ้าตาลกลูโคส 1 ไมโครโมลใน 1 นาทีภายใตส้ภาวะ
ท่ีก าหนด 
 
9. กำรวิเครำะห์ปริมำณแป้งในไม้ปำล์ม 
  วิเคราะห์ปริมาณแป้งในตวัอยา่งไมป้าลม์โดยวิธีการวดัค่าการดูดกลืนแสงจากสารเชิงซอ้น
สีฟ้าท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างอะไมโลสและไอโอดีน (Optical method on starch-iodine reaction) 
(กลา้ณรงค ์ศรีรอต และเก้ือกลู ปิยะจอมขวญั, 2546) 

สารเคมี  1. กรดอะซิติกเขม้ขน้ 2 นอร์มอล 
  2. สารละลายโพแทสเซียมไอโอไดดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 10 
  3. สารละลายโพแทสเซียมไตรไอโอเดตเขม้ขน้ 1/600 โมลาร์ 
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วิธีการวิเคราะห์ 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 

1) ชัง่แป้งปริมาณ 50 มิลลิกรัม น ามาละลายน ้ าปริมาตร 50 มิลลิลิตรในขวดแกว้ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร 

2) น าสารละลายน้ีไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพื่อ
ละลายแป้งออกจากไมป้าล์ม จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร กรองสารละลายท่ีไดด้ว้ย
กระดาษกรองเบอร์ 1 

3) ปิเปตสารละลายมาจ านวน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 และ 1.0 มิลลิลิตร ใส่
ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรแต่ละหลอดใหไ้ด ้1 มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 

4) เติมกรดอะซิติกเขม้ขน้ 2 นอร์มอล ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร โพแทสเซียมไอโอไดด์
เขม้ขน้ร้อยละ 10 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร และโพแทสเซียมไอโอเดตเขม้ขน้ 1/600 โมลาร์ ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด ผสมใหเ้ขา้กนั 

5) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร โดยเทียบกบัสารละลาย blank ซ่ึง
เตรียมโดยใชน้ ้ ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแทนสารละลายตวัอยา่ง 

6) น าค่าท่ีไดม้าสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าดูดกลืนแสง (570 นาโนเมตร) และความ
เขม้ขน้ของแป้ง (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
การวิเคราะห์ตวัอยา่ง 

1) เตรียมตวัอยา่งเช่นเดียวกบัการเตรียมกราฟมาตรฐาน 
2) ปิเปตตวัอยา่งมาปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้1 มิลลิลิตร 
3) ท าการทดลองเช่นเดียวกบักราฟมาตรฐาน 

การค านวณ 
1. ค านวณความเขม้ขน้ของแป้ง (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยเทียบกบัสมการกราฟมาตรฐาน 
2. ค านวณปริมาณแป้ง (ร้อยละโดยน ้าหนกัแหง้) จากสามการ 
 

 ปริมาณแป้ง (ร้อยละโดยน ้าหนกัแหง้) = 
ความเขม้ขน้ของแป้ง × 100× 100

v × 1000 × (50−50M)/100
 

  
โดยท่ี v คือ ปริมาตรของสารละลายตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
          M คือ ปริมาณความช้ืนของตวัอยา่ง (ร้อยละ) 
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10. กำรค ำนวณทำงจลนพลศำสตร์  
น าข้อมูลจากการทดลองมาค านวณ อัตราการผลิตผลิตภัณฑ์  (productivity) ผลผลิต

ผลิตภณัฑ์ (product yield) และ ปริมาณสับสเตรทท่ีใช้ไป (substrate consumption) (สาโรจน์ ศิริ
ศนัสนียกลุและคณะ, 2544) ดงัน้ี 

อตัราการผลิตผลิตภณัฑ ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) = 
𝑑𝑃 

𝑑𝑡
 …………………...........................…. (1.0)  

 โดยท่ี  dP คือ ปริมาณผลิตภณัฑท่ี์เวลาใดๆ (กรัมต่อลิตร) 
            dt คือ เวลาท่ีใชใ้นกระบวนการหมกั (ชัว่โมง) 

ผลผลิตเซลล ์(Growth yield) (กรัมต่อกรัมสบัสเตรท) = (Xt – X0)/(St – S0)  …….……..…….. (2.0) 
โดยท่ี   X0 คือ ปริมาณเซลลเ์ร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 

              Xt คือ ปริมาณเซลลท่ี์ชัว่โมงใดๆของการหมกั (กรัมต่อลิตร) 
              S0 คือ ปริมาณสบัสเตรทเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
              St  คือ ปริมาณสบัสเตรทท่ีชัว่โมงใดๆของการหมกั (กรัมต่อลิตร) 
ผลผลิตผลิตภณัฑ ์(กรัมต่อกรัมสบัสเตรท) = (Pt – P0)/(St – S0) …………………………….…. (3.0) 
 โดยท่ี   P0 คือ ปริมาณผลิตภณัฑเ์ร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
             Pt คือ ปริมาณผลิตภณัฑท่ี์ชัว่โมงใดๆของการหมกั (กรัมต่อลิตร) 
             S0 คือ ปริมาณสบัสเตรทเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
             St  คือ ปริมาณสบัสเตรทท่ีชัว่โมงใดๆของการหมกั (กรัมต่อลิตร)  
 
11. กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 

น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองมาวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนทางสถิติดว้ยวิธี One Way 
Analysis of Variance และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของแต่ละชุดการทดลองดว้ยวิธี Ducan’s multiple 
range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 ดว้ยโปรแกรม Statistical Package for the Social Science 
(SPSS) version 20.0 
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Experimental Method 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 11 Schamatic of the experimental procedure. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Part I Part II Part III Part IV 

Isolation of LAB 
from OPS and 

kefir grains 

Primary 
screening and 
detection of 

isomeric form 

Identification of 
LAB 

Screening of 
LAB in OPS and 

effect of pH 
controlled 

Lactic acid 
production from 
oil palm sap and 
oil palm trunk 
through SSF 

process 
 Effect of 

substrate loading 

Effect of enzyme 
loading 

Repeated-SSF 

LA recovery by 
batch adsorption 

Effect of resin 
loading 

Adsorption 
isotherm 

Desorption of 
LA 

Column 
adsorption 

Cellulase 
immobilized on 

OPT-PA 
 

Characterization 
of immobilized 

cellulase 
 Effect of pH and 

tempareture 

Thermal stability 

Reusability 

Storability 



56 
 

วธีิกำรด ำเนินกำรวิจัย 
1. กำรเตรียมตัวอย่ำง 
    1.1 น ำ้คั้นล ำต้นปำล์มน ำ้มัน 

  ล  าตน้ปาลม์น ้ ามนัอายุ 20-25 ปี ท่ีตอ้งการโค่นท้ิงโดยใชส่้วนท่ีค่อนไปทางยอดของตน้
ปาลม์น ้ ามนัประมาณ 3 เมตร เอาส่วนเปลือกออกหัน่ไมเ้ป็นแผน่ๆ แลว้คั้นเอาน ้ าออกดว้ยเคร่ืองรีด
แผ่นยางแลว้กรองน ้ าคั้นท่ีไดด้ว้ยผา้ขาวบาง 5-6 ชั้น จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จะไดส่้วนของน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ น าไปเกบ็รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส น ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีได้น าไปวิเคราะห์ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด และวิเคราะห์ชนิดของ
น ้ าตาล เช่น น ้ าตาลกลูโคส น ้ าจาลซูโครส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาลไซโลส และน ้ าตาลอะราบิโนส 
ท าการวดัพีเอช และส่งวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนในน ้าคั้น (อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) เกบ็รักษาท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
    1.2 กำกล ำต้นปำล์มน ำ้มัน 

กากล าตน้ปาล์มน ้ ามนัหลงัจากคั้นน ้ าออกไปผึ่งแดดให้แห้งสนิท จากนั้นน ามาบดด้วย
เคร่ืองบดแห้งอเนกประสงค ์(NT-500D, Nanotech Quality Product, Thailand) ใชค้วามเร็วในการ
บด 25,000 รอบต่อนาที เพื่อลดขนาดของเสน้ใยแลว้ร่อนผา่นตะแกรงร่อนขนาด 10, 20 และ 30 เมช 
(อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) จะไดส่้วนของกากเป็นสองส่วน คือ ส่วนของเส้นใย (Vascular bundle, 
VB) ซ่ึงมีขนาด 0.75-2.0 มิลลิเมตร และส่วนท่ีเป็นผงละเอียด (Parengchyma, PA) ซ่ึงจะมีขนาด
น้อยกว่า 0.75 มิลลิเมตร ท าการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส แป้ง และลิกนิน ของ
ตวัอยา่งไมท้ั้ง 2 ส่วน  

 
2. กำรแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียแลคติกจำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและหัวเช้ือนมเปร้ียวคเีฟอร์เกรน  
    2.1 กำรแยกแบคทีเรียแลคติกจำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและหัวเช้ือนมเร้ียวคเีฟอร์เกรน 
 น าตัวอย่างน ้ าคั้นล าต้นปาล์มจากขอ้ 1.1 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นน าไปแยกเช้ือแบคทีเรียแลคติก โดยใชต้วัอยา่งน ้ าคั้นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ส าหรับตวัอยา่ง
หัวเช้ือคีเฟอร์เกรนจากห้องปฏิบติัการวิศวกรรมกระบวนการชีวภาพ ปริมาณ 10 กรัม ใส่ลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรดท่ี์มีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ป่ันผสมให้เป็นเน้ือ
เดียวกนั แลว้น ามาเจือจางให้มีระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสมแบบ ten-fold serial dilution จากนั้น
น าตวัอย่างท่ีเจือจางมาท าการเกล่ียเช้ือ บนอาหารแข็ง MRS ท่ีมี bromocresol purple ร้อยละ 0.02 
เป็นอิดิเคเตอร์การผลิตกรด บ่มในในสภาวะไร้อากาศท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 
ชัว่โมง น าจานท่ีเพาะเช้ือมาแยกเช้ือ โดยเลือกโคโลนีท่ีเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเช้ือเป็นสีเหลือง 
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น ามา restreak 2-3 คร้ัง บนอาหารแขง็ MRS เพื่อใหแ้น่ใจวา่ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ บ่มท่ีอุณหภูมิเดิมจนเกิด
โคโลนีเด่ียว เลือกโคโลนีเด่ียวท่ีมีลกัษณะสมบูรณ์ท่ีสุดมาทดสอบการเป็นแบคทีเรียแลคติก โดย
ยอ้มสีแกรมตามวิธีของ Hucker staining method (Murray et al., 1994) ส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
เพื่อดูลักษณะรูปร่าง ลักษณะการจัดเ รียงตัว  และการติดสีแกรมของเ ช้ือ โดยแบคทีเรีย 
แลคติกต้องติดสีแกรมบวก และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Axelsson, 1998) ด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเพอร์รอกไซด์ความเขม้ขน้ร้อยละ 3 แบคทีเรียแลคติกตอ้งไม่สร้างเอนไซม ์
คะตะเลสโดยจะใหผ้ลคะตะเลสเป็นลบ (ไม่มีฟองแก๊สเกิดข้ึนระหวา่งการท าปฏิกิริยา) 
    2.2 กำรคัดเลอืกแบคทีเรียกรดแลคติกขั้นต้นโดยวธีิกำรไทเทรตและกำรตรวจสอบไอโซเมอร์ของ
กรดแลคติก 

น าแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากขอ้ 1.1 และแบคทีเรียแลคติกท่ีมีอยูใ่นห้องปฏิบติัการ มาเล้ียงใน
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยก าหนดค่าความขุ่นของเช้ือเร่ิมตน้เป็น 0.2 บ่มใน
สภาวะไร้อากาศ ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เก็บตวัอยา่งวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรีย
โดยการวดัค่าความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร วดัค่าพีเอช และท าการวิเคราะห์ปริมาณกรด
ทั้งหมดโดยวิธีการไทเทรต แลว้คดัเลือกไอโซเลทท่ีให้ปริมาณกรดสูงสุดมาตรวจสอบไอโซเมอร์
ของกรดแลคติกดว้ยชุดตรวจวิเคราะห์ทางเอนไซม ์D/L lactic acid assay kit จากบริษทั Megazyme 
ประเทศไอร์แลนด์ (Cingadi et al., 2015) แลว้ยืนยนัผลดว้ย HPLC น าแบคทีเรียแลคติกท่ีคดัเลือก
ไดเ้กบ็รักษาในกลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 30 ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
    2.3 กำรเทยีบเคยีงสำยพนัธ์ุของแบคทเีรียแลคติกทีค่ดัเลอืกได้ 

น าแบคทีเรียแลคติกท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.2 มาเทียบเคียงสายพนัธ์ุโดยวิธีการหาล าดบั 
นิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA เร่ิมจากการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มใน
สภาวะไร้อากาศท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาสกดัดีเอน็เอโดยใช้
ชุดสกดั genomic DNA (TIANgel Maxi DNA Purification Kit ) แลว้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดย
ใ ช้ เ ท ค นิ ค  polymerase chain reaction (PCR) โ ด ย ใ ช้ ยู นิ เ ว อ ร์ เ ซิ ล ไ พ ร เ ม อ ร์ 27F (5′-
AGAGTTTGATCTTGGCTCAG-3′) และ 1492 R (5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′) ซ่ึงเป็น
ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัแบคทีเรีย (Leite et al., 2015) ส าหรับสภาวะท่ีใชใ้นการท า PCR คือ การท า 
first denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท า PCR 30 รอบ (อุณหภูมิท่ี
ใชต่้อรอบ คือ การท า denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, การท า Annealing 
ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ตามดว้ย Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 1 นาที) และ Final extension ดว้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (Pan et al., 
2011)น า PCR product ท่ีได้ส่งวิเคราะห์เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศ
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เกาหลีแลว้น าขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเทียบเคียงกับขอ้มูลใน Genbank โดยใช้โปรแกรม 
 BLAST จาก National Center for Biotechnology Information server (NCBI)  
(http//:www.ncbi.nlm.nim.gov/BLAST/) 
 
3. กำรคัดเลอืกแบคทีเรียแลคติกที่เจริญและผลติกรดแลคติกได้ในน ้ำคั้นล ำต้นปำล์มภำยใต้สภำวะที่
ควบคุมและไม่ควบคุมพเีอช 

น าแบคทีเรียแลคติกท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2.2 ท่ีเก็บในกลีเซอรอลมาลงในอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24-48 ชัว่โมง ใหไ้ดเ้ช้ือจุลินทรียเ์ร่ิมตน้เป็น 109 cfu/ml ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลคติกปริมาณร้อยละ 10 
ลงในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมด 30 กรัมต่อลิตร และพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
บรรจุในขวดซีร่ัมขนาด 120 มิลลิลิตร เล้ียงภายใตส้ภาวะควบคุมและไม่ควบคุมพีเอช ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง กวนท่ีความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ท าการเก็บตวัอยา่งทุกๆ 
12 ชัว่โมง โดยสภาวะควบคุมพีเอชจะท าการปรับพีเอชตวัอยา่งใหอ้ยูใ่นช่วง 5.0-5.5 ทุก 12 ชัว่โมง 
ดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล จากนั้นน าตวัอย่างไปวดัค่าพีเอช  วดัค่าความ
ขุ่นท่ีค่าดูดกลืนแสง 660 นาโนเมตร และน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บ
เซลลม์าวดัการเจริญโดยวดัน ้าหนกัแหง้ น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงไปวดัปริมาณกรดทั้งหมด
โดยวิธีการไทเทรต ปริมาณกรดแลคติกโดย HPLC และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด จากนั้นคดัเลือกสาย
พนัธ์ุแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอล 1 สายพนัธ์ุ และไอโซเมอร์ดี 1 สายพนัธ์ุที
ใหป้ริมาณกรดแลคติกและผลผลิตกรดแลคติกสูงสุดไปใชใ้นการทดลองต่อไป      

 
4. กำรผลติกรดแลคติกจำกน ำ้คั้นและกำกล ำต้นปำล์มโดยวธีิกำรย่อยพร้อมกำรหมัก   
   4.1 ศึกษำผลของปริมำณกำกล ำต้นปำล์มในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์ม 

ชัง่กากล าตน้ปาลม์น ้ามนัส่วน OPT-VB ท่ีไดจ้ากการเตรียมในขอ้ 1.2 ปริมาณร้อยละ 5, 10, 
และ 15 โดยน ้ าหนกัต่อปริมาตร ใส่ขวดเซร่ัมขนาด 120 มิลลิลิตร เติมน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 40 กรัมต่อลิตร พีเอช 5.5 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์เซลลูเลสทางการคา้ท่ีมีกิจกรรมของ
เอนไซม ์15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์ (Lui et al., 2015) แลว้เติมเช้ือแบคทีเรียแล
คติกจากขอ้ 3 ท่ีมีเช้ือเร่ิมตน้ 109 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ปริมาณร้อยละ 10 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส กวนผสมท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ในระหว่างการเพาะเล้ียง
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ควบคุมพีเอชให้อยูใ่นช่วง 5-5.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วาเขม้ขน้ 10 นอร์มอล เก็บ
ตวัอยา่งทุกๆ 12 ชัว่โมง วิเคราะห์ค่าพีเอช ปริมาณกรดทั้งหมดโดยวิธีการไทเทรต ปริมาณกรดแล
คติกโดย HPLC และปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ค านวณอตัราการผลิตผลิตภณัฑ ์และผลผลิตผลิตภณัฑ ์
จากนั้นเลือกปริมาณกากล าตน้ปาล์มท่ีท าให้ไดป้ริมาณกรดแลคติกสูงท่ีสุดเพื่อใชใ้นการทดลอง
ต่อไป  
   4.2 ศึกษำผลของปริมำณเอนไซม์ 
 ชัง่กากล าตน้ปาลม์น ้ามนัในปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.1 ใส่ขวดเซร่ัมขนาด 120 มิลลิลิตร 
เติมน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 40 กรัมต่อลิตร พีเอช 5.5 ปริมาตร 90 
มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเติมเอนไซมเ์ซลลูเล
สท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์ 5, 10, 15 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์ ท าการ
ทดลองและวิเคราะห์เช่นเดียวกบัขอ้ 4.1 จากนั้นเลือกปริมาณเอนไซมท่ี์เหมาะสมท่ีท าใหไ้ดป้ริมาณ
กรดแลคติกสูงสุดเพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 
   4.3 กำรผลติกรดแลคติกแบบกะซ ้ำ 
 ท าสภาวะท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.1 และ 4.2 มาเล้ียงแบคทีเรียแลคติกท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3 
โดยวิธีการหมกัแบบกะซ ้ า ท าการทดลองในขวดเซร่ัมขนาด 120 มิลลิลิตร เช่นเดียวกบัขอ้ 4.1 เพื่อ
เพิ่มอตัราการใชก้ากล าตน้ปาลม์ การผลิตกรดแลคติกและลดการถูกยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑ ์เม่ือหมกั
ครบ 96 ชัว่โมงท าการถ่ายน ้ าหมกัออกปริมาณร้อยละ 90 และเติมน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ใหม่ท่ีมีความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลทั้งหมด 40 กรัมต่อลิตร ปริมาณร้อยละ 90 และเติมเอนไซม์เซลลูเลสท่ีมีค่า
กิจกรรมท่ีเหมาะสมจากข้อ 4.2 ท าการหมักต่ออีก 96 ชั่วโมง ควบคุมพีเอชด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล ให้อยู่ในช่วง 5.0-5.5 ในระหว่างการเพาะเล้ียง 
ท าการหมกัซ ้ าเช่นน้ีอยา่งนอ้ย 5 คร้ัง (modified from Okano et al., 2017) เปรียบเทียบปริมาณกรด
แลคติก อตัราการผลิตและผลผลิตกรดแลคติกของแต่ละกะ 
 
5. กำรผลติกรดแลคติกในถังปฏิกรณ์ขนำด 1 ลติร ด้วยวธีิกำรหมักแบบกะซ ้ำ 
 ท าการเล้ียงเช้ือท่ีคดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.1 ในน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาล 40 
กรัมต่อลิตร พีเอช 5.5 ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ในถงัปฏิกรณ์ขนาด 1.25 ลิตร แลว้เติมกากล าตน้
ปาลม์น ้ ามนัท่ีมีปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.1 น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาทีจากนั้นเติมเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรมท่ีเหมาะสมจากขอ้ 4.2 หมกัท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส กวนผสมท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ควบคุมพีเอชด้วย
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สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล ให้อยูใ่นช่วง 5.0-5.5 ในระหว่างการ
เพาะเล้ียง ท าการหมกัแบบกะซ ้าและวิเคราะห์ตามขอ้ 4.3  
 
