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การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องดวยการหมักสองขั้นตอน
Continuous production of lactic acid with two-stage fermentation
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บทคัดยอ
กรดแลกติกเปนกรดอินทรยีท่ีใชเปนสารต้ังตนในการผลติพอลแิลกเทต  ซึง่เปนพลาสติกท่ียอยสลายได เนือ่งจาก

ระบบการผลติกรดแลกติกมีตนทุนสงู จงึจ ําเปนตองพฒันากระบวนการหมักกรดแลกติกท่ีใหอัตราการผลติสงูเพือ่ลดตน
ทุนการผลติกรดแลกติก  ในการศึกษานีไ้ดพฒันากระบวนการผลติกรดแลกติกแบบตอเนือ่งโดยใชเชือ้ Lactococcus lactis 
IO-1  จากนํ ้าตาลกลโูคสท่ีไดจากการยอยแปงมันส ําปะหลงัดวยเอนไซม เนือ่งจากการผลติกรดแลกติกแบบตอเนือ่งขัน้
ตอนเดยีวใหอัตราการผลติกรดแลกติกเทากับ 4.71 กรมัตอลติรตอชัว่โมง และมีปรมิาณกลโูคสเหลอื 2.94 กรมัตอลติร ท่ี
อัตราการเจอืจาง 0.81 ตอชัว่โมง  เพือ่เพิม่อัตราการผลติกรดแลกติกโดยใชปรมิาณกลโูคสท่ีเหลอืจากถังหมักแรก จงึปรบั
ปรงุกระบวนการผลติเปนการหมักแบบตอเนือ่งสองขัน้ตอน ทํ าใหไดอัตราการผลติกรดแลกติกเพิม่ขึน้รวมเปน 5.69 กรมั
ตอลติรตอชัว่โมง ท่ีอัตราการเจอืจาง  0.83  และ 0.62  ตอชัว่โมง ในถังหมักท่ีหนึง่และสองตามล ําดบั ซึง่เปนอัตราการ
ผลติกรดแลกติกท่ีสงูกวาการผลติแบบเบด็เสรจ็  (QP = 1.82 กรมัตอลติรตอชัว่โมง)  3.3 เทา

ABSTRACT
Lactic acid, an important organic acid, can be used as raw material for the production of

polylactate, which is biodegradable material in plastic industries. Therefore, a process for lactic acid
production has to be developed for increasing volumetric lactic acid productivity, in order to lower the
cost of lactic acid production. In this work, continuous fermentation of lactic acid from cassava starch
enzymatic hydrolysate using Lactococcus lactic IO-1 was investigated.  With continuous single-stage
fermentation of lactic acid production, the volumetric productivity and residual glucose of 4.71 g/l h and
2.94 g/l, respectively were obtained at dilution rate, D = 0.81 h-1. In order to increase volumetric lactic
acid productivity with well utilizing of residual glucose in the first fermentor, a continuous production of
lactic acid by two-stage fermentation was studied. As a result, lactic acid productivity was increased to
5.69 g/l h and glucose was completely utilized at dilution rates of D1 = 0.83 and D2 = 0.62 h-1 in the first
and the second fermentors, respectively. This volumetric lactic acid productivity was 3.3 times higher
than that obtained from batch production of lactic acid fermentation (Qp = 1.82 g/l h).
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คํ านํ า
 แปงมันสํ าปะหลังเปนวัตถุดิบท่ีมีอยูเปนปริมาณมากในประเทศไทย สามารถเพิ่มมูลคาของแปงมัน

