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บทที1่ 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

กรดแลกติก(C3H6O3) เปนกรดอินทรียชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร 
นอกจากนั้น อนุพันธของกรดแลกติกหลายชนิดไดนํามาใชในอุตสาหกรรมเคมี ส่ิงทอ และดาน
เภสัชกรรม นอกจากนี้  จากงานวิจัยเบ้ืองตน พบวากรดแลกติกซ่ึงผลิตไดจากการหมัก (Bio-
based) สามารถใชเปนสารตัวกลางในการสังเคราะหสารเคมีและพอลิเมอรไดหลายชนิด เชน พอ
ลิเอสเทอร (Polyester) อิพอกไซด (Epoxides) พอลิแอคริลิกแอซิด (Polyacrylic acid) รวมทั้งพอ
ลิแลกติกแอซิด (polylactic acid) ซึ่งเปนพอลิเมอรที่สามารถยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ 
(Biodegradable) และยังเขากันไดดีกับรางกาย (Biocompatible) (Yu และ Hang, 1989; Tay 
และ Yang, 2000; Thongchul และ Yang, 2003; Thongchul, 2005; lactic, 2010 : online ;  
purac, 2010 : online) ในปจจุบันไดมีการนํากรดแลกติกมาใชเปนสารต้ังตนสําหรับการผลิต
พลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแลกติกแอซิด เพื่อทดแทนพลาสติกจากปโตรเคมี ทําใหแนวโนมความ
ตองการและราคาในตลาดโลกเพิ่มข้ึน ในป พ.ศ.2546 มีรายงานวาปริมาณการผลิตกรดแลกติกทั่ว
โลกประมาณ 100,000 ตันตอป (Skory, 2004)  

กรดแลกติกสามารถผลิตได 2 วิธี คือ กระบวนการสังเคราะหทางเคมีและกระบวนการ
หมัก ซึ่งพบวากระบวนการสังเคราะหทางเคมีนั้นกรดแลกติกที่ผลิตไดจะอยูในรูปไอโซเมอรผสม 
(Racemic mixture) และใชภาวะรุนแรงในกระบวนการสังเคราะหกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม 
(Narayanan และคณะ, 2004) อีกทั้งวัตถุดิบที่ใชในการผลิตยังมาจากปโตรเคมี ซึ่งในปจจุบันมี
ราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ (Kadam และคณะ, 2005) สําหรับการผลิตกรดแลกติกโดยกระบวนการหมักนั้น
สามารถใชไดทั้งแบคทีเรียและรา ในสวนของแบคทีเรียนิยมใชแบคทีเรียแลกติกชนิดโฮโมเฟอรเมน
เททีฟซึ่งจะใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนซ่ึงผลิตกรดแลกติกเปนผลิตภัณฑเพียงอยางเดียว ตัวอยาง
ของแบคทีเรียชนิดโฮโมเฟอรเมนเททีฟ เชน Lactobacillus sp.และ Lactococcus sp. เปนตน ซึ่ง
พบวาแบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟสามารถเจริญเติบโตไดในระยะเวลาส้ัน ใหผลผลิตกรด
แลกติกในปริมาณสูง (Thomas และคณะ, 1979) และกระบวนการหมักสามารถทําไดงายไม
ซับซอน ในงานวิจัยของ Michelson และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Bacillus coagulans 
SIM-7 DSM 14043 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 ใหอัตราการผลิต
กรดแลกติกสูงถึง 9.9 และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ ในการหมักแบบแบตชโดยใช
สารอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส 126 กรัมตอลิตร Yeast autolysate 185.7 มิลลิลิตรตอลิตร 
KH2PO4 0.25 กรัมตอลิตร K2HPO4 0.024 กรัมตอลิตร MgCl2 0.03 กรัมตอลิตร MgSO4·7H2O 
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0.08 กรัมตอลิตร และ Microelements solution 2.3 มิลลิลิตรตอลิตร และจากงานวิจัยของ ของ 
Rojan และคณะ (2005) พบวา แบคทีเรีย Lactobacillus casei NCIMB 3254 ใหผลผลิตกรด
แลกติกสูงถึง 2.9 กรัมตอ 5 กรัมของกากออยเร่ิมตน ซึ่งคิดเปนการเปล่ียนน้ําตาลเปนกรดแลกติก 
97 เปอรเซ็นต ณ ภาวะที่มีความชื้น 72 เปอรเซ็นต ในการหมักบนอาหารแข็งโดยใชกากออยเปน
ตัวคํ้าจุนสําหรับใหแบคทีเรียเจริญ และเสริมน้ําแปงมันสําปะหลังที่ถูกยอยดวยแอลฟา-อะไมเลส
และกลูโคอะไมเลส (คิดเปนน้ําตาลรีดิวซ 3 กรัม) แตเนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้ตองการไวตามิน
และกรดอะมิโนหลายชนิดในการเจริญและไมสามารถใชพวกแปงไดโดยตรงเนื่องจากไมมีเอนไซม
ที่จะใชในการยอย อีกทั้งยังพบวากรดแลกติกที่ไดจากแบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟนั้นอยูใน
รูปของไอโซเมอรผสมหรือกรดแอล (+) และดี (-) แลกติกทําใหเม่ือเสร็จส้ินกระบวนการหมักจึง
ตองแยกไอโซเมอรผสมของกรดแลกติกใหบริสุทธิ์กอนนําไปใชในการผลิตพอลิแลกติกแอซิดเพราะ
ในการสังเคราะหพลาสติกชีวภาพจําเปนตองใชไอโซเมอรบริสุทธิ์ของกรดแลกติก เพื่อใหได
พลาสติกที่มีคุณภาพ ในสวนของการหมักดวยรานั้น ราที่สามารถผลิตกรดแลกติกเปนราในจีนัส 
Rhizopus Mucor  และ Monilia  ซึ่งในการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมนิยมใช R. 
oryzae เนื่องจากสามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธิ์จากแปง น้ําตาล รวมทั้งวัสดุการเกษตรที่มี
แปงเปนองคประกอบรวมทั้งกากน้ําตาลซ่ึงมีราคาถูก เนื่องจากรามีอะไมเลสที่สามารถยอยแปงให
เปนน้ําตาล (Wee และคณะ, 2006) และไมตองการไวตามินและกรดอะมิโนเสริมในกระบวนการ
หมัก ทําใหกระบวนการหมักดวย R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดานวัตถุดิบและกระบวนการแยก
บริสุทธิ์หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักดวยแบคทีเรีย เนื่องจากเหตุผลที่กลาวมาขางตนทํา
ใหมีนักวิจัยหลายกลุมใหความสนใจที่จะนํา R. oryzae มาใชในกระบวนการผลิตกรดแลกติก 
(Hang และคณะ, 1989; Park และคณะ, 1998; Sun และคณะ, 1999; Bai และคณะ, 2003; 
Martak และคณะ, 2003; Lin และคณะ, 2007) 

รามีการดํารงชีพแบบ saprophyte คือ หล่ังเอนไซมออกนอกเซลล เพื่อยอยสลาย
สารอินทรียที่มีโมเลกุลขนาดใหญและซับซอนใหไดเปนโมเลกุลที่เล็กที่สุดแลวจึงดูดซับเขาไป
ภายในเซลล และในธรรมชาตินั้นพบวาราสวนมากชอบที่จะเจริญเติบโตบนอาหารที่มีลักษณะ
คอนขางแข็งที่มีปริมาณความช้ืนเล็กนอยที่เพียงพอตอขบวนการเมแทบอลิซึม ราก็สามารถที่จะ
เจริญได จากลักษณะทางธรรมชาติดังกลาว ทําใหมีนักวิจัยหลายกลุมสนใจศึกษาการนํารามาใช
ประโยชนในการผลิตเอนไซมตางๆ โดยใชวัตถุดิบทางการเกษตรมาเปนแหลงอาหาร ดวย
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง เนื่องจากมีภาวะที่ราชอบในการเจริญเติบโตและความสามารถ
ในการสรางเอนไซมแลวหล่ังออกมานอกเซลล ทําใหชวยลดข้ันตอนในการแปรสภาพวัตถุดิบ เชน 
ข้ันตอนในการยอยแปงดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการหมักสงผลให



3 

 

การผลิตผลิตภัณฑมีตนทุนที่ตํ่าลง และยังเปนเทคโนโลยีที่มีตนทุนตํ่า ใชปริมาณน้ํานอย 
ผลิตภัณฑที่เก็บเกี่ยวไดมีความเขมขนมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว ทําใหลดข้ันตอนการทํา
ใหผลิตภัณฑเขมขนกอน ใชพลังงานตํ่า และยังเกิดของเสียนอยดวย อาหารที่ใชในกระบวนการ
หมักมีองคประกอบที่ไมซับซอนและหาไดงายอีกทั้งสามารถเปนสารอาหารและเปนแหลงที่รา
เกาะติดไดโดยตรง ดังตัวอยางงานวิจัยของ Akapan และ Adelaja (2004) ที่ศึกษาการผลิต
เอนไซมอะไมเลสโดย Aspergillus oryzae จากรําขาว ซึ่งเสริมดวยแปงมันสําปะหลัง โปรตีนถั่ว
เหลือง KH2PO4 MgSO4.7H2O ZnSO4.7H2O กากถั่วลิสง สารสกัดจากยีสต และ CaCO3 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง พบวา ในอาหารแข็งที่ประกอบดวยรําขาว 10 กรัม 
แปงมันสําปะหลัง 1 กรัม และ โปรตีนถั่วเหลือง 3 กรัม ใหผลผลิตของอะไมเลสสูงสุดที่ 634 ± 
2.26 ยูนิตตอกรัม จากผลการทดลองสรุปไดวา เม่ือเติมแปงมันสําปะหลัง และโปรตีนถั่วเหลืองลง
ไปในอาหารจะชวยเพิ่มผลผลิตของเอนไซมได 

Gutarra และคณะ (2005) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิ ปริมาณแหลงอาหาร ไดแก น้ํามัน
มะกอก กากน้ําตาล สารสกัดจากขาวโพด และสารสกัดจากยีสตตอการผลิตไลเปสในการหมัก
แบบอาหารแข็ง Babassu cake โดย Penicillium simplicissimum ในถังหมักแบบ Tray-type 
bioreactor และ Packed-bed bioreactor พบวาน้ํามันมะกอก และกากน้ําตาลสามารถชวยเพิ่ม
ผลผลิตของเอนไซมได เมื่อทําการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปริมาณความชื้น 70 
เปอร เ ซ็นต  ปริมาณแหลงคารบอน  6.25 เปอร เ ซ็นต  พบวาในถังหมักแบบ  Packed-bed 
bioreactor ใหผลผลิตมากกวาในถังหมักแบบ Tray-type bioreactorจากงานวิจัยของ Patidar 
และคณะ (2005) พบวาปจจัยที่ควบคุมการผลิตไคติเนส (Chitinase) โดย Beauveria feline RD 
101 ดวยการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชรําขาวสาลีเปนตัวคํ้าจุนและแหลงคารบอน ไดแก คา
ความเปนกรด-ดาง ขนาดของกลาเช้ือ และความชื้นของตัวคํ้าจุน Shakar และ Mulimani (2007) 
เปรียบเทียบการผลิตแอลฟากาแลคโทซิเดส (α-Galactosidase) โดย Aspergillus oryzae แบบ
อาหารแข็งชนิดตางๆ ไดแก Red gram plant waste รําขาวสาลี รําขาวเจา Chickpea plant 
waste Red gram flour Red gram husk เปลือกสับปะรด เปลือกแอปเปล เปลือกสม Groundnut 
cake กากน้ําตาล และ Carob pod พบวาเม่ือใช Red gram plant waste เปนแหลงคารบอน
รวมกับรําขาวเจา สามารถใหผลผลิตเอนไซมสูงสุดเทากับ 4.370.11 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักแหงของ
แหลงคารบอนการหมักแบบอาหารแข็ง  

 Sun และ Xu (2008) ไดศึกษาการปจจัยตางๆ ภายใตภาวะการหมักแบบอาหารแข็งที่มี
ผลตอการผลิต whole-cell synthetic lipase (WCSL) โดยรา Rhizopus chinensis ใชแปงสาลี
ผสมกับรําขาวสาลี ในอัตราสวน 3 ตอ 2  (น้ําหนักตอน้ําหนัก) โดยใชสารละลายที่ประกอบดวย 
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(หนวยน้ําหนักตอน้ําหนัก) K2HPO42H2O 0.2 กรัม  และ MgSO47H2O 0.05 กรัม เปน
ตัวกําหนดปริมาณความช้ืน พบวา ซับสเตรททั้งสองสนับสนุนการเจริญเติบโตของราและการสราง
เอนไซมไดดี โดยมีแอคติวิตีของเอนไซมสูงสุดอยูที่ 24447 ยูนิตตอกิโลกรัมซับสเตรท ที่ปริมาณ
ความช้ืน 70 เปอรเซ็นต คาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 โดยมีการเติมเปปโทนเสริมเขาไป 2 
เปอรเซ็นต ในหนวยน้ําหนักตอน้ําหนัก และเติมน้ํามันมะกอกเปนตัวชักนํา ไป 2 เปอรเซ็นต ใน
หนวยปริมาตรตอน้ําหนัก (inducer) หลังจากเพาะเล้ียงไป 72 ชั่วโมง ซึ่งมีปริมาณที่มากกวาใน
เล้ียงในภาวะที่มีแตซับสเตรทอยางเดียว ถึง 15.27 เทา 

นอกจากจะนําไปใชในกระบวนการผลิตเอนไซมอยางแพรหลายแลว ยังมีนักวิจัยบางกลุม
สนใจนําไปใชในการผลิตเคมีภัณฑ ดังเชน Oda (2002) ศึกษาการหมักกรดแลกติกแบบอาหาร
แข็ง พบวา R. oryzae IFO 4707 ใหผลผลิตกรดแลกติกสูงสุด 10 มิลลิกรัมตอกรัมแหลงคารบอน
ดิบ ภายใน 6 วัน โดยแหลงคารบอนที่ศึกษา ไดแก กากมันฝร่ังซ่ึงประกอบดวยแปง เซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และเพคติน โดย R. oryzae IFO 4707 สรางอะไมเลสเพื่อยอยกากมันฝร่ังไดอยาง
รวดเร็วโดยเปลี่ยนแปงในกากเปนกลูโคสแลวนําไปผลิตกรดแอล(+)แลกติกไดภายใน 1 วัน สังเกต
ไดจากคาความเปนกรด-ดางที่ลดลง นอกจากนี้ จากการศึกษาสวนประกอบตางๆ ในกากมันฝร่ัง
กอนและหลังหมัก พบวา ปริมาณแปงในกากมันฝร่ังเร่ิมตนที่ 33.4 เปอรเซ็นตมวลแหงถูกนําไปใช
อยางตอเนื่อง จนเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมักมีปริมาณแปงเหลืออยูในกากมันฝร่ังเพียง 7.6 
เปอรเซ็นตมวลแหง ซึ่งคิดเปนรอยละ 77.25 ของปริมาณแปงที่ถูกนําไปใชตอปริมาณแปงเร่ิมตน  
จากงานวิจัยของ Soccol (1994) พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแอล(+)แลกติก
ไดสูงสุด 1.44 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง โดยทําการหมักบนกากออยที่มีสารละลายกลูโคสและ 
CaCO3 ใน glass column reactor ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง ที่อัตราการ
ใหอากาศ 1.21 กรัมตอชั่วโมงตอคอลัมน เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักในอาหารเหลวในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร ในอาหารที่มีองคประกอบ (ตอลิตร) ไดแก กลูโคส 120 กรัม (NH4)2SO4 0.1 กรัม 

MgSO47H2O 0.25 กรัม ZnSO47H2O 0.04 กรัม ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการให
อากาศ 125 กรัมตอลิตรตอนาที อัตราการกวน 400 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไดผล
ผลิตของกรดแอล(+)แลกติกนอยกวา (1.38 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 

Ruengruglikit และ Hang (2003) ศึกษาการผลิตกรดแอล(+)แลกติกแบบอาหารแข็งจาก
ซังขาวโพด (corncobs) ที่ผานการยอยดวย 0.1 N NaOH (ซังขาวโพด 5 กรัมตอ 0.1 N NaOH 
100 มิลลิลิตร) โดยใชกลาเชื้อระยะ conidia ที่ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตร ของ R. oryzae 
NRRL 395 โดยแปรปริมาณซังขาวโพดที่ใชเปนแหลงคารบอนและตัวคํ้าจุน ปริมาณ CaCO3 และ 
Rapidase Pomaliq พบวาไดผลผลิตกรดแอล(+)แลกติกสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง (299.4+6.8 กรัม



5 

 

กรดแอล(+)แลกติกตอกิโลกรัมของซังขาวโพดแหง ในหนวยกิโลกรัม) ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส โดยมีปริมาณของซังขาวโพดแหง 5 กรัม ปริมาณ CaCO3 0.2 กรัม และปริมาณเอนไซม 
Rapidase Pomaliq 0.5 มิลลิลิตร ตอ 0.1 N NaOH 100 มิลลิลิตร 

จากขอมูลดังที่ไดกลาวมาของรา R. oryzae ที่สามารถสรางอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส 
ซึ่งเปนเอนไซมที่ทําหนาที่ในการตัดพันธะไกลโคซิดิก ซึ่งจะถูกสรางแลวปลอยออกมาพรอมกับการ
เจริญเติบโตทําใหราสามารถที่จะใชกลูโคสที่ไดจากแปงซ่ึงถูกยอยดวยเอนไซมที่ราสรางข้ึนไดเอง
เปล่ียนเปนกรดแอลแลกติกและผลิตภัณฑตางๆ ได อีกทั้งตามลักษณะการเจริญเติบโตของราใน
ธรรมชาตินั้นมักชอบเจริญและใชเสนใยเกาะพันยึดเหนี่ยวกับตัวคํ้าจุนที่มีลักษณะคอนขางแข็ง 
สามารถที่เจริญเติบโตในภาวะที่มีน้ํานอยจนไปถึงน้ํามาก ผูวิจัยไดเล็งเห็นแนวทางที่จะนําขอดี
ดังกลาวของรามาประยุกตรวมใชกับเทคนิคการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชตัวคํ้าจุน ซี่งเปน
เทคโนโลยีที่มีตนทุนตํ่า ใชปริมาณน้ํานอย พลังงานตํ่า และยังเกิดของเสียนอยดวย อาหารที่ใชใน
กระบวนการหมักมีองคประกอบที่ไมซับซอนและหาไดงายอีกทั้งสามารถเปนสารอาหารและเปน
แหลงที่ราเกาะติดไดโดยตรง ซึ่งตัวคํ้าจุนในการหมักอาจเปนอาหารเล้ียงเชื้อไดในขณะเดียวกัน
ดวย ทําใหลดข้ันตอนในการยอยแปงดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการ
หมักสงผลใหการผลิตกรดแลกติกมีตนทุนที่ตํ่าลง และในปจจุบันพบวาประเทศไทยมีผลผลิตมัน
สําปะหลังเปนจํานวนมากในแตละป ซึ่งมันสําปะหลังจะถูกแปรรูปเปนแปง มันอัดเม็ด และมันเสน 
กากมันสําปะหลังที่เหลือจากกระบวนการแปรรูปยังคงมีปริมาณแปงอยูเปนจํานวนมาก ผูวิจัย
เล็งเห็นแนวทางในการนํากากมันสําปะหลังมาใชเปนตัวค้ําจุนและแหลงคารบอนในการผลิตกรด
แลกติกแทนการนําไปแปรรูปเปนอาหารสัตวที่นิยมทํากันในปจจุบัน ซึ่งนอกจากชวยลดปญหาการ
กําจัดวัสดุเหลือใชทางการเกษตร ในทางออมยังเพิ่มมูลคาใหกับสินคาเกษตรของประเทศอีกดวย 

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

ศึกษาผลของปจจัยทางกายภาพและเคมีตอจลนพลศาสตรของการหมักกรดแอล(+)แลก
ติก บนอาหารแข็งกากมันสําปะหลังโดย Rhizopus oryzae 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

 ศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักบนอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังใน
ระดับขวดเขยา โดยเปรียบเทียบ คาความเปนกรด-ดาง เปอรเซ็นตปริมาณน้ําที่เติมเสริม ความเร็ว
รอบการเหวี่ยง นําภาวะที่ไดมาศึกษาผลของปจจัยทางเคมี ไดแก ธาตุอาหารเสริมจําพวกแหลง
ไนโตรเจนในกระบวนการหมัก  จากนั้นนําไปศึกษาผลเชิงบวกของการเสริมเซลลูเลส (Cellulase) 
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และกลูโคอะไมเลส (Glucomylase) ในการหมักกรดแลกติกบนกากมันสําปะหลังสดตอ
จลนพลศาสตรของกระบวนการหมัก 

1.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1 ศึกษาผลของปจจัยทางกายภาพ ไดแก คาความเปนกรด-ดาง เปอรเซ็นตปริมาณ
น้ําที่เติมเสริม ความเร็วรอบการเหว่ียง  

1.4.2 ศีกษาผลของปจจัยทางเคมี ไดแก ธาตุอาหารเสริมในกระบวนการหมักตอ
จลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรด แอล(+)แลกติกจากกากมันสําปะหลังสด 

1.4.3 ศึกษาผลเชิงบวกของการเสริมเซลลูเลส (Cellulase) และกลูโคอะไมเลส 
(Glucomylase) ในการหมักกรดแลกติกบนกากมันสําปะหลังสดตอจลนพลศาสตรของ
กระบวนการหมัก 

1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 สามารถผลิตกรดแลกติกในปริมาณสูงจากการใชกากมันสําปะหลังดวยกระบวนการหมัก
แบบอาหารแข็งได 
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กรดดี (-)-แลกติก กรดแอล (+)-แลกติก 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 

2.1 กรดแลกติก 

 กรดแลกติก (Lactic acid) เปนกรดอินทรียชนิดหนึ่ง ชื่อทางเคมี คือ 2-
hydroxypropanoic acid มีสูตรทางเคมี คือ C3H6O3 กรดแลกติกถูกคนพบเปนคร้ังแรกใน
ผลิตภัณฑนมในป ค.ศ. 1780 โดยนักเคมีชาวสวีเดน กรดชนิดนี้มี 2 ไอโซเมอร คือ กรดดี(-)-แลก
ติก และกรดแอล (+)-แลกติก (Litchfield, 1996) ซึ่งแตกตางกันที่การวางตัวของหมูไฮดรอกซีตรง
ตําแหนงของไครัลคารบอนอะตอม แสดงในภาพที่ 2.1 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 โครงสรางของกรดดี (-)-และแอล (-)-แลกติก 

 ความแตกตางทางโครงสรางทางเคมีของกรดแลกติกทั้งชนิดดี(-)- และแอล(+)-ไอโซเมอร 
ทําใหไอโซเมอรทั้งสองชนิดนี้มีคุณสมบัติแตกตางกัน เชน จุดเดือดและจุดหลอมเหลว โดยกรดดี
แลกติกที่มีจุดเดือดที่ 103 องศาเซลเซียส และจุดหลอมเหลวท่ี 52.8-53.6 องศาเซลเซียส ซึ่งสูง
กวากรดแอลแลกติกซ่ีงมีจุดเดือดที่ 82-85 องศาเซลเซียส และจุดหลอดเหลวที่ 16.8-33 องศา
เซลเซียส (Budavari และคณะ, 1989; Honten และคณะ, 1971) 

 กรดแลกติกที่มีความบริสุทธิ์สูงจะไมมีสี สามารถละลายในนํ้า เอทานอล อะซีโตนและ
อีเทอรได แตไมละลายในคลอโรฟอรม ปโตรเลียมอีเทอรและคารบอนไดซัลไฟด (Lockwook, 
1965) ตารางที่ 2.1 แสดงคุณสมบัติตางๆ ของกรดแลกติก 
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ตารางที่ 2.1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 

ลักษณะของกรดแลกติก 

CAS number 

EINECS number 

สูตร 

มวลโมเลกุล 

H.S. code 

Toxicity 

Synonyms 

 

 

 

สมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคม ี(99%) 

Physical State 

จุดหลอมเหลว 

จุดเดือด 

Specific gravity 

Solubility in water 

NFP Aratings 

Flash point 

Stability 

50-21-5, 79-33-4(L), 10326-41-7(D) 

200-018-0 

CH3CH(OH)COOH 

90.08 

2918.11 

Oral rat LD50:3543 mg/kg 

2-hydroxypropanoic acid; 

1-hydroxyethanecarboxylic acid; 

Ethylidenelactic acid; 

Alpha-hydroxypropionic acid 

 

Colorless to slightly yellow, syrupy liquid 

17 องศาเซลเซียส 

122 องศาเซลเซียส 

1.2 

Miscible 

Health 3, Flammability 1, Reactivity 1 

112 องศาเซลเซียส 

Stable under ordinary conditions 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Vaidya และคณะ (2005) 
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2.2 ประโยชนของกรดแลกติก 

 ดานอาหาร กรดแลกติกเปนกรดที่พบมากในผลิตภัณฑนม อาหารหมักดอง มักถูก
นําไปใชเปนสารที่ใหรสเปร้ียว และสารปรับคาพีเอชในอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม เนื่องจาก
สมบัติความเปนกรด จึงนิยมนําไปใชในการควบคุมการเจริญของจุลินทรียและเปนสารตานอนุมุล
อิสระในผลิตภัณฑอาหารหลายประเภท รวมถึงใชเปนสารกันเสียและปองกันการเจริญของ
จุลินทรีย 

 ดานเภสัชกรรม กรดแลกติกถูกนําไปใชในการปรับคาพีเอชและเปนวัตถุดิบในการ
สังเคราะหยา เปนสารเติมแตงเพื่อปองกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันในการเตรียมไวตามิน เปน
สวนประกอบของยาเพื่อเพิ่มคุณสมบัติในการละลายน้ํา เปนสารตัวกลางเพื่อชวยใหตัวยาผสมกัน
ไดดีข้ึน นอกจากน้ี อนุพันธของกรดแลกติกยังถูกนํามาใชในการรักษาโรค เชน โรคโลหิตจาง โรค
ขาดแคลเซียมในกระดูกและฟน ไดอีกดวย 

 ดานเคร่ืองสําอาง กรดแลกติกเปนสวนผสมในครีมหรือโลชั่นสําหรับทาเพื่อเพิ่มความชุม
ชื้นใหกับผิว เปนสารที่ผสมในเคร่ืองสําอางเพื่อกระตุนใหเกิดการหลุดลอกของผิวหนัง ใชเปนสาร
ชวยใหผิวขาวข้ึนโดยอาศัยกลไกการยับยั้งการทํางานของไทโรซิเนส และยังใชเพื่อควบคุมคาพีเอช
และปองกันการเจริญของจุลินทรียในเคร่ืองสําอาง 

 ดานการฟอกหนังและทอผา กรดแลกติกถูกนําไปใชในการฟอกหนังใหนิ่มใน
อุตสาหกรรมฟอกหนัง ในอุตสาหกรรมทอผาจะชวยในการยอมและพิมพใหสีติดแนนนานยิ่งข้ึน 

 ดานอุตสาหกรรมพลาสติก กรดแลกติกเปนสารต้ังต้ันสําหรับการผลิตพลาสติกชีวภาพ 
(พอลิแลกติกแอซิด) ที่สามารถยอยสลายไดตามธรรมชาติและสามารถเขากันไดดีกับรางกาย
มนุษย เพื่อนํามาใชทดแทนพลาสติกที่สังเคราะหจากผลิตภัณฑของอุตสาหกรรมปโตรเคมี โดยพอ
ลิแลกติกสามารถนําไปใชในดานตางๆ  ไดแก วัสดุทางการเกษตรและประมง เชน ฟลมคลุมพืช 
กระถามตนไม เชือกอวนและแห วัสดุกอสราง เชน ฉนวนกันความรอน ผนังกั้นหรือถุง วัสดุ
สํานักงาน เชน ซองเอกสาร แฟมใส ปกหนังสือ เปนตน ตลอดจนถูกนํามาใชเปนบรรจุภัณฑอาหาร 
เชน ถาดอาหารหรือฟลมหอหุมอาหาร ผลิตอุปกรณเคร่ืองมือแพทย เชน วัสดุเย็นแผล วัสดุ
ซอมแซมกระดูกชิ้นเล็ก ๆ เนื่องจากพสาสติกชีวภาพสามารถยอยสลายไดงาย 

