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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

การท าบริสุทธิ์เชิงแสงของกรด D-แล็กติกจากสารละลายผสมของกรด D- และ L-แล็กติกได้ถูก
ศึกษาด้วยการใช้วิธีการทางชีวภาพ เชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica ได้ถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออก
ของเอ็นไซม์ L-แล็กเตทอ๊อกซิเดซ ซ่ึงเอ็นไซม์นี้มีความเฉพาะเจาะจงกับ L-แล็กเตท โดยท าการเลี้ยงใน
อาหารเหลวที่มี L-แล็กเตทเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กันเพ่ือศึกษาถึงจลศาสตร์การเจริญ 
พบว่าความเข้มข้นของ L-แล็กเตทท่ีเหมาะสมต่อการเจริญคือ 20 กรัมต่อลิตรโดยให้ค่าการเจริญจ าเพาะ 
0.24 ต่อชั่วโมงและความเข้มข้นของเซลล์ 0.72 กรัมต่อลิตร และเม่ือทดสอบการบ่มด้วยสารละลายผสม
ของ L- และ D-แล็กเตท พบว่าเชื้อยีสต์จะใช้เฉพาะ L-แล็กเตทเท่านั้น โดยที่ความเข้มข้นของ D-แล็กเตท
ยังคงเท่าเดิม การทดลองถัดมาคือการเลี้ยงเซลล์ด้วยความเข้มข้นสูง ซึ่งได้ค านวณอัตราการป้อน L-แล็ก
เตทในอัตราที่สอดคล้องกับค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ โดยพบว่าได้ความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดคือ 30.8 
กรัมตอ่ลิตร จากนั้นได้ท าการตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอัลจิเนตเพื่อใช้ส าหรับการท าบริสุทธิ์เชิงแสงของ D-
แล็กเตทในท่อปฏิกรณ์แบบท่อไหล โดยได้ท าการศึกษาในส่วนของอัตราการเกิดปฏิกิริยา อิทธิพลชอง
ความเข้มข้น L-แล็กเตทเริ่มต้น ความคงต้วจากการเก็บรักษาและการเสริมแหล่งไนโตรเจนเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์ จากนั้นได้น าส่วนที่ได้จาก effluent ไปท าการศึกษาการท าบริสุทธิ์ขั้น
สุดท้ายด้วยเทคนิคนาโนฟิวเตรชั่น โดยได้ท าการศึกษาถึงสภาวะการท างานต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการ
แยกเช่น ผลของความดัน ความเข้มข้นและค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็นต้น ซึ่งผลการทดลองพบว่าค่าความ
เป็นกรด-ด่างมีอิทธิพลสูงสุดในการกักกันกรดแล็กติกระหว่างสารป้อนและเพอร์มิเอท นอกจากนี้ผลการ
ทดลองยังยืนยันว่า นาโนฟิวเตรชั่นสามารถใช้ในการก าจัดโปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่ได้อย่างมีประสิทธิ 
ภาพโดยได้เพอร์มีเอทที่ใส ซึ่งส่วนเพอร์มิเอทที่ได้นี้ได้ถูกน าไปทดสอบปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่นซึ่งพบว่า
สามารถผลิตพอลีดีแล็กติกแอซิดได้เช่นเดียวกันกับพอลิแล็กติกแอซิดซึ่งผลิตจากกรดแล็กติกทางการค้า 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
Optical purification of D-lactic acid from the mixture of D- and L-lactic acid was 

studied using biological approach. Yarrowia lipolytica was induced for the expression of 
L-lactate oxidase which is specific for L-lactate by culturing in a medium using L-lactate 
as the sole carbon source. Investigation on different initial L-lactate concentrations 
reported that the optimum concentration of 20 g.L-1 resulted in the specific growth rate 
of 0.24 h-1 and biomass concentration of 0.72 g.L-1. Experiment on the incubation of 
mixture of D- and L-lactate revealed that only L-lactate was utilized by the yeast whilst 
D-lactate concentration was constant. Subsequently, an exponential feeding technique 
was employed for high cell density cultivation in which the highest cell concentration 
was obtained at 30.8 g.L-1. Immobilization of the yeast cells with calcium alginate was 
carried out in order to study the optical purification of D-lactate in a plug flow reactor. 
Operating parameters on reaction were investigated in terms of initial L-lactate 
concentrations, stability after storage, and supplementation with nitrogenous sources, 
respectively. The effluent was subjected to further purification using nanofiltration. 
Operating conditions including trans-membrane pressure, feed concentration, and pH 
were investigated. Experimental results revealed that the last was the most influential 
parameters on rejection between the feed and permeate.  In addition, this technique 
was proved for removal of proteins and macro-molecules. The permeate was clear and 
was employed for subsequent polymerization. Results found that the poly-D-lactic acid 
polymer was successfully produced from D-lactic acid obtained from this work as well 
as from commercial reagent.   
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บทท่ี 1 บทน า 

1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

 ปัจจุบันพลาสติกสังเคราะห์มีบทบาทสูงมากในโลกปัจจุบัน เนื่องจากสามารถน ามาใช้ใน
ชีวิตประจ าวันได้อย่างหลากหลาย เพ่ือใช้เป็นวัสดุในอุตสาหกรรมต่างๆ อาทิเช่น กล่องใส่อาหาร 
ฟิล์มห่ออาหาร ภาชนะบรรจุเคมีภัณฑ์ อุตสาหกรรมไฟฟ้า การแพทย์และเภสัชกรรม 
คอมพิวเตอร์ หรือแม้กระทั่งอุตสาหกรรมยานยนต์ เป็นต้น โดยพลาสติกเหล่านี้สังเคราะห์ได้จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมีซึ่งก่อให้เกิดปัญหาขยะ มลพิษและสิ่งแวดล้อมโดยรวม เนื่องจากก าจัดได้
ยากและไม่สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติหรือใช้เวลานานมาก โครงการนวัตกรรม
พลาสติกชีวภาพเปนหนึ่งในโครงการนวัตกรรมเชิงยุทธศาสตรที่ส านักงานนวัตกรรมแหงชาติ 
(สนช.) กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีมีวิสัยทัศนที่ชัดเจน จากการวิเคราะหสถานการณ
ระดับโลกและปจจัยการผลิตที่เขมแข็งของประเทศไทย จึงไดใหความส าคัญอยางยิ่งในการ
ผลักดันใหเกิดการพัฒนาเปนโครงการระดับชาติตั้งแตปพ.ศ. 2547 ซึ่งมีเปาหมายในการน า
เทคโนโลยีชีวภาพระดับสูง และเทคโนโลยีดานวัสดุศาสตรมาใชในการผลิตพลาสติกชีวภาพจาก
แปงมันส าปะหลังหรือน้ําตาล โดยได้มีการประเมินวาประเทศไทยมีศักยภาพและความเปนไปได
เปนอยางสูงที่จะผลิตพลาสติกชีวภาพจากมันส าปะหลังและน้ าตาล ซึ่งจะเปนการสรางมูลคาเพ่ิม
ใหกับวัตถุดิบการเกษตรของประเทศไทย อีกทั้งเปนการเตรียมความพรอมใหกับอุตสาหกรรมที่
เป็นมิตรกับสิ่งแวดลอมซึ่งมีศักยภาพสูงในเวทีการคาโลก ในปัจจุบันพลาสติกชีวภาพส่วนใหญ่
ได้มาจากการผลิตกรด L-แล็กติก ด้วยจุลินทรีย์ในธรรมชาติโดยใช้วัตถุดิบที่สามารถผลิตทดแทน
ขึ้นใหมไ่ด้ในธรรมชาติ (renewable resource) เช่น ข้าวโพด มันส าปะหลัง และอ้อย เป็นต้น โดย
ต้องผ่านกระบวนการหมัก (fermentation) ด้วยแบคทีเรียกรดแล็กติก (lactic acid bacteria) 
จากน้ าผ่านกระบวนการท าบริสุทธิ์ และน ากรด L-แล็กติกท่ีได้นั้น ผ่านกระบวนการทางเคมีได้ 
เป็น lactide ซ่ึงมีโครงสร้างทางเคมีเป็นวงแหวน แล้วจึงน าไปผ่าน กระบวนการพอลีเมอร์ไรเซชั่น 
(Polymerization) กลั่นในระบบสุญญากาศเพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างได้เป็นโพลิเมอร์เรียกว่า Poly 

lactic acid, PLA ซึ่งสามารถน าไปข้ึนรูปหรือผสมกับพลาสติกชนิดอื่นต่อไป โดยพลาสติกชีวภาพ 
(Bioplastic) สามารถย่อยสลายได้โดยธรรมชาติ เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และน้ า PLA มีช่วง
การหลอมเหลว (melting range) 173-178 องศาเซลเซียส แต่อย่างไรก็ตามทนความร้อนได้ไม่
เกิน 110 องศาเซลเซียส มีปริมาณความเป็นผลึก (Crystallinity) ประมาณ 37% และอุณหภูมิ
การเปลี่ยนจากสถานะคล้ายแก้ว (glass transition temperature) อยู่ระหว่าง 60-65 องศา
เซลเซียส คุณสมบัติพิเศษคือมีความใส ไม่ย่อยสลายในสภาพแวดล้อมทั่วไป แต่สามารถย่อย
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สลายได้เอง เมื่อน าไปฝังกลบในดินขึ้นรูป สามารถท าได้ด้วยเทคนิคการขึ้นรูปเทอร์โมพลาสติก
ทั่วไป เช่น กระบวนการการอัดรีด (Extrusion) กระบวนการฉีด (Injection molding) เป็นต้น 
จากข้อมูลข้างต้นจะเห็นได้ว่าข้อจ ากัดส าคัญของ PLA คือมีการทนอุณหภูมิได้ค่อนข้างต่ า ดังนั้น
การเพ่ิมสมบัติดังกล่าวจึงเป็นที่สนใจเป็นอย่างมาก ซ่ึงการผลิตกรด D-แล็กติกเพ่ือใช้เป็นสารเพ่ิม
ความแข็งแรงในกระบวนการผลิตพลาสติกชีวภาพ ของ PLA นั้น ก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่าง
มากเนื่องจากจะท าให้สามารถปรับปรุงสมบัติของ PLA ให้สามารถใช้ทดแทนพลาสติกท่ีได้จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมีเป็นอย่างดี อีกท้ังยังสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม โดยพอลิเมอร์ของกรดดีแล็กติก (poly-D-lactic acid, PDLA) นั้น มีจุดหลอมเหลวที่
สูงกว่าพอลิแล็กติก (PLA) ธรรมดาถึง 40 องศาเซลเซียส และมีความต้านทานความร้อนได้ดี
เทียบเท่าพอลิเมอร์ชนิด polybutylene terephthalate (PBT) ที่ผลิตได้จากอุตสาหกรรม
ปิโตรเลียม  ดังนั้นพลาสติกชีวภาพจึงได้รับความสนใจและก าลังศึกษาค้นคว้าวิจัยอย่างมากใน
ปัจจุบัน  อย่างไรก็ตามการผลิตกรดแล็กติกโดยกระบวนการทางชีวภาพ (fermentation 
process) ที่มีการศึกษากันอย่างกว้างขวางนั้น ส่วนใหญ่มักจะเป็นเชื้อสามารถผลิตกรด L-แล็ก  
ติกได้อย่างเดียว และมี stereo-selectivity สูง ส่วนเชื้อแบคทีเรียนกรดแล็กติกท่ีสามารถผลิต 
กรด D-แล็กติกอย่างเดียวนั้น พบว่ามีปริมาณท่ีน้อยกว่าพวกแรก อีกท้ังยังสามารถผลิตกรด D-

แล็กติกได้ในปริมาณท่ีน้อย และเพาะเลี้ยงยากอีกด้วย อีกปัญหาหนึ่งที่อาจพบระหว่าง
กระบวนการหมักคือ ในระหว่างการหมักอาจมีการปนเปื้อนจากเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกสาย
พันธ์ที่มีความสามารถในการผลิตกรด L-แล็กติก ท าให้เกิดการปนเปื้อนขึ้นมาได้  
 นอกจากนี้ การผลิตกรดแล็กติกด้วยวิธีการทางเคมีนั้น จะได้ไอโซเมอร์ที่เป็นทั้ง D- และ L-  

ท าให้ต้องเสียค่าใช้จ่ายสูงในการแยกไอโซเมอร์เหล่านี้ออกจากกัน ซึ่งจ าเป็นที่จะต้องท าการก าจัด
ออกให้หมดในระหว่างกระบวนการท าบริสุทธิ์ ท าให้กรด D-แล็กติกที่ผลิตได้ไม่บริสุทธิ์เท่าท่ีควร
จะเป็น  ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นในการท ากรด D-แล็กติกให้บริสุทธิ์ คือการแยกไอโซเมอร์หรือไค
รอล (chiral) L-แล็กติกที่ปนเปื้อนออกจากระบบ ซึ่งโดยทั่ว ๆ ไปแล้ว การผลิตกรดแล็กติก 
บริสุทธิ์นั้นจะใช้กระบวนการ esterification และ hydrolysis ซึ่งเป็นกระบวนการเปลี่ยน
โครงสร้างทางเคมีของกรดแล็กติกให้เป็นสารประเภทเอสเทอร์ซึ่งจะสามารถกลั่นแยกออกจาก
สิ่งเจือปนอื่น ๆ ได้โดยง่าย แต่อย่างไรก็ตาม กระบวนการดังกล่าวไม่สามารถท่ีจะแยกไอโซเมอร์ 
D- และ L-  ออกจากกันได้ ทั้งนี้เนื่องจากสมบัติทางเคมีและทางกายภาพของสารทั้งสองชนิดนั้นมี
ความคล้ายกันมากนั้นเอง ดังนั้นหากจะท าการแยกสารทั้งสองชนิดนี้ออกจากกัน จ าเป็นที่จะต้อง
มีการพัฒนาระบบการท าบริสุทธิ์ด้วยวิธีทางชีวภาพ เพ่ือเกิดผลกระทบทางสิ่งแวดล้อมให้น้อย
ที่สุด นั่นคือ กระบวนการย่อยหรอืเปลี่ยนรูปแบบของกรด L-แล็กติกด้วยเชื้อจุลินทรีย์ โดยมี
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งานวิจัยที่ใช้เชื้อแบคทีเรียชนิด Pseudomonas stutzeri SDM (Gao et al., 2009) และการใช้
ยีสต์ชนิด Yarrowia lipolytica ซึ่งมีเอนไซม์ในการย่อย L-แล็กเตท (Biryukova et al., 2010) 
ซึ่งในงานวิจัยนี้จะศึกษาการใช้เชื้อยีสต์ดังกล่าวในการก าจัดกรด L-แล็กติกออกจากกรดผสม D- 

และ L-แล็กติก เพ่ือให้เหลือเพียงแต่กรด D-แล็กติก ที่เป็นผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ โดยในขั้นแรกจะ
ท าการศึกษาการเหนี่ยวน าให้เกิดเอ็นไซม์ L-lactate oxidase ภายในเซลยีสต์ก่อน จากนั้นจะ
ท าการศึกษาการเลี้ยงเชื้อแบบกึ่งกะ เพ่ือจุดประสงค์ในการเพิ่มจ านวนเซลล์ให้ได้มาก ๆ ก่อนที่
จะน าเซลล์เหล่านั้นมาตรึงในเม็ดอัลจิเนต และมีการศึกษาการออกแบบถังฏิกรณ์แบบ plug flow 
และสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือที่จะให้ได้ผลการทดลองที่ดีท่ีสุด ในขั้นตอนสุดท้ายจะเป็นการท า
บริสุทธิ์สารละลายกรด D-แล็กติกที่ได้ด้วยเทคนิคนาโนฟิวเตรชั่น (Nanofiltration, NF) ก่อนที่จะ
น าผลิตภัณฑ์ที่ได้ตอนสุดท้ายไปทดสอบปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่นต่อไป 
 
1.2 กรดแล็กติก (Lactic acid) 

กรดแล็กติก (2-hydroxypropanoic acid, CH3CHOHCOOH) หรือกรดนม ถูกค้นพบเป็น
ครั้งแรกในปี 1780 โดยนักเคมีชาวสวีเดน Carl Wilhelm Scheele ในปัจจุบันกรดแล็กติก เป็นกรด
อินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบส าคัญต่ออุตสาหกรรมต่าง ๆ เป็นอย่างมาก เช่น อุตสาหกรรมอาหารโดย
จะท าหน้าที่เป็นตัวช่วยเพิ่มกลิ่นรสให้กับอาหารนั้น อีกท้ังยังป้องกันการเน่าเสียในอาหารหมักดองอีก
ด้วย นอกจากนี้กรดแล็กติกยังมีความส าคัญกับอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพที่สามารถย่อย
สลายได้ในธรรมชาติ (biodegradable plastic) โดยก าลังได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจุบัน 
เนื่องจากสามารถน ามาเข้ากระบวนการโพลีเมอไรเซชั่น (polymerization) เพ่ือผลิตเป็นโพลีแล็กเทต 
ซ่ึงสามารถใช้ทดแทนพลาสติกท่ีผลิตจากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีได้เป็นอย่างดี และเป็นมิตรกับ
สิ่งแวดล้อม (ศิริศันสนียกุล 2547)  

กรดแล็กติกสามารถผลิตได้โดยกระบวนการทางชีวภาพจากการย่อยสลายน้ าตาลของเชื้อใน
กลุ่มแบคทเีรียกรดแล็กติก  ภายใต้สภาวะไร้อากาศ (Huang, Jin et al. 2005) โดยที่สามารถใช้
วัตถุดิบทางการเกษตรได้หลายชนิด เช่น กากน้ าตาลอ้อย (molasses), หางนม (whey), และ น้ าตาล
ที่ได้จากการย่อยแป้งชนิดต่าง ๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งแป้งมันส าปะหลังซึ่งเป็นพืชทางการเกษตรหลัก
ของจังหวัดนครราชสีมา และหลังจากนั้นขั้นตอนที่ส าคัญอีกข้ันตอนหนึ่งของกระบวนการผลิตกรด D-
แล็กติกคือการสกัดและการท าให้บริสุทธิ์ (downstream processing) ซึ่งจะมีหลายทางเลือกโดย
ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ของการใช้งานเป็นส าคัญ เช่นการใช้กรด D-แล็กติกในอุตสาหกรรมพลาสติก 
จะผลิตให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ร้อยละ 95 โดยจะต้องเป็นกรด D-แล็กติกที่ไม่มีสีและเกือบจะไม่มีกลิ่น 
ส าหรับข้อเสนอของโครงวิจัยนี้ได้ให้ความส าคัญถึงการใช้กรด D-แล็กติกส าหรับการผลิตพลาสติก
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ชีวภาพ ซึ่งจะต้องใช้กรด D-แล็กติกที่มีเกณฑ์ของความบริสุทธิ์สูงมากและสามารถทนต่ออุณหภูมิสูง
ได้ กล่าวคือสารละลายกรด D-แล็กติกที่มีความบริสุทธิ์สูง โดยอาจจะต้องท าระดับคุณภาพให้อยู่ใน 
pharmaceutical grade ซึ่งท าให้การท ากรด D-แล็กติกให้บริสุทธิ์จะต้องใช้กระบวนการที่มีความ
ซับซ้อนและมีต้นทุน 
 แต่อย่างไรก็ตามกระบวนการต่างๆ เช่น การใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในการสกัดกรดแล็กติก 
(organic solvent extraction) และกระบวนการ  esterification ร่วมกับ hydrolysis  จะไม่
สามารถแยกสารผสมกรดแล็กติกท่ีอยู่ในรูปของไอโซเมอร์ (enantiomer) ได้ ทั้งนี้เนื่องจากสมบัติ
ทางกายภาพและทางเคมีของกรด D- และ L-แล็ค ติกนั้นมีค่าเดียวกัน ท าให้การกลั่นแยกนั้นไม่
สามารถท าได้ นอกจากนี้แล้วความต้องการกรดแล็กติกในรูปของไอโซเมอร์ที่เป็น D- นั้น มีสูงขึ้น
เรื่อยๆ อีกท้ังราคาของกรด D-แล็กติกนั้นมีค่าสูง  ดังนั้นหากท าการการแยกกรด L- และ D-แล็กติ
กออกจากกัน เหลือเฉพาะกรด D-แล็กติก กับสารอ่ืนๆที่อาจปนมาจากกระบวนการต่างๆ หลังจาก
นั้น ก่อนที่จะเข้าสู่กระบวนการเอสเทอริฟิเคชั่นและไฮโดรไลซิส ซึ่งถือว่าเป็นกระบวนการที่มี
ประสิทธิภาพที่ดีสุดในการผลิตกรดแล็กติกบริสุทธิ์จากน้ าหมักซึ่งเป็นขั้นตอนที่จะท าการแยกกรด
แล็กติกออกจากกรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ เจือ ปนอยู่ ท าให้ได้กรด D-แล็กติกบริสุทธิ์สูง เพ่ือน าไป
ประยุกต์ใช้เป็นประโยชน์ต่อไป ด้วยเหตุนี้ในงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นในการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติก ซึ่ง
จ าเป็นที่จะต้องท างานวิจัย พ้ืนฐาน เพ่ือที่จะท าการแยกกรดแล็กติกท้ังสองออกจากกัน รูปภาพ 1 
แสดงลักษณะการเกิด chiral ของกรดแล็กติก    
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  รูปภาพ 1.1 โครงสร้างทางเคมีและลักษณะการเกิดไอโซเมอร์ของกรด L- และ D-แล็กติก  
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1.3 การแยกสารไครอล (Chiral separation) 
1.3.1 การแยกสารไครอลด้วยวิธีทางกายภาย 