สํ าปะหลังไดโดยการยอยแปงมันสํ าปะหลังใหเปนนํ้ าตาลกลูโคสดวยเอนไซมแอลฟาอะมัยเลสรวมกับกลูโคอะ
มัยเลส  แลวใชกลูโคสเปนสารตั้งตนในการผลิตกรดแลกติก เพ่ือใชในอุตสาหกรรมทางเคมี อาหาร และเภสัช
กรรมตอไป ยิ่งกวานั้นกรดแลกติกยังใชเปนสารตั้งตนสํ าหรับการผลิตสารพอลิแลกเทต  ซึ่งเปนพลาสติกที่ยอย
สลายไดทางชีวภาพ (Datta และคณะ, 1995)    แตเนื่องจากกระบวนการผลิตกรดแลกติกมีตนทุนสูง    จึงมี
การศึกษาพัฒนากระบวนการผลิตเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิควิธีการหมักแบบเบ็ดเสร็จ
(Sirisansaneeyakul และคณะ, 2000a)  และวิธีการหมักแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว (Sirisansaneeyakul และ
คณะ, 2000b)  ในงานวิจัยนี้เนนศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องดวยการหมักสองขั้นตอน เพ่ือเพ่ิม
อัตราการผลิตกรดแลกติกใหสูงขึ้นกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จหรือแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว

อุปกรณและวิธีการ
อาหารเพาะเชื้อ

อาหารเพาะเชื้อประกอบดวย นํ้ าตาลกลูโคสที่ไดจากการยอยแปงมันสํ าปะหลังดวยเอนไซม 10 กรมั
ยีสตสกัด  5 กรมั   พอลเิปปโตน  5 กรมั  และโซเดียมคลอไรด  5 กรมั  ในปริมาตรนํ้ ากลั่น 1 ลิตร

การเตรียมกลาเชื้อในฟลาสก
เพาะเลี้ยง Lactococcus lactis IO-1 (Ishizaki และคณะ, 1990) ในอาหารสํ าเร็จรูป Thioglycolate 

(TGC) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง โดยไมเขยา  แลวถายเชื้อลงในฟลาสกที่มีอาหาร
เพาะเชื้อ โดยใชปริมาณกลาเชื้อ  5 เปอรเซ็นต  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยเขยา 150 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18 ชั่วโมง  และใชเปนกลาเชื้อส ําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมัก

การเพาะเลี้ยงในถังหมัก
ทํ าการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบเบ็ดเสร็จพรอมกันในถังหมักท่ีหนึ่งและสองโดยกํ าหนดปริมาตรของอาหาร

เพาะเช้ือเทากับ 0.75 และ 1.00 ลิตร ในถังหมักท่ีหน่ึงและสองตามลํ าดับ ควบคุมสภาวะการหมักที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  อัตราการกวน 400 รอบตอนาที  และพีเอช 6.0 เปนเวลา 10 ชั่วโมง  แลวเปลี่ยนเปนระบบ
การหมักแบบตอเนื่องสองขั้นตอน   โดยกํ าหนดใหอัตราการไหล (F) ของระบบการหมักเทากับ 0.62 ลิตรตอ
ชั่วโมง ทํ าใหไดอัตราการเจือจาง (D) ในถังหมักท่ีหน่ึงและสองเทากับ 0.83 และ 0.62 ตอชั่วโมง ตามลํ าดับ ทํ า
การหมักแบบสองขั้นตอนอยางตอเนื่องเปนระยะเวลา 70 ชั่วโมง

วิธีการวิเคราะห
วเิคราะหปริมาณกลูโคสโดยวิธีทางเอนไซมของกลูโคสออกซิเดส/เพอรออกซิเดส (Sigma, diagnostic 

kit no. 510-A)  ปรมิาณกรดแลกติกโดยวิธีของ Baker และ Summerson (1941) โดยใช Lithium lactate (L-
2250, sigma) เปนสารละลายมาตรฐาน และความเขมขนของเซลลวิเคราะหโดยการหานํ้ าหนักเซลลแหงดวย
วิธีการอบแหง
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ผลและวิจารณ
Fig.1 แสดงผลการทดลองจากการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่องสองขั้นตอน พบวาการหมักแบบตอ

