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บทคัดยอ 
 
 คัดเลือกเชื้อรายอยแปงจากตัวอยางมันสําปะหลังตากแหงและดินจํานวน 36 ตัวอยาง 
โดยใชอาหาร cassava starch agar ไดเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท จากการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา และเปรียบเทียบกับ Rhizopus  oryzae TISTR 3535 พบวา เชื้อราทั้งหมดมี
ลักษณะใกลเคียงกับ Rhizopus spp. ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดโดยอาศัยหลักการเปลี่ยนสี
ของ Bromocresol purple ที่เติมลงในอาหารพบวาทั้งหมด ใหผลการสรางกรดไดดี จากนัน้ทดสอบ
ความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา ไอโซเลท C018, C019, C021, C032 และ 
C035 ใหคา extracellular enzyme production ratio (EPR) เทากับ 1.58, 1.46, 1.21, 1.38 และ 
1.55 ตามลําดับ จึงไดนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท ไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก 
โดยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) บนเปลือกมันสําปะหลัง พบวาไอโซเลท 
C035 ใหผลการศึกษาดีที่สุดในทุกพารามิเตอร ซ่ึงตอมาไอโซเลท C035 น้ีจัดจําแนกไดเปน 
Rhizopus sp โดยใชวิธีทางอณูพันธุศาสตร (molecular method) จึงไดคัดเลือกเชื้อรานี้เพ่ือผลิต
กรดแลกติกโดยจัดสภาวะที่เหมาะสมตอการหมัก ดังนี้ ใชปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 150 g/kg, 
แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4, ขนาดอนุภาคของเปลือกมันสําประหลัง 5 mm 
และคาความชื้นเริ่มตน 70% ผลการศึกษา พบวาเชื้อราสามารถผลิดกรดแลกติกได 57.60 mg/g 
วิเคราะห โดย Reflectometer RQflec10 Merck Germany 
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ABSTRACT 
 
 Cassava starch hydrolysis fungi were screened from 36 samples of 
cassava solid waste and soil by using cassava starch agar. One hundred and twelve 
isolates were obtained. Based on morphological study as well as comparison with the 
Rhizopus oryzae TISTR 3535, all isolates were similar to Rhizopus spp. The ability of 
acid production was carried out on the basis of Bromocresol purple color changing 
which was added in the medium. The result showed that all isolates could produce acid. 
The cassava starch hydrolysis was tested, the isolate C018, C019, C021, C032 and 
C035 revealed an extracellular enzyme production ratio (EPR) as 1.58, 1.46, 1.21,1.38 
and 1.55 respectively. Then these 5 isolates were selected for optimizing the conditions 
that suitable for lactic acid production by solid state fermentation on cassava peel.  The 
result showed that the isolate C035 provided the best results for all parameters. 
Subsequently, the isolate C035 was identified as Rhizopus sp. by molecular method. 
Thus, this isolate was selected for lactic acid production in which the suitable 
fermentation conditions were as followed: 150g/ kg cassava starch, 3 g/kg of ammonium 
sulfate (NH4)2SO4, used as nitrogen source, 5 mm particle size of cassava peel and the 
initial moisture content of 70%. The result exhibited that the fungal could produce 57.60 
mg/g of lactic acid analyzed by Reflectometer RQflec10 Merck Germany. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี เพราะไดรับความกรุณาจากบุคคลหลาย
ทานและจากหลายหนวยงาน ขาพเจาจึงขอขอบพระคุณไว ณ ที่น้ี ดังน้ี 
 ขอขอบพระคุณ ดร. วิไลลักษณ สุวะโซโน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู ใหคําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธ ตรวจทาน
และแกไขวิทยานิพนธจนทําใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอขอบพระคุณ ดร.สมพร มูลม่ังมี นักวิจัยอาวุโส จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.ดวงพร  คันธโชติ กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่กรุณาให
ความรู คําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธในครั้งน้ี 
 ขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับทุนอุดหนุน
การวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ  
 ขอขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหสถานที่ อุปกรณ และสารเคมีในการทํา 
วิทยานิพนธในครั้งน้ี และเจาหนาที่ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยชวยเหลือ และใหคําแนะนํา
งานดานเอกสารตางๆ 
 ขอขอบพระคุณ เพ่ือน  ๆพ่ีๆ นองๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาหลายๆ ทานที่คอยชวยเหลือ 
ใหคําแนะนํา เปนที่ปรึกษา และคอยเปนกําลังใจใหตลอดมา 
 สุดทายนี้ ขาพเจาขอขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว สําหรับกําลังใจ 
ที่ดี และใหการสนับสนุนการศึกษา รวมทั้งใหคําปรึกษาในทุกๆ เรื่องดวยดีเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา  
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รายการตาราง 
 