 ดานอ่ืนๆ กรดแลกติกสามารถนําไปใชในการผลิตแลกเกอร หมึก ใชในการผลิตน้ํายาทํา
ความสะอาด และสารฆาเชื้อปองกันการเจริญของจุลินทรีย เปนตน 
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 จากการสํารวจการผลิตกรดแลกติกทั่วโลก พบวา มีการผลิตกรดแลกติกถึง130,000-
150,000 ตันตอป (Wee และคณะ, 2006) มีการคาดการวาในแตละปการผลิตกรดแลกติกใน
ตลาดโลกจะเติบโต 10-15 เปอรเซ็นต ตอป (Wassewar และคณะ, 2005)  และมีแนวโนมความ
ตองการสูงข้ึนอยางตอเนื่อง San (2008) รายงานไววาในชวงระยะเวลาระหวางป 2008 ถึง 2012 
คาดวาในตลาดผลิตภัณฑเคร่ืองสําอางจะใชกรดแลกติกเพิ่มข้ึนถึง 2467 × 103 ตัน และ 2296 × 
103 ตันในตลาดอาหาร อีกทั้งในปจจุบันมีความตองการนํากรดแลกติกใชเปนสารต้ังตนในการ
ผลิตพลาสติกชีวภาพมากข้ึน อยางเชนในแถบยุโรปที่คาดการณไววาในป 2015 ตองการกรดแลก
ติก 67 × 103 ตันในอุตสาหกรรมผลิตพลาสติกชีวภาพ บริษัทตนแบบการผลิตพอลิแลกติกแอซิด 
(polylactic acid) ของสหรัฐอเมริกา รายงานวาในป 2010 ตลาดพอลิแลกติกแอซิด (polylactic 
acid) มีเปาหมายตองการกรดแลกติกถึง 5,000,000 ตัน (Vijayakumar และคณะ, 2008) โดยมี
ราคาประมาณ 1.59 ดอลลารสหรัฐตอกิโลกรัม ที่ความเขมขนของกรดแลกติกเทากับ 88 
เปอรเซ็นต   

2.3 การผลิตกรดแลกติก 

 2.3.1 กระบวนการสังเคราะหทางเคมี 

  ในอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมี นิยมใชการสังเคราะหผาน 
Lactonitrile โดยนํา HCN มาทําปฏิกิริยากับ Acetaldehyde ไดเปน Lactonitrile ตามข้ันตอนที่ 1 
จากนั้นนํา Lactonitrile ที่ไดมาผานกระบวนการไฮโดรไลซิสโดยใชกรดซัลฟูริกหรือกรดไฮโดรคลอ
ริก ไดเปนกรดแลกติกและเกลือแอมโมเนียม ตามข้ันตอนที่ 2 จากนั้นกรดแลกติกที่ไดจะถูกนําไป
ผานปฏิกิริยาเอสเทอรริฟเคช่ัน (Esterification) ดวยเมทานอลไดเปนเมททิวแลกเตทตามข้ันตอนที่ 
3 แลวนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยการกล่ันและผานปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ไดเปนกรดแลกติกและเมทา
นอลตามข้ันตอนที่ 4  

ขั้นตอนที่ 1: 

CH3CHO + HCN                                CH3CHOHCN 

acetaldehyde         hydrogen cyanide                              lactonitrile 

ขั้นตอนที่ 2: 

CH3CHOHCN  +  H2O  +  ½H2SO4                              CH3CHOHCOOH  + ½(NH4)2SO4  

   lactonitrile                   sulfuric acid                     lactic acid         ammonium salt 

 

catalyst
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ขั้นตอนที่ 3: 

 CH3CHOHCOOH  +  CH3OH                                  CH3CHOHCOOCH3  +  H2O 

                  lactic acid          methanol                                           methyl lactate 

ขั้นตอนที่ 4: 

 CH3CHOHCOOCH3  + H2O       CH3CHOHCOOH  +  CH3OH 

     methyl  lactate                    lactic acid          methanol 

ที่มา : Narayanan และคณะ (2004) 

 นอกจากที่กลาวไปแลวขางตน เรายังสามารถผลิตกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีผาน
กระบวนการอื่นๆ ไดอีก ไดแก การสังเคราะหโดยใช Propene เปนสารต้ังตน (Vaidya และคณะ, 
2005) ปฏิกิริยาการยอยสลายดวยดาง (Varadarajan และ Miller, 1999) ปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของ 
propylene glycol ปฏิกิริยาระหวาง Acetaldehyde กับคารบอนไดออกไซดและน้ํา ภายใต
อุณหภูมิและความดัน และปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Chloropropionic acid เปนตน 

 การผลิตกรดแลกติกโดยวิธีทางเคมีมีขอเสีย ไดแก การใชภาวะรุนแรงในการทําปฏิกิริยา 
วัตถุดิบที่ใชเปนสารต้ังตนไดมาจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี ซึ่งนับวันจะมีราคาสูงข้ึนเร่ือยๆ และยัง
กอใหเกิดปญหามลพิษภายหลัง นอกจากนี้ กรดแลกติกที่สังเคราะหไดยังอยูในรูปของไอโซเมอร
ผสม ทําใหตองมีการทําใหกรดแลกติกมีความบริสุทธิ์กอนการนําไปใชเพื่อการบริโภค ทั้งนี้
เนื่องจากกรดแลกติกที่เปนประโยชนสําหรับส่ิงมีชีวิตและสามารถใชในอาหารและเภสัชกรรมมี
เพียงชนิดแอลไอโซเมอรเทานั้น เนื่องจาก ส่ิงมีชีวิตไมสามารถเมทาบอไลซกรดดี-แลกติกได เพราะ
ขาดเอนไซมชนิดดีแลกเตทดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นหากบริโภคกรดแลกติกที่มีปริมาณกรดดี-แลก
ติกปนเปอนในปริมาณมาก อาจสงผลใหมีปริมาณกรดดี-แลกติกสะสมในกระแสโลหิตสูง เกิด
ภาวะความเปนกรดสูงในรางกาย (Hyper-acidity) นอกจากน้ีแลว ในการสังเคราะหพอลิแลกติก
แอซิดยังตองการกรดแลกติกบริสุทธิ์เพื่อเปนวัตถุดิบในการผลิตพอลิเมอรชนิดนี้อีกดวย จากที่
กลาวมาขางตน เห็นไดวาการสังเคราะหทางเคมีมีขอจํากัดหลายประการหากยังคงนํามาใชเพื่อใน
การผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไป และเม่ือเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกโดยการสังเคราะห
ทางเคมีและกระบวนการหมัก แสดงดังภาพที่ 2.2 พบวา การผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการ
หมักโดยการใชจุลินทรีย จะใหผลผลิตกรดแลกติกในรูปของดี หรือแอลอยางเดียว หรืออยูในรูป
ของดีแอล ข้ึนอยูกับลักษณะของจุลินทรียที่นํามาใช ในขณะที่การผลิตกรดแลกติกทางเคมี จะให
กรดแลกติกรูปของไอโซเมอรผสมเพียงอยางเดียว 
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ภาพที่ 2.2 เปรียบเทียบการผิตกรดแลกติกจากกระบวนการสังเคราะหทางเคมี (1) และ
กระบวนการหมัก (2) ที่มา: Wee และคณะ, 2006  

2.3.2 การผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักโดยแบคทีเรีย 

 แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกแบงเปน 2 กลุมคือ กลุมที่เปนโฮโมเฟอรเมนเททีฟ 
คือ จะผลิตกรดแลกติกเพียงอยางเดียว ตัวอยางของแบคทีเรียในกลุมนี้ ไดแก Lactobacillus sp. 
Bacillus sp. และ Lactococcus sp. เปนตน อีกกลุมคือ แบคทีเรียพวกเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟซ่ึง
นอกจากจะผลิตกรดแลกติกแลวยังผลิตผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน เอทานอลและคารบอนไดออกไซด 
(Hofvendahl และ Hahn-Hagerdal, 2000) ดังแสดงในภาพที่ 2.3 แบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเท
ทีฟจะใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนแลวเขาวิถี Emden-Meyerhof pathway (EMP) โดยการเปล่ียน
กลูโคสเปนไพรูเวทจากนั้นจึงเปล่ียนไพรูเวทไปเปนกรดแลกติก โดยกลูโคสหนึ่งโมเลกุลสามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดสองโมเลกุล แตบางคร้ังถาภาวะในระหวางการหมักแปรผันไมเหมาะ เชน คา
ความเปนกรด-ดาง ความเขมขนของสารอาหารอันมีสาเหตุจากการกวนอยางไมทั่วถึงในถังหมัก ก็

Petrochemical resources

 

Acetaldehyde (CH3CHO) 

 

Lactonitrile (CH3CHOHCN) 

 

Renewable resources 

 

Fermentable carbohydrates 

 

Fermented broth 

 

Addition of
HCN and catalyst

Hydrolysis by H2SO4

Microbial fermentation

Recovery and purification

Only racemic DL-Lactic acid Optically pure L(+) or D(-)-lactic 

(1) Chemical synthesis (2) Microbial fermentation
Desirable due to 

i) Recent environmental issues
ii) Limited nature of petrochemical resources 

Pretreatment (acid hydrolysis and/or 
enzymatic saccharification) 
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สามารถทําใหแบคทีเ รียโฮโมเฟอร เมนเททีฟ  เปล่ียนวิถีของการสังเคราะหไปเปนแบบ 
phosphoketolase (PK) ได ทําใหผลผลิตของกรดแลกติกลดลง (สาโรจน ศิริศันสนียกุล, 2547 : 
102) สวนพวกเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ กลูโคสหนึ่งโมเลกุลสามารถผลิตกรดแลกติก เอทานอล 
และคารบอนไดออกไซด อยางละหนึ่งโมเลกุลออกมาดวยการเขาสูวิถี phosphoketolase (PK) ใน
งานวิจัยของ Zhao และ Ding (2007) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจาก Bacillus coagulans B179 
ทําการหมักแบบไมตอเนื่อง พบวา สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 36.2 กรัมตอลิตร เมื่อใช
กลูโคสความเขมขน 40 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน  

 Michelson และคณะ (2006) พบวา แบคทีเรีย Bacillus coagulans SIM-7 DSM 14043 
และ Lactobacillus delbrueckii ssp. Lactis DSM 20073 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงถึง 9.9 
และ 5.6 กรัมตอลิตรตอชั่วโมงตามลําดับ ในการหมักแบบไมตอเนื่องโดยใชสารอาหารที่
ประกอบดวยกลูโคส 126 กรัมตอลิตร Yeast autolysate 185.7 มิลลิลิตรตอลิตร KH2PO4 0.25 
กรัมตอลิตร K2HPO4 0.024 กรัมตอลิตร MgCl2 0.03 กรัมตอลิตร MgSO4·7H2O 0.08 กรัมตอ
ลิตร และ Microelements solution 2.3 มิลลิลิตรตอลิตร แตเนื่องจากแบคทีเรียกลุมนี้ตองการไว
ตามินและกรดอะมิโนหลายชนิดในการเจริญและไมสามารถใชแหลงคารบอนจําพวกแปงและ
เซลลูโลสไดเนื่องจากไมมีเอนไซมที่ใชในการยอยทําใหตองเพิ่มข้ันตอนในการยอยแปงดวย
เอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวตัถุดิบในกระบวนการหมักสงผลใหการผลิตกรดแลกติกมีตนทนุ
ที่สูง อีกทั้งยังพบวากรดแลกติกที่ไดจากแบคทีเรียพวกโฮโมเฟอรเมนเททีฟนั้นอยูในรูปของไอโซ
เมอรผสมหรือกรดแอล (+) และดี (-) แลกติกทําใหเมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักจึงตองแยกไอโซ
เมอรผสมของกรดแลกติกออกจากกันกอนนําไปใชในอุตสาหกรรมอ่ืนๆ ตอไป  

2.3.3 การผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักโดยรา 

 ราที่สามารถผลิตกรดแลกติกเปนราที่อยูในจีนัส Rhizopus Mucor  และ Monilia  เชน 
Rhizopus arrhizus  R. Delmar  R. elegans  R. japonicus  R. oryzae  R. stolonifer  และ R. 
chinensis เปนตน สําหรับการผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมนิยมใช R. oryzae     
เนื่องจากราสามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธิ์จากแปง น้ําตาล รวมทั้งวัสดุการเกษตรที่มีแปง
เปนองคประกอบรวมท้ังกากน้ําตาลซึ่งมีราคาถูก เนื่องจากรามีอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่
สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาล (Wee และคณะ, 2006) ในภาวะที่มีอากาศ สามารถเจริญเติบโต
ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนอนินทรียเชนเกลือแอมโมเนียมหรือไนเตรต อีกทั้งไมตองการ
ไวตามินหรือกรดอะมิโนเสริมในกระบวนการหมักเหมือนแบคทีเรีย จึงทําใหกระบวนการหมักดวย 
R. oryzae มีตนทุนการผลิตทั้งดานวตัถุดิบและกระบวนการแยกบริสุทธิ์หลังกระบวนการหมักที่ตํ่า
กวาการหมักดวยแบคทีเรีย นอกจากนี้กระบวนการหมักกรดแลกติกจากราสามารถผลิตที่อุณหภูมิ
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สูงและพีเอชตํ่า ซึ่งจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียชนิดอ่ืนได รามีการหมักแบบ
เฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟ  การหมักกรดแลกติกโดยราเมื่อใชน้ําตาลกลูโคสเปนสารต้ังตนในสภาวะที่
มีการใหอากาศจะใหกรดแลกติก 1.5 โมลตอโมลของกลูโคส งานวิจัยของ Mirdamadi และคณะ 
(2002) ไดทําการเปรียบเทียบการผลิตกรดแลกติกระหวางแบคทีเรียและรา  พบวา สายพันธุที่ผลิต
กรดแลกติกไดสูงไดแก  R. oryzae PTCC 5263 Lactobacillus plantarum PTCC 1058 และ L. 
bulgaricus PTCC 1332 โดยสายพันธุ Lactobacillus sp. จะผลิตกรดแลกติกที่เปนไอโซเมอร
ผสมโดยมีกรดดีแลกติกอยูประมาณ 2 เปอรเซ็นต ซึ่ง R. oryzae PTCC 5263 สามารถผลิตกรด
แลกติกไดสูงถึง 160 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 84 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลก
ติก 4.10 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง เทียบกับ L. plantarum PTCC 1058 สามารถผลิตกรดแลกติกได 
27 กรัมตอลิตร คิดเปนคา YP/S  เทากับ 15 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.56 กรัมตอ
ลิตรตอชั่วโมง และ L. bulgaricus PTCC 1332 สามารถผลิตกรดแลกติกได 30 กรัมตอลิตร คิด
เปนคา YP/S  เทากับ 16.67 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 0.62 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
เม่ือใชกลูโคสความเขมขน 180 กรัมตอลิตร ทําการหมักในระดับขวดเขยาแบบไมตอเนื่อง แต
เนื่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาของราที่เปนเสนใย ทําใหกระบวนการหมักกรดแลกติกดวยอาหาร
เหลวดวยเซลลแขวนลอยของ R. oryzae ในถังกวนมักจะประสบปญหาเร่ืองเสนใยราพันรอบแกน
หมุนและใบพัด และเจริญเติบโตเกาะกลุมกันเปนกอนตรงสวนใดสวนหน่ึงของถังหมัก ทําใหเกิด
ปญหาถายเทอากาศและอาหารภายในถังหมักซ่ึงจะสงผลโดยตรงตอการเจริญของรา และ
ลักษณะสัณฐานของ R. oryzae ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงในระหวางการหมักจะมีผลตอการผลิตกรด
แลกติก ถึงแมจะมีวิธีการยึดตรึงเซลลจึงถูกนํามาใชในการควบคุมการเปล่ียนแปลงลักษณะ
สัณฐานของรา แตก็ตองทําการออกแบบแมแบบที่จะใชสําหรับตรึงเซลล ซึ่งเปนอีกข้ันตอนที่
ยุงยากและวัสดุที่เลือกมาทําแมแบบตองไมสงผลอันตรายกับเซลล ดังนั้นการหมักแบบอาหารแข็ง
ซึ่งเปนกระบวนการหมักที่สามารถใชวัตถุดิบทางการเกษตรมาทําหนาที่เปนตัวยึดเกาะใหกับรา R. 
oryzae ไดโดยตรงและยังเปนแหลงอาหารในตัวที่ราสามารถนําไปใชในการเจริญเติบโตและผลิต
ผลิตภัณฑตางๆ ออกมาซ่ึงนอกจากจะชวยลดคาใชจายในการออกแบบแมแบบสําหรับใชในการ
ตรึงเซลลแลว ยังชวยลดข้ันตอนการยอยแปงดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบใน
กระบวนการหมักและทําใหผลิตภัณฑเขมขนกอนนําไปทําใหบริสุทธิ์ เนื่องจากการหมักแบบ
อาหารแข็งใชน้ําในระบบนอยทําใหผลผลิตที่ไดจึงมีความเขมขนสูงกวาการหมักแบบอาหารเหลว 
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ภาพที่ 2.3 เมแทบอลิซึมการผลิตกรดแลกติกแบบโฮโมเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี glycolysis, 
Embden-Meyerhof-Parnas (A)  และเฮเทอโรเฟอรเมนเททีฟดวยวิถี phosphoketolase (B) จาก
แลกติกแอซิดแบคทีเรีย  ที่มา : http://textbookofbacteriology.net/lactics_2.html 

หมายเหตุ  (P = phosphate, ADP = adenosine 5'-diphosphate, ATP = adenosine 5'-
riphosphate, NAD+ = nicotinamide adenine dinucleotide, NADH = nicotinamide adenine 
dinucleotide) 
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2.4 ลักษณะและวิถีเมแทบอลิซึมของ Rhizopus oryzae  

 รา R. oryzae ถูกจัดอยูใน Order Mucorales Family Mucoraceae เสนใยไมมีผนังกั้น 
เมื่อเจริญเติบโตเต็มที่จะสรางสปอรสีดํา ดังแสดงในรูปที่ 2.4  มีอับสปอรลักษณะคอนขางกลม 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 40-350 ไมโครเมตรอยูที่ปลายกานชูอับสปอรซึ่งมีสีน้ําตาลเขมจนถึงสี
น้ําตาลอมดํา สปอรมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 4-11 ไมโครเมตรลักษณะกลม หรือรูปไข (Ellis, 
1997)  แสดงดังภาพที่ 2.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต คือ 35 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิตํ่าสุดที่สามารถเจริญเติบโตได คือ 5-7 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดที่เจริญเติบโต
ได คือ 44-49 องศาเซลเซียส 

 
ภาพที ่2.4 ลักษณะของรา Rhizopus oryzae ที่เจริญอยูบนอาหารสังเคราะห 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2.5 ลักษณะอับสปอรและสปอรของรา R. oryzae ที่มา: www.flickr.com 

สปอร อับสปอร 

กานชูอับสปอร 
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 ในกระบวนการหมักในอาหารเหลวลักษณะทางสัณฐานของราจะถูกกําหนดโดยสภาวะ
แวดลอมภายในถังหมัก เชน อาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ อัตราการใหอากาศ อัตราการกวน เปนตน 
ลักษณะทางสัณฐานทั่วไปของราแบงเปน 2 กลุมไดแก Disperse mycelia และ Pellets (ภาพท่ี 
2.6) ซึ่ง Disperse mycelia ยังแบงเปน Freely disperse และ Mycelial clumps โดยลักษณะการ
เจริญแบบ Freely disperse ประกอบไปดวยเสนใย (Hyphal) มากกวา 3 สาย มาเรียงซอนทับกัน
ซึ่งลักษณะการเรียงแบบนี้นับเปน 1 Loop เม่ือเสนใยมาเรียงซอนทับกันมากกวา 3 Loop เรียกวา 
Clumps หรือ การเจริญแบบกลุมกอน 

 ลักษณะการเจริญแบบ Pellets แบงไดเปน 

  The outer zone หรือ Hairy zone เปนสวนที่อยูบริเวณรอบนอกของ Pellets มี
ลักษณะคลายขน ซึ่งขนเหลานี้ทําหนาที่ในการดูดซึมแรธาตุอาหารและอากาศเพื่อใชในการเจริญ
ของเซลลและผลิตกรดแลกติก 

  Penetrated zone เปนโซนที่อยูถัดเขามาอีกช้ันของ Pellets ในโซนนี้แรธาตุ
อาหารและอากาศสามารถซึมผานเขาถึงเซลลได ทําใหเซลลเกิดกิจกรรมในการผลิตสารเมแทบอลิ
ซึม ซึ่งขนาดของโซนข้ึนกับความหนาแนนของ Pellets อัตราการเจริญและความเขมขนของอากาศ
ที่ละลายในอาหาร 

  Starvation zone เปนโซนที่อยูบริเวณดานในสุดของ Pellets ที่โซนน้ีแรธาตุ
อาหารและอากาศไมสามารถซึมผานเขาถึงเซลลบริเวณนี้ไดทําใหเซลลถูกจํากัดในเร่ืองของการ
ถายเทอาหารและอากาศ เมื่ออยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมเซลลจะผลิตผลิตภัณฑอ่ืน เชน เอทานอล
และเกิด Autolysis (Cui และคณะ 1998) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.6 ลักษณะทางสัณฐานของรา  

ที่มา : ดัดแปลงจาก Thongchul, 2005 

Dispersed morphology 

Freely dispersed  

Clump  

Pellet morphology 

Hairy zone
Starvation zone

Penetrated zone
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 ในงานวิจัยของ Wright และคณะ (1996) ไดศึกษาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของกลูโคส
และพัฒนาแบบจําลองวิถีเมแทบอลิซึมของรา R. oryzae จากทฤษฎีการควบคุมวิถีเมแทบอลิซึม 
(Metabolic control theory) ภายใตภาวะที่ปจจัยที่ถูกควบคุมตางๆ คงที่ ดวยการติดตาม (14C)-
กลูโคสในวิถีไกลโคไลซีสและวัฏจักร TCA ดังรูปที่  2.7 พบวา รา R. oryzae สามารถใชแปงเปน
แหลงอาหารไดโดยตรง เนื่องจากในรามีอะไมเลสเพื่อใชในการยอยโมเลกุลของแปงโดยเปล่ียน
แปงเปนกลูโคส จากนั้นจึงเปล่ียนกลูโคสเปนไพรูเวท โดยวิถี Emden-Meyerhof pathway (EMP) 
นอกจากนี้ รายังสามารถใชน้ําตาลไซโลสเปนสารต้ังตนโดยเปล่ียนไซโลสเปนไพรูเวทโดยวิถีเพน
โตสฟอสเฟต (HMP) ถาอยูในสภาวะที่มีน้ําตาลกลูโคสและปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูงราจะเปลี่ยนไพรูเวตเปนแลกเตทดวย NAD- dependent แลกเตทดีไฮโดรจีเนส 
(Pritchard, 1973) โดยมี NADH เปนตัวใหอิเล็กตรอน แตในสภาวะที่ปริมาณกลูโคสในอาหาร
เล้ียงเชื้อหมด หรือเมื่อรามีการสรางสปอร คาแอกติวิตีของแลกเตทดีไฮโดรจีเนสจะลดลง จะเกิด
การปล่ียนแลกเตทกลับมาเปนไพรูเวทไดดวย NAD-independent แลกเตทดีไฮโดรจีเนส ดัง
สมการ 

NAD-dependent lactate dehydrogenase 

Pyruvic acid + NADH                                Lactic acid + NAD 
+ 

NAD-independent lactate dehydrogenase 

 นอกจากนี้ไพรูเวทที่เกิดข้ึนยังถูกนําเขาสูวัฎจักร TCA ในไมโทคอนเดรียเพื่อสรางเซลล
และพลังงานหรือเปล่ียนเปนกรดฟูมาริก สําหรับในภาวะที่ถูกจํากัดดวยอากาศ ราจะเปล่ียนไพรู
เวทไปเปนเอทานอลดวยแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนส ดังนั้นในการผลิตกรดแลกติกโดยกระบวนการ
หมั กด วยรานอกจากได ก รดแลก ติกแล วยั งอาจ ได ผ ลิต ภัณฑ อ่ื น  เ ช น  กรดฟูมา ริก 
คารบอนไดออกไซด และเอทานอลข้ึนกับสภาวะที่ใชในการ ดังนั้นการรักษาระดับออกซิเจนที่
ละลายภายในถังหมักจึงมีความสําคัญตอกระบวนการผลิตกรดแลกติก (Bai และคณะ, 2003)  
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ภาพที่ 2.7 กระบวนการเมแทบอลิซึมของกลูโคสในรา R. oryzae 

ที่มา : Thongchul, 2005 

2.5 การหมักแบบอาหารแข็ง  

 การหมักแบบอาหารแข็ง (solid state fermentation) หมายถึง การเจริญเติบโตของ
จุลินทรียบนอาหารแข็งที่มีความชื้น ในสภาวะที่ไมมีน้ําอิสระ แบคทีเรีย ยีสต และรา จํานวน
มากมายที่สามารถเจริญอยูบนอาหารแข็งซึ่งถูกคนพบและนําไปประยุกตเขาสูกระบวนการหมัก
แบบอาหารแข็ง วัตถุดิบที่นํามาใชในการหมักมีมากมายหลากหลาย สามารถแบงไดสองประเภท
หลัก คือ inert materials เปนพวกที่มีไวสําหรับใหพวกจุลินทรียใชเปนที่ยึดเกาะเทานั้น และ non-
inert materials หรือ support- substrate เปนพวกที่ไมไดมีหนาที่เปนที่ยึดเกาะใหกับจุลินทรีย
อยางเดียว แตยังเปนแหลงสารอาหารดวย วัตถุประเภทนี้มักเปนพวกที่มีแปงหรือลิกโนเซลลูโลส

Starch

Glucose

Glucose-6-Phosphate 

Fructose-6-Phosphate 

Fructose-1,6-biphosphate

Phosphoenol pyruvate  Pyruvate

Aldehyde Lactate

Ethanol

Xylose

Oxaloacetate

Malate Fumarate 

Mitochondrion 

Acetyl CoA Citrate 

Oxaloacetate Fumarate 

Malate 

CO2 

CO2 
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เปนองคประกอบ มักเปนผลิตภัณฑที่ไดจากเกษตรกรรมเปนหลัก หรือของเหลือทิ้งจากโรงงาน
เกษตร เชน พวกธัญพืชและ byproduct   การหมักแบบอาหารแข็งถูกนํามาประยุกตใชในการผลิต
ผลิตภัณฑตางๆ มากมาย เชน antibiotics, surfactants, biocides and enzymes  อยางไรก็ตาม 
มีรายงานที่เกี่ยวของกับการผลิตเอนไซมพวกลิกนิโนไลติกบางที่ใชพวก inert supports ดวยการ
หมักแบบอาหารแข็ง ถึงแมวาในการเก็บผลผลิตนั้นจะทําไดงายกวาการใชพวก natural supports 
เพราะเปนผลิตภัณฑที่ออกมานอกเซลล จึงงายตอการแยกออกมาจากตัวคํ้าจุนและมีส่ิงที่
ปนเปอนนอยกวา แตอาหารที่ใชนั้นมีราคาแพงมาก ดังนั้นการใชพวก natural support  เชน ของ
ที่เหลือจากการเกษตรกรรม จึงชวยลดตนทุนดานวัตถุดิบ และยังเปนการเปล่ียนมูลคาของที่มี
มูลคาตํ่าใหเปนของที่มีมูลคาสูงได เชน การผลิตเอนไซม  เปนตน แตการหมักแบบอาหารแข็งมัก
ไมเปนที่นิยมใชในการผลิตตัวเซลลหรือใชในการศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ เนื่องจากการ
วัดการเจริญเติบโตของเชื้อโดยตรงทําไดยาก และเชื้อบางสวนเจริญอยูในอาหารแข็ง ซึ่งยากตอ
การแยกออกจากกัน ทําใหเก็บเกี่ยวตัวเซลลไดนอย ในสวนของการติดตามการเจริญเติบโตตองใช
วิธีการติดตามการเจริญเติบโตของเชื้อทางออมแทน เชน การวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีน 
(glucosamine) ซึ่งเปนองคประกอบที่มีอยูในเสนใยรา (mycelia) เออกอสเตอรอล (ergosterol) 
ATP หรือ กรดนิวคลีอิก (nucleic acids) และการวัดกิจกรรมทางชีวภาพ เชน กิจกรรมเอนไซม  
(enzymatic activity) อัตราการหายใจ (respiration) 

 อยางไรก็ตามราเสนใย (filamentous fungi) ก็ยังเปนกลุมที่นาสนใจที่สุดในพวกรา
ทั้งหลาย เนื่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาเหมาะสมในการเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง ชวง
ระยะเวลาในการเจริญของรานั้น จะมีการสรางและปลอยเอนไซมออกมา มีการสรางผลิตภัณฑที่มี
มูลคาที่ไดจากการกระบวนการเมแทบอไลท ซึ่งเปนการใชวัตถุดิบที่มีคุณภาพตํ่า เปล่ียนเปน
ผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูง การหมักแบบอาหารแข็งสวนใหญนิยมใชในการผลิตเอนไซม อาหารสัตว 
และผลิตภัณฑตางๆ ในทางเภสัชกรรมและเกษตรกรรม ดังแสดงผลิตภัณฑในตารางที่ 2.2 และ 
2.3 และตัวอยางในงานวิจัย Lu และคณะ (1997)  ศึกษาการผลิตกรดซิติก (citric acid) ดวย 
Aspergillus niger ภายใตกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง โดยใชถังหมักแบบ packed-bed มี 
Kumara (หรือ sweet potato) ซึ่งเปนพวกพืชหัวใตดิน มาทําการสับใหเปนช้ินเล็กๆ ทรงลูกบาศก 
เพื่อนํามาใชเปนซับสเตรท สามารถผลิตกรดซิตริก 0.82 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักเปยก kumara ตอ
ชั่วโมง 