เนื่องของถังหมักแรก (Fig.1a) ระบบเริ่มปรับตัวเขาสูสถานะคงตัวที่ 12 ชั่วโมง โดยมีความเขมขนกลูโคส กรด
แลกติก และเซลลเฉลี่ยเทากับ 3.52  5.19 และ 0.77 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ   โดยมีอัตราการผลิตกรดแลกติก
ในถังหมักแรก (Qp,1) เทากับ 4.30 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการผลิตกรดแลกติกแบบตอเน่ือง
ขั้นตอนเดียว (Qp = 4.71 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ท่ี D = 0.81 ตอชั่วโมง) (Sirisansaneeyakul และคณะ, 
2000b) สวนการหมักแบบตอเน่ืองของถังหมักท่ีสอง (Fig. 1b) ระบบเขาสูสถานะคงตัวที่ 12 ชั่วโมง เชนเดียว
กัน โดยมีความเขมขนของกลูโคส กรดแลกติก และเซลลเทากับ 0.01  7.44 และ 1.54 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ 
โดยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกในถังหมักท่ีสอง (Qp,2) เทากับ 1.39 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Table 1) ดังนั้น
อัตราการผลิตกรดแลกติกของระบบการหมักแบบตอเน่ืองสองข้ันตอนเทากับ 5.69 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ซึ่ง
เปนอัตราการผลิตที่สูงกวาการผลิตการหมักแบบเบ็ดเสร็จ (Qp = 1.82 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) และแบบตอเนื่อง
ขั้นตอนเดียว  (Qp = 4.71 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 3.3 และ 1.2 เทา ตามลํ าดับ (Table 2)

Table 1   Kinetic parameters obtained from two-stage fermentation.

!"#$% &' &( &) * + , -.%/0'121$3$14 5)6

2$3/4 2$3/4 2$3/4 21/3714 21/14 2178914 -(3' -)3' 21$3/1714

I 3.52 0.77 5.19 0.62 0.75 0.83 0.14 0.95 4.30
II 0.01 1.54 7.44 0.62 1.00 0.62 0.22 0.64 1.39

* Volumetric productivity of lactic acid  (Qp,n) = Dn (Cp,n - Cp,n-1), n = 1, 2

Table 2   Comparison of lactic acid production between batch and continuous fermentation.

&': &( &) -.%/0'12$3$4 5)
*%;<%="#".>=

2$3/4 2$3/4 2$3/4 -(3' -)3' 2$3/174
?%@%;%=A%'

Batch(1) 8.41 1.76 7.82 0.20 0.94 1.82 Sirisansaneeyakul  et
al., 2000a

Single-stage(2) 8.85 0.45 5.82 0.12 0.87 4.71 Sirisansaneeyakul  et
al., 2000b

Tw0-stage(3) 8.99 1.54 7.44 0.17 0.83 5.69* This study
(1) Yield and volumetric productivity of lactic acid were calculated from 4.0 - 8.5 h of culture time.
(2) Continuous fermentation at steady state of D = 0.81 h-1.
(3) Two-stage fermentation was carried out at steady state of D1 = 0.83 h-1 and D2 = 0.62 h-1.
* volumetric productivity (Qp) = ∑Qp,n , n = 1,2
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                         Fig. 1  The production of lactic acid with two-stage fermentation.
                 Initial conditions :  C s

0 = 8.99 g/l, F = 0.62 l/h, V1 = 0.75 l, V2 = 1.00 l
                  Symbols          :      Dry cell weight,        Glucose,       Lactic acid
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สรุป
 การพัฒนากระบวนการหมักเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติก  โดยวิธีการผลิตแบบตอเนื่องสองขั้น

ตอน ทํ าใหไดอัตราการผลิตสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว และการหมักแบบ
เบ็ดเสร็จ  การศึกษานี้จะเปนพื้นฐานในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องสองขั้นตอนที่มี
ระบบการหมุนเวียนเซลล  ซึ่งคาดวาจะไดอัตราการผลิตกรดแลกติกท่ีสูงขึ้นเหมาะสํ าหรับการผลิตในระดับ   
อุตสาหกรรมได
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