ตารางที ่   หนา 
 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 6 
 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได  35 
  เปรียบเทียบกบั Rhizopus  oryzae TISTR 3535  
 3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได 36 
 4 จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 38 
 5 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 42 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมด ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 45 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
 7 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 48 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 51 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 53 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 10 การผลิตกรดแลกติกจากเชือ้รา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 58 
 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 74 
  1000 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5- 
  Dinitrosalicylic acid assay 
 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  77 
 13 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 77 
 14 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็ง 78  
  ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
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รายการตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่   หนา  
 15 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp.  78  
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
 16 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 79 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม  
 17 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา 79 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 18 คาความเปนกรดดาง(pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80  
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 19 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 20 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวย 81 
  เชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 21 คา pH ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 81 
  C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร  
 22 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  82 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 23 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 82 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0  
  มิลลิเมตร 
 24 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. 83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 25 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 26 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา   84 
  Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
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รายการรูป 
 
รูปที่  หนา 
1 ลักษณะของตนมันสําปะหลงั 3  
2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลงั 3  
3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก 5  
4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน 13  
5 การเจริญของเชื้อรา Rhizopus sp. บนอาหารแข็ง PDA 13  
6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทัง้ macroscopic และ microscopic morphology ของ 34 
 เชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 
7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทัง้ macroscopic และ microscopic morphologyของ 34 
 เชื้อรา Rhizopus sp. C018 ที่แยกได   
8 Neighbor-joining tree แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจาก 35 
 ตัวอยางมันสาํปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap 
 (1,000 ซํ้า) มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora                 
 เปน out group สเกล บาร 5%           
9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ brom cresol 37 
 purple จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการสรางกรดเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

10 การยอยแปงมันสําปะหลังของเชื้อรา Rhizopus spp.     39 
11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 40 
12 เปอรเซ็นตทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 41 
13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อรา 42 
 ทั้ง 5 ไอโซเลท   
14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp 43 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
15 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. C035 44 
16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase)   ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา 45 
 Rhizopus spp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 
 และ 200 กรัม 



 (12) 

รายการรูป (ตอ) 

 
รูปที่ หนา 
17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  46 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
18 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  47 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 48 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.   49 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
21 เปอรเซ็นตกรดแลกติกของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 50 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 50 
 Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0,  
 และ 5.0 มิลลิเมตร 
23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท 51  
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
24 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 52 
  C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 53 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
26 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 75 
27 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสก 85 
28 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในถุงพลาสติกทนรอน 85 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 
°    =  องศา 
ml    =  มิลลิลติร 
g/l    =  กรัมตอลิตร 
g/kg    =  กรัมตอกิโลกรัม 
u/ml    =  ยูนิตตอมิลลิลติร 
mg/g    =  มิลลิกรัมตอกรัม 
mm    =  มิลลิเมตร 
nm    =  นาโนเมตร 
mg    =  มิลลิกรัม 
g    =  กรัม 
kg    =  กิโลกรัม 
cm    =  เซนติเมตร 
EPR    =  Extracellular enzyme production ratio  
PDA    =  Potato dextrose agar 
N    =  Normality 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี เพราะไดรับความกรุณาจากบุคคลหลาย
ทานและจากหลายหนวยงาน ขาพเจาจึงขอขอบพระคุณไว ณ ที่น้ี ดังน้ี 
 ขอขอบพระคุณ ดร. วิไลลักษณ สุวะโซโน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู ใหคําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธ ตรวจทาน
และแกไขวิทยานิพนธจนทําใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอขอบพระคุณ ดร.สมพร มูลม่ังมี นักวิจัยอาวุโส จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.ดวงพร  คันธโชติ กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่กรุณาให
ความรู คําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธในครั้งน้ี 
 ขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับทุนอุดหนุน
การวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ  
 ขอขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหสถานที่ อุปกรณ และสารเคมีในการทํา 
วิทยานิพนธในครั้งน้ี และเจาหนาที่ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยชวยเหลือ และใหคําแนะนํา
งานดานเอกสารตางๆ 
 ขอขอบพระคุณ เพ่ือน  ๆพ่ีๆ นองๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาหลายๆ ทานที่คอยชวยเหลือ 
ใหคําแนะนํา เปนที่ปรึกษา และคอยเปนกําลังใจใหตลอดมา 
 สุดทายนี้ ขาพเจาขอขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว สําหรับกําลังใจ 
ที่ดี และใหการสนับสนุนการศึกษา รวมทั้งใหคําปรึกษาในทุกๆ เรื่องดวยดีเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา  

      

 

   สุณิษา  พลรักษ 
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สารบัญ 

 
   หนา 
รายการตาราง (9) 
รายการรูป (11) 
สัญลักษณคํายอและตวัยอ (13) 
บทที่  
 1 บทนํา 1 
  บทนํา 1 
  การตรวจเอกสาร 2 
  วัตถุประสงค 23 
 2 วัสดุ อุปกรณ และวธิีการวิจัย  
  วัสดุและอุปกรณ 24 
  วิธีการทดลอง 26 
 3 ผลการทดลอง 33 
 4 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 54 
บรรณานุกรม  59 
ภาคผนวก  68 
ประวตัิผูเขยีน 86 