การแยกสารไครอลด้วยวิธีการกายภาพมีการประยุกต์ใช้อยู่แล้วในการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค
โครมาโตรกร๊าฟฟ่ี เช่น HPLC และ Gas chromatography เป็นต้น โดยเป็นการใช้ สารที่มสีมบัติใน
การเป็นตัวคัดเลือกสารไครอลหรือท่ีเรียกว่า (Chiral selector) มาใช้เป็นส่วนผสมในการผลิต 
packing ส าหรับคอลัมน์ ซึ่งโดยทั่วไปแล้วจะใช้สารประเภทไซโครเด๊กตริน (cyclodextrin) มาท าการ
ปรับสภาวะและท าการเติมหมู่ฟังค์ชั่นบางชนิดลงไป แต่อย่างไรก็ตามการใช้เทคนิค HPLC หรือ GC 
นั้นมีข้อจ ากัดท่ีส าคัญคือ สามารถประยุกต์ใช้กับตัวอย่างในปริมาณเล็กน้อยเท่านั้น และไม่สามารถท า
การแยกแบบต่อเนื่องได้ ดังนั้นจึงมีงานวิจัยงานวิจัยเกี่ยวกับการแยกโดยใช้เยื่อแผ่น (membrane 
separation process) ซึ่งเป็นงานวิจัยทางวัสดุศาสตร์ในการขึ้นรูปเมมเบรนหรือเยื่อแผ่น ซึ่งการแยก
ไอโซเมอร์ของกรดแล็กติกด้วยเมมเบรนนี้ จ าเป็นที่จะต้องท าการปรับสภาพพ้ืนผิวของเยื่อแผ่นด้วย
การใช้สารเคมีท่ีมีความสามารถในการคัดเลือกการเกิดพันธะเคมีกับไอโซเมอร์ชนิดใดชนิดหนึ่งได้ โดย
chiral selector อาจจะอยู่ในรูปของ L หรือ D ก็ได้ ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารในกลุ่มเดียวกับท่ีน ามา
ประยุกต์ใช้ในการผลิต packing ส าหรับคอลัมน์เพื่อใช้ในการแยกสารไครอลด้วยเทคนิคโครมา
โตรกร๊าฟฟ่ีหรือในเครื่อง HPLC นั่นเอง ซ่ึงต าแหน่งของ chiral selector นั้น สามารถที่จะท าการ
ปรับให้อยู่บริเวณพ้ืนผิวหรือในเนื้อของเมมเบรนเลยก็ได้ จากนั้นจะน าเยื่อแผ่นดังกล่าวไปทดสอบการ
แยกกรด D- และ L-แล็กติกต่อไป โดยอาจจะท าให้อยู่ในรูปทรงต่าง ๆ เช่นแบบแผ่นเรียบ หรือแบบ
ท่อกลวง เป็นต้น  ซึ่งมีข้อได้เปรียบที่ส าคัญคือสามารถท าการขยายก าลังการผลิต (scale up) ได้ง่าย
และใช้พลังงานที่ต่ า โดยอาจจะน าไปประยุกต์ใช้ในระบบต่าง ๆ เช่น supported liquid 
membrane (Yang and Chung, 2007) การใช้ความต่างของความดันเป็นแรงขับเพ่ือท าให้เกิดการ
ถ่ายเทมวลเกิดขึ้น (pressure driven process) เช่นอัลตร้าฟิลเตรชั่น เป็นต้น (Hadik et al., 
2005b) และการใช้แรงขับเคลื่อนทางไฟฟ้าที่เรียกว่าคะพิลลารีอิเล็กโทรโฟเรซิส (capillary 
electrophoresis, CE) ก็เป็นอีกเทคนิคหนึ่งของการแยกสารในหลอดคะพิลลารีขนาดเล็กที่บรรจุ
สารละลายอเิล็กโทรไลต์ (background electrolyte, BGE) ภายใต้อิทธิพลของสนามไฟฟ้า
กระแสตรง หลักการแยกสารในเทคนิค capillary electrophoresis อาศัยความแตกต่างของ
ความสามารถของการเคลื่อนที่ทางไฟฟ้า (electrophoretic mobility, ) ซึ่งข้ึนกับอัตราส่วน
ระหว่างประจุต่อขนาดของไอออน ส่วนประกอบพื้นฐานของเครื่อง capillary electrophoresis 
แสดงได้ดังError! Reference source not found. ซ่ึงส่วน ประกอบพื้นฐานที่ส าคัญของระบบ
ดังกล่าว ได้แก่ คะพิลลารีที่ใช้กันโดยทั่วไปเป็น hollow fiber capillary ที่ภายในประกอบด้วยเฟส
อยู่กับที่ (stationary phase) เคลือบด้วยสาร chiral selector นอกจากนี้ยังประกอบ ด้วย
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สารละลายอิเล็กโทรไลต์ หรอื BGE ซึ่งส่วนใหญ่เป็นบัฟเฟอร์บรรจุอยู่ในขวดบรรจุ ที่มีปลายทั้งสอง
ข้างของคะพิลลารีจุ่มอยู่ เครื่องก าเนิดศักย์ไฟฟ้า (Direct current voltage source) ขั้วไฟฟ้า 
(electrode) ส่วนใหญ่เป็นโลหะแพลทินัม (platinum) และเครื่องตรวจวัด (detector) ซึ่งส่วนใหญ่
นิยมใช้เครื่องตรวจวัดการดูดกลืนรังสียูวี-วิสิเบิล (UV-Vis) เพ่ือท าการวัดการแยกไอโซเมอร์ต่าง ๆ ที่
แยกกันภายในท่อใยกลวงดังกล่าว โดยที่กรดแล็กติกเม่ืออยู่ในสภาวะที่เป็นกลางจะกลายเป็นแล็กเตท 
ซึ่งสามารถเคลื่อนที่ได้ภายใต้สนามไฟฟ้ากระแสตรงโดยจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก (cathode) ดังแสดง
ในรูปภาพ 2 

 

 
 
รปูภาพ 1.2 การจัดการทดลองเครื่องคะพิลลารีอิเล็กโทรโฟเรซิสส าหรับการแยกสารไครอลออกจาก

กัน (http://chemwiki.ucdavis.edu) 
 
 แต่อย่างไรก็ตามค่าของฟลักซ์หรือการถ่ายเทมวลจ าเพาะของกรดแล็กติกนั้น ขึ้นอยู่กับ

ปัจจัยหลัก 2 อย่างคือค่าสัมประสิทธิการแยกของเมมเบรนที่ผลิตได้และความเข้มข้นของกรดแล็กติก
ในด้านของสารป้อน ซึ่งหากประสิทธิภาพการแยกของเมมเบรนไม่ดีก็จะท าให้สัดส่วนของกรด D- 
และ L-แล็กติกในด้านของสารป้อนและด้านของส่วนที่กรองได้ (filtrate) มีค่าที่ไม่แตกต่างกันมากนัก 
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นอกจากนี้หากความเข้มข้นของกรดแล็กติกในด้านของสารป้อนต่ า ก็จะท าให้อัตราการถ่ายเทมวล
จ าเพาะมีค่าต่ าไปด้วย   
1.3.2 การแยกสารไครอลด้วยวิธีทางชีวภาพ 

นอกจากการแยกสารไดรอลด้วยวิธีทางกายภาพแล้ว อีกแนวความคิดหนึ่งที่มีความเป็นไปได้
มากคือการใช้วิธีทางชีวภาพ (Biological methods) ซึ่งเป็นการประยุกต์ใช้เอ็นไซม์ที่มีความจ าเพาะ
เจาะจงกับกรดแล็กติกชนิดใดชนิดหนึ่ง จากการที่ได้ศึกษามาก่อนหน้านี้พบว่าการผลิตกรด D-แล็กติก 
มีความยากมากกว่าการผลิตกรด L-แล็กติก อีกท้ังเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกส่วนมากจะผลิต กรด L-
แล็กติก (Nampoothiri et al., 2007) ซึ่งท าให้ทั้งกระบวนการผลิตจากการหมักและกระบวนการท า
บริสุทธิ์ของกรด D-แล็กติกมีความยุ่งยากซับซ้อนมากยิ่งขึ้น ซ่ึงโดยปรกติแล้วมักจะใช้เอ็นไซม์ที่
เจาะจงกับกรด L-แล็กติกในการเปลี่ยนหรือย่อยสลายกรดดังกล่าว ซึ่งเอ็นไซม์ที่ได้ถูกศึกษาอย่าง
กว้างขวางคือ L-lactate oxidase ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ในกลุ่มเดียวกันกับ homologous flavin 
mononucleotide (FMN)-dependent α-hydroxy acid-oxidizing enzymes ซึ่งเอ็นไซม์ใน
ตระกูลนี้สามารถพบได้ทั้งในโปรคารีโอตและยูคารีโอต รวมทั้งในพืชและสัตว์ ซึ่งกลไกการท างานของ
เอ็นไซม์นี้จะท าหน้าที่ในการอ๊อกซิไดซ์สารตั้งตั้งที่เป็นมีหมู่ฟังค์ชั่นคาร์บอกซิลิกที่มีการจัดเรียงตัวใน
รูปแบบอัลฟา (α-hydroxy acid) ให้มีผลิตภัณฑ์เป็นกรดคีโต (keto acid) ซึ่งจะมีทั้งหมู่ฟังค์ชั่นคีโตน
และคาร์บอกซิลิกในโมเลกุลเดียวกัน ซึ่งในกรณีของกรด L-แล็กติก กรดคีโตดังกล่าวก็คือกรดไพรูวิก
นั่นเอง ในขณะเดียวกันฟลาวินจะถูกรีดิวซ์ให้กลายเป็นไฮโดรควินโนน ในชั้นตอนถัดมาไฮโดรควินโนน
จะถูกอ๊อกซิไดซ์อีกครั้งหนึ่งด้วยตัวรับอิเลคตรอน ซึ่งในท่ีนี้คือโมเลกุลของอ๊อกซิเจนซึ่งจะกลายสภาพ
เป็นไฮโดรเจนเปอร์อ๊อกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2)   

 
รูปภาพ 1.3 แสดงโครงสร้างของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase (Umena et al., 2006) 
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Umena  et al., 2006 ได้ท าการศึกษาถึงผลึกของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase โดยพบว่า
เอ็นไซม์ดังกล่าวประกอบไปด้วยหน่วยย่อย 4 หน่วย (sub-unit) ที่เหมือนกัน ซี่งในแต่ละหน่วยย่อย
จะมีการจัดเรียงตัวกันของกรดอะมิโนทั้งในแบบเกลียว (helix) และแบบแถบ (ribbon) โดยจะเกาะ
อยู่กับสาร cofactor ชนิด FMN ซ่ึงต าแหน่งกัมมันต์หรือ active site จะอยู่บริเวณด้านปลายของ
แถบเบต้า (β-strands) ในขณะที่อาจินีน 268 (Arg268) และไทโรซีน 40 (Tyr40) จะท าหน้าที่ในการ
สร้างพันธะกับกลุ่มคาร์บอกซิลของกรด L-แล็กติก ในขณะที่ฮีสติดีน 265 (His265) จะท าหน้าที่ใน
การดึงโปรตรอน ณ ต าแหน่งอัลฟา (α-proton) ของกรด L-แล็กติก ไลซีน 241 (Lys241) ท าหน้าที่
ในการเพิ่มความเสถียรให้กับฟลาวิน และ ไทโรซีน 146 ท าหน้าที่ในการสร้างพันธะกับหมู่ฟังค์ชั่นไฮ
ดรอกซิลของสารตั้งต้น (รูปภาพ 3) 
 

 
รูปภาพ 1.4 กลไกการอ๊อกซิไดซ์กรด L-แล็กติกไปเป็นกรดไพรูวิกและ H2O2 (Furuichi et al, 2008)  

 
Furuichi et al, 2008 ได้ท าการศึกษาเอ็นไซม์ L-lactate oxidase (รูปภาพ 4) โดยได้

น าเสนอแนวคิดส าหรับกลไกการอ๊อกซิไดซ์กรด L-แล็กติกให้เป็นกรดไพรูวิกและไฮโดรเจนเปอร์อ๊อก
ไซด์ดังนี้ ในขั้นตอนแรกนั้น กรด L-แล็กติกจะเข้าไปจับกับต าแหน่งกัมมันต์ (active site) ของ
เอ็นไซมก์ลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อนเอ็นไซม์กับซับสเตรท (enzyme substrate complex) โดย

ในขั้นตอนที่ 1 พันธะCα-H และ CαO-H ของกรด L-แล็กติกจะถูกท าให้ไม่เสถียร ในขณะเดียวกัน
โคแฟกเตอร์ FMN จะถูกรีดิวซ์โดยการเติมโปรตอนไปที่กรดอะมิโนฮิสติดีน (His265) ก่อนที่โมเลกุล
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ของอ๊อกซิเจนจะเข้ามา ณ ต าแหน่งบริเวณท่ีมีการจับกรด L-แล็กติกเพ่ือท าหน้าที่ในการรับโปรตอน
จาก His265 กลายเป็นไฮโดรเจนเปอร์อ๊อกไซด์ก่อนที่จะหลุดจากต าแหน่งกัมมันต์ตามกรดไพรูวิกอ
อกไป ในขณะเดียวกันนั้น FMN ก็อยู่ในสภาวะที่ถูกอ๊อกซิไดซ์เรียบร้อยแล้วโดย His265 สูญเสีย
โปรตอนไป เพื่อให้มีความพร้อมส าหรับการอ๊อกซิไดซ์กรด L-แล็กติกในรอบถัดไป   

ในปัจจุบันนั้นได้มีการใช้เทคนิคต่าง ๆ หลายเทคนิคเช่นการใช้เทคนิคทางชีวภาพในการผลิต 
D-แล็กติกจากของผสมไอโซเมอร์ D- และ L-แล็กติก ด้วยเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas stutzeri 
SDM ซึ่งเชื้อดังกล่าวมีเอ็นไซม์ L-lactate oxidase ซ่ึงจะท าการเปลี่ยนกรด L-แล็กติกให้กลายเป็น
กรดไพรูวิก และจะเหลือแต่กรด D-แล็กติกอยู่ในน้ าหมักอย่างเดียว จากนั้นกรดไพรูวิกและ กรด D-
แล็กติก สามารถแยกออกจากกันได้โดยใช้เทคนิคการแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchange) เพียง
ขั้นตอนเดียว (Gao et al. 2009) ซึ่งการที่เชื้อแบคทีเรียดังกล่าวมีความสามารถในการใช้ L-แล็กติก
เป็นแหล่งคาร์บอนได้ อย่างไรก็ตามเอนไซม์ L-lactate oxidase สามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์
หลากหลายชนิดดังที่ได้กล่าวไป แต่มีรายงานว่าเอนไซม์ที่ได้จะมีความไม่คงตัว อาจเกิดการ
เปลี่ยนแปลงหรือเสื่อมสภาพได้ง่าย  

Biryukova et al, 2009 ได้ท าการศึกษาถึงการแสดงออกของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase 
ในยีสต์ Yarrowia lipolytica โดยการใช้กรด L-แล็กติกความเข้มข้นร้อยละ 1 เป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยจากการทดลองพบว่ากิจกรรมของ L-lactate oxidase มีมากเม่ือใช้กรด L-แล็กติกเป็นแหล่ง
คาร์บอน (148 μmol/min/mg protein) แต่เมื่อใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ปรากฏว่าพบ
กิจกรรมของเอ็นไซม์ดังกล่าวเพียง (28 μmol/min/mg protein) นอกจากนี้ ยังค้นพบว่ากิจกรรม
ของเอ็นไซม์ดังกล่าวมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการเจริญของเซลล์ โดยเมื่อความเข้มข้นของกรด L-
แล็กติกในอาหารเหลวหมดลง เชื้อยีสต์หยุดการเจริญและกิจกรรมของเอ็นไซม์มีค่าคงท่ี (เชื้อยีสต์หยุด
การสังเคราะห์เอ็นไซม์) ในขั้นตอนสุดท้ายได้มีการศึกษาถึงต าแหน่งของเอ็นไซม์นี้ภายในเซลล์ยีสต์ 
โดยท าการท าเซลล์ให้แตกก่อนที่จะแยกส่วนของผนังเซลล์ออกจากส่วนของของเหลว ซึ่งผลการ
ทดลองระบุว่าเอ็นไซม์นี้เกาะอยู่ที่ผนังเซลล์เพียงแค่ร้อยละ 5 เท่านั้น ส่วนที่เหลือทั้งหมดปรากฏอยู่ใน 
cytoplasm ภายในเซลล์ 

 
1.4 Yarrowia lipolytica 

ได้มีรายงานเชื้อจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ดังกล่าว คือ เชื้อ 
Yarrowia lipolytica ที่เป็นยีสต์ที่สามารถหาซื้อได้ง่ายและมีการประยุกต์ใช้ในงานด้านต่าง ๆ เช่น
การผลิตเอ็นไซม์ไลเปส การบ าบัดน้ าเสียที่มีน้ ามันและไขมันเป็นจ านวนมาก เป็นต้น เนื่องจากเพ่ือให้
เกิดองค์ความรู้ใหม่ พร้อมทั้งเป็นการเปรียบเทียบ เพ่ือพัฒนากระบวนการต่างๆ ได้ ดังนั้น จึงเลือก
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ท าการศึกษาโดยใช้เชื้อยีสต์สายพันธุ์นี้ เนื่องจากสามารถเพาะเลี้ยงได้ง่าย และสามารถหาซื้อได้ โดย
ได้มีการขอรับบริการซื้อสายพันธุ์จุลินทรีย์จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ
ไทย (วว.) ที่มีรหัสคือ Yarrowia lipolytica TISTR 5621 จากนั้นท าการศึกษารายละเอียดเบื้องต้น 
ในด้านการเลี้ยงเชื้อ และสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของเชื้อ พร้อมที่จะพัฒนาในการเลี้ยงเชื้อเพ่ือ
กระตุ้นให้เชื้อมีความสามารถในการสร้างเอนไซม์ L-lactate oxidase และท าการตรึงเซลเพื่อใช้เป็น 
biocatalyst ก่อนที่จะน าไปใช้ในการท าบริสุทธ์กรด D- แล็กติกจากสารละลายผสมของกรด D- และ 
L-แล็คติกในถังปฏิกรณ์ชีวภาพในแบบ plug flow ต่อไป  

เชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica เป็นหนึ่งในเชื้อยีสต์ชนิด “non-conventional” ที่มี
การศึกษากันอย่างกว้างขวาง โดยเป็นจุลินทรีย์ที่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ (strictly aerobe) 
และสามารถผลิตสาร metabolites ทีส่ าคัญหลายชนิด สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง 
ๆ เช่น ตัวเร่งปฏิกิริยาชีวภาพ (biocatalyst), อณูชีววิทยา และพันธุศาสตร์ศึกษา เป็นต้น ถือว่าเป็น
เชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค nonpathogenic อีกทั้งยังถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มที่มีความปลอดภัยในการ
ใช้งาน (Generally Recognized As Safe, GRAS) โดยองค์การอาหารและยา (FDA สหรัฐอเมริกา) 
นอกจากนี้ Y. lipolytica ยังไดถู้กศึกษาถึงแบบจ าลองการเกิดสองลักษณะ (dimorphism) ภายใต้
สภาวะแวดล้อมที่แตกต่างกัน โดยที่เชื้อยีสต์นี้จะผลิตเยื่อใยเทียม (pseudo-hyphae) ในสภาวะที่มี
ไนโตรเจนไม่เพียงพอ   

 
รูปภาพ 1.5 แสดงลักษณะรูปร่างของเซลล์ยีสต์ Yarrowia lipolytica ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

     (www.biotechnologie.de) 
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เชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica ได้กลายเป็นเชื้อที่มีการศึกษาอย่างกว้างขวางส าหรับการ
แสดงออกของโปรตีนทั้งในด้านของงานวิจัยและการประยุกต์ใช้งานในอุตสาหกรรม เนื่องจากมี
ความสามารถในการขับโปรตีนและเอ็มไซม์ที่สูง มีการเติมน้ าตาลลงไปในโมเลกุลของโปรตีนที่ต่ า 
(low glycosylation) และ มีผลผลิตสูง โดยหนึ่งในผลิตภัณฑ์ส าคัญที่สุดของยีสต์ดังกล่าวคือเอนไซม์
ไลเปส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ดึงดูดความสนใจของนักวิทยาศาสตร์และนักวิจัยอุตสาหกรรมเป็นอย่างมาก
เนื่องจากสามารถน าไปส าหรับใช้งานในผงซักฟอก อาหาร ยา และสิ่งแวดล้อมอุตสาหกรรม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการประยุกต์ใช้ในการบ าบัดน าเสียที่มีไขมัน นอกจากนี้แล้วยังได้มีการศึกษาการ
ผลิตกรดซิตริกจากแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ เช่นน้ าตาล อัลเคน น้ ามันพืข แป้ง และกลีเซอรอล ซึ่งเป็น
ผลพอยได้หลักจากการผลิตน้ ามันไบโอดีเซลอีกด้วย   
          Yarrowia lipolytica มีความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์ได้หลายชนิดรวมถึงน้ ามัน
และไขมัน กรดไขมัน ไฮโดรคาร์บอนชนิดสายโซ่ (aliphatic) และ แบบวงแหวน (aromatic) โดย
มักจะมีการสร้างสารลดแรงตึงผิว (biosurfactants) ประเภทไกลโคลิปิดบริเวรพื้นผิวด้านนอกของ
เยื่อหุ้มเซลล์ตามมาอยู่เสมอ ซึ่งหน้าที่หลักของสารไกลโคลิปิด  คือการขนส่งแหล่งคาร์บอนท่ีเป็นสาร
ประเภทที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) เข้าสู่เซลล์ ซึ่งจะมีการเปลี่ยนสถานะจาก organic phase ที่
พ้ืนผิวด้านนอกของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยจะมีลักษณะการสัมผัสของเม็ดน้ ามันบนเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีไกลโคลิ
ปิดนี้เป็นตัวช่วยประสาน นอกจากนี้ Yarrowia lipolytica ยังมีความสามารถที่จะใช้น้ าตาลชนิดต่าง 
ๆ เช่นน้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตสและแมนโนส โดยน้ าตาลไดหรือไตรซัคคาไรด์ จะมีการย่อยที่นอกเซลล์
ก่อนที่จะมีการน าเข้าสู่เซลล์โดยอาศัยกลไกการล าเลียงแบบใช้พลังงาน (active transport) น า
น้ าตาลดังกล่าวเข้าสู่เซลล์เพ่ือเข้าสู่วิถึไกลโคไลซีสส าหรับกระบวนการหายใจต่อไป  

Barth และ Gaillardin, 1997 ได้ศึกษาการใช้เอทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนของ Yarrowia 
lipolytica โดยได้พบว่าที่ความเข้มข้นไม่เกินร้อยละ 3 โดยน้ าหนัก เชื้อยีสต์ดังกล่าวสามารถเจริญบน
อาหารที่มีเอทานอลเป็นแหล่งคาร์บอนหลักได้ หากความเข้มข้นของเอทานอลสูงกว่านี้จะเกิดความ
เป็นพิษขึ้นและยับยั้งการเจริญ โดยพบว่ามีการสร้างเอ็นไซม์ขนิด alcohol dehydrogenase ขึ้น
ภายในเซลล์  