6. กำรเกบ็เกีย่วกรดแลคติกโดยกำรดูดซับด้วยเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน  
    6.1 กำรศึกษำผลของปริมำณเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน  
 เรซ่ินแลกเปล่ียนอิออนประจุลบเบสแก่ Amberlite IRA-402 ก่อนท าการทดลองน าไปปรับ
สภาพดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ตามดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เข้มข้น 1 โมลาร์ และน ้ า ตามล าดับ (Moldes et al., 2001) บรรจุเรซ่ิน  Amberlite IRA-402 ใน
ปริมาณท่ีแตกต่างกนั คือ ร้อยละ 4, 6.4, 10 และ 20 โดยน ้าหนกั ในหลอดทดลองขนาด 7.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นเติมสารละลายกรดแลคติกมาตฐานท่ีมีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร พีเอช 5  ปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 90 นาที 
เกบ็ตวัอยา่งไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกท่ีถูกดูดซบัและความเขม้ขน้ของกรดแลคติกท่ี
เหลือในสารละลาย (ดดัแปลงจากวิธีการของ กนกอร ประยรูพนัธ์, 2549) 
    6.2 กำรศึกษำไอโซเทอมกำรดูดซับของเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน 
 เตรียมสารละลายกรดแลคติกมาตรฐานท่ีมีความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั คือ 20, 40, 60, 80 
และ 100 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเป็น 5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 10  
โมลาร์ บรรจุลงในหลอดการทดลองขนาด 7.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเรซ่ินใน
ปริมาณท่ีเหมาะสมจากขอ้ 6.1 ลงในหลอดทดลอง น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 90 นาที (Chooklin et al., 2013) เก็บตัวอย่างไปวิเคราะห์ความ
เขม้ขน้ของกรดแลคติกท่ีถูกดูดซบัและความเขม้ขน้ของกรดแลคติกท่ีเหลือในสารละลาย  
    6.3 กำรเกบ็เกีย่วกรดแลคติกจำกน ำ้หมักโดยคอลมัน์เรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน 
 น าน ้ าหมกัท่ีไดจ้ากการทดลองไปแยกเซลลอ์อกโดยการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปก าจดัสีดว้ยถ่านกมัมนัต ์ท าการทดลองในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน ้ าหมกักรดแลคติกท่ีมีพีเอช 5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมถ่านกมัมนัต์
ปริมาณร้อยละ 4 ลงในขวดรูปชมพู่ แลว้น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
แลว้กรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman No. 1 (Wei et al., 2010)  

น าเรซ่ินท่ีผ่านการปรับสภาพแลว้ปริมาณ 20 กรัม โหลดลงในคอลมัน์ขนาด 1.0 x 46 
เซนติเมตร จากนั้นน าน ้ าหมกักรดแลคติกท่ีผ่านการก าจดัสีแลว้ท่ีมีความเขม้ขน้ 80 กรัมต่อลิตร พี
เอช 5 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร โหลดลงคอลมัน์ดว้ยอตัราการไหล 2 มิลลิลิตรต่อนาทีจนเรซ่ินอ่ิมตวั
แลว้ชะน ้ ากลัน่ 1 รอบ ตามดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 1.0 โมลาร์ ดว้ยอตัราการไหล 
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2 ลิตรต่อนาที เพื่อชะกรดแลคติกออกจากเรซ่ินจนกระทัง่ไม่มีกรดแลคติกออกมาจากทางออกของ
คอลมัน์ (ฐานภูวรินทร์ ร าพาย, 2558) Figure 12 แสดงกระบวนการแยกกรดแลคติกโดยวิธีการดูด
ซบัดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนอิออน  
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 

Figure 12 Process diagram of lactic acid recovery units. 
7. กำรประยุกต์ใช้ผงล ำต้นปำล์มป็นตัวพยุงส ำหรับกำรตรึงเอนไซม์เซลลูเลสโดยวธีิกำรดูดซับทำง

กำยภำพ 

    7.1 กำรตรึงเอนไซม์เซลลูเลสบนผงล ำต้นปำล์มโดยวธีิกำรดูดซับทำงกำยภำพ 

              น าผงล าตน้ปาลม์ส่วนพาเรงไคมา (OPT-PA) ตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสทางการคา้ดว้ยวิธีการ

ดูดซับทางกายภาพ ดัดแปลงตามวิธีการของ Buntic และคณะ (2018) โดยเร่ิมจากการเตรียม

สารละลายเอนไซมเ์ซลลูเลสให้มีกิจกรรม 500 ยนิูต ในสารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 50 มิลลิ

โมลาร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมตวัพยงุผงล าตน้ปาลม์ 0.5 กรัม ลงในสารละลาย

เอนไซม ์ผสมสารละลายเอนไซมก์บัตวัพยงุโดยการเขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นกรองตวัพยงุและเอนไซมท่ี์ถูกตรึงดว้ย

กระดาษกรองเบอร์ 1 แลว้ลา้งดว้ยสารละลายซิเตรทบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร 2 รอบ แลว้น าไปท าให้แห้งท่ีโถดูดความช้ืนเป็นเวลา 1 คืน แลว้เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียศวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป และค านวณค่า Immobilized yield 

(%) และ Immobilized efficiency (%) ตามสมการ 

 Immobilized yield (%) = Immobilized activity / Initial activity × 100  

 Immobilized efficiency (%) = Observed activity / Immobilized activity × 100  

LA 

solution 

Sampling 

Washing solvent 

Eluting solvent 
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    7.2 กำรศึกษำผลของพเีอชต่อกจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 

              น าเอนไซม์ตรึงรูปปริมาณ 10 มิลลิกรัม มาวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ในสารละลาย

บฟัเฟอร์ 2 ชนิด ท่ีมีค่าพีเอชท่ีแตกต่างกัน ได้แก่ สารละลายซิเตตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 50  

มิลลิโมลาร์ ท่ีพีเอช 3, 4, 5 และ 5.5 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีพีเอช 6, 7 และ 8 (Ma et al., 

2015) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติมสารละลายคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีมีความเขม้ขน้ร้อย

ละ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยมีชุดควบคุมคือ

เอนไซม์เซลลูเลสอิสระท่ีไม่ผ่านการตรึง จากนั้นวดักิจกรรมของเอนไซม์คงเหลือโดยวดัจาก

ปริมาณของน ้าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS ค่าพีเอชท่ีใหผ้ลของกิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมสู์งสุดจะคิด

เป็นร้อยละ 100 โดยค านวณค่ากิจกรรมจ าเพาะ แลว้น าค่าท่ีไดค้  านวณกิจกรรมสัมพทัธ์ (relative 

activity) จากสมการ 

 กิจกรรมสมัพทัธ์ (ร้อยละ) = (Ah-Ap)/Ah×100 

 โดยท่ี Ap คือ กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมต์รึงรูป (ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

           Ah คือ กิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมต์รึงรูปสูงสุด (ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

    7.3 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 
             ชัง่เอนไซมต์รึงรูปปริมาณ 10 มิลลิกรัม เติมสารละลายซิเตตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 
มิลลิโมลาร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีมีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั คือ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยมีชุดควบคุมคือเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระท่ีไม่ผา่นการตรึง จากนั้นวดั
กิจกรรมของเอนไซมโ์ดยวดัจากปริมาณของน ้ าตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS ซ่ึงอุณหภูมิท่ีใหผ้ลกิจกรรม
จ าเพาะสูงสุดจะคิดเป็นร้อยละ 100 แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ 
    7.4 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อควำมคงตัวของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 
              ชัง่เอนไซมต์รึงรูปปริมาณ 10 มิลลิกรัม เติมสารละลายซิเตตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 
มิลลิโมลาร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีมีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที (Muthuvelu et al., 2018) จากนั้นน าเอนไซมท่ี์บ่มท่ีเวลาต่างๆมา
วดักิจกรรมของเอนไซม ์ซ่ึงค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมท่ี์เวลาบ่ม 0 นาที จะคิดเป็นร้อยละ 100 
แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ 
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    7.5 กำรศึกษำกำรน ำกลบัมำใช้ซ ้ำของเอนไซม์ตรึงรูป 
              ชัง่เอนไซมต์รึงรูปปริมาณ 10 มิลลิกรัม เติมสารละลายซิเตตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 
มิลลิโมลาร์ พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมสารละลายคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีมีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มในอ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิท่ี 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส แลว้เทส่วนใสออก แลว้เติมสารละลายเตตบฟัเฟอร์ท่ีมีความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ 
พีเอช 5.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายคาร์บอกซีเมทธิลเซลลูโลสท่ีมีความเขม้ขน้ร้อยละ 
1 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในหลอดเดิม บ่มท่ีอุณหภูมิเดิม ท าปฏิกิริยาเช่นน้ีประมาณ 10 รอบ แลว้
น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการท าปฏิกิริยาแต่ละรอบไปวดัปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเกิดข้ึน (Qi et al., 2018) 
แลว้ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม ์ซ่ึงค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมร์อบท่ี 1 จะคิดเป็นร้อยละ 
100 แลว้น าค่าท่ีไดไ้ปค านวณค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ 
    7.6 กำรศึกษำควำมคงตัวในกำรเกบ็รักษำของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 
              ศึกษาความคงตวัในการเก็บรักษาของเอนไซมต์รึงรูปโดยการเก็บรักษาเอนไซมต์รึงรูปท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างทุกๆ 7 วนั เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมคงเหลือของเอนไซมเ์ป็น
เวลา 10 สัปดาห์ ซ่ึงค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซมว์นัท่ี 0 จะคิดเป็นร้อยละ 100 แลว้น าค่าท่ีไดไ้ป
ค านวณค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ 
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บทที่ 3 
ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

1. กำรเตรียมน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและกำกล ำต้นปำล์ม 

น ้าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีไดมี้ลกัษณะสีเหลืองขุ่นมีตะกอนแขวนลอย แสดงดงั Figure 13a  เม่ือ
วิเคราะห์ชนิดของน ้ าตาลพบว่ามีองคป์ระกอบของน ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลซูโครส น ้ าตาลฟรุกโตส 
และน ้ าตาลไซโลส เท่ากบั 26.9±0.06, 4.39±0.25, 9.18±0.25 และ 3.04±0.06 กรัมต่อลิตร คิดเป็น
ร้อยละ 61.8±0.14, 10.1±0.58, 21.1±0.59 และ 6.89±0.13 ตามล าดบั รวมความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ทั้งหมดเท่ากบั 43.51±0.92 กรัมต่อลิตร (Table 13) ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการศึกษาของ Kosugi และคณะ 
(2010) ท่ีพบวา่น ้ าคั้นล าตน้ปาลม์น ้ามนัประกอบดว้ย น ้ าตาลกลูโคส น ้าตาลซูโครส และน ้าตาลฟรุก
โตสเป็นส่วนใหญ่ นอกจากน้ียงัมีน ้ าตาลไซโลส น ้ าตาลกาแลคโตส น ้ าตาลแรมโนส เป็นตน้ และ
ยงัพบกรดอะมิโนหลายชนิด เช่น เซอรีน อะลานีน กรดกลูตามิก และกรดแอสพาติก ซ่ึงคลา้ยกบั
กรดอะมิโนท่ีพบในน ้ าออ้ย อีกทั้งยงัพบกรดอินทรีย ์แร่ธาตุ และวิตามิน ในขณะท่ีจากการศึกษา
ของ Lokesh และคณะ (2012) พบว่าองค์ประกอบในน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มโดยส่วนใหญ่คือน ้ าตาล
ซูโครส รองลงมาคือน ้ าตาลกลูโคส และน ้ าตาลอ่ืนๆ จะเห็นไดว้่าน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มน ้ ามนัอาจมี
องคป์ระกอบและปริมาณของน ้ าตาลชนิดต่างๆ แตกต่างกนั ข้ึนอยู่กบัสายพนัธ์ุของปาล์มน ้ ามนั 
พื้นท่ีเพาะปลูก และอายุของปาล์มน ้ ามนัท่ีแตกต่างกัน (อิสรา โกมลเกียรติ, 2556) และจากการ
วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดพบว่ามีปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเท่ากบั 0.63 กรัมต่อลิตร ดงั
แสดงใน Table 13 ซ่ึงคุณสมบติัของน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ดงักล่าว ถือวา่มีความเหมาะสมในการใชเ้ป็น
แหล่งอาหารของจุลินทรียใ์นการผลิตกรดแลคติกได ้โดยงานวิจยัท่ีศึกษาองคป์ระกอบของน ้ าตาล
ในน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ ดงัแสดงใน Table 14 

ส าหรับค่าพีเอชของน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์พบว่ามีค่าเท่ากบั 5.43 ซ่ึงใกลเ้คียงกบังานวิจยัของ 
Kosugi และคณะ (2010) ท่ีพบว่าค่าพีเอชในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์มีค่าประมาณ 5.0 จากการศึกษาของ 
อิสรา โกมลเกียรติ (2016) พบว่าตน้ปาล์มน ้ ามนัสดมีค่าพีเอชประมาณ 7 ส่วนน ้ าคั้นล าตน้ปาล์ม
น ้ ามนัมีค่าพีเอช 4.50 ซ่ึงการลดลงของค่าพีเอชในน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มน ้ ามนัเกิดจากการหมกัของ
จุลินทรียใ์นระหวา่งการเกบ็รวบรวม การขนส่ง และการจดัเกบ็  
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Figure 13 Preparation of oil palm sap (a) and oil palm trunk (b). 

 
Table 13 Analysis of sugar and organic acid contained in sap from felled oil palm trunk 

Composition Concentration (g/L) Sugar content (%) 
Glucose 26.9±0.06 61.8±0.14 
Fructose 4.39±0.25 10.1±0.58 
Sucrose 9.18±0.25 21.1±0.59 
Xylose 3.04±0.06 6.89±0.13 
Acetic acid 4.18±0.81  
Lactic acid 1.48±0.43  
Total nitrogen 0.63±0.04  

 

 

 

(a) 

(b) 

1. Oil palm trunk 2. Cross section 3. Squeezing 4. Oil palm sap 

1. Oil palm trunk residues           2. Milling 3. Screening through a mesh 

4. OPT-VB (0.75-2 mm) 

5. OPT-PA (< 0.75 mm) 
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Table 14 Sugar composition in oil palm sap by various study 

Composition 
Kosugi et al. 

(2010) 
Lokesh et al. 

(2012) 
Chooklin et 
al. (2012) 

Nutongkaew 
et al. (2019) 

This study 

Glucose (g/L) 50.2 16.01 16.58 12.74 26.9 
Sucrose (g/L) 3.8 33.28 nd nd 9.18 
Fructose (g/L) 3.1 1.55 2.59 5.06 4.39 
Xylose (g/L) 0.97 0.97 nd nd 3.04 
Arabinose (g/L) nd 0.51 nd nd nd 

*nd means not detected 

กากล าตน้ปาลม์น ้ามนัท่ีเหลือจากการคั้นน ้าประกอบไปดว้ยกลุ่มเซลลท่์อล าเลียง (vascular 
bundles) และกลุ่มเซลลพ์าเรงไคมา (parenchyma) ท่ีอยู่รอบๆกลุ่มเซลลท่์อล าเลียง (Hashim et al., 
2011) เม่ือน าไปอบแห้งและลดขนาดโดยการบดและร่อนผ่านตะแกรงร่อนขนาด 10, 25 และ 30  
เมช จากลกัษณะทางกายภาพของไมต้น้ปาลม์ท าใหส้ามารถแยกกากล าตน้ปาลม์ไดเ้ป็นสองส่วนคือ
ส่วนท่ีเป็นเส้นใย (vascular bundle, OPT-VB) ซ่ึงจะมีขนาด 0.75-2.0 มิลลิเมตร และส่วนท่ีเป็นผง 
(parenchyma,OPT- PA) จะมีขนาดท่ีเล็กกว่า 0.75 มิลลิเมตร คิดเป็นร้อยละ 62 และ 38 ตามล าดบั 
ดงัแสดง Figure 14 การลดขนาดกากล าตน้ปาลม์มีความจ าเป็นต่อการน าไปใชป้ระโยชน์ต่อ จาก
งานวิจยัของ Chen และคณะ (2012) ท่ีศึกษาผลของขนาดของฟางขา้วฟ่างในช่วง 9.5-1.8 มิลลิเมตร, 
4.0-6.0 มิลลิเมตร และ 1.0-2.0 มิลลิเมตร ในการปรับสภาพไมด้ว้ยแอมโมเนียมไฮดรอกไซดร่์วมกบั
การให้ความร้อนดว้ยไมโครเวฟต่อปริมาณน ้ าตาลท่ีไดห้ลงัจากการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์พบว่ายิ่งฟาง
ขา้วมีขนาดเลก็ลงจะส่งผลใหป้ริมาณน ้ าตาลท่ีไดห้ลงัจากการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์พิ่มข้ึน โดยฟางขา้ว
ท่ีมีขนาด 1.0-2.0 มิลลิเมตร สามารถใหป้ริมาณน ้าตาลสูงสุด  

จากการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนัส่วนของ OPT-VB พบว่า
มีองค์ประกอบของเซลลูโลสร้อยละ  56.6 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 23.44 ลิกนินร้อยละ 13.7 และ
ปริมาณแป้งร้อยละ 4.76 ในขณะท่ีส่วน OPT-PA มีองคป์ระกอบของเซลลูโลสร้อยละ 37.06 เฮมิ
เซลลูโลสร้อยละ 29.83 ลิกนินร้อยละ 18.36 และปริมาณแป้งร้อยละ 25.09 (Table 15) จะเห็นไดว้่า
ส่วนของ OPT-VB จะมีองคป์ระกอบของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสท่ีสูงกว่าส่วนของ OPT-PA 
ในขณะท่ีส่วน OPT-PA จะมีปริมาณแป้งมากกว่า OPT-VB เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Prawitwong 
และคณะ (2012) ท่ีศึกษาการผลิตเอทานอลจากล าตน้ปาล์มน ้ ามนัโดยแบ่งส่วนของล าตน้ปาล์ม
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ออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนของ VB และ PA โดยส่วนของ VB จะมีปริมาณกลูแคนและไซแลนสูงกวา่ 
PA แต่มีปริมาณแป้งท่ีนอ้ยกวา่ 
 

 

 

 

 

Figure 14 Characteristic of separated (a) vascular bundle (OPT-VB) and (b) parenchyma of oil 
palm trunk (OPT-PA). 
 
Table 15 Composition analysis of vascular bundle and parenchyma 

Plant part Cellulose (%) Hemicellulose (%) Lignin (%) Starch (%) 
Vasscular bundle 56.6 23.44 13.70 4.76 

Parenchyma 37.06 29.83 8.36 25.09 
 
2. กำรแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียแลคติกจำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและหัวเช้ือนมเปร้ียวคเีฟอร์เกรน 
    2.1 กำรแยกแบคทีเรียแลคติกจำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและหัวเช้ือนมเปร้ียวคเีฟอร์เกรน 

จากการทดลองแยกเช้ือแบคทีเรียแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้และหวัเช้ือนมเปร้ียวคีเฟอร์เกรน
ปาลม์โดยวิธีการเกล่ียเช้ือบนอาหารแขง็ MRS ท่ีมี bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์ ซ่ึงจะท าให้
อาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลืองเม่ือเช้ือจุลินทรียมี์การสร้างกรด และพบวา่ลกัษณะของ
โคโลนีของเช้ือท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ มีลกัษณะกลม มีความวาว มีทั้งขนาดเลก็และขนาดใหญ่ 
ซ่ึงเม่ือท าการนบัจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือพบว่า จุลินทรียท่ี์แยกจากน ้ าคั้น
ล าตน้ปาลม์มีจ านวน 3.0 × 107 โคโลนีต่อมิลลิลตร ในขณะท่ีจุลินทรียท่ี์แยกได้จากคีเฟอร์เกรนมี
จ านวน 9.6 ×108 โคโลนีต่อกรัม ดงัแสดงใน Table 16 จะเห็นไดว้่าในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์มีจ านวน
จุลินทรียน์้อยกว่าในคีเฟอร์เกรนประมาณ 10 เท่า เน่ืองจากคีเฟอร์เกรนเป็นหัวเช้ือนมเปร้ียวท่ี
ประกอบไปดว้ยกลุ่มเช้ือผสมระหว่างแบคทีเรียและยีสต ์(Arslan et al., 2015) จึงท าให้มีประชากร
ของจุลินทรียท่ี์หนาแน่นกว่าในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ จากนั้นคดัเลือกโคโลนีตรงบริเวณท่ีมีการสร้าง
กรดมาเกล่ียเช้ือใหม่จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ แลว้ตรวจสอบคุณสมบติัการเป็นแบคทีเรียแลคติกเบ้ืองตน้

(a) (b) 



68 
 

โดยการทดสอบคะตะเลส โดยสารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ร้อยละ 3 พบว่า 
มี 27 ไอโซเลท ท่ีแยกจากคีเฟอร์เกรน และ 7 ไอโซเลทท่ีแยกจากน ้ าคั้นล าต้นปาล์มท่ีมีผล 
คะตะเลสเป็นลบ คือไม่มีการสร้างฟองแก๊สเกิดข้ึน จากนั้นน าไอโซเลทท่ีใหผ้ลคะตะเลสเป็นลบไป
ยอ้มแกรมพบว่าทั้ง 27 ไอโซเลท ท่ีแยกจากคีเฟอร์เกรน และ 7 ไอโซเลทท่ีแยกจากน ้ าคั้นล าตน้
ปาลม์ใหผ้ลการยอ้มแกรมเป็นบวก คือ ติดสีม่วงของคริสตลัไวโอเลต จากผลการแยกเช้ือแบคทีเรีย
แลคติกจากทั้งสองแหล่ง พบว่า เป็นแบคทีเรียแลคติกทั้งหมด 34 ไอโซเลท (Table 17) จากนั้นน า
แต่ละไอโซเลทไปท าการคดัเลือกเบ้ืองตน้โดยเปรียบเทียบกบัเช้ือแบคทีเรียแลคติกท่ีมีอยู่แลว้ใน
ห้องปฏิบติัการ 3 สายพนัธ์ุ คือ L. acidophilus TISTR 1338, L. casei และ L. kefiranofaciens JCM 
6985 เพื่อคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีใหผ้ลผลิตกรดแลคติกสูงสุด 