 
 

 

 

 



  (9) 

รายการตาราง 
 
ตารางที ่   หนา 
 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 6 
 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได  35 
  เปรียบเทียบกบั Rhizopus  oryzae TISTR 3535  
 3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได 36 
 4 จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 38 
 5 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 42 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมด ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 45 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
 7 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 48 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 51 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 53 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 10 การผลิตกรดแลกติกจากเชือ้รา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 58 
 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 74 
  1000 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5- 
  Dinitrosalicylic acid assay 
 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  77 
 13 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 77 
 14 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็ง 78  
  ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
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รายการตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่   หนา  
 15 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp.  78  
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
 16 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 79 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม  
 17 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา 79 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 18 คาความเปนกรดดาง(pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80  
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 19 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 20 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวย 81 
  เชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 21 คา pH ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 81 
  C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร  
 22 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  82 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 23 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 82 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0  
  มิลลิเมตร 
 24 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. 83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 25 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 26 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา   84 
  Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
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รายการรูป 
 
รูปที่  หนา 
1 ลักษณะของตนมันสําปะหลงั 3  
2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลงั 3  
3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก 5  
4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน 13  
5 การเจริญของเชื้อรา Rhizopus sp. บนอาหารแข็ง PDA 13  
6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทัง้ macroscopic และ microscopic morphology ของ 34 
 เชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 
7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทัง้ macroscopic และ microscopic morphologyของ 34 
 เชื้อรา Rhizopus sp. C018 ที่แยกได   
8 Neighbor-joining tree แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจาก 35 
 ตัวอยางมันสาํปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap 
 (1,000 ซํ้า) มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora                 
 เปน out group สเกล บาร 5%           
9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ brom cresol 37 
 purple จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการสรางกรดเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

10 การยอยแปงมันสําปะหลังของเชื้อรา Rhizopus spp.     39 
11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 40 
12 เปอรเซ็นตทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 41 
13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อรา 42 
 ทั้ง 5 ไอโซเลท   
14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp 43 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
15 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. C035 44 
16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase)   ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา 45 
 Rhizopus spp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 
 และ 200 กรัม 



 (12) 

รายการรูป (ตอ) 

 
รูปที่ หนา 
17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  46 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
18 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  47 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 48 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.   49 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
21 เปอรเซ็นตกรดแลกติกของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 50 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 50 
 Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0,  
 และ 5.0 มิลลิเมตร 
23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท 51  
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
24 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 52 
  C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 53 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
26 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 75 
27 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสก 85 
28 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในถุงพลาสติกทนรอน 85 
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สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 
°    =  องศา 
ml    =  มิลลิลติร 
g/l    =  กรัมตอลิตร 
g/kg    =  กรัมตอกิโลกรัม 
u/ml    =  ยูนิตตอมิลลิลติร 
mg/g    =  มิลลิกรัมตอกรัม 
mm    =  มิลลิเมตร 
nm    =  นาโนเมตร 
mg    =  มิลลิกรัม 
g    =  กรัม 
kg    =  กิโลกรัม 
cm    =  เซนติเมตร 
EPR    =  Extracellular enzyme production ratio  
PDA    =  Potato dextrose agar 
N    =  Normality 