กลีเซอรอาจจะใช้เป็นแหล่งคาร์บอนภายใต้สภาวะที่มีอากาศโดยเชื้อยีสต์หลายชนิดรวมถึง 
Yarrowia lipolytica ด้วย โดยผ่านทางวิถี glycerol-3-phosphate หรือ di-hydroxyacetone ซ่ึง
ในขั้นตอนแรกกลีเซอรอลจะถูกอ๊อกซิไดซ์ให้เป็น di-hydroxyacetone โดยเอ็นไซม์ glycerol 
dehydrogenase ก่อนที่จะมีการเติมหมู่ฟอสเฟตให้เป็น di-hydroxyacetone phosphate โดย di-
hydroxyacetone kinase นอกจากนี้ Papanikolaou และคณะ (2002) ได้ศึกษาการเจริญของ 
Yarrowia lipolytica โดยใช้กลี เซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนหลักเพ่ือใช้ในการผลิตกรดซิตริก พบว่า
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สามารถผลิตกรดซิตริกได้ 35 กรัมต่อลิตรโดยใช้อาหารเหลวที่มีกลีเซอรอลความเข้มข้น 40 กรัมต่อ
ลิตรและมีแหล่งไนโตรเจนที่จ ากัด   

Rodrigues และ Pais, 1997 ค้นพบว่าเชื้อ Yarrowia lipolytica มีความสามารถท่ีจะใช้
แหล่งคาร์บอนชนิดที่เป็นกรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ได้ เช่น กรดอะซีติก กรดแล็กติก กรดโปรปิโอนิค 
กรดมาลิก กรดซัคซินิก กรดซิตริกและกรดโอลีอิก เป็นต้น ซึ่งตัวแปรต่าง ๆ เช่นการเจริญจ าเพาะ จะ
ขึ้นอยู่กับค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ าหมักเป็นส าคัญ อย่างไรก็ตามกรดต่าง ๆ เหล่านี้มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์สูง (toxicity effect) โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์ได้ที่ความเข้มข้นที่มากกว่าร้อย
ละ 1 โดยน้ าหนัก     
 เอนไซม์ L-lactate oxidase เป็นเอนไซม์ที่อยู่ในเซลล์ (intracellular enzyme) 
(Kupletskaya et al. 2007)  และเอนไซม์นี้มีปริมาณท่ีสามารถพบได้ในส่วนอื่น ๆ ของเซลล์ เช่น 
membrane fraction ที่พบปริมาณเอนไซม์ประมาณ 1.5 ยูนิตของเอนไซม์ต่อมิลลิลิตร และพบได้ที่ 
soluble fraction ประมาณ 38.5 ยูนิตของเอนไซม์ต่อมิลลิลิตร ดังนั้นการย่อยสลายของกรด L-แล็ก
ติกนั้น จะเกิดขึ้นภายในเซลล์ หากท าการตรึงเซลล์ไว้ สารตั้งต้นส าหรับเอนไซม์นี้คือ L-lactate ที่อยู่
ในถังปฏิกรณ์จะแพร่เข้าสู่ภายในเซลล์  เกิดปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ภายใน ซึ่งถือเป็นผลดี
ของเอนไซม์ภายในเซลล์ นั่นคือ มีการสร้างผลผลิตหรือ metabolite ที่เกิดขึ้นจากการท างานของ
เอนไซม์อยู่ภายใน ถึงแม้จะมีการแพร่ออกมานอกเซลล์ แต่ถือว่ามีปริมาณไม่มากนัก เป็นการง่ายต่อ
การท าบริสุทธิ์กรด D-lactic  ในขั้นสุดท้าย อย่างไรก็ตามหลังจากท่ีเชื้อ Yarrowia lipolytica จะน า 
L-lactate ไปใช้ได้ก็ตาม ก็อาจจะมีการสร้างสารอ่ืน ๆ เกิดข้ึน ดังนั้นส าหรับสารปนเปื้อนในระบบ 
สามารถท าการแยกออกจากกรด D-แล็กติกได้โดยใช้ระบบการกรองแบบนาโนฟิวเตรชั่น 
(nanofiltration, NF) ที่มีอยู่แล้วในห้องปฏิบัติการ ท าให้ระบบมีความครอบคลุมที่จะสามารถท า
บริสุทธิ์กรด D-แล็กติก ได้ตามต้องการ นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยเพิ่มเติมในการศึกษาเอนไซม์ L-
lactate oxidase ในตัวเซลล์ยีสต์ Yarrowia lipolytica  โดยมีการสกัดเอนไซม์ดังกล่าวออกมา เพ่ือ
ใช้ทางการค้า และประยุกต์ใช้ได้เกี่ยวกับ electrochemical sensor (Sztajer et al. 1996) เพ่ือเป็น
ตัววัดผลได้อย่างอัตโนมัติ  และสิ่งที่มีประโยชน์ที่สามารถน ามาเป็นข้อมูลส าคัญที่เชื่อมโยงในงานวิจัย
นี้คือ ได้มีการศึกษาแล้วว่าเอนไซม์ L-lactate oxidase สามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอ็นไซม์ท่ี
เกิดข้ึนได้ง่าย 
 การคัดแยกเชื้อท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ L-lactate oxidase ได้มีการศึกษาโดย
ใช้อาหารวุ้นที่มี L-lactate และเกลือแร่อ่ืนๆเล็กน้อย เพ่ือให้เพียงพอส าหรับการเจริญ เชื้อจุลินทรีย์ที่
สร้างเอนไซม์นี้ได้ จะขึ้นเป็นโคโลนีอย่างเห็นได้ชัด นั่นหมายความว่าสามารถย่อยสารตั้งต้นได้ โดย
สภาวะการบ่มอยู่ที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที พร้อมทั้งให้
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อากาศเล็กน้อย จะเกิดเป็นโคโลนีขนาด 20 มิลลิเมตร (Kupletskaya, Sukacheva et al. 2007)
ส าหรับการเจริญของยีสต์สายพันธุ์นี้นั้น ได้มีการศึกษาเลี้ยงยีสต์ในอาหารที่มีกลูโคสแต่ไม่มี lactate 
พบว่ายีสต์ Yarrowia lipolytica จะไม่ผลิตเอนไซม์ lactate oxidase แต่หากเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี
กลูโคส มีเพียง lactate พบว่ายีสต์สามารถสร้างเอนไซม์ข้ึนได้ ปริมาณ 15 ยูนิต (U) ต่อลิตร ดังนั้นจึง
สรุปได้ว่า lactate สามารถเป็นแหล่งสารอาหารให้กับยีสต์ อีกท้ังควรมีการเขย่าระหว่างการเลี้ยงเพ่ือ
เพ่ิมการผลิตเอนไซม์ได้อีกทางหนึ่ง อีกท้ังมีข้อมูลพบว่า Yarrowia lipolytica จะมีการสร้างเซลล์โดย
สามารถวัดความเข้มข้นของเซลล์ได้สูงและกิจกรรมของเอนไซม์ L-lactate oxidase ท างานได้เป็น
อย่างดี เมื่ออยู่ในอาหารที่มี lactate อยู่ ดังนั้นโครงการนี้ซึ่งสารละลายที่อยู่ในถังปฏิกรณ์มีทั้ง L- 
lactate จึงถือได้เป็นเป็นสารตั้งตน้หรือแหล่งสารอาหารอย่างดใีห้กับยีสต์ นอกจากนี้ความสามารถ
ของเอนไซม์ L-lactate oxidase นั้น พบว่า จะมีประสิทธิภาพสูงสุด เมื่อเซลล์อยู่ใน ระยะ 
exponential phase หลังจากนั้นท าการกระตุ้นอย่างอ่อน  (Biryukova et al., 2009) 
 
1.5 การตรึงเซลล์ (Cell immobilization) 

การตรึงเซลล์หรือ cell immobilization เป็นการท าให้เซลล์จุลินทรีย์เกาะอยู่กับสารตัวกลาง แต่
ยังสามารถแลกเปลี่ยนสารอาหาร ออกซิเจน และผลิตภัณฑ์ระหว่างเซลล์กับของเหลวในถังหมักได้ แต่
เซลล์จะอยู่ในสภาวะสภาพแวดล้อมที่ต่างจากในของเหลวส่วนรวม เช่นไม่พบกับแรงเฉือนของ
ใบพัด นอกจากนั้นเซลล์จะไม่ไหลออกจากถังหมักในระบบต่อเนื่อง ดังนั้นจึงสามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการหมักได้ เนื่องจากสามารถใช้อัตราการเจือจาง (dilution rate) ได้สูงกว่าอัตราการ
เจริญสูงสุด นอกจากนั้นจุลินทรีย์ยังท าให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์สูง และเซลล์อาจมีการผลิตสาร
ต่างๆ ที่แตกต่างจากสภาพอิสระ และยังช่วยลดค่าใช้จ่ายในการแยกผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมัก โดย
ไม่ต้องกรองเอาเซลล์ออกจากน้ าหมักแต่การตรึงเซลล์ต้องค านึงถึงข้อจ ากัดด้านการถ่ายเทมวลสาร ที่
จะต้องส่งสารอาหาร ออกซิเจน และผลิตภัณฑ์ให้ถ่ายเทเข้าออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้อได้ 

การตรึงเซลล์นั้น พบว่ามีข้อดีหลายประการ คือ ท าให้เอนไซม์ในตัวเซลล์มี activity สูง มีความ
คงตัวสามารถควบคุมระบบได้ง่าย นั่นคือ เซลล์มีการรวมกลุ่มกันไม่เกิดการกระจัดกระจายในถัง
ปฏิกรณ์  อีกท้ังหลังจากสิ้นสุดกระบวนการสามารถแยกเซลล์ออกได้โดยง่าย (Lan et al., 2009)  
เพ่ือต้องการเฉพาะกรด D-แล็กติกในถังปฏิกรณ์  อีกท้ังการตรึงเซลล์โดยใช้แคลซียมแอลจิเนตยังมี
รายงานว่านิยมใช้ในการตรึงทั้งตัวเซลล์และเอนไซม์ได้เป็นอย่างดี เนื่องจากมีความเป็นพิษต่ าเมื่อ
เปรียบเทียบกับสารโพลิเมอร์ที่น ามาตรึง ทั้งนี้สามารถเกิดเป็นเจลได้ง่าย และมีราคาถูก (Gonzalez 
et al., 2001) ส าหรับการตรึงเซลล์ที่มีชีวิต เพ่ือท าการศึกษาการท างานของเอนไซม์ภายใน นั้นพบว่า
สามารถท าได้ง่าย แต่มีสิ่งที่ควรค านึงถึงคือ การต่อต้านการถ่ายเทมวลจากสารตั้งต้นในระบบ จากการ
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แพร่หรือแม้ก็ทั่งจากผลผลิตที่อาจก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ที่ถูกตรึงไว้ (Wang) เม็ดเจลที่ตรึง
เซลล์เอาไว้นั้น ควรมีความระมัดระวังไม่ให้เจลแตกได้ เพราะท าให้เซลล์ที่อยู่ภายในหลุดออกมาได้ 
ดังนั้นจึงควรท าการควบคุมสภาวะแวดล้อมทั้งให้มีความเหมาะสมกับการเจริญของเซลล์ และ
เหมาะสมต่อการสร้างผลผลิตในระบบ  อีกท้ังการตรึงเอนไซม์ส าหรับในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ เพ่ือให้เกิด
การใช้ประโยชน์จากสารตั้งต้นต่างกันได้ ดังนั้นจึงถือว่ามีหลักฐานจากการทบทวนวรรณกรรมแล้วว่า 
มีความเป็นไปได้อย่างมากที่จะท าการตรึงเชื้อยีสต์ที่ผลิตเอนไซม์นี้ ส าหรับน า L-lactate ไปใช้
ประโยชน์ได้ด้วย 

  
1.5.1 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพส าหรับการตรึงเซลล์ (Bioreactor for immobilized cells) 

 

Feed Product

dV

FA

XA

FA+dFA

XA+dXA

CA0

FA0

XA0

υ0

CAf

FAf

XAf

υf

XA

Reactor distance

dXA

XAf

XA0

 
รูปภาพ 1.6 การวิเคราะห์สมดุลมวลของถังปฏิกรณ์แบบท่อไหลส าหรับการท าบริสุทธิ์กรด  D-แล็กติก 
 

 ในถงัปฏิกรณ์จะมีการเติมสารละลายผสมสังเคราะห์ D- และ L-แล็กเตท 
เช่นเดียวกับในระบบการหมักกรดแล็กติกจากแบคทีเรียกรดแล็กติก ในการศึกษานี้มีความสนใจใน D- 
แล็กติก ดังนั้นจากการทบทวนวรรณกรรมเบื้องต้น พบว่ามีเชื้อท่ีสามารถผลิตเฉพาะ D- แล็กติก ได้ 
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แต่ในระหว่างกระบวนการหมักหรือการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ เชื้อแบคทีเรียนที่ผลิต L- แล็กติก 
สามารถเกิดการปนเปื้อนได้ เพราะเชื้อดังกล่าวมีความสามารถในการเจริญและแข่งขันได้กับเชื้อผลิต 
D- แล็กติก ท าให้เกิดการปนเปื้อนของระบบขึ้น การปนเปื้อนนี้ไม่สามารถที่จะแยกออกได้โดยง่าย จึง
ใช้เอนไซม์ ภายในเซลล์ของ Yarrowia lipolytica ที่ได้ท าการตรึงไว้แล้ว น ามา packed ลงใน 
column และใส่ลงในถังปฏิกรณ์ที่ท าการศึกษาในงานวิจัยนี้ หรือสามารถประยุกต์ใช้ในการหมัก โดย
มีการด าเนินการภายหลังกระบวนการหมักสิ้นสุดลง เซลล์ที่ตรึงไว้กับสารละลายสังเคราะห์ภายในถัง
จะมมีการแพร่หากัน มีการสัมผัสระหว่างสารละลายกับเซลล์ เอนไซท์ L-lactate oxidase ที่สร้างขึ้น
ภายในเซลล์ จะมีการใช้ L-lactate ที่แพร่เข้าไป ทั้งนี้การออกแบบถังปฏิกรณ์ต้องมีการค านวณถึงค่า
อัตราการถ่ายเทมวลระหว่างสารละลายกับเซลล์ เพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด ดังแสดงในรูปภาพ 1.6 

ส าหรับรูปภาพ 1.6 สัญลักษณ์ CA หมายถึง ความเข้มข้นของสาร A (mole/m3) ซึ่งในท่ีนี้คือ 
L-lactate นั่นเอง, FA หมายถึง อัตราการไหลเชิงโมลของสาร A (mole/time), XA คือ สัดส่วนของ

สาร A ที่ถูกก าจัด, υ คือ อัตราการไหลโดยปริมาตร (m3/s) และ V คือปริมาตร (m3) ตามล าดับ 
ส่วน subscript 0 และ f หมายถึง เวลาเริ่มต้นและเวลาสุดท้าย ตามล าดับ 

ในการวิเคราะห์สมดุลมวลของถังปฏิกรณ์แบบท่อไหลนั้น องค์ประกอบทางเคมีของของไหล
ภายในท่อจะมีการเปลี่ยนแปลงไปตามระยะทางภายในถังปฏิกรณ์ ดังนั้นหากพิจารณาสมดุลมวลของ
สาร A ในปริมาตร dV จะได้ความสัมพันธ์ว่า (Levenspiel 1999) 
Input = Output + disappearance by reaction    ซึ่งส าหรับสมการนี้ 
Input คือ FA มีหน่วยคือ โมลต่อหน่วยเวลา  
Output คือ FA+dFA มีหน่วยคือ โมลต่อหน่วยเวลา เช่นกัน 
ส่วน disappearance by reaction คือ อัตราการน า L-lactate ไปใช้โดยเซลล์ยีสต์ = (-rA)dV 
ดังนั้น  FA  = (FA+dFA) +  (-rA)dV    เนื่องจาก dFA = d[FA0(1-XA)] = -FA0dXA 
ดังนั้น FA0dXA = (-rA)dV      และเม่ือท าการวิเคราะห์ปริมาตรของทั้งระบบโดยท าการจัดกลุ่มใหม่
ก่อนที่จะท าการอินทิเกรตได้ดังนี้ 

  
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   ดังนั้น 
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0
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     หรือ    


AfX

A

A
A

A

A

r

dX
C

F

VCV

0
0

0

0

0
                           1.1 

สมการนี้ สามารถที่จะน าไปประยุกต์ในการออกแบบขนาดของท่อปฏิกรณ์ส าหรับประสิทธิภาพการ
ก าจัดสาร L-lactate และอัตราการป้อนสารละลายที่ต้องการได้  
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1.6 จุดประสงค์ของโครงการวิจัย 

 1.6.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรด D-แล็กติก ออกจากสารละลายสังเคราะห์โดย
การก าจัดกรด L-แล็กติกท่ีปนมา และการท าให้กรด D-แล็กติก มีความบริสุทธิ์สูง โดยใช้วิธีการ
ย่อยด้วยเอนไซม์  
 1.6.2 ศึกษาพัฒนาเทคนิค วิธีการ รวมทั้งออกแบบถังปฏิกรณ์เพ่ือท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติก 
 1.6.3 น ากรด D-แล็กติกบริสุทธ์ที่ผลิตได้ไปศึกษาการผลิตพลาสติกชีวภาพ เพื่อเป็นแนวทาง
ในการน าไปใช้เป็นสารตั้งต้นพัฒนาการผลิตพลาสติกชีวภาพในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
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บทที่ 2 วิธีด าเนินการวจิัย 

2.1 อุปกรณ์และสารเคมี 

      - อาหารเลี้ยงเชื้อต่าง ๆ เช่น เพปโตร สารสกัดจากยีสต์ น้ าตาลกลูโคส ซื้อมาจากบริษัท Hi 
media โซเดียมอัลจิเนทและเกลือแร่ต่าง ๆ ใช้ของบริษัท Fluka ในขณะที่กรดผสมระหว่าง L- และ 
D-แล็กติก ใช้ของบริษัท Sigma  
     - ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) ใช้ของบริษัท Sartorius 
     - เครื่องแก้วต่าง ๆ ใช้ของบริษัท VN supply 
     -ปั๊มหลอดฉีดยา (Syringe pump) ใช้ของบริษัท Cole parmer 
     - เมมเบรนเซรามิกแบบนาโนฟิวเตรชั่นใช้ของบริษัท Fraunholer 
  
2.2 การเลี้ยงเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica 
      2.2.1 การเลี้ยงเซลล์เพ่ือทดสอบกิจกรรมของ L-lactate oxidase 

 ขั้นตอนแรกของการด าเนินการวิจัยคือการเลี้ยงเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica ใน

ขวดรูปชมพู่แบบเขย่า โดยได้ซ้ือสายพันธุ์มาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ
ไทย (TISTR 5621) ได้ท าการทดสอบการเจริญเบื้องต้นด้วยการเลี้ยงในอาหารอาหารเหลวชนิด 
yeast extract pentone dextrose (YPD) ซ่ึงมีส่วนประกอบ ดังนี้  สารสกัดจากยีสต์ 1%  เพปโตน 
2% น้ าตาลกลูโคส 2% และท าการปรับค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เป็น 7.0  ก่อนที่จะท าการนึ่ง

ฆ่าเชื้อท่ี 121 C เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั้นท าการลงกล้าเชื้อเพ่ือให้เจริญ  โดยการเลี้ยงในขวด
แก้วที่มีการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง จากนั้นจะ
ท าการติดตามความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสในน้ าหมัก ในช่วงประมาณ 3 ชัว่โมงแรก เชื้อจะมีการ
เจริญเพียงเล็กน้อย เนื่องจากอยู่ในช่วงของการปรับตัว (lag phase) ก่อนที่จะมีการเพ่ิมข้ึนของเซลล์
อย่างรวดเร็ว ซึ่งอยู่ในระยะการเจริญแบบ exponential phase จากนั้นเมื่อปริมาณของน้ าตาลหมด
ลง การเจริญจะอยู่ในช่วงของ stationary phase โดยไม่มีการเพ่ิมจ านวนเซลล์อีก นอกจากนี้ยังได้ท า
การเลี้ยงเชื้อยีสต์ดังกล่าวโดยใช้กรด L-แล็กติกความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยน้ าหนัก (Sigma, 
Singapore) ซ่ึเป็นแหล่งคาร์บอนหลักโดยปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ให้มีค่าเป็นกลางด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1.0 โมล่าร์ ซึ่งโดยทั่วไปในธรรมชาติ เมื่อแหล่งคาร์บอน
หลัก (น้ าตาลกลูโคส) หมดลง เชื้อยีสต์จะมีการปรับตัวเพ่ือให้สามารถใช้แหล่งคาร์บอนอ่ืนมาผลิตเป็น
พลังงานให้กับเซล ซึ่งในท่ีนี้ก็คือกรด L-แล็กติก หรือ L-แล็กเตท นั่นเอง ทั้งนี้เนื่องจากภายในเชื้อยีสต์
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นั้น จะมีการสังเคราะห์เอนไซม์ L-lactate oxidase ขึ้นมา ซึ่งจะท าการอ๊อกซิไดซ์กรด L-แล็กติกไป
เป็นกรดไพรูวิก ก่อนที่จะเข้าสู่วัฏจักรเคร็ป (Kreb’s cycle) เพ่ือใช้ในการเจริญและใช้เป็นพลังงาน
ส าหรับกิจกรรมต่าง ๆ ภายในเซลล์ต่อไป นอกจากนี้ยังได้ท าการเลี้ยงยีสต์ดังกล่าวบนอาหารวุ้นอีก
ด้วย โดยท าการเติม agar ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 โดยน้ าหนักในอาหารเหลวก่อนท าการนึ่งฆ่าเชื้อดัง
แสดงในรูปภาพ 2.1 
 

 
 
รูปภาพ 2.1 การเลี้ยงเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica บนอาหารวุ้น 