 
Table 16 Total plate count by using spread plate on MRS agar supplemented with 0.02% 
bromocresal purple 

Source Total plate count 
Kefir grains 9.6 × 108 (CFU/g) 
Oil palm sap 3.0 × 107 (CFU/ml) 

 

Table 17 Characteristics of isolated lactic acid bacteria   
 
Source 

Catalase test Gram-staining Morphology LAB* 
(isolates)  + - + - rod cocci long rod 

Kefir grains 13 27 27 - 18 3 6 27 
Oil palm sap 3 7 7 - 6 1 - 7 

*LAB: Lactic acid bacteria 

    2.2 กำรคดัเลอืกแบคทีเรียกรดแลคติกทีผ่ลติกรดแลคติกเบือ้งต้น 
จากผลการทดลองขา้งตน้ท าใหไ้ดเ้ช้ือแบคทีเรียแลคติกทั้งหมด 34 ไอโซเลท ประกอบดว้ย 

แบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากคีเฟอร์เกรน 27 ไอโซเลท และจากน ้ าคั้นล าตน้ปาล์ม 7 ไอโซเลท 
จากนั้นน าไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MRS เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ี
สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งเบ้ืองตน้โดยวิธีการไทเทรตหาปริมาณกรดทั้งหมดท่ีเช้ือผลิตได้
เปรียบเทียบกับแบคทีเ รียแลคติก 3 สายพันธ์ุ  คือ L. acidophilus TISTR 1338, L. casei และ  
L. kefiranofaciens JCM 6985 ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้แบคทีเรียแลคติกสามารถให้ผลผลิตผลิตกรดแล
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คติกไดถึ้ง 1 กรัมต่อกรัมกลูโคส (A-dellrahman et al., 2011) ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงคดัเลือกสาย
พนัธ์ุท่ีใหผ้ลผลิตกรดทั้งหมดมากกว่า 0.8 กรัมต่อกรัม เป็นเกณฑใ์นการคดัเลือก ผลการทดลองดงั
แสดงใน Table 18 และ 19 พบว่าแบคทีเรียแลคติกทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีเป็นสายพนัธ์ุอา้งอิงให้ผลผลิต
กรดทั้งหมดสูงกว่า 0.8 กรัมต่อกรัม ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์มีเพียง 1 ไอ
โซเลท คือ SAP4 ท่ีใหผ้ลผลิตกรดทั้งหมดมากกว่า 0.8 กรัมต่อกรัม ส่วนแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกได้
จากคีเฟอร์เกรนท่ีให้ผลผลิตกรดทั้งหมดมากกว่า 0.8 กรัมต่อกรัม มีทั้งหมด 4 ไอโซเลท คือ ไอโซ
เลทรหัส KF1, KF6, KF16, และ F19  นอกจากน้ียงัพบว่าสายพนัธ์ุท่ีสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้ง
จะมีอตัราการเจริญท่ีสูงด้วย จากนั้นน าสายพนัธ์ุท่ีให้ผลผลิตกรดแลคติกสูงทั้ง 8 สายพนัธ์ุไป
ตรวจสอบ stereoisomer ของกรดแลคติกท่ีแต่ละสายพนัธ์ุผลิตไดว้่าเป็นไอโซเมอร์แอล หรือดี หรือ
ทั้งสองไอโซเมอร์โดยใชว้ิธีทางเอนไซมซ่ึ์งมีความจ าเพาะเจาะจงสูง (Cingadi et al., 2015) โดยใช้
ชุดทดสอบทางการคา้ (D/L lactic assay kit, Megazyme, Ireland) ผลการทดลองดงัแสดงใน Table 
18 พบว่าสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกั มี 5 สายพนัธ์ุ คือ L. acidophilus 
TISTR 1338, L. casei,  ไอโซเลทรหัส F16, F19 และ SAP4 ซ่ึงมีค่า optical purity มากกว่าร้อยละ 
60 และสามารถผลิตกรดแลคติกไดเ้ท่ากบั 20.95, 22.19, 18.01, 18.21, 17.75 และ 12.87 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั ได้แก่ L. kefiranofaciens 
JCM 6585 และ ไอโซเลทรหัส KF1, และ KF6 โดยมีค่า optical purity มากกว่าร้อยละ 70 และมี
สามารถผลิตกรดแลคติกได้เท่ากับ 13.13, 14.17 และ 10.90 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  จากผลการ
ทดลองใน Table 19 จะเห็นไดว้า่ไอโซเลทรหสั SAP4 และ KF6 นอกจากจะผลิตกรดแลคติกแลว้ยงั
ผลิตกรดอะซิติกเป็นผลิตภณัฑพ์ลอยไดเ้ท่ากบั 9.11 และ 8.03 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ซ่ึงมีปริมาณท่ี
ใกลเ้คียงกับปริมาณของกรดแลคติกท่ีเช้ือผลิตได้ ดังนั้ นไอโซเลทรหัส SAP4 และ KF6 จึงไม่
เหมาะสมท่ีจะใชใ้นการผลิตกรดแลคติกเป็นหลกั 

จากการทดลองน้ีจะไดแ้บคเรียแลคติกทั้งหมด 6 สายพนัธ์ุ (Table 20) ท่ีให้ผลผลิตกรด

ทั้งหมดสูง 0.8 กรัมต่อกรัมกลูโคส และผลิตกรดแลคติกได ้10.90-22.19 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถ

แบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกั ไดแ้ก่ L. acidophilus 

TISTR 1338, L. casei,  ไอโซเลทรหัส F16, และไอโซเลทรหัส F19 และกลุ่มท่ีผลิตกรดแลคติกไอ

โซเมอร์ดีเป็นหลัก ได้แก่  L. kefiranofaciens JCM 6585 และไอโซเลทรหัส KF1 จากนั้ นน า

แบคทีเรียแลคติกท่ียงัไม่ทราบสายพนัธ์ุซ่ึงไดแ้ก่ ไอโซเลท F16, F19 และ KF1 ไปวิเคราะห์ล าดบั

เบสของ 16S rDNA เพื่อจดัจ าแนกสายพนัธ์ุ 
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Table 18 Total acid production by each isolate from kefir grains after 48 h of cultivation 

Strains OD 660 nm pH Total acid (g/L) Total acid yielda (g/g-glucose) 
KF1 1.996±0.07 4.18±0.007 18.9±0.04 0.94 
KF2 1.766±0.01 4.19±0.000 17.8±0.21 0.89 
KF3 1.50±0.04 4.87±0.000 8.5±0.01 0.43 
KF6 1.804±0.21 4.13±0.007 19.1±0.01 0.95 
KF7 1.14±0.25 4.94±0.007 8.1±0.01 0.40 
KF10 1.09±0.05 5.03±0.007 9.1±0.01 0.45 
KF17 0.98±0.15 5.11±0.007 9.6±0.01 0.48 

F3 0.83±0.17 4.89±0.021 6.4±0.01 0.32 
F4 1.36±0.21 4.82±0.007 7.1±0.00 0.35 
F5 0.76±0.20 4.96±0.049 5.3±0.02 0.26 
F6 0.71±0.45 4.97±0.021 5.2±0.01 0.26 
F10 1.00±0.10 5.10±0.064 9.3±0.02 0.46 
F12 0.788±0.43 4.95±0.000 4.6±0.01 0.23 
F15 1.88±0.04 4.38±0.035 16.3±0.03 0.82 
F16 2.88±0.04 4.19±0.021 18.0±0.01 0.90 
F19 2.97±0.03 4.13±0.028 17.7±0.01 0.88 
F20 1.45±0.01 4.86±0.035 9.2±0.09 0.46 
F21 1.85±0.01 4.26±0.028 14.7±0.03 0.74 
F22 0.62±0.21 5.12±0.0021 5.5±0.02 0.27 
F23 1.86±0.01 4.82±0.03 6.6±0.05 0.33 
F25 1.98±0.03 4.34±0.21 16.1±0.04 0.80 
F26 1.77±0.28 4.13±0.57 17.5±0.01 0.88 
F27 1.58±0.01 5.03±0.24 9.0±0.04 0.45 
F29 1.08±0.11 4.87±0.20 8.65±0.14 0.43 
F30 1.19±0.15 4.88±0.15 8.88±0.42 0.44 
F32 0.98±0.64 5.00±0.30 7.82±0.06 0.39 
F35 1.48±0.01 4.92±0.10 8.97±0.09 0.45 

*Batch cultures were conducted in test tubes with 10 ml working volume in MRS medium 
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Table 19 Total acid production by each isolate from oil palm sap and stock culture after 48 h of 
cultivation 

Strains OD 660 nm pH 
Total acid 

(g/L) 
Tatal acid yielda 

(g/g-glucose) 
SAP2 1.009±0.001 4.38±0.057 11.7±0.13 0.58 
SAP4 1.117±0.000 4.36±0.191 17.0±0.01 0.85 
SAP5 0.895±0.010 4.58±0.028 13.1±0.06 0.66 
SAP7 1.058±0.002 4.57±0.042 13.1±0.06 0.66 
SAP8 0.785±0.191 4.58±0.014 11.3±0.06 0.56 
SAP9 0.958±0.007 4.21±0007 14.4±0.00 0.72 
SAP10 1.024±0.005 4.27±0.035 10.8±0.00 0.54 
L. acidophilus 
TSTR 1338 

2.69±0.014 4.02±0.028 21.3±0.03 1.0 

L. casei 2.40±0.008 4.10±0.04 19.5±0.05 0.97 
L.  kefiranofaciens 
JCM 

1.416±0.021 4.28±0.05 17.60±0.19 0.88 

*Batch cultures were conducted in test tubes with 10 mL working volume in MRS medium 
a Based on glucose concentration of 20 g/L in MRS; Yp/s= (Pf-P0)/(Sf-S0)  
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Table 20 Detection of isomeric form and optical purity by using D/L lactic acid assay kit and 
detected lactic acid and acetic acid production by HPLC after 48 h of cultivation 

Strains 
Major 
isomer 

Optical purity (%) Lactic acid (g/L) Acetic acid (g/L) 

KF1 D 75.4 14.17±0.20 3.45±0.06 
KF6 D 66.9 10.9±0.05 8.03±0.56 
F16 L 97.2 18.01±0.10 0.64±0.02 
F19 L 96.6 17.75±0.47 0.65±0.03 
SAP4 L 69.8 12.87±0.19 9.11±0.22 
L. acidophilus 
TISTR 1338 

L 62.7 20.95±0.23 2.72±0.10 

L.casei L 61.9 22.19±0.56 3.32±0.22 

L. kefiranofaciens 
JCM 6985 

D 97.6 13.13±0.51 2.46±0.86 
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    2.3 กำรเทยีบเคยีงสำยพนัธ์ุของแบคทเีรียแลคติกทีค่ดัเลอืกได้ 
 จากการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกจากคีเฟอร์เกรนและจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีให้ปริมาณ

กรดแลคติกสูง  สามารถคัด เ ลือกได้ 6 สายพัน ธ์ุ  คือ  L. acidophilus TISTR 1338, L. casei,   

L. kefiranofaciens JCM 6585, ไอโซเลทรหัส F16, ไอโซเลทรหัส F19 และไอโซเลทรหัส KF1 ซ่ึง

จะมี 3 ไอโซเลทท่ียงัไม่ทราบสายพนัธ์ุของเช้ือจึงน ามาจดัจ าแนกสายพนัธ์ุโดยการวิเคราะห์ล าดบั

เบสของ 16S rDNA โดยใช ้Universal primer คือ 27F (5’ –CACCAGGTTCTGCC -3’) และ 1492R 

(5’- CGGTTACCTTGTTACGACTT- 3’) ซ่ึงเป็นไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับแบคทีเรีย น ามา

เปรียบเทียบล าดบัเบสท่ีมีอยู่ใน database ท่ีมีฐานขอ้มูลอยู่ในอินเตอร์เน็ตดว้ยโปรแกรม BLAST

จ า ก  National Center for Biotechnology Information server (NCBI) 

(http//:www.ncbi.nlm.nim.gov/BLAST/) ผลการทดลองดังแสดงใน Table 21 พบว่าแบคทีเรีย 

แลคติกไอโซเลท  f16 และ f19 มีล าดับเบสเหมือนกับ Lactobacillus paracasei R094 (Genblank 

accession number NR 025880.1) ซ่ึงมีความเหมือนร้อยละ 100 (2553/2553 bp) จึงจ าแนกแบคทีเรีย

แลคติกไอโซเลท F16 และ F19 Lactobacillus paracasei F16 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติก 

ไอโซเมอร์ L(+)-lactic acid เป็นหลกั ส่วนไอโซเลทรหัส KF1 มีล าดับเบสท่ีเหมือนกับ L. kefiri 

(Genblank accession number AJ_621553) ซ่ึงมีความเหมือนร้อยละ 99.93 จึงจดัจ าแนกเป็น L. kefiri 

KF1 และจากการศึกษาแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุท่ีคดัแยกไดโ้ดยใชแ้ผนภูมิตน้ไม ้(Phylogenetic 

tree) เพื่อแสดงให้เห็นถึงวิวฒันาการและความสัมพนัธ์คลา้ยคลึงกับแบคทีเรียในกลุ่มใด โดย

วิเคราะห์แบบ neighbor-joining (Figure 15) ซ่ึงมี Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 เป็น 

out group ในแผนภูมิตน้ไมจ้ะเห็นไดว้า่ แบคทีเรียแลคติก ไอโซเลท F16 และ F19 มีความใกลเ้คียง

กบั Lactobacillus paracasei ส่วนไอโซเลทรหสั KF1 มีความใกลเ้คียงกบั Lactobacillus kefiri 

Table 21 Identification of the selected L-lactic acid producing strains by 16S rDNA sequence 

analysis 

Isolated Identification 
GenBank Accession 

No. 
Base pair Similarity (%) 

F16 L. paracasei  R094 NR_025880.1 2553/2553 100 
F19 L. paracasei R094 NR_025880.1 2553/2553 100 
KF1 L. kefiri AJ_621553 1346/1346 99.93 
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Figure 15 Phylogenetic tree of the selected strains based on the 16S rDNA sequence analysis.
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3. กำรคดัเลอืกแบคทเีรียแลคติกทีเ่จริญและผลติกรดแลคติกได้ในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มภำยใต้สภำวะที่

ควบคุมและไม่ควบคุมพเีอช 

จากการศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากแบคทีเรียแลคติก 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีผลิตกรดแลคติก
ไอโซเมอร์แอลเป็นหลัก ได้แก่ แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus casei, L. acidophilus 
TISTR 1338 และ L.  paracasei F16 และกลุ่มท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลัก ได้แก่   
L. kefiranofaciens JCM 6985 และ L. kefiri KF1 เพาะเล้ียงในน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีมีความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 30 กรัมต่อลิตร โดยไม่เติมสารอาหารอ่ืนๆและปรับพีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 5.5 
กวนท่ีความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ภายใต้
สภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอชและควบคุมพีเอชในระหว่างการหมกัให้อยู่ในช่วง 5-5.5 โดยโซเดียม 
ไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 10 นอร์มอล ผลการทดลองแสดงใน Figure 16a, 17a, 18a, 19a และ 20a 
พบว่าภายใตส้ภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอช แบคทีเรียแลคติกทุกสายพนัธ์ุเจริญเติบโตไดดี้โดยมีน ้ าหนกั
เซลล์แห้งในช่วง 0.55-1.15 กรัมต่อลิตร และผลิตกรดทั้ งหมดในช่วง 5.11-12.74 กรัมต่อลิตร 
ในขณะท่ีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดยงัคงเหลือ 7.62-17.80 กรัมต่อิลตร นอกจากน้ียงัพบว่าค่าพีเอชของ
น ้าหมกัลดลงอยา่งรวดเร็วไปจนถึงช่วง 3.11-3.45 ซ่ึงการลดลงของพีเอชเกิดจากการสะสมของกรด
แลคติก โดยทัว่ไปแลว้กรดแลคติกจะมีค่า pKa เท่ากบั 3.86 (Adashi et al., 1998) ซ่ึงถา้ค่าพีเอชของ
น ้าหมกัลดลงต ่ากว่า pKa ของกรดแลคติกจะท าใหก้รดแลคติกอยูใ่นรูปท่ีไม่แตกตวั (undissosiated) 
ท าให้กรดแลคติกเขา้ไปแตกตวัภายในเซลล ์ส่งผลให้มีการเพิ่มจ านวนของโปรตอนภายในเซลล ์
เซลลจึ์งตอ้งใชพ้ลงังานในการผลกัโปรตอนออกนอกเซลล ์ท าใหมี้พลงังานเหลือไม่เพียงพอในการ
เจริญเติบโต เซลลจึ์งหยดุการเจริญเติบโตหรือตายในท่ีสุด (Hofvendahl and Hahn-Hagerdal, 2000) 
และเม่ือเซลลห์ยดุการเจริญ การผลิตกรดแลคติกกจ็ะหยดุลงดว้ยเช่นกนั  

เม่ือมีการควบคุมพีเอชในระหว่างการหมกัให้อยูใ่นช่วง 5.0-5.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล พบวา่แบคทีเรียแลคติกทุกสายพนัธ์ุสามารถเจริญเติบโตได้
ดีกวา่สภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอชโดยน ้าหนกัเซลลแ์หง้เพิ่มข้ึนเป็น 0.96-1.66 กรัมต่อลิตร และปริมาณ
กรดทั้งหมดเพิ่มข้ึนเป็น 11.95-17.44 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงใน Figure 16b, 17b, 18b, 19b และ 20b 
จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่การควบคุมพีเอชมีความส าคญัต่อกระบวนการหมกักรดแลคติก โดย
การเล้ียงแบคทีเรียแลคติกภายใตส้ภาวะควบคุมพีเอช จะเป็นการเติมด่างซ่ึงจะท าให้กรดแลคติก
แตกตวัและจบักบัด่างท าใหเ้กิดเกลือและลดการยบัย ั้งของกรดแลคติกต่อเซลลไ์ด ้

 เม่ือน าตวัอย่างน ้ าหมกัชัว่โมงสุดทา้ยไปวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดย HPLC ผลการ
ทดลองดงัแสดงใน Table 22 พบว่าในกลุ่มของแบคทีเรียแลคติกท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอล
เป็นหลกั L. acidophilus TISTR 1338 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 21.98 กรัมต่อลิตร 
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ภายใตส้ภาวะควบคุมพีเอช และให้ผลผลิตกรดแลคติกเท่ากับ 0.80 กรัมต่อกรัม และผลิตกรด 
อะซิติกเป็นผลิตณัฑ์พลอยได้เล็กน้อย ส่วนกลุ่มท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั พบว่า  
L. kefiri KF1 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 19.31 กรัมต่อลิตร และให้ผลผลิตกรดแล
คติกเท่ากบั 0.75 กรัมต่อกรัม นอกจากน้ีพบว่า L. kefiri KF1 ยงัสามารถผลิตกรดอะซิติกและเอทา
นอลเป็นผลิตภณัฑพ์ลอยได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Guyot และคณะ (2000) ท่ีศึกษาผล
ของการควบคุมพีเอชต่อการผลิตกรดแลคติกจากแป้งท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 20 กรัมต่อ
ลิตร โดยใชเ้ช้ือ Lactobacillus manihotivoran LMG 18010 ซ่ึงพบว่าสภาวะท่ีไม่มีการควบคุมพีเอช 
เช้ือผลิตกรดแลคติกได้เพียง 6.0 กรัมต่อลิตรท่ี 24 ชั่วโมง ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงในสภาวะท่ี
ควบคุมพีเอชเป็น 6 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 5 นอร์มอล พบวา่เช้ือสามารถ
ผลิตกรดแลคติกเพิ่มข้ึนเป็น 12.5 กรัมต่อลิตร เช่นเดียวกบั Mussatto และคณะ (2008) ท่ีรายงานว่า
ภายใตส้ภาวะท่ีไม่ควบคุมพีเอชแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. delbrueckii UFV H2B20 ผลิตกรด 
แลคติกไดเ้พียง 13.02 กรัมต่อลิตร และเม่ือมีการควบคุมพีเอชดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
เช้ือสามารถผลิตกรดแลคติกไดเ้พิ่มข้ึนเท่ากบั 35.54 กรัมต่อลิตร  

นอกจากน้ี เ ม่ือเปรียบเทียบการผลิตกรดแลคติกจากแบคทีเ รียแลคติกสายพันธ์ุ 
 L. acidophilus TISTR 1338 ซ่ึงผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกัและ L. kefiri KF1 ซ่ึงผลิต
กรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกัจะเห็นไดว้า่ L. acidophilus TISTR 1338 สามารถผลิตกรดแลคติก
ไดม้ากกว่าร้อยละ 90 ซ่ึงจะอาศยัการหมกัน ้ าตาลผ่านกระบวนการหมกัแบบ Homofermentative 
ในขณะท่ี L. kefiri KF1 จะอาศยัการหมกัน ้ าตาลผา่นกระบวนการหมกัแบบ Heterofermentative ซ่ึง
นอกจากจะผลิตกรดแลคติกแลว้ ย ังผลิตกรดอะซิติก และเอทานอลด้วย โดยเช้ือจะใช้น ้ าตาล
บางส่วนในการผลิตกรดอะซิติก และเอทานอลจึงส่งผลใหผ้ลิตกรดแลคติกไดน้อ้ยกวา่ 
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Figure 16 Lactobacillus acidophilus TISTR 1338 cultivated in oil palm sap under condition 

without pH control (a) and with pH control (b). 