 Kumar และ Lonsane (1990) ไดศึกษาอิทธิพลของปจจัยทางกายภาพไดแก ปริมาณ
ความช้ืน ระยะเวลาในการนึ่งฆาเช้ือ อัตราสวนของกลาเช้ือ และ อัตราสวนระหวางรําขาวสาลี
เปยกชื้นกับปริมาตรขวดเขยาที่ใชในการเพาะเล้ียง และสารอาหาร ไดแก ความเขมขนของยูเรีย 
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และ MgSO4 ที่มีตอการผลิตกรดจิบเบอเรลลิก(gibberellic acid) โดยใชรําขาวสาลีเปนซับสเทรต 
รวมกับเชื้อ Gibberella fujikuroi P-3 พบวา ปริมาณความชื้น 50 เปอรเซ็นต ระยะเวลาในการนึ่ง
ฆาเช้ือ 45 นาที อัตราสวนของกลาเชื้อ 20 เปอรเซ็นต และ อัตราสวนระหวางความหนารําขาวสาลี
เปยกชื้นกับปริมาตรขวดเขยาที่ 0.024  (เซนติเมตรตอมิลลิลิตร)ที่เหมาะสมสุดใหผลผลิตกรดจิบ
เบอเรลลิกสูงสุด คือ 365 1,039 1,053 1,116 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม DMB ตามลําดับ การเติมยูเรีย
ในปริมาณ 70 มิลลิกรัมเปอรเซ็นต เปนปริมาณที่เหมาะสม โดยใหกรดจิบเบอเรลลิกสูงสุด 991 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม DMB สวนปริมาณที่เหมาะสมของ MgSO4 อยูที่ 0.007 กรัมเปอรเซ็นต ให
กรดจิบเบอเรลลิก 1024 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม DMB 

 Sharma และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตกรดกลูโคนิก (gluconic acid) ใชกากชาทํา
หนาที่เปนตัวคํ้าจุนและกากนํ้าตาลเปนอาหารดวยกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง ดวยเชื้อ 
Aspergillus niger (ARNU-4) ที่ดัดแปลงใหมีความทนทานตอพวกโลหะ โดยทําการศึกษาถึง
ปจจัยตางๆ เชน ปริมาณความช้ืน อุณหภูมิ การใหอากาศ และขนาดของกลาเชื้อ พบวา ปริมาณ
ความช้ืน 70 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศ 2.5 ลิตรตอนาที และ
ขนาดของกลาเช้ือ  3 เปอรเซ็นต เปนสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่สามารถเก็บผลผลิตของกรดกลู
โคนิกเทากับ 76.3 กรัมตอลิตร 

  Aikat และ Bhattacharyya (2000) ไดศึกษาการผลิตโปรติเอส (protease) ดวย 
Rhizopus oryzae โดยใชรําขาวสาลี 10 กรัม ผสมกับสารละลาย Czapek Dox 60 มิลลิลิตร ที่มี
องคประกอบ (ตอลิตร) ไดแก NaNO3 2.5กรัม KH2PO4 1.0 กรัม MgSO4·7H2O 0.5 กรัม และ KCl 
0.5 กรัม โดยบรรจุใสลงในจานเพาะเช้ือ (Petri dish) ทําการบมที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 9 วัน สามารถเก็บเกี่ยวโปรติเอส 60 ยูนิตตอกรัมรําขาวสาลี โดยใชน้ํากล่ันเปนสารชะลางโป
รติเอสออกมา 

 Soni และคณะ (2003) ใชจุลินทรีย 2 ตัวไดแก Bacillus sp. AS-1ในการผลิตแอลฟา-อะ
ไมเลส และ Aspergillus sp. ในการผลิตกลูโคอะไมเลสโดยใชถังหมักแบบถาด ซึ่งแตละถาดจะ
บรรจุรําขาวสาลี 100 กรัมที่เติมน้ํากล่ันลงไป 125 มิลลิลิตร ปรับใหหนา 1 เซนติเมตร เปนอาหาร
หลัก ในการผลิตแอลฟา-อะไมเลสจะใชอาหารหลักรวมกับการเติมสารอาหารเสริม ไดแก กลูโคส  
1 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอน้ําหนักถั่วเหลืองบด (soybean meal) 0.5 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอน้ําหนัก 
และ 0.01 M MnSO4 นําไปเล้ียงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับการผลิ
ตกลูโคอะไมเลส ใชอาหารหลักรวมกับแลคโทส 1 เปอรเซ็นตน้ําหนักตอน้ําหนัก ถั่วเหลืองบด 1 
เปอรเซ็นตน้ําหนักตอน้ําหนัก และ 0.01 M CaCl2 นําไปเล้ียงที่อุณหภมิ 32 องศาเซลเซียส เปน
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เวลา 96 ชั่วโมง สามารถเก็บเกี่ยวแอลฟา-อะไมเลสได 198950 ยูนิตตอกรัมแหงของรําขาวสาลี 
และกลูโคอะไมเลส 3426 ยูนิตตอกรัมแหงของรําขาวสาลี ที่ชั่วโมงที่ 48 และ 96 ตามลําดับ 

 Selvakumar และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกลูโคอะไมเลสดวยการหมักแบบอาหาร
แข็งดวย Aspergillus niger โดยใชกากชาที่ผานการลางดวยน้ํากล่ัน แลวนําไปอบใหแหงที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา  24 ชั่วโมง เปนซับสเตรท โดยใชกากชาแหง 25 กรัม รวมกับ
การเติมสารละลายที่ประกอบดวยแรธาตุตางๆ ไดแก KH2P04 3.5 กรัม MgS04.7H20 0.5 กรัม 

MnS04.7H20 2.8 มิลลิกรัม FeS04.7H20 8.7 มิลลิกรัม ZnS047H20 2.5 มิลลิกรัม และ CaCl2 3.5 
มิลลิกรัม ตอ 100 กรัมน้ําหนักแหงของซับสเตรท คาความเปนกรด-ดางและความช้ืนเร่ิมตน 4.5 
และ 60 เปอรเซ็นต ตามลําดับ นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 120 ชั่วโมง ทํา
การเก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตของกลูโคอะไมเลส 198.4  ยูนิตตอกรัม
น้ําหนักแหงของกากชา ที่ชั่วโมงที่ 96 

 ในอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลกติก ราเสนใยในตระกูล Rhizopus sp. เชน R. oryzae 
และ R. arrhizus ไดรับความสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากราสามารถผลิตกรดแอลแลกติกบริสุทธิ์
ในสภาวะที่มีอากาศจากแปง น้ําตาล รวมทั้งวัสดุการเกษตรที่มีแปงเปนองคประกอบ สามารถ
เจริญเติบโตในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีแหลงไนโตรเจนอนินทรียเชนเกลือแอมโมเนียมหรือไนเตรต และ
รามีเอนไซมอะไมเลสที่สามารถยอยแปงใหเปนน้ําตาล ทําใหชวยลดข้ันตอนในการแปรสภาพ
วัตถุดิบ เชน ข้ันตอนในการยอยแปงดวยเอนไซมหรือกรดกอนนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการ
หมัก อีกทั้งไมตองการไวตามินหรือกรดอะมิโนเสริมในกระบวนการหมักเหมือนแบคทีเรีย ซึ่ง
ลักษณะดังที่ไดกลาวมาเหมาะสมอยางมากในการนํารา Rhizopus sp. มาใชในกระบวนการหมัก
แบบอาหารแข็งซ่ึงเปนเทคโนโลยีที่มีตนทุนตํ่าที่สามารถใชวัตถุดิบทางการเกษตรเปนแหลง
คารบอนไดโดยตรง สงผลใหการผลิตผลิตภัณฑมีตนทุนที่ตํ่าลง  และใชปริมาณน้ํานอย ผลิตภัณฑ
ที่เก็บเกี่ยวไดมีความเขมขนมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว ทําใหลดข้ันตอนการทําให
ผลิตภัณฑเขมขนกอน และกระบวนการแยกบริสุทธิ์หลังกระบวนการหมักที่ตํ่ากวาการหมักดวย
แบคทีเรีย ใชพลังงานตํ่า และยังเกิดของเสียนอยดวย อาหารที่ใชในกระบวนการหมักมี
องคประกอบที่ไมซับซอนและหาไดงายอีกทั้งสามารถเปนสารอาหารและเปนแหลงที่ราเกาะติดได
โดยตรง จึงทําใหกระบวนการหมักดวย Rhizopus sp.  มีความเปนไปไดอยางมากที่จะนําไป
ปรับปรุงและพัฒนาเพื่อใหเปนอีกทางในการผลิตกรดแลกติก ซึ่งในปจจุบันมีแนวโนมตองการที่
สูงข้ึน ดังเชนในงานวิจัยของ Oda และคณะ (2002) ศึกษาการหมักกรดแลกติกแบบอาหารแข็ง 
พบวา R. oryzae IFO 4707 ใหผลผลิตกรดแลกติกสูงสุด 10 มิลลิกรัมตอกรัมแหลงคารบอนดิบ 
ภายใน 6 วัน โดยแหลงคารบอนที่ศึกษา ไดแก กากมันฝร่ังซึ่งประกอบดวยแปง เซลลูโลส เฮมิ
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เซลลูโลส และเพคติน โดยเช้ือ R. oryzae IFO 4707 สรางอะไมเลสเพื่อยอยกากมันฝร่ังไดอยาง
รวดเร็วโดยเปลี่ยนแปงในกากเปนกลูโคสแลวนําไปผลิตกรดแอล(+)แลกติกไดภายใน 1 วัน สังเกต
ไดจากคาความเปนกรด-ดางที่ลดลง นอกจากนี้ จากการศึกษาสวนประกอบตางๆ ในกากมันฝร่ัง
กอนและหลังหมัก พบวา ปริมาณแปงในกากมันฝร่ังเร่ิมตนที่ 33.4 เปอรเซ็นตมวลแหงถูกนําไปใช
อยางตอเนื่อง จนเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมักมีปริมาณแปงเหลืออยูในกากมันฝร่ังเพียง 7.6 
เปอรเซ็นตมวลแหง ซึ่งคิดเปนรอยละ 77.25 ของปริมาณแปงที่ถูกนําไปใชตอปริมาณแปงเร่ิมตน   

 Ruengruglikit และ Hang (2003) ศึกษาการผลิตกรดแอล(+)แลกติกแบบอาหารแข็งจาก
ซังขาวโพด (corncobs) ที่ผานการยอยดวย 0.1 N NaOH (ซังขาวโพด 5 กรัมตอ 0.1 N NaOH 
100 มิลลิลิตร) โดยใชกลาเช้ือระยะ conidia ที่ความเขมขน 106 สปอรตอมิลลิลิตรของ R. oryzae 
NRRL 395 โดยแปรปริมาณซังขาวโพดที่ใชเปนแหลงคารบอนและตัวคํ้าจุน ปริมาณ CaCO3 และ 
Rapidase Pomaliq พบวาไดผลผลิตกรดแอล(+)แลกติกสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมง (299.4+6.8 กรัม
กรดแอล(+)แลกติกตอกิโลกรัมของซังขาวโพดแหง) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีปริมาณ
ของซังขาวโพดแหง 5 กรัม ปริมาณ CaCO3 0.2 กรัม และปริมาณเอนไซม Rapidase Pomaliq 
0.5 มิลลิลิตร ตอ 0.1 N NaOH 100 มิลลิลิตรที่ใชในการยอยซังขาวโพดแหง 

 จากงานวิจัยของ Soccol (1994) พบวา R. oryzae NRRL 395 สามารถผลิตกรดแอล(+)
แลกติกไดสูงสุด 1.44 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง โดยทําการหมักบนกากออยที่มีสารละลายกลูโคสและ 
CaCO3 ใน glass column reactor ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง ที่อัตราการ
ใหอากาศ 1.21 กรัมตอชั่วโมงตอคอลัมน เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักในอาหารเหลวในถังหมัก
ขนาด 2 ลิตร ในอาหารที่มีองคประกอบ (ตอลิตร) ไดแก กลูโคส 120 กรัม (NH4)2SO4 0.1 กรัม 

MgSO47H2O 0.25 กรัม ZnSO47H2O 0.04 กรัม ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อัตราการให
อากาศ 125 กรัมตอลิตรตอนาที อัตราการกวน 400 รอบตอนาที เปนเวลา 72 ชั่วโมง พบวาไดผล
ผลิตของกรดแอล(+)แลกติก นอยกวา (1.38 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
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ตารางที่ 2.2 ผลิตภัณฑสารอินทรีย สารชีวภาพ และอื่นๆ ที่ไดจากการหมักแบบบน
อาหารแข็ง 

Substrates Microorganisms Processes/products References 
Cassava bagasse; 
cassava crude 
 
 
Cassava bagasse 
 
 
 
 
 
Sugarcane bagasse 
Cassava bagasse 
Coffee residues 
 
 
Cassava bagasse 
and coffee husks 
 
 
 
Sugarcane bagasse  
 
Coffee husk 
 

Rhizopus sp.
 
 
 
Aspergillus niger 
 
 
 
 
 
Rhizopus oryzae 
Pleurotus ostrreatus 
Lentinus edodes 
Flamulina velutipes 
Pleurotus ostreatus 
Klyveromyces 
marxianus; 
Ceratocystis 
filbriata and 
Rhizopus sp. 
Molus prunifolia 
Borkh 
Gibberella fugikuroi 
 

Protein enrichment; 
growth kinetics; 
biotransformation of 
cassava crude 
Citric acid 
 
 
 
 
 
Lactic acid 
Mushrooms 
production 
 
 
Aroma production 
 
 
 
 
Plant cell culture 
 
Hormones (gibberellic 
acid) 

Soccol และคณะ (1994), 
(1995), (1996), (1997) 
 
 
Vandenberghe และคณะ 
(1999),(2000) 
Kolicheski และคณะ (1997) 
Soccol และคณะ (1994), 
(1998) 
Barbosa และคณะ (1997) 
Beaux และคณะ (1997) 
Leifa และคณะ (2000) 
Fan และคณะ (1999), (2001) 
Bramorski และคณะ (1998) 
 
Christen และคณะ (2000) 
Soares และคณะ (2000) 
Medeiros และคณะ (2000) 
Brand และคณะ (2000) 
Soccol และคณะ (1997) 
Radjiskumar และคณะ (2001) 
 
Machado และคณะ (2000), 
(2002) 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Soccol และคณะ (2003) 
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ตารางที่ 2.3 เอนไซมที่ผลิตไดจากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 

Substrates Microorganisms Enzymes References
Rice straw 
 
 
Barley 
Corn silage 
Corn stalk 
 
 
 
Corn straw 
Alfalfa 
 
 
Forage silage 
 
Wheat straw 
 
Sugarcane 
bagasse 
 

Trichoderma reesei
Bacillus licheniformis 
 
Talaromyces emersonii 
Thermoascus 
aurantiacus 
Fusarium oxysporum 
 
 
Penicillium decumbens
Gliocladium spp. 
Orpinomyces joyonii 
Caecomyces communis 
Streptomyces 
Achromogenes 
Neurospora crassa 
Several fungi 
Trichoderma reesei 
Phanerochaete 
chrysosporium 
Coriolus versicolor 
Streptomyces 
viridosporus 
White rot fungi 

Cellulase
Hemicellulase Protease 
Endo-β-glucanase 
Xylanase 
Endoglucanase 
Celobiohydrolase 
β-Glucosidase 
Xylanase, β -Xylosidase 
CMCase 
Cellulase, xylanase 
Endoglucanase 
β-Glucosidase 
Cellulase, hemicellulase 
Cellulase 
Cellulase, hemicellulase 
Lignin peroxidase 
Ligninase 
 

Eun และคณะ(2006)
 
 
McCarthy และคณะ (2005) 
Colombatto และคณะ(2004) 
 
 
Panagiotou  และคณะ 
(2003) 
Yang และคณะ (2001) 
Hodrova และคณะ (1998) 
 
Hill และคณะ (2001) 
 
Romero และคณะ (1999) 
Peiji และคณะ (1997) 
 
Zadrazil และ Puniya 
(1995) 
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ตารางที่ 2.3 เอนไซมที่ผลิตไดจากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (ตอ) 

Substrates Microorganisms Enzymes References 
Sugarcane 
bagasse, wheat 
straw, corn 
cobs, rice 
husks, peanut 
shells, etc 
Soy husks 

Phanerochaete
chrysosporium 
 
 
 
 
Coriolus versicolor 

Cellulase, xylanase 
 
 
 
 
 
Glucanase 
Cellulase 

El-Nasser และคณะ (1997)
 
 
 
 
 
Jha และคณะ (1995) 
 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Graminha และคณะ (2008) 

2.5.1 จุดเดนของการหมักแบบอาหารแข็ง 

 ในปจจุบันเทคโนโลยีการหมักแบบอาหารแข็งนิยมนํามาใชในการผลิตเอนไซม กรด
อินทรียตางๆ เปนจํานวนมาก ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบอาหารเหลว การหมักแบบ
อาหารแข็งมีขอเดนกวาการหมักแบบอาหารเหลวอยูหลายขอ ดังแสดงในตารางที่ 2.4 และ
สอดคลองกับงานวิจัย Ashokkumar (2001) ไดศึกษาเปรียบเทียบอิทธิพลของสวนประกอบ
อาหารที่มีตอการผลิตเบตา-ฟรุคโตฟูราโนซิเดส (β-fructofuranosidase) ภายใตการหมักแบบ
อาหารเหลวและอาหารแข็งดวยรา Aspergillus niger โดยสวนประกอบของอาหารที่ใชในการ
หมักแบบอาหารเหลว (ตอลิตร) คือ (NH4)2SO4 45 กรัม KH2PO4 23 กรัม FeSO4 0.1 กรัม 
MgSO4·7H2O 7 กรัม ซูโครส 50 กรัม ยูเรีย 11 กรัม และสารสกัดยีสต  5 กรัม มีคากรด-ดาง
เร่ิมตน 5.0 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลวใชกลาเช้ือที่มีความเขมขนของสปอร 105 สปอรตอมิลลิลิตร 
นําไปเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 190 รอบตอนาที เปนเวลา 5 วัน เก็บ
ตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง สวนองคประกอบของอาหารที่ใชในการหมักแบบอาหารแข็ง คือ กากออย 
10 กรัม ที่ผสมกับอาหารที่ใชในการหมักแบบอาหารเหลวปริมาณ 80 เปอรเซ็นตของปริมาตร
ทั้งหมด คากรด-ดางเร่ิมตน 5.0 ใชกลาเชื้อที่มีความเขมขนของสปอร 107 สปอรตอกรัมของกาก
ออย นําไปเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน เก็บตัวอยางทุกๆ 24 ชั่วโมง พบวา 
อัตราการผลิตของเบตา-ฟรุคโตฟูราโนซิเดสที่ไดจากการหมักแบบของแข็ง คือ 81.8 ยูนิตตอลิตร
ตอช่ัวโมง ที่ชั่วโมง 72 มากกวาการหมักแบบอาหารเหลวที่ได 18.3 ยูนิตตอลิตรตอชั่วโมง ที่ชั่วโมง 
120 ซึ่งมากกวาถึง 5 เทา 
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 Sandhya และคณะ (2005) แสดงใหเห็นชัดเจนวาผลผลิตเอนไซมโปรติเอส (protease) 
จากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งดีกวาการหมักแบบอาหารเหลว โดยใชของเหลือจาก
เกษตรกรรมหลายชนิดมาเปนซับสเตรท พบวา รําขาวสาลีเปนแหลงอาหารที่เหมาะสมและดีที่สุด
ในการผลิตโปรติเอสดวยรา A. oryzae NRRL1808 ไดผลผลิตโปรติเอสจากการหมักแบบอาหาร
แข็ง 31.2 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักแหงของซับสเตรท และไดจากการหมักแบบอาหารเหลว 8.7 ยูนิตตอ
กรัมน้ําหนักแหงของซับสเตรท ซึ่งนอยกวาการหมักแบบอาหารแข็ง 3.5 เทา  

 Nair และคณะ (2008) ทําการศึกษาเปรียบเทียบการผลิตไซลาเนส (xylanase) ดวยรา 
34 สายพันธุที่สามารถผลิตไซลาเนสไดโดยคัดเลือกจาก clear zone ของราที่เจริญอยูบนอาหาร 
Czapek’s agar ระหวางการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชรําขาวสาลีและเติมสารละลายเกลือแร
ธาตุที่มีองคประกอบ (ตอลิตร) ดังนี้ KCl 0.5 กรัม MgSO4.7H2O 0.5 กรัม (NH4)2HPO4 2.5 กรัม 
NaH2PO4 0.5 กรัม CaCl2.2H2O 0.01 กรัมFeSO4.7H2O 0.01 กรัม ZnSO4.7H2O 0.002 กรัม 
และ birch wood xylan 1.0 กรัม เปนการเพิ่มความชื้นใหกับซับสเตรทกับการหมักแบบอาหาร
เหลวโดยใชอาหารเหมือนกัน ยกเวน รําขาวสาลี พบวา ทั้ง 34 สายพันธุสามารถใหผลผลิตไซลาเน
สจากการหมักแบบอาหารแข็งมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว ดังแสดงในตารางที่ 2.5 ซึ่ง
สอดคลองกับผลของ Malarvizhi  (2003) ที่สามารถเพิ่มผลผลิตของไซลาเนสดวยเช้ือ 
Ganoderma lucidum จากการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน ได
ผลผลิตเพิ่มข้ึนประมาณ 30 เทาเมื่อเทียบกับผลผลิตที่ไดจากการหมักแบบอาหารเหลว  

 Vintila และคณะ (2009) ทําการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการผลิตและประสิทธิภาพของ
กระบวนการหมักแบบอาหารแข็งกับแบบอาหารเหลวมีขาวสาลีเปนแหลงคารบอนในการผลิต
เซลลูเลสโดยรา Trichoderma 2 สายพันธุ ไดแก T. viride ATCC13.631 กับ T. viride CMGB1 
และคัดเลือกสายพันธุยีสตที่สามารถใชน้ําตาลผลิตเอทานอลในสภาวะที่อุณหภูมิสูงไดดี พบวา
การใช T. viride ATCC13.631 ในการหมักแบบอาหารแข็งใหประสิทธิภาพสูงถึง 660 เปอรเซ็นต 
และดวย T. viride CMGB1 ใหคาประสิทธิภาพ 455 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคามากกวาการหมักแบบ
อาหารเหลวทั้งคู แต T. viride CMGB1 ใหผลผลิตเซลลูเลส 158 FPU ซึ่งมากกวา  T. viride 
ATCC13.631 ที่ใหผลผลิตเซลลูเลส 99 FPU ในการหมักแบบอาหารแข็งในระดับหองปฏิบัติการ 
และพบวาเซลลูเลสสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดอยูที่ 3.18 FPU/ml  ที่อุณหภูมิ  
50 องศาเซลเซียส คากรด-ดาง 4.8 แตความสามารถในการทํางานของเอนไซมลดลงอยูที่ 2.56  
และ 1.87 FPU/ml เมื่ออุณหภูมิอยูที่ 40 องศาเซลเซียสและ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ แตยีสต
ที่คัดเลือกไดมีความสามารถในการผลิตเอทานอลไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ซึ่งยีสตทุก
สายพันธุจะถูกยับยั้งที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จากผลการทดลองท่ีไดมานั้น สรุปไดวา การ
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ผลิตเซลลูเลสดวยการหมักแบบอาหารแข็งนั้น มีคาการใชจายที่ถูกกวาการหมักแบบอาหารเหลว 
เอนไซมที่ไดสามารถนําไปใชยอยพวกลิกโนเซลลูโลสไดดี 

 Yang และ Wang (1999) ทําการศึกษาอิทธิพลของการหมักแบบอาหารแข็งและอาหาร
เหลวที่มีตอการผลิตโปรติเอส (protease) และอะไมเลส (amylase) ดวย Streptomyces rimosus 
TM-55 ในสวนของการหมัแบบอาหารเหลวนั้น พบวาโปรติเอสมีแอคติวิตีที่ชั่วโมง 12 และสูงสุดที่ 
166 และคากรด-ดางลดลงจาก 6.7 ไปเปน 6.1 หลังชั่วโมงที่ 24 และเพิ่มข้ึนถึง 8.2 ที่ชั่วโมงที่ 480 
แตละกรัมของแปงใหผลผลิตของโปรติเอส 17.4 ยูนิต (แตละมิลลิลตรของของเหลวที่ไดจากการ
หมักจะสนับสนุนใหเกิดการผลิตโปรทิเอส 0.4 ยูนิต) สวนอะไมเลสเร่ิมสรางช่ัวโมงที่ 6 และสูงสุดที่
ชั่วโมงที่ 48 แตละกรัมของแปงสนับสนุนการผลิตอะไมเลส 691.3 ยูนิต (แตละมิลลิลตรของ
ของเหลวที่ไดจากการหมักจะสนับสนุนใหเกิดการผลิตอะไมเลส 15.9 ยูนิต) สวนการหมักแบบ
อาหารแข็ง พบวาโปรติเอสเร่ิมมีแอค ติวิตีที่ชั่วโมง 24 และสูงสุดที่ 232 แตละกรัมของแปงให
ผลผลิตของโปรทิเอส 26.7 ยูนิต (หนึ่งกรัมของซับสเตรทแหงสนับสนุนใหเกิดการผลิตโปรติเอส 
15.8 ยูนิต) สวนอะไมเลสเร่ิมสรางช่ัวโมงที่ 24 และสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 180 แตละกรัมของแปง
สนับสนุนการผลิตอะไมเลส 2642.7  ยูนิต (หนึ่งกรัมแหงของซับสเตรทสนับสนุนใหเกิดการผลิตอะ
ไมเลส1565 ยูนิต) ซึ่งคาที่ไดมานี่บงบอกถึงความแตกตางในการผลิตโปรติเอสและอะไมเลส 
ระหวางการหมักแบบอาหารแข็งกับการหมักแบบอาหารเหลว อยางมีนัยสําคัญอยางมาก อาหาร
เล้ียงเชื้อในการหมักแบบอาหารเหลวประกอบดวยแปง 22.4 ถึง 23.6 กรัมตอลิตร สวนการหมัก
แบบของแข็ง มีแปงอยูในซับสเตรทประมาณ 103.8 ถึง 166 กรัมตอลิตร (ความหนาแนนสวนใหญ
ของอาหารแข็งอยูระหวาง 0.5-0.8 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตรในน้ําหนกัเปยกทีม่ีความชื้นอยูที ่65 
เปอรเซ็นต) ดังนั้นอัตราการผลิตตอกรัมแปงของโปรติเอสและอะไมเลสในการหมักแบบอาหารแข็ง
เทากับ 53.4 และ 282.3 เปอรเซ็นต ซึ่งมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว ซึ่งผลการทดลองที่ได
แสดงใหเห็นวา ความเขมขนของซับเสตรทสูงในการหมักแบบอาหารแข็งสนับสนุนการสราง
เอนไซม ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Chahal (1985) ที่ผลิตเซลลูเลสดวย Trichoderma 
reesei พบวาอัตราการผลิตเซลลูเลสตอกรัมซับสเตรทในการหมักแบบอาหารแข็งเทากับ 72 
เปอรเซ็นต ซึ่งมากกวาการหมักแบบอาหารเหลว อัตราการผลิตอะไมเลสในการหมักแบบอาหาร
แข็งมากกวาในอาหารเหลวถึง 2.82 เทา 
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ตารางที่ 2.4 แสดงขอดีกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งและอาหารเหลว 

การหมกัแบบอาหารแข็ง การหมกัแบบอาหารเหลว 

– สามารถใชวัตถุดิบเปนสารอาหารและเปน
แหลงที่จุลินทรียเกาะติดไดโดยตรง 

– สามารถใชแมแบบ (matrices) หรือตัวคํ้าจุน
ไดมากมายกวางขวาง เชน ขนาด กลไกการ
ตานทาน ความพรุน 

– มีตนทุนตํ่า 
– ใชพลังงานในกระบวนการผลิตนอย 
– กระบวนการเก็บเกี่ยวผลผลิตมีราคาไมสูง (ใน

กรณีที่จําเปนตองมีการสกัดผลผลิตออกมาคือ
ใชสารละลายในปริมาณนอยและราคาในการ
เก็บเกี่ยวตํ่ากวาการหมักแบบอาหารเหลว) 

– ใชน้ําในปริมาณนอย ทําใหมีเกิดน้ําเสียนอย
ดวย 

– มี ศั กยภาพ กํ า ลั งกา รผ ลิต สู ง  (potential 
higher volumetric productivity) 

– ควบคุมการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอ่ืนได
งาย 

– อาหารที่ใชในกระบวนการหมักมีองคประกอบ
ที่ไมซับซอนและหาไดงาย 

 

– เนื่องจากสวนมากอาหารที่ใชอยูในรูปของ
สารละลายสมบูรณทําใหซับสเตรทสัมผัสกับ
เชื้อไดอยางทั่วถึงเทากันทุกบริเวณ 

– ติดตามการเจริญเติบโตและการคํานวณหา
ปริมาณมวลชีวภาพไดงาย 

– ควบคุมคาความเปนกรด-ดางไดงาย  
– การใหอากาศทําไดงาย เนื่องจากในระบบมนี้าํ

ปริมาณมากทําใหออกซิเจนละลายไดดี 
– มีการถายเทความรอนที่ดี 
– ใชระยะเวลาในการหมักนอย 
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ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบผลผลิตไซลาเนสจากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งกับ
อาหารเหลวของรา 34 สายพันธุ 

Serial 
No. Name of Strain 

Xylanase IU / gram dried substrate
Solid state 

fermentation 
Submerge 

fermentation 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 

Aspergillus niger SBS3
A. niger SBS6A.  
niger SBS8 
A. niger SBS14 
A. niger SBS19 
A. niger SBS24 
A. niger SBS28 
A. niger SBS47 
A. niger SBS57 
A. niger SBS66 
Aspergillus flavus SBS 44 
A. flavus SBS65 
A. flavus SBS68 
Aspergillus fumigatus SBS58 
A. fumigatus SBS62 
A. fumigatus SBS63 
Aspergillus ochraceous SBS4 
A. ochraceuos SBS16 
A. ochraceous SBS35 
Aspergillus sydowii SBS45 
Penicillium sp. SBS2 
Penicillium sp. SBS10 
Penicillium sp. SBS32 

724
689 
644 
742 
630 
639 
408 
735 
753 
719 
738 
191 
650 
608 
613 
587 
489 
639 
590 
543 
751 
554 
591 

33 
35 
35 
24 
39 
38 
39 
32 
27 
22 
31 
6 

30 
38 
38 
20 
10 
32 
36 
40 
2 

27 
1 
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ตารางที่ 2.5 เปรียบเทียบผลผลิตไซลาเนสจากกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งกับ
อาหารเหลวของรา 34 สายพันธุ (ตอ) 

Serial 
No. 