 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1  บทนําตนเรื่อง 
 
 กรดแลกติก เปนกรดอินทรียที่สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวางทาง 
อุตสาหกรรมตางๆ อาทิ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรม
ฟอกหนัง และอุตสาหกรรมสิ่งทอ (Soccol et al., 1994; Yin et al., 1997; Naranong and 
Poocharoen, 2001) นอกจากนี้ในปจจุบันยังพบวากรดแลกติกไดถูกนํามาใชเปนสารตั้งตนที่สําคัญ
ในการผลิตกรดพอลิแลกติก (Polylactic acid) (Ohara, 1994) ซ่ึงเปนโพลิเมอรในการผลิตพลาสติก
ที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ เพ่ือทดแทนพลาสติกที่ไดจากการสังเคราะหโดยวิธีการทางเคมี 
ซ่ึงตองใชระยะเวลาในการยอยยาวนานและยังกอใหเกิดปญหาทางสิ่งแวดลอมตามมา (Datta et al., 
1995) ซ่ึงชี้ใหเห็นถึงความตองการกรดแลกติกที่เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ (Yin et al., 1997) ในประเทศไทย ก็
เชนกันความตองการใชเพ่ิมมากขึ้น และเนื่องจากประเทศไทย ยังไมสามารถตั้งโรงงานผลิตกรด
แลกติกไดเองจึงตองพ่ึงการนําเขาจากตางประเทศ สูญเสียเงินมหาศาล แมปจจุบันมีบริษัท พูแรค 
(ประเทศไทย) จํากัด ไดมาตั้งโรงงานผลิตกรดแลกติก ที่จังหวัดระยอง เม่ือป 2548 แตก็เปน
บริษัทตางชาติขนาดใหญ เพ่ือใชวัตถุดิบที่มีในประเทศไทย (Press, 2551) 
 ประเทศไทย เปนประเทศเกษตรกรรม มีพืชผลทางการเกษตรที่สามารถปลูกทดแทน
ไดตลอดทั้งป โดยเฉพาะมันสําปะหลัง ซ่ึงจัดเปนพืชทางเศรษฐกิจ มีการปลูกกระจัดกระจายอยู
ทั่วทุกภาคในประเทศไทย (กรมวิชาการเกษตร, 2537) ดังน้ันการใชมันสําปะหลังในการผลิตกรด
แลกติกมีความเปนไปไดสูง เน่ืองจากมีองคประกอบสวนใหญเปน คารโบไฮเดรตสูง เฉลี่ย 65-70 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง จึงเหมาะสําหรับการนํามาใชประโยชน โดยการแปรรูปใหเปนสารละลาย
นํ้าตาลกลูโคส เพ่ือใชเปนแหลงคารบอนที่ดีใหกับจุลินทรีย นอกจากนี้เปลือกมันสําปะหลังจากโรงงาน
อุตสาหกรรมแปง และจากเกษตรกรเปนวัสดุเหลือใชที่มีปริมาณมาก ถึง 1 ลานตันตอป หากไม
มีการจัดการอยางถูกวิธีเชื้อจุลินทรียในธรรมชาติจะทําการยอยสลายสารประกอบอินทรียในวัสดุ
เหลือใชตางๆ สงผลใหเกิดมลพิษทางอากาศจากกลิ่นไมพึงประสงค หรือหากมีการชะลางในฤดูฝน 
จะกอใหเกิดการปนเปอนลงในแหลงนํ้าและดิน อีกทั้งยังเปนแหลงเพาะพันธุของเชื้อโรคสูชุมชน
อีกดวย ดังน้ันหากนําเปลือกมันสําปะหลังมาใชเปนวัสดุหมัก จะเปนการชวยเพิ่มมูลคา และชวยเหลือ
เกษตรกรในเรื่องของราคาที่ตกต่ําตลอดทั้งป (อรรถวิท, 2547)  
 การพัฒนาวิธีการใชประโยชนจากเปลือกมันสําปะหลัง โดยกรรมวิธีการหมักแบบ
แข็ง (solid state fermentation) ซ่ึงมีตนทุนการผลิตต่ํา วัสดุหมักที่ใชสวนใหญเปนวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตร ซ่ึงหางายและราคาถูก เครื่องมือที่ใชเปนแบบงายๆ และไมยุงยากในการทํางาน 
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ไมสิ้นเปลืองพ้ืนที่ใชสอย ใชนํ้าในปริมาณนอย วัสดุหมักที่ใชมีสารอาหารอยางเขมขน และมีความชื้น
ต่ํา ซ่ึงชวยลดปญหาการปนเปอนของจุลินทรียที่ไมตองการได (Pandey et al., 2003) 
 จุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา Rhizopus oryzae มีรายงานวาเปนเชื้อราที่สามารถ
ใชแหลงคารบอนจากแปงขาวโพด แปงมันสําปะหลัง (Yu and Hang, 1989) แลวใหกรดแลกติก
ในรูป L(+)–lactic acid (Yin et al., 1997) หากตองการผลิตกรดแลกโดยใชเชื้อรา ซ่ึงมีคุณสมบัติ
ที่ดีหลายประการ เชน ตองการสารอาหารไมซับซอน กระบวนการเก็บเกี่ยวไมยุงยาก (Zhang et al., 
2007) และกรดแลกติกที่ไดอยูในรูป L(+)–lactic acid ที่มีความบริสุทธิส์งู ซ่ึงทาํใหเหมาะแกการนาํ 
ไปเปนวัตถุดิบในการผลิตพอลิแลกติก (Hang, 1989) ซ่ึงในปจจุบันทั่วโลกตางใหความสนใจ อีกทั้ง
ยังชวยลดตนทุนการนําเขากรดแลกติกจากตางประเทศ และเปนการใชประโยชนจากวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรที่มีปริมาณมาก อีกทั้งยังชวยลดปญหาทางสิ่งแวดลอมไดอีกดวย และเนื่องจาก
ประเทศไทย ตั้งอยูในพ้ืนที่เขตรอนจึงมีทรัพยากรจุลินทรียที่มีอยูตามธรรมชาติอยางอุดมสมบูรณ
ที่สามารถแยก และนํามาใชประโยชนในกระบวนการหมักเพื่อใหไดกรดแลกติก (Richard et al., 
1986) 
 การศึกษานี้จึงไดทําการแยกเชื้อราและนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาใชประโยชน
ในการผลิตกรดแลกติก ลดตนทุนการผลิต โดยใชวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) 
ซ่ึงมีขอดีดังที่กลาวมา  
 