 
 2.2.2 การเลี้ยงเซลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 ในการเลี้ยงเซลล์ยีสต์ Yarrowia lipolytica เบื้องต้นจากการเขี่ยเชื้อจากอาหารวุ้นนั้น จะ
ท าการเลี้ยงด้วยอาหาร YPD (50 มิลลิลิตร) ที่มีส่วนประกอบ ดังนี้  สารสกัดจากยีสต์ 1%  เพปโตน 
2% น้ าตาลกลูโคส 2% และท าการปรับค่า pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เป็น 7.0  ก่อนที่จะท าการบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเพ่ือให้เจริญต่อไป  จากนั้นจะท าการถ่ายกล้าเชื้อลงในอาหารเหลวในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 4 ลิตรต่อไป ส าหรับการเลี้ยงยีสต์เพ่ือที่จะเหนี่ยวน าให้เกิดการสร้างเอ็นไซม์ L-
lactate oxidase ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพนั้น จะเลี้ยงในอาหารชนิด Rider ซ่ึงส่วนมีประกอบของ
อาหารดังนี้ (กรัมต่อลิตร)  กรด L-แล็คติก - 20, (NH4)2SO4 - 3.0, MgSO4.7H2O - 0.7, NaCl - 0.5, 
CaCl2 - 0.4, KH2PO4 - 1.0, K2HPO4 - 0.1, yeast extract - 0.1, MnSO4.5H2O - 0.01, 
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ZnSO4.7H2O - 0.07, CuSO4.5H2O - 0.01 และ FeSO4.7H2O - 0.05 จากนั้นท าการปรับค่า pH ให้
ได้ 6.5 ก่อนที่จะน าเข้าสู่การนึ่งฆ่าเชื้อต่อไป โดยจะท าการเลี้ยงเป็นเวลา 20 ชั่วโมง ซึ่งอยู่ในระยะ
การเจริญแบบ exponential phase ที่มีการเจริญอย่างรวดเร็ว โดยท าการเลี้ยงเซลล์ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพที่มกีารควบคุมความเร็วรอบของใบกวน 200 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศ 0.5 vvm และ
ท าการควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
 
2.3 การเลี้ยงเชื้อยีสต์ที่ความเข้มข้นสูง 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ต้องการเชื้อยีสต์ที่มีการแสดงออกถึงกิจกรรมของเอ็นไซม์ L-lactate 
oxidase เป็นจ านวนมาก และมีรายงานวิจัยว่ากรดแล็กติกท่ีความเข้มข้นสูง จะมีการแสดงความเป็น
พิษต่อเซลล์ของยีสต์ที่สูง ท าให้เชื้อยีสต์ไม่เจริญและอาจจะตายลงได้ หากความเข้มข้นของกรดแล็ก
ติกมีสูงเกินกว่าที่เชื้อยีสต์จะทนได้ ดังนั้นในงานวิจัยนี้ได้มีการพัฒนากลยุทธ์ในการป้อนอาหารที่จะ
ผลิตเชื้อยีสต์ในความเข้มข้นสูง (high cell density cultivation) โดยท าการป้อนอาหารแบบกึ่งกะ 
(fed-batch cultivation)   
 
 2.3.1 การค านวณอัตราการป้อนสารอาหาร 
  ในการค านวณหาอัตราการป้อนสารอาหารที่เหมาะสมนั้น สิ่งที่จะต้องค านึงถึงเป็นสิ่งแรกก็
คือความเข้มข้นของกรด L-แล็กติก (หรือ L-แล็กเตท) ในน้ าหมัก โดยจะต้องมีความสัมพันธ์กันกับ
อัตราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate, ) เนื่องจากเชื้อยีสต์จะมีการใช้กรด L-แล็กติกเพ่ือ
การเจริญของเซลล์และการคงสภาพกิจกรรมต่าง ๆ ภายในเซลล์ให้ยังคงอยู่ (maintenance) ใน
สภาวะที่มีการป้อนสารอาหารในอัตราที่สูงเกินไป ความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกที่สะสมมากเกินไป
จะส่งผลท าให้ความเป็นพิษต่อเซลล์ และหากอัตราการป้อนกรด L-แล็กติกที่ต่ าเกินไป ก็จะส่งผลถึง
ค่า  ที่น้อย ท าให้ต้องใช้ระยะเวลานานในการเลี้ยงเชื้อ กล่าวโดยสรุปแล้วปัจจัยแวดลอ้มในการที่จะ
เลือกค่าอัตราการเจริญจ าเพาะที่เหมาะสมนั้น จะขึ้นอยู่กับค่าอัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (max) 
อัตราการถ่ายเทออกซิเจน (oxygen transfer rate) ซึ่งจะขึ้นอยู่กับอัตราการให้อากาศและความเร็ว
รอบของใบกวน เป็นต้น  ในงานวิจัยนี้จะใช้ค่าอัตราการป้อนสารอาหารโดยค านวณตามค่าความ
เข้มข้นของเซลล์ที่มีการเพิ่มข้ึนแบบเอ๊กซ์โปเนนเชียลโดยอ้างอิงจาก Korz et al, 1994 ซึ่งการป้อน
อาหารแบบกึ่งกะนี้จะเริ่มภายหลังจากแหล่งคาร์บอนส าหรับการเลี้ยงเชื้อยีสต์ในแบบกะหมดลง 

อัตราการป้อนกรด L-แล็กติแบบเอ๊กซ์โปเนนเชียลจะมีความสัมพันธ์กับอัตราการเจริญ
จ าเพาะและความเข้มข้นของเซลล์ยีสต์ ซ่ึงสามารถแสดงได้ดังสมการ 
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                                                              2.1       
 
โดยในที่นี้ Ft แสดงถึงอัตราการป้อนในเชิงปริมาตร ณ เวลา t (ลิตรต่อชั่วโมง) SF คือความเข้มข้นของ
แหล่งคาร์บอนในสารป้อน (กรัมต่อลิตร)  คืออัตราการเจริญจ าเพาะของเซลล์ยีสต์ที่ได้ต้องการขึ้น 
(ต่อชั่วโมง)  Yx/s คือค่าสัมประสิทธิ์ของผลผลิตระหว่างเซลล์และแหล่งคาร์บอนหรือที่เรียกว่า 
biomass/substrate yield coefficient, m หมายถึงค่าสัมประสิทธิ์การคงสภาพกิจกรรมต่าง ๆ 
ของเซลล์ (specific maintenance coefficient) (ต่อชั่วโมง), Xt คือค่าค่าความเข้มข้นของเซลล์ ณ 
เวลา t และ Vt หมายถึงปริมาตรของน้ าหมัก ณ เวลา t ตามล าดับ โดยที่ค่า  สามารถหาได้จาก
สมการ ;  
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                                                                              2.2 
 
ท าการย้ายข้างและท าการอินทิเกรตสมการโดยเริ่มจากเวลา t เท่ากับ 0 จะได้ 
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ดังนั้น  
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00tt eVXVX                                                                        2.4   
 
จากนั้น ท าการแทรกสมการที่ 2.4 ไปยังสมการที่ 2.1 จะได้ความสัมพันธ์ว่า 
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 โดยที่ ms คืออัตราการไหลของสับสเตรต (หน่วยเป็น กรัมต่อชั่วโมง)  F คือ  อัตราการป้อน
โดยรวม (ลิตรต่อชั่วโมง)  SF คือ ความเข้มข้นของกรด L-แล็กติก (กรัมต่อลิตร)  คืออัตราการเจริญ
จ าเพาะ (ต่อชั่วโมง) YX/S ผลผลิตเซลล์ต่อสับสเตรต (กรัมต่อกรัม)  m คือ the specific 
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maintenance coefficient (ต่อชั่วโมง)  X  ความเข้มข้นของเซลล์ (กรัมต่อชั่วโมง) และ  V  คือ
ปริมาตรการเลี้ยงเชื้อ  (ลิตร) 

เมื่อน าสมการที่ 2.4 แทรกในสมการที่ 2.5 เราสามารถค านวณอัตราการป้อนกรด L-แล็กติก 

ณ เวลา t  เมื่อเทียบอัตราการป้อนการเจริญจ าเพาะ (set) สามารถค านวณได้ดังสมการข้างล่างนี้  
                                                                                                      
                                                                                                                  2.6                  
 
 

ในทางปฏิบัตินั้น จะท าการเลี้ยงเขื้อยีสต์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพในแบบกะก่อน (รูปภาพ 2.2) 
โดยจะก าหนดให้มีปริมาตรเริ่มต้นของน้ าหมักท่ีประมาณ  2 ลิตร (ปริมาตรโดยรวมของถังหมักอยู่ที่  
4 ลิตร) จากนั้นเมื่อความเข้มข้นของ L-แล็กเตทในการหมักแบบกะหมดลง จะท าการปั๊มอาหารเหลว
แบบเข้มข้น (concentrated medium) ผ่านทางปั๊มหลอดฉีดยา (syringe pump) ที่สามารถปรับ
อัตราการปั๊มได้โดยผ่านทางการควบคุมด้วยคอมฟิวเตอร์ (โปรแกรม LabView) ผ่านพอร์ต RS232 
ซึ่งองค์ประกอบของอาหารเหลวที่ใช้ส าหรับการเลี้ยงเชื้อในแบบกะและอาหารเหลวเข้มข้นส าหรับการ
ป้อนแบบกึ่งกะแสดงในตาราง 2.1 
ตาราง 2.1 องค์ประกอบของอาหารเหลวที่ใช้ส าหรับการเลี้ยงเชื้อยีสต์ในแบบกะและก่ึงกะ  
ส่วนประกอบ แบบกะ (กรัมต่อลิตร) อาหารเหลวเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 
L-แล็คเตท 20 250 
(NH4)2SO4 3.0 30 
MgSO4.7H2O 0.7 7.0 
NaCl 0.5 5.0 
CaCl2 0.4 4.0 
KH2PO4 1.0 10.0 
K2HPO4 0.1 1.0 
yeast extract 0.1 1.0 
MnSO4.5H2O 0.01 0.1 
ZnSO4.7H2O 0.07 0.7 
CuSO4.5H2O 0.01 0.1 
FeSO4.7H2O 0.05 0.5 
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รูปภาพ 2.2 การเลี้ยงเซลล์ยีสต์ที่ความเข้มข้นสูงด้วยเทคนิคการป้อนอาหารแบบกึ่งกะ 

 
รูปภาพ 2.2 แสดงการจัดการทดลองการเลี้ยงเซลล์ยีสต์ความเข้มข้นสูงด้วยการป้อนอาหาร

เหลวเข้มข้นแบบกึ่งกะ โดยการก าหนดอัตราการป้อนที่เหมาะสมนั้นมีจุดประสงค์หลักในการที่จะท า
ให้เซลล์ยีสต์เพ่ิมจ านวนเซลล์ที่เหมาะสม โดยไม่มีการเกิดผลพลอยได้อ่ืนมากนักและจะเป็นการท าให้
แน่ใจว่า L-แล็กเตทนั้นจะถูกใช้ส าหรับการเจริญและการคงสภาพของเซลล์เท่านั้น  ส าหรับลักษณะ
ของถังปฏิกรณ์นี้ เป็นโถแก้วที่มีขนาดความจุ 5 ลิตร และมีปริมาตรที่สามารถท างานได้ (working 
volume) 4 ลิตร โดยด้านบนประกบด้วยหน้าแปลนพร้อมกับซีลกันรั่ว (mechanical seal) และมีใบ
กวนแบบ Rushton turbine จ านวน 2 ชิ้น ติดอยู่กับแกนเพลา และมีแผ่นต้านการไหล (baffle) 
จ านวน 2 แผ่นเพื่อป้องการเกิดน้ าวนหรือ Vortex หากใช้อัตราการกวนที่สูง โดยที่อุณหภูมิ ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง ความเข้มข้นของออกซิเจนที่ละลายในน้ าหมัก และความเร็วรอบของการกวน จะถูก
บันทึกและควบคุมโดยเครื่องควบคุมอัตโนมัติ โดยอุณหภูมิของน้ าหมักจะถูกควบคุมให้คงที่ท่ี 30 
องศาเซลเซียส อัตราการกวนที่ 500 รอบต่อนาที ค่าความเป็นกรด-ด่างจะถูกวัดโดยหัววัดชนิด 
combined electrode (Cole parmer, USA)  โดยท าการควบคุมให้คงที่ท่ี 6.5 ด้วยการเติม 1.0 โม
ลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ด้วยปั๊มลูกกลิ้งแบบอัตโนมัติ ค่าการละลายของออกซิเจนถูกวัดด้วยตัววัด

Syringe pump 

Bioreactor 

pH controller 

Aerator 

Motor 

1 M NaOH 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

ชนิด polarographic dO2 probe (Ingold, Switzerland) และถูกควบคุมโดยการใช้วาวล์โซลินอยด์
ที่ต่อเข้ากับแหล่งจ่ายอากาศ โดยเมื่อค่าการละลายของออกซิเจนต่ ากว่าค่าที่ตั้งไว้ (ประมาณร้อยละ 
30 ของค่าอ่ิมตัว) โซลินอยด์วาวล์นี้จะเปิดออกโดยอัตโนมัติ ท าให้อากาศสามารถเข้าไปในถังหมักได้   
โดยจุดประสงค์หลักของการควบคุมปริมาณออกซิเจนนี้ คือการป้องกันการขาดออกซิเจนส าหรับ
ปฏิกิริยาอ๊อกซิเดชั่นของกรด L-แล็กติกให้กลายเป็นกรดไพรูวิกและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์นั่นเอง   
 
2.4 การตรึงเซลล์ 
 เซลล์ยีสต์ที่จะน ามาตรึงเซลล์ สามารถท าได้โดยเก็บเซลล์จากน้ าหมัก เมื่อการป้อนอาหาร
แบบกึ่งกะเสร็จสิ้นแล้ว เซลล์จะถูกแยกออกจากน้ าหมักโดยการใช้การปั่นเหวี่ยง (centrifugation) 
ท าการล้างเซลล์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยงอีกครั้งหนึ่ง ก่อนที่จะน าเซลล์ออกมา
ผสมกับผสมกับ 4% ของสารละลายโซเดียมแอลจิเนตที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว สารละลายผสมที่ได้จะถูก
น าไปหยดโดยปั๊มเข็มฉีดยา (syringe pump) ซึ่งสามารถควบคุมให้สารละลายหยดเป็นหยดเล็ก ๆได้ 
ลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) ที่ความเข้มข้น 0.1 โมลต่อลิตร หยดของสารละลายจะ
เกิดการสัมผัสกับประจุ cation ของแคลเซียม เกิดการฟอร์มตัวเป็นเม็ดเจลแคลเซียมแอลจิเนต 
(beads) และแข็งตัวขึ้นที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการล้างด้วยน้ ากลั่นจ านวน 2 
รอบ และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้เกิดการประสานร่างแห 
(cross-linking) ให้แข็งแรง (Qu and Li 2000) ภายในเม็ดเจลจะมีเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ โดยถูกตรึงไว้
อย่างสมบูรณ์ พร้อมที่จะน าไปใช้โดยน าไปใส่ลงในท่อเพ่ือประกอบเป็นระบบในถังปฏิกรณ์ต่อไป 
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รูปภาพ 2.3 การตรึงเซลล์ Yarrowia lipolytica ด้วยอัลจิเนท เม็ด bead มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

ประมาณ 2.5 มิลลิเมตร ความเข้นของเซลล์คือ 100 กรัมต่อลิตรสารละลายอัลจิเนต 
 

2.4.1 Packed column และถังปฏิกรณ์ส าหรับการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติก 
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่เติมเม็ดอัลจิเนทที่ตรึงเซลล์ของ Yarrowia lipolytica เป็นคอลัมน์แก้ว

มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 1.6 เซ็นติเมตรและมีความยาว คือ 15 เซนติเมตร โดยมีปริมาตรของคอลัมน์
คือ 120 มิลลิลิตรดังแสดงในรูปภาพ 2.4 ด้านนอกท าเป็นท่อสองชั้นส าหรับควบคุมอุณหภูมิโดยท า
การไหลเวียนน้ าจากเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (Thermostat) ด้านล่างของคอลัมน์ประกอบไปด้วยวาวล์
ส าหรับเปิด-ปิด และท่อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตรต่อกับสายยางซิลิโคน เนื่องจากคอลัมน์
แก้วนี้ถูกออกแบบให้มีลักษณะเป็นท่อหุ้มสองชั้น ท าให้ไม่สามารถติดตั้งช่องเก็บตัวอย่าง ณ ต าแหน่ง
ต่าง ๆ ของคอลัมน์ได้ ดังนั้นการเก็บตัวอย่าง ณ ต าแหน่งต่าง ๆ ภายในคอลัมน์ได้ถูกดัดแปลงโดยการ
ติดตั้งช่องส าหรับเก็บตัวอย่าง (sampling port) ไว้ทางด้านบนของคอลัมน์ ซึ่งช่องส าหรับเก็บ
ตัวอย่างนี้จะมีท่อสแตนเลสขนาด 6 มิลลิเมตร ยาว 15 เซนติเมตรเสียบอยู่และถูกยึดด้วยประเก็นยาง 
ท่อเก็บตัวอย่างนี้สามารถเลื่อนขึ้น-ลงได้ตามต้องการตามระยะทางภายในคอลัมน์ ก่อนที่จะท าการ
ทดลองได้น าอุปกรณ์ต่าง ๆ ไปท าการนึ่งฆ่าเชื้อก่อน จากนั้นเติมเม็ดเจลที่เตรียมได้จากข้างต้นลงไป
จนเต็ม จากนั้นท าการป้อนสารป้อนซึ่งประกอบไปด้วยอาหารอาหารเหลวชนิด yeast extract 
pentone dextrose (YPD) ซึ่งมสี่วนประกอบดังนี้ (ร้อยละ)  สารสกัดจากยีสต์ 1.0  เพปโตน 2.0 
กรดผสม D-และL-แล็กติก 2.0 (20 กรัมต่อลิตร) และท าการปรับค่า pH ของสารละลายให้เป็น 6.0 

ด้วย Ca(OH)2 ก่อนที่จะท าการนึ่งฆ่าเชื้อที่ 121 C เป็นเวลา 15 นาท ีซึ่งการป้อนสารละลายจะใช้
ปั๊มลูกกลิ้งหรือ peristaltic pump ไหลผ่านคอลัมน์ โดยสารละลายจะไหลออกกลายเป็น effluent 
ผ่านทางท่อน้ าล้น (overflow) ก่อนที่จะถูกน าไปวิเคราะห์ต่อไป  
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รูปภาพ 2.4 การจัดการทดลองท่อปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่อไหล 
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2.5 การท าบริสุทธิ์กรดดีแล็กติกด้วยเทคนิคนาโนฟิวเตรชั่น (Nanofiltration, NF) 
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รูปภาพ 2.5 การใช้ระบบนาโนฟิวเตรชั่นในการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติกที่ผลิตได้ 
 

เนื่องจากสารป้อน YPD ที่ใช้ในหัวข้อ 2.4.1 มีส่วนประกอบของโปรตีนซึ่งจะมีผลกระทบต่อ
การทดสอบการท าปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่นของกรด D-แล็กติกในขั้นสุดท้าย ดังนั้นจึงมีความจ าเป็น
ในการที่จะต้องท าบริสุทธิ์สารละลายกรด D-แล็กติกที่เป็น effluent ก่อน โดยการก าจัดโปรตีนออก
ไห้หมด ในงานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาระบบนาโนฟิวเตรชั่นดังแสดงในรูปภาพ 2.5 โดยได้ใช้เมมเบรน
ชนิดเซรามิก เนื่องจากมีคุณสมบัติที่แข็งแรง มีความทนทานเชิงกลสูง มีลักษณะเป็นท่อขนาดความ
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ยาว 25 ซม และมีเส้นผ่าศูนย์กลางด้านใน 0.7 ซม และด้านนอก 1.0 ซม (พ้ืนที่ผิว 55 ตาราง
เซนติเมตร) โดยมีชั้นผิวซึ่งท าหน้าที่คัดเลือกผ่านเคลือบอยู่ด้านในของท่อเมมเบรนเซรามิกดังกล่าว ตัว
เมมเบรนเซรามิกนี้ประกอบไปด้วยชั้นผิวซึ่งท าข้ึนจากไทเทเนียมไดออกไซด์ (TiO2) เคลือบบนชั้น
รองรับที่เป็น -Al2O3  โดยมีค่า molecular weight cut off ที่ 400 ดาลตัน ซึ่งท่อนี้จะถูกบรรจุอยู่
ในตัวเรือนที่ท าด้วยท่อสแตนเลส และมีปั๊มแรงดันสูง (FMI, USA) ท าหน้าที่ในการไหลเวียน
สารละลายจากถังเก็บขนาด 3 ลิตร โดยจะท าการไหลเวียนแบบ cross-flow ผ่านผิวหน้าของเมม
เบรนและไหลเวียนกลับเข้าสู่ถังเก็บต่อไป ด้านออกของระบบจะมีการติดตั้ง needle valve 
(Swagelok, USA) เอาไว้เพ่ือเพ่ิมความด้นของระบบให้สูงขึ้น ทั้งนี้ระบบนาโนฟิวเตรชั่นเป็นระบบที่
ต้องใช้ความดันในการขับให้เกิดการไหลของส่วนที่กรองได้หรือ filtrate นั่นเอง (pressure driven 
process) โดยในการทดลองนี้จะท าการทดสอบประสิทธิภาพการกรองบของระบบที่ความดันระหว่าง 
200 ถึง 600 กิโลปาสคาล ในขั้นแรกจะใช้สารป้อนสังเคราะห์ในการทดสอบประสิทธิภาพการแยก
ของระบบก่อน โดยจะท าการทดสอบ ณ สภาวะต่าง ๆ เช่น ความเข้มข้นเริ่มต้นของกรดแล็กติก 10 
ถึง 70 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่างระหว่าง 2 ถึง 7 จากนั้นจึงจะทดสอบการแยกด้วยสารละลาย
จริงต่อไป 