Name of Strain 

Xylanase IU / gram dried substrate

Solid state 
fermentation 

Submerge 
fermentation 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

Penicillium sp.SBS52

Penicillium citrinum SBS 22 

P citrinum SBS26 

P. citrinum SBS51 

P citrinum SBS53 

Penicillium janthenellum SBS18 

Trichderma sp.SBS56 

Trichodermasp. SBS60 

Trichodermasp. SBS64 

Trichoderma sp.SBS67 

Gliocladium sp.SBS13 

696

40 

739 

215 

221 

666 

325 

564 

361 

625 

428 

15 

29 

30 

16 

12 

26 

35 

24 

7 

17 

34 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Nair และคณะ (2008) 

2.5.2 การหาปริมาณเซลลทางออม 

 ชีวมวลของรา (fungal biomass) เปนหนึ่งในปจจัยที่สําคัญอยางเห็นไดชัดสําหรับการ
วิเคราะหในกระบวนการหมัก แตการวิเคราะหปริมาณชีวมวลของราโดยตรงในกระบวนการหมัก
แบบอาหารแข็งนั้น เปนส่ิงที่ทําไดยุงยากมาก เนื่องจากเสนใยของราเจริญสอดแทรกเขาไปใน
บริเวณชองวางของอาหารแข็ง ทําใหยากตอการแยกออกจากกันได ดังนั้น วิธีการติดตามชีวมวล
ของราในกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งจึงนิยมใชการวิเคราะหทางออม โดยการวิเคราะห
องคประกอบที่มีอยูในเสนใย (mycelia) เชน กลูโคซามีน (glucosamine)  เออกอสเตอรอล 
(ergosterol) ATP หรือ กรดนิวคลีอิก (nucleic acids) และยังไดมีการใชวิธีการวัดทางกิจกรรม
ทางชีวภาพ เชน กิจกรรมเอนไซม  (enzymatic activity) อัตราการหายใจ (respiration rate) หรือ
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อัตราการบริโภคสารอาหาร (nutrient consumption rate) จากการรายงานของ 
Desgranges,(1991) ไดยืนยันวา วิธีการวิเคราะหหาปริมาณกลูโคซามีน เปนตัวบงชี้ชีวมวลที่ดี 

 กลูโคซามีน (C6H13NO5) เปนน้ําตาลอะมิโนและเปนสารต้ังตนที่สําคัญตัวหนึ่งในการ
สังเคราะหทางชีวเคมีของไกลโคซีเลทโปรตีนและลิปด กลูโคซามีนเปนสวนหนึ่งที่อยูในโครงสราง
ของโพลีแชคคาไรด ไคโตซานและไคตินที่พบอยูในผนังเซลลของรา 

 Sparringa และ Owens (1999) ไดศึกษาการเจริญเติบโตของ Rhizopus oligosporus 
NRRL2710 ในภาวะที่มีสวนประกอบอาหารและขนาดของไมซีเลียมเพลเล็ท (Mycelial pellets) ที่
แตกตางกัน โดยใชกลูโคซามีนเปนตัวบงชี้ถึงปริมาณชีวมวลของราดวยวิธีของ Ride (1972) พบวา 
ขนาดของ mycelial pellets ที่มีขนาดใหญ ราสามารถเจริญเติบโตไดมากกวาในระยะเวลาท่ี
เทากัน โดยขนาดของ mycelial pellets ที่เล้ียงในอาหารเหลว sabouraud dextrose ที่มีเสนผาน
ศูนยกลางตํ่ากวา 5 มิลลิเมตรใหปริมาณของกลูโคซามีน 51 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหงชีวมวล 
ในขณะที่ขนาดของ mycelial pellets ที่อยูระหวาง 16-35 มิลลิเมตรใหปริมาณกลูโคซามีน 107 
กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหงชีวมวล โดยใชเวลาเล้ียง 72 ชั่วโมงเทากัน และพบวาองคประกอบของ
อาหารก็มีผลตอการเจริญเติบโต โดยราเจริญเติบโตบนอาหารแข็ง sabouraud dextrose ไดดีกวา 
soymilk โดยวิเคราะหปริมาณกลูโคซามีนที่ไดจากราที่เจริญอยูบนอาหารแข็ง sabouraud 
dextrose ได 111 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหงชีวมวลและ 82 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักแหงชีวมวล
จากราที่เจริญบนอาหารแข็ง soymilk ใชเวลาเล้ียง 24 ชั่วโมง ซึ่งถือวาการวิเคราะหปริมาณกลูโค
ซามีนเหมือนกับการวิเคราะหปริมาณราโดยตรง ซึ่งอาจจะมีอัตราการผันผวนไปบาง 4 เปอรเซ็นต
สําหรับ mycelial pellets และ 11 เปอรเซ็นตสําหรับ mycelium ที่เจริญอยูบนอาหารวุนโดยการ
คํานวณเปล่ียนปริมาณกลูโคซามีนใหเปนปริมาณชีวมวล คือ 1 กรัมกลูโคซามีน เทากับ 12 กรัมชีว
มวล  

 Scotti และคณะ (2001) ใชวิธีการวัดปริมาณกลูโคซามีนในการหาปริมาณชีวมวลของ 
Cunninghamella elegans ที่เจริญเติบในสภาวะการหมักแบบอาหารแข็งและการหมักแบบ
อาหารเหลวที่สามารถเก็บเซลลไดโดยตรง พบวาปริมาณกลูโคซามีนที่วิเคราะหได มีปริมาณเกือบ
คงที่ทุกชวงระยะเวลาการหมัก และปริมาณกลูโคซามีนที่วิเคราะหไดจากเซลลที่เจริญในอาหาร
เหลวและอาหารแข็งมีคาใกลเคียงกัน กลูโคซามีนจึงเปนตัวบงชี้ถึงปริมาณชีวมวลทางออมที่ดี 
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2.5.3 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตผลิตภัณฑของจุลินทรียในการหมัก
แบบอาหารแข็ง 

2.5.3.1 ปริมาณความชื้นของซับสเตรท 

 ปริมาณความชื้นเปนปจจัยที่สําคัญมากตอกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง เพราะตัว
แปรนี้มีผลตอการเจริญเติบโต การสังเคราะหชีวสาร และการปลดปลอยสารเมแทบอไลท ปริมาณ
ความชื้นที่ตํ่าเปนตนเหตุใหความสามารถในการละลายของสารอาหารที่อยูในซับสเตรทลดลง ลด
ระดับการบวมน้ําและเพิ่ม แรงตึงผิวของน้ํา (water tension) ใหสูงข้ึน ซึ่งจะทําใหเซลลไดปริมาณ
สารอาหารที่จะนําไปใชเปนสารต้ันตนในการสรางผลิตภัณฑและเพื่อการเจริญเติบไดนอยลงตาม
ไปดวย แตถาปริมาณความช้ืนสูงมากเกินไป จะทําให ความมีรูพรุน (porosity) ลดลง ทําใหการ
เคล่ือนที่ของออกซิเจนถูกจํากัด รา R.oryzae เปนราตองการอากาศในการเจริญเติบโต จึงสงผล
ตอการเจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑ อีกทั้งยังเปนการเพ่ิมความเส่ียงตอการปนเปอน
แบคทีเรียที่ไมตองการ ปริมาณความชื้นที่เหมาะสมข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรียและลักษณะ
รูปแบบของอาหารแข็งที่ใช  

 Oriol และคณะ (1988) แสดงผลการทดลองปจจัยความชื้นที่มีผลตอการเจริญของ 
Aspergillus niger ในสภาวะการหมักแบบอาหารแข็ง โดยใชแปงมันสําปะหลังดิบและชานออย ที่
มีปริมาณความชื้นเร่ิมตนที่แตกตางกัน พบวา ปริมาณเซลล การบริโภคซับสเตรท และการ
เปล่ียนแปลงของซับสเตรท (Substrate conversion: consumed substrate/initial substrate) 
เพิ่มข้ึนเม่ือปริมาณความช้ืนเร่ิมตนของซับสเตรทเพิ่มข้ึน โดยในการทดลองท่ีปริมาณความชื้นของ
ซับสเตรท 42 เปอรเซ็นตซึ่งเปนคาตํ่าสุดที่ใชในการทดลอง ไดน้ําหนักแหงของรา 0.123 กรัม ตอ
กรัมแหงเร่ิมตนของซับสเตรท มีอัตราการนําไปใชซับสเตรทอยูที่ 0.233 กรัมตอกรัมแหงเร่ิมตนของ
ซับสเตรท และ การเปลี่ยนซับสเตรท 33.2 เปอรเซ็นต ในขณะที่ความชื้นเร่ิมตนของซับสเตรทที่ใช
สูงสุดในการทดลองคือ 70 เปอรเซ็นต ไดปริมาณน้ําหนักแหงของรา 0.339 กรัม ตอกรัมแหง
เร่ิมตนของซับสเตรท มีอัตราการการนําไปใชซับสเตรทอยูที่ 0.558 กรัมตอกรัมแหงเร่ิมตนของซับส
เตรท และการเปล่ียนซับสเตรท 79.5 เปอรเซ็นต 

 Corona และคณะ (2005) ไดศึกษาถึงอิทธิพลของ water activity ตอการเจริญเติบโตของ 
Gibberella fujikuroi และการผลิตกรดจิบเบอเรลลิก (gibberellic acid) พบวาคาของคาวอเตอร
แอคติวิตี (water activity, aw) มีผลตอการเจริญเติบโตของ  Gibberella fujikuroi อยางเห็นไดชัด 
พบวาอัตราการเจริญเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนกระทั่งถึงชวงที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของรา
มากที่สุดอยูที่คาวอเตอรแอคติวิตีระหวาง 0.985-0.995  และเร่ิมมีแนวโนมลดลงหลังจากนั้น และ
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พบวาผลผลิตของกรดจิบเบอเรลลิกสูงสุด ในสภาวะท่ีมีคาวอเตอรแอคติวิตีอยูที่ 1- 0.98 ซึ่งเปน
จุดเดียวกับการเจริญเติบโตของราสูงสุดเชนกัน 

2.5.3.2 การใหอากาศและการแพรของสารอาหาร (aeration and nutrients diffusion) 

 ในการหมักแบบอาหารแข็ง ลักษณะโครงสรางทางกายภาพของของแข็งและสถานะ
ของเหลว(liquid phase)ในระบบมีอิทธิพลตอการแพรของกาซและสารอาหาร การแพรของกาชมี
หลักการการใหอากาศที่จําเปนอยู 2 หลักการ คือ การใหออกซิเจนเขาไปสูในกระบวนการเมแทบอ
ลิซึมในเซลลและการกําจัดคารบอนไดออกไซด ความรอน ไอน้ํา และสารที่ระเหยไดที่ผลิตข้ึน
ระหวางการเมแทบอลิซึมออกไป การแลกเปล่ียนของออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดระหวาง
สถานะของแข็งกับสถานะกาชนั้นเกิดข้ึนทั้งสวนขางในและขางนอกของอนุภาค ข้ึนอยูกับปริมาณ
ของพ้ืนที่ผิวหนาที่สัมผัสกันระหวางสองสถานะ (phase) เชน ชองวางระหวางโครงสรางภายใน 
ขนาดของรูพรุนและขนาดของช้ินสวนซับสเตรท การเพิ่มอากาศสามารถทําไดโดยการใหอากาศที่
ปลอดเช้ือและการกวน หรือเพิ่มความช้ืนใหกับซับสเตรท แตโดยทั่วไป การแพรของกาซสามารถ
เพิ่มข้ึนไดดวยเพิ่มขนาดของรูพรุนและลดขนาดช้ึนสวนซับสเตรท การแพรของสารอาหารเกิดข้ึนที่
เกิดข้ึนระหวางอนุภาค (intraparticular level) ของตัวคํ้าจุน ประกอบดวยการแพรของสารอาหาร
ไปสูเซลลและการยอยซับสเตรทดวยเอนไซมที่จุลินทรียผลิตข้ึนมา โดยการยอยจะเกิดข้ึนที่บริเวณ
ผิวหนาของซับสเตรทเปนหลัก กระบวนการแพรของสารอาหาร มีความสําคัญมากในแบคทีเรีย
และยีสตในการหมักแบบอาหารแข็ง แตมักไมคอยเกิดปญหามากนักในการเลี้ยงราเพราะไมซี
เลียมสามารถเจริญเขาไปขางในโครงสรางของแข็งได 

2.5.3.3 อุณหภูมิ 

 อุณหภูมิที่เพิ่มข้ึนในการหมักแบบอาหารแข็งเปนผลที่เกิดจากกิจกรรมทางเมแทบอลิซึม 
(metabolic activity) หากการกําจัดความรอนที่เกิดข้ึนจากกิจกรรมดังกลาวไมเพียงพอ จะสงผล
กระทบตอการงอกของสปอร การเจริญเติบโตของราและการสรางผลิตภัณฑโดยตรง การหมักแบบ
อาหารแข็งมีการถายเทความรอนที่ตํ่ามาก เพราะถูกจํากัดดวยตัวซับสเตรทที่ใช การถายเทความ
รอนทั้งหมด (overall heat transfer) ข้ึนอยูกับอัตราการถายเทความรอนขางในและขางนอกของ
อนุภาค และอัตราการถายเทความรอนตรงสวนที่เปนผิวหนาของอนุภาคกับบริเวณสวนที่อยูใน
สถานะกาซ การควบคุมอุณหภูมิเปนส่ิงที่ยากมากในการหมักแบบอาหารแข็งมากกวาการหมัก
แบบอาหารเหลว ดังนั้นวิธีการที่ใชในการควบคุมอุณหภูมิในการหมักแบบอาหารเหลวจึงไม
เหมาะสมตอการหมักแบบอาหารแข็ง  การใหอากาศอยางเปนระบบและเหมาะสมเปนวิธีการหลัก
ที่ใชในการควบคุมอุณหภูมิของซับสเตรท แตอัตราการใหอากาศที่สูงจะมีผลตอการลด water 
activity ของซับสเตรทโดยสูญเสียไปทางการระเหยกลายเปนไอ การกวนก็สามารถชวยควบคุม
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อุณหภูมิไดเชนกัน สําหรับ R. oryzae NRRL395 นั้น อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก 
คือ 27 องศาเซลเซียส เม่ือใชมันฝร่ังเปนแหลงคารบอน (Liu และคณะ, 2005) ซึ่งอุณหภูมิที่นิยม
ใชในงานวิจัยอยูในชวง 27 – 35 องศาเซลเซียส (Zhou และคณะ, 2000; Huang และคณะ, 
2005b; Efremenko และคณะ, 2006) 

2.5.3.4 คาความเปนกรด-ดาง 

 การวัดและการควบคุมตัวแปรตัวนี้ในการหมักแบบอาหารแข็งเปนส่ิงที่ยากมาก
เชนเดียวกับการควบคุมอุณหภูมิ อยางไรก็ตาม ซับสเตรทที่นํามาใชนั้นสวนมากจะมีความ
ตานทานผลกระทบนี้อยูแลว เนื่องจากสวนประกอบที่ซับซอนทางเคมีของตัวซับสเตรทเอง ซึ่งใน
กรณีนี้การควบคุมคากรด-ดาง จึงไมสําคัญมาก เมื่อใดที่สามารถควบคุมปจจัยตัวนี้ไดโดยการเติม
สารละลายบัฟเฟอร (buffering solutions) ที่อยูในสถานะของเหลวเขาไป แตวิธีการนี้อาจใชไมได
ดีเมื่อมีการขยายขนาดใหใหญข้ึน เนื่องจากซับสเตรทมากข้ึน ทําใหความหนา หรือซับสเตรท
รวมตัวกันเปนกอนมากข้ึน อาจทําใหสารละลายบัฟเฟอรที่ใสลงไปกระจายไมเทากันทุกบริเวณ คา
ความเปนกรด-ดางเปนปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติก คาความเปนกรด-ดางที่
เหมาะสม คือ  5.0 – 6.0 (Huang และคณะ, 2003) Tay และ Yang (2002) รายงานวา ปริมาณ
ของกรดแลกติก เอทานอลและกรดฟูมาริกจะลดลงเม่ือคาพีเอชลดลงจาก 6.0 เปน 4.0 ซึ่ง Miura 
และคณะ (2003) สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 93 กรัมตอลิตรที่พีเอช 6.0 – 6.5 Rosenberg 
และ Kristofikova (1995) พบวา คาพีเอชในชวง 4.8-6.0 ไมมีผลตอการผลิตผลิตภัณฑอ่ืนเชนกรด
มาลิกและกรดฟูมาริก เปนตน 

 Ellaiah และคณะ (2002) ไดทําการศึกษาอิทธิพลคาความเปนกรด-ดางที่มีตอการผลิตกลู
โคอะไมเลส ดวย Aspergillus sp. A3 โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอนแลวทําการปรับคา
ความเปนกรด-ดางเบ้ืองตนใหอยูในชวง 3.0-7.0  ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและโซเดียมไฮ
ดรอกไซดที่มีความเขมขน 1 โมลาร ปริมาณความชื้น 80 เปอรเซ็นต พบวา คาความเปนกรด-ดาง 
5.0 ใหผลผลิตกลูโคอะไมเลสไดมากสุด คือ 109 ยูนิตตอกรัม และพบวาเม่ือคาความเปนกรด-ดาง
สูงหรือตํ่ากวาคาที่เหมาะสม จะสงผลตอการผลิตกลูโคอะไมเลสโดย Aspergillus sp. A3 
เนื่องจากกิจกรรมทางเมแทบอลิซึมของจุลินทรียไวตอการในการเปลี่ยนแปลงคากรด-ดาง  

2.5.3.5 การประยุกตใชการหมักแบบอาหารแข็ง 

 การหมักแบบอาหารแข็งถูกนําไปใชในการผลิตผลิตภัณฑตางๆ ทางอุตสาหกรรม เชน 
การผลิตอาหารสัตวที่มีคุณคาทางอาหารสูงข้ึน  ไคโตซาน สารประกอบพวกอะโรมาติก เปนตน ดัง
แสดงผลิตภัณฑตาง ๆ ในตารางที่ 2.6 นอกจากนี้แลว ยังมีการประยุกตเพื่อนํามาใชงานในดาน
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อ่ืนๆ อีก เชน นํามาใชในการบําบัดและการยอยสลายสารประกอบท่ีมีอันตรายทางชีวภาพ 
(bioremediation and biodegradation) การทําลายพิษทางธรรมชาติ (biological 
detoxification) ที่มีอยูในของเสียทางเกษตรกรรม การแปรรูปของเสียทางชีวภาพของชีวมวล เชน 
กากหรือเศษวัสดุเหลือใชทางการเกษตร การเปล่ียนแปลง (biotransformation) วัสดุที่มีมูลคาหรือ
คุณภาพตํ่าใหมีราคาและคุณภาพที่สูงข้ึน เชน การเพิ่มสารอาหารเขาไปในรําขาวโพดเพื่อใชเปน
อาหารสัตว นําไปใชเปนสารต้ังตนในการผลิตสารอินทรีย เอนไซม และผลิตภัณฑทางเภสัชกรรม 
เปนตน  

ตารางที่ 2.6 การประยุกตใชการหมักแบบอาหารแข็งในทางชีวภาพ 

Sector Application Examples References
Agro-Food 
Industry 

Biotransformation of 
crop residues 

Traditional food fermented 
(Koji, sake, ragi, tempeh), 
protein enrichment and 
single cell protein 
production, mushrooms 
production. 

Pandey และคณะ (1988), 
Fan และคณะ (1999) 

 Food additives Aroma compounds, 
dyestuffs, essential fat and 
organic acids 

Medeiros และคณะ 
(2000), Soares และคณะ 
(2000)  

Environmental 
control 

Bioremediation and 
biodegradation of 
hazardous 
compounds 

Caffeinated residues, 
pesticides, 
polychlorinated biphenyls 
(PCBs) 

Leifa และคณะ (2000), 
Ried และคณะ (2000), 
Sera และคณะ (2000) 

 Biological 
detoxification of 
agro-industrial 
wastes 

Coffee pulp, cassava peels, 
canola meal, coffee husk 

Soccol และคณะ (2001), 
Fan และคณะ (2001) 
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ตารางที่ 2.6 การประยุกตใชการหมักแบบอาหารแข็งในทางชีวภาพ (ตอ) 

Sector Application Examples References
Industrial 
fermentation 

Enzymes 
production 

Amylases, 
amyloglucosidase, 
cellulases, proteases, 
pectinases, xylanases, 
glucoamylases 

Germanoและคณะ 
(1998), Castilho และ
คณะ (2000), Souza และ
คณะ (2001) 

 Bioactive products
Organic acid 
production 

Mycotoxins, gibberellins, 
alkaloids, antibiotics, 
hormones, Citric acid, 
fumaric acid, fumaric acid, 
itaconic acid, lactic acid 

Vandenberghe และคณะ 
(2000), Soccol และคณะ 
(1994), (1998) 

 Biofuel Ethanol production Yang และคณะ (2008), 
Vintila และคณะ (2009) 

 Miscellaneous 
compounds 

Pigments, biosurfactants, 
vitamins, Xantham 

Makkar และคณะ (1999), 
Stedansky และคณะ 
(1999),  Shih และคณะ 
(2008) 

 
2.6 กากมันสําปะหลัง  

 มันสําปะหลัง (cassava, tapioca, manioc, mandioca หรือ yuca) มีชื่อสามัญหรือชื่อที่
เรียกทั่วไปเปนภาษาอังกฤษวา cassava หรือ tapioca ในประเทศบราซิลและอารเจนตินา เรียกวา 
madioca ลักษณะทางพฤกษศาสตรของมันสําปะหลังเปนไมพุมยืนตน มีอายุอยูไดหลายป 
ลักษณะลําตนสูงแตกตางกันตามพันธุ และสภาพแวดลอมโดยอาจสูงถึง 1-5 เมตร ลักษณะของ
ใบมันสําปะหลังเปนแบบใบเด่ียว (single leaf)  สีของใบแตกตางกันตามพันธุเชนเดียวกับสีของลํา
ตน ระบบรากของมันสําปะหลังสามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก รากจริง (true or wiry root) และ
รากสะสม (modified or storages roots) รากสะสมนี้จะเจริญกลายเปนหัวมันสําปะหลัง 
โดยทั่วไปในตนมันสําปะหลังตนหนึ่งจะมีรากสะสมอาหารหรือหัวอยูประมาณ 5-20  หัวตอตน มัน
สําปะหลังเปนพืชที่เก็บสะสมอาหารไวในราก เม่ือพืชมีการสรางอาหารจากใบและสวนเปนสีเขียว
แลว จะสะสมในรูปของคารโบไฮเดรต คือ แปง ไวในราก จะเห็นวาองคประกอบสวนใหญในราก
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นั้นนอกจากน้ําแลวคือแปง ซึ่งมีถึงรอยละ 70-80 เปอรเซ็นต เมื่อหัวมันสําปะหลังถูกนําเขาสู
กระบวนการเพื่อเปล่ียนใหเปนแปงมันสําปะหลังดิบจะมีสวนที่เปนกากที่เหลือออกมา 

 กากมันสําปะหลัง (cassava pulp) เปนของแข็งที่เหลือจากกระบวนการผลิตแปงมัน
สําปะหลัง (ประมาณ 1 ถึง 1.5 ลานตันกากแหงตอป) และยังคงมีแปงเปนองคประกอบหลักอยูสูง 
(ประมาณรอยละ 50-60 โดยน้ําหนักแหง ทั้งนี้ข้ึนอยูกับคุณภาพหัวมันและกระบวนการผลิตแปง
มันสําปะหลังของโรงงาน) รองลงมาคือพวกเสนใย (fiber) อยูประมาณ 30 เปอรเซ็นตของน้ําหนัก
แหง 

 2.6.1 โครงสรางของแปง 

 แปง (starch) เปนโฮโมโพลีแช็คคาไรด (Homopolysaccharide)  ที่ไดจากกระบวนการ
สังเคราะหแสงของพืช ประกอบดวยหนวยยอย คือ กลูโคส ซึ่งจะถูกเก็บสะสมไวที่สวนตางๆ ของ
พืช ไดแก ราก  ลําตนใตดิน ผล และเมล็ด ในธรรมชาติจะพบอยูในรูปเม็ดแปง แปงประกอบดวย
พอลิเมอร 2 ชนิด ไดแก 

 1. อะไมโลส (amylose) มีอยูในแปงประมาณ 10-25% ประกอบดวยกลูโคสที่เช่ือมตอกัน
ดวยพันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก เปนสายยาวไมแตกกิ่งหรือแขนง ดังแสดงในภาพที่ 2.8 จึงขดเปน
เกลียว helix  อะไมโลสเปนผงสีขาว ไมมีรสหวาน เมื่ออยูในน้ําจะมีสีขุนขาว ทําปฏิกิริยากับ
สารละลายไอโอดีนใหสีน้ําเงินเขม เกิดจากการที่โมเลกุลของไอโอดีนแทรก (intercalate) เขาไป
ระหวางเกลียว helix ของอะไมโลส ทําใหเกิดสีมวงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.8 โครงสรางของอะไมโลส(amylose) 

  



39 

 

2. อะไมโลเพกติน (amylopectin) ประกอบดวยกลูโคสที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก 
และมีการแตกก่ิงที่เชื่อมตอกันดวยพันธะ α-1, 6 -ไกลโคซิดิก ทําใหมีโครงสรางเปนกิ่ง ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.9 เมื่อทําปฏิกิริยากับสารละลายไอโอดีนจะใหสีมวงแดง เนื่องจากมีการแตกกิ่งจํานวน
มาก ทําใหไอโอดีนที่แทรกซืมเขาไปติดไดในปริมาณนอย ทําใหเกิดสีมวงแดงข้ึนมา 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.9 โครงสรางของอะไมโลเพติน (amylopectin) 

2.6.2 เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยโมเลกุลของแปง 

 เอนไซมที่สามารถยอยแปงไดคือ อะไมเลส เปนเอนไซมที่มีหลายชนิด สามารถแบง
ออกเปนกลุมใหญๆได 3 กลุม ไดแก  

 2.6.2.1.แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) 

 ชื่อตามระบบ α-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1 เปนพวกเอนโดเอนไซม 
(endoenzyme) ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพันธะแอลฟา-1, 4 กลูโคซิดิก ระหวาง
โมเลกุลกลูโคสภายในสวนของอะไมโลสและอะไมโลเพคติดภายในโมเลกุลของแปง ไดเปนพวกโอ
ลิโกแชคคาไรค(oligosaccharide) และแอลฟา–ลิมิท-เด็กตริน (α-limit-dextrins) ออกมา 

 2.6.2.2.บีตา-อะไมเลส (β-amylase) 