 

 

 

Figure 17 Lactobacillus casei cultivated in oil palm sap under condition without pH control (a) 

and with pH control (b). 
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Figure 18 Lactobacillus paracasei F16 cultivated in oil palm sap under condition without pH 

control (a) and with pH control (b). 

 

 

  

Figure 19 Lactobacillus kefirarafaciens JCM 6985 cultivated in oil palm sap under condition 

without pH control (a) and with pH control (b). 

 
 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

D
ry

 c
el

l 
w

ei
g
h
t 

(g
/L

)

T
at

al
 a

ci
d
 p

ro
d
u
ct

io
n
 a

n
d
 t

o
ta

l 

su
g
ar

 c
o
n
su

m
p
ti

o
n
 (

g
/L

) 

Time (h)

Total acid
Total sugar
Dry cell weight

0

2

4

6

8

10

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

D
ry

 c
el

l 
w

ei
g
h
t 

(g
/L

)

T
at

al
 a

ci
d
 p

ro
d
u
ct

io
n
 a

n
d
 t

o
ta

l 

su
g
ar

 c
o
n
su

m
p
ti

o
n
 (

g
/L

) 

Time (h)

Total acid
Total sugar
Dry cell weight

0

2

4

6

8

10

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

D
ry

 c
el

l 
w

ei
g
h
t 

(g
/L

)

T
at

al
 a

ci
d
 p

ro
d
u
ct

io
n
 a

n
d
 t

o
ta

l 

su
g
ar

 c
o
n
su

m
p
ti

o
n
 (

g
/L

) 

Time (h)

Total acid
Total sugar
Dry cell weight

0

2

4

6

8

10

0

5

10

15

20

25

30

0 12 24 36 48 60 72

D
ry

 c
el

l 
w

ei
g
h
t 

(g
/L

)

T
at

al
 a

ci
d
 p

ro
d
u
ct

io
n
 a

n
d
 t

o
ta

l 

su
g
ar

 c
o
n
su

m
p
ti

o
n
 (

g
/L

) 

Time (h)

Total acid
Total sugar
Dry cell weight

(a)  (b)  

(a)  (b)  



79 
 

 

  

Figure 20 Lactobacillus kefiri KF1 cultivated in oil palm sap under condition without pH control 

(a) and with pH control (b). 
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Table 22 Lactic acid, acetic acid and ethanol production by lactic acid bacteria cultivated in sap broth (total sugar 
30 g/L) with and without pH controlled detected by HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  * Different superscript letters indicate significant differences between strains and conditions in the same group, * nd means not detected.

Metabolites  
LAB group that produce mainly 

L-lactic acid 
LAB group that produce mainly 

D-lactic acid 
L. acidphilus TISTR 1338 L. casei L. paracasei F16 L. kefirarafaciens JCM 6985 L. kefiri KF1 

Uncontrolled pH      

Lactic acid (g/L) 12.63±0.12a 7.22±0.46c 11.04±0.89b 4.54±0.33d 11.37±0.59ab 

Acetic acid (g/L) 0.37±0.11c 0.13±0.05d 0.52±0.22b 0.36±0.09c 0.98±0.5a 

Ethanol (g/L) nd 4.53±0.27a 0.46±013d 0.54±0.26c 3.88±1.06b 

Lactic acid yield (g/g-sugar) 0.66±0.01a 0.39±0.02c 0.69±0.06a 0.37±0.03c 0.53±0.03b 

Controlled pH      

Lactic acid (g/L) 21.98±3.36a 18.9±0.79ab 18.57±0.30c 13.13±1.24d 19.31±1.11b 

Acetic acid (g/L) 0.91±0.01b 0.69±0.02d 1.06±0.17a 0.31±0.07b 0.80±0.09c 

Ethanol (g/L) nd 0.11±0.15c 0.68±0.24b 0.12±0.20c 1.25±0.53a 

Lactic acid yield (g/g-sugar) 0.80±0.12a 0.73±0.03a 0.79±0.01a 0.60±0.06b 0.75±0.04a 
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4. กำรผลติกรดแลคติกจำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและกำกล ำต้นปำล์มด้วยวธีิกำรย่อยพร้อมกำรหมัก 

    4.1 กำรศึกษำผลของปริมำณกำกล ำต้นปำล์มในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์ม 
การผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรียแลคติกโดยทัว่ไปแลว้จะข้ึนอยู่กับความเขม้ขน้ของ

แหล่งคาร์บอน ในงานวิจยัน้ีจึงศึกษาการเติมกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนัในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์เพื่อเพิ่ม
แหล่งคาร์บอนให้กับจุลินทรีย์ในการผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการย่อยพร้อมการหมัก ซ่ึงใน
กระบวนการผลิตกรดแลคติกจากแหล่งคาร์บอนประเภทลิกโนเซลลูโลสจะตอ้งเติมสารอาหารอ่ืนๆ
ท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ละตอ้งอาศยักระบวนการยอ่ยเบ้ืองตน้ (prehydrolysis) เพื่อใหมี้
น ้ าตาลเร่ิมตน้ให้จุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตได ้(Boonsawang et al., 2012) อย่างไรก็ตามการใช้
น ้ าคั้นล าตน้ปาล์มร่วมกับกากล าตน้ปาล์มน ้ ามนัสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารส าหรับแบคทีเรีย 
แลคติกไดโ้ดยตรงโดยไม่จ าเป็นตอ้งเติมสารอาหารอ่ืนๆ และไม่จ าเป็นตอ้งผ่านกระบวนการย่อย
เบ้ืองตน้เพื่อใหไ้ดน้ ้ าตาลก่อนการหมกัของจุลินทรีย ์  

การเพิ่มปริมาณแหล่งคาร์บอนสามารถเพิ่มการผลิตกรดแลคติกได ้แต่การเติมกากล าตน้
ปาลม์ท่ีมากเกินไปมีผลท าใหร้ะบบมีความหนืดสูงจนส่งผลใหก้วนไดย้ากข้ึน และท าใหก้ารสัมผสั
ระหว่างกากล าตน้ปาล์มกับเอนไซม์เกิดข้ึนไดย้าก (ยุทธศกัด์ิ สุบการีย ,์ 2552) โดยพบว่าการใช้
ปริมาณกากล าตน้ปาลม์ท่ีสูงกว่าร้อยละ 15 ท าให้เกิดการกวนผสมไดไ้ม่ดี ดงันั้นจึงศึกษาปริมาณ
กากล าตน้ปาล์มท่ีแตกต่างกนัท่ีร้อยละ 0, 5, 10 และ 15 โดยน ้ าหนักต่อปริมาตร ในการผลิตกรด 
แลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์ดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั โดยใชน้ ้ าคั้นล า
ตน้ปาลม์น ้ามนัท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีไม่ผา่นการเจือจาง 
และเติมเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์ ควบคุม 
พีเอชเท่ากบั 5.5 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 10 นอร์มอลในระหว่างการ
เพาะเล้ียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กวนดว้ยอตัราการกวน 200 รอบต่อนาที  

จากการทดลองการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ซ่ึงผลิตกรด 
แลคติกไอโซเมอร์แอล  เป็นหลัก ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 21 พบว่าการเล้ียงเช้ือ  
L. acidophilus TISTR 1338 ในชุดควบคุมท่ีเติมเฉพาะน ้าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อ
ลิตรและไม่เติมกากล าตน้ปาลม์ ใหป้ริมาณกรดทั้งหมด 34.07±0.81 กรัมต่อลิตร โดยท่ีเช้ือสามารถ
ใชน้ ้ าตาลในน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มหมดภายในระยะเวลาการหมกั 96 ชัว่โมง และเม่ือเติมกากล าตน้
ปาล์มร้อยละ 5-15 และเอนไซม์เซลลูเลส พบว่า ปริมาณกรดทั้ งหมดเพิ่มข้ึนเป็น 43.70±0.21, 
63.35±0.17 และ 66.82±0.18 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีน ้ าตาลทั้งหมดยงัคงเหลือในระบบ
เท่ากับ 11.05±1.12, 25.90±0.43, 49.95±1.47 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ส่วนปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์
คงเหลือเท่ากบั 3.34±0.13, 10.14±0.12 และ 18.92±0.28 ตามล าดบั ท่ีระยะเวลาการหมกั 96 ชัว่โมง 
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จะเห็นไดว้่าปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดคงเหลือมากกว่าน ้ าตาลรีดิวซ์คงเหลือเน่ืองจากในการทดลอง
เติมเฉพาะเอนไซมเ์ซลลูเลสในการยอ่ยสลายเซลลูโลสท าใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยมีทั้งน ้ าตาล
กลูโคส เซลโลไบโอส และโอลิโกแซคคาไรด ์(จตุพร ปานทอง, 2557) การท่ีน ้ าตาลรีดิวซ์คงเหลือมี
ปริมาณน้อยกว่านั้นเป็นผลมาจากแบคทีเรียแลคติกสามารถใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ในการเจริญและการ
ผลิตกรดแลคติกได ้ในขณะท่ีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดคงเหลืออาจจะเป็นกลุ่มของโอลิโกแซคคาไรด์
ท่ีแบคทีเรียแลคติกไม่สามารถใช้ในการเจริญและการผลิตกรดแลคติกได ้โดยท่ีปริมาณน ้ าตาล
ทั้งหมดคงเหลือจะมีมากข้ึนเม่ือปริมาณกากล าตน้ปาลม์เพิ่มข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิค HPLC ของตวัอยา่งน ้ าหมกัชัว่โมงสุดทา้ย ดงัแสดงใน Figure 22 จะเห็นไดว้่าโครมาโต
เกรมท่ีต าแหน่งรีเทนชันไทม์ (retention time) ช่วง 6.3-7.5 จะมีค่าพื้นท่ีพีค (area) เพิ่มข้ึนเม่ือมี
ปริมาณกากล าตน้ปาล์มเพิ่มข้ึน อาจเป็นผลมาจากการเพิ่มข้ึนของโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเช้ือไม่
สามารถใชใ้นการเจริญและการผลิตกรดแลคติก 

 เม่ือน าตวัอย่างชั่วโมงสุดทา้ยของการหมกัไปวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดย HPLC 
พบว่าแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. acidophilus TISTR 1338 ผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑ์หลกั
และมีผลพลอยไดคื้อ กรดอะซิติก ผลการทดลองดงัแสดงใน Table 23 พบว่าชุดควบคุมท่ีเติมเฉพาะ
น ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ 40 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณกรดแลคติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 22.85±0.47 และ 
2.28±0.09 กรัมต่อลิตรตามล าดบั ในขณะท่ีการเพิ่มปริมาณกากล าตน้ปาลม์ลงในระบบท่ีร้อยละ 5, 
10 และ15 ท าให้ปริมาณกรดแลคติกเพิ่มข้ึนเป็น 39.81±1.61, 64.94±0.51 และ 66.61±0.63 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั และปริมาณกรดอะซิติกเพิ่มข้ึนเป็น 2.90±0.09, 3.77±0.09 และ 3.83±0.16 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดบั จะเห็นไดว้่าท่ีปริมาณกากล าตน้ปาลม์ร้อยละ 10 และ 15 เช้ือ L. acidphilus TISTR 
1338 สามารถผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนัและมีอตัราการผลิตท่ีใกลเ้คียงกนั ทั้งน้ี
อาจเน่ืองจากปริมาณกากล าตน้ปาล์มร้อยละ 15 และเม่ือพิจารณาผลของความหนืดท่ีเกิดข้ึนใน
ระบบ พบว่า ท่ีปริมาณกากล าตน้ปาลม์ร้อยละ 15 เป็นปริมาณท่ีสูงเกินไปท าให้ระบบมีความหนืด
สูงและเกิดขอ้จ ากดัของการถ่ายโอนมวล (Nguyen et al., 2016) ดงันั้นจึงเลือกใชป้ริมาณกากล าตน้
ปาลม์ร้อยละ 10 ในการทดลองถดัไป  

ส่วนการทดลองการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ L. kefiri KF1 ซ่ึงผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดี
เป็นหลกั ผลการทดลองดงัแสดงใน Figure 23 พบว่าเม่ือเพิ่มปริมาณกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนัจากร้อย
ละ 0 เป็น 5, 10 และ15 โดยน ้าหนกั เช้ือ L. kefiri KF1 สามารถผลิตกรดทั้งหมดไดเ้พิ่มข้ึนจาก 23.54 
เป็น 31.1, 36.3 และ 39.26 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในขณะท่ีน ้ าตาลทั้งหมดยงัคงเหลือเท่ากบั 13.33, 
16.01, 44.27 และ 58.42 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์คงเหลือเท่ากบั 0.54, 8.13, 
16.56 และ 21.31 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
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 เม่ือน าตวัอย่างชัว่โมงสุดทา้ยของการหมกัไปวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดย HPLC 
พบว่าแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. kefiri KF1 ผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑห์ลกัและมีผลพลอย
ไดคื้อ กรดอะซิติก และเอทานอล จากผลการทดลองท่ีแสดงใน Table 24 ในชุดควบคุมท่ีเติมเฉพาะ
น ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีมีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตรและไม่เติมกากล าตน้ปาล์ม ให้ปริมาณกรด 
แลคติก กรดอะซิติก และเอทานอล เท่ากบั 18.12±0.20, 1.64±0.63 และ 1.25±0.02 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั และเม่ือเติมกากล าตน้ปาล์มร้อยละ 5, 10 และ15 พบว่าเช้ือมีการผลิตกรดแลคติกได้
เท่ากบั 18.61±1.31, 27.20±0.43 และ 32.40±2.10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบปริมาณ
กรดอะซิติก และเอทานอลท่ีเพิ่มข้ึนดว้ย โดยปริมาณกากล าตน้ปาลม์ร้อยละ 15 และร้อยละ 10 ไม่มี
ความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากท่ีปริมาณกากล าตน้ปาล์มร้อยละ 15 เป็น
ปริมาณท่ีสูงเกิดไปท าให้การถ่ายโอนมวลได้น้อย  ดังนั้นปริมาณกากล าตน้ปาล์มท่ีเหมาะสม
ส าหรับการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์ดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการ
หมกัโดยเช้ือ L. kefiri KF1 คือปริมาณกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนัร้อยละ 10 เช่นเดียวกนั ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ Hama และคณะ (2015) ท่ีผลิตกรดแลคติกจากเยื่อไมเ้น้ือแขง็โดยวิธีการยอ่ยพร้อม
การหมกั พบว่าท่ีปริมาณเยื่อไมเ้น้ือแขง็ร้อยละ 10 เป็นปริมาณท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติก 
ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัของ Zhao และคณะ (2013) ท่ีผลิตกรดแลคติกจากซังขา้วโพดโดยวิธีการ
ย่อยพร้อมการหมกัซ่ึงพบว่าท่ีปริมาณซงัขา้วโพดร้อยละ 25 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดซ่ึง
เป็นผลมาจากการใช้ถงัหมกัท่ีมีใบพดักวนแบบเกรียวท่ีเหมาะสมส าหรับการกวนผสมเพื่อลด
ขอ้จ ากดัการถ่ายโอนมวลในกรณีท่ีมีปริมาณสบัสเตรทท่ีสูงเกินไป 
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Figure 21 Lactic acid production by L.acidophilus TISTR 1338 at sap concentration of 40 g/L 

with difference substrate loading; (a) Total acid (g/L), (b) Total sugar (g/L) and (c) Reducing 

sugar (g/L) 
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Table 23 Effect of OPT loading on LA production, yield and productivity from SSF of OPS and 

OPT by L. acidophilus TISTR 1338  

 
OPS added with OPT  

 
Lactic acid 

(g/L) 

 
Acetic acid 

(g/L) 

Lactic acid 
yield* (g/g)  

Lactic acid 
productivity
** (g/L.h) 

OPS 40 g/L + 0%  OPT 22.85±0.47c 2.28±0.09c 0.57±0.01bc 0.32±0.01c 

OPS 40 g/L + 5%  OPT 39.81±1.61b 2.90±0.09c 0.59±0.02b 0.55±0.02b 

OPS 40 g/L + 10% OPT 64.94±0.51a 3.77±0.09b 0.68±0.01a 0.90±0.01a 

OPS 40 g/L + 15% OPT 66.61±0.63a 3.83±0.16a 0.54±0.01b 0.93±0.01a 

Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same group. 
* Based on total available sugar from OPS 40 g/L and OPT loadings at 5, 10 and 15%; 
     Yp/s= (Pf-P0)/(SOPS+SOPT); SOPT = available sugar form OPT based on cellulose content. 
** Overall rate of lactic acid production estimated at 96h. 
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Figure 22 HPLC profiles of lactic acid production by L. acidophilus TISTR 1338 at sap 

concentration of 40 g/L with different OPT loadings; (a) 5%, (b) 10% and (c) 15% 
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Figure 23 Lactic acid production by L. kefiri KF1 at sap concentration of 40 g/L with difference 

substrate loading; (a) Total acid (g/L), (b) Total sugar (g/L), (c) Reducing sugar (g/L) 
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Table 24 Effect of OPT loading on LA production, yield and productivity from SSF of OPS and 
OPT by L. kefir KF1 

 
OPS added with OPT  

 
Lactic acid 

(g/L) 

 
Acetic acid 

(g/L) 

 
Ethanol 

(g/L) 

Lactic acid 
yield* 
(g/g)  

Lactic acid 
productivity** 

(g/L.h) 
OPS 40 g/L + 0%OPT 18.12±0.20c 1.64±0.09c 6.38±0.19b 0.41±0.04a 0.23±0.02b 

OPS 40 g/L + 5%OPT 18.61±1.31c 3.11±0.52bc 9.44±1.20ab 0.29±0.02b 0.26±0.02b 

OPS 40 g/L + 10%OPT 27.20±0.43b 4.66±0.25b 12.1±1.00a 0.30±0.01b 0.38±0.01a 

OPS 40 g/L + 15%OPT 32.40±2.10a 6.35±0.50a 11.1±0.48a 0.28±0.02b 0.45±0.03a 

Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same group. 
*Based on total available sugar from OPS 40 g/L and OPT loadings at 5, 10 and 15%; 
     Yp/s= (Pf-P0)/(SOPS+SOPT); SOPT = available sugar form OPT based on cellulose content. 
**Overall rate of lactic acid production estimated at 96h. 
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    4.2 กำรศึกษำผลของปริมำณเอนไซม์ 
ในกระบวนการผลิตกรดแลคติกจากวสัดุลิกโนเซลลูโลสนั้นจะตอ้งมีการยอ่ยดว้ยเอนไซม์

ก่อนจึงจะไดน้ ้ าตาลออกมาและสามารถเปล่ียนไปเป็นกรดแลคติกไดโ้ดยกระบวนการหมกัของ
จุลินทรีย ์ส าหรับเอนไซมท่ี์ใชใ้นการย่อยสลายวสัดุลิกโนเซลลูโลสนั้นจะประกอบดว้ยเอนไซม์
เซลลูเลส เอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดส และเอนไซมไ์ซลาเนส ซ่ึงการย่อยโดยเอนไซมเ์ซลลูเลสเพียง
อยา่งเดียวจะท าใหไ้ดน้ ้ าตาลเซลโลไบโอส และโอลิโกเมอร์ของน ้ าตาล ในหลายงานวิจยัจึงนิยมใช้
เอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสร่วมดว้ยเพื่อให้สามารถย่อยต่อไดเ้ป็นน ้ าตาลกลูโคสท่ีเพิ่มข้ึน (ยุทธศกัด์ิ 
สุบการี, 2552) งานวิจยัน้ีจึงไดศึ้กษาการผลิตกรดแลคติกจากน ้าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์
ด้วยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัโดยท าการเติมเอนไซม์เซลลูเลส 15 ฟิลเตอร์เปเอร์ยูนิตต่อกรัม 
ร่วมกบัการเติมเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดส 5 ยนิูตต่อกรัม ผลการทดลองพบว่าเช้ือสามารถผลิตกรด
ไดไ้ม่แตกต่างกบัการใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสเพียงอย่างเดียว  แสดงให้เห็นว่าเช้ือแบคทีเรียแลคติกใน
งานวิจยัน้ีสามารถใชน้ ้ าตาลเซลโลไบโอสหรือโอลิโกเมอร์ของน ้ าตาลไดโ้ดยตรง ดงันั้นเพื่อเป็น
การลดตน้ทุน ในการทดลองน้ีจึงไม่มีการเติมเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสร่วม และไม่ไดเ้ติมเอนไซม์
ไซลาเนสเพื่อยอ่ยเฮมิเซลลูโลส เน่ืองจากแบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่ไม่สามารถใชน้ ้ าตาลไซโลสได ้
(Martinez et al., 2013) 

จากการศึกษาผลของปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีเหมาะสมต่อการผลิตกรดแลคติกจากน ้ า
คั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์ดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกั โดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 
1338 ซ่ึงผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกั ก าหนดปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 
5, 10, 15 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าต้นปาล์ม ในระหว่างการเพาะเล้ียงมีการ
ควบคุมพีเอชให้อยู่ในช่วง 5 – 5.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชัว่โมง ดว้ยอตัราการกวน 200 รอบต่อนาที พบว่า
การเล้ียงเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 40 กรัมต่อ
ลิตรและเติมกากล าตน้ปาล์มร้อยละ 10 ท่ีมีปริมาณเอนไซม์ 5 ฟิลเตอร์เปเปอร์ต่อกรัมกากล าตน้
ปาลม์ ให้ปริมาณกรดทั้งหมดเท่ากบั 47.31±0.71 กรัมต่อลิตร และเม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซมใ์ห้มีค่า
กิจกรรมเป็น 10, 15 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์ พบวา่ ปริมาณกรดทั้งหมด
เพิ่มข้ึนเป็น 53.82±0.72, 64.55±0.60 และ 69.37±1.01 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยท่ีปริมาณเอนไซม์
เซลลูเลส 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าตน้ปาล์ม ท าให้เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 
ผลิตกรดไดสู้งสุด ดงัแสดงใน Figure 24 นอกจากน้ีการเพิ่มปริมาณเอนไซมย์งัท าใหป้ริมาณน ้าตาล
ทั้ งหมดและปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนสูงสุดในช่วงเร่ิมต้นของการหมกั เน่ืองจากเอนไซม ์
เซลลูเลสสามารถยอ่ยกากล าตน้ปาลม์ไดเ้ร็วกว่าการใชน้ ้ าตาลของเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 
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ในช่วงเร่ิมตน้ของการหมกั ดงัแสดงใน Figure 24b  อย่างไรก็ตามการใชเ้อนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรมท่ี
สูงข้ึนท าให้แบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติกไดเ้พิ่มข้ึน แต่การใชเ้อนไซมมี์ค่ากิจกรรมท่ี
สูงเกินไปไม่ไดท้  าใหป้ริมาณน ้ าตาลเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั (Qiu et al., 2018) และพบว่าท่ีปริมาณ
เอนไซมเ์ซลลูเลสเท่ากบั 15 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าตน้ปาล์มให้ปริมาณกรด 
แลคติก ผลผลิตกรดแลคติก และอตัราการผลิตกรดแลคติกท่ีไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั ดงั
แสดงใน Table 25 ดงันั้นปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัม
กากล าตน้ปาล์มจึงเป็นปริมาณท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีความ
เขม้ขน้น ้ าตาล 40 กรัมต่อลิตร และกากล าตน้ปาล์มปริมาณร้อยละ 10 โดยวิธีการย่อยพร้อมการ
หมกัสส าหรับแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. acidophilus TISTR 1338 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 
Lui และคณะ (2015) ท่ีพบว่าแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. acidilactici TY112 สามารถผลิตกรด 
แลคติกไดสู้งสุดโดยใชซ้งัขา้วโพดท่ีมีปริมาณร้อยละ 10 และเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 
ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมสับสเตรท โดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั ในขณะท่ี Yi และคณะ (2016) 
พบว่าแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. acidilactici ZP26 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดโดยใชซ้งั
ขา้วโพดปริมาณร้อยละ 25 และเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัม
สับสเตรท 

ส าหรับผลการทดลองการผลิตกรดแลคติกโดยแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ L. kefiri KF1 ซ่ึง

ผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั พบว่าการเพิ่มปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสท าให้เช้ือ L. kefiri 

KF1 สามารถผลิตกรดทั้งหมดได้เพิ่มข้ึนโดยปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดและน ้ าตาลรีดิวซ์มีปริมาณ

เพิ่มข้ึนในช่วงเร่ิมตน้การหมกัแลว้จึงค่อยๆ ลดลง (Figure 25) จากผลการทดลองใน Table 26 พบวา่

เม่ือเพิ่มปริมาณเอนไซมเ์ซลลูเลสจาก 5 ถึง 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์ท าให้

เช้ือ L. kefiri KF1 ผลิตกรดแลคติกไดเ้ท่ากบั 18.28±0.84, 23.45±0.35, 27.20±0.43 และ 30.45±2.35 

กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แต่ไม่ได้ท าให้ปริมาณกรดอะซิติกเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั (Table 25)

นอกจากน้ีการเพิ่มปริมาณเอนไซมย์งัท าให้ L. kefiri KF1 ผลิตเอทานอลไดเ้พิ่มข้ึนเช่นกนั จะเห็น

ได้ว่าท่ีปริมาณเอนไซม์ 15 และ 20 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าตน้ปาล์ม เป็นปริมาณ

เอนไซมท่ี์ให้ปริมาณกรดแลคติก ผลผลิตกรดแลคติกและอตัราการผลิตกรดแลคติกไม่แตกต่างกนั

อย่างมีนัยส าคญั ดงันั้นปริมาณเอนไซมท่ี์มีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้

ปาล์ม จึงเป็นปริมาณท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือ L. kefiri KF1 จากน ้ าคั้นล าตน้

ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์น ้ามนัดว้ยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั 
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อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบปริมาณกรดแลคติกท่ีผลิตโดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 

1338 ซ่ึงผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลักกับเช้ือ L. kefiri KF1 ซ่ึงผลิตกรดแลคติก 

ไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั โดยใช้น ้ าคั้นล าตน้ปาล์มท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 40 กรัมต่อลิตรและกาก 

ล าตน้ปาลม์น ้ามนัร้อยละ 10 จากผลการทดลองพบวา่ L. acidophilus TISTR 1338 สามารถผลิตกรด 

แลคติกไดสู้งกวา่ L. kefiri KF1 ประมาณสองเท่า ดงันั้นจึงเลือกเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ใน

การทดลองต่อไป 
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Figure 24 Effect of enzyme loading on lactic acid production from OPS and OPT through SSF by  

L. acidophilus TISTR 1338 (a) Total acid (g/L), (b) Total sugar (g/L) and (c) Reducing sugar 

(g/L). 
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Table 25 Effect of cellulase loading on LA production, yield and productivity from OPS and OPT 

through SSF by L. acidophilus TISTR 1338 

 
Enzyme loading 

(FPU/g-OPT)  

 
Lactic acid (g/L) 

 
Acetic acid 

(g/L) 

Lactic acid 
yield* 
(g/g)  

Lactic acid 
productivity** 

(g/L.h) 
5 50.27±0.09c 4.61±0.20bc 0.54±0.02c 0.70±0.02c 

10 57.76±1.35b 5.74±0.19b 0.60±0.01b 0.76±0.01b 

15 64.94±0.51a 3.77±0.09c 0.68±0.01a 0.90±0.01a 

20 66.56±1.31a 7.67±1.02a 0.69±0.01a 0.92±0.01a 

Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same group. 
*Based on total available sugar from OPS 40 g/L and OPT loadings at 10%; 
     Yp/s= (Pf-P0)/(SOPS+SOPT); SOPT = available sugar form OPT at 10% based on cellulose content. 
**Overall rate of lactic acid production estimated at 96h. 
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Figure 25 Effect of enzyme loading on lactic acid production from OPS and OPT through SSF by 

L. kefiri KF1 (a) Total acid (g/L), (b) Total sugar (g/L) and (c) Reducing sugar (g/L). 
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Table 26 Effect of cellulase loading on LA production, yield and productivity from OPS and OPT 

through SSF by L. kefiri KF1 

Enzyme loading 
(FPU/g-OPT) 

Lactic acid 
(g/L) 

Acetic 
acid (g/L) 

Ethanol 
(g/L) 

Lactic acid 
yield* 
(g/g) 

Lactic acid 
Productivity** 

(g/L.h) 
5 18.28±0.84c 3.52±0.51a 6.39±0.19b 0.20±0.01b 0.25±0.01c 

10 23.45±0.35b 4.61±0.21a 8.24±0.52b 0.31±0.06a 0.33±0.01bc 

15 27.20±0.43ab 4.66±0.25a 12.15±1.00a 0.30±0.01a 0.38±0.03ab 

20 30.45±2.35a 4.58±0.32a 12.52±0.93a 0.30±0.01a 0.42±0.03a 

Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same group. 
*Based on total available sugar from OPS 40 g/L and OPT loadings at 10%; 
     Yp/s= (Pf-P0)/(SOPS+SOPT); SOPT = available sugar form OPT at 10% based on cellulose content. 
**Overall rate of lactic acid production estimated at 96h. 
 
    4.3 กำรค ำนวณต้นทุนของอำหำรเลีย้งเช้ือในกำรผลติกรดแลคติกจำกน ำ้คั้นและกำกล ำต้นปำล์ม 
 กระบวนการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนั โดยล าตน้
ปาลม์น ้ ามนั 1,600 กิโลกรัม สามารถคั้นน ้ าออกมาได ้752 กิโลกรัม และมีกากล าตน้ปาลม์ท่ีเหลือ
จากการคั้น 848 กิโลกรัม ท าแห้งโดยการผึ่งแดดจะสามารถลดค่าใชจ่้ายในขั้นตอนการท าแห้งได ้
ซ่ึงในส่วนของน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์มีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด 40 กรัมต่อลิตร เม่ือน าน ้ าคั้นปริมาตร 1 
ลิตร และกากล าตน้ปาล์ม 100 กรัม มาเล้ียงเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 เพื่อผลิตกรดแลคติก
ดว้ยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั พบว่าเช้ือสามารถผลิตกรดแลคติกไดป้ระมาณ 65 กรัมต่อลิตร การ
ค านวณตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือดงัแสดงใน Table 27 รวมตน้ทุนอาหารเล้ียงเช้ือเท่ากบั 8.014 บาท คิด
เป็นตน้ทุนการผลิตกรดแลคติก 0.123 บาท ต่อกรัมของกรดแลคติก  
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Table 27 Medium cost of lactic acid from 1 L oil palm sap and 10% oil palm trunk through SSF  
Cost List Unit cost Total cost 

(baht) 
Chemicals - NaOH 18 g 59 baht/kg 1.062  
 - Cellulase 15 mL 450 baht/L 6.750  
Materials - Oil palm sap 1  L 

- Oil palm trunk 100 g 
0.2 baht/L 

- 
0.200  

- 
Total production cost for 65 g 8.014  
Production cost of lactic acid/g 0.123 

* OPS (752 kg) and OPT (848 kg) caclulated from labor cost at 150 baht/tree 

    4.4 กำรผลติกรดแลคติกด้วยวธีิกำรย่อยพร้อมกำรหมักแบบกะซ ้ำ 
โดยทัว่ไปแลว้เม่ือแบคทีเรียแลคติกผลิตกรดแลคติกจะท าให้พีเอชของน ้ าหมกัลดลงอยา่ง

รวดเร็วจนถึงจุดท่ีพีเอชต ่ากว่าค่า pKa ของกรดแลคติก การเจริญและการผลิตกรดแลคติกของ
แบคทีเรียแลคติกจึงเร่ิมลดลง ในกระบวนการผลิตกรดแลคติกจึงตอ้งมีการควบคุมพีเอช แต่อยา่งไร
ก็ตามการควบคุมพีเอชเพื่อลดการยบัย ั้งการเจริญของเซลลโ์ดยกรดแลคติกสามารถท าไดท่ี้ระดบั
หน่ึง เม่ือมีการสะสมของกรดแลคติกเพิ่มข้ึนอีกจะส่งผลให้แรงดนัออสโมซิสภายในเซลลเ์พิ่มข้ึน 
ซ่ึงจะท าใหเ้ซลลห์ยดุการเจริญเติบโตในท่ีสุด (Cui et al., 2016) ดงันั้นเพื่อลดผลการยบัย ั้งของกรด
แลคติกต่อเซลลแ์บคทีเรียในกระบวนการหมกัจึงจ าเป็นตอ้งแยกกรดแลคติกออก (Othman et al., 
2017)  งานวิจยัน้ีจึงใชก้ระบวนการยอ่ยพร้อมการหมกัแบบกะซ ้ าในการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้น
ล าตน้ปาลม์ท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 40 กรัมต่อลิตรและกากล าตน้เร่ิมตน้ร้อยละ 10 หลงัการหมกั
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ท าการดึงน ้ าหมกัออกปริมาณร้อยละ 90 แลว้คงเช้ือส่วนหน่ึงไวเ้ป็นหัวเช้ือ
ส าหรับการหมกัในกะต่อไป แลว้เติมน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์น ้ ามนัท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 40 กรัมต่อ
ลิตร และเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยนิูตต่อกรัมกากล าตน้ปาลม์โดยไม่มี
การเติมกากล าตน้ปาลม์เพิ่ม โดยการหมกัแบบกะซ ้ าสามารถเพิ่มผลผลิตและมีขอ้ดีหลายประการ
เม่ือเทียบกบัการหมกัแบบกะเดียว ไดแ้ก่ สามารถลดตน้ทุนการเตรียมหวัเช้ือ สามารถลดระยะเวลา
ในการหมกัไดเ้น่ืองจากความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์สูงส่งผลให้สามารถเพิ่มอตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ 
และสามารถลดการเกิดการยบัย ั้ งโดยผลิตภัณฑ์ได้ (Dashti et al., 2016) อีกทั้ งยงัสามารถใช้
ประโยชน์กากล าตน้ปาลม์อยา่งคุม้ค่า 
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จากการทดลองการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และกากล าตน้ปาลม์ดว้ยวิธีการ

ย่อยพร้อมการหมักแบบกะซ ้ า โดยเช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ผลการทดลองดังแสดงใน 

Figure 26 พบว่าปริมาณกากล าตน้ปาล์มลดลงต ่ากว่าร้อยละ 50 ในกะท่ี 3 ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด

สูงสุดในกะท่ี 1 ในขณะท่ีกะท่ี 2-5 มีปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดลดลงซ่ึงอาจเป็นผลมาจากในการหมกั

แต่ละกะจะเติมเฉพาะน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยไม่มีการเติมกากล าตน้ปาลม์ลง

ไป ซ่ึงปริมาณเซลลูโลสในกากล าตน้ปาลม์ท่ีลดลงท าใหไ้ดป้ริมาณน ้าตาลในกะท่ี 2-5 ต ่ากวา่กะท่ี 1 

ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการลดลงของปริมาณกากล าตน้ปาลม์ ท าให้เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ผลิต

กรดทั้งหมดสูงสุดในกะท่ี 1 และกะท่ี 2 ในขณะท่ีกะท่ี 3-5 เช้ือมีการผลิตกรดทั้งหมดลดลง เม่ือน า

ตวัอยา่งชัว่โมงสุดทา้ยของการหมกัไปวิเคราะห์ปริมาณกรดแลคติกโดย HPLC ผลการทดลองแสดง

ใน Table 28  พบว่าในกะท่ี 1 L. acidophilus TISTR 1338 ผลิตกรดแลคติกและกรดอะซิติกได้

เท่ากบั 63.05±0.44 และ 4.42±0.69 กรัมต่อลิตร ตามล าดบัโดยมีอตัราการผลิตกรดแลคติก เท่ากบั 

0.66 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และเม่ือหมกัต่อในกะท่ี 2 พบว่ากรดแลคติกมีปริมาณเพิ่มข้ึนเป็น 

71.41±1.07 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ียงัพบว่าอตัราการผลิตกรดแลคติกมีค่าเพิ่มข้ึนเช่นกนัโดยมีค่า

เท่ากบั 0.74±0.01 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากในกะท่ี 2 มีความเขม้ขน้

ของเซลลเ์ร่ิมตน้สูงจึงท าให้อตัราการผลิตกรดแลคติกเพิ่มสูงข้ึน (Dashti et al., 2016) และในกะท่ี 

3-5 พบว่าปริมาณกรดแลคติกและอตัราการผลิตกรดแลคติกลดลง ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการลดลง

ของกากล าต้นปาล์มน ้ ามันท าให้ปริมาณน ้ าตาลลดลง L. acidophilus TISTR 1338 จึงผลิตกรด 

แลคติกไดน้้อยลง นอกจากน้ีอาจเป็นผลมาจากการท่ีเซลลแ์บคทีเรียมีกิจกรรมนอ้ยลงในระหว่าง

การหมกัซ ้ าหลายรอบ อยา่งไรก็ตามการผลิตกรดแลคติกดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัแบบกะซ ้ า

สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการยอ่ยกากล าตน้ปาลม์น ้ ามนัและผลิตกรดแลคติกไดถึ้ง 5 รอบการหมกั

โดยสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งกว่าร้อยละ 80 จากกะท่ี 1 ถึง กะท่ี 5 ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั

ของ Tosungnoen และคณะ (2014) ท่ีผลิตกรดแลคติกจากมนัส าปะหลงัดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการ

หมกัแบบกะซ ้ า โดยพบว่าแบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดในกะแรก หลงัจาก

นั้นอตัราการผลิตกรดแลคติกเร่ิมลดลงในกะท่ี 2 ถึง กะท่ี 5 นอกจากน้ี Okano และคณะ (2017) ท่ี

ศึกษาการผลิตกรดแลคติกจากกากขา้วกลอ้งดว้ยวิธีการย่อยพร้อมการหมกัแบบกะซ ้ า โดยเช้ือ 

Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 ldhL1::amyA พบว่าสามารถผลิตกรดแลคติกไดถึ้ง 10 รอบ

การหมกั โดยในแต่ละกะจะเติมสับสเตรทร้อยละ 20 และเอนไซมล์งไปใหม่ พบว่ามีการผลิตกรด

แลคติกในช่วง 118.4 - 129.8 กรัมต่อลิตร 
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Figure 26 Repeated SSF of OPS and OPT by L. acidophilus TISTR 1338 using OPS with sugar 

concentration of 40 g/L, 10 % (w/v) OPT and 15 FPU/g cellulase loading of each batch. (a) Solid 

residues (g/L), (b) Total sugar (g/L) and (c) Total acid (g/L). 
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Table 28 Repeated SSF of OPS and OPT on LA production, yield and productivity by L. 
acidophilus TISTR 1338 

Batch number Lactic acid (g/L) Acetic acid (g/L) 
Lactic acid productivity* 

(g/L.h) 
1st 63.05±0.44c 4.42±0.69a 0.66±0.00c 

2nd 71.41±1.07a 4.46±0.08a 0.74±0.01a 

3rd 67.21±1.71b 2.68±0.12b 0.70±0.01b 

4th 56.21±1.67d 1.51±0.19bc 0.59±0.01d 

5th 50.48±0.47e 1.22±0.15d 0.53±0.00e 

 Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same 

group. 

*Overall rate of lactic acid production estimated at 96 h. 