1.2 การตรวจเอกสาร  
 
 1.2.1 มันสําปะหลัง  
  มันสําปะหลังเปนพืชหัวชนิดหนึ่ง มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกันตามภาษาตางๆ ไดแก 
cassava, yucca, mandioca, manioc, madioc, tapioc เปนตน เดิมทีคนไทยเรียกวา มันไม มันสําโรง 
ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เรียกวา มันเตี้ย ภาคใตเรียกวา มันเทศ (เรียกมันเทศวา มันหลา) 
ปจจุบันคนสวนใหญเรียก มันสําปะหลัง มันสําปะหลังเปนไมพุม และมีอายุอยูไดหลายป ความสูง
ของตนแตกตางกันตามพันธุ และสภาพแวดลอม อาจสูง 1-5 เมตร ทุกสวนของตนมันสําปะหลัง
มียางสีขาว ตนมันสําปะหลังจัดเปนไมเน้ือออน ขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-6 ซม. ใบมันสําปะหลัง
เปนแบบใบเดี่ยว (simple leaf) ใบจะเกิดหมุนเวียนรอบลําตน กานใบ อาจมีสีเขียวหรือสีแดง มี
ชอดอกเปนแบบ panicle มีดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูบนตนเดียวกัน (monoecious plant) แต
แยกกันอยูคนละดอกในชอเดียวกัน ชอดอกจะเกิดตรงปลายยอดของลําตนหรือกิ่ง มีผลแบบ capsule 
มีระบบรากแบบ adventitious root system จํานวนหัวจะมี 5-15 หัว ขนาดความยาว 15-100 ซม. 
เสนผาศูนยกลาง 3-15 ซม. ขนาดของรากขึ้นอยูกับอายุ พันธุ ดิน และสภาพภูมิอากาศ (รูปที่ 1 
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และ 2) (Purseglove, 1977; กรมวิชาการเกษตร, 2537; กองแผนงานและวชิาการ. 2526; ศนูยวจัิย
พืชไรระยอง, 2534) 
 

 
 

รูปที่ 1 ลักษณะของตนมันสําปะหลัง 
 

 
 

