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การผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องดวยการหมักสองขั้นตอน
Continuous production of lactic acid with two-stage fermentation
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บทคัดยอ
กรดแลกติกเปนกรดอินทรยีท่ีใชเปนสารต้ังตนในการผลติพอลแิลกเทต  ซึง่เปนพลาสติกท่ียอยสลายได เนือ่งจาก

ระบบการผลติกรดแลกติกมีตนทุนสงู จงึจ ําเปนตองพฒันากระบวนการหมักกรดแลกติกท่ีใหอัตราการผลติสงูเพือ่ลดตน
ทุนการผลติกรดแลกติก  ในการศึกษานีไ้ดพฒันากระบวนการผลติกรดแลกติกแบบตอเนือ่งโดยใชเชือ้ Lactococcus lactis 
IO-1  จากนํ ้าตาลกลโูคสท่ีไดจากการยอยแปงมันส ําปะหลงัดวยเอนไซม เนือ่งจากการผลติกรดแลกติกแบบตอเนือ่งขัน้
ตอนเดยีวใหอัตราการผลติกรดแลกติกเทากับ 4.71 กรมัตอลติรตอชัว่โมง และมีปรมิาณกลโูคสเหลอื 2.94 กรมัตอลติร ท่ี
อัตราการเจอืจาง 0.81 ตอชัว่โมง  เพือ่เพิม่อัตราการผลติกรดแลกติกโดยใชปรมิาณกลโูคสท่ีเหลอืจากถังหมักแรก จงึปรบั
ปรงุกระบวนการผลติเปนการหมักแบบตอเนือ่งสองขัน้ตอน ทํ าใหไดอัตราการผลติกรดแลกติกเพิม่ขึน้รวมเปน 5.69 กรมั
ตอลติรตอชัว่โมง ท่ีอัตราการเจอืจาง  0.83  และ 0.62  ตอชัว่โมง ในถังหมักท่ีหนึง่และสองตามล ําดบั ซึง่เปนอัตราการ
ผลติกรดแลกติกท่ีสงูกวาการผลติแบบเบด็เสรจ็  (QP = 1.82 กรมัตอลติรตอชัว่โมง)  3.3 เทา

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
 แปงมันสํ าปะหลังเปนวัตถุดิบท่ีมีอยูเปนปริมาณมากในประเทศไทย สามารถเพิ่มมูลคาของแปงมัน

สํ าปะหลังไดโดยการยอยแปงมันสํ าปะหลังใหเปนนํ้ าตาลกลูโคสดวยเอนไซมแอลฟาอะมัยเลสรวมกับกลูโคอะ
มัยเลส  แลวใชกลูโคสเปนสารตั้งตนในการผลิตกรดแลกติก เพ่ือใชในอุตสาหกรรมทางเคมี อาหาร และเภสัช
กรรมตอไป ยิ่งกวานั้นกรดแลกติกยังใชเปนสารตั้งตนสํ าหรับการผลิตสารพอลิแลกเทต  ซึ่งเปนพลาสติกที่ยอย
สลายไดทางชีวภาพ (Datta และคณะ, 1995)    แตเนื่องจากกระบวนการผลิตกรดแลกติกมีตนทุนสูง    จึงมี
การศึกษาพัฒนากระบวนการผลิตเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตกรดแลกติกดวยเทคนิควิธีการหมักแบบเบ็ดเสร็จ
(Sirisansaneeyakul และคณะ, 2000a)  และวิธีการหมักแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว (Sirisansaneeyakul และ
คณะ, 2000b)  ในงานวิจัยนี้เนนศึกษาการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องดวยการหมักสองขั้นตอน เพ่ือเพ่ิม
อัตราการผลิตกรดแลกติกใหสูงขึ้นกวาการผลิตกรดแลกติกแบบเบ็ดเสร็จหรือแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว

อุปกรณและวิธีการ
อาหารเพาะเชื้อ

อาหารเพาะเชื้อประกอบดวย นํ้ าตาลกลูโคสที่ไดจากการยอยแปงมันสํ าปะหลังดวยเอนไซม 10 กรมั
ยีสตสกัด  5 กรมั   พอลเิปปโตน  5 กรมั  และโซเดียมคลอไรด  5 กรมั  ในปริมาตรนํ้ ากลั่น 1 ลิตร

การเตรียมกลาเชื้อในฟลาสก
เพาะเลี้ยง Lactococcus lactis IO-1 (Ishizaki และคณะ, 1990) ในอาหารสํ าเร็จรูป Thioglycolate 