 ชื่อตามระบบ α-1,4-glucan maltohydrolase, EC 3.2.1.2  มีความจําเพาะเจาะจงตอ
การยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกของแปงที่ตําแหนงแอลฟา-1,4ในลักษณะการตัดสายพอลิเมอร
อยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดานไมมีหมูรีดิวซ เขาไปสูภายในสายคร้ังละ 2 หนวยของโมเลกุล
กูลโคส และจะหยุดปฏิกิริยาทันทีที่พบพันธะแอลฟา-1,6 ไกลโคซิดิก  

 2.6.2.3. แกมมา-อะไมเลส (λ-amylase) หรือกลูโคอะไมเลส (glucoamylase) หรืออะมิ
โลกลูโคซิเดส (amiloglucosidase) 
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 ชื่อตามระบบ λ-1,4-glucan glucohydrolase, EC 3.2.1.3 เปนพวกเอ็กโซเอนไซม 
(exoenzyme) มีความจําเพาะเจาะจงตอการยอยสลายพนัธะพนัธะ α-1, 4 และ α-1, 6 กลูโคซิดิก 
โดยจะทําการตัดโมเลกุลของกลูโคสที่ตําแหนงปลายของอะไมโลสและอะไมโลเพคติด ในลักษณะ
การตัดสายพอลิเมอรอยางเปนระเบียบจากปลายสาย ดานไมมีหมูรีดิวซเขาไปสูภายในสายคร้ังละ
หนวยของโมเลกุลกูลโคส ดังนั้นผลผลิตที่ไดจะเปนกลูโคสเพียวอยางเดียว  

2.6.3 สวนประกอบอ่ืนๆของไฟเบอร ในกากมันสําปะหลัง 

 2.6.3.1 เซลลูโลส (Cellulose)  พบในผนังเซลล (cell wall) ของพืช เปนพอลิเมอรของ β–
D-กลูโคส เช่ือมตอกันดวยพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก ซึ่งตางจากพอลิเมอรของอะไมโลสและอะไม
เพกติน พันธะ β-1, 4 ไกลโคซิดิก ทําใหพอลิเมอรของเซลลูโลสมีลักษณะยืดออกไปเปนเสนตรง 
ในขณะที่พันธะ α-1, 4-ไกลโคซิดิก จะทําใหเกิดการขดเปนวง (helix) นอกจากนี้การเกิดพันธะ 
อินเตอร- และ อินตรา- เชน ไฮโดรเจน (inter- and intra-hydrogen bond) ทําใหเซลลูโลสมีความ
แข็งแรง และทนแรงดึงไดสูง เซลลูโลสจะถูกสลายดวยเซลลูเลสซ่ึงจะไดเปนกลูโคสออกมา 

 2.6.3.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)   เปนสวนประกอบของผนังเซลลพืช ประกอบดวย
โมเลกุลของน้ําตาลเชิงเด่ียว (monosaccharide) ชนิดตางๆ ต้ังแตสองชนิดข้ึนไปเปนจํานวน 100 
โมเลกุลที่มีคุณสมบัติในการละลายเหมือนกันคือ ละลายไดในสารละลายดาง น้ําตาลเชิงเด่ียวนี้
แบงไดเปน 2 ชนิดคือ เพนโทแซนส (pentosans) และ เฮกโซแชนสที่ไมใชเซลลูโลส (non 
cellulose hexosans) น้ําตาลเชิงเด่ียวที่พบมากในเฮมิเซลลูโลสคือ ดี-ไซแลนส (D-xylans)และ ดี-
กลูโค-ดีแมนแนนส (D-gluco-D-mannans) และมีไซดเซนสเปนน้ําตาลเชิงเด่ียวชนิดอ่ืนๆ เชน 
แอล-อะราบิโนส (L-arabinoses) 

 2.6.3.3 ลิกนิก (lignin) เปนสารประกอบพอลิเมอรไมมีรูปผลึก จะเกาะกันอยูในชั้น
ระหวางเสนใย (middle lamella) ซึ่งทําหนาที่ ยึดเกาะเสนใยเขาดวยกัน และมีบางสวนผสมอยูใน
เสนใยดวย โครงสรางพื้นฐานของลิกนินคือ ฟนิลโพรเพน (phenylpropane) หรือสาร ประกอบ
ไฮโดรคารบอนที่มีคารบอน 9 อะตอม ประมาณรอยละ 65–67เปนสารประกอบเชิงซอนที่มีนํ้าหนัก
โมเลกุลสูง  มักพบอยูรวมกับเซลลูโลส   ลิกนินไมละลายนํ้า  ไมมีสมบัติทางการยืดหยุน 
เพราะฉะนั้นจึงทํา ใหพืชที่มีลิกนินมากมีความแข็งแรงทนทาน เมื่อพืชตายลิกนินจะถูกยอยดวย
เอนไซมลิกเนส (Lignase) หรือลิกนินเนส(Ligninase) 

 เนื่องจากองคประกอบสวนใหญของกากมันสําปะหลัง คือ คารโบไฮเดรท  จึงมีความ
เปนไปไดสูงในการนํากากมันสําปะหลังกลับมาใชประโยชน โดยการแปรรูปกากมันสําปะหลังให
เปนสารละลายน้ําตาลกลูโคส เพื่อใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตพวกสารอินทรียตางๆ และ
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เอนไซม ไดมีการรายงานการนํากากมันสําประหลังมาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตผลิตภัณฑ
ตางๆ เชน รายงานของ Kosugi และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาการผลิตเอทานอลจากกากมัน
สําปะหลังดวยยีสตSaccharomyces cerevisiae Kyokai no.7 (strain K7) โดยการยอยแปงที่อยู
ในกากมันโดยใชเอนไซมทางการคา ไดแก แอลฟา-อะไมเลส กลูโคอะไมเลส และเซลลูเลสในการ
ยอยเสนใยเซลลูโลส เพื่อเปล่ียนใหเปนกลูโคส พบวา สามารถไดกลูโคส 37.2 กรัมตอลิตร จากการ
ใชกากมันสําปะหลัง 5 เปอรเซ็นต ในหนวยน้ําหนักตอปริมาตร ไดผลผลิตเอทานอล 0.50 กรัมตอ
กรัมซับสเตรท อัตราการผลิต 0.77 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง คิดเปนคา Yp/s เทากับ 98 เปอรเซ็นต 

 Hong และคณะ (2001) ทําการศึกษาการผลิตไฟเทส (phytase) โดยใชกากมันสําปะหลัง
รวมกับการเติมแรธาตุตางๆ ไดแก (กรัมตอกิโลกรัมกากมันสําปะหลัง) K2HPO4 0.1 MgSO4 0.5 
KCl 0.5 และ FeSO4 0.1 ดวย Aspergillus niger PD ภายใตการหมักแบบบนอาหารแข็ง ใน
ภาวะที่มีความช้ืน 65 เปอรเซ็นต ไดผลผลิตไฟเทส 6.73 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักแหง ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 

 Rattanachomsri และคณะ (2009) ใช crude multi-activity enzyme ซึ่งประกอบดวย
เซลลูเลส เพกทิเนส และเฮมิเซลลูเลสที่ไดจาก Aspergillus niger BCC17849 มาชวยยอยเสนใย
ที่เปนสวนประกอบของโครงสรางในกากมันสําปะหลัง เพื่อทําใหแปงที่อยูดานในหลุดออกมา ทํา
ใหไดกลูโคสและไซโลสในปริมาณ 716 และ 67 มิลลิกรัมตอกรัมของน้ําหนักกากมันสําปะหลัง 
แลวนําน้ําตาลที่ไดไปเปนสารต้ังตนในการผลิตเอทานอลดวยยีสต Candida tropicalis BCC7755 
สามารถผลิตเอทานอลได 14.3 กรัมตอลิตรจากกากมันสําปะหลัง 4 เปอรเซ็นตในหนวยน้าํหนกัตอ
ปริมาตร ไดอัตราการผลิต 0.48 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ซึ่งมีคาเทากับ 93.7% ของผลผลิตตาม
ทฤษฎีของแปงและเซลลูโลสทั้งหมด หรือเทากับ 85.4% ของน้ําตาลทั้งหมดที่สามารถนําไปใชใน
การหมักไดตามทฤษฎี 

 Pothiraj และคณะ (2006) ศึกษาการผลิตเซลลูเลสโดย Rhizopus stolonifer 
Aspergillus niger และ Aspergillus terreus โดยใชกากมันสําปะหลัง 20 กรัมใสน้ํากล่ัน 60 
มิลลิลิตรเพื่อใหมีปริมาณความชื้นอยูที่ 75 เปอรเซ็นต พบวา R. stolonifer สามารถนําเซลลูโลส
ไปใชถึง 94 เปอรเซ็นตภายใน 10 วัน รองลงมาคือ A. niger และ A. terreus นําไปใช 89 และ 88 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ และแอคติวิตีของเซลลูเลสสูงสุดจาก R. stolonifer อยูที่ 0.44 IU/ml และ 
A. niger and A. terreus มีแอคติวิตีเทากับ 0.12 and 0.1 IU/ml ตามลําดับ จากการผลการ
ทดลองแอคติวิตีที่สูงของ R.stolonifer อาจเนื่องมาจากกากมันสําปะหลังเปนแหลงอาหารที่
เหมาะสมสําหรับราชนิดนี้ ทําใหรามีการเจริญเติบโตไดดี สงผลใหมีการผลิตเซลลูเลสออกมาเพ่ือ
ยอยเซลลูโลสเพื่อใหไดสารอาหารที่สามารถนําไปใชในกระบวนการเมทาบอลิซึมได  
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2.7 ถังหมักสําหรับการหมักแบบอาหารแข็ง 

 ความแตกตางระหวางการหมักแบบอาหารแข็งกับการหมักแบบอาหารเหลวที่เห็นไดอยาง
ชัดเจนคือ ปริมาณของเหลวที่อยูในกระบวนการและซับสเตรท ในการหมักแบบอาหารแข็งการ
ถายเทเคล่ือนที่ของกาชระหวางอนุภาคอยูในปริมาณตํ่าเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักแบบอาหาร
เหลว ยังรวมถึงลักษณะของตัวคํ้าจุนที่แตกตางกันออกไป เชน  ขนาดของซับสเตรท รูปแบบ
โครงสรางและสวนประกอบที่หลากหลาย ความพรุนของซับสเตรท การตานทานเชิงกล 
(mechanical resistance) ความสามารถในการซึมน้ําของซับสเตรท และปจจัยอ่ืนๆ เชน อุณหภูมิ 
ปริมาณน้ํา ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา ซึ่งปจจัยที่กลาวมาทั้งหมดนี้มีอิทธิพลตอการ
ออกแบบถังหมักและระบบการควบคุมคาพารามิเตอรตาง ๆ อยางมาก รวมถึงกลไกการกวน และ
ระดับความตองการการปลอดเช้ือของกระบวนการหมัก มีสวนที่ตองคํานึงถึงการออกแบบถังหมัก
เชนกัน ในข้ันตอนการพัฒนาการหมักแบบอาหารแข็งนั้น จุดประสงคหลักในการออกแบบถังหมัก
ก็เพื่อใหมีการปฎิบัติงานที่ดี ซึ่งเม่ือเปรียบเทียบกับถังหมักที่ใชในการหมักแบบอาหารเหลวแลว
การศึกษาวิจัยและการปรับปรุงถังหมักที่ใชในการหมักแบบอาหารแข็งยังดอยพัฒนากวามาก ซึ่ง
การออกแบบถังหมักแบบอาหารแข็งในอุดมคติ ควรมีลักษณะดังนี้ (1) มีระบบที่สมบูรณแบบใน
การควบคุมอุณหภูมิ อัตราการใหอากาศ และความชื้น (2) มีการออกแบบระบบการปองกันการ
ปนเปอนไดอยางมีประสิทธิภาพ (3) สามารถทําใหทุกบริเวณพื้นที่มีความเปนเนื้อเดียวกัน เพื่อให
จุลินทรียสามารถที่จะเจริญเติบโตไดดีเทาๆกันในทุกๆบริเวณ (4) มีระบบที่สามารถกําจัดส่ิงที่เกิด
จากกระบวนการเมแทบอลิซึม เชน กาซคารบอนไดออกไซดไดดีและเร็ว (5) มีความปลอดภัยใน
การปฎิบัติงานและอํานวยความสะดวกในการขยายขนาด ซึ่งถาสามารถออกแบบถังหมัก
ประสิทธิภาพการทํางานสูงสําหรับการหมักแบบอาหารแข็ง ก็จะเปนการสงเสริมและพัฒนาการ
ผลิตผลิตภัณฑตาง ๆ ออกมาไดในปริมาณและคุณภาพที่สูงข้ึน  

 ปจจุบันถังหมักที่ใชในกรรมวิธีการหมักแบบอาหารแข็งนี้ มีหลายชนิด โดยสวนมากมัก
ข้ึนอยูกับวัตถุประสงคและขนาดของการหมักโดยตรง มีนักวิจัยที่ใชถังหมักแบบอาหารแข็งผลิต
ผลิตภัณฑ ตางๆ มากมาย ดังแสดงในตารางที่ 2.7 และตัวอยางในงานวิจัยของ Vandenberghe 
และคณะ (2004) ที่ศึกษาการผลิตกรดซิติก โดย Aspergillus niger LPB 21ในถังหมักแบบตางๆ 
ไดแก พบวา สามารถผลิตกรดซิติก 309, 263 และ269 กรัมตอกิโลกรัมแหงของกากมันสําปะหลัง
ที่ใชเปนอาหารสําหรับการหมัก ในถังหมักแบบ column fermentors, a tray bioreactor และ 
horizontal drum bioreactor ตามลําดับ ซึ่งผลผลิตของกรดซิติกที่ไดแตกตางกันนั้น เนื่องมาจาก
ถังหมักแตละชนิดมีความสามารถในการควบคุมปจจัยตางๆ เชน อุณหภูมิ ความชื้น การใหอากาศ 
ไดแตกตางกัน  ซึ่งถังหมักที่นิยมใชกันทั่วไป ไดแก 
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 ถังหมักแบบคอลัมน (column reactor) เปนถังหมักที่ประกอบดวยคอลัมนหลายๆอัน ที่
จะถูกบรรจุดวยอาหารกอนที่จะลงเชื้อ แลวนําไปวางไวใน water bath เพื่อควบคุมอุณหภูมิ ไอน้ํา
ที่เปนตัวเพิ่มความชื้นนั้นจะผานเขาไปในแตละคอลัมน นิยมใชกันอยางกวางขวางในระดับ
หองปฎิบัติการ  ดังแสดงลักษณะของถังหมักในภาพที่ 2.10 

 

 
ภาพที่ 2.10 ถังหมักแบบคอลัมน (column reactor) 

 ถังหมักแบบถาด (Tray Fermentor) สามารถทําไดจากไม ไมไผ โลหะหรือพลาสติก 
สวนลางของถาดเปนช้ันของตะแกรงเพื่ออากาศไหลผานไดงายสะดวกและเปนสวนที่ใหซับสเตรท
เกาะ แตละชั้นของถาดมีความความสูงประมาณ 30-50 มิลลิเมตร ซึ่งระหวางช้ันแตละช้ัน ควรมี
ชองวางที่หางกันอยางเหมาะสม ถังหมักจะถูกต้ังไวในหองที่ปลอดเช้ือเพื่อปองกันการปนเปอน
จากจุลินทรียชนิดอ่ืน อากาศที่ปลอดเชื้อจะถูกเปาเขาสูหองเพื่อเพิ่มออกซิเจนใหกับจุลินทรียใน
การเจริญเติบโต ความช้ืนและอุณหภูมิ จะถูกควบคุมที่ตัวหอง  

ประโยชนของถังหมักชนิดนี้ คือ ตัวถังที่ออกแบบมีโครงสรางงาย ไมซับซอน และลงทุนตํ่า การ
ถายเทออกซิเจนในสวนที่เปนของแข็งเกิดข้ึนโดยอาศัยหลักการแพรแทนที่การใหพลังงานในการ
เคล่ือนที่ ความหนาของอาหารแข็งที่ใสลงในถาดที่ถูกจํากัดดวยความสูงที่ไมมากนักของถาด ทํา
ใหอุณหภูมิ ปริมาณความชื้น และการถายเทออกซิเจนทุกๆบริเวณมีคาใกลเคียงกัน แตตองการ
พื้นที่ในบริเวณกวางมาก ตัวอยางถังหมักแบบนี้ที่เปนที่นิยม ไดแก Koji-type reactor ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.11 

 Prado และคณะ (2005) ไดศึกษาการผลิตกรดซิติกดวย Aspergillus niger LPB 21โดย
ใชกากมันสําปะหลังทีผ่านความรอนทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส กับกากมันสําปะหลัง โดยผสม
ในอัตราสวนตาง ๆ  ทําการหมักโดยใชถังหมักแบบ tray พบวาไดผลผลิตกรดซิติกสูงที่สุด 26.9 
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กรัมตอ 100 กรัมน้ําหนักแหงของกากมันสําปะหลัง ในสภาวะที่มีการใชกากมันสําปะหลังที่ผาน
ความรอนแลวอยางเดียว 

 
ภาพที่ 2.11 ถังหมักแบบ Koji-type reactor 

(1) Koji room, (2) water valve, (3) UV tube, (4, 8, 13) air blowers, (5, 11) air filters, (6) air 
outlet, (7) humidifier, (9) heater, (10) air recirculation, (12) air-inlet, (14) trays, (15) tray 
holders 

 ถังหมักแบบ packed-bed มีลักษณะเดนคือมีระบบการอัดปอนอากาศจากดานลางเขา
ไปผานตะแกรงข้ึนสูดานบนผานชั้นของอาหารแข็งที่อยูภายใน โดยทั่วไปรูปแบบของถังหมักจะ
ประกอบดวยคอลัมนที่เปนแกวหรือพลาสติกเพื่อไวสําหรับบรรจุอาหารแข็งไวบนตะแกรง ซึ่งจะมี
ระบบใหความช้ืนกับอาหารแข็งดวยอากาศที่ชื้นอยางตอเนื่อง และยังสามารถทําการติดต้ังแจค
เกต (jacket) เพื่อใหน้ําไหลเวียนในการควบคุมอุณหภูมิในระหวางกระบวนการหมัก ดังแสดงใน
ภาพที่ 2.12 ถังหมักชนิดนี้สามารถที่จะทําใหปลอดเช้ือไดโดยไอน้ํารอนที่ไดจากอางทําน้ํารอน 
(water bath) ที่เตรียมไวสําหรับทําอากาศช้ืน เปาเขาสูภายในถัง และควรต้ังถังหมักไวในหองที่
สะอาดเพื่อลดการปนเปอนจากจุลินทรียอ่ืน ถังหมักชนิดนี้ใชไดงายไมยุงยาก ซับสเตรทที่มี
คลักษณะเปนเม็ดๆหรือเปนชิ้นๆ จะถูกนําไปใสในภาชนะซึ่งอยูในระบบปด จากนั้นจึงใสกลา
เชื้อจุลินทรียลงไป ในเร่ืองของลักษณะของซับสเตรทไดมีแนวคิดในการปรับปรุงใหซับสเตรทอยูกับ
ที่ ซึ่งจุดประสงคในการปรับปรุงเพื่อตองการใหซับสเตรทสัมผัสกับอากาศอยางสม่ําเสมอ ไมลอย
วนเวียนแลวไปรวมตัวกันเปนกลุมกอนอยูที่บริเวณสวนใดสวนหนึ่งในถังหมัก  อยางไรก็ตาม ถัง
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หมักชนิดนี้มีขอเสียคือ การเจริญเติบโตของเช้ือในแตละจุดไมเทากัน การกําจัดความรอนที่เกิด
จากกระบวนการเมแทบอลิซึมทําไดไมคอยดีโดยเฉพาะความรอนที่เคลื่อนที่มาจากขางลางซึ่งจะ
ถูกนํามาพรอมกับอากาศที่ถูดอัดเขามาแลวถูกปลอยออกข้ึนไปสูขางบน ซึ่งมีผลไปถึงปญหาใน
การขยายขนาด 

 Lu และคณะ (1997) ศึกษาการผลิตกรดซิติก โดย Aspergillus niger ในถังหมัก 
packed-bed  โดยใช Kumar หรือ sweet potato ที่ถูกหั่นจนมีลักษณะเปนลูกบาศกเปนซับสเตรท 
พบวา อัตราการผลิตกรดซิติกโดยรวมเทากับ 0.82 กรัมตอกิโลกรัม Kumara ตอช่ัวโมง 

 Aikat และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตโปรติเอส โดย Rhizopus oryzea ในถังหมัก 
packed-bed  โดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน พบวาสามารถผลิตโปรติเอสไดสูงถึง 6381 ยู
นิต เมื่อใชรําขาวสาลี 20 กรัมน้ําหนักแหง 

 
 

ภาพที่ 2.12 ถังหมักแบบ packed-bed 

 ถังหมักแบบ Fluidised bed มีรูปรางทรงกระบอกที่มีตะแกรงทําดวยเสนลวดหรือจานที่
มีรูพรุนอยูดานลาง มีการติดต้ังเคร่ืองกวนไวสําหรับชวยกระจายอาหารแข็งที่นอนกน มีการให
อากาศที่กรองแลวจากดานลางดวยอัตราเร็วที่เหมาะสม ดังแสดงในรูปที่ 2.13 ถังหมักชนิดนี้มี
ขอดีคือ ทําใหสามารถเพิ่มพื้นที่ผิวของอาหารแข็งในการหมัก สามารถสรางระบบที่ควบคุมการ
เติมน้ํา สารอาหาร และกรด-ดาง ไดงาย นอกจากนี้ยังสามารถระบายความรอนและอากาศเสียที่
เกิดข้ึนในระหวางการหมักไดงาย นอกจากนี้อนุภาคของอาหารแข็งสามารถอยูในสภาพแขวนลอย
ไดเนื่องจากการดันของอากาศจากดานลาง แตถาอาหารแข็งมีลักษณะจับตัวบนผนักถังหมัก
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จะตองมีการเพิ่มความเร็วในการหมุนเวียนภายในใหเร็วข้ึน แตขอเสียของถังหมักแบบนี้ก็คือ 
ส้ินเปลืองพลังงานสูงกวาถังหมักแบบอ่ืน และมีขอจํากัดของขนาดของถังหมักในการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรม 

 
ภาพที่ 2.13 ถังหมักแบบ Fluidised bed 

 ถังหมักแบบ rotating drum ประกอบดวยสวนที่เปนถังทรงกระบอก ที่ต้ังอยูในแนวขวาง
ขนานกับพื้นราบและแกนไวสําหรับหมุน ดังแสดงในภาพที่ 2.14 สามารถใสซับสเตรทไดใน
ปริมาณสองในสามสวนของถัง พื้นที่หนึ่งในสามที่เหลือไวเปนพื้นที่สําหรับการเจริญของจุลินทรีย 
การหมุนของถังหมักจะชวยทําใหอกาหารแข็งผสมเขาดวยกันอยางทั่วถึง โดยทํางานสัมพันธกับ
ระบบการใหอากาศ อีกทั้งความรอนที่เกิดจากการเจริญเติบโตของจุลินทรีย สามารถที่จะระเหย
ออกไปดวยโครงของภาชนะที่เย็นซ่ึงเกิดในระหวางที่ถังหมุนอยางชาๆ ทําใหซับสเตรทที่อยูขางใน
พลิกกลับไปมาโดยสัมผัสกับผิวของภาชนะ ทําใหความรอนคอยๆ ถูกระบายออกไป อยางไรก็ตาม 
ถังหมักชนิดนี้มีผลเสียในเร่ืองของแรงเฉือนจากการหมุน (shear forces) ซึ่งอาจทําลายโครงสราง
ของรา เชน ไมซีเล่ียม สปอรแรงเกียม เปนตน ซึ่งจะเปนปญหาอยางมากในการผลิตที่ตองการชีว
มวล ความช้ืนที่อยูซับสเตรทคอนขางระเหยออกเร็วทําใหตองมีหัวฉีดพนละอองน้ําเพื่อรักษา
ความชื้นของซับสเตรท ตองเสียคาใชจายเพิ่มข้ึน ถาตองการขยายขนาดในการผลิต เนื่องจากตอง
ออกแบบถังใหมีขนาดใหญข้ึน การหมุนเคลื่อนที่อยางตอเนื่องตลอดเวลาของถังหมัก มักทําให
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ซับสเตรทที่มีความช้ืนเกาะรวมกันเปนกอน และบริเวณสวนที่เปนชวงตอ เชน บริเวณรอยตอ
ทางเขาออกของอากาศ  อาจเปนแหลงที่ทําใหเกิดการปนเปอนจากเช้ือที่ไมตองการได 

 

 
ภาพที่ 2.14 ถังหมักแบบ rotating drum 

 ถังหมักแบบ Swing solid state เปนถังหมักที่คลายกับ rotary แตแตกตางตรงที่การ
คลุกเคลาเคลื่อนที่ของซับสเตรทไมไดมาจากการหมุนของถัง แตดวยการเขยาแทน  

 ถังหมักแบบ Stirred vessel  เปนถังปดทรงกระบอกที่ต้ังตรงมี stirrer เคล่ือนไหวอยูขาง
ใน ปญหาที่พบในการใชซับสเตรทในปริมาณมาก คือ จะเคล่ือนที่ไดไมเทาเทียมกัน เปนเหตุให
โครงสรางซับสเตรทเกิดความเสียหาย ถูกทําลายไป  

ตารางที่ 2.7 ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชถังหมักชนิดตางๆ 

Microorganism/ 
biocatalyst 

Substrate Product 
Type of 

bioreactor 
References 

Aspergillus niger Buckweed 
seed 

Spores
 

Packed bed 
column 

Kashyap และคณะ
(2002) 

A. niger Cassava 
bagasse 

Citric acid
 

Column 
fermenter 

Di Luccio และคณะ
(2004) 

Bacillus subtilis  Rice bran Iturin A Tray John และคณะ
(2006) 

B. thuringiensis Wheat bran 
and bean cake
powder 

Bt wet powder Cylindrical steel 
container 
 

Vimala Devi และ
คณะ (2005) 
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ตารางที่ 2.7 ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชถังหมักชนิดตางๆ (ตอ) 

Microorganism/ 
biocatalyst 

Substrate Product 
Type of 

bioreactor 
References 

Mortierella alpina  Rice bran Polyunsaturated 
fatty acid 

Column reactor Vandenberghe และ
คณะ (2000) 

Penicillium 
simplicissimum  

Olive oil cake 
+ sugarcane 
bagasse  

Lipase Fixed bed 
reactor 

Anisha และคณะ
(2008) 
 

Thermoascus 
auranticus  

Wheat straw Cellulase Perforated 
drum 
bioreactor 

Xiong และคณะ
(2007) 
 

Lipase from 
Rhizomucor 
miehei  

- Hexyl laurate Packed-bed 
bioreactor 

Babitha และคณะ
(2007) 
 

Erwinia sp.  Sucrose + free 
and calcium 
alginate 
immobilized 
cells 

Palatinose
 

Packed bed 
reactor 
 

Kota และคณะ
(1999) 

Microbial biofilm 
developed 
without prior 
inoculation 

Clay beads + 
glucose-based
synthetic 
wastewater 

Organic acids 
and hydrogen 
 

Horizontal 
packed-bed 
Bioreactor 
 

Hama และคณะ
(2007) 
 

Lipase producing 
R. Oryzae 

Cuboidal 
polyurethane 
foam biomass 
support 
particles 

Bio-diesel fuel
 

Packed-bed 
reactor 
 

Sukumaran และคณะ
(2005 
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ตารางที่ 2.7 ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชถังหมักชนิดตางๆ (ตอ) 

Microorganism/ 
biocatalyst 

Substrate Product 
Type of 

bioreactor 
References 

Hydrogen 
producing sludge 

Carbohydrate 
substrates 
enriched 
polyethylene-
octane 
elastomer 
immobilized 
anaerobic 
sludge 

Hydrogen and 
ethanol 
 

Fluidized-bed 
and packed-
bed reactor 
 

Singhania และคณะ
(2007) 

Clostridium 
tyrobutyricum 
JM1 

Polyurethane 
foam enriched 
with glucose 
medium 

Biological 
hydrogen 

Fixed-bed 
bioreactor 

Wu และคณะ (2007)

ที่มา : ดัดแปลงจาก Singhania และคณะ (2009) 
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บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณและสารเคมี  

3.1.1 วัสดุอุปกรณ 

 

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

กลองจุลทรรศน 

(Microscope) 

Alphaphot-2 

YS2 

Nikon Co., Ltd. ญ่ีปุน 

แผนนับเม็ดเลือดแดง 

(Heamacytometer) 

Neubauer 

Bright Line 

Bocco Co., Ltd. เยอรมัน 

เคร่ืองชั่งแบบละเอียด 

(Electronic balance) 

FX-180 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองชั่งแบบหยาบ  

(Electronic balance) 

FX-3000 A&D Co., Ltd. ญ่ีปุน 

เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง 

(pH meter) 

F-13 Horiba ญ่ีปุน 

เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน 

(Rotary incubator shaker) 

G-25 New Brunswick 

Scientific Co., 

Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

เคร่ืองเขยาควบคุมอุณหภูมิแบบซายขวา 

(Reciprocal incubator shaker) 

HT Infors AG สวิตเซอรแลนด 

เคร่ืองไฮเปอรฟอรมานซลิควิดโครมาโท 
กราฟ (High Performance Liquid 
Chromatography) 

Shimadzu 
LC-6A 

Shimadzu Co., 
Ltd. 