รูปที่ 2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลัง 
 

  มันสําปะหลัง เปนพืชที่มีความสําคัญตอเศรษฐกิจไทยมาก มีการปลูกกระจัดกระจาย
อยูทั่วทุกภาคในประเทศไทย มีปญหาเรื่องโรคและแมลงศัตรูนอย สามารถขึ้นไดในดินที่มีความอุดม 
สมบูรณต่ํา ซ่ึงไมสามารถปลูกพืชชนิดอ่ืนได แตก็ยังสามารถปลูกมันสําปะหลังได นอกจากนี้ยังเปน
พืชที่ทนแลงไดดี หลังจากมันสําปะหลังตั้งตัวแลวแมจะไมมีฝนตกติดตอกนัระยะยาวนานเปนเดือน
มันสําปะหลังก็ไมตาย แตตนจะท้ิงใบและหยุดการเจริญเติบโต พอไดฝนก็จะลําเลียงแปงจากหัว
มาสรางยอด และใบเจริญเติบโตตอไป เกษตรกรจะเก็บเกี่ยวมันสําปะหลังเม่ืออายุประมาณ 6-12 เดือน 
หรือนานกวานี้ ยิ่งทิ้งไวนานๆ ผลผลิตก็ยิ่งเพ่ิมมากขึ้น เม่ือราคาไมดีหรือไมมีแรงงานจะขุดหัวก็รอ
ตอไปได ไมเหมือนพืชไรชนิดอ่ืน ซ่ึงเม่ือถึงอายุเก็บเกี่ยวก็ตองเก็บเกี่ยว ไมเชนน้ันจะเสียหาย ดวย
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คุณสมบัติดังกลาวขางตนจึงทําใหเกษตรกรนิยมปลูกมันสําปะหลังกันอยางแพรหลาย (กรมวิชาการ
เกษตร, 2537) 
  ในประเทศไทยมีการใชประโยชนจากมันสําปะหลังมากขึ้นในปจจุบัน ทั้งน้ีเน่ืองจาก
หัวมันสําปะหลัง มีปริมาณแปงสูงถึง 75-80 เปอรเซ็นต (กรมวิชาการเกษตร, 2537) จึงเปนอาหาร
ประเภทแปงหรือคารโบไฮเดรตที่ใหพลังงานสําหรับมนุษยและสัตวไดเปนอยางดี ตลอดจนใชใน
อุตสาหกรรมตางๆ ประโยชนที่ไดจากหัวมันสําปะหลัง มีดังน้ี คือ  
  1. ใชเปนอาหารของมนุษย โดยใชเปนอาหารหลักและอาหารเสริม มันสําปะหลังที่
ผลิตไดในโลกประมาณ 95 เปอรเซ็นต ใชเปนอาหารของมนุษย โดยอาจจะใชตม ทอด ปง น่ึง ยาง 
อบ เชื่อม และห่ันฝอยคลุกน้ํามัน หรือเครื่องเทศแลวทอด หรือนํามาทําเปนแปงและแปรรูปเปน
อาหารชนิดตางๆ ตลอดจนนํามาฝานเปนแผนบาง ๆ (Chip) แลวทอด ใบของมันสําปะหลังสามารถ
นํามารับประทานเปนผักสด โดยตมจ้ิมนํ้าพริก นํามาแกง (หอหมก) หรือปรุงเปนซุป  
  2. ใชทําแปง โดยแปงมันสําปะหลังใชเปนอาหารของมนุษยโดยตรง และใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน อุตสาหกรรมการทํากาว การทํากระดาษ การทอผา และการผลิตน้ําตาลกลูโคส ในบรรดา
ประเทศที่ปลูกมันสําปะหลังมากๆ เชน บราซิล ไนจีเรีย อินโดนีเซีย และไทย เปนตน ประเทศไทย
เปนประเทศเดียวที่ใชมันสําปะหลังมาผลิตเปนแปงมากที่สุด ถือไดวาเปนผูผลิตแปงมันสําปะหลัง
รายใหญที่สุดของโลก โดยมีกําลังความสามารถการผลิตมากกวา 2 ลานตันตอป มีเทคโนโลยี
การผลิตแปงมันสําปะหลังสูงที่สุดในบรรดาทุกๆ ประเทศ และไดมีการถายทอดเทคโนโลยีไปสู
ประเทศเพื่อนบาน แปงมันสําปะหลัง จึงถือไดวาเปน "แปงไทย" เปนแปงที่มีคุณภาพสูงและราคา 
ถูกที่สุด  
  3. ใชหมักทําแอลกอฮอล เบียร และขนมปง ในบางประเทศ อยางเชน บราซิล กําลัง
ใชหัวมันสําปะหลังหมักเปนแอลกอฮอล เพ่ือใชแทนน้ํามันเบนซินสําหรับเครื่องยนต 
  4. ใชเปนอาหารสัตว โดยทําเปนมันเสน มันสําปะหลังอัดเม็ด และกากมันสําปะหลัง
ซ่ึงใชเปนแหลงพลังงานผสมในอาหารสัตวใชเปนอาหารสัตว ทั้งที่เปนหัวสด กากที่เหลือจากการทํา
แปง และเปลือกของหัวใชเปนอาหารสัตว ในรูปใบสดนํามาตากแหงปนผสมกับอาหารขนเลี้ยงสตัว 
และเปนอาหารผสม ลําตนของมันสําปะหลังสามารถนํามาใชทํารั้วบาน ร้ัวสวนและลอมคอกสัตว
เลี้ยงของชาวบานในชนบท  
  นอกจากนี้มันสําปะหลังยังสามารถนํามาผลิตพลาสติกชีวภาพยอยสลายได (biodegradable 
plastic) ซ่ึงในปจจุบันไดรับความสนใจเปนอยางยิ่งจากนักวิทยาศาสตร ตลอดจนนักอุตสาหกรรม
ชั้นแนวหนาทั่วโลก โดยพลาสติกชีวภาพยอยสลายไดน้ันผลิตมาจากวัตถุดิบที่สามารถผลิตทดแทน
ขึ้นใหมไดในธรรมชาติ (renewable resource) ซ่ึงก็คือ พืชพวกมันสําปะหลัง ขาวโพด ออย รวมถึง
ใชพลังงานในกระบวนการผลิตต่ํา และสามารถยอยสลายเปนกาซคารบอนไดออกไซด และน้ําได
ดวยจุลินทรียในธรรมชาติ โดยพลาสติกชีวภาพยอยสลายไดน้ัน จะมีคุณสมบัติในการใชงานได
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เทียบเทา พลาสติกจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีแบบด้ังเดิม (commodity plastics) และสามารถทดแทน
การใชงานที่มีอยูได (Tonukari, 2004; Sriroth et al., 2000) 
 
 1.2.2 กรดแลกติก (Lactic acid) 
  1.2.2.1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 
   กรดแลกติก (Lactic acid) จัดเปนกรดอินทรียที่พบไดโดยทั่วไป (Zhang et al., 
2007) สามารถพบกรดแลกติกไดตามธรรมชาติ ในนมเปรี้ยว, กากน้ําตาล, ผลไม, อาหารหมัก, เบียร, 
ไวน และขนมปง เปนตน (Datta et al., 1995) คําวา Lactic มาจากภาษาละติน คือ คําวา Lac 
ซ่ึงแปลวา นม (milk) เปนกรดที่ไมมีสี ไมมีกลิ่น ระเหยไดยาก และมีความสามารถในการกัดกรอน
เล็กนอย โดยมีชื่อทางเคมีวา 2-hydroxypropanoic acid หรือ 2 hydroxypropionic acid (C3H6O3) 
(John et al., 2009) เปนกรดอินทรียที่มี hydroxyl group (OH-)อยูดวย มีสูตรโมเลกุล CH3CH 
(OH)COOH มีโครงสราง 2 รูปแบบ ซ่ึงเปน optical isomer ซ่ึงกันและกัน คือ L(+)-lactic acid 
และ D(-)-lactic acid (รูปที่ 3) 
 