ในระหว่างการทดสอบระบบด้วยสารป้อนสังเคราะห์นั้น ทั้งส่วนที่กรองได้ (permeate) และ
ส่วนที่เหลือจากการกรอง (retentate) จะถูกปั๊มกลับเข้าไปยังถังของสารป้อนทั้งหมด ซึ่งจะเรียก
ปฏิบัติการในลักษณะนี้ว่า total recycle mode ทั้งนี้เพ่ือป้องกันการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ
สารป้อนในระหว่างการท าการทดลอง ซึ่งจะส่งผลท าให้ผลการทดลองมีความผิดพลาดได้  โดย
ประสิทธิภาพของการกรองจะแสดงในรูปของค่าฟลักซ์หรืออัตราการถ่ายเทมวลจ าเพาะ มีหน่วยเป็น
กิโลกรัมต่อชั่วโมงต่อตารางเมตร สามารถค านวณได้โดยการจับเวลาและท าการชั่งน้ าหนักของเพอร์มิ
เอท โดยทราบพ้ืนที่ผิวของเมมเบรนแล้ว (55 ตารางเซนติเมตร) เมื่อเสร็จการทดลองแต่ละครั้ง เมม
เบรนจะถูกท าความสะอาดโดยการล้างด้วยน้ ากลั่น ตามด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 โม
ลาร์ และกรดฟอสฟอริก (H3PO4) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์เท่ากัน จากนั้นท าการทดสอบค่าฟลักซ์
ของน้ าเปล่า (น้ ากลั่น) โดยฟลักซ์ของน้ าเปล่าจะมีค่าเท่ากับค่าฟลักซ์ของน้ าเปล่าเมื่อตอนใช้เมมเบร
นในครั้งแรก คา่การกักกัน (Rejection, R%) สามารถค านวณได้จากสมการ  
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โดย CP และ CR แสดงถึงค่าความเข้มข้นของสารในด้านของเพอร์มิเอทและในด้านของ 
retentate ตามล าดับ 

ส าหรับการศึกษาระบบนาโนฟิวเตรชั่นของสารละลาย YPD ที่ได้จากถังปฏิกรณ์ชีวภาพนั้น
จะท าการศึกษาในระบบ concentration mode กล่าวคือจะไหลเวียน retentate กลับเข้าสู่ถังของ
สารป้อนเท่านั้น ไม่มีการไหลเวียนเพอร์มิเอทกลับเข้าสู่ถังของสารป้อนแต่อย่างใด โดยค่าฟลักซ์และ
การค่าการกักกันต่าง ๆ จะถูกศึกษาโดยเฉพาะการกักกันโปรตีน ซึ่งการวิเคราะห์การอุดตัน (fouling) 
จะวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคการวัดค่าฟลักซ์ภายหลังจากการล้างด้วยขั้นตอนต่าง ๆ โดยสามารถ
วิเคราะห์ความต้านทานได้จากสมการของดาร์ซี (Darcy’s law) ดังนี้  

 

                μJ

TMP
3600RRRR CfmNF 

                                          2.8 
 

โดยที่ RNF นั้นหมายถึงความต้านทานของการกรอง (filtration resistance, m-1), Rm คือ
ความต้านทานไฮดรอลิกของเมมเบรน (membrane hydraulic resistance), Rf คือความต้านทาน
อันเนื่องมาจากการอุดตันของรูพรุนและการดูดซับ (pore blocking and adsorption) และ Rc คือ
ความต้านทานเนื่องมาจากการเกิดเค้กบริเวณผิวหน้าของเมมเบรน (resistance due to cake 
formation) J คือเพอร์มิเอทฟลักซ์ (m3/m2.h), TMP คือความแตกต่างของความดันระหว่างทั้งสอง
ด้านของเมมเบรน (trans membrane pressure, Pa) และ  แสดงถึงค่าความหนือของเพอร์มิเอท 
(Pa.s) ตามล าดับ   

ในระหว่างที่ท าการทดลองนั้น เนื่องจากมีการดึงเอาเพอร์มิเอทออกตลอดเวลา ปริมาตรของ
สารละลายจะลดลง แต่ความเข้มข้นของโปรตีนจะมีมากข้ึนท าให้การอุดตันบริเวณผิวหน้าของเมม
เบรนจะมากข้ึน ในที่สุดค่าฟลักซ์ของระบบจะเป็นศูนย์ ดังนั้นเพื่อเป็นการป้องกันปัญหาดังกล่าวมี
ความจ าเป็นในการเติมน้ ากลั่นเพิ่มลงไปในระบบ เพ่ือรักษาระดับชองปริมาตรของสารละลายให้คงท่ี
อยู่เสมอ เรียกปฏิบัติการแบบนี้ว่าไดอะฟิวเตรชั่น (diafiltration mode) โดยในระหว่างการทดลอง
จะท าการสุ่มตัวอย่างไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของกรดแล็กติกในสารป้อนเป็นระยะ ๆ และปฏิบัติการ
นี้จะเสร็จสิ้นสมบูรณ์เมื่อความเข้มข้นของกรดแล็กติกในด้านของสารป้อนหมดลง  จากนั้นน าเพอร์มิ
เอทที่ได้ทั้งหมดนี้ไปเพิ่มความเข้มข้นขึ้นโดยการใช้เครื่องระเหยแบบสุญญากศ (rotary vacuum 
evaproator) โดยท าการระเหยน้ าออกจนกระทั่งมีความเข้มข้นของน้ าประมาณร้อยละ 30 โดย
น้ าหนัก จากนั้นจะน าสารละลายกรด D-แล็กติกที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้วนี้ไปทดสอบต่อไป  
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2.6. การทดสอบปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซช่ัน 

เพ่ือให้สอดคล้องกับจุดประสงค์ของงานวิจัยในหัวข้อ 6.3 กรด D-แล็คติกที่ท าบริสุทธิ์ได้จาก
งานวิจัยนี้ ได้ถูกส่งไปทดสอบการท าปฏิกิริยาพอลิ เมอร์ไรเซชั่นที่ห้องปฏิบัติการของ ผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร. ปราณี ชุมส าโรง สาขาวิชาวิศวกรรมพอลิเมอร์ ส านักวิชาวิศวกรรมศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยรายละเอียดต่าง ๆ นั้น ได้อธิบายไว้ในหัวข้อ 3.4 ของรายงานวิจัย
ฉบับนี้ 

 

2.7 การวิเคราะห์ 

- ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส วัดโดยใช้วิธี DNS  
- ความเข้มข้นของเซลล์ยีสต์ วัดโดย spectrophotometer  
- ความเข้มข้นของโปรตีน วัดโดยใช้วิธีของ Bradford  
- การวิเคราะห์เชิงปริมาณของกรด D และ L-แล็กติกด้วยการดูดกลืนแสง (UV-method for the 
determination of D-/L-Lactic Acid) 
 การวิเคราะห์เชิงปริมาณของกรด D และ L-แล็กติกนั้น อ้างอิงจากการใช้ชุดทดสอบส าเร็จรูป
จากบริษัท Megazyme ประเทศไอร์แลนด์ โดยจ าเป็นต้องใช้ขั้นตอนในการวิเคราะห์สองขั้นคือ ใน
ขั้นตอนแรกนัน้ เอ็นไซม์ D-lactate dehydrogenase (D-LDH) จะท าการอ๊อกซิไดซ์กรด D-แล็กติก 
ให้กลายเป็นกรดไพรูวิก โดยมี nicotinamide-adenene dinucleotide หรือ NAD+ มาเป็นตัวรับ
ไฮโดรเจนดังสมการ  

D-Lactate + NAD+ pyruvate + NADH + H+ 

D-LDH

 
 
ขั้นตอนที่สองจะเป็นการก าจัดกรดไพรูวิก โดยให้ท าปฏิกิริยากับ D-กลูตาเมท (D-glutamate) และมี
เอ็นไซม์ D-glumamate-pyruvate transaminase (D-GPT) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา โดยจะได้
ผลิตภัณฑ์สองชนิดคือ D-อะลานีน (D-alanine) และ 2-oxoglutarate ดังสมการ 
 

D-alanine + 2-oxoglutarateD-GPTpyruvate + D-glutamate  
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โดยปริมาณของกรด D-แล็กติกท่ีมีอยู่ในตัวอย่าง จะมีความสัมพันธ์กับ NADH ทีเ่กิดข้ึน ซึ่ง
สามารถวิเคราะห์ได้โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 325 นาโนเมตร 

ส่วนการวิเคราะห์เชิงปริมาณของกรด L-แล็กติกนั้น จ าเป็นต้องใช้เอ็นไซม์สองชนิด
เช่นเดียวกัน โดยในขั้นตอนแรกนั้น เอ็นไซม์ L-lactate dehydrogenase (L-LDH) จะท าการอ๊อกซิ
ไดซ์กรด L-แล็กติก ให้กลายเป็นกรดไพรูวิก โดยมี nicotinamide-adenene dinucleotide หรือ 
NAD+ มาเป็นตัวรับไฮโดรเจนดังสมการ  

L-Lactate + NAD+ pyruvate + NADH + H+ 

L-LDH

 
 

จากนั้นไพรูเวตที่เกิดขึ้นจะท าปฏิกิริยากับ D-กลูตาเมท โดยเอ็นไซม์ D-GPT ซึ่งจะได้โดยจะ
ได้ผลิตภัณฑ์สองชนิดคือ D-อะลานีน (D-alanine) และ 2-oxoglutarate เช่นเดียวกัน 
 

 
 
รูปภาพ 2.6 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 325 นาโนเมตร (Pharmacia Biotech) ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 

 
นอกจากจะใช้การวิเคราะห์ด้วยการดูดกลืนแสงแล้ว การวิเคราะห์เชิงปริมาณของกรด D- 

และ L-แล็กติกนั้น ยังสามารถวิเคราะห์โดยวิธีโครมาโตกร๊าฟฟ่ีได้อีกด้วย โดยการทดลองนี้ได้ใช้เครื่อง 
HPLC  (Thermo Scientific, USA) ที่ใช้คอลัมน์ส าหรับแยกสารไอโซเมอร์เชิงแสงโดยเฉพาะ (Sumi 
Chiral OA-5000L, Japan) และใช้เครื่องตรวจวัดชนิดอัลตราไวโอเลท (UV detector) ที่ความยาว
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คลื่นแสง 240 นาโนเมตร ส่วน mobile phase ที่ใช้คือ 2 มิลลิโมล่าร์ คอปเปอร์ซัลเต (CuSO4) ใน
น้ าผสม acetronitrile ในอัตราส่วน 95:5 อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพของเทคนิคโครมาโตกร๊าฟฟ่ี
ส าหรับการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์เชิงแสงนี้ จะไม่ประสบความส าเร็จมากนักเมื่อมีความเข้มข้นของ
กรดแล็กติกท้ังสองชนิดในปริมาณสูง ทั้งนี้เนื่องจากฐาน peak ของสารทั้งสองจะเหลื่อมกันค่อนข้าง 
มาก ท าให้ค านวณหาพ้ืนที่ใต้กร๊าฟล าบาก ดังนั้นหากความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกในตัวอย่างมีค่า
สูงจะใช้วิธีการดูดกลืนแสง และจะใช้โครมาโตรกร๊าฟฟ่ีเมื่อความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกในตัวอย่าง
มีค่าต่ าหรือไม่สามารถวัดได้ด้วยวิธีการดูดกลืนแสงนั่นเอง 

 

 
 
K-รูปภาพ 2.7 เครื่อง HPLC (ThermoScientific) ส าหรับวัดค่าความบริสุทธิ์เชิงแสงของกรดแล็กติก 
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บทท่ี 3 ผลการทดลองและบทวิจารณ์ 
3.1 การศึกษาจลศาสตร์การเจริญของเชื้อยีสต์โดยใช้ L-แล็กเตทเป็นแหล่งคาร์บอน 
     3.1.1 การเลี้ยงเชื้อ Yarrowia lipolytica เพ่ือการทดสอบกิจกรรมของเซลล์ 

  เนื่องจาก Yarrowia lipolytica เป็นเชื้อยีสต์ที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนที่หลากหลายใน
การให้พลังงานแก่เซลล์รวมถึง กรด L-แล็กติกด้วย ดังนั้นการศึกษาการเจริญและการแสดงออกของ
เอ็นไซม์ L-lactate oxidase จึงเป็นสิ่งแรกที่จะต้องท าการศึกษาในโครงการวิจัยนี้  แต่อย่างไรก็ตาม
มีรายงานว่ากรด L-แล็กติกเป็นสารที่ก่อให้เกิดพิษต่อเซลล์ดังนั้นจึงต้องท าการทดสอบถึงผลของความ
เข้มข้นกรด L-แล็กติกเริ่มต้นต่อจลศาสตร์การเจริญของเซลล์ยีสต์ดังกล่าว โดยท าการเลี้ยงในขวดรูป
ชมพู่ปริมาตร 200 มิลลิลิตรด้วยอาหาร YPD ที่ความเข้มข้นเริ่มต้นของกรด L-แล็กติกต่าง ๆ กัน และ
โดยทั่วไปจะท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 6.5 ก่อนท าการทดลอง โดยผลการทดลองได้มา
จากค่าเฉลี่ยของการท าการทดลอง 3 ซ้ า 

ตาราง 3.1 ผลกระทบของความเข้มข้น L-แล็กเตท เริ่มต้นต่อการเจริญของ Yarrowia lipolytica   

 L-แล็กเตท 
(กรัมต่อลิตร) 

เซลล์  
(กรัมต่อลิตร) 

 
(ชั่วโมง-1) 

ผลผลิตเซลล ์
(ต่อกรัมแล็กเตทเริ่มต้น) 

10  0.31 0.19 0.031 

20 0.72 0.24 0.036 

30 0.97 0.23 0.032 

40 1.62 0.20 0.0405 

50 1.33 0.16 0.0266 

50 (pH 2.0) 0.44 0.07 0.0088 

 

ตารางที่ 3.1 แสดงถึงผลการทดลองส าหรับผลกระทบของความเข้มข้นแล็กเตทเริ่มต้นในการ
เจริญของ  Yarrowia lipolytica  ซึ่งผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากรด L-แล็กติกสามารถใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนหลักเพ่ือการเจริญของยีสต์ได้ โดยที่ความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกที่เพ่ิมขึ้นจะส่งผล
ให้เซลล์เจริญได้ดีขึ้นโดยสามารถวัดค่าการเจริญจ าเพาะได้สูงสุดที่ 0.24 ชั่วโมง-1 แต่อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาพบว่าหากใช้ความเข้มข้นกรด L-แล็กติกที่สูงเกินไปจะส่งให้เกิดการยับยั้งจากสารตั้งต้น 
โดยจะเห็นว่าเมื่อความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกสูงขึ้น ค่า  จะลดลงจาก 0.23 เป็น 0.20 และ 0.16 
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ชั่วโมง-1 เมื่อเมื่อความเข้มข้นของกรด L-แล็กติกมีค่า 30, 40 และ 50 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ในขณะ
ที่ความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลกลูโคสที่ต่ าเกินไปก็ส่งผลให้เชื้อมีการเจริญช้าและได้เซลล์ที่ความ
เข้มข้นน้อย นอกจากนี้ยังได้ท าการทดสอบผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการเจริญของเชื้อยีสต์อีก
ด้วย ซึ่งผลการทดลองพบว่าที่ความเข้มช้น L-แล็กเตทเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร มีความเข้มข้นของเซลล์
สุดท้ายที่ 1.33 กรัมต่อลิตร ในขณะที่เมื่อใช้ความเข้มข้นเดียวกันแต่ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้
เหลือ 2.0 ความเข้มข้นของเซลล์สุดท้ายที่ได้คือ 0.44 กรัมต่อลิตรเท่านั้น ซึ่งผลการทดลองนี้แสดงให้
เห็นว่ากรดแล็กติกในรูปที่ยังไม่แตกตัวจะมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์ได้มากว่า
ในรูปที่แตกตัวแล้ว ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงเชื้อยีสต์ดังกล่าวในการทดลองต่อ ๆ ไปจะใช้ค่าความเป็น
กรด-ด่างที่ 6.5 เท่านั้น 
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รูปภาพ 3.1 แสดงการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของกรดแล็กติกและเซลล์ยีสต์ในระหว่างการเลี้ยงเชื้อ

แบบกะในถังหมัก 
 

รูปภาพ 3.1 แสดงผลการทดลองการเลี้ยงเซลยีสต์ Yarrowia lipolytica ในถังหมักแบบกะ
และการใช้กรด L-แล็กติกจากสารละลายผสมระหว่าง D- และ L- แล็กเตทความเข้มข้นอย่างละ 20 
กรัมต่อลิตร โดยท าการทดลองเลี้ยงเซลด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ YPD ปริมาตร  4 ลิตรในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 5 ลิตร และมีอัตราการให้อากาศที่ 0.5 VVM ทั้งนี้เนื่องจากเอ็นไซม์ L-แล็กเตทอ๊อกซิ
เดสนั้นต้องการอ๊อกซิเจนในการท างาน ซึ่งจากผลการทดลองการเลี้ยงเซลล์นั้น พบว่าเป็นไป
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ตามกร๊าฟการเจริญของจุลินทรีย์โดยทั่วไปซึ่งเป็นแบบรูปตัวเอส (sigmoid curve) โดยเชื้อยีสต์จะใช้
เวลาประมาณ 5 ชั่วโมงในการปรับตัว (lag phase) ก่อนที่จะมีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วง log หรือ 
exponential phase โดยความเข้มข้นของเซลเพ่ิมข้ึนจาก 0.02 กรัมต่อลิตรไปเป็นประมาณ 0.81 
กรัมต่อลิตร ในช่วงปลายของ exponential phase ก่อนที่ความเข้มข้นของเซลล์ยีสต์จะมีค่าคงที่
ในช่วง stationary phase ที่ประมาณ 19 ชั่วโมง ในขณะเดียวกันความเข้มข้นของ L-แล็กเตทจะมี
ค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง ก่อนที่จะหมดไปในช่วงเวลาประมาณชั่วโมงท่ี 18 ส่วนความเข้มข้นของ D-  
แล็กเตทนั้นพบว่ามีค่าคงท่ี ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเชื้อยีสต์นั้นจะไม่ใช้ D- แล็กเตท เป็นแหล่งพลังงาน จึง
นับว่าการทดลองเบื้องต้นนี้ ประสบความส าเร็จเป็นอย่างดี อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของเซลล์ที่ได้
จากการเลี้ยงแบบกะนี้จะมีค่าไม่เกิน 1 กรัมต่อลิตร ซึ่งถือว่าน้อยมาก ท าให้ต้องใช้ขนาดของถังหมักท่ี
มีขนาดใหญ่หากต้องการเซลล์ยีสต์ในปริมาณที่มาก  
 
     3.1.2 การเลี้ยงเชื้อแบบความเข้มข้นสูง (High cell density cultivation) 
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รูปภาพ 3.2 กราฟแสดงการเจริญของ Yarrowia lipolytica ความเข้มข้นของ L-แล็กเตทและอัตรา

การไหลโดยมวลของ L-แล็กเตทระหว่างการเลี้ยงเชื้อด้วยความเข้มข้นสูง 

Feeding start 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 

สิ่งที่น่าศึกษาส าหรับการผลิตเซลล์ในปริมาณที่มากโดยมีข้อจ ากัดในด้านขนาดของถังปฏิกรณ์
ชีวภาพนั้นเป็นงานที่ท้าทายมาก ทั้งนี้เนื่องจากถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีขนาดใหญ่มักจะมีราคาที่สูง 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาการเลี้ยงเชื้อยีสต์แบบความเข้มข้นสูงหรือที่เรียกว่า high cell density  
cultivation เพ่ือท าให้ได้เซลล์ที่มีจ านวนมากโดยใช้ขนาดของการหมักที่เล็ก รูปภาพ 3.2 แสดงกร๊าฟ
ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญของเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica ความเข้มข้นของ L-แล็กเตทในถังปฎิกรณ์
ชีวภาพและอัตราการไหลโดยมวลของ L-แล็กเตทระหว่างการเลี้ยงเชื้อด้วยความเข้มข้นสูงด้วยเทคนิค
การป้อนแบบกึ่งกะ ซึ่งการค านวณอ้างอิงจากสมการ 2.6 โดยได้ก าหนดค่าการเจริญจ าเพาะใว้ที่ 0.17 
ชั่วโมง-1 เนื่องจากหากตั้งค่านี้ไว้สูงเกินไป จะท าให้เกิดความต้องการออกซิเจนในระบบมากเกินไป 
และถ้าหากอัตราการป้อนอากาศไม่เพียงพอก็จะท าให้ผลการทดลองคลาดเคลื่ อนได้ โดยวิถึของการ
หายใจจะเปลี่ ยนจากมีอากาศ (aerobic respiration) ไป เป็ นแบบไม่ ใช้อากาศ (anaerobic 
respiration) ซึ่งจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อการแสดงออกถึงเอ็นไซม์ L-lactate oxidase ภายในเซลล์
ยีสต์ได้ นอกจากนี้การหายใจแบบไม่ใช้อากาศยังอาจจะส่งผลกระทบต่อการสร้างผลพลอยได้อ่ืน ๆ 
เช่นกรดอินทรีย์ต่าง ๆ โดยมีรายงานว่าเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica สามารถผลิตกรดอินทรีย์ที่เป็น
อนุพันธ์ของกรดอินทรีย์ที่อยู่ในวัฎจักรของเครป (Kreb’s cycle) ได้เช่น อัลฟ่าคีโตกลูตาริก กรดไพรู
วิกและประเภทกรดซิตริก ได้อีกด้วยหากอยู่ในสภาะที่ไร้อากาศ (Casal et al., 2008) ดังนั้นจึงต้อง
ควบคุมปริมาณของความเข้มข้นของอ๊อกซิเจนที่ละลายในน้ าหมักให้ดี ส่วนอัตราการป้อนของ L-แล็ก
เตทนั้นจะเป็นแบบเอ๊กโปเนนเชียลตามค่าอัตราการเจริญจ าเพาะที่ได้ก าหนดไว้  ส่วนผลการทดลอง
พบว่าอัตราการเจริญของเชื้อยีสต์ได้ผลเป็นที่น่าพอใจ โดยการเลี้ยงเชื้อแบบกะนั้น ได้ความเข้มข้นของ
เซลล์สุดท้ายที่ 0.77 กรัมต่อลิตรเนื่องจากความเข้มข้นเริ่มต้นของ L-แล็กเตทมีความเข้มข้นต่ า และ
การป้อน L-แล็กเตทเข้มข้นจะเริ่มเมื่อความเข้มข้นของ L-แล็กเตทในถังปฏิกรณ์ชีวภาพต่ ากว่า 1.0 
กรัมต่อลิตร (ปริมาตรเริ่มต้นของน้ าหมักคือ 2 ลิตร) โดยเริ่มต้นได้ท าการป้อน L-แล็กเตทที่ 0.09 กรัม
ต่อชั่วโมง เมื่อเซลล์ยีสต์ได้รับอาหารเพิ่มเติม ก็จะเริ่มเจริญอีกครั้งหนึ่งโดยพบว่าเซลล์ได้เพ่ิมจ านวนขึ้น
อย่างรวดเร็ว มีอัตราการเจริญจ าเพาะของเซลล์อยู่ที่ 0.15 ต่อชั่วโมง ซึ่งมีความสอดคล้องกับการ
ก าหนดค่าดังกล่าวก่อนเริ่มท าการทดลอง โดยเมื่อสิ้นสุดการป้อนอาหารเข้มข้น ณ เวลา 36 ชั่วโมงนั้น 
พบว่าความเข้มข้นของเซลล์ที่ได้สูงสุดอยู่ที่ 30.8 กรัมต่อลิตร ซึ่งนับว่าเป็นค่าที่สูงมาก และปริมาตร
สุดท้ายของน้ าหมักที่ได้คือ 3.8 ลิตร ในขณะเดียวกันความเข้มข้นของ L-แล็กเตทในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ตลอดการทดลองพบว่ามีระดับที่ต่ า ไม่เกิน 1.0 กรัมต่อลิตรและความเข้มข้นไม่มีการเพ่ิมขึ้นแต่อย่าง
ใด จึงสามารถสรุปได้ว่า L-แล็กเตทที่ได้ท าการป้อนเข้าไปในระบบนั้น ได้ถูกน าไปใช้ในการเจริญและ
การรักษาสภาพ (maintenance) ของเชื้อยีสต์แต่เพียงอย่างเดียว หลังจากที่ได้เซลล์ยีสต์ตามต้องการ
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แล้ว จึงน าไปท าการตรึงเซลล์ด้วยโซเดียมอัลจิเนทก่อนที่จะน าไปบรรุใส่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่อไหล
เพ่ือทดสอบการท าบริสุทธิ์เชิงแสงของกรดผสม D- และ L-แล็กติกต่อไป 