ญ่ีปุน 

ตูปลอดเช้ือ 
(Laminar flow hood) 

NK system 
clean bench 

International 
Scientific Supply 

ไทย 
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3.1.2 สารเคมี 

สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Acetic acid (C2H4O2) Merck เยอรมัน 

Ammonium sulfamate (H6N2O3S) Fluka สวิตเซอรแลนด

3,5-Dinitrosalicylic acid (C7H4N2O7) Fluka สวิตเซอรแลนด

Glucose (C6H12O6) สยามชัยเคมิคอล ไทย 

Hydrochloric acid (HCl) Merck เยอรมัน 

Iron(III) chloride anhydrous (FeCl3) Fluka สวิตเซอรแลนด

3-Methyl-2-benzothiazolinone hydrazone 
(C8H10ClN3S) 

Fluka สวิตเซอรแลนด

4-Nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 
(C12H15NO8) 

Fluka สวิตเซอรแลนด

Sodium acetate anhydrous (C2H3NaO2) Fluka สวิตเซอรแลนด

อุปกรณ รุน บริษัท ประเทศ 

เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-Visible 
Recording spectrophotometer) 

KC4 Bio-tek 
Instruments,INC 

สหรัฐอเมริกา

ตูอบแหง (Oven) UL-80 Memmert Co., 
Ltd. 

เยอรมัน 

มาตรตรวจวัดความเปนกรดดาง 
(pH combination electrode) 

405-DPAS-
SC-K85/225 

Mettler toledo สวิตเซอรแลนด

เคร่ืองเขยาผสม 
(Vortex mixer) 

Vortex-Genie 
No.2 

Scientific 
Industries Inc. 

สหรัฐอเมริกา

เคร่ืองอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
 (Autoclave) 

KT-30 SD ALP Co., Ltd. ญ่ีปุน 
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สารเคม ี บริษัทผูผลิต ประเทศ 

Sodium bisulfate anhydrous (NaHSO4) Fluka สวิตเซอรแลนด

Sodium hydroxide (NaOH) Merck เยอรมัน 

Sodium nitrite (NaNO2) Sigma เยอรมัน 

Sodium tetraborate, 99% (Na2B4O7·10H2O) Sigma เยอรมัน 

Starch from potato Sigma เยอรมัน 

Urea (NH2)2CO Merck เยอรมัน 

Yeast extract (สารสกัดจากยีสต) Difco สหรัฐอเมริกา

3.2 จุลินทรียและการเตรียมกลาเชื้อ 

 3.2.1 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย 

  จุลินทรียที่ใชในการศึกษาการผลิตกรดแลกติก คือ Rhizopus oryzae NRRL 
395 จาก Northern Regional Research Laboratory, Peoria, Illinois ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 3.2.2 วิธีการเก็บรักษาจุลินทรีย 

  ใชเข็มเข่ียสปอรของรา R. oryzae  NRRL 395 ลากลงบนอาหารวุน Potato 
dextrose agar หรือ PDA ประกอบดวย มันฝร่ัง 50 กรัมตอลิตร กลูโคส 20 กรัมตอลิตร และวุน 
18 กรัมตอลิตร บมเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน เม่ือเช้ือเจริญเต็มที่แลวนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการถายเชื้อทุกๆ เดือน 

 3.2.3 การเตรียมกลาเชื้อในระยะ Conidia 

  เล้ียงรา R. oryzae NRRL 395 บนอาหารเล้ียงวุน PDA บมที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสเปนเวลาประมาณ 7 วัน เม่ือราเจริญเต็มที่แลวใชเข็มเข่ียสปอร ใสน้ํากล่ันที่ฆาเชื้อแลว 
10 มิลลิลิตร เข่ียสปอรใหกระจาย ปเปตสปอรแขวนลอยมาประมาณ 20 ไมโครลิตร ถายลงบน 
Haemacytometer ที่ปดดวย Cover slip นับจํานวนสปอรภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 40 
เทา ตามแนวเสน ดังรูปที่ 3.1  
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การคํานวณหาความเขมขนโดยใช haemacytometer 

 ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)  = 0.1   ลู ก บ า ศ ก
มิลลิเมตร 

 สมมติคาเฉลี่ยจํานวนสปอรใน 1 ชองใหญ  =  X    เซลล 

 ใน 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด  (X)x25   เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด (X)x25x10  เซลล 

 ใน 1 ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจํานวนเซลลทั้งหมด  (X)x25x10x1000 เซลล 

       = 25(X)x104 

โดยนับจํานวนสปอรตามแนวเสนทั้งหมด 5 ชอง นําคาที่ไดมาหาคาเฉล่ียเพื่อคํานวณ
ความเขมขนของสปอรแขวนลอย จากนั้นเตรียมสปอรแขวนลอยท่ีความเขมขน 107 สปอรตอ
มิลลิลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตรเทลงในอาหารเหลวสําหรับการงอกของสปอรปริมาตร 90 
มิลลิลิตร แลวนําไปบมในเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบตอ
นาที นาน 4 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 ลักษณะของ Haemacytometer (1) ภาพที่มองจากดานบนของ chamber มีตารางอยู
กลางสไลด (2) ภาพขยายของตารางที่กําลังขยาย 10 เทาประกอบดวยส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดใหญ
แตละดานยาว 1 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสเล็กบรรจุอยู 25 ชองแตละชองมีเสน 3 เสน
ลอมรอบโดยแตละดานยาว 0.2 มิลลิเมตร ภายในมีส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาดเล็กบรรจุอยูอีก 16 ชอง 

ที่มา : คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี, (2551) 

(1) 

(2) 
1 มม.
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3.3 สูตรอาหารท่ีใชในการหมัก 

3.3.1 อาหารสําหรับการงอกของสปอร (spore germination medium) 

 กลูโคส   20 กรัมตอลิตร 

 สารสกัดจากยีสต  2 กรัมตอลิตร 

3.3.2 อาหารสําหรับกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง 

 อาหารเล้ียงรา R. oryzae NRRL 395 ที่ใชในงานวิจัย คือ กากมันสําปะหลัง 7.5 กรัม ที่
ผานการฆาเช้ือดวยความดันไอ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 
15 นาที มาเติมน้ํากล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลวในปริมาณตางๆ ตามที่คํานวณในภาคผนวก ข ขอที่ 
1 ในสวนของการศึกษาแหลงไนโตรเจน จะใชสารละลายของสารสกัดจากยีสตและยูเรียความ
เขมขน 0.1 0.3 และ 0.5 กรัมตอลิตร แทนน้ํากล่ัน 

3.4 วิธีดําเนินการวิจัย 

สวนของการทดลองไดแบงออกเปน 2 สวนหลัก โดยสวนแรกทําการศึกษาผลของปจจัย
ทางกายภาพ ไดแก คาความเปนกรด-ดาง ปริมาณน้ําที่เติมเสริม ความเร็วรอบการเหว่ียง และ
ปจจัยทางเคมี ไดแก ธาตุอาหารเสริมในกระบวนการหมัก และสวนที่ 2 ทําการศึกษาผลเชิงบวก
ของการเสริมเซลลูเลส (Cellulase) และกลูโคอะไมเลส (Glucomylase) ที่มีตอจลนพลศาสตรของ
กระบวนการหมักกรดแอล(+)แลกติกจากกากมันสําปะหลัง ดังแสดงภาวะตางๆ  ที่ศึกษาในตาราง
ที่ 3.1 และตารางที่ 3.2 

ตารางที่ 3.1 แสดงปจจัยกายภาพและทางเคมีที่ศึกษาตอตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมัก
กรดแอล(+)แลกติกจากกากมันสําปะหลัง 

สวนที่ 1 
เปอรเซ็นตปริมาณ
น้ําที่เติมเสริม 

ความเร็วรอบการ
เหวีย่ง (รอบตอนาที) 

การควบคุม
คากรด-ดาง 

ธาตุอาหารเสริม

ชุดที่ 1.1 

40, 60, 80 

0 / - 
ชุดที่ 1.2 0 - - 
ชุดที่ 1.3 150 / - 
ชุดที่ 1.4 150 - - 
ชุดที่ 1.5 เลือกภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากชุดที่ 1.1-1.4 มาใชศึกษา / 
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ตารางที่ 3.2 แสดงภาวะในการหมักที่มีการเสริมกลูโคอะไมเลส (glucoamylase) และเซลลูเลส 
(cellulase) ตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแอล(+)แลกติกจากกากมันสําปะหลัง 

สวนที่ 2 

เปอรเซ็นต
ปริมาณน้าํที่
เติมเสริม 

ความเร็วรอบ
การเหวี่ยง 

(รอบตอนาที) 

การควบคุม
คากรด-ดาง 

ธาตุอาหาร
เสริม 

เอนไซมทีเ่สริม 

ชุดที่ 2.1 
เลือกสภาวะทีเ่หมาะสมที่สุดจากชุดการทดลองในสวนที่ 1   

มาใชศึกษา 

กลูโคอะไมเลส
ชุดที่ 2.2 เซลลูเลส

ชุดที่ 2.3 
กลูโคอะไมเลส 
รวมกับเซลลูเลส 

  

3.4.1 ผลของปริมาณนํ้าที่เติมเสริมลงในอาหารแข็ง คาความเปนกรด-ดาง และ
รอบการเหวี่ยง 

  ทําการหมักในระดับขวดเขยา โดยใสหัวเช้ือเร่ิมตนที่เตรียมไวในขอ 3.2.3 ที่มี
ความเขมขนของสปอร 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในกากมันสําปะหลังฆาเช้ือ 
7.5 กรัม ในขอ 3.3.2 นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยแปรปริมาณน้ําที่เติมเสริมลงกาก
มันสําปะหลัง โดยการเติมน้ํากล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลวในปริมาตรตางๆโดยคิดเทียบจากน้ําหนัก
รวมทั้งหมดใหไดปริมาตรที่มีอยูในระบบทั้งหมดคิดเปน 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต คาความเปน
กรด-ดาง  ความเร็วรอบการเหว่ียง 0 80 และ 150 รอบตอนาที เล้ียงนาน 7 วัน เก็บตัวอยางทุก 12 
ชั่วโมง นําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง และบันทึกน้ําหนักตัวอยางเปยก กอนนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกสวนใสออกจากอาหารแข็งและเสนใยรา วัด
ปริมาตรสวนใสแลวนําไปวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก กรดฟูมาริก และเอทานอล ดวย
เคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) และวิเคราะหแอคติวิต้ีของอะไมเลสและ
กลูโคอะไมเลสที่ราสรางข้ึน สวนอาหารแข็งและเสนใยรานําไปแชแข็งกอนการทําระเหิดแหงดวย
เคร่ือง Freeze drier จากนั้นนําอาหารแข็งและเสนใยราแหงไปบันทึกน้ําหนักแหง ตัวอยางแหง
นําไปวิเคราะหปริมาณแปงที่เหลือในอาหารแข็ง และปริมาณเซลลแหงในรูปของไคติน 

 3.4.2 การศึกษาอิทธิพลของแหลงไนโตรเจน 

  นําสภาวะการหมักที่ไดผลผลิตกรดแลกติกที่มากสุดจากขอ 3.4.1 มาทําการ
เปรียบเทียบแหลงไนโตรเจนท่ีเสริมเขาไปในกระบวนการหมักระหวาง ยูเรีย และสารสกัดจากยีสต 
โดยทําใหเปนสารละลายที่มีความเขมขน 0.1 0.3 และ 0.5 กรัมตอลิตร แทนปริมาณน้ํากล่ัน  
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จากนั้นใสหัวเช้ือเร่ิมตนที่เตรียมไวในขอ 3.2.3 ที่มีความเขมขนของสปอร 106 สปอรตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในกากมันสําปะหลังฆาเช้ือ 7.5 กรัม ในขอ 3.3.2 นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง นําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง และบันทึกน้ําหนัก
ตัวอยางเปยก กอนนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกสวนใสออก
จากอาหารแข็งและเสนใยรา วัดปริมาตรสวนใสแลวนําไปวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก 
กรดฟูมาริก และเอทานอล ดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) และ
วิเคราะหแอคติวิต้ีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ราสรางข้ึน สวนอาหารแข็งและเสนใยรานําไป
แชแข็งกอนการทําระเหิดแหงดวยเคร่ือง Freeze drier จากนั้นนําอาหารแข็งและเสนใยราแหงไป
บนัทึกน้ําหนักแหง ตัวอยางแหงนําไปวิเคราะหปริมาณแปงที่เหลือในอาหารแข็ง และปริมาณเซลล
แหงในรูปของไคติน 

3.4.3 ศึกษาผลเชิงบวกของการเสริมเซลลูเลสและกลูโคอะไมเลสในการหมักกรด
แลกติกบนกากมันสําปะหลังตอจลนพลศาสตรของกระบวนการหมัก 

ศึกษาจลนพลศาสตรของกระบวนการหมักกรดแลกติกบนกากมันสําปะหลังที่
เสริมเซลลูเลสและกลูอะไมเลสในกากมันสําปะหลังที่ความเขมขนตางๆ กันในระดับขวดเขยา ใน
สวนของกลูโคอะไมเลส จะทําการเติมเอนไซมที่ผานการกรองดวยกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท
เพื่อกําจัดจุลินทรียและตะกอนตางๆ ในปริมาตร 3.85 และ 7.70 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน 
พรอมกับการใสหัวเชื้อ สวนการเติมเซลลูเลสทําการเติมเอนไซมที่ผานการกรองแลวเชนกันใน
ปริมาตร 45 92.5 และ 182.5 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน แลวนําไปบมไวที่อุณหภูมิที่อยู
ในชวง 50-55 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที เมื่อเร่ิมตนการหมักเติมหัวเช้ือเร่ิมตนที่
เตรียมโดยวิธีในขอ 3.3.2 ที่มีความเขมขนของสปอร 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
และเซลลูเลส และอะไมเลสท่ีความเขมขนตางๆ ลงในกากมันสําปะหลังฆาเช้ือ 7.5 กรัม นําไป
เล้ียงในภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 3.4.1 หรือ 3.4.2 นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
7 วัน เก็บตัวอยางทุก 12 ชั่วโมง นําไปวัดคาความเปนกรด-ดาง และบันทึกน้ําหนักตัวอยางเปยก 
กอนนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที นาน 10 นาที แยกสวนใสออกจากอาหารแข็ง
และเสนใยรา วัดปริมาตรสวนใสแลวนําไปวิเคราะหปริมาณกลูโคส กรดแลกติก กรดฟูมาริก และ
เอทานอล ดวยเคร่ืองไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) และวิเคราะหแอคติวิตี
ของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส สวนอาหารแข็งและเสนใยรานําไปแชแข็งกอนการทําระเหิดแหง
ดวยเคร่ือง Freeze drier จากนั้นนําอาหารแข็งและเสนใยราแหงไปบันทึกน้ําหนักแหง  ตัวอยาง
แหงนําไปวิเคราะหปริมาณแปงที่เหลือในอาหารแข็ง และปริมาณเซลลแหงในรูปของไคติน 
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3.5 วิธีการวิเคราะห 

 3.5.1 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล ปริมาณนํ้าตาล
กลูโคสดวยเครื่องเครื่องไฮเพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC)  

นําตัวอยางสวนใสที่ไดจากการปนเหวี่ยงมาปนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที นาน 
10 นาที ดูดสวนใสมาทําการเจือจางใหความเขมขนเปน 0.1 เทา นํามากรองผานกระดาษกรอง
เซลลูโลสอะซิเตทฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นวิเคราะหดวยเคร่ืองไฮ
เพอรฟอรมานซลิควิดโครมาโทกราฟ (HPLC) เพื่อหาปริมาณกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล
และกลูโคส  

คอลัมน   Biorad Aminex HPX-87H ion exclusion organic acid  

   column ขนาด 300 มิลลิเมตร x 7.8 มิลลิเมตร  

สารละลายตัวพา กรดซัลฟวริกที่ความเขมขน 0.005 mM 

อุณหภูมิ  45   องศาเซลเซียส 

อัตราการไหล  0.6  มิลลิลิตรตอนาที  

เคร่ืองตรวจวัด  RI detector (Shimadzu รุน RID-6A) 

 เวลาที่อยูในคอลัมน  25 นาที 

 คํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแลกติก กรดฟูมาริก เอทานอล และ
กลูโคสที่ความเขมขน 2 กรัมตอลิตร 

3.5.2 การวิเคราะหปริมาณแอลฟา - อะไมเลส 

  นําตัวอยางสวนใส 125 ไมโครลิตร เติมลงในน้ําแปงความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 
น้ําหนักตอปริมาตร ที่ละลายอยูในสารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร คาความ
เปนกรด-ดาง 6.0 ปริมาตร125 ไมโครลิตร  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที ในสวนของชุดควบคุมจะใสแคน้ําแปงเทานั้น หลังจากบมน้ําแปงแลว 30 นาที นํามาเติม
สารละลาย DNSA 500 มิลลิลิตรลงไป แลวคอยเติมตัวอยางสวนใสลงไปในสวนของชุดควบคุม 
จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการลดอุณหภูมิให
เย็นทันที นาน 5 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ได เขาสูสมการที่ไดจากกราฟมาตรฐานที่แสดงในภาคผนวก ก. ขอที่ 1 คํานวณ
ปริมาณกลูโคสที่ไดออกมา นํากลับไปคํานวณคาแอคติวิตีของเอนไซมในหนวยยูนิตตอกรัมกาก
มันแหงเร่ิมตน ดังแสดงการคํานวณในภาคผนวก ข ขอที่ 4 
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3.5.3 การวิเคราะหปริมาณกลูโคอะไมเลส 

  นําตัวอยางสวนใส 125 ไมโครลิตร เติมลงในสารละลาย 4-ไนโตรฟนิล-แอลฟา-
ดี-กลูโคไพราโนไซดเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร ที่ละลายอยูในสารละลาย
โซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรเขมขน 0.1 โมลาร คาความเปนกรด-ดาง 5.0 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
ในสวนของชุดควบคุมจะใสสารละลายโซเดียมเตตระโบเรตเขมขน 0.1 โมลาร 575 มิลลิลิตรลงไป
ดวย นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาในสวนของชุด
ตัวอยางดวยการเติมสารละลายโซเดียมเตตระโบเรตเขมขน 0.1 โมลาร นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 15 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 400 นาโนเมตร นําคาการดูดกลืน
แสงที่ได เขาสูสมการที่ไดจากกราฟมาตรฐานท่ีแสดงในภาคผนวก ก ขอที่ 2 คํานวณปริมาณไน
โตรฟนอล (ρ-nitrophenol) ที่ไดออกมา เพื่อนํากลับไปคํานวณคาแอคติวิตีของเอนไซมในหนวย
มิลลิกรัมตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน ดังแสดงการคํานวณในภาคผนวก ข ขอที่ 5 

3.5.4 การวิเคราะหปริมาณแปงที่เหลืออยูในกากมันสําปะหลัง 

  นําสารละลายไฮโดรคลอริกความเขมขน 0.25 โมลาร 9 มิลลิลิตรใสลงกากมัน
แหง 1 กรัม นําไปยอยที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 60 นาทีดวยหมอนึ่งความดันไอ ทําให
เย็นลง แลวนําไปปนหมุนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เพื่อแยกสวน
ของแข็งออกจากของเหลว นําสวนของเหลวที่ไดไปทําการเจือจาง 10 เทา วัดปริมาณกลูโคสที่ได 
ดวยเคร่ืองมือ YSI แลวนําผลที่ไดมาคํานวณใหอยูในหนวย มิลลิกรัมตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน ดัง
แสดงการคํานวณในภาคผนวก ข ขอที่ 3 

3.5.5 การวิเคราะหปริมาณเซลลทางออม 

โดยใชวิธีการวิเคราะหกลูโคซามีนซ่ึงเปนหนวยยอยของไคตินที่เปนองคประกอบ
ของผนังเซลลของราเปนตัวแทนในการบงชี้ปริมาณเซลลแหง ข้ันตอนในการวิเคราะห แบงออกเปน 
2 สวน คือ 

3.5.5.1 การสกัดเอาไคตินออกจากผนังเซลลของรา 

นําสารละลายไฮโดรคลอริกเขมขน 10 โมลาร 2 มิลลิลิตร ใสลงในกากมันแหงหนัก 0.1 
กรัม ที่บรรจุอยูในหลอดทดลองที่มีฝาปด บมไวที่อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที จากนั้นนํามาเติมน้ํา
กล่ันจนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการไลออกซิเจนโดยใชกาซไนโตรเจนประมาณ 1 นาที  นําไป
ยอยที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที ดวยหมอนึ่งความดันไอ เพื่อใหไดสวนที่เปนไค  
ตินออกมา ทําใหเย็นลงถึงอุณหภูมิหองดวยน้ําประปา 
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3.5.5.2 การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคซามีน 

นําสวนสารละลายไคตินที่ไดจากขอ 3.5.5.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําการปรับคาความ
เปนกรด-ดางใหอยูในชวง 5.0 ถึง 7.0 ดวยสารละลายโซเดียวไฮดรอกไซดเขมขน 10 โมลาร ปรับ
ปริมาตรจนได 10 มิลลิลิตร ดูดสารละลายเจือจางไคตินมา 0.5 มิลลิลิตร มาทําปฏิกิริยากับ
สารละลายตางๆ ตามภาคผนวก ก ขอที่ 3 โดยจะทําการเติมสารละลายโซเดียมไนเตรต 0.5 
มิลลิลิตร ตามดวยสารละลายโซเดียมไบซัลเฟต 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายใหเขากันโดยนําไป
ไวที่ตูบมใชความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 15 นาที แลวนําไปปนเหวียงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ดูดตัวอยางที่ไดมา 0.6 มิลลิลิตร นํามาเติม
สารละลายแอมโมเนียมซัลฟาเมตลงไป แลวนําไปไวในตูบมใชความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 5 
นาที จากนั้นน้ํามาเติมสารละลาย 3-เมทิล-2-เบนโซไทโซลิโนน ไฮดราโซนท ไฮโดรคลอไรด 
(MBTH) 0.2 มิลลิลิตร ลงไป ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 
ทําใหเย็นลง แลวเติมสารละลายเฟอริคคลอไรด 0.2 มิลลิลิตร ลงไป ผสมใหเขากัน ทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที จากน้ันนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นาน 3 นาที นําสวนของเหลวไปทําการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 650 
นาโนเมตร นําคาที่ไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน ที่แสดงในภาคผนวก ก ขอที่ 3 เพื่อคํานวณเปน
ปริมาณกลูโคซามีน ออกมา ดังแสดงในภาคผนวก ข ขอที่ 6 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 

ในงานวิจัยนี้ ผูวิจัยไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกดวยกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งใน
ระดับขวดเขยาจากกากมันสําปะหลังซึ่งทําหนาที่เปนทั้งแหลงคารบอนและวัสดุยึดเกาะสําหรับ
เสนใยรา โดยแปรปจจัยทั้งกายภาพและเคมี ไดแก ปริมาณน้ําที่เติมเสริมลงในอาหารแข็งกากมัน
กอนเติมหัวเชื้อ คาความเปนกรด-ดาง รอบการเหวี่ยง แหลงไนโตรเจนเสริมในอาหารแข็งกากมัน 
การเสริมเอนไซม 2 ชนิดกอนการหมักและระหวางการหมัก โดยเอนไซมทั้งสองชนิด ไดแก เซลลู
เลส และกลูโคอะไมเลส 

4.1 เปรียบเทียบปริมาณนํ้าที่เติมเสริมในอาหารแข็ง คาความเปนกรด-ดาง และรอบการ
เหวี่ยง  

 ศึกษาและเปรียบเทียบจลนพลศาสตรของการผลิตกรดแลกติกระดับขวดเขยาโดยการ
หมักแบบอาหารแข็งที่ใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน พบวา ราจะมีการเจริญเติบโตอยาง
สังเกตไดชัดจากชั่วโมงที่ 0 ถึง 24 ดังแสดงในภาพที่ 4.1  จากนั้นอัตราการเจริญจะลดลงและราจะ
นําสารอาหารไปใชในการดํารงชีวิตและสรางผลิตภัณฑมากกวาเพื่อการเจริญเติบโต  ในการเล้ียง
แบบภาวะที่อยูนิ่งไมมีการเขยานั้น ไมซีเลียของราจะเจริญอยูบนบริเวณผิวหนาอยางเห็นไดชัด 
โดยมีลักษณะเปนเสนใยฟูอยูที่ผิว และมีบางสวนที่เจริญแทรกซึมเขาไปในกากมัน ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.2 แตเมื่อนําไปเล้ียงในภาวะทีร่อบการเหวีย่ง 150 รอบตอนาที พบวา ภาวะที่มีปริมาณน้ํา
ที่เติมเสริมลงไป 80 เปอรเซ็นต สงผลใหลักษณะของอาหารเปนแบบกึ่งของเหลว กลาวคือ มีน้ําอยู
ในปริมาณมาก ทําใหไมซีเลียของราเจริญอยูในอาหารกึ่งของเหลวผสมเขาเปนเนื้อเดียวกับอาหาร
แทนที่จะปกคลุมอยูบริเวณผิวหนา ดังแสดงในภาพที่ 4.3 ซึ่งตางจากในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติม
เสริม 40 และ 60 เปอรเซ็นต ที่ไมซีเลียของราบางสวนยังเจริญปกคลุมอยูบนบริเวณผิวหนาของ
กากมัน และเมื่อนํากากมันแหงหลังการหมักที่ผานการระเหิดแหงโดยใชความเย็น( Lyophilize) 
มาทําการศึกษาหาปริมาณเซลลทางออม โดยใชกลูโคซามีนที่เปนสวนยอยของไคตินซึ่งเปน
องคประกอบของผนังเซลลรา พบวา คาที่ไดในแตละชั่วโมงนั้นไมคอยแตกตางกันมากนัก แตมี
แนวโนมในการเจริญในชวงระยะแรก แลวจะคอยๆ คงที่ในชั่วโมงทายๆ ดังแสดงในภาพที่ 4.4 
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ภาพที่ 4.1 ลักษณะการเจริญของ R. oryzae บนกากมันสําปะหลัง ที่ชั่วโมงที่ 0 12 และ 24 ใน
ภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 เปอรเซ็นต (แถวบน) 60 เปอรเซ็นต (แถวกลาง) และ 80 
เปอรเซ็นต (แถวลาง)  

 

 

 

 

ภาพที่ 4.2 ลักษณะการเจริญของ R. oryzae ที่ปกคลุมทั่วกากมัน ในภาวะการเล้ียงแบบไมมีการ
เขยา 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 ลักษณะการเจริญของ R. oryzae บนกากมันสําปะหลัง ที่ชั่วโมงที่ 168 ในภาวะที่ไมมี
การเขยา (แถวบน) กับในภาวะที่รอบการเหวี่ยง 150 รอบตอนาที (แถวลาง) 
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ภาพที่ 4.4 แสดงปริมาณชีวมวล ณ เวลาใดๆ ของ R. oryzae ในภาวะการเล้ียงตางๆ ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  
 shaking at 0 rpm, control pH 6.0   (A,B,C) 
 shaking at 150 rpm, control pH 6.0   (D,E,F) 
 shaking at 0 rpm, no control pH 6.0    (G,H,I) 
 shaking at 0 rpm, no control pH 6.0   (J,K,L) 
 shaking at 80 rpm, control pH 6.0      (M) 
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การหมักที่รอบการเหวี่ยง 150 รอบตอนาที มีผลตอผลผลิตกรดแลกติกเพิ่มข้ึนในภาวะที่มีปริมาณ
น้ําที่เติมเสริม 40 และ 60 เปอรเซ็นต เนื่องจากทั้งสวนที่เปนกากมันและราที่เจริญครอบคลุมอยูมี
การเคล่ือนที่เกาะกลุมไปพรอมๆ กัน แตสําหรับภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นตที่มี
ลักษณะของอาหารแบบก่ึงของเหลว มีน้ําอยูในระบบมากทําใหขณะท่ีทําการเขยาอยูนั้น อาหาร
และราบางสวน จะติดอยูขางๆ ขวด ซึ่งบงบอกไดวาความเร็วในระดับนี้รุนแรงเกินไปสําหรับการ
หมักที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ซึ่งแรงที่เกิดข้ึนนี้ อาจทําใหเกิดแรง ที่เรียกวา “แรง
เฉือน”ข้ึน ซึ่งมีผลตอการเกิดความเสียหายและทําลายเซลลบางสวน เนื่องจากลักษณะทาง
สัณฐานของราเองที่เปนแบบเซลลแขวนลอยเม่ือตองอยูในภาวะที่มีแรงมาปะทะสูงๆ ทําใหเสนใย
ราขาด แตกหักเปนช้ินๆ (Fragmentation) และเสียหายไดจึงมีแนวโนมเปนไปไดวาแทนที่เซลลจะ
สรางผลิตภัณฑ เซลลจึงตองเปล่ียนวิถีเมแทบอลิซึมเปนสรางเซลลและรักษาสภาพแทน 
ผลกระทบท่ีเกิดข้ึนระหวางเซลลรากับแรงที่เกิดการจากการกวนผสม (mixing) นั้น เปนหลักการ
ทางเชิงกลของการแตกหักของไมซีเลีย เนื่องจากแรงเฉือนที่มากเกินไป (Piccoli-Valle, 2003) 
ดังนั้นจึงไดทําการทดลองโดยลดรอบการเหวี่ยงลงเหลือ 80 รอบตอนาที พบวา ผลผลิตกรดแลก
ติกที่ไดมีปริมาณสูงกวาทุกภาวะที่การหมักทั้งแบบไมมีการเขยาและเขยา โดยควบคุมคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ดังแสดงในภาพที่ 4.5 และยังพบวาการเขยายังชวยลดปริมาณเอทานอล
ที่เกิดข้ึนดวย ดังแสดงในภาพที่ 4.6  ถึง 4.8 เนื่องจากรา R. oryzae เปนราที่ตองการอากาศในการ
เจริญ Tay และ Yang (2002) 
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ภาพที่ 4.5 จลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกของ R. oryzae ในการหมักแบบอาหารแข็งดวย
กากมันสําปะหลังโดยแปรเปอรเซ็นตปริมาณน้ําที่เติมเสริมและความเร็วรอบการเหวี่ยง มีการ
ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