(TGC) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง โดยไมเขยา  แลวถายเชื้อลงในฟลาสกที่มีอาหาร
เพาะเชื้อ โดยใชปริมาณกลาเชื้อ  5 เปอรเซ็นต  บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยเขยา 150 รอบตอนาที 
เปนเวลา 18 ชั่วโมง  และใชเปนกลาเชื้อส ําหรับการเพาะเลี้ยงในถังหมัก

การเพาะเลี้ยงในถังหมัก
ทํ าการเพาะเลี้ยงเชื้อแบบเบ็ดเสร็จพรอมกันในถังหมักท่ีหนึ่งและสองโดยกํ าหนดปริมาตรของอาหาร

เพาะเช้ือเทากับ 0.75 และ 1.00 ลิตร ในถังหมักท่ีหน่ึงและสองตามลํ าดับ ควบคุมสภาวะการหมักที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส  อัตราการกวน 400 รอบตอนาที  และพีเอช 6.0 เปนเวลา 10 ชั่วโมง  แลวเปลี่ยนเปนระบบ
การหมักแบบตอเนื่องสองขั้นตอน   โดยกํ าหนดใหอัตราการไหล (F) ของระบบการหมักเทากับ 0.62 ลิตรตอ
ชั่วโมง ทํ าใหไดอัตราการเจือจาง (D) ในถังหมักท่ีหน่ึงและสองเทากับ 0.83 และ 0.62 ตอชั่วโมง ตามลํ าดับ ทํ า
การหมักแบบสองขั้นตอนอยางตอเนื่องเปนระยะเวลา 70 ชั่วโมง

วิธีการวิเคราะห
วเิคราะหปริมาณกลูโคสโดยวิธีทางเอนไซมของกลูโคสออกซิเดส/เพอรออกซิเดส (Sigma, diagnostic 

kit no. 510-A)  ปรมิาณกรดแลกติกโดยวิธีของ Baker และ Summerson (1941) โดยใช Lithium lactate (L-
2250, sigma) เปนสารละลายมาตรฐาน และความเขมขนของเซลลวิเคราะหโดยการหานํ้ าหนักเซลลแหงดวย
วิธีการอบแหง
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ผลและวิจารณ
Fig.1 แสดงผลการทดลองจากการหมักกรดแลกติกแบบตอเนื่องสองขั้นตอน พบวาการหมักแบบตอ

เนื่องของถังหมักแรก (Fig.1a) ระบบเริ่มปรับตัวเขาสูสถานะคงตัวที่ 12 ชั่วโมง โดยมีความเขมขนกลูโคส กรด
แลกติก และเซลลเฉลี่ยเทากับ 3.52  5.19 และ 0.77 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ   โดยมีอัตราการผลิตกรดแลกติก
ในถังหมักแรก (Qp,1) เทากับ 4.30 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการผลิตกรดแลกติกแบบตอเน่ือง
ขั้นตอนเดียว (Qp = 4.71 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ท่ี D = 0.81 ตอชั่วโมง) (Sirisansaneeyakul และคณะ, 
2000b) สวนการหมักแบบตอเน่ืองของถังหมักท่ีสอง (Fig. 1b) ระบบเขาสูสถานะคงตัวที่ 12 ชั่วโมง เชนเดียว
กัน โดยมีความเขมขนของกลูโคส กรดแลกติก และเซลลเทากับ 0.01  7.44 และ 1.54 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ 
โดยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกในถังหมักท่ีสอง (Qp,2) เทากับ 1.39 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Table 1) ดังนั้น
อัตราการผลิตกรดแลกติกของระบบการหมักแบบตอเน่ืองสองข้ันตอนเทากับ 5.69 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ซึ่ง
เปนอัตราการผลิตที่สูงกวาการผลิตการหมักแบบเบ็ดเสร็จ (Qp = 1.82 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) และแบบตอเนื่อง
ขั้นตอนเดียว  (Qp = 4.71 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 3.3 และ 1.2 เทา 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  โดยวิธีการผลิตแบบตอเนื่องสองขั้น

ตอน ทํ าใหไดอัตราการผลิตสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบตอเนื่องขั้นตอนเดียว และการหมักแบบ
เบ็ดเสร็จ  การศึกษานี้จะเปนพื้นฐานในการพัฒนากระบวนการผลิตกรดแลกติกแบบตอเนื่องสองขั้นตอนที่มี
ระบบการหมุนเวียนเซลล  ซึ่งคาดวาจะไดอัตราการผลิตกรดแลกติกท่ีสูงขึ้นเหมาะสํ าหรับการผลิตในระดับ   
อุตสาหกรรมได
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