 
3.2 การทดสอบการแยกกรด D และ L-แล็คติกด้วยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
      3.2.1 การศึกษาสัณฐานด้วย Scanning Electron Microscope 
 หลังจากที่เสร็จสิ้นการเลี้ยงเชื้อยีสต์ด้วยความเข้มข้นสูงแล้ว เซลล์ยีสต์ได้ถูกปั่นเหวี่ยงและ
ก าจัดน้ าหมักทิ้งไป จากนั้นน าไปตรึงในโซเดียมอัลจิเนตโดยการท าให้มีลักษณะเป็นเม็ด (beads) ดังที่
แสดงในหัวข้อ 2.4.1 จากนั้นได้น าเม็ดอัลจิเนต ดังกล่าวไปศึกษาภายใต้เครื่อง scanning electron 
microscope โดยพบว่าที่ผิวด้านนอกของเม็ดอัลจิเนตนั้นจะมีเซลล์ยีสต์เกาะอยู่ในปริมาณที่เล็กน้อย 
ในขณะที่ภายในเม็ดอัลจิเนตพบว่ามีการกระจายตัวของเซลล์ยีสต์อย่างหนาแน่นและสม่ าเสมอ 
(รูปภาพ 3.3) ดังนั้นกลไลของการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทจึงเป็นการแพร่ของสารตั้งต้นผ่านเมตริกซ์ของ
ชั้นอัลจิเนตก่อนที่จะเข้าสู่เซลล์ต่อไป 
 

 
รปูภาพ 3.3 ภาพถ่าย SEM ของเชื้อยีสต์ที่ถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนท 
 
 3.2.2 ปฏิกิริยาการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทด้วยเชื้อยีสต์ที่ถูกตรึงในอัลจิเนต 

ข้อด้อยประการหนึ่งของการตรึงเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตนั้นคือการเกิดข้อจ ากัดในการถ่ายเทมวล
จากสารละลายไปยังเซลล์ยีสต์เนื่องจากในระบบปกติ สารตั้งต้นจะถูกน าเข้าสู่เซลล์โดยตรงด้วยการ
ล าเลียงแบบใช้พลังงาน (active transport) ในขณะที่การตรึงเซลล์ด้วยวุ้นอัลจิเนตนั้น การถ่ายเทมวล
เข้าไปในเซลล์จะเป็นการดูดซับของสารตั้งต้นบนผิวด้านนอกของเม็ดอัลจิเนตก่อนที่จะเข้าสู่เซลล์โดย
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การแพร่ของสารตั้งต้นผ่านเมตริกซ์ของอัลจิเนตเนื่องจากเกิดผลต่างของความเข้มข้นระหว่างด้านนอก
และด้านในของชั้นอัลจิเนตนั่นเอง  
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รูปภาพ 3.4 อ๊อกซิเดชั่นของ L-แล็กเตทโดยเชื้อยีสต์ที่มีการเคลื่อนที่โดยอิสระและเชื้อยีสต์ที่ถูกตรึง 
 
 รูปภาพ 3.4 แสดงผลการทดลองอ๊อกซิเดชั่นของ L-แล็กเตทโดยเชื้อยีสต์ที่มีการเคลื่อนที่โดย
อิสระและเชื้อยีสต์ที่ถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนท ซึ่งการทดลองนี้ใช้สารตั้งต้นคือ L-แล็กเตทความเข้มข้น
เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นทั้งสองการทดลองเท่ากันคือ 30 กรัมต่อลิตร ท า
การทดสอบในขวดรูปชมพู่ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและท าการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ซึ่งจาก
การทดลองพบว่าความเข้มข้นของ L-แล็กเตทลดลงอย่างต่อเนื่องส าหรับทั้งเซลล์อิสระและเซลล์ที่ถูก
ตรึงในเม็ดเจล แต่อัตราการลดลงของเซลล์อิสระจะมีมากกว่า โดยจากกร๊าฟสามารถวัดอัตราการลดลง
ในช่วงแรกหรืออัตราของปฏิกิริยา (reaction rate) ได้ที่ 3.88 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง หลังจากนี้อัตรา
การลดลงของความเข้มข้น L-แล็กเตทจะค่อย ๆ ลดลง (ความชันของกร๊าฟมีค่าลดลง) โดย L-แล็กเตท
ถูกใช้จนหมดลงในชั่วโมงที่ 12 ของการทดลอง ส่วนกร๊าฟของเซลล์ที่ถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนทนั้น จะเห็น
ได้ว่าเกิดข้อจ ากัดในการถ่ายเทมวลระหว่างในสารละลายกับในเม็ดอัลจิเนท จากกร๊าฟสามารถวัด
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อัตราการลดลงในช่วงแรกได้ที่ 2.34 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง หลังจากนี้อัตราการลดลงของความเข้มข้น 
L-แล็กเตทจะค่อย ๆ โดย L-แล็กเตทถูกใช้จนหมดลงในชั่วโมงท่ี 16 ของการทดลอง   
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รูปภาพ 3.5 อิทธิพลของความเข้มข้น L-แล็กเตทเริ่มต้นต่อค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาเริ่มต้นระหว่าง 

เชื้อยีสต์ที่มีการเคลื่อนที่โดยอิสระและเชื้อยีสต์ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนต 
 
 ตาราง 3.2 แสดงอิทธิพลของความเข้มข้น L-แล็กเตทที่มีต่อค่า reaction rate เริ่มต้น โดย
ท าการศึกษาในช่วงความเข้มข้นของ L-แล็กเตทระหว่าง 5 ถึง 40 กรัมต่อลิตร ในส่วนของเซลล์อิสระ 
จากการทดลองพบว่าค่าอัตราของปฏิกิริยาจะเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้นของ L-แล็กเตทที่ใช้ โดยในช่วง 
5 ถึง 10 กรัมต่อลิตรนั้น อัตราการเพ่ิมข้ึนจะมีค่าสูงมาก ในขณะที่ความเข้มข้นในช่วง 20 ถึง 40 กรัม
ต่อลิตรนั้น การเพ่ิมขึ้นของอัตราของปฏิกิริยาจะเพ่ิมขึ้นในสัดส่วนที่น้อยกว่าในช่วงแรก โดยเกือบจะ
คงที่ในช่วง 30 ถึง 40 กรัมต่อลิตร แสดงให้เห็นว่าน่าจะเป็นค่าสูงที่สุดแล้วคือ 4.20 กรัมต่อลิตรต่อ
ชั่วโมง ส่วนเซลล์ยีสต์ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนตนั้น พบว่าอัตราของปฏิกิริยาจะช้ากว่ายีสต์อิสระในทุก ๆ 
ความเข้มข้นของ L-แล็กเตท นอกจากนี้ความช้นของกร๊าฟยังน้อยกว่าอีกด้วย โดยค่าสูงสุดของอัตรา
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ของปฏิกิริยาที่วัดได้คือ 3.41 กรัมต่อลิตรต่อนาที ซึ่งต่ ากว่ายีสต์อิสระประมาณร้อยละ 20 ณ ความ
เข้มข้นเดียวกัน ส่วนสาเหตุของการเกิดปรากฎการณ์นี้นั้น คาดว่าสืบเนื่องมาจากข้อจ ากัดของการ
ถ่ายเทมวลภายในชั้นของเจลอัลจิเนตนั่นเอง  
 
          3.2.3 ผลของอุณหภูมิต่อกิจกรรมของเชี้อยีสต์ระหว่างการเก็บรักษา 
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รูปภาพ 3.6 การสูญเสียกิจกรรมของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase โดยเซลล์ยีสต์ที่ถูกตรึงในเม็ดอัลจิ

เนตในระหว่างการเก็บรักษา ณ อุณหภูมิต่าง ๆ  
 

ปัจจัยที่ส าคัญอีกอย่างหนึ่งของการศึกษาสมบัติของการตรึงเซลล์ยีสต์ด้วยอัลจิเนตคือ
การศึกษาการคงกิจกรรมของเอ็นไซม์ ณ สภาวะแวดล้อมต่าง ๆ เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่าง เวลา และ
อุณหภูมิในการบ่มหรือการเก็บรักษาเป็นต้น โดยที่สภาวะของความเป็นกรด-ด่างนั้น จากการศึกษา
เบื้องต้นเกี่ยวกับการเลี้ยงเชื้อยีสต์ในหัวข้อ 3.1.1 ได้พบว่ากรด L-แล็กติกมีความเป็นพิษต่อเซลล์ยีสต์
สูงเมื่ออยู่ในสถานะที่ไม่แตกตัว (pH ต่ า) อยู่แล้ว ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงไม่ได้ศึกษารายละเอียดเพ่ิมเติม
ถึงอิทธิพลของความเป็นกรด-ด่าง แต่ยังคงศึกษาถึงอิทธิพลของอุณหภูมิและเวลาในการเก็บรักษาเชื้อ
ยีสต์ที่มีต่อค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ (relative activities) ของเซลล์ โดยในทางปฏิบัติแล้ว เชื้อยีสต์ควรที่จะ 
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active และมีความคงตัวดีพอสมควรในระหว่างการทดลอง โดยรูปภาพ 3.6 แสดงการสูญเสียกิจกรรม
ของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase โดยเซลล์ยีสต์ที่ถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนตในระหว่างการเก็บรักษาด้วย
น้ ากลั่น ณ อุณหภูมิต่าง ๆ คือ 4, 30, และ 37 องศาเซลเซียส ซึ่งผลการทดลองโดยทั่ว ๆ ไป พบว่า
อุณหภูมิการเก็บรักษาที่ต่ ากว่าจะท าให้สุญเสียกิจกรรมน้อยกว่าการเก็บที่ อุณหภูมิสูง เมื่อเวลาผ่านไป 
½ สัปดาห์พบว่ากิจกรรมสัมพัทธ์ของเซลล์ยีสต์ลดลงเหลือร้อยละ 95.5, 64.2 และ 23.5 จากอุณหภูมิ
ของการเก็บรักษาท่ี 4, 30, และ 37 องศาเซลเซียสตามล าดับ และเมื่อเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ เชื้อยีสต์
ที่ถูกเก็บไว้ในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนั้น จะสูญเสียกิจกรรมในการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทไปทั้งหมด 
ส่วนยีสต์ที่เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนั้น พบว่ากิจกรรมสัมพัทธ์ลดลงเหลือร้อยละ 99.5, 88.6, 
79.7, 70.8, และ 63.4 เมื่อเวลาผ่านไป ½, 1, 2, 3, และ 4 สัปดาห์ตามล าดับ โดยค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ 
ณ ช่วงเวลาต่าง ๆ นี้สามารถน าไปค านวณหาค่าการหยุดยั้งจ าเพาะ (deactivation constant) ดัง
สมการ 

tk
A

A
d

0

ln                                                                                   3.1 

 
โดยจากกร๊าฟ 3.6 เมื่อท าการพล๊อตแกน Y ใหม่โดยปรับให้เป็นค่า ln จะได้กร๊าฟที่มีลักษณะ

เป็นเส้นตรงและเมื่อท าการหาค่าความชัน จะได้ค่า deactivation constant (kd) ซึ่งจากกร๊าฟของ
การเก็บรักษาทั้ง 3 อุณหภูมิ (4, 30, และ 37 องศาเซลเซียส) พบว่าจะได้ค่า kd เท่ากับ 0.11, 1.30, 
และ 2.89 วัน-1 นอกจากนี้ยังสามารถค านวณหาค่าครึ่งชีวิต (half-life) ของกิจกรรมจากเชื้อยีสต์นี้ได้
ดังสมการ 

2/12ln tkd                                                                                   3.2 
 
ซึ่งจากกร๊าฟของการเก็บรักษาทั้ง 3 อุณหภูมิ (4, 30, และ 37 องศาเซลเซียส) พบว่า

สามารถค านวณได้ค่า half-life, t½ เท่ากับ 6.30, 0.53, และ 0.22 วัน ตามล าดับ ซึ่งค่าครึ่งชีวิตนั้น
จะหมายถึงเวลาที่กิจกรรมของเซลล์ใช้ในการสลายตัวเหลือกิจกรรมของเซลล์ครึ่งหนึ่งของที่มีอยู่เดิม 
โดยการลายตัวของกิจกรรมของยีสต์นี้ พบว่ามีสลายตัวแบบในเอ็กโพเนนเชียล แต่อย่างไรก็ตามการ
สุญเสียกิจกรรมของเซลล์นี้ อาจจะไม่เกี่ยวข้องกับอัตราการตายจ าเพาะของเซลล์ (specific death 
rate) โดยที่เซลล์ที่สุญเสียกิจกรรมของเอ็นไซม์ L-lactate oxidase ไป อาจจะยังมีชีวิตอยู่ก็เป็นได้ 
และเม่ือมีการเติม L-แล็กเตทอีก เชื้อยีสต์อาจจะมีการสังเคราะห์เอ็นไซม์ข้ึนมารใหม่ได้อีก โดยหาก
ต้องการศึกษาอัตราการตายจ าเพาะของเซลล์ยีสต์เพ่ิมเติม จึงควรที่จะหาวิธีการอ่ืนนอกเหนือจากการ
วัดค่ากิจกรรมของเซลล์แต่เพียงอย่างเดียว เช่นการท า viable plate count เป็นต้น 
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 3.2.4 อิทธิพลของระยะเวลาพ านัก (resident time) 
อิทธิพลที่ส าคัญที่สุดของการวิเคราะห์ระบบถังปฏิกรณ์แบบท่อไหลคือการศึกษาอิทธิพลของ

ระยะเวลาพ านักหรือในที่นี้จะเรียกว่า resident time () โดยการวิเคราะห์จะตั้งสมมุติฐานว่า
ปฏิกิริยาชีวเคมีของการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทนั้นจะเกิดขึ้นภายในท่อโดยเกิดขึ้นในลักษณะที่เป็น
แนวนอน (axial position) ขนานไปกับทิศทางการจัดวางท่อ และการไหลของสารตั้งต้นเป็นไปอย่าง
ทั่วถึงและสม่ าเสมอตลอดพ้ืนที่หน้าตัดของทิศทางการไหล    ซึ่งค่าเวลา resident time นั้น อ้างอิง
จากสมการ 1.1 โดยสามารถท าการวัดได้ดังนี้ 


SV

L
                                                                                        3.3 

 
ซึ่ง L คือปริมาตรของคอลัมน์ (120 มิลลิลิตร) VS คืออัตราการไหลเชิงปริมาตรของสารป้อน 

(มิลลิลิตรต่อชั่วโมง) และ  คือค่า void volume ซึ่งสามารถวัดโดยการเติมน้ ากลั่นให้เต็มความจุของ
คอลัมน์ (120 มิลลิลิตร) ภายหลังจากที่ได้ท าการบรรจุเม็ลอัลจิเนตลงไปแล้ว ซึ่งปริมาตรของน้ ากลั่นที่
วัดได้นี้ เมื่อน ามาลบออกจากปริมาตรเริ่มต้นของคอลัมน์ก็จะคือค่า void volume นั่นเอง   
 
ตาราง 3.2 อิทธิพลของ resident time ต่อประสิทธิภาพการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทในถังปฏิกรณ์แบบ

ท่อไหลโดยใช้อุณหภูมิของการทดลอง 30 องศาเซลเซียส 
ล าดับ  

(นาที) 
ความเข้มข้นของ L-แล็กเตท 
ใน Feed (กรัมต่อลิตร) 

ความเข้มข้นของ L-แล็กเตท 
ใน Effluent (กรัมต่อลิตร) 

ประสิทธิภาพ 
(%) 

1 5.0 20.0 14.74 26.30 
2 10.1 20.0 7.79 61.05 
3 14.9 20.0 3.21 83.95 
4 20.2 20.0 0.51 97.45 
5 25.1 20.0 0.32 98.40 
6 25.1 40.0 12.55 68.63 

 

ตาราง 3.2 แสดงถึงอิทธิพลของ resident time () ของสารละลาย L-แล็กเตทในถังปฏิกรณ์
แบบท่อไหล ณ เวลาที่แตกต่างกัน โดยค่าดังกล่าวเป็นค่าที่แปรผกผันกับค่าอัตราการป้อนของ
สารละลาย การป้อนในอัตราที่เร็วจะส่งผลท าให้เวลาในการเคลื่อนที่ในถังปฏิกรณ์ลดลง  ซึ่งผลการ
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ทดลองแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กติกคือเวลาที่
สารเคลื่อนที่ในถังปฏิกรณ์นั่นเอง ในที่นีป้ระสิทธิภาพของระบบสามารถค านวณได้จากความเข้มข้น
ของ L-แล็กเตทท่ีลดลงส่วนความเข้มข้นของ L-แล็กเตทเม่ือเริ่มต้นการทดลองนั้นเอง จากผลการ
ทดลองพบว่า resident time ที่ 5 นาที พบว่าความเข้มข้นของ L-แล็กเตทใน effluent ถูกอ๊อกซิไดซ์
ไปเพียงร้อยละ 26.3 เท่านั้น แสดงให้เห็นว่าปฏิกิริยาเกิดขึ้นช้ามาก โดยเกิดจากอัตราการไหลที่เร็ว
เกินไปและอาจจะเกิดข้อจ ากัดในด้านการถ่ายเทมวล (mass transfer limitation) ของ L-แล็กเตท
ภายในเม็ดอัลจิเนตอีกด้วย ดังนั้นเพื่อเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพของระบบ จึงท าการลดอัตราการป้อน
ลงเพื่อให้ค่า resident time มีมากขึ้น ซึ่งผลการทดลองได้เป็นตามสมมุติฐานกล่าวคือประสิทธิภาพ
ของถังปฏิกรณ์ในการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทเพ่ิมขึ้นเป็นร้อยละ 61.05, 83.95, 97.45 และ 98.40 เมื่อ
เพ่ิม resident time เป็น 10, 15, 20, และ 25 นาทีตามล าดับ (การทดลองที่ 2 ถึง 5) โดยลักษณะ
การเพ่ิมข้ึนของประสิทธิภาพจะเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในช่วงแรก ๆ และอัตราการเพ่ิมขึ้นจะค่อย ๆ 
ลดลงเมื่อ resident time เพ่ิมข้ึน โดยที่ 20 และ 25 นาที ประสิทธิภาพของ ส่วนการทดลองท่ี 6 นั้น
เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ L-แล็กเตท โดยท าการเปรียบเทียบที่ค่า resident 
time ที่เท่ากัน ซึ่งผลการทดลองพบว่าประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์จะลดลงเหลือเพียงร้อยละ 68.63 
เท่านั้น  

จากผลการทดลองนี้ จึงสามารถสรุปได้ว่าค่าที่เหมาะสมในการท าให้ประสิทธิภาพของถัง
ปฏิกรณ์มีค่าสูงสุดคือ resident time 25 นาทีและความเข้มข้นของ L-แล็กเตทเริ่มต้น 20 กรัมต่อ
ลิตร แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับอิทธิพลของค่า resident time ทีม่ีต่อประสิทธิภาพของถัง
ปฏิกรณ์แบบท่อไหลนี้ เป็นเพียงการทดสอบเบื้องต้นในระยะเวลาสั้น ๆ เท่านั้น จดุประสงค์หรือ
เป้าหมายหลักของการประยุกต์ใช้ถังปฏิกรณ์แบบท่อไหลในงานวิจัยนี้คือการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตท 
อย่างสมบูรณ์ภายในท่อปฏิกรณ์และมีความคงต้วสูง สามารถปฏิบัติงานได้ในระยะเวลายาวนาน ซ่ึง
จากผลการทดลองเบื้องต้นในหัวข้อ 2.3.2 นั้นพบว่าเชื้อยีสต์จะมีการสูญเสียกิจกรรมในการอ๊อกซิไดซ์ 
L-แล็กเตทในระหว่างที่ท าการเก็บรักษา และอัตราของการสูญเสียจะมีมากข้ึนเมื่อใช้ระยะเวลาและ
อุณหภูมิที่สูงขึ้นในการเก็บรักษา ซึ่งอาจจะส่งผลกระทบต่อประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์เม่ือท าการ
ทดลองในระยะยาวได้ ดังนั้นการทดลองถัดไป นักวิจัยได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพของถังปฏิกรณ์
แบบท่อไหลโดยได้เปรียบเทียบองค์ประกอบของสารละลายระหว่างสารละลายที่เป็นของผสมของกรด 
D- และ L-แล็กเตทแต่เพียงอย่างเดียวกับสารละลายที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ YPD ซึ่งเป็นของผสม
ของกรด D- และ L-แล็กเตทที่มีการเติมแหล่งไนโตรเจนลงไป (สารสกัดจากยีสต์และเพบโตน) โดย
ไนโตรเจนนี้ อาจจะช่วยในการรักษาสภาพของเซลล์ (maintenance) ให้ยาวนานขึ้น 
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รูปภาพ 3.7 อิทธิพลของการเสริมแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อปฏิกิริยาอ๊อกซิเดชั่นของ L-แล็กเตทด้วยยีสต์ 