 

    4.5 กำรผลติกรดแลคติกแบบกะซ ้ำในถังปฏิกรณ์ขนำด 1 ลติร 
จากการทดลองการผลิตกรดแลคติกจากน ้ าคั้นล าตน้ปาล์มและกากล าตน้ปาล์มโดยเช้ือ  

L. acidophilus TISTR 1338 ดว้ยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกัแบบกะซ ้าในถงัปฏิกรณ์ขนาด 1.25 ลิตร 
ท่ีมีน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์ความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 40 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 ลิตร กากล าตน้ปาลม์น ้ามนัร้อย
ละ 10 และเอนไซม์เซลลูเลสท่ีมีค่ากิจกรรม 15 ฟิลเตอร์เปเอร์ยูนิตต่อกรัมกากล าตน้ปาล์ม ใน
ระหว่างการเพาะเล้ียงมีการควบคุมพีเอชให้อยูใ่นช่วง 5 – 5.5 ดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
ความเขม้ขน้ 10 นอร์มอล หมกัท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชัว่โมง ดว้ยอตัราการกวน 
200 รอบต่อนาที พบว่าการขยายขนาดการทดลองท าให้เช้ือ L. acidophilus TISTR 1338 ผลิตกรด
แลคติกได ้3 รอบการหมกั โดยให้ปริมาณกรดทั้งหมดในกะท่ี 1 และกะท่ี 2 ในปริมาณท่ีใกลเ้คียง
กนั และลดลงเลก็นอ้ยในกะท่ี 3 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการลดลงของปริมาณน ้ าตาลทั้งหมด ดงัแสดงใน 
Figure 27 โดยปริมาณกรดแลคติกท่ีผลิตได้แต่ละรอบเท่ากับ 58.14±0.45, 58.14±0.45 และ 
55.92±0.44 กรัมต่อลิตร และจากผลการทดลองดงัแสดงใน Table 29 ในขณะท่ีอตัราการผลิตกรด
แลคติกในกะท่ี 1 ถึง กะท่ี 3 มีค่าใกลเ้คียงกนัโดยไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั จากผลการ
ทดลองจะเห็นได้ว่าการขยายขนาดการทดลองเป็น 1 ลิตร ท าให้การผลิตกรดแลคติกของเช้ือ  
L. acidophilus TISTR 1338 ลดลงเล็กน้อยเม่ือเปรียบเทียบกับการผลิตกรดแลคติกขนาด 100 
มิลลิลิตร เน่ืองจากการขยายขนาดการทดลองเป็น 1 ลิตรนั้นจะใชก้ากล าตน้ปาลม์ 100 กรัมอาจท า
ใหก้ารกวนผสมเกิดข้ึนไดไ้ม่ดีเท่าการทดลองขนาด 100 มิลลิลิตร ซ่ึง Qui และคณะ (2018) รายงาน
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ว่าปริมาณสับสเตรทท่ีมากเกินไปจะส่งผลให้การผลิตกรดแลคติกของเช้ือ L. acidophilus TISTR 
1338 ลดลงซ่ึงเป็นผลมาจากขอ้จ ากดัการถ่ายโอนมวลในระบบ 

 

 

 

 

Figure 27 1 L of repeated-SSF of OPT fermentation by L. acidophilus TISTR 1338 at sap 

concentration of 40 g/L, 10 % (w/v) oil palm trunk loading and 15 FPU/g cellulase loading of each 

batch ; (a) Total acid (g/L), (b) Total sugar (g/L) and (c) Reducing sugar (g/L). 
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Table 29 Scale up to 1 L of the repeated-OPT of L. acidophilus TISTR 1338 cultivation in sap 
and oil palm trunk residues through SSF process detected by HPLC  

Batch 
number 

Lactic acid (g/L) Acetic acid (g/L) 
LA productivity* 

(g/L/h) 
1st 58.14±0.45a 4.70±0.21a 0.61±0.00a 

2nd 58.72±1.17a 4.34±0.11a 0.61±0.01a 

3rd 55.92±0.44b 1.91±0.50b 0.58±0.00a 

Different superscript letters indicate significant differences between conditions in the same group. 
*Overall rate of lactic acid production estimated at 96 h. 
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5. กำรเกบ็เกีย่วกรดแลคติกโดยเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน  
    5.1 กำรศึกษำผลของปริมำณเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน  

จากการทดลองแยกกรดแลคติกแบบกะโดยใชว้ิธีการดูดซบัดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุลบ
แบบเบสแก่ Amberlite IRA-402 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการเขย่า 200 รอบต่อนาที ท่ี
ความเขม้ขน้ของสารละลายกรดแลคติก 100 กรัมต่อลิตร พีเอช 5 โดยใชเ้รซ่ินในปริมาณท่ีแตกต่าง
กนั คือ ร้อยละ 20, 10, 6.4 และ 4 โดยน ้ าหนักต่อปริมาตร ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 28 
พบว่าการเพิ่มปริมาณเรซ่ินจะท าให้ค่าการดูดซบักรดแลคติกเพิ่มข้ึนโดยท่ีปริมาณเรซ่ินร้อยละ 20 
สามารถดูดซบักรดแลคติกไดสู้งสุด คือ ร้อยละ 42.24 ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ กนกอร 
ประยูรพนัธ์ (2549) ท่ีศึกษาผลของปริมาณเรซ่ิน IRA-96 ซ่ึงเป็นเรซ่ินประจุลบแบบเบสอ่อนต่อ
จลนศาสตร์การดูดซบักรดแลคติก โดยพบว่าการเพิ่มปริมาณเรซ่ินช่วยเพิ่มปริมาณการดูดซบัและ
อตัราการดูดซับแต่อย่างไรก็ตามการเพิ่มปริมาณเรซ่ินท่ีสูงเกินไปท าให้ประสิทธิภาพของเรซ่ิน
ลดลง ดงันั้นการทดลองน้ีจึงเลือกปริมาณเรซ่ินท่ีร้อยละ 20 ไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

 

Figure 28 Batch adsorption of LA on anion exchange resin Amberlite IRA-402 at 30◦C, 150 rpm. 

Different resin amounts were added in 2.5 mL of 100 g/L lactic acid solution (pH 5).     
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    5.2 กำรศึกษำไอโซเทอมกำรดูดซับของเรซ่ินแลกเปลีย่นออิอน  
ไอโซเทอมการดูดซับคือสมการทางคณิตศาสตร์ท่ีอธิบายความสัมพนัธ์ระหว่างน ้ าหนัก

ของกรดแลคติกท่ีถูกดูซบัต่อน ้ าหนกัของสารดูดซบัหรือเรซ่ิน ซ่ึงจะบ่งบอกถึงความสามารถในการ
ดูดซับของเรซ่ินชนิดนั้นๆ (อธิชัย นพแก้ว, 2539) นอกจากน้ีรูปร่างของไอโซเทอมจะบ่งบอก
ลกัษณะของกระบวนการดูดซับและปริมาณสารถูกดูดซับบนพื้นผิวสารดูดซับ (Rouqurol et al., 
1999) ซ่ึงไอโซเทอมท่ีนิยมใช้ในการอธิบายกระบวนการดูดซับโดยทัว่ไปคือ ไอโซเทอมแบบ 
Langmuir และไอโซเทอมแบบ Freundlich โดยท่ีไอโซเทอมแบบ Langmuir จะเป็นไอโซเทอมท่ีบ่ง
บอกว่าการดูดซบัของโมเลกุลนั้นๆ เป็นการดูดซบัแบบชั้นเดียวบนพื้นผิวของตวัดูดซบั ในขณะท่ี 
ไอโซเทอมแบบ Freundlich จะบ่งบอกว่าลกัษณะการดูดซบัของโมเลกุลนั้นๆ บนผิวตวัดูดซบัเป็น
แบบหลายชั้ นท่ีตัวถูกดูดซับเรียงซ้อนกันหลายชั้ นด้วยพันธะอ่อนๆ (Zhang et al., 2008) จาก
การศึกษาไอโซเทอมการดูดซับของเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุลบแบบเบสแก่ Amberlite IRA-402 ท่ี
ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกท่ีแตกต่างกนั คือ 20, 40, 60, 80 และ 100 กรัมต่อลิตร พบว่าเม่ือความ
เขม้ขน้ของกรดแลคติกเพิ่มข้ึนค่าการดูดซบักรดแลคติกของเรซ่ินก็เพิ่มข้ึนดว้ยเช่นกนั ดงัแสดงใน 
Figure 29a เม่ือน าค่าการดูดซบัในจุดท่ีเรซ่ินอ่ิมตวัของแต่ละความเขม้ขน้มาพลอ๊ตกราฟไอโซเทอม 
ดงัแสดงใน Figure 29b พบว่ารูปร่างของไอโซเทอมท่ีไดมี้ลกัษณะใกลเ้คียงกบัไอโซเทอมแบบ 
Freundlich ซ่ึงมีค่า R2=0.9851 และไอโซเทอมแบบ Langmuir ท่ีมีค่า R2 = 0.9793 (Figure 30) โดย
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆของโอโซเทอมแบบแบบ Langmuir  และ Freundlich ดงัแสดงใน Table 30 จาก
ผลการทดลองจะเห็นไดว้่าลกัษณะการดูดซบักรดแลคติกของเรซ่ิน Amberlite IRA-402 เป็นไปได้
ว่าเป็นการดูดซบัทั้งแบบชั้นเดียวและแบบหลายชั้นท่ีตวัถูกดูดซบัเรียงซอ้นกนัหลายชั้นดว้ยพนัธะ
อ่อนๆ นอกจากน้ีผลการทดลองยงัอธิบายไดว้่าในช่วงแรกเกิดการดูดซบัไดน้อ้ยและเม่ือเพิ่มความ
เขม้ขน้ของกรดแลคติกท าใหเ้กิดการดูดซบัเพิ่มข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Chooklin และ
คณะ (2011) ท่ีแยกกรดแลคติกโดยใชเ้รซ่ินแลกเปล่ียนประจุลบแบบเบสแก่ Amberlite IRA-402 
พบว่าลกัษณะการดูดซับสามารถท านายไดดี้ดว้ยไอโซเทอมแบบ Freundlich นอกจากน้ี Liu และ
คณะ (2013) รายงานวา่ค่าคงท่ี n ในสมการของไอโซเทอมแบบ Freundlich บ่งบอกถึงความสามารถ
ในการดูดซบัของเรซ่ินโดยถา้มีค่า n ในช่วง 1-15 แสดงว่าเรซ่ินมีประสิทธิภาพในการดูดซับไดดี้ 
ซ่ึงจากผลการทดลองพบว่าค่าคงท่ี n ในไอโซเทอมแบบ Freundlich มีค่าเท่ากบั 1 แสดงว่าเรซ่ิน 
Amberlite IRA-402 มีความสามารถในการดูดซบัไดดี้ 
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Figure 29 Adsorption equilibrium data of lactic acid on to Amberlite IRA-402 at 30 ◦C, pH 5 and 

150 rpm. The resin of 20% loading added in LA solution with different LA concentrations (a), the 

adsorption isotherm at equilibrium (b). 
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Figure 30 Adsorption isotherm of lactic acid on Amberlite IRA-400. (a) Langmuir and (b) 
Freundlich. 
 
Table 30 Fitting parameters of model 

Langmuir model kL (mg/g) aL (L/mg) R2 

-158.73 -3.68E-03 0.9793 
Freundlich model kF (mg/g) 1/n (mg/L) R2 

1.14 0.9936 0.9851 
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    5.3 กำรศึกษำกำรชะกรดแลคติกออกจำกเรซ่ิน 
             ในกระบวนการเก็บเก่ียวกรดแลคติกโดยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุนั้นนอกจากกระบวนการ
ดูดซบัแลว้กระบวนการคายซบัก็มีความส าคญัเช่นกนั จากผลการทดลองในขอ้ 5.2 พบว่าการดูดซบั
กรดแลคติกของเรซ่ิน Amberlite IRA-402 จะอ่ิมตวัท่ีความเขม้ขน้ของกรดแลคติก 80 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นน าเรซ่ินไปศึกษาการคายซบัของกรดแลคติกโดยใช้สารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความ
เขม้ขน้ 1 โมลาร์ ในการชะกรดแลคติกออกจากเรซ่ิน ผลการทดลองดงัแสดงใน Fiugre 31 พบว่า 
สารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ สามารถชะกรดแลคติกออกจากเรซ่ินไดร้้อย
ละ 98.1 ภายในระยะเวลา 20 นาที ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ ฐาณภาวรินทร์ ร าพาย (2558) ท่ี
ศึกษาการเก็บเก่ียวกรดแลคติกโดยวิธีการดูดซบัดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนอิออนแบบเบสแก่ Amberlite 
IRA-400 พบว่าการใชก้รดไฮโดรคอลิกท่ีมีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ในการชะกรดแลคติกออกจากเร
ซ่ินสามารถชะกรดแลคติกออกหมดภายในระยะเวลา 30 นาที 
 

 

Figure 31 Desorption of lactate species from Amberlite IRA-402 resins. Equilibrated resins were 

soaked in 100 g/L solutions at the ratio of 0.5 g resin to 2.5 mL solution at 30˚C, 200 rpm. 

    

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60

D
es

o
rp

ti
o
n
 (

%
)

Time (min)



107 
 

    5.4 กำรศึกษำกำรดูดซับและกำรชะกรดแลคติกผ่ำนคอลมัน์ทีบ่รรจุเรซ่ิน 
              จากการศึกษาไอโซเทอมการดูดซบักรดแลคติกของเรซ่ิน Amberlite IRA-402 พบวา่ค่าการ
ดูดซับกรดแลคติกของเรซ่ินเร่ิมคงท่ีท่ีความเขม้ขน้ของกรดแลคติก 80 กรัมต่อลิตร ดงันั้นในการ
ทดลองน้ีจึงศึกษาการดูดซบัสารละลายกรดแลคติกผา่นคอลมัน์ท่ีบรรจุเรซ่ินท่ีความเขม้ขน้ 85 กรัม
ต่อลิตร ท่ีมีปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยคอลมัน์ท่ีมีขนาด 1.0×46 เซนติเมตร บรรจุเรซ่ิน 20 กรัม 
แลว้โหลดสารละลายกรดแลคติกลงคอลมัน์ดว้ยอตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที พบวา่ค่าการดูด
ซบักรดแลคติกจะคงท่ีท่ีร้อยละ 40 จนกระทัง่ถึงจุดอ่ิมตวัอตัราการดูดซบัจึงเร่ิมลดลง ดงัแสดงใน 
Figure 32 หลงัจากนั้นจึงท าการชะกรดแลคติกออกจากเรซ่ินโดยการลา้งดว้ยน ้ าก่อนแลว้ตามดว้ย
การชะกรดแลคติกออกจากเรซ่ินดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ดว้ย
อตัราการไหล 2.0 มิลลิลิตรต่อนาที พบว่าสารละลายกรดไฮโดรคลอริกสามารถชะกรดแลคติกได้
หมด  
 
 

 
Figure 32 Column adsorption of LA solution of 85 g/L and pH 5.43 with flow rate 

2.0 mL/min. 
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    5.5 กำรศึกษำกำรเกบ็เกีย่วกรดแลคติกจำกน ำ้หมักผ่ำนคอลมัน์ทีบ่รรจุเรซ่ิน 
              น ้าหมกักรดแลคติกภายหลงัจากการแยกเซลลอ์อกมีลกัษณะเป็นสีน ้ าตาลเขม้ ดงัแสดงใน 
Figure 33a  และมีค่าพีเอชเท่ากบั 5.3 ไปก าจดัสีดว้ยถ่านกมัมนัตท่ี์ความเขม้ขน้ร้อยละ 4 ภายหลงั
จากการก าจดัสี พบว่าน ้ าหมกักรดแลคติกมีสีใสข้ึน ดงัแสดงใน Figure 33b ซ่ึงการใชถ่้านกมัมนัต์
ในการก าจดัสีนั้นมีผลท าให้กรดแลคติกและสารอินทรียอ่ื์นๆในน ้ าหมกัลดลงดว้ยเช่นกนั ดงัแสดง
ใน Table 31 โดยกรดแลคติกมีความเขม้ขน้ลดลงประมาณร้อยละ 12 จากนั้นน าน ้ าหมกักรดแลคติก
ท่ีมีความเขม้ขน้ 85.2 กรัมต่อลิตร มาศึกษาการดูดซบักรดแลคติกดว้ยเรซ่ินแบบกะ ผลการทดลอง
ดงัแสดงใน Figure 34 พบว่าเม่ือระยะเวลาในการดูดซบัเพิ่มข้ึนท าให้ค่าการดูดซบัเพิ่มข้ึนโดยมีค่า
การดูดซับสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 35และเม่ือท าการศึกษาการเก็บเก่ียวกรดแลคติกจากน ้ าหมกัผ่าน
คอลมัน์ท่ีบรรจุเรซ่ิน Amberlite IRA-402 ผลการทดลองดงัแสดงใน Figure 35 พบว่าค่าการดูดซบั
กรดแลคติกคงท่ีท่ีร้อยละ 30-33 จนกระทัง่ถึงจุดอ่ิมตวัค่าการดูดซบัจึงเร่ิมลดลง และเม่ือชะกรดแล
คติกออกจากเรซ่ินดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์ พบว่าสามารถชะกรดแลคติกไดร้้อย
ละ 98 (Table 32) โดยกรดอินทรียท่ี์หลุดออกจากเรซ่ินประกอบดว้ยกรดแลคติกและมีกรดอะซิติก
เลก็นอ้ย (Fiugre 36) ซ่ึงการเก็บเก่ียวกรดแลคติกโดยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุสามารถดูดซบักรดแล
คติกเฉล่ียร้อยละ 24.5 และให้ผลการเก็บเ ก่ียวเฉล่ียร้อยละ 24.1 ดังแสดงใน Table 32 เ ม่ือ
เปรียบเทียบค่าการดูดซับกรดแลคติกจากน ้ าหมกักบัจากสารละลายกรดแลคติกมาตรฐานท่ีความ
เขม้ขน้เดียวกนัทั้งการดูดซบัแบบกะและการดูดซับผ่านคอลมัน์ท่ีบรรจุเรซ่ิน พบว่าค่าการดูดซับ
ของกรดแลคติกในน ้ าหมกัมีค่าน้อยกว่าเน่ืองจากในน ้ าหมกันั้นมีองคป์ระกอบของอ่ืนท่ีซับซ้อน
มากกว่าในสารละลายกรดแลคติกมาตรฐานจนท าให้เกิดการแย่งจบักบัเรซ่ินระหว่างกรดแลคติก
และองคป์ระกอบอ่ืนๆ (กนกอร ประยรูพนัธ์, 2549)  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 Fermentation broth before (a) and after (b) decolorization by 4% activated carbon. 
 

(a) (b) 
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Table 31 Characteristics of fermentation broth before and after decolorization 
Major organic acid in 

fermentation broth 
Before decolorization After decolorization % Loss 

Lactic acid (g/L) 97.5±0.82 85.2±0.41 12.6 
Acetic acid (g/L) 5.97±0.22 3.73±0.61 37.5 
pH 5.34±0.06 5.31±0.02 0.56 
Total sugar (g/L) 40.7±0.58 31.7±1.34 22.1 

 

 
Figure 34 Batch adsorption of lactic acid from fermentation broth. 

 

 

Figure 35 Column adsorption of lactic acid from fermentation broth. 
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                 Figure 36 Chromatogram of desorption of lactic acid from saturated lactic acid on resins. 

Table 32 Column separation of organic acid from fermentation broth 

Parameters (%) 
Average adsorptiona 24.5±1.06 
Average desorptionb 98.2±0.17 
Average recoveryc 24.1±0.47 

aAverage adsorption (%)  = amount of LA adsorbed onto resin/amount of loaded LA×100. 
 bAverage desorption (%) = amount of LA desorbed into the elution/amount of LA adsorbed onto resin×100. 

CAverage recovery   (%)  = collected LA/amount of loaded LA×100. 
 

 
 

 

 

 

 

 

 



111 
 

6. กำรประยุกต์ใช้ผงล ำต้นปำล์มน ำ้มันในกำรตรึงรูปเอนไซม์เซลลูเลส 
    6.1 กำรศึกษำลกัษณะทำงกำยภำพของผงไม้ล ำต้นปำล์ม 

 ล าตน้ปาล์มน ้ ามนัจะประกอบดว้ยเน้ือเยื่อส่วนท่อล าเลียง OPT-VB และผงล าตน้ปาล์ม 

OPT-PA โดยท่ีส่วนของ OPT-VB จะมีลกัษณะเป็นเส้นใยในขณะท่ีส่วนOPT-PA จะมีลกัษณะเป็น

ผงละเอียด เม่ือน าตวัอยา่งผงไมไ้ปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนท่ีก าลงัขยาย 500 เท่า พบว่า 

เน้ือเยื่อส่วนOPT-VB  จะมีลกัษณะเป็นผิวเรียบและมีเม็ดซิลิกา (silica body) ฝังตวัอยู่ และมีส่วน

ของเซลลพ์าเรงไคมาเกาะอยูร่อบนอก ดงัแสดงใน Figure 37b และ 37d ส่วนเน้ือเยือ่ OPT-PA  เม่ือ

น าไปส่องด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนท่ีก าลังขยาย 200 เท่า จะเห็นได้ว่าผงไม ้OPT-PAมี

ลกัษณะเป็นรูพรุน ดงัแสดงใน Figure 37a และ 37c ซ่ึงเอนไซมส์ามารถผ่านเขา้สู่รูพรุนของผงไม ้

OPT-PAไดจึ้งเป็นคุณลกัษณะท่ีสามารถน ามาใชเ้ป็นตวัพยงุส าหรับการผลิตเอนไซมต์รึงรูปได ้ซ่ึง

วสัดุท่ีมีคุณสมบติัเป็นรูพรุนน้ีจะท าให้เอนไซมส์ามารถเคล่ือนท่ีไดง่้ายและถูกตรึงอยูภ่ายในรูพรุน 

(Buntic et al., 2018) 

   

 

Figure 37 Fiber surface of oil palm wood (a): vascular bundle (OPT-VB), (b): SEM image of 
vascular bundle (OPT-VB) (500X), (c): parenchyma cell (OPT-PA), (d): SEM image of 
parenchyma ) (OPT-PA) (200X). 
 