 
 

รูปที่ 3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก (Narayanan et al., 2004) 
 

   L(+)-lactic acid หรือ Levorotatory lactic acid เปนรูปที่อยูในกระบวนการ 
ชีวเคมีของสิ่งมีชีวิตทุกชีวิต รวมทั้งมนุษย พบไดทั่วไป ทั้งในเลือด, ตับ, ไต, ตอมไธมัส, กลามเนือ้ 
และของเหลวในรางกายของทั้งมนุษยและสัตว มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นในเลือดและกลามเนื้อภายหลัง
การออกกําลังกายอยางหนัก มีคา pKa 3.79 มวลโมเลกุล 90.08 จุดหลอมเหลว 53 °C (ตารางที่ 1) 
ตกผลึกไดในกรด acetic หรือ chloroform สามารถประกอบเปนเกลือกับโลหะไดหลายชนิด เกลือ
ของกรดแลคติกรูปแอล สามารถละลายน้ําได มากกวาเกลือของกรดแลกติกรูปผสมแอล และดี 
(racemic form) เน่ืองจากเปนรูปที่พบไดทั่วไปในรางกายสิ่งมีชีวิต จึงมีการนํามาใชประโยชน
อยางมากมาย (Narayanan et al., 2004) 
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   D(-)-lactic acid หรือ Dextrorotatory lactic acid เปนกรดแลกติกในรูปที่
ไมพบในกระบวนการชีวเคมีของมนุษย แตสามารถพบในกระบวนการชีวเคมีของจุลินทรีย มีคา 
pKa 3.83 มวลโมเลกุล 90.08 จุดหลอมเหลว 52.8 °C (ตารางที่ 1) ละลายในน้ํา, alcohol, acetone, 
ether และ glycerol ไมละลายใน chloroform ตกผลึกไดในสารละลาย ether และ Isopropyl ether 
โดยทั่วไปจะพบ D(-)-lactic acid ในกระบวนการชีวเคมีของจุลินทรียเทานั้น ทารกแรกเกิดจนถึง 6 
เดือน ไมควรรับประทานอาหารที่มี D(-)-lactic acid เปนองคประกอบ เพราะจะทําใหเกิดอาการ
ปวยได (Narayanan et al.,2004) 
 
ตารางที่ 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 

คุณสมบัติของกรดแลกติก คาที่วัดได 

มวลโมเลกลุ (Molecular weight) 90.08 
จุดหลอมเหลว (Melling point) 16.8 ºC 

จุดเดือด (Boiling point) 
 

82.0 ºC ที่ 0.5 mmHg 
122.0 ºC ที่ 14 mmHg 

คาคงที่การแตกตวั (Dissociation constant) (pKa ที่ 25 ºC) 1.37 x 10-4 
ความรอนจากการเผาไหม (Heat of combustion) 1361 KJ/mol 
ความจุความรอนจําเพาะ (Specific heat) 190 J/mol. ºC 
ที่มา: Narayanan et al., 2004 
 