Yarrowia lipolytica ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนตในถังปฏิกรณ์แบบท่อไหล 
 
รูปภาพ 3.7 แสดงผลการทดลองอิทธิพลของการเสริมแหล่งไนโตรเจนที่มีต่อประสิทธิภาพใน

การอ๊อกซิเดชั่นของ L-แล็กเตทด้วยเชื้อยีสต์ Yarrowia lipolytica ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนตในถัง
ปฏิกรณ์แบบท่อไหล โดยผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์มีค่าลดลงอย่าง
ต่อเนื่องเมื่อใช้แต่เพียงสารละลายผสมของแล็กเตทแต่เพียงอย่างเดียว โดยเมื่อท าการทดลองไปเรื่อย 
ๆ พบว่าปริมาณของ L-แล็คเตทใน effluent มีความเข้มข้นที่สูงขึ้นเรื่อย ๆ โดยการทดลองได้หยุดลง
เมื่อประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์ลดลงมากกว่าร้อยละ 90 ซึ่งใช้เวลาไปประมาณ 100 ชั่วโมง ส่วนการ
ป้อนสารละลายด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด YPD นั้น พบว่าประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์ดีกว่าการป้อน
เฉพาะสารละลายผสมของแล็กเตทแต่เพียงอย่างเดียว โดยสามารถยืดระยะเวลาปฏิบัติการไปได้อีก
เป็นประมาณ 210 ชั่วโมงก่อนที่ประสิทธิภาพของท่อปฏิกรณ์จะลดลงต่ ากว่าร้อยละ 90 ซึ่งผลของการ
เสริมแหล่งไนโตรเจนลงไปในสารละลายจะส่งผลให้กิจกรรมของเชื้อยีสต์ในการอ๊อกซิไดซ์ L-แล็กเตทมี
ประสิทธิภาพมากข้ึนเนื่องจากเซลล์ยีสต์สามารถรักษาสภาพของเซลล์ได้ดีกว่านั่นเอง 
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.3.3 การท าบริสุทธิ์ด้วยระบบนาโนฟิวเตรชั่น 
3.3.1. การทดสอบระบบด้วยสารป้อนสังเคราะห์ 
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รูปภาพ 3.8 อิทธิพลของสภาวะการทดลองต่าง ๆ ต่อค่าการกักกันของสารละลายกรด D-แล็กติกโดย 
(A) อิทธิพลของแรงดัน (B) อิทธิพลของความเข้มข้นเริ่มต้นและ (C) อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่าง  
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จุดประสงค์หลักของการทดลองนี้คือการศึกษาถึงประสิทธิภาพการแยกสารละลายกรด D-
แล็กติกด้วยระบบนาโนฟิวเตรชั่น ในขั้นแรกจะเป็นการศึกษาด้วยสารป้องสังเคราะห์ก่อนโดยท าการ
ทดลองที่สภาวะแตกต่างกัน ดังแสดงในรูปภาพ 3.8 ซึ่งรูปภาพ 3.8(A) แสดงถึงอิทธิพลของแรงดันที่มี
ต่อการกักกัน (rejection) โดยได้ท าการทดสอบระบบที่ความดันอยู่ ในช่วง 200 ถึง 600 kPa 
โดยทั่วไปแล้วความดันทั่ว ๆ ไปที่ใช้ในระบบนาโนฟิวเตรชั่นคือประมาณ 2-2.5 MPa แต่เนื่องจาก
ข้อจ ากัดของปั๊มที่มีอยู่ จึงสามารถท าความดันได้สูงสุดที่ 600 kPa ดังกล่าว ส่วนสภาวะต่าง ๆ ที่คงที่
คือ ความเข้มข้นเริ่มต้นของกรด D-แล็กติกในสารป้อนคือ 50 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 6.5 ตามล าดับ โดยผลการทดลองพบว่าอิทธิพลของความดันมีผลต่อค่า
การกักกันน้อยมาก โดยดังกล่าว ณ ความดัน 200, 300, 400, 500 และ 600 kPa อยู่ที่ร้อยละ 61.4, 
66.4, 66.5, 68.7, และ 70.1 ตามล าดับ  ซึ่ งการกักกันในระดับร้อยละ 60-70 นี้  อาจจะเกิด
เนื่องมาจากการที่กรด D-แล็กติกสามารถแตกตัวได้ในสภาวะที่เป็นกลาง ท าให้โครงสร้างของโมเลกุลมี
ขนาดใหญ่ขึ้น ส่วนรูปภาพ 3.8(B) แสดงอิทธิพลของความเข้มข้นของสารป้อนต่อค่ากักกัน โดยท าการ
แปรผันความเข้มข้นของกรด D-แล็กติกอยู่ในช่วง 10 ถึง 70 กรัมต่อลิตรและการทดลองดังกล่าวได้
ก าหนดสภาวะที่คงที่คือ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความดัน 400 kPa และค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 
6.5 ตามล าดับ ซึ่งผลการทดลองพบว่าแนวโน้มของการกักกันนั้นเป็นไปในทิศทางที่คล้ายคลึงกันกับ
กล่าวคืออิทธิพลของความเริ่มต้นมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าการกักกันไม่มากนัก โดย ณ ความเข้มข้น
ของกรด D-แล็กติกที่ 10, 30, 50, และ 70 กรัมต่อลิตร ค่าของการกักกันจะอยู่ที่ร้อยละ 63.3, 61.2, 
58.5, และ 55.4 ตามล าดับ โดยจากความเข้มข้นเริ่มต้นจนถึงความเข้มข้นสุดท้ายพบว่าค่าการกักกัน
ลดลงประมาณร้อยละ 12.5 เท่านั้น    

ส่วนสภาวะสุดท้ายที่ได้ท าการทดสอบส าหรับสารป้อนสังเคราะห์คืออิทธิพลของค่าความเป็น
กรด-ด่าง ซึ่งเป็นที่เข้าในกันดีอยู่แล้วว่ากรดแล็กติกสามารถแตกตัวได้ในสภาวะความเป็นกรด -ด่างที่
แตกต่างกัน โดยกรดแล็กติกมีค่าคงท่ีของการแตกตัว (pKa) อยู่ที ่3.86 (Li et al., 2010) กล่าวคือหาก
ค่าความเป็นกรด-ด่างต่ ากว่า 3.86 กรดแล็กติกจะอยู่ในรูปที่ไม่แตกตัว (รูปภาพ 3.8C) และหากค่า
ความเป็นกรด-ด่างมากกว่านี้ กรดแล็กติกจะอยู่ในสภาวะที่แตกตัวเป็นแล็กเตท ซึ่งโดยธรรมชาติแล้ว 
เมมเบรนส าหรับระบบนาโนฟิวเตรชั่นจะมีลักษณะของความเป็นประจุลบเล็กน้อยอยู่บนพ้ืนผิว ดังนั้น
ค่าของการกักกันจะมีมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับสมบัติของสารเป็นส าคัญ กล่าวคือขนาดของโมเลกุลและ
ลักษณะของความเป็นขั้ว เช่นกรดอินทรีย์เมื่ออยู่ในสภาวะที่แตกตัว จะมีประจุเป็นลบ โดยเมื่อโมเลกุล
เคลื่อนเข้าใกล้ผิวหน้าของเมมเบรนจะท าให้เกิดการผลักกันของประจุลบจากเมมเบรนและจากกรด
อินทรีย์นั้น ส่งผลให้การกักกันมีมากขึ้นนั่นเอง ส าหรับอิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่างที่มีต่อการ
กักกันของกรดแล็กติกนั้น ผลการทดลองพบว่า ณ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 2.0, 3.5, 5.0, 6.5 และ 8.0 
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ค่าการกักกันจะอยู่ที่ร้อยละ 1.7, 7.2, 20.1, 60.2 และ 69.5 ตามล าดับ ซึ่งจะเห็นได้ว่าการกักกันจะ
เพ่ิมขึ้นเมื่อความเป็นกรด-ด่างเพ่ิมขึ้น โดยเฉพาะในช่วงที่ค่ามากกว่า 3.5 การกักกันจะเพ่ิมขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญ โดยการกักกันมีค่าต่ าเมื่อความเป็นกรด-ด่างของสารละลายต่ ากว่าค่า pKa ซึ่งโมเลกุลของ
กรดแล็กติก (90 Da) มีขนาดเล็กกว่าค่า molecular weight cut off ของเมมเบรน (400 ดาลตัน) จึง
ท าให้สามารถเคลื่อนที่ผ่านเมมเบรนไปได้อย่างง่ายดาย  

กล่าวโดยสรุปแล้ว ปัจจัยที่มีผลกระทบต่อค่าการกักกันมากที่คือค่าความเป็นกรด -ด่าง 
ในขณะที่ความดันและความเข้มข้นจะไม่มีอิทธิพลต่อค่าดังกล่าวมากนัก ดังนั้นจึงต้องท าการพิจารณา
เพ่ิมเติมว่าว้ตถุประสงค์หลักของการใช้ระบบนาโนฟิวเตรชั่นนั้น เราต้องการกักกันกรดแล็กติก (ยังคง
อยู่ในสารป้อน) หรือต้องการให้กรดแล็กติกอยู่ในส่วนของเพอร์มิเอท จากองค์ประกอบทางเคมีของน้ า
หมักชนิด YPD พบว่ามีองค์ประกอบของสารสกัดจากยีสต์ และเพปโตนซึ่งเป็นโปรตีน ซึ่งถือว่าเป็น
ประเภท macromolecule ที่มีขนาดใหญ่ ดังนั้นวัตถุประสงค์ที่ต้องการของการใช้ระบบนาโนฟิว
เตรชั่นนั้น ก็คือการแยกกรดแล็กติกซึ่งมีขนาดเล็กออกจากโปรตีนซึ่งเป็นสารที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่
นั่นเอง ดังนั้นจึงควรเลือกสภาวะที่ท าให้ค่ากักกันมีค่าต่ าสุด ก็คือการท าสารละลายให้มีสภาวะที่เป็น
กรด ในที่นี้หลังจากที่ได้สารละลาย YPD ที่ไหลผ่านถังปฏิกรณ์ชีวภาพเรียบร้อยแล้ว สารละลาย
ดังกล่าวจะถูกปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้ได้ 2.0 ด้วยกรดซัลฟูริกเข้มข้นก่อนที่จะท าการทดสอบใน
ล าดับถัดไป  
 

 
รปูภาพ 3.9 ค่าคงที่ของการแตกตัวของกรดแล็กติก ณ pH ต่าง ๆ (Li et al., 2010)  
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3.3.2 การทดสอบระบบด้วยน้ าหมักจริง 
การศึกษาระบบนาโนฟิวเตรชั่นจากน้ าหมักที่ได้จาก effluent ของท่อปฏิกรณ์ชีวภาพ จาก

หัวข้อ 3.2.3 ได้ถูกน าปรับ pH ด้วยกรดซัลฟูริกให้ได้ 2.0 ก่อนที่จะน าไปก าจัด CaSO4 และกรองผ่าน
ระบบการกรองไมโครฟิวเตรชั่นอีกครั้งหนึ่งเพ่ือก าจัดเซลล์ที่อาจจะหลุดออกมาจากถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
อย่างไรก็ตามระบบนี้ไม่สามารถกรองแยกโปรตีนออกจากสารละลายได้  ซึ่งระบบนาโนฟิวเตรชั่นมี
คุณสมบัติดังกล่าวโดยสามารถกรองโปรตีน โพลีแซคคาไรด์ที่มีขนาดใหญ่ และสารสีต่าง ๆ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ซึ่งผลการทดลองการกรองน้ าหมักดังกล่าวแสดงในรูปภาพ 3.10 โดยท าการทดสอบ
เทียบกับสารป้อนสังเคราะห์และได้วิเคราะห์ในส่วนของค่าฟลักซ์และการค านวณค่าความต้านทาน 
(resistance) ในการทดลองนี้ได้ท าแยกส่วนเพอร์มิเอทออกจากการกรองตลอดเวลาโดยไม่ได้ไหลกลับ
เข้าสู่ถังของสารป้อน (concentration mode) ท าให้ระหว่างนั้น ปริมาตรของสารป้อนจะลดลงโดย
สามารถค านวณความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรสารป้อนเริ่มต้นต่อปริมาตรของสารป้อนที่เหลืออยู่
เรียกว่า volume concentration ratio (VCR) ซึ่งจากการทดลองพบว่าค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์นั้นจะมี
ความส าพันธ์กับค่า VCR นี้เป็นอย่างมาก เมื่อ VCR มีค่ามากขึ้นความเข้มข้นของโปรตีนและสาร
โมเลกุลใหญ่ก็จะเพ่ิมขึ้นด้วย โดยจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์ที่ลดลง เนื่องจากการ
อุดตัน (fouling) ของเมมเบรนจะเพ่ิมมากขึ้น เนื่องจากระบบนาโนฟิวเตรชั่นเป็นระบบที่ท างานด้วย
แรงดัน หากแรงดันน้อยเกินไปก็จะไม่เกิดการถ่ายเทมวลผ่านเยื่อแผ่น หากแรงดันมากเกินไปในตอน
แรกก็จะส่งผลให้เกิดการอุดตันที่ผิวหน้าของเมมเบรนอย่างรวดเร็ว ดังนั้นในการทดลองนี้จึงได้ใช้ค่า
แรงดันที่ 400 kPa ตลอดการทดลอง  

ส าหรับสารป้อนสังเคราะห์ (model solution) ซึ่งประกอบด้วยกรด D-แล็กติกเพียงอย่าง
เดียวนั้น ค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์ของระบบในช่วงเริ่มแรกวัดได้  20.17 ลิตรต่อตารางเมตรต่อชั่วโมงและ
ค่านี้มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยตลอดช่วงเวลาของการทดลอง โดยเมื่อสิ้นสุดการทดลองพบว่าค่า
เพอร์มิเอทฟลักซ์ของระบบวัดได้ 19.56 ลิตรต่อตารางเมตรต่อชั่วโมง และค่าความต้านทานที่ค านวณ
ได้มีค่าอยู่ในช่วง  0.51 ถึง0.54×1010 เมตร-1 โดยค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์ที่คงที่นี้มีสาเหตุมาจากการที่
สารละลายประกอบด้วยน้ าและกรดแล็กติกเพียงอย่างเดียว ท าให้ไม่เกิด fouling ในระหว่างการ
ทดลอง ส าหรับการทดสอบระบบกับน้ าหมักจริงนั้น พบว่าผลการทดลองแตกต่างกันเป็นอย่างมาก 
โดยค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์ของน้ าหมักลดต่ าลงจาก 19.5 ไปเป็น 16.9 ลิตรต่อตารางเมตรต่อชั่วโมง 
ในช่วงแรก ๆ ของการทดลองและมีค่าลดลงเรื่อย ๆ จนกระทั่งที่ VCR 1.5 ค่าฟลักซ์ได้ลดลงอีกอย่าง
รวดเร็วเหลือเพียงประมาณ 3.2 ลิตรต่อตารางเมตรต่อชั่วโมง จึงจ าเป็นต้องหยุดการทดลองเนื่องจาก
เมมเบรนได้ถูกอุดตันจนเกือบสมบูรณ์แล้ว โดยสามารถค านวณค่าความต้านทานได้ที่   4.7 × 1010 
เมตร-1 รูปภาพ 3.10 แสดงภาพถ่าย SEM ของเมมเบรนที่ถูกอุดตัวแล้วและเมมเบรนใหม่ 
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รูปภาพ 3.10 การเปลี่ยนแปลงเพอร์มิเอทฟลักซ์ของสารป้อนสังเคราะห์และน้ าหมักในระหว่างการ
กรองด้วยนาโนฟิวเตรชั่น  

 

 

  

  

 รูปภาพ 3.11 ภาพถ่าย SEM ด้านข้างของเมมเบรนที่ถูกอุดตันด้วยโปรตีนรวมถึงสารโมเลกุลใหญ่
ต่างๆ เกิดเป็นชั้นเค้ก (A) และเมมเบรนใหม่ที่ยังไม่ผ่านการใช้งาน (B) 

A B 

ชั้นเค้ก 
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จากการทดลองระบบนาโนฟิวเตรชั่นของน้ าหมักในโหมดจะพบปัญหาหลักคือปริมาตรของ
สารป้อน (น้ าหมัก) จะลดลงอย่างต่อเนื่อง ท าให้โปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่อื่น ๆ มีความเข้มข้นสูงขึ้น
เรื่อย ๆ ค่าเพอร์มิเอทฟลักซ์จะลดลงอย่างต่อเนื่อง จะกระทั่งถึงจุด ๆ หนึ่งที่จะเกิดการอุดตันอย่าง
สมบูรณ์ท าให้ไม่มีการไหลของเพอร์มิเอทอีก และจะต้องท าการล้างเมมเบรนเพ่ือให้สามารถกลับมาใช้
งานได้อีกครั้งหนึ่ง แต่อย่างไรก็ตามหากท าการกรองน้ าหมักดังกล่าวอีกก็จะส่งผลให้เกิดการอุดตันเร็ว
ขึ้นกว่าเดิม ดังนั้นจึงต้องใช้การท างานแบบไดอะฟิวเตรชั่น คือการรักษาปริมาตรของสารป้อนให้คงที่
ซึ่งในที่นี้จะท าการเติมน้ ากลั่นที่ผ่านการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 2.0 ด้วยกรดซัลฟูริกมาแล้ว  
สารป้อนจะถูกเก็บตัวอย่างเพ่ือที่จะวิเคราะห์ความเข้มช้นของกรด D-แล็กติกและโปรตีน ซึ่งผลการ
ทดลองแสดงในรูปภาพ 3.12 จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นสัมพัทธ์ (C/C0) ของกรด D-แล็กติก 
จะลดลงอย่างสม่ าเสมอ โดยที่ใช้เวลาในการแยกทั้งหมด 50 ชั่วโมงและพบว่าโปรตีนส่วนใหญ่ (ร้อยละ 
80) จะยังถูกกักกันอยู่ในสารป้อน โดยที่เพอร์มิเอทนั้นจะมีลักษณะที่ใส ไม่มีสี ส่วนสารป้อนนั้นจะมีสี
เหลืองเข้ม ซึ่งเป็นสีของโปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่ ดังแสดงในรูปภาพ 3.13  และเมื่อท าการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC แล้วพบว่ามีความบริสุทธิ์สูง ไม่มีสารอ่ืนเจือปน และมีความบริสุทธิ์เชิงแสง
สูงมากกว่าร้อยละ 95 โดยมีกรด L-แล็กติกปนมาในปริมาณท่ีเล็กน้อยเท่านั้น (รูปภาพ 3.14) 
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รูปภาพ 3.12 นาโนฟิวเตรชั่นของน้ าหมักโดยใช้เทคนิคไดอะฟิวเตรชั่น  
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รูปภาพ 3.13 แสดงลักษณะใสของเพอร์มิเอทที่ได้จากนาโนฟิวเตรชั่นของน้ าหมัก (Feed NF) 
 

 
รปูภาพ 3.14 โครมาโตแกรมของเพอร์มิเอทที่ได้จากนาโนฟิวเตรชั่น (Permeate NF) 
 

Feed NF Retentate NF Permeate NF 
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3.4 ผลการสั งเคราะห์พอลิดี แลคติกแอซิดโดยปฏิกิ ริยาการสังเคราะห์แบบควบแน่น 
(condensation polymerization) ภายใต้สภาวะบัลค์ (bulk polymerization) 

โดยทั่วไปแล้ว การสังเคราะห์พอลิแลคติกแอซิดแบ่งออกเป็น 2 แบบหลัก ๆ คือ กระบวนการ
สังเคราะห์พอลิเมอร์แบบเปิดวงแหวนแลคไทด์ (ring opening polymerization of lactide) และ
กระบวนการสังเคราะห์พอลิเมอร์แบบควบแน่นกรดแลคติกโดยตรง (direct condensation 
polymerization of lactic acid) อย่างไรก็ตามเพ่ือให้ได้พอลิแลคติกแอซิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง 
ขั้นตอนเพ่ิมเติมของการสังเคราะห์แต่ละแบบก็จะแตกต่างกันออกไป 

 
3.4.1 กระบวนการสังเคราะห์พอลิเมอร์แบบเปิดวงแหวนแลคไทด์ (ring opening 

polymerization of lactide)  
ปัจจุบัน พอลิแลคติกแอซิดน้ าหนักโมเลกุลสูงที่ผลิตขึ้นในเชิงพาณิชย์นั้นโดยส่วนใหญ่ผลิตขึ้นด้วย

กระบวนการสังเคราะห์แบบเปิดวงแหวนแลคไทด์ โดยขั้นตอนการสังเคราะห์แบบคร่าว ๆ เริ่มจาก
ปฏิกิริยาการควบแน่นกรดแลคติกเป็นพอลิแลคติกแอซิดน้ าหนักโมเลกุลต่ า (prepolymer) (ดูรูปที่ 
3.15 ประกอบ)  

 
 

รูปภาพ 3.15 แผนภาพแสดงขั้นตอนการผลิตพอลิแลคติกแอซิดผ่านพอลิแลคติกแอซิดน้ าหนักโมเลกุล
ต่ าและ แลคไทด์  

 
ต่อจากนั้น ใช้ความร้อนและตัวเร่งปฏิกิริยาเปลี่ยนพอลิเมอร์น้ าหนักโมเลกุลต่ าเป็นวงแหวนได