    6.2 กำรศึกษำกำรตรึงเอนไซม์เซลลูเลสบนผงล ำต้นปำล์ม 
             จากการทดลองตรึงรูปเอนไซมเ์ซลลูเลสบนตวัพยงุผงล าตน้ปาลม์ (OPT-PA) ดว้ยวิธีการดูด
ซบัทางกายภาพท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระเร่ิมตน้ 1000 
ยนิูตต่อกรัมตวัพยงุ พบว่า การตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสบนตวัพยงุ OPT-PA ให้ค่า Immobilized yield 
ร้อยละ 79.06 และ Immobilized efficiency ร้อยละ 100 จะเห็นไดว้า่ตวัพยงุ OPT-PA มีความสามารถ
ในการตรึงรูปเอนไซม์ โดย Mubarak และคณะ (2014) รายงานว่าในระหว่างกระบวนการตรึง

(b) (a) (c) (d) 
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เอนไซมโ์ดยวิธีการดูดซบัทางกายภาพจะอาศยัแรงดึงดูดทางไอออน พนัธะไฮโดรเจน แรงไฮโดร
โฟรบิกและแรงแวนเดอร์วาลล ์ระหว่างตวัพยงุกบัเอนไซม ์และเม่ือเปรียบเทียบกบัการตรึงรูปโดย
วิธีเช่ือมไขวท้างเคมีพบว่า การตรึงรูปเอนไซมโ์ดยวิธีการดูดซบัทางกายภาพสามารถท าไดง่้ายกว่า 
เน่ืองจากไม่จ าเป็นตอ้งปรับสภาพของตวัพยงุดว้ยสารเคมีก่อนซ่ึงอาจจะมีผลท าให้เอนไซมสู์ญเสีย
กิจกรรมได ้จากงานวิจยัของ Buntic และคณะ (2018) ท่ีศึกษาการตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยใชก้าก
กาแฟโดยเปรียบเทียบวิธีการตรึงโดยวิธีการดูดซับทางกายภาพและการเช่ือมไขวท้างเคมีโดยใช ้
กลูตารอลดีไฮด ์คลอรีนไดออกไซด ์และไฮโดรเจนเพอรอกไซด ์พบว่าค่า Immobilized yield ของ
วิธีการดูดซบัทางกายภาพสูงกว่าการตรึงโดยใชไ้ฮโดรเจนเพอร์รอกไซดเ์ป็นสารเช่ือมไขว ้แต่มีค่า
ใกลเ้คียงกบัการเช่ือมไขวโ้ดยกลูตารอลดีไฮด์และคลอรีนไดออกไซด์ ในขณะท่ี Zhu และ คณะ 
(2018) ศึกษาการตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยใชไ้บโอชาร์ (biochar) ท่ีผลิตจากลิกโนเซลลูโลสเป็นตวั
พยุง โดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ พบว่าไบโอชาร์มีพื้นท่ีผิวเท่ากบั 413.7 ตารางเมตรต่อกรัม 
ปริมาตรรูพรุนเท่ากบั 0.480 ตารางเซนติเมตรต่อกรัม และมีขนาดรูพรุนเท่ากบั 9.5 นาโนเมตร และ
เน่ืองจากเอนไซมเ์ซลลูเลสจะมีเส้นผา่ศูนยก์ลางเฉล่ียประมาณ 3-7 นาโนเมตร จึงสามารถเคล่ือนท่ี
เขา้สู่ตวัพยงุและถูกตรึงไวภ้ายในรูพรุน และเม่ือเปรียบเทียบกบัเอนไซมอิ์สระพบวา่เอนไซมต์รึงรูป
มีกิจกรรมท่ีสูงกวา่เอนไซมอิ์สระ 
 

    6.3 กำรศึกษำคุณสมบัติของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 

         6.3.1 กำรศึกษำผลของพเีอชต่อกจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 

 จากการศึกษาผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซม ์

เซลลูเลสอิสระท่ีพีเอชท่ีแตกต่างกนั คือ 3, 4, 5, 5.5, 6, 7 และ 8 โดยใชซิ้เตรทบฟัเฟอร์ในช่วงพีเอช 

3-6 และเปล่ียนเป็นฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีพีเอช 6-8 ท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 นาที ผลการทดลองดังแสดงใน Figure 38 พบว่าเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซม์ 

เซลลูเลสอิสระมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์ (relative activity) สูงในช่วงพีเอช 4-6 โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสอิ

สระท่ีพีเอช 5 มีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์สูงสุด ในขณะท่ีกิจกรรมสัมพทัธ์ของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูป

สูงสุดท่ีพีเอช 5 และค่อนไปทางพีเอช 5.5 ซ่ึงอาจเกิดจากการตึรงรูปมีผลต่อโครงสร้างและบริเวณ

เร่งของเอนไซม์ ท าให้เกิดความต่างต่อความคงตวัของพีเอช (Ahmed et al., 2017) อย่างไรก็ตาม 

พีเอชท่ีเหมาะสมต่อทั้งเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซม์เซลลูเลสอิสระยงัเป็นพีเอช 5 ซ่ึง

สอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Zhu และคณะ (2018) ท่ีศึกษาผลของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซม ์

เซลลูเลสตรึงรูปบนไบโอชาร์และเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระ พบว่าท่ีพีเอชเท่ากบั 5 เป็นพีเอชท่ีมีค่า
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กิจกรรมสัมพทัธ์ของเอนไซมสู์งสุด เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Ahmed และคณะ (2017) ท่ีศึกษาผล

ของพีเอชต่อกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปบน PAA nanogel และเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระ 

พบว่าเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซม์เซลลูเลสอิสระมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์สูงสุดท่ีพีเอช

เท่ากบั 5   

 

  
Figure 38 Effect of pH on immobilized cellulase and free cellulase at different pH of 3, 4, 5, 5.5, 6 
and 7 incubated at 50◦C for 10 min; (a) free enzyme (b) immobilized enzyme.            

   6.3.2 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อกจิกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป  

 จากการศึกษาผลของอุณภูมิต่อค่ากิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซม์
เซลลูเลสอิสระ ท่ีพีเอช 5 โดยบ่มในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัคือ 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส 
ผลการทดลองดงัแสดงใน Figure 39 พบว่า เอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระมี
ค่ากิจกรรมสัมพทัธ์สูงสุดร้อยละ 100 ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และเร่ิมสูญเสียกิจกรรมเม่ือ
อุณหภูมิสูงกว่า 50 องศาเซลเซียส โดยค่ากิจกรรมสัมพทัธ์ของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูปและ
เอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระลดลงเหลือร้อยละ 83 และร้อยละ 81 ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจ
เป็นผลมาจากการเสียสภาพของโปรตีนเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน โดยความร้อนท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างกลุ่มในโมเลกุลของเอนไซมท์ าให้โครงสร้างของเอนไซมถู์กท าลายจึงน าไปสู่
การสูญเสียการท างานของเอนไซม ์(Zhao et al., 2006) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Zhu และคณะ 
(2018) ท่ีศึกษาผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปบนไบโอชาร์และเอนไซม์
เซลลูเลสอิสระโดยพบว่าท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีมีกิจกรรมสัมสัทธ์สูงสุดและ
กิจกรรมสมัพทัธ์ลดลงเม่ืออุณหภูมิสูงกวา่ 50 องศาเซลเซียส  
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Figure 39 Effect of temperature on immobilized cellulase and free cellulase at pH 5 incubated at 

with different temperature of 30, 0, 50 60 and 70˚C. 

 

         6.3.3 กำรศึกษำผลของอุณหภูมิต่อควำมคงตัวของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป 

         จากการศึกษาความคงตวัต่ออุณหภูมิของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปโดยการน าเอนไซมเ์ซลลู

เลสตรึงรูปมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 และ 37 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกบัเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระท่ีบ่ม

ในสภาวะเดียวกนั พบว่าการบ่มเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปและเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 180 นาที ท าให้กิจกรรมสัมพทัธ์ของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปลดลงเหลือ

ร้อยละ 83.83 และเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระลดลงเหลือร้อยละ 76.7 ดงัแสดงใน Figure 40a และเม่ือ

บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบว่าเวลาในการบ่ม 30 นาที ท าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลง

เหลือร้อยละ 79.39 และเม่ือบ่มต่อจนถึง 180 นาที กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือร้อยละ 52.58 

ในขณะท่ีในการบ่มเป็นเวลา 30 นาที เอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์ลดลงเหลือร้อย

ละ 49.23 และ ร้อยละ 13.77 ท่ีระยะเวลาในการบ่ม 180 นาที ดงัแสดงใน Figure 40b จะเห็นไดว้่า

เอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปมีความคงตวัต่อความร้อนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มากกว่าเอนไซม์

เซลลูเลสอิสระ เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Kirupa และคณะ (2018) ท่ีพบว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูป

ร่วมกบัเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสและเอนไซมแ์ลคเคสโดยวิธีห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนตมีความคงตวัทาง

ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส มากกว่าเอนไซมอิ์สระ โดยเอนไซมต์รึงรูปยงัคง

สามารถรักษากิจกรรมสัมพทัธ์ไดม้ากกวา่ร้อยละ 80 ท่ีระยะเวลาการบ่ม 180 นาที และงานวิจยัของ 

Zdarta และคณะ (2017) พบว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปบน TiO2-lignin hybrid material มีความคง
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ตวัท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส มากกว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระและยงัคงค่ากิจกกรมสัมพทัธ์ไวถึ้ง

ร้อยละ 75 ท่ีระยะเวลาการบ่ม 180 นาที และเม่ือพิจารณาอตัราการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมห์รือ

ค่า kd ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสของเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระและเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูป ผลการ

ทดลองดงัแสดงใน Figure 38c พบว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูป kd เท่ากบั 0.003 ต่อนาที ในขณะท่ี

เอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระมีค่า kd เท่ากบั 0.011 ต่อนาที จะเห็นไดว้่าเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระมีค่า kd ท่ี

มากกว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูป นัน่แสดงว่าเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึงรูปมีความคงตวัทางความร้อน

มากกวา่เอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระ  
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Figure 40 Thermal stability of free and immobilized cellulase after incubation for 3 h at (a)    

37◦C (b) 50◦C and (c) kd determination at 50˚C. 
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        6.3.4 กำรศึกษำกำรน ำกลบัมำใช้ซ ้ำของเอนไซม์ตรึงรูป 

 จากการศึกษาความสามารถในการน ากลบัมาใช้ซ ้ าของเอนไซม์เซลลูเลสตรึงรูป พบว่า 
เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีตรึงบนตวัพยุงผงไม้เม่ือมีการใชซ้ ้ า 4 รอบ ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงจาก
ร้อยละ 100 ลดลงเหลือเพียงประมาณร้อยละ 55 ดงัแสดงใน Figure 41 ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการท่ี
เอนไซมเ์ซลลูเลสถูกปลดปล่อยออกจากตวัพยงุในระหว่างการใชซ้ ้ าท าให้เกิดการสูญเสียกิจกรรม
และวิธีการเก็บเก่ียวโดยการป่ันเหวี่ยงซ่ึงอาจจะเป็นเหตุผลหน่ึงท่ีท าใหเ้อนไซมเ์ซลลูเลสหลุดออก
จากตวัพยงุเช่นกนั Abdel-Naby (1998)  รายงานวา่การตรึงรูปเอนไซมโ์ดยวิธีการดูดซบัทางกายภาพ
จะอาศยัแรงดึงดูดทางไอออน พนัธะไฮโดรเจน แรงไฮโดรโฟรบิกและแรงแวนเดอร์วาลลซ่ึ์งเป็น
แรงดึงดูดค่อนขา้งอ่อน ไม่มีการเกิดพนัธะเคมีท าให้เอนไซม์หลุดออกจากตวัพยุงไดง่้าย ซ่ึงใน
งานวิจยัของ Zhu และคณะ (2018) ท่ีศึกษาการตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสโดยใชไ้บโอชาร์เป็นตวัพยุง
โดยวิธีการดูดซับทางกายภาพ พบว่าเม่ือมีการใชซ้ ้ า 5 รอบ กิจกรรมของเอนไซมจ์ากร้อยละ 100 
ลดลงเหลือร้อยละ 74.8 ซ่ึงเป็นผลมาจากการท่ีเอนไซมห์ลุดออกจากตวัผยุง และจากรายงานของ 
Ahmed และคณะ (2017) ท่ีศึกษาการตรึงเอนไซมเ์ซลลูเลสบนพอลีเมอร์ Poly acrylic acid (PAA)  
nanogel โดยวิธีการดูดซบัทางกายภาพ เม่ือใชซ้ ้ าไปเพียง 3 รอบ ค่ากิจกรรมของเอนไซมล์ดลงจาก
ร้อยละ 100 ลดลงเหลือประมาณร้อยละ 80 เน่ืองจากเอนไซมเ์ซลลูเลสถูกปลดปล่อยออกจาก PAA 
นาโนเจลเช่นกนัในระหว่างการใชซ้ ้ าท าใหเ้กิดการสูญเสียกิจกรรม เช่นเดียวกบัรายงานของ Kirupa 
และคณะ (2018) ท่ีตรึงเอนไซม์ร่วมระหว่างแลคเคล เซลลูเลส และเบตา้กลูโคซิเดสโดยวิธีการ
ห่อหุ้มดว้ยอลัจิเนต พบว่าเม่ือใชซ้ ้ า 4 รอบ กิจกรรมของเอนไซมล์ดลงเหลือร้อยละ 80 และเม่ือใช้
ซ ้ า 6 รอบ กิจกรรมเอนไซมล์ดลงต ่ากว่าร้อยละ 60 ซ่ึงเป็นผลจากการร่ัวไหลของเอนไซมอ์อกจาก
ตวัพยุง ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัของ Ladole และคณะ (2017) ท่ีตรึงเอนไซม์เซลลูเลสบน 
อนุภาคแม่เหลก็และมีการใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูงร่วมดว้ยในการตรึงเอนไซมซ่ึ์งพบว่าสามารถใชซ้ ้ า
ได้ถึง  6 คร้ังค่ากิจกรรมจึงลดลงเหลือร้อยละ 80 ดังนั้ นเพื่อลดการสูญเสียของเอนไซม ์
เซลลูเลสในระหว่างการท าปฏิกิริยาอาจจะท าไดโ้ดยใชส้ารเช่ือมไขวเ้พื่อป้องกนัเอนไซมห์ลุดออก
จากตวัพยุง หรือผสมผสานวิธีการตรึงร่วมกบัตวัพยุงท่ีเป็นอนุภาคแม่เหล็กอาจเป็นประโยชน์ต่อ
เสถียรภาพและกิจกรรมของเอนไซมร์วมไปถึงความง่ายในการเกบ็เก่ียว  
 อย่างไรก็ตามกระบวนการตรึงรูปเอนไซม์เซลลูเลสโดยทัว่ไปจะใชต้วัพยุงท่ีแตกต่างกนั
ทั้งตวัพยงุท่ีมีคุณสมบติัละลายน ้ าและไม่ละลายน ้ า ท่ีตอ้งผา่นกระบวนการท าใหเ้กิดรูพรุนก่อน ซ่ึง
จะเป็นการเพิ่มตน้ทุนของกระบวนการดว้ยเช่นกนั (Sinegani et al., 2012) แต่การประยุกตใ์ชว้สัดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสท่ีมีความเป็นรูพรุนอยูแ่ลว้ เช่น ผงไมล้  าตน้ปาลม์ มาใชเ้ป็นตวัพยงุส าหรับ
ตรึงรูปเอนไซม ์สามารถลดขั้นตอนการท าให้เกิดรูพรุนได ้และเป็นการใชป้ระโยชน์จากวสัดุเหลือ
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ล าตน้ปาลม์น ้ ามนัอยา่งคุม้ค่า นอกจากน้ีจากการวิเคราะห์องคป์ระกอบของผงไมล้ าตน้ปาลม์ในการ
ทดลองท่ี 1 พบว่า ผงไมล้  าตน้ปาลม์มีเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบหลกัถึงร้อยละ 37 ถา้น าเอนไซม์
เซลลูเลสตรึงรูปดว้ยผงไมล้ าตน้ปาลม์ ไปประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการหมกัเพื่อผลิตสารเมตาบอไลซ์
ต่างๆ จากวสัดุลิกโนเซลลูโลสอาจท าใหไ้ดป้ริมาณน ้าตาลท่ีเพิ่มข้ึนได ้ 

 
Figure 41 Reusability study of immobilized cellulase. 

 
       
   6.3.5 กำรศึกษำผลของกำรเกบ็รักษำของเอนไซม์ตรึงรูป 
 จากการศึกษาการเก็บรักษาของเอนไซม์เซลลูเลสท่ีตรึงรูปบนผงไมจ้ากล าตน้ปาล์มโดย
วิธีการดูดซบัทางกายภาพ เปรียบเทียบกบัเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระ ท่ีเก็บรักษาในอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ผลการทดลองดัง Firure 42 พบว่าจากการเก็บรักษาเป็นเวลา 10 สัปดาห์ เอนไซม ์
เซลลูเลสตรึงรูปยงัคงมีค่ากิจกรรมสัมพทัธ์สูงถึงร้อยละ 77.75 ในขณะท่ีเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระท่ีมี
ค่ากิจกรรมสมัพทัธ์ร้อยละ 73.63 จะเห็นไดว้า่ค่ากิจกรรมสมัพทัธ์คงเหลือของเอนไซมเ์ซลลูเลสตรึง
รูปและเอนไซมเ์ซลลูเลสอิสระมีค่าใกลเ้คียงกนั ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนั้น
อตัราการเกิดปฏิกิริยาต่างๆ เกิดข้ึนไดช้า้จึงท าใหช่้วยลดการเส่ือมสภาพของเอนไซมล์งได ้ 
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Figure 42 Storage stability of immobilized cellulase for 10 weeks at 4◦C. 
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บทที่ 4 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
บทสรุป 
 จากการทดลองแยกเช้ือแบคทีเรียแลคติกจากน ้ าคั้นล าต้นปาล์มและคีเฟอร์เกรน ได้
แบคทีเรียแลคติกจากทั้ง 2 แหล่งทั้งหมด 34 ไอโซเลท จากการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถ
ผลิตกรดทั้งหมดไดสู้งเบ้ืองตน้จาก 34 ไอโซเลท และแบคทีเรียแลคติกท่ีมีอยู่ในห้องปฏิบติัการ
วิ ศวกรรมกระบวนการ ชีวภาพ  3 สายพัน ธ์ุ  คื อ  Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, 
Lactobacillus casei และ Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 พบสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติก
ไอโซเมอร์แอลเป็นหลัก 4 สายพันธ์ุ คือ Lactobacillus acidophilus TISTR 1338, Lactobacillus 
casei, ไอโซเลทรหัส  F16 และไอโซเลทรหัส F19 ซ่ึงมีความบริสุทธ์ิเชิงแสง (optical purity) 
มากกว่าร้อยละ 60 และพบสายพนัธ์ุท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกัมี 2 สายพนัธ์ุ คือ 
Lactobacillus kefiranofaciens JCM 6985 และ ไอโซเลทรหัส  KF1 ซ่ึงมีความบริสุทธ์ิเชิงแสง
มากกว่าร้อยละ 70 จากนั้นน าแบคทีเรียแลคติกท่ียงัไม่ทราบสายพนัธ์ุ คือ ไอโซเลทรหัส KF1, F16 
และ F19 ไปจดัจ าแนกสายพนัธ์ุโดยการวิเคราะห์ล าดบัเบสของ 16S rDNA พบวา่ แบคทีเรียแลคติก
ไอโซเลท KF1 มีล าดับเบสท่ีเหมือนกับ Lactobacillus kefiri ร้อยละ 99.93 จึงจัดจ าแนกเป็น 
Lactobacillus kefiri KF1 ส่วนแบคทีเรียแลคติกไอโซเลท F16 และ F19 มีล าดับเบสเหมือนกับ 
Lactobacillus paracasei R094 ร้อยละ 100 จึงจดัจ าแนกเป็น Lactobacillus paracasei F16 

จากการน าแบคทีเรียแลคติกทั้ง 5 สายพนัธ์ุมาเล้ียงในน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และศึกษาผลของ
การควบคุมพีเอช พบว่าการควบคุมพีเอชท่ี 5.5 ตลอดการทดลองท าให้เช้ือ L. acidophilus TISTR 
1338 ท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์แอลเป็นหลกั ผลิดกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 21.98 กรัมต่อ
ลิตร และ L. kefiri  KF1 ท่ีผลิตกรดแลคติกไอโซเมอร์ดีเป็นหลกั ผลิตกรดแลคติกไดสู้งท่ีสุดเท่ากบั 
19.31 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะในการผลิตกรดแลคติก จากน ้ าคั้นล าตน้ปาลม์และ
กากล าตน้ปาลม์โดยวิธีการยอ่ยพร้อมการหมกั พบวา่ปริมาณกากล าตน้ปาลม์ร้อยละ 10 และการเติม
เอนไซม์เซลลูเลส 15 ฟิลเตอร์เปเปอร์ยูนิตต่อกรัมเป็นสภาวะท่ีผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 
64.9±0.51และ 27.2±0.43 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั นอกจากน้ีการหมกัแบบกะซ ้ าสามารถผลิตกรด 
แลคติกไดถึ้ง 5 รอบการหมกั โดยปริมาณกรดแลคติกท่ีผลิตไดใ้นช่วง 50-71 กรัมต่อลิตร  

จากการศึกษาการเก็บเก่ียวกรดแลคติกโดยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุ Amberlite IRA-402 
พบว่าไอโซเทอมการดูดซบัสามารถท านายไดดี้ดว้ยแบบจ าลองแบบ Freundlich และเม่ือท าการเก็บ
เก่ียวกรดแลคติกจากน ้าหมกัผา่นคอลมัน์ท่ีบรรจุเรซ่ิน พบวา่การใชเ้รซ่ินปริมาณร้อยละ 20 สามารถ
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เก็บเก่ียวกรดแลคติกจากน ้ าหมกัสูงสุด และการชะกรดแลคติกจากเรซ่ินดว้ยสารละลายกรดไฮโดร
คลอริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ใหผ้ลการเกบ็เก่ียวเท่ากบัร้อยละ 24.1 

นอกจากน้ียงัพบว่าผงล าตน้ปาลม์ (OPT-PA) สามารถใช้เป็นตวัพยุงส าหรับตรึงเอนไซม์
เซลลูเลส ท่ีใหป้ระสิทธิภาพการตรึงร้อยละ 79.06 และมีความคงตวัทางความร้อนท่ีสูงกว่าเอนไซม์
เซลลูเลสอิสระ 

 
ข้อเสนอแนะ 
1. ในกระบวนการผลิตกรดแลคติกดว้ยวิธีการยอ่ยดว้ยการหมกั จากการทดลองจะมีน ้ าตาลโอลิโก
เซคคาไรด์ท่ีเช้ือไม่สามารถใชไ้ดค้วรหาวิธีการแยกและวิเคราะห์องคป์ระกอบเพื่อน ากลบัมาใช้
ประโยชน์ต่อ 
2. กากล าตน้ปาล์มน ้ ามนัท่ีเหลือจากการทดลองการผลิตกรดแลคติกแบบกะซ ้ าจะเป็นกากล าตน้
ปาล์มท่ีเซลลูโลสถูกย่อยหมดแลว้ ซ่ึงองค์ประกอบหลกัจะเป็นกลุ่มของเฮมิเซลลูโลสสามารถ
น ามาใชป้ระโยชน์ต่อไดโ้ดยการย่อยต่อดว้ยเอนไซมไ์ซลาเนสเพื่อผลิตเป็นสารเมตาบอไลซ์อ่ืนๆ 
เช่น น ้ าตาลไซโลส ไซโลโอลิโกเซคคาไรด ์หรือไซลิทอล 
3. การเกบ็เก่ียวกรดแลคติกดว้ยเรซ่ินแลกเปล่ียนประจุ Amberlite IRA-402 สามารถเกบ็เก่ียวกรดแล
คติกจากน ้ าหมกัไดสู้งสุดร้อยละ 30 ซ่ึงสามารถเก็บเก่ียวกรดแลคติกจากน ้ าหมกัไดห้มดโดยการ
ทดลองโหลดตวัอยา่งในเรซ่ินอยา่งต่อเน่ือง 3-4 คอลมัน์ไปพร้อมๆกนั 
4. เรซ่ินภายหลงัจากการเก็บเก่ียวกรดแลคติกควรศึกษาการใชซ้ ้ าต่อว่าสามารถใชไ้ดสู้งสุดก่ีรอบ
เพื่อความคุม้ค่าของตน้ทุน 
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ภำคผนวก  
ภำคผนวก ก. 