  40% additional free water, 0rpm, control pH  (A) 
  60% additional free water, 0rpm, control pH           (B) 
  80% additional free water, 0rpm, control pH  (C) 
  40% additional free water, 150rpm, control pH (D) 
  60% additional free water, 150rpm, control pH (E) 
  80% additional free water, 150rpm, control pH (F) 
  80% additional free water, 80rpm, control pH  (M) 
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ภาพที่ 4.6 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลัง ที่ความเร็วรอบการเหว่ียง 0 รอบตอนาที ควบคุมคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส A คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 เปอรเซ็นต, 
B คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 60 เปอรเซ็นต, C คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต 

A 

B 

C 
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ภาพที่ 4.7 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลัง ที่ความเร็วรอบการเหวี่ยง 150 รอบตอนาที ควบคุมคา
ความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส A คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 
เปอรเซ็นต, B คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 60 เปอรเซ็นต, C คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 
เปอรเซ็นต 

A

B

C
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ภาพที่ 4.8 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลัง ที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบการ
เหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา คาความเปนกรด-ดางมีผลตอการผลิตกรดแลกติกของรา
อยางเห็นไดชัดเม่ือเทียบกับการหมักที่ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางดังแสดงในภาพที่ 4.9 
และ 4.10 กับการหมักภาวะที่มีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางอยางชัดเจน โดยคาความเปน
กรด-ดางมีแนวโนมลดลงเร่ือยๆ จากคาเร่ิมตนประมาณ 4.5 ไปจนถึง 2.0 เนื่องจากรามีการ
เจริญเติบโตและกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึ่งสงผลตอการเปล่ียนแปลงความสมดุลของไฮโดรเจน
ไอออน ที่นําไปสูการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางของอาหาร (Gulati และคณะ, 1999; 
Cheilas และคณะ, 2000; Elibol และ Ozer, 2000; Martak และคณะ, 2003) อีกทั้งรามีการผลิต
และปลดปลอยกรดแลกติกออกมา ทําใหเมื่อถึงภาวะที่มีความเปนกรดดางไมเหมาะสมจึงมีอัตรา
การผลิตลดลง ซึ่งคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกอยูที่ 5.0 – 6.0 
(Huang และคณะ, 2003) Tay และ Yang (2002) รายงานวา ปริมาณของกรดแลกติก เอทานอล
และกรดฟูมาริกจะลดลงเม่ือคาความเปนกรด-ดางลดลงจาก 6.0 เปน 4.0 ซึ่ง Miura และคณะ 
(2003) สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 93 กรัมตอลิตรที่คาความเปนกรด-ดาง 6.0 – 6.5 
Rosenberg และ Kristofikova (1995) พบวา คาความเปนกรด-ดางในชวง 4.8 - 6.0 ไมมีผลตอ
การผลิตผลิตภัณฑอ่ืน เชน กรดมาลิกและกรดฟูมาริก เปนตน Miura และคณะ (2003) ศึกษาการ
ผลิตกรดแลกติกดวยรากลายพันธุ  Rhizopus sp. MK-96-1196 ในถังหมักแบบ Air-lift โดยใช
แปงขาวโพด 120 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน โดยไดเปรียบเทียบคาความเปนกรด-ดางในชวง 
4.5 - 6.5 พบวา ที่คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 93 กรัมตอ
ลิตร คิดเปนคา YP/S เทากับ 87 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 2.60 กรัมตอลิตรตอ
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ชั่วโมงเทียบกับทีค่าความเปนกรด-ดางเทากับ 4.5 สามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 78 กรัมตอลิตร 
คิดเปนคา YP/S เทากับ 73 เปอรเซ็นตและอัตราการผลิตกรดแลกติก 1.1 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 

 การศึกษาถึงปริมาณน้ําที่เติมเสริมที่แตกตางกัน โดยการเติมน้ําอิสระเขาไปในปริมาณที่
แตกตางกันเพื่อใหไดปริมาณน้ําที่เติมเสริม เปน 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับน้ําหนัก
รวมทั้งหมด พบวา ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นตใหผลผลิตกรดแลกติกมากกวาที่ปริมาณ
น้ําที่เติมเสริม 60 และ 40 เปอรเซ็นต ในทุกๆ ภาวะ ดังแสดงในภาพที่ 4.11 จากผลการทดลอง
ดังกลาวแสดงใหเห็นวา เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําที่เติมเสริม การผลิตกรดแลกติกจะเพิ่มข้ึน หลังจากที่
สปอรเกิดการงอก เสนใยของราจะยืดขยายสังเกตไดต้ังแตชั่วโมงที่ 12 และเห็นไดอยางชัดเจนที่
ชั่วโมงที่ 24 ดังภาพที่ 4.1  เสนใยที่เจริญนี้จะมาลอมรอบสวนที่เปนของแข็งและเม็ดแปง ซึ่งใน
ระหวางการหมัก แปงจะถูกยอยดวยเอนไซมที่ราสรางแลวหล่ังออกมาและจะถูกแทนที่ดวยเสนใย
ของราทําใหรวมตัวเปนกอนเดียวกบักากมัน คารโบไฮเดรตที่ละลายน้ําไดดีสวนหนึ่งนั้นหายไปจาก
อาหารที่ใชหมักผานทางกระบวนการหายใจซ่ึงออกไปในรูปของคารบอนไดออกไซดและน้ํา การ
ละลายน้ําและการแพรกระจายอยางรวดเร็วและเปนเนื้อเดียวกันของคารโบไฮเดรต ทําใหเอนไซม
ที่ราผลิตสามารถเขาไปยอยสลายแปงใหกลายเปนกลูโคสไดดี มีแนวโนมที่นาเช่ือไดวาอาหารหมัก
ที่อยูในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริมสูงความเขมขนของคารโบไฮเดรตและเอนไซมลดลง และ
เปนการทําใหซับเสตรทเกิดอาการบวมน้ํา ซึ่งเปนการงายตอการนําซับสเตรทไปใชของจุลินทรีย  
(Xavier, 1994) สอดคลองกับผลการทดลองปริมาณน้ําที่เติมเสริม 60 และ 40 เปอรเซ็นตที่ให
ผลผลิตกรดแลกติกนอยลง  
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ภาพที่ 4.9 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลัง ที่ความเร็วรอบการเหว่ียง 0 รอบตอนาที ไมมีการควบคุม
คาความเปนกรด-ดาง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส A คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 เปอรเซ็นต, B 
คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 60 เปอรเซ็นต, C คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 4.10 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลัง ที่ความเร็วรอบการเหว่ียง 150 รอบตอนาที ไมมีการควบคุม
คาความเปนกรด-ดาง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส A คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 เปอรเซ็นต, B 
คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 60 เปอรเซ็นต, C คือ ปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 4.11 จลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกของ R. oryzae ในการหมักแบบอาหารแข็งดวย
กากมันสําปะหลังโดยแปรเปอรเซ็นตปริมาณน้ําที่เติมเสริมและความเร็วรอบการเหวี่ยง มีและไมมี
การควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

  40% additional free water, 0rpm, control pH    (A) 
  60% additional free water, 0rpm, control pH                  (B) 
  80% additional free water, 0rpm, control pH                  (C) 
  40% additional free water, 150rpm, control pH  (D) 
  60% additional free water, 150rpm, control pH  (E) 
  80% additional free water, 150rpm, control pH  (F) 
  40% additional free water, 0rpm, No control pH  (G) 
  60% additional free water, 0rpm, No control pH  (H) 
  80% additional free water, 0rpm, No control pH  ( I ) 
  40% additional free water, 150rpm, No control pH  (J) 
  60% additional free water, 150rpm, No control pH  (K) 
  80% additional free water, 150rpm, No control pH  (L) 
  80% additional free water, 80rpm, control pH   (M) 
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เม่ือทําการศึกษาแอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส พบวา R. oryzae สามารถสรางและ
ปลอยอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสเพื่อยอยแปงในกากมันสําปะหลังเปนกลูโคสเพื่อนําไปใชใน
กระบวนการเมแทบอลิซึม ดังแสดงในภาพที่ 4.12 ถึง 4.15 ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาในภาวะ
ที่ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง แปงที่เหลืออยูในกากมัน (รายงานโดยใชปริมาณกลูโคส
เทียบเทา) ยังคงมีอยูในปริมาณมาก บงบอกไดถึงผลของคาความเปนกรด-ดางที่มีตอการทํางาน
ของเอนไซม โดยเฉพาะอะไมเลส ทําใหไมสามารถทําการยอยแปงที่มีอยูในกากมันออกมาไดอยาง
มีประสิทธิภาพ ทําใหมีอาหารที่จะนาํไปใชในการสรางกรดแลกติกไดนอย ซึ่งสอดคลองกับปริมาณ
กรดแลกติกที่สามารถผลิตในภาวะที่มีการควบคุมคาความเปนกรด-ดาง ไดมากกวาภาวะที่ไมมี
การควบคุม 
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ภาพที่ 4.12 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนในการหมักแบบ
อาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต 
ความเร็วรอบการเหว่ียง 0 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.13 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนในการหมักแบบ
อาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต 
ความเร็วรอบการเหวี่ยง 150 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.14 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนในการหมักแบบ
อาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต 
ความเร็วรอบการเหวี่ยง 0 รอบตอนาที ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 4.15 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนในการหมักแบบ
อาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 40 60 และ 80 เปอรเซ็นต 
ความเร็วรอบการเหวี่ยง 150 รอบตอนาที ไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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4.2 การหมักโดยเติมแหลงไนโตรเจน 

 จากผลการทดลองใน 4.1เห็นไดวาภายใตภาวะการหมักดังกลาวขางตนใหปริมาณเซลล
และกรดแลกติกที่ผลิตไดในปริมาณคอนขางนอย และอัตราการนําไปใชของแหลงคารบอนในกาก
มันคอนขางตํ่า ผูวิจัยจึงต้ังสมมติฐานวา แหลงไนโตรเจนในภาวะการหมักใน 4.1 อาจมีปริมาณไม
เพียงพอที่จะนําไปผลิตเปนเซลล ซึ่งทายที่สุดแลวปริมาณเซลลที่มีนอยสงผลตอการผลิตกรดแลก
ติกไดในปริมาณที่ไมสูงนัก ผูวิจัยจึงปรับปรุงสูตรอาหารแข็งโดยทําการเติมแหลงไนโตรเจนลงใน
อาหารแข็ง เมื่อทําการเปรียบเทียบแหลงไนโตรเจน 2 ชนิด ไดแก ยูเรียและสารสกัดยีสต ที่ความ
เขมขน 0.1 0.3 และ 0.5 กรัมตอลิตร พบวา ที่ความเขมขนของยูเรีย 0.1 กรัมตอลิตร ใหผลผลิต
กรดแลกติกมากที่สุดเทากับ 207.63 มิลลิกรัมตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน ซึ่งมีคาใกลเคียงกับการ
หมักโดยเติมสารสกัดยีสตที่ความเขมขน 0.1 กรัมตอลิตรที่ใหผลผลิตของกรดแลกติกสูงสุด 
208.15  มิลลิกรัมตอน้ําหนักแหงเร่ิมตนของกากมัน และพบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของแหลง
ไนโตรเจนสูงข้ึนมากกวา 0.1 กรัมตอลิตร ผลผลิตกรดแลกติกลดลงกวาในภาวะที่ไมมีการเสริม
แหลงไนโตรเจนและภาวะที่เติมแหลงไนโตรเจนเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร ดังแสดงในภาพที่ 4.16 
และ 4.17 จากผลการทดลองเห็นไดชัดวาแหลงไนโตรเจนท่ีเติมเขาชวยสนับสนุนใหรานําแหลง
คารบอนในกากมันไปใชในการเจริญเติบโตของรามากกวาที่จะสนับสนุนใหราผลิตกรดแลกติก ซึ่ง
สอดคลองกับผลการวิเคราะหปริมาณเซลลทางออมดวยกลูโคซามีนและปริมาณของแหลง
คารบอนในกากมันที่ลดลงอยางรวดเร็วเมื่อเทียบกับการหมักในภาวะท่ีไมมีการเติมแหลง
ไนโตรเจน ซึ่งพบวา เมื่อปริมาณไนโตรเจนเพิ่มข้ึน ราจะเจริญเติบโตไดดีข้ึน โดยผลการทดลอง
แสดงใหเห็นวา ยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีในการสนับสนุนการเจริญเติบโตของราในการหมัก
แบบอาหารแข็งกากมนัสําปะหลังมากกวาสารสกัดยีสต ดังแสดงในภาพที่ 4.18  

 Mitchell และคณะ (1988) พบวา ยูเรียมีประโยชนตอการเจริญของ Rhizopus 
oligosporus เมื่อทําการผสมแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) และ ยูเรีย 0.25 
เปอรเซ็นตในอาหาร ทําใหอัตราการเจริญของ colony radial เปน 1.01 มิลลิเมตรตอช่ัวโมง  

 Adejoye และคณะ (2006) ศึกษาอิทธิพลของแหลงไนโตรเจนตางๆ ตอการเจริญเติบโต
ของ Pleurotus florida เม่ือเทียบผลระหวางการเติมยูเรียกับสารสกัดยีสต พบวา ยูเรียใหน้ําหนัก
แหงของไมซีเลีย 135.25 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ขณะที่สารสกัดยีสต ใหน้ําหนักแหงของ
ไมซีเลีย 116.65 มิลลิกรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร แสดงใหเห็นวายูเรียสนับสนุนการเจริญเติบโต
ของ Pleurotus florida มากกวาสารสกัดยีสต 

 



78 

 

A

B

C

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.16 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก
แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็ว
รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาทีควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 เติมยูเรียเขาไป A คือ 0.1 
กรัมตอลิตร B คือ 0.3 กรัมตอลิตร C คือ 0.5 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4.17 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติก และเอทานอลของ R. oryzae ในการ
หมักแบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต 
ความเร็วรอบการเหว่ียง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 สารสกัดยีสต
เขาไป A คือ 0.1 กรัมตอลิตร B, คือ 0.3 กรัมตอลิตร C, คือ 0.5 กรัมตอลิตร 
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ภาพที่ 4.18 ปริมาณชีวมวลของ R. oryzae ในภาวะการเล้ียงที่ไมมีและมีแหลงไนโตรเจน ไดแกยู
เรีย และสารสกัดยีสตที่ความเขมขนตางๆ 

  80% additional free water, 80rpm, control pH    (M) 
  0.1 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH (N)         

 0.3 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH  (O) 
 0.5 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH (P)                 
 0.1 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH  (Q) 
 0.3 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH       (R)             
 0.5 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH      (S)         
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จากผลการทดลอง สังเกตไดวาคาความเปนกรด-ดางมีแนวโนมเพิ่มข้ึนเมื่อแหลงคารบอนหมด ดัง
แสดงในภาพที่ 4.19 และ 4.20 อาจเปนเพราะวา แหลงไนโตรเจนที่เติมเขาไปทั้งยูเรียและสารสกัด
ยีสต  เมื่อ เกิดปฏิกิ ริยาไฮโดรไลซีสแลวจะถูกปลอยออกมาในรูปของแอมโมเนียและ
คารบอนไดออกไซด (Juillard และคณะ, 1988; Tinson และคณะ, 1982) ซึ่งการเกิดแอมโมเนีย
นั้นจะทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลงหรือชักนําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มข้ึนระยะหนึ่ง 
(Tinson และคณะ, 1982 ; Spinnler และ Corrieu, 1989; Latrille และคณะ, 1992) ในชวงแรกที่
มีแหลงคารบอนอยูนั้นราเลือกนําไปใชในการเจริญเติบโตและสรางผลผลิต ซึ่งระหวางที่ราเจริญ
อยางรวดเร็ว แอมโมเนียจะถูกนําไปใชมากกวาอัตราการไฮโดรไลซีสของยูเรียทําใหคาความเปน
กรด-ดางลดลง รวมถึงกรดแลกติกที่ราผลิตออกมาดวย แตเมื่อแหลงคารบอนเร่ิมหมด จึงเหลือ
แหลงไนโตรเจนแหลงเดียวที่นําไปใช การเจริญเติบโต ทําใหแอมโมเนียที่เกิดข้ึนมีปริมาณมากข้ึน 
จึงมีแนวโนมชักนําใหคาความเปนกรด-ดางเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งเปนคาที่ไมเหมาะตอการผลิตกรดแลกติ
กของรา R. oryzae ซึ่งอยูที่ 4.0-6.0 เม่ือเทียบกับปริมาณผลผลิตกรดแลกติกกับการหมักในภาวะ
ที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจนแลวผลผลิตที่ไดไมแตกตางกัน ดังแสดงในภาพที่ 4.21 
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ภาพที่ 4.19 แสดงคาความเปนกรด-ดางที่เปล่ียนแปลง ในระหวางการหมักที่มียูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 4.20 แสดงคาความเปนกรด-ดางที่เปล่ียนแปลง ในระหวางการหมักที่มีสารสกัดยีสตเปน
แหลงไนโตรเจน 
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ภาพที่ 4.21 แสดงจลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกในภาวะที่ไมมีและมีการเสริมแหลง
ไนโตรเจน 

  80% additional free water, 80rpm, control pH    (M) 
  0.1 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH (N)                   

 0.3 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH  (O) 
 0.5 g/l yeast extract, 80% additional free water, 80rpm, control pH (P)                 
 0.1 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH  (Q) 
 0.3 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH                  (R) 
 0.5 g/l urea, 80% additional free water, 80rpm, control pH             (S) 

 ในการวิเคราะหปริมาณกลูโคอะไมเลสและอะไมเลส พบวา มีปริมาณมากกวาการหมักใน
ภาวะแบบไมมีการเติมแหลงไนโตรเจน ทําใหพบวา ปริมาณแปงที่อยูในกากมันนั้น ถูกยอย
เปล่ียนเปนกลูโคสอยางรวดเร็ว ดังแสดงในภาพที่ 4.22 และ 4.23 

 Zambare (2010) ศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการผลิตกลูโคอะไมเลสดวยรา 
Aspergillus oryzae ภายใตการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชรําขาวสาลีเปนแหลงคารบอน พบวา 
ในสวนการทดลองการเติมแหลงไนโตรเจนเขาไปนั้น ยูเรียสามารถเพิ่มผลผลิตกลูโคอะไมเลสถึง 
10 เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับการไมใสแหลงไนโตรเจน 
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ภาพที่ 4.22 แสดงการผลิตกลูโคอะไมเลสและอะไมเลสของ R. oryzae ในภาวะที่มียูเรียเปนแหลง
ไนโตรเจน 
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ภาพที่ 4.23 แสดงการผลิตกลูโคอะไมเลสและอะไมเลสของ R. oryzae ในภาวะที่มีสารสกัดยีสต
เปนแหลงไนโตรเจน 
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4.3 ศึกษาอิทธิพลของกลูโคอะไมเลสและเซลลูเลส 

 ผลการทดลองใน 4.1 และ 4.2 ชี้ใหเห็นวาหากตองการเพิ่มผลผลิตและอัตรการผลิตกรด

แลกติกโดยการหมักแบบอาหารแข็ง จําเปนตองมีแหลงคารบอนที่เพียงพอสําหรับ R. oryzae ที่จะ

นําไปใชในการเปล่ียนเปนผลิตภัณฑกรดแลกติก จากอัตราการลดลงของแหลงคารบอนที่ไมสูงนัก

ในผลการทดลองใน 4.1 และการเพิ่มข้ึนของอัตราการนําแหลงคารบอนไปใชในการทดลอง 4.2 

เมื่อมีการเติมแหลงไนโตรเจนซ่ึงสงผลใหมีปริมาณเซลลมากข้ึน แสดงถึงความเปนไปไดในการเกิด

ภาวะ substrate limitation ในการผลิตกรดแลกติกจากกากมัน ดังนั้น ผูวิจัยจึงทดลองเติมเอนไซม

เซลลูเลสและกลูโคอะไมเลสลงในอาหารแข็งกากมัน โดยมุงหวังวา เอนไซมดังกลาวจะชวยเรง

อัตราการเปล่ียนแปงและเซลลูโลสในกากมันเพื่อเปนกลูโคส ซึ่งราจะนําไปใชในการผลิตกรดแลก

ติกไดโดยตรง ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา การใชปริมาณกลูโคอะไมเลส 3.85 ยูนิตตอกรัมแหง

กากมันเร่ิมตนรวมกับเซลลูเลส 45 ยูนิตตอกรัมแหงกากมันเร่ิมตนเพียงพอตอการยอยแปงและ

เซลลูโลสที่มีอยูในกากมันสด 7.5 กรัม เนื่องจากไดปริมาณกรดแลกติกไมแตกตางจากการใช

เอนไซมในปริมาณมาก จากการทดลองในสวนของการเติมกลูโคอะไมเลสเพิ่มเขาไปอยางเดียวมี

ผลตอปริมาณกลูโคสอยางมาก พบวามีกลูโคสต้ังแตชั่วโมงที่ 0 ถึงช่ัวโมงที่ 12 เม่ือเปรียบเทียบกับ

ภาวะที่ไมมีการเติมกลูโคอะไมเลสเพิ่มเขาไป และลดลงอยางรวดเร็วต้ังแตชั่วโมงที่ 24 เปนตนไป 

ซึ่งสอดคลองกับผลผลิตของกรดแลกติกที่มีแนวโนมการผลิตเพิ่มข้ึนตอเนื่องจนถึงที่ชั่วโมง 48 

หลังจากนั้นการผลิตกรดแลกติกคอยขางที่จะคงที่เนื่องจากกลูโคสถูกนําไปใชหมดอยางรวดเร็ว

หลังชั่วโมงที่ 48 ดังแสดงในภาพที่ 4.24 จากการศึกษาการเติมเซลลูเลสเขาไป พบวามีปริมาณ

กลูโคสผลิตออกมาอยางตอเนื่อง ทําใหรามีปริมาณกลูโคสที่เพียงพอในการใชผลิตกรดแลกติก ดัง

แสดงในภาพที่ 4.25 ในการทดลองในสวนของที่มีการเสริมทั้งกลูโคอะไมเลสและเซลลูเลสเขาไป

นั้น พบกลูโคสมีปริมาณสูงในระยะแรกสอดคลองกับผลท่ีไดจากสวนการทดลองที่มีแตการเติม

กลูโคสอยางเดียว ดังแสดงในภาพที่ 4.26 แตมีปริมาณที่มากกวาอันเนื่องมาจากการทํางานของ

เซลลูเลสที่ไปทําการยอยเซลลูโลสที่อยูในกากมันทําใหไดพวกออลิโกเมอรออกมาอีกจํานวนหนึ่ง 

และอาจจะไปทําใหเม็ดแปงที่แทรกซึมหรือถูกหอหุมดวยเซลลูโลสนั้นหลุดออกมาดวย ทําใหมีสาร

ต้ังต้ันที่จะทําการเปล่ียนเปนกลูโคสเพิ่มข้ึน และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณกรดแลกติกที่ไดมี

แนวโนมที่จะไดปริมาณที่มากกวาซ่ึงสอดคลองกับการเพิ่มข้ึนของกลูโคส ดังแสดงในภาพที่ 4.27 
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ภาพที่ 4.24 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก

แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็ว

รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ที่เติมกลูโคอะไมเลสในอาหารแข็ง A คือ 3.85 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน, B คือ 

7.70 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน 

 

 

 

 

 

A

B
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ภาพที่ 4.25 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก

แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็ว

รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ที่เติมเซลลูเลสในอาหารแข็ง A คือ 45 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน, B คือ 92.5 ยูนิต

ตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน, C คือ 182.5 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน 

 

A

B

C
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ภาพที่ 4.26 จลนพลศาสตรการผลิตกลูโคส กรดแลกติกและเอทานอลของ R. oryzae ในการหมัก

แบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็ว

รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ที่เติมกลูโคอะไมเลส 3.85 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตนรวมกับเซลลูเลส 45 ยูนิตตอ

กรัมกากมันแหงเร่ิมตน 

 

 

 

 



91 

 

 

ภาพที่ 4.27 จลนพลศาสตรการผลิตกรดแลกติกของ R. oryzae ในการหมักแบบอาหารแข็งดวย

กากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบการเหว่ียง 80 

รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีการ

เสริมกลูโคอะไมเสลและเซลลูเลสเขาไป  

 80% additional free water, 80rpm, control pH   (M) 
 3.85 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp         (T) 

7.70 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp   (U) 
45 unit cellulase / g initial dried cassava pulp   (V) 
92.5 unit cellulose / g initial dried cassava pulp  (W) 
182.5 unit cellulase / g initial dried cassava pulp   (X) 
3.85 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp + 45 unit cellulase / g initial 

dried  cassava pulp        (Y) 
 

 การศึกษาแอคติวิตีของกลูโคอะไมเลสและอะไมเลส พบวาแอคติวิตีของอะไมเลสมีคา

เพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกับในสภาะที่ไมมีการเติมเอนไซมเสริมเขาไป ซึ่งอาจจะเปนไปไดวา

ปริมาณแปงที่มีมากข้ึนไปชักนําใหรามีการสรางอะไมเลสเพิ่มข้ึน ดังแสดงในภาพที่ 4.28- 4.30 
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ภาพที่ 4.28 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนรวมกับกลูโคอะไมเลส

ที่เสริมลงไป ในการหมักแบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 

80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยมีการเสริมกลูโคอะไมเลส 3.85และ 7.70 ยูนิตตอกรัมกากมัน

แหงเร่ิมตน 
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ภาพที่ 4.29 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนในการหมักแบบ

อาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบ

การเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

โดยมีการเสริมเซลลูเลส 45 92.5 และ 182.5 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตนเขาไป  
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ภาพที่ 4.30 แอคติวิตีของอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสที่ R. oryzae ผลิตข้ึนรวมกับกลูโคอะไมเลส

ที่เสริมลงไป ในการหมักแบบอาหารแข็งดวยกากมันสําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 

80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยมีการเสริมกลูโคอะไมเสล 3.85 และ เซลลูเลส 45 ยูนิตตอกรัม

กากมันแหงเร่ิมตนเขาไป  

 จากการศึกษาปริมาณเซลล แสดงใหเห็นถึงแนวโนมการเจริญเติบโตของราที่เพิ่มข้ึน ดัง

แสดงในภาพที่ 4.31 โดยพบวาในภาวะที่มีการเติมเซลลูเลสลงไปนั้น เซลลจะรวมตัวเกาะกับกาก

มันเปนกอนซึ่งแยกออกจากนํ้าอยางเห็นไดชัดดังแสดงในภาพที่ 4.32 แสดงใหเห็นวาเซลลูเลสที่

เสริมเขาไปยอยเซลลูโลสซึ่งเปนสวนของไฟเบอรที่อยูในกากมันกลายเปนกลูโคสซ่ึงเปนการเพิ่ม

ปริมาณซับสเตรทที่รานําไปใชในการเจริญเติบโตและสรางผลิตภัณฑ ทําใหปริมาณเซลลที่

วิเคราะหไดจากชุดการทดลองน้ีพบไดมากกวาชุดการทดลองอื่น และเปนการสนับสนุนผลของ

ปริมาณเซลลูเลส 18.5 ไมโครลิตร เพียงพอตอการยอยเซลลูโลสที่อยูในกากมันสด 7.5 กรัม เพราะ