เมอร์ของกรดแลคติก หรือเรียกว่า แลคไทด์ (lactide) เนื่องจากกรดแลคติกมี 2 ไอโซเมอร์ คือ แอล
และดี แลคไทด์ที่เกิดขึ้นอาจเป็น แอลแลคไทด์ (L-lactide) ดีแลคไทด์ (D-Lactide) และเมโซแลคไทด์
หรือดีแอลแลคไทด์ (meso-lactide or D,L-lactide) ดังแสดงในรูปที่ 2 นอกจากนี้ยังมีสารปนเปื้อน
อ่ืน ๆ อยู่ด้วย อาทิเช่น น้ า กรดแลคติก โอลิโกเมอร์ของกรดแลคติก เพ่ือให้ได้น้ าหนักโมเลกุลและไอ
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โซเมอร์ตามที่ต้องการ จะต้องกลั่นแลคไทด์ให้บริสุทธิ์ก่อน แล้วใช้ปฏิกิริยาเปิดวงแหวนแลคไทด์โดย
อาศัยตัวเร่งปฏิกิริยาเชื่อมต่อเป็นพอลิแลคติกแอ-ซิด จากข้ันตอนการสังเคราะห์ที่ผ่านการเกิดแลคไทด์
ท าให้พอลิ เมอร์ที่ ได้จากกระบวนการดังกล่าวนี้  มีชื่อเรียกอีกอย่างหนึ่ งว่า “พอลิแลคไทด์ 
(polylactide)” 

 

 
 

รูปภาพ 3.16 2 สเตอริโอไอโซเมอร์ของแลคไทด์ (Gruber, 2001) 
 
การสังเคราะห์พอลิเมอร์แบบเปิดวงแหวนแลคไทด์สามารถท าได้ทั้งในสภาวะหลอม สภาวะ

บัลค์ สภาวะสารละลายและอิมัลชัน รูปแบบของปฏิกิริยาเปิดวงแหวนขึ้นอยู่กับกลไกการเกิดปฏิกิริยา
และประเภทของตัวเร่งปฏิกิริยา ซึ่งโดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือ ปฏิกิริยาแบบไอออนประจุลบ 
(anionic polymerization) ปฏิกิริยาแบบไอออนประจุบวก (cationic polymerization) และ
ปฏิกิริยาแบบโคออร์ดิเนชัน (coordination-insertion mechanism) อย่างไรก็ตาม กลไกปฏิกิริยาที่
มีการศึกษากันมากในการสังเคราะห์   พอลิแลคติกแอซิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง คือ ปฏิกิริยาแบบโค
ออร์ดิเนชัน ตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีกลไกการเกิดปฏิกิริยาแบบโคออร์ดิเนชัน และมีประสิทธิภาพการเป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยาสูง ละลายในแลคไทด์หลอม ได้แก่ tin(II) 2-ethylhexanoate [tin (II) octoate, 
Sn(Oct)2] ซึ่งใช้ร่วมกับสารประเภทแอลกอฮอล์ กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ Sn(Oct)2 แสดงไว้ในรูปที่ 
3 ตัวเร่งปฏิกิริยาชนิดนี้ให้พอลิแลคติกแอซิดน้ าหนักโมเลกุลสูง ให้เปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนจากแลคไทด์
ไปเป็นพอลิแลคไทด์ > 90% (conversion of lactide > 90%) และเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลง
อิแนนทิโอเมอร์ (racemization) น้อยกว่า 1%  
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รูปภาพ 3.17 ปฏิกิริยาการเปิดวงแหวนแลคไทด์ด้วยกลไกการเกิดปฏิกิริยาแบบโคออร์ดิเนชัน 
(Nampoothiri et al., 2010) 

 
จากที่กล่าวไปข้างต้น สามารถสรุปได้ว่า กระบวนการสังเคราะห์แบบเปิดวงแหวนแลคไทด์ให้

พอลิแลคติกแอซิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูงและสามารถควบคุมการจัดเรียงโมเลกุลให้เป็นไปตามต้องการ
ได้ แต่กระบวนการนี้มีข้อด้อยในเรื่องขั้นตอนการท าให้แลคไทด์บริสุทธิ์ รวมทั้งการปนเปื้อนของแลค
ไทด์กับพอลิแลคไทด์ที่ได้ 
 
3.4.2 กระบวนการสังเคราะห์พอลิเมอร์ด้วยปฏิกิริยาแบบควบแน่นกรดแลคติกโดยตรง (direct 

condensation polymerization of lactic acid) 
ปฏิกิริยาควบแน่นกรดแลคติกโดยตรงท าโดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาและลดความดัน กระบวนนี้มี

ข้อดี คือ สามารถท าในสภาวะบัลค์ไม่ใช้ตัวท าละลาย จึงไม่ต้องมีการก าจัดตัวท าละลาย และเริ่มต้น
จากมอนอเมอร์โดยตรงได้เลย แต่อย่างไรก็ตาม เนื่องจากผลผลิตที่เกิดจากปฏิกิริยาการควบแน่น คือ 
พอลิแลคติกแอซิดและน้ า เพ่ือให้ได้พอลิแลคติกแอซิดที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูงตามต้องการจะต้องก าจัด
น้ าที่เกิดขึ้นนั้นออกอย่างสมบูรณ์  ในการทดลองนี้ มุ่งหาแนวโน้มความเป็นไปได้ในการใช้กรดดีแล
คติกแอซิดที่ผลิตขึ้น จึงได้เลือกใช้วิธีการสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิดด้วยปฏิกิริยาการสังเคราะห์
แบบควบแน่นกรดแลคติกแอซิดโดยตรง 

 
3.4.3 วิธีการด าเนินการวิจัยการสังเคราะห์พอลีดีแล็กติกแอซิด 

การสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิด 
พอลิดีแลคติกแอซิด [poly(D-lactic acid)] สังเคราะห์ขึ้นด้วยปฏิกิริยาการสังเคราะห์พอลิ
เมอร์แบบควบแน่น (condensation polymerization) ภายใต้สภาวะบัลค์ (bulk 
polymerization) วัสดุที่ใช้และรายละเอียดการสังเคราะห์มีดังนี้ 

1.1 วัสดุที่ใช้ในการทดลอง 
รายละเอียดและที่มาของวัสดุที่ใช้ในการทดลองแสดงไว้ในตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.3 ชนิด หน้าที่ และแหล่งที่มาของวัสดุที่ใช้ในการทดสอบปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่น 
วัสดุ หน้าที่ / แหล่งที่มา 
กรดดีแลคติกแอซิด [D-lactic acid] 
ไทเทเนียมบิวทอกไซด์ [99%-titanium (IV) 
butoxide, TNBT] 
เมทานอล [methanol] 

มอนอเมอร์เริ่มต้น /งานวิจัยนี้  
ตัวเร่งปฏิกิริยา / Acros 
สารตกตะกอนพอลิเมอร์ / 
Carlo 

 
1.2 กระบวนการสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิด 
การสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิดท าในขวดแก้วท าปฏิกิริยาชนิด 3 คอ ขนาด 100 มิลลิลิตร 

การสังเคราะห์เริ่มจากการเติมกรดแลคติกจ านวน 25 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วท าปฏิกิริยา ติดตั้ง
อุปกรณ์ดังแสดงไว้ในรูปที่ 4 ก าจัดน้ าออกจากกรดแลคติก ที่อุณหภูมิ 130 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง หลังจากก าจัดน้ าแล้วเพ่ิมอุณหภูมิไปที่ 170 องศาเซลเซียส และเติมตัวเร่งปฏิกิริยา 0.2 
เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ให้ปฏิกิริยาควบแน่นด าเนินไป 24 ชั่วโมง ภายใต้ความดันบรรยากาศเท่ากับ 
200 มิลลิบาร์ หลังจากปฏิกิริยาเสร็จสิ้นตกตะกอนและล้างตัวอย่างด้วยเมทานอล 

 

 
รูปภาพ 3.18 การติดตั้งอุปกรณ์ส าหรับการสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิดด้วยกระบวนการสังเคราะห์

พอลิเมอร์แบบควบแน่นโดยตรง 
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การตรวจสอบสมบัติต่าง ๆ ของพอลิดีแลคติกแอซิด 
2.1  การหาน้ าหนักโมเลกุลของพอลิแลคติกแอซิด 
น้ าหนักโมเลกุลของพอลิดีแลคติกแอซิดที่สังเคราะห์ได้นั้น วิเคราะห์โดยใช้เครื่องเจลเพอมิเอ-

เบิลโครมาโตกราฟี (GPC/Agilant series) ใช้คลอโรฟอร์มเป็นสารชะ อัตราการไหลของสารชะ คือ             
0.5 มิลลิลิตรต่อนาที คงอุณหภูมิของคอลัมน์ไว้ที่ 40 องศาเซลเซียส ส่วนอุณหภูมิของเครื่องวิเคราะห์
ผล (detector) เท่ากับ 35 องศาเซลเซียส ใช้พอลิสไตรีนมาตรฐาน (Shodek standard) ที่มีน้ าหนัก
โม เลกุล  6.59×104, 2.86×104, 9.68×103, 2.96×103 และ 1.30×103 กรัมต่ อ โมล  สร้ างกราฟ
มาตรฐาน เตรียมตัวอย่างพอลิแลคติกแอซิดโดยละลายในคลอโรฟอร์มที่ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และกรองก่อนที่จะน าไปฉีด 

2.2 การตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีของพอลิดีแลคติกแอซิด 
น าพอลิแลคติกแอซิดที่สังเคราะห์ได้มาตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันต่าง ๆ ด้วยเทคนิคฟูเรียทราน

ฟ อ ร์ ม อิ น ฟ า เ ร ด ส เป ก โท ร ส โ ค ปี  [Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
(Bruker,Tensor 27] โดยเตรียมตั วอย่ างอยู่ ในรูปของเม็ดโปแตสเซียมโบรไมด์  (KBr pellet 
technique) ช่วงการบันทึกสเปกตรัมอยู่ในช่วงเลขคลื่น 400-4000 cm-1 และความละเอียดเท่ากับ 4 
cm-1 
 

2.3 การวิเคราะห์อุณหภูมิหลอมเหลวของพอลิแลคติกแอซิด 
น าพอลิแลคติกแอซิดที่สังเคราะห์ได้ประมาณ 10 มิลลิกรัม ไปใส่จานอะลูมิเนียม และ

วิเคราะห์อุณหภูมิการหลอมเหลวด้วยเครื่องดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอรีเมตรี (Differential 
Scanning Calorimetry, DSC, Perkin-Elmer DSC 7) โดยตรวจสอบที่อุณหภูมิตั้งแต่ 25 ถึง 250 
องศาเซลเซียส อัตราการให้ความร้อน 10 องศาเซลเซียสต่อนาท ี
 
3.4.4 ผลการทดลองการท าพอลีดีแล็กติกแอซิด 

น้ าหนักโมเลกุลของพอลิแลคติกแอซิดที่ได้จากการวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของพอลิดีแลคติก
แอซิดที่สังเคราะห์ด้วยปฏิกิริยาการสังเคราะห์พอลิเมอร์แบบควบแน่น พบว่า น้ าหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดย
น้ าหนัก (weight-average molecular weight, Mw) มีค่าประมาณ 8762 กรัมต่อโมล และน้ าหนัก
โมเลกุลเฉลี่ยโดยจ านวน (number-average molecular weight, Mn) มีค่าประมาณ 5847 กรัมต่อ
โมล ค่าการกระจายน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 1.50 ผลที่ได้ใกล้เคียงกับพอลิ-แอลแลคติกแอซิดที่
สังเคราะห์ข้ึนด้วยสภาวะการสังเคราะห์เดียวกัน 
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อุณหภูมิหลอมเหลวของพอลิดีแลคติกแอซิดพอลิดีแลคติกแอซิดที่สังเคราะห์ได้ แสดง อุณหภูมิ
หลอมเหลว (Tm) สองค่า โดยมีค่า Tm1 เท่ากับ 116.3 องศาเซลเซียส และ Tm2 เท่ากับ 131.8 องศา
เซลเซียส  

ผลการตรวจสอบโครงสร้างโมเลกุลของพอลิดีแลคติกแอซิดด้วยเทคนิค FTIR รูปที่ 3.19 
แสดง FTIR สเปกตรัมของพอลิดีแลคติกแอซิด (PDLA) เปรียบเทียบกับ FTIR สเปคตรัมของพอลิแล
คติกแอซิด (PLA) จากบริษัท Nature work และพอลิแอลแลคติกแอซิด (PLLA) ที่สังเคราะห์จากกรด
แลคติกซึ่งจัดซื้อมาจากบริษัท Sigma-Aldrich พบว่า สเปกตรัมของพอลิแลคติกแอซิดทั้งสามชนิด
ให้ผลเหมือนกัน คือ แสดงหมู่ฟังก์ชันที่ส าคัญดังนี้ พีค ต าแหน่ง 2995 cm-1 และ 2,921.13 cm-1 คือ 
stretching ของหมู่ -CH- ต าแหน่ง 1456 cm-1 คือ bend ของหมู่เมทิล (-CH3) และต าแหน่ง 1093 
cm-1 คือ -C-O- stretching พีคที่ต าแหน่ง 1753.42 and 1753.50 สัมพันธ์กับ C=O stretching ใน
หมู่เอสเทอร์ของ PLLA และ PDLA ตามล าดับ  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.19 FTIR สเปกตรัมของพอลิแลคติกแอซิดชนิดต่าง ๆ 
 
 โดยสรุปแล้ว จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่า กรด D-แล็กติกที่ผลิตขึ้นจากการ
ท าบริสุทธิ์เชิงแสงจากสารผสมของกรด D- และ L-แล็กติก ด้วยวิธีการทางชีวภาพ สามารถใช้
ในการสังเคราะห์พอลิดีแลคติกแอซิดด้วยสภาวะการสังเคราะห์ที่ใช้ตามในรายงานการวิจัย

PLA 

PLLA 

PDLA (This work) 

Wavenumber (cm-1) 

Absorbance 
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เรื่อง การศึกษาเบื้องต้นการเตรียมพอลิแลคติกแอซิดจากกรดแลคติก (ชุมส าโรง, 2554) 
เช่นเดียวกับกรดแอลแลคติกแอซิดที่ซื้อมาจากบริษัท Sigma-Aldrich 
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บทท่ี 4  สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนี้ได้ท าการทดสอบการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติกออกจากของผสมระหว่างกรด L-
และ D-แล็กติกด้วยวิธีการทางชีวภาพ โดยใช้เอ็นไซม์ L-lactate oxidase ที่มีอยู่ในเซลล์ของยีสต์ 
Yarrowia lipolytica ซึ่งมีความจ าเพาะกับกรด L-แล็กติกท าให้กรด L-แล็กติกถูกใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนภายในเซลล์ แต่เอ็นไซม์นี้จะไม่ท าปฏิกิริยากับกรด D-แล็กติก ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความ
บริสุทธิ์เชิงแสงสูง นอกจากนี้ยังได้ท าการตรึงเซลล์ในแคลเซียมอัลจิเนตและได้ศึกษาการท าบริสุทธิ์
เชิงแสงของกรด D-แล็กติกอย่างต่อเนื่องด้วยระบบท่อปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่อไหล โดยได้พบว่า
สารละลายผสมของ D- และ L-แล็คเตทที่เสริมด้วยแหล่งไนโตรเจนจะช่วยท าให้ระบบมีความคงตัวที่
ยาวนานขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการเติมโปรตีนเข้าไปในระบบจะท าให้ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ยุ่งยากข้ึน 
ด้วยเหตุนี้ ระบบนาโนฟิวเตรชั่นจึงได้ถูกน ามาศึกษาในการแยกโปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่ออกจาก
สารละลาย โดยได้ท าการศึกษาการกักกันในสภาวะการทดลองต่าง ๆ โดยพบว่าสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็กติกท่ีผลิตได้เป็นอย่างดี โดยได้เพอร์มิเอทที่ใสและสามารถ
น าไปทดสอบปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชั่นโดยพบว่าสามารถผลิตเป็น poly-D-lactic acid (PDLA) ได้
โดยพบว่าค่า absorbance FT-IR ของ PDLA ที่ผลิตได้จากงานวิจัยนี้มีลักษณะเหมือนกันกับตัวอย่าง
ที่ได้จากทางการค้า  
D-/L-Lactic Acid Cat. No. K-DLATE 

Lactose 
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6. สถานะภาพงานวิจัย 

   หัวหน้าโครงการ 
   - การศึกษาการพัฒนาการผลิตเอทานอลแบบต่อเนื่องจากกากน้ าตาลอ้อยโดยใช้เชื้อยีสต์  

Saccharomyces cerevisiae ในถังหมักแบบใช้เยื่อแผ่น       
แหล่งเงินทุน: มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 100,000. บาท 

       สถานะภาพ เสร็จสิ้นโครงการ (ก.ย. 2548- ส.ค. 2549) 
 

- การเก็บเกี่ยวกรด L-แล็คติคจากน้ าหมักด้วยระบบอิเลคโตรดิอิออนไนเซชั่น       
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       240,000. บาท (ธ.ค. 2550- พ.ย. 2551) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ ์
 
- การสังเคราะห์เมทานอลแบบต่อเนื่องด้วยเชื้อ Methylosinus trichosporium OB3b 

ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเมมเบรนโดยใช้เทคนิคเพอร์แวปเพอเรชั่น 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
305,000.- บาท (ต.ค. 2549- พ.ย. 2551) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 

     
-    การคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายกรดไขมันจากสบู่ด า  ในสภาวะ 

ไร้ออกซิเจน 
                      แหล่งเงินทุน: ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 

       200,000. บาท (ก.ย. 2549- ส.ค. 2550) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
        

-    การพัฒนาท่อใยกลวงเชิงประกอบส าหรับใช้ในกระบวนการผลิตอะซีโตน-บิวทานอล-เอ
ทานอลจากมันส าปะหลัง 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
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       351,000. บาท (ธ.ค. 2552- พ.ย. 2553) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
 
-    การประยุกต์ใช้สเปกโตรสโคปี้ของรังสีใกล้คลื่นใต้แดงในการควบคุมการผลิตเอทานอลบ

ริสุทธิ์โดยใช้ระบบการแยกไอผ่านเยื่อแผ่นและการดูดซับ 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

      301,000. บาท (ธ.ค. 2552- พ.ย. 2553) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
 
- การประยุกต์ใช้ระบบอิเลคโตรดิอิออนไนซ์เซชั่นในการแยกโปรตีนเอ็นเทอโรไคเนส จาก

น้ าหมัก 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

      271,000. บาท (ธ.ค. 2552- พ.ย. 2553) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
 
- Process optimization for motor fuel grade ethanol production using hybrid 

vapor permeation and pressure swing adsorption technique 
แหล่งเงินทุน: มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

      200,000. บาท (30 พ.ย. 2551- 29 พ.ย. 2552) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
 
- การวิเคราะห์สมดุลมวลและพลังงานของการผลิตเอทานอลบริสุทธิ์จากน้ าหมักในระดับ

โรงงาน ต้นแบบด้วยเทคนิคผสมระหว่างการกลั่น การแยกไอผ่านเยื่อแผ่น และการดูด
ซับ  
แหล่งเงินทุน: ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

      2,500,000. บาท (ส.ค. 2552- ส.ค. 2555) อยู่ในระหว่างการด าเนินการ 
 
-    การสร้างโรงงานต้นแบบการผลิตเอทานอลส าหรับใช้เป็นเชื้อเพลิงจากมันส าปะหลังโดย

ใช้เทคนิคผสมระหว่างการแยกไอผ่านเยื่อแผ่นและการดูดซับ 
แหล่งเงินทุน: มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

      2, 143, 000. บาท (มี.ค. 2553- มี.ค 2554) อยู่ในระหว่างการด าเนินการ 
 

-     การท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน้ าหมักด้วยวิธีตกตะกอน เอสเทอร์ริฟิเคชั่นและการกลั่น  
แหล่งเงินทุน: ส านักงานนวัตกรรมแห่งชาติ 

       537,200. บาท งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
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- การท าบริสุทธิ์กรด D- และ L-แล็คติกด้วยวิธีเอสเทอร์ริฟิเคชั่นและการกลั่นจากน้ าหมัก  

แหล่งเงินทุน: ส านักงานนวัตกรรมแห่งชาติ (B10-52) 
      3,272,440. บาท (ธ.ค. 2552- พ.ย. 2553) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
 
- การออกแบบถังปฏิกรณ์แบบท่อไหลส าหรับการท าบริสุทธิ์กรด D-แล็คติก 

แหล่งเงินทุน: มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
      683,290. บาท (ม.ค. 2554- ธ.ค 2554) อยู่ในระหว่างการด าเนินการ 
 
- การพัฒนาท่อใยกลวงเซรามิคเชิงประกอบส าหรับการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอลด้วยระบบ

การแยกไอผ่านเยื่อแผ่น 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
385,290. บาท (ม.ค. 2554- ธ.ค 2554) อยู่ในระหว่างการด าเนินการ 
 

- ถังปฏิกรณ์ชีวภาพเมมเบรนส าหรับเซลเชื้อเพลิงเอทานอล 
แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
350,290. บาท (ม.ค. 2554- ธ.ค 2554) อยู่ในระหว่างการด าเนินการ 

 
     
 
ผู้ร่วมโครงการ 
 
-  การทดสอบประสิทธิภาพกระบวนการท าบริสุทธ์กรดดีแล็กติกโดยอิงเทคโนโลยีการกลั่น

พร้อมการท าเอสเทอร์ริฟิเคชัน (สัญญา สนช-มก-มทส เลขที่ B10-52) จากน้ าหมัก
ของบริษัท มิตรผลวิจัย พัฒนาอ้อยและน้ าตาล จ ากัด 

        แหล่งเงินทุน: บริษัท มิตรผลวิจัย พัฒนาอ้อยและน้ าตาล จ ากัด 
 หัวหน้าโครงการ: ผศ.ดร. วีระศักดิ์ เลิศศิริโยธิน 
        1,187,220. บาท (1 พ.ย 2553- เม.ย 2554) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
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-     การพัฒนาเยื่อแผ่นเชิงประกอบจากยางธรรมชาติส าหรับการแยกเอทิลแล็กเทตจาก
ปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคชั่นด้วยระบบเพอร์แว็ปพอเรชั่น 

        แหล่งเงินทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  
 หัวหน้าโครงการ: อ.ดร. วิรัช ทวีปรีดา 
        665,000. บาท (23 ต.ค 2553- 22 ต.ค 2554) งานวิจัยเสร็จสมบูรณ์ 
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