 
กำรวิเครำะห์ผล 
1. กำรวิเครำะห์องค์ประกอบของกำกล ำต้นปำล์มน ำ้มัน 
    1.1 การหาปริมาณความช้ืน (A.O.A.C., 1990) 
    วิธีการ 
    1) อบภาชนะส าหรับหาความช้ืน ในตูอ้บไฟฟ้าท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง น าออกจากตูอ้บ ใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน ปล่อยท้ิงไวจ้นอุณหภูมิภาชนะลดลง เท่ากับ
อุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
   2) ท าเช่นเดียวกบัขอ้ 1 จนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-2 มิลลิกรัม 
   3) ชัง่น ้ าหนกัตวัอย่าง 1-2 กรัม ใส่ในภาชนะหาความช้ืน ท่ีทราบน ้ าหนกัท่ีแน่นอน น าไป
อบท่ีตูอ้บอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 5-6 ชัว่โมง น าออกจากตูอ้บ แลว้ใส่ในโถดูดความช้ืน 
ปล่อยท้ิงไวจ้นเท่ากบัอุณหภูมิหอ้งแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
    4) น าไปอบซ ้า จนไดผ้ลต่างของน ้าหนกัท่ีชัง่ 2 คร้ังติดต่อกนัไม่เกิน 1-3 มิลลิกรัม น าค่าไป 
      ค านวณหาความช้ืน 
    ร้อยละปริมาณความช้ืน  =   (A×(B-A)×100)/A  
โดยท่ี 
    A = น ้าหนกัตวัอยา่งก่อนอบ (กรัม) 
    B = น ้าหนกัตวัอยา่งหลงัอบ (กรัม) 
    C = น ้าหนกัภาชนะ 
    1.2 การวิเคราะห์หาปริมาณเซลลูโลส และลิกนิน (A.O.A.C., 1990) 
          สารเคมี 
 1) สารละลาย Acid detergent 
 2) decahydronapthalene 
 3) อะซิโตน 
 4) กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 72 
    วิธีการ 
    1) ชัง่ตวัอยา่งปริมาณ 1 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ทรงสูงขนาด 600 มิลลิลิตร เติมสารละลาย Acid        
detergent 100 มิลลิลิตร และ decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร 
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    2) ให้ความร้อนจนเดือดเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นลงความร้อนลงให้เดือดเบาๆ เป็น
เวลา 60 นาที 
    3) กรองผ่านครูซิเบิลท่ีทราบน ้ าหนักแน่นอนแลว้ (W1) โดยใชแ้รงดูดสุญญากาศดูดเบาๆ 
จากนั้นลา้งตวัอยา่งท่ีติดอยูใ่นบีกเกอร์ลงครูซิเบิลดว้นน ้าร้อน 3-5 คร้ัง 
    4) จากนั้นจึงดูดดว้ยสุญญากาศใหแ้หง้ และลา้งดว้ยอะซิโตนปริมาณเลก็นอ้ย 2-3 คร้ัง 
    5) ใชเ้คร่ืองดูดสุญญากาศดูดให้แห้ง น าครูซิเบิลไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 
3 ชัว่โมง หรืออบจนกระทัง่น ้ าหนกัคงท่ี (W2) 
    6) เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 72 (แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิประมาณ 15 องศาเซลเซียส) ลงใน
ครูซิเบิล 15 มิลลิลิตร เติมกรดเพิ่มลงไปทุก 1 ชัว่โมง และคนอยา่งสม ่าเสมอ เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
    7) น าครูซิเบิลไปกรองเอากรดออก โดยใชเ้คร่ืองดูดสุญญากาศแลว้ลา้งดว้ยน ้ าร้อนจนหมด
กรด น าครูซิเบิลอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
   8) ท าให้เยน็ลงโดยโถดูดความช้ืน แลว้ชัง่น ้ าหนกั (W3) น าครูซิเบิลไปเผาท่ีอุณหภูมิ 500 
องศาเซลเซียส นาน 2 ชัว่โมง หรือจนกวา่ไม่มีคาร์บอน ท าใหเ้ยน็โดยโถดูดความช้ืนแลว้ชัง่น ้ าหนกั 
(W4) 
การค านวณ 

% Acid detergent fiber        =   (W2-W1)×100/น ้าหนกัเร่ิมตน้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
ร้อยละปริมาณลิกนิน           =   (W3-W4)×100/น ้าหนกัเร่ิมตน้ของตวัอยา่ง (กรัม) 
ร้อยละปริมาณเซลลูโลส      =    Acid detergent fiber – ปริมาณลิกนิน 

โดยท่ี 
W1  =  น ้าหนกัครูซิเบิลเปล่า 
W2  =  น ้าหนกัครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัผา่นสารละลาย Acid detergent (กรัม) 
W3  =  น ้าหนกัครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัผา่นกรดซลัฟริูก (กรัม) 
W4  =  น ้าหนกัครูซิเบิลและตวัอยา่งหลงัเผา (กรัม) 

 
   1.3 การหาปริมาณเฮมิเซลลูโลส (Lin et al., 2010) 

น าตัวอย่างมาชั่ง 1 ส่วน (0.5 กรัม) ผสมกับ NaOH (เข้มข้น 0.5 โมลาร์) 10 ส่วน โดย

ปริมาตร (5 มิลลิลิตร) ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีแท่งแกว้ เพื่อใชใ้นการคนและบดตวัอย่างทุก ๆ 15 

นาที บ่มไวใ้นอ่างน ้ า 80 C เป็นเวลา 3.5 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ท าการกรองผ่านกระดาษกรองท่ี

ทราบน ้ าหนกัแลว้ จากนั้นน ากระดาษกรองไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจน
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น ้ าหนักคงท่ี น ากระดาษกรองใส่ในตู้ดูดความช้ืนนาน 1 ชั่วโมง ก่อนชั่งน ้ าหนัก ปริมาณ 

เฮมิเซลลูโลส (% Hemicellulose: % H) ในตวัอยา่ง ซ่ึงสามารถค านวณไดจ้ากสมการ 

% H =  (
𝑊𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 − (𝑊𝐹𝑃+𝐹𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒 ‐ − 𝑊𝐹𝑃)

𝑊𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
) × 100 

 เม่ือ 𝑊𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒    คือ น ้ าหนกัของตวัอยา่ง (กรัม)  
             𝑊𝐹𝑃+𝐹𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑡𝑒   คือ น ้ าหนกักระดาษกรองหลงัอบ (กรัม) 
            𝑊𝐹𝑃      คือ น ้ าหนกักระดาษกรองก่อนอบ (กรัม)  

 

2. กำรวิเครำะห์ปริมำณไนโตรเจนในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มโดยวธีิเจลดำห์ล (AOAC)  

          สารเคมี 
 1) กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 98 
 2) กรดบอริกเขม้ขน้ร้อยละ 3 
 3) Kjeltabs 
 4) อินดิเคเตอร์ผสม เตรียมจาก bromocresol green 0.22 กรัม ผสมกับ methyl red 0.075 
กรัม ละลายในแอลกอฮอลเ์ขม้ขน้ร้อยละ 95 ปริมาตร 96 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซดเ์ขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 35 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
 5) สารละลายกรดเกลือมาตรฐานเขม้ขน้ 1 โมลาร์ 
    วิธีการ 
    1.การยอ่ยสลาย 
 1) ตวงตวัอยา่งปริมาตร 2-5 มิลลิลิตร ลงใน Kjeldahl flask เติม HgO 0.7 กรัม 
 2) เติมกรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 20 มิลลิลิตรลงใน Kjeldahl flask  
 3) ท าแบลงคแ์ละตวัอยา่งอา้งอิงโดยวิธีเดียวกนั 
 4) น าไปยอ่ยใน Kjeldahl digestion apparatus ท่ีอุณหภูมิ 100-400 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 
ชัว่โมงจนสารละลายใส ท้ิงไวใ้หเ้ยน็แลว้เติมน ้ากลัน่ 200 มิลลิลิตร 
    2. การกลัน่ 
 1) เคร่ือง Kjeldahl: เติมสารละลายกรดบอริกปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 
500 มิลลิลิตร หยดอินดิเคเตอร์ผสม 4-5 หยด น าไปวางรองรับ distillate จากเคร่ืองกลัน่โดยใหป้ลาย
หลอดแกว้จุ่มอยู่ในสารละลายกรดบอริก แลว้เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ดว้ยอตัราส่วน 
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1:1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงใน Kjeldahl flask ท่ีมีสารละลายตัวอย่าง ท าการกลั่นประมาณ 1 
ชัว่โมง จนไดป้ริมาตร 250 มิลลิลิตร แลว้น าไปไทเทรต 

2) เคร่ืองกลัน่ส าหรับ block: ใส่สารละลายกรดบอริกปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร หมดอินดิเคเตอร์ผสม 4-5 หยด แลว้เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
ลงในหลอดแกว้ท่ีมีสารตวัอย่างปริมาตร 50 มิลลิลิตรจากเคร่ือง ท าการกลัน่จนไดป้ริมาตร 150 
มิลลิลิตร แลว้น าไปไทเทรต 
    3. การไทเทรต 
 1) ไทเทรตของเหลวท่ีกลั่นได้ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
จนกระทัง่สีของสารละลายเปล่ียนจากสีเขียวไปเป็นสีม่วง  
 2) ไทเทรตแบลงคเ์ช่นเดียวกบัตวัอยา่ง 

การค านวณ 
 %N = (a-b)c × 1.401/g 
โดยท่ี  a = ปริมาตรของกรดท่ีใชไ้ทเทรตตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
 b = ปริมาตรของกรดท่ีใชไ้ทเทรตแบลงค ์(มิลลิลิตร) 
 c = ความเขม้ขน้ของกรด (โมลาร์) 
 g = ปริมาตรตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 
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ภำคผนวก ข. 

 

กรำฟมำตรฐำน 

1. กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนน ำ้ตำลกลูโคส 

ชัง่น ้ าตาลกลูโคสจ านวน 1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ปรับปริมาตรสุดทา้ยเป็น 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นท าการเจือจางสารละลายน ้ าตาลกลูโคส 100 เท่า จะได้สารละลายกลูโคสเขม้ขน้ 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการดูดสารละลายกลูโคสท่ีท าการเจือจางแลว้ปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6 และ 

0.8 มิลลิลิตร ใส่หลอดท่ีเตรียมไว ้จากนั้นท าการเติมน ้ ากลั้นลงในแต่ละหลอดปริมาตรสุดทา้ยรวม

ในหลอด 1 มิลลิลิตร ท าการเติมสารละลายฟีนอลร้อยละ 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอด

เขย่าให้ผสมเขา้กัน ท้ิงไว ้3 นาที แล้วจึงท าการเติมกรดซัลฟูริกเขม้ขน้ร้อยละ 95 ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ลงในหลอดอยา่งรวดเร็วผสมใหเ้ขา้กนั ท้ิงไวเ้ป็นเวลา 10 นาที ส าหรับแบลงคใ์ชน้ ้ ากลัน่

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และท าทุกอยา่งเช่นเดียวกบัการทดลองขา้งตน้ จากนั้นน าตวัอยา่งดงักล่าวไป

วดัค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490 นาโนเมตร 

 

Figure 43 Standard curve of glucose by phenol-sulphuric method. 
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2. กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนกรดแลกติก กรดอะซิติก และเอทำนอลโดยเทคนิค High 

Performance Liquid Chromatogarphy (HPLC) 

  เตรียมกราฟมาตรฐานกรดแลกติก กรดอะซิติก และเอทานอลโดยเทคนิค HPLC โดยดดัแปลง
ตามวิธีของ Olano-Maetin และคณะ (2000) 

สารเคมี   
1. สารมาตรฐานกรดแลคติก 
2. สารมาตรฐานกรดอะซิติก 
3. สารมาตรฐานเอทานอล 
4. กรดซลัฟูริก 

 เคร่ืองมือ 
Colum                    : Aminex HPX-87H Ion Exclusion Column 300 x 7.8 มิลลิเมตร 
Mobile phase   : กรดซลัฟูริกเขม้ขน้ 0.005 M  
Flow rate   :  0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
Detector   :   Refractive Index  
Column Temperature : 65 องศาเซลเซียส 
Injection volume     : 20 ไมโครลิตร 

 วิธีการ 
เตรียมสารมาตรฐาน กรดแลคติก กรดอะซิติก และเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ 1, 2.5, 5 และ 

10 กรัมต่อลิตร กรองผา่นกระดาษกรองไนลอนขนาด 0.22 ไมโครเมตร และฉีดตวัอยา่งปริมาตร 10 
ไมโครลิตร เขา้สู่คอลมัน์ จากนั้นแปลผลและวิเคราะห์ขอ้มูลการทดลองจากค่ารีเทนชั่นไทม์ 
(retention time) และค่าพื้นท่ีพีค (area) ของสารมาตรฐาน กรดแลคติก กรดอะซิติก และเอทานอล 
แลว้สร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 
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Figure 44 Standard curve of lactic acid analyzed by HPLC. 

 

Figure 45 Standard curve of acetic acid analyzed by HPLC. 
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Figure 46 Standard curve of ethanol analyzed by HPLC. 

3. กำรเตรียมกรำฟมำตรฐำนของน ำ้ตำลในน ำ้คั้นล ำต้นปำล์มและกำกล ำต้นปำล์ม  
 เตรียมกราฟมาตรฐานของน ้ าตาลชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาล

ไซโลส และและน ้ าตาลอะราบิโนส ท่ีความเขม้ขน้ 1, 2.5, 5 และ 10 กรัมต่อลิตรโดยใชเ้คร่ือง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Egüés และคณะ, 2010) 

สารเคมี   
  1. สารมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 

2. สารมาตรฐานน ้าตาลฟรุกโตส 
3. สารมาตรฐานน ้าตาลไซโลส 
4. สารมาตรฐานน ้าตาลอะราบิโนส 

  5. กรดซลัฟูริก 
เคร่ืองมือ 

Column    : Aminex HPX-87H Ion Exclusion     
Column 300 x 7.8 มิลลิเมตร 

Mobile phase   : 0.005 M Sulfuric acid 
Flow rate   : 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
Detector   : Refractive Index  
Column Temperature  : 65 องศาเซลเซียส 
Injection volume   : 20 ไมโครลิตร 
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วิธีการ 
เตรียมกราฟมาตรฐานของน ้ าตาลชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาล

ไซโลส และและน ้าตาลอะราบิโนส ท่ีความเขม้ขน้ 1, 2.5, 5 และ 10 กรัมต่อลิตร กรองผา่นกระดาษ
กรองไนลอนขนาด 0.2 ไมโครเมตร และฉีดตวัอยา่งปริมาตร 10 ไมโครลิตร เขา้สู่คอลมัน์ จากนั้น
แปลผลและวิเคราะห์ขอ้มูลการทดลองจากค่ารีเทนชัน่ไทม ์(retention time) และค่าพื้นท่ีพีค (area) 
ของสารมาตรฐาน น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลฟรุกโตส น ้ าตาลไซโลส และและน ้ าตาลอะราบิโนสแลว้
สร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 

 

 
Figure 47 Standard curve of glucose analyzed by HPLC. 

 

Figure 48 Standard curve of sucrose analyzed by HPLC. 
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Figure 49 Standard curve of fructose analyzed by HPLC. 

 

Figure 50 Standard curve of xylose analyzed by HPLC. 
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Figure 51 Standard curve of arabinose analyzed by HPLC. 

 

4. กรำฟมำตรฐำนปริมำณแป้ง 

 

Figure 52 Standard curve of starch concentrations. 
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5. โครมำโตแกรมของสำรมำตรฐำนน ำ้ตำลชนิดต่ำงๆ และสำรเมตำบอไลซ์ต่ำงๆ 
 

 
Figure 53 Chromatogram of standard sugar and metabolite products at concentration of 1 g/L 

 

 
Figure 54 Chromatogram of standard sugar and metabolites product at concentration of 2.5 g/L 
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Figure 55 Chromatogram of standard sugar and metabolites product at concentration of 5 g/L 

 

 
Figure 56 Chromatogram of standard sugar and metabolites product at concentration of 10 g/L. 
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ภำคผนวก ค. 
 

รูปภำพกำรทดลอง 

1. แบคทีเรียแลคติกทีแ่ยกได้จำกน ำ้คั้นล ำต้นปำล์ม 

    

 

         

 

 

 

Figure 57 LAB obtained from OPS isolation. 

2. แบคทีเรียแลคติกทีแ่ยกได้จำกคีเฟอร์เกรน 
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Figure 58 LAB obtained from kefir grains isolation. 
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3. ล ำดับนิวคลโีอไทด์ของเช้ือแบคทีเรียแลคติกทีแ่ยกได้ 
    3.1 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus paracasei F16 
Table 33 16S rDNA sequence of Lactobacillus paracasei F16 

GCAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAA
CGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAA
CATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCT
GAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG
GCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC
GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
TGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGC
TAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCC
TTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG 
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTT
GGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAC
GAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
CGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAAC 
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    3.2 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lactobacillus kefiri KF1 
Table 34 16S rDNA sequence of Lactobacillus kefiri KF1 

GATTTAACACGAAACGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT
TGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAAAAC
CACATGGTTTTGGTTTAAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGG
CGTATTAGCTTGTTGGTAAGGTAATGGCCTACCAAGGCAATGATACGTAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAACAGGTGTC
AGAGTAACTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGG
AGAAGTGCATCGGAAACCAGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCC
ATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGC
TGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCG
CCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAA
GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAACCTAA
GAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTA
GTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG
CCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTTGGAATCGCTA
GTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAG 
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4. ขั้นตอนกำรเตรียมน ำ้คั้นและกำกล ำต้นปำล์ม 
 

  
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 Preparation of oil palm sap and oil palm trunk 

1. ล าตน้ปาลม์น ้ามนั ท่อนละ 0.5 
เมตร 

2. เอาเปลือกออกแลว้ตดัเป็นช้ิน
ขนาดเลก็ 

3. เตรียมคั้นน ้า 

4. คั้นน ้าดว้ยเคร่ืองรีดยาง 5. น ้าคั้นล าตน้ปาลม์ 

7. กากล าตน้ปาลม์ท่ีเหลืออบไล่
ความช้ืนท่ีอุณหภมิู 60 องศาเซลเซียส 
จนแหง้ 

6. ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ  
6000 รอบต่อนาที เกบ็รักษาท่ี -20 องศาเซลเซียส 

8. บดลดขนาด 9. กรองผา่นตะแกรงกรอง 
ขนาด 10, 25 และ 30 เมช 

11. ส่วนของเส้นใยขนาด 0.75-2 mm 

12. ส่วนของผงไม ้
ขนาด 0.75-2 mm 
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Figure 60 Column adsorption of lactic acid from fermentation broth 
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