ปริมาณเซลลที่วิเคราะหไดใกลเคียงกันในทุกๆ ภาวะที่มีการเสริมเซลลูเลสเขาไป นอกจากนี้ 

ลักษณะการเจริญของราบนพื้นผิวของกากมันดังในภาพที่ 4.32 ชี้ใหเห็นวา การเจริญในลักษณะ 

surface culture ซึ่งเปนหลักการของการหมักแบบอาหารแข็งสงผลเอ้ือตอการผลิตกรดแลกติกโดย 

R. oryzae 
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ภาพที่ 4.31 แสดงปริมาณชีวมวลของ R. oryzae ในการหมักแบบอาหารแข็งดวยกากมัน

สําปะหลังในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต ความเร็วรอบการเหว่ียง 80 รอบตอ

นาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.0 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยมีการเสริม

กลูโคอะไมเสลและเซลลูเลสเขาไป 

80% additional free water, 80rpm, control pH    (M) 
 3.85 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp                   (T) 

7.70 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp    (U) 
45 unit cellulase / g initial dried cassava pulp     (V) 
92.5 unit cellulose / g initial dried cassava pulp   (W) 
182.5 unit cellulase / g initial dried cassava pulp    (X) 
33.85 unit glucoamylase / g initial dried cassava pulp + 45 unit cellulase / g 

initial dried  cassava pulp        (Y) 
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ภาพที่ 4.32 ลักษณะการเจริญเติบโตของรา R. oryzae ในภาวะที่มีการเติมอะไมเลสในอาหารแข็ง 
(แถวบน) เปรียบเทียบกับภาวะที่ไมมีการเติมอะไมเลส (แถวลาง) 
A คือ 3.85 unit glucoamylase + 45 unit cellulase (per g initial dried cassava pulp), 80% 
additional free water, 80 rpm, control pH 6.0 
B คือ 45 unit cellulase / g initial dried cassava pulp, 80% additional free water, 80 rpm, 
control pH 6.0 
C คือ 0.5 g/l urea, 80% additional free water, 80 rpm, control pH 6.0 
D คือ 80% additional free water, 80 rpm, control pH 6.0 
 

 

 

 

 

 

A B

C D



97 

 

บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

 จากการวิจัยนี้พบวา เราสามารถนํากากมันสําปะหลังที่เปนวัสดุเหลือใชทางเกษตรกรรม

มาใชเปนแหลงคารบอนในกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งดวยรา R. oryzae เพื่อผลิตกรดแลก

ติก ซึ่งนับวาเปนการเพิ่มมูลคาของวัสดุเหลือใชทางการเกษตรใหเปนผลิตภัณฑที่มีมูลคาสูงข้ึน 

ศึกษาและคัดเลือกเปอรเซ็นตปริมาณน้ําที่เติมเสริม คาความเปนกรด – ดาง และรอบ

การเหวี่ยง 

 เมื่อเพิ่มปริมาณน้ําที่เติมเสริม มีผลใหการผลิตกรดแลกติกเพิ่มข้ึน การใชอัตรารอบการ

เหวี่ยงในระดับตางๆ มีผลตอการผลิตกรดแลกติก โดยอัตรารอบการเหว่ียงที่มากเกินไปชักนํา

ใหผลผลิตกรดแลกติกลดลง และภาวะท่ีไมมีการควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่ 6.0 ใหผลผลิต

กรดแลกติกที่ตํ่าและสงผลใหแอคติวิตีของเอนไซมลดลงอยางเห็นไดชัด โดยภาวะที่มีปริมาณน้ําที่

เติมเสริมลงไป 80 เปอรเซ็นต รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่ 6.0 

ใหผลผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 206.20 มิลลิกรัมตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน 

ศึกษาอิทธิพลของแหลงไนโตรเจน 

 การเติมแหลงไนโตรเจนเสริมลงไปไมสงเสริมการผลิตกรดแลกติกเพิ่มข้ึน การใชสารสกัด

ยีสตและยูเรียที่ความเขมขนตํ่า ใหผลผลิตกรดแลกติกสูงกวาภาวะที่เติมลงไปในความเขมขนสูง 

และพบวาการใชยูเรียที่ความเขมขนสูง เปนแหลงไนโตรเจนสงเสริมการเจริญเติบโตของราและการ

ผลิตกลูโคอะไมเลสอยางเห็นไดชัด โดยการเล้ียงในภาวะที่มีปริมาณน้ําที่เติมเสริม 80 เปอรเซ็นต 

รอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรด-ดางที่ 6.0 เติมยูเรียและสารสกัดยีสตที่

ความเขมขน 0.10 กรัมตอลิตรใหผลผลิตสูงสุดคือ  207.63 และ 208.15  มิลลิกรัมตอกรัมกากมัน

แหงเร่ิมตน ตามลําดับ และสังเกตความแตกตางไดชัดเจนวา การใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนมีผล

ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของ R. oryzae ไดดีกวาสารสกัดจากยีสต ภาวะที่มีการเติมยูเรียที่

ความเขมขน 0.3 และ 0.5 กรัมตอลิตร ใหผลผลิตชีวมวลสูงสุด  คือ 1.39  และ1.64 กรัมตอหนึ่ง

กรัมตัวอยางแหง ขณะที่ภาวะที่เติมสารสกัดยีสตที่ความเขมขน 0.3 และ 0.5 กรัมตอลิตร ให

ผลผลิตชีวมวลสูงสุด คือ 0.86 และ 0.79 กรัมตอหนึ่งกรัมตัวอยางแหงตามลําดับ  
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ศึกษาอิทธิพลของกลูโคอะไมเลสและเซลลูเลส 

 ภาวะที่มีการเติมเซลลูเลสลงไปใหผลผลผลิตกรดแลกติกสูงกวาภาวะที่มีการเติมกลูโคอะ

ไมเลสลงไปเพียงอยางเดียว เนื่องจากเซลลูเลสไปทําการยอยเซลลูโลสที่อยูในกากมันทําใหไดพวก

ออลิโกเมอรออกมาอีกจํานวนหนึ่ง และอาจจะไปทําใหเม็ดแปงที่แทรกซึมหรือถูกหอหุมดวย

เซลลูโลสนั้นหลุดออกมาดวย ทําใหมีสารตั้งต้ันที่จะทําการเปล่ียนเปนกลูโคสเพิ่มข้ึนจะเห็นกลูโคส

เปนระยะๆ ทําใหรามีปริมาณซับสเตรทที่เหมาะสมในการผลิตกรดแลกติกไดอยางตอเนื่อง การใช

ปริมาณกลูโคอะไมเลส 3.85 และเซลลูเลส 45 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตน เพียงพอตอการยอย

แปงและเซลลูโลสที่มีอยูในกากมันสด 7.5 กรัม โดยใหผลผลิตกรดแลกติก คือ 254.30 และ 

442.35 มิลลิกรัมตอกรัมแหงกากมันเร่ิมตน ตามลําดับ โดยปริมาณกรดแลกติกที่ไดไมแตกตาง

จากการใชกลูโคอะไมเลส 7.70 ยูนิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตนและเซลลูเลส 92.50 และ 182.50 

ยูนิตตอกรัมแหงกากมันเร่ิมตน  และภาวะท่ีมีการเติมกลูโคอะไมเลส 3.85 รวมกับเซลลูเลส 45 ยู

นิตตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตนใหผลผลิตกรดแลกติกสูงที่สุด คือ 463.18  มิลลิกรัมตอกรัมกากมัน

แหง เ ร่ิมตน  เมื่อ เทียบกับผลของการหมักในภาวะปกติและภาวะที่มีการเ ติมกลูโคอะ

ไมเลสหรือเซลลูเลสเพียงอยางเดียว  

ขอเสนอแนะ 

1. จากผลการทดลองในงานวิจัยนี้ พบวาการเติมกลูโคอะไมเลส และเซลลูเลสเพิ่มลงไป

ทําใหมีปริมาณกรดแลกติกเพิ่มข้ึน เนื่องจากมีสารต้ังตนเพิ่มข้ึน ดังนั้นในงานวิจัยตอไปควรศึกษา

เกี่ยวกับการศึกษาเมแทบอลิซึมของราระหวางกลไกการเปล่ียนแปงเปนน้ําตาลดวยเอนไซมที่รา

สรางข้ึนและกลไกการเปล่ียนน้ําตาลเปนกรดแลกติก เพื่อใหทราบวากลไกใดเปนกลไกจํากัดใน

การผลิตกรดแลกติก   

2. ในระหวางการหมักพบวาคาความเปนกรด-ดางมีผลตอการผลิตกรดแลกติกของรา 

อยางเห็นไดชัดเจน โดยภาวะที่มีคาความเปนกรดที่ตํ่ามาก (<4.00) และคาความเปนดางสูงมาก 

(>6.50) ปริมาณกรดแลกติกจะนอยอยางชัดเจน จึงควรออกแบบระบบการเติมกรดหรือดางเพื่อ

ควบคุมคาความเปนกรด-ดางใหคงที่อยูระหวาง 5.00-6.50 ใหเทากันทุกบริเวณ โดยเฉพาะการ

ขยายขนาดการหมัก ถังหมักที่นํามาใชควรมีการออกแบบหรือระบบควบคุมคาความเปนกรด-ดาง

และการคลุกเคลาซับสเตรท ใหมีความเปนเนื้อเดียวกันที่ดี  
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ภาคผนวก ก 
1. การหาแอคติวิตีแอลฟา-อะไมเลส 

หลักการ   

                                     polysaccharide                             glucose 

สารเคมี A : สารละลาย 1% (w/v) แปงมันฝร่ังใน 0.1 M sodium acetate buffer pH 6.0 

 B : สารละลาย DNSA  

วิธีการตรวจวัดหาคากิจกรรมของแอลฟา-อะไมเลส 

ตัวอยาง ชุดควบคุม 
1. ตัวอยางปริมาตร 125 ไมโครลิตร
2. เติมสารละลาย A ปริมาตร 125 ไมโครลิตร 
3. นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาที 
4. เติมสารละลาย B 500 ไมโครลิตร 
5. นําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

1. สารละลาย A ปริมาตร 125 ไมโครลิตร
2. นําไปบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาที 
3. เติมสารละลาย B 500 ไมโครลิตร 
4. ตัวอยางปริมาตร 125 ไมโครลิตร 
5. นําไปบมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 นาที 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร 

เทียบหาปริมาณกลูโคสกับกราฟมาตรฐาน และนําไปคํานวณคาแอคติวิตีของอะไมเลสตาม
ภาคผนวก ข ขอ 4 

วิธีเตรียมกราฟมาตรฐานกลูโคส 

สารละลายมาตรฐานกลูโคสความเขมขนระหวาง 1-10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรแทนสาร
ตัวอยาง และทําตามข้ันตอนขางบน แลวนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาเขียนกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวางความเขนขนของสารละลายมาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง 

 

 

     

            ภาพที่ ก.1 กราฟมาตรฐาน
        กลูโคส 

α‐amylase 
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คาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม 1 หนวยของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมทั้งหมดที่
สามารถทําใหเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของโพลีแชคคาไรด 1 ไมโครโมลภายใน 1 นาที รายงานเปน
ปริมาณเอนไซมตอกรัมกากมันแหงเร่ิมตนในหนวยมิลลิกรัม 

2. การหาแอคติวิตีกลูโคอะไมเลส 

หลักการ 

ρ – Nitrophenyl – α – D – glucopyranoside (PNPG)                          ρ – nitrophenol (PNG) 

สารเคมี A: 0.1 % (w/v) 4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside ใน0.1 M sodium acetate buffer 
pH 5.0 

 B: 0.1M sodium tetraborate 

ขั้นตอนการวิเคราะห 

ตัวอยาง ชุดควบคุม 
1. ตัวอยางปริมาตร 125 ไมโครลิตร
2. เติมสารละลาย A ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
3. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ชั่วโมง 
4. เติมสารละลาย B 575 ไมโครลิตร 
5. บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 
นาที 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร 

1. ตัวอยางปริมาตร 125 ไมโครลิตร 
2. เติมสารละลาย A ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 
3. เติมสารละลาย B 575 ไมโครลิตร 
4. บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 
ชั่วโมง 
5. บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 
นาที 
6. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 400 นาโนเมตร 

 
เตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช กลูโคอะไมเลสความเขมขนระหวาง 0-200 มิลลิกรัม

ตอลิตร มาทําปฏิกิริยากับสารละลาย 4-nitrophemyl-α-D-glucopyranoside และเขียนกราฟ
แสดงความสัมพันธระหวางความเขนขนของกลูโคอะไมเลสกับคาการดูดกลืนแสง 

 

 

ภาพที ่ก.2 กราฟมาตรฐาน
กลูโคอะไมเลส 

 

Glucoamylase 
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3. การหาปริมาณชีวมวล 

หลักการ 

                           Chitin (in cell wall)                                N-Acetyl-D-glucosamine 

สารเคมี A : 5% (w/v) sodium bisulphate 

 B : 5% (w/v) sodium nitrate 

 C : 12.5% (w/v) ammonium sulfamate 

 D : 0.5 % (w/v) 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrozone hydrochloride (MBTH) 

 F : 0.5% (w/v) feric chloride 

ขั้นตอนการวิเคราะห 

1.  สารละลายไคตินที่ผานการยอยดวยกรด 0.5 มิลลิลิตร 

2. เติมสารละลาย A และ B อยางละ 0.5 มิลลิลิตร 

3. นําไปเขยาใหเขากันนาน 15 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยง 

4. แบงสารละลายที่ไดจากขอ 3. 0.6 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลาย C 200 ไมโครลิตร 

5. นําไปเขยาใหเขากันนาน 5 นาที เติมสารละลาย D 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 

6. บมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที แลวทําใหเย็น 

7. เติมสารละลาย F 200 ไมโครลิตร เขยาใหเขากัน ทิ้งไวในอุณหภูมิหอง นาน 30 นาที แลวนําไป
ปนเหวี่ยง 

8. วัดคาดูดกลืนแสงที่ 650 นาโนเมตร เทียบหาปริมาณกลูโคซามีนกับกราฟมาตรฐาน 

  

 

 

 

 

 

acid hydrolysis 
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เตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช กลูโคซามีนความเขมขนระหวาง 0-1000 มิลลิกรัมตอลิตร แลว
เลือกแคชวง log phase มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขนขนของสารละลาย
มาตรฐานกับคาการดูดกลืนแสง 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.3 กราฟมาตรฐานกลูโคซามีน 

ในการคํานวณนําปริมาณกลูโคซามีนที่ไดจากการวัดคาดูดกลืนแสงมาคํานวณเพื่อเทียบเปน
ปริมาณชีวมวล โดยกลูโคซามีน 150 มิลลิกรัม เทากับ1 กรัมของชีวมวล  
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ภาคผนวก ข 
การคํานวณ 

1. การหาเปอรเซ็นตปริมาณน้ําที่เติมเสริม 
สูตรที่ใชในการคํานวณ % additional free water = (5+x)/(7.5+5+x) 
เชนถาตองการใหมีเปอรเซ็นตน้ําที่เติมเสริมเทากับ 80  
แทนคา  0.8     = (5+x)/ (7.5+5+x) 
 0.8(7.5+5+x) = (5+x) 
 6+4+0.8x       = 5+x 
  10-5   =  x-0.8 
       5   =  0.2x 
       X   =  25 
หมายเหตุ 
 X = ปริมาณน้ําที่ตองใสเพิ่มลงไป หนวย มิลลิลิตร 
 7.5 = น้ําหนักกากมันสําประหลังสดที่ใช หนวย กรัม 
 5 = ปริมาตรของกลาเช้ือที่ใสลงไป หนวย มิลลิลตร 
2. การหาคา yield (Yp/s) 
ตัวอยางการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนที่มีปริมาณน้ําที่เติม
เสริม  80 เปอรเซ็นต ควบคุมคากรด-ดางเทากับ 6.0 ทุกๆ 12 ชั่วโมง ไมมีการเขยา 
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ตารางที่ ข .1 ความสัมพันธระหวางปริมาณกรดแลกติกและเอทานอลกับกลูโคส และ
ปริมาณน้ําหมักที่เก็บไดหลังจากการนําไปปนเหวี่ยงแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง 

h 
Concentration (g/L) amount of 

liquid (ml) glucose lactic ethanol 
0 1.9305 0.0000 0.0000 33.0 

12 1.7475 0.6505 0.0000 12.5 
24 5.8072 1.1957 0.0000 26.0 
36 6.0175 3.9448 0.0000 25.0 
48 5.6696 5.3796 0.0000 26.5 
60 4.5764 7.6254 0.0000 27.0 
72 2.2200 8.0468 0.0000 26.2 
84 0.0000 10.5736 3.3402 27.0 
96 0.8685 9.9615 2.0325 25.0 
108 1.6514 6.6839 0.0000 26.5 
120 0.0000 10.7475 2.1296 25.5 
132 0.0000 10.5502 0.0000 27.0 
144 0.0000 11.2475 0.0000 27.5 
156 0.0000 11.0167 0.0000 26.0 
168 3.0717 7.5870 0.0000 26.3 

 
นําความเขมขนของสารที่ไดในหนวย กรัมตอลิตร ไปคูณ กับ ปริมาณของเหลวที่ได 

ตัวอยางเชน กรดแลกติกชั่วโมงที่ 24 จะได 1.1957 (g/l) × 26 (ml) = 31.0882 mg จากนั้นนําคาที่
ไดในหนวยมิลลิกรัมนี้ไปหารดวยน้ําแหงของกากมันสําปะหลังแหงเร่ิมตน ซึ่งมีคาเทา 1.5 กรัม 
เม่ือกากมันสําปะหลังมีความช้ืน 80 เปอรเซ็นต จะได 31.0882 (mg) / 1.5 (g) = 20.7255 
มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักกากมันแหงเร่ิมตนในหนวยมิลลิกรัม 
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3. การหาปริมาณแปงที่เหลือในกากมันสําปะหลัง 
ตัวอยางการหมักแบบอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน ที่เปอรเซ็นตน้ําอิสระ
ที่ใสเขาไปเม่ือเทียบกับน้ําหนกัรวมทั้งหมด เทากับ 80 เปอรเซ็นต ควบคุมคากรด-ดาง 6.0 ทุกๆ 12 
ชั่วโมง ไมมีการเขยา 
ตารางที่ ข.2 ความสัมพันธระหวางปริมาณน้ําตาลกับนํ้าหนักแหงของกากมันหลังการ
หมัก 

h 
Dextrose 

(g/l) 
Dried pulp after 
fermented (g) 

conc. Dextrose 
(g/1 g FD) 

0 59.100 1.2871 0.5910 
12 60.800 1.1801 0.6080 
24 46.400 0.9039 0.4640 
36 38.000 0.8092 0.3800 
48 33.300 0.7166 0.3330 
60 18.300 0.6572 0.1830 
72 14.300 0.6747 0.1430 
84 8.760 0.6665 0.0876 
96 9.210 0.6630 0.0921 

108 6.340 0.6297 0.0634 
120 6.210 0.6610 0.0621 
132 7.600 0.6312 0.0760 
144 6.230 0.6214 0.0623 
156 3.820 0.6607 0.0382 
168 5.770 0.7065 0.0577 

 
นําความเขมขนของน้ําตาลที่ไดจากการวัดจากเคร่ือง YSI ในหนวย กรัมตอลิตร คูณกับ 

0.01 เพื่อใหอยูในหนวยกรัมตอหนึ่งกรัมกากมันแหง ตัวอยางเชน ที่ชั่วโมงที่ 24 จะได 46.400 × 
0.01 = 0.4640 g/1g dried pulp จากนั้นนําคาที่ไดไปคูณกับน้ําหนังแหงของกากมันที่ไดหลังจาก
การหมัก ได 0.9039 × 0.4640 = 0.419 กรัมน้ําตาล นําไปหารดวยน้ําหนักแหงเร่ิมตน 0.419/1.5 
= 0.2796 กรัมน้ําตาลตอน้ําหนักกากมันแหงเร่ิมตน 
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4. วิธีการคํานวณคาแอคติวิตีของแอลฟา-อะไมเลส 
ตัวอยาง การหมักแบบอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนที่มีปริมาณน้ําที่เติม
เสริม 80 เปอรเซ็นต ที่ความเร็วรอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคากรด-ดางเทากับ 6.0 
ทุกๆ 12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีการเติมสารละลายยูเรียเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร
เปนแหลงไนโตรเจน   
ตารางที่ ข.3 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณแอลฟา-อะไมเลสและ
ปริมาณน้ําหมักที่เก็บไดหลังจากการนําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง
กับนํ้าหนักแหงของกากมันหลังการหมัก 

h OD 400 
mg/ml 

Free water 
(ml) 

U / g initial 
dry pulp Blank Sample Difference 

0 0.535 0.669 0.134 3.9756 24.8 12.1722 
12 0.608 0.629 0.021 1.3236 19.2 3.1374 
24 0.948 1.023 0.075 2.5950 22.3 7.1443 
36 0.726 0.818 0.092 2.9850 23.5 8.6602 
48 0.537 0.690 0.153 4.4280 24.8 13.5573 
60 0.414 0.463 0.050 2.0022 24.8 6.1302 
72 0.548 0.578 0.031 1.5576 24.2 4.6536 
84 0.548 0.699 0.151 4.3734 24.8 13.3902 
96 0.504 0.667 0.163 4.6542 23.5 13.5029 

108 0.429 0.570 0.140 4.1238 21.0 10.6913 
120 0.400 0.547 0.147 4.2876 21.0 11.1160 
132 0.434 0.524 0.090 2.9460 21.0 7.6378 
144 0.443 0.656 0.213 5.8242 23.5 16.8974 
156 0.437 0.670 0.233 6.2844 24.2 18.7756 
168 0.422 0.549 0.127 3.8040 19.8 9.2987 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ตางกันระหวางตัวอยางกับชุดควบคุมที่ได ไปคํานวณในสมการ 

y=0.585x+0.021 ที่ไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน เพื่อใหไดความเขมขนของกลูโคสในหนวย
มิลลิกรัมตอมิลลิตรออกมา ตัวอยางเชนในช่ัวโมงที่ 48 จะได y= (0.585 × 0.153)+0.021 แลว
นําไปคูณกับจํานวนเทาที่เจือจาง จะไดเทากับ 4.4280 มิลลิกรัมตอมิลลิตร จากนั้นนําคาที่ไดไป
หารดวยนําหนักโมเลกุลของกลูโคสเพื่อใหอยูในหนวยไมโครโมล ได (4.4280/180) × 106 = 
24600 และเวลาที่ใชการบมคือ 30 นาที ได 24600/30 = 820 ไมโครโมลตอลิตรตอนาที หรือ ยูนิต 
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จากน้ันนําไปคูณกับปริมาณน้ําอิสระที่แยกออกมาได แลวหารดวยน้ําหนักแหงของกากมันเร่ิมตน
ที่ใช จะได (820 ×24.8)/1.5 = 13.5573 ยูนิตตอกรัมน้ําหนักกากมันแหงเร่ิมตน 
 
5. วิธีการคํานวณคาแอคติวิตีของกลูโคอะไมเลส 
ตัวอยาง การหมักแบบอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนที่มีปริมาณน้ําที่เติม
เสริม 80 เปอรเซ็นต ที่ความเร็วรอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคากรด-ดางเทากับ 6.0 
ทุกๆ 12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีการเติมสารละลายยูเรียเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร
เปนแหลงไนโตรเจน   
ตารางที่ ข.4 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณกลูโคอะไมเลสและ
ปริมาณน้ําหมักที่เก็บไดหลังจากการนําไปปนเหว่ียงแยกสวนของเหลวออกจากของแข็ง
กับนํ้าหนักแหงของกากมันหลังการหมัก 

h 
OD 400 GluA 

(mg/)l 
Free water 

(ml) 
GluA 
(mg) 

mg/int. DP 
Blank Sample Difference 

0 0.121 0.138 0.016 7.4338 24.8 184.3582 122.9055 
12 0.123 0.137 0.014 6.2704 19.2 120.3917 80.2611 
24 0.118 0.137 0.020 9.0958 22.3 202.8363 135.2242 
36 0.123 0.136 0.013 5.938 23.5 139.5430 93.0287 
48 0.122 0.141 0.019 8.7634 24.8 217.3323 144.8882 
60 0.134 0.153 0.019 8.9296 24.8 221.4541 147.6361 
72 0.123 0.141 0.018 8.2648 24.2 200.0082 133.3388 
84 0.128 0.156 0.028 13.2508 24.8 328.6198 219.0799 
96 0.127 0.154 0.027 12.9184 23.5 303.5824 202.3883 
108 0.138 0.142 0.003 0.952 21.0 19.9920 13.3280 
120 0.138 0.151 0.013 5.6056 21.0 117.7176 78.4784 
132 0.136 0.152 0.016 7.4338 21.0 156.1098 104.0732 
144 0.122 0.163 0.041 19.7326 23.5 463.7161 309.1441 
156 0.120 0.171 0.051 24.7186 24.2 598.1901 398.7934 
168 0.137 0.161 0.024 11.2564 19.8 222.8767 148.5845 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ตางกันระหวางตัวอยางกับชุดควบคุมที่ได ไปคํานวณในสมการ             

y= 498.6x - 0.71 ที่ไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน เพื่อใหไดปริมาณกลูโคอะไมเลส ตัวอยางเชน
ในช่ัวโมงที่ 48 จะได y = (498.6 × 0.019) – 0.71 เทากับ 8.7634 จากนั้นนําไปคูณกับปริมาณน้ํา
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อิสระที่แยกออกมาได แลวหารดวยน้ําหนักแหงของกากมันเร่ิมตนที่ใช จะได (8.7634 × 24.8)/1.5 
เทากับ 144.8882 มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนักกากมันแหงเร่ิมตน 
 
6. วิธีการคํานวณหาปริมาณเซลลแหง 
ตัวอยาง การหมักแบบอาหารแข็งโดยใชกากมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนที่มีปริมาณน้ําที่เติม
เสริม 80 เปอรเซ็นต ที่ความเร็วรอบการเหวี่ยง 80 รอบตอนาที ควบคุมคากรด-ดางเทากับ 6.0 
ทุกๆ 12 ชั่วโมง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีการเติมสารละลายยูเรียเขมขน 0.1 กรัมตอลิตร
เปนแหลงไนโตรเจน  
ตารางที่ ข.5 ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงกับปริมาณชีวมวลที่ไดหลังการหมัก 

h Aver. OD 650 ∆ OD 650 conc.(mg/L) amt.(g/1g) 

blank 0.152 
0 0.343 0.191 5.536 0.369 

12 0.326 0.174 4.768 0.318 
24 0.407 0.255 8.304 0.554 
36 0.441 0.289 9.768 0.651 
48 0.454 0.302 10.362 0.691 
60 0.415 0.263 8.630 0.575 
72 0.458 0.306 10.522 0.701 
84 0.443 0.291 9.855 0.657 
96 0.512 0.360 12.870 0.858 
108 0.427 0.275 9.159 0.611 
120 0.405 0.253 8.217 0.548 
132 0.443 0.291 9.855 0.657 
144 0.482 0.330 11.565 0.771 
156 0.463 0.311 10.725 0.715 
168 0.440 0.288 9.725 0.648 

 
นําคาการดูดกลืนแสงที่ตางกันระหวางตัวอยางกับชุดควบคุมที่ได ไปคํานวณในสมการ y = 
0.023x + 0.064 ที่ไดจากการสรางกราฟมาตรฐาน เพื่อใหไดปริมาณความเขมขนของกลูโคซามีน 
ตัวอยางเชนในช่ัวโมงที่ 48 จะได y = (0.023 × 0.302) + 0.064 เทากับ 10.362 มิลลิกรัมตอลิตร 
นําคาที่ไดไปคูณกับการเจือจางใหความเขมขนเปน 0.1 เทา สองคร้ัง จะได 1036.232 มิลลิกรัมตอ
ลิตร นําคาที่ไดคูณกับ 0.01 เพื่อใหไดปริมาณกลูโคซามีนอยูในหนวย มิลลิกรัมตอ 0.1 กรัม



130 

 

น้ําหนักกากมันแหง แลวหารดวย 0.1 ได (1036.232 × 0.01)/0.1 ไดปริมาณกลูโคซามีนเทากับ 
103.623 มิลลิกรัมตอหนึ่งกรัมน้ําหนักกากมันแหง นําคาปริมาณกลูโคซามีนที่ได ไปใชในการ
คํานวณหาปริมาณชีวมวล โดยใช กลูโคซามีน 150 มิลลิกรัม เทากับ 1 กรัมของชีวมวล 
เพราะฉะนั้น 103.623/150 จึงไดปริมาณชีวมวลเทากับ 0.691 กรัมตอหนึ่งกรัมน้ําหนักกากมัน
แหง 
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