  1.2.2.2 ประโยชนของกรดแลกติก 
   1. ใชในอุตสาหกรรมอาหารและสวนที่เกี่ยวของกับอาหาร (Food and food- 
related industries)  
    กรดแลกติกที่ผลิตไดทั้งหมดประมาณ 85% ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรม 
อาหาร เน่ืองจากกรดแลกติกเปนกรดที่เปนที่ยอมรับกันทั่วไปวาปลอดภัย หรือ Generally Recognized 
as Safe (GRAS) ซ่ึงประกาศโดยองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา โดยใชเปนสารเพิ่ม
ความเปนกรดในอาหาร (acidulant) เปนสารชวยทําใหเกิดความสมดุลระหวางความเปนกรดดาง 
ในอาหาร (buffer) ชวยในการถนอมอาหาร ใชเปนตัวจับสารชนิดอ่ืน (chelating agent) เปนสาร
เพ่ิมกลิ่นและรสชาติ (flavor enhancer) ที่พบโดยทั่วไป คือ ในอาหารหมักดอง, ขนมหวาน, ขนมปง, 
เครื่องด่ืมทั่วไป เครื่องด่ืมหรืออาหารที่ดัดแปลงจากนม (dairy products) เบียร และไวน เปนตน 
ชวยใหเน้ือสัมผัสของอาหารมีสภาพดีขึ้น และใชในการขนสงผลิตภัณฑอาหารสดจําพวก เปด ไก 
และปลา ชวยยืดอายุ ลดกลิ่น และชวยควบคุมโรคติดตอที่ปนเปอนในอาหาร นอกจากนี้ มากกวา 
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50% ของกรดแลกติกถูกนํามาใชในลักษณะผสมกับนํ้ามัน (Emulsifying agent) ในรูปของเกลือ
ของกรดไขมัน (Datta, et al., 1995; Reddy, et al., 2008) 
   2. ใชในอุตสาหกรรมที่ไมใชอาหาร (Non-food uses) 
    กรดแลกติกถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องสําอางและโลชั่น
สมานผิว ชวยเพิ่มความชุมชื้นใหผิวหนัง ใชในการปกปองผิวหนังจากแสง ใหความชุมชื้นแกผิวหนา 
และในชวยรักษาสิว (Wee, et al., 2006) ใชในอุตสาหกรรมการผลิตยา ใชเปนสารตานทานฟนผุ 
และใชในการรักษาการขาดแคลเซียม (Holland, et al., 1986; Dunn, et al.,1988) นอกจากนี้
กรดแลกติกยังถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต cellophane ซ่ึงตองการกรดแลกติกที่มีรูปแบบ 
(isomeric from) ที่แนนอน (Datta,et al., 1995; Van Ness, 1981) ทั้งน้ีกรดแลกติกไดถูกนํามา 
ใชเปนสารเพิ่มความเปนกรดในอุตสาหกรรมการฟอกหนัง และทอผา มีการใชกรดแลกติกสําหรับ
การแชและ decalcification ของหนังสัตว และอุตสาหกรรมการทอผาจะใชกรดแลกติกชวยในการยอม
และพิมพ เพ่ือใหสีติดแนนนานยิ่งขึ้น (Ruter, 1975) แตอยางไรก็ตามในอุตสาหกรรมประเภทนี้
มักจะใชกรดอนินทรีย เพราะมีราคาถูกกวา ดังน้ัน ถาหากวามีการพัฒนาการผลิตกรดแลกติกให
ไดปริมาณสูงขึ้นและราคาถูก นาจะเปนการประยุกตใชในอีกรูปแบบหนึ่ง เปนการเปดตลาดของ
กรดแลกติกใหกวางมากยิ่งขึ้น 
   3. ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสารสังเคราะหโพลีเมอร (Lactic acid polymer) 
    กรดแลกติกถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตโพลิเมอรเปนครั้งแรก
ในป ค.ศ.1932 โดยบริษัท Carothers แตมีคุณภาพไมดี (Holen, 1971) โครงการจึงถูกชะงักไว
จนกระทั่งป ค.ศ.1954 บริษัท Dupont ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรของสารโพลิเมอรของกรดแลกติก
ที่มีนํ้าหนักมวลโมเลกุลสูง แตอยางไรก็ตามสารโพลิเมอรชนิดนี้จะละลายเมื่อถูกน้ํา การผลิตจึง
ถูกระงับลงอีกครั้ง จนกระทั่งในป ค.ศ.1972 บริษัท Ethicon ไดผลิตสารโพลิเมอรระหวางกรดแลกติก 
และกรดไกลโคลิก (glyeolic acid) ปรากฏวาใชไดผลดี ปจจุบันนี้ไดถูกนํามาใชเปนเสนใยในการเย็บ 
แผล การผลิตสารโพลิเมอรจากกรดแลกติกนั้น ตองใชสารตั้งตนที่มีความบริสุทธิ์สูง และสามารถ
ทนความรอนไดสูง ปกติจะใชกรดแลกติกที่อยูในรูป L(+)-lactic acid นอกจากนี้แลวยังพบวาสัดสวน
ของกรดแลกติกรูป L(+)-lactic acid และรูป D(-)-lactic acid จะตองมีสัดสวนที่แนนอน ไมเชนนั้น 
แลวจะทําใหสารโพลิเมอรที่ไดมีคุณสมบัติไมดี สารโพลิเมอรของกรดแลกติกถูกนํามาใชในดาน
การแพทยและการเกษตรอยางกวางขวาง กลาวคือนํามาใชในการเปนตัวควบคุมของยาในตัวผูปวย 
(controlled drug release) โดยยาจะถูกฝงอยูใน microcapsule ที่ทําจากสารโพลิเมอรของกรด
แลกติก ยาจะคอยๆ หลั่งออกมาซึ่งทําใหยาอยูในตัวผูปวยนานขึ้น สามารถที่จะออกฤทธิ์ไดดีขึ้น
และยังชวยลดอาการขางเคียงของการใชยาอีกดวย ในดานการเกษตร สารโพลิเมอรของกรดแลกติก 
ถูกนํามาใชในการควบคุมการหลั่งของปุยและยาฆาแมลง (controlled release of fertilizers and 
pesticides) นอกจากนี้ยังพบสารโพลิเมอรของกรดแลกติกในเครื่องอุปโภคจําพวกภาชนะ และ
กระดาษ สารโพลิเมอรของกรดแลกติกนี้สามารถที่จะถูกยอยสลายโดยทางชีวภาพ และสามารถ
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ที่จะทนความรอนสูงไดดวย (biodegradable thermoplastics) จึงเปนการชวยใหสภาพแวดลอม
ของโลกไมเกิดการเสียหาย (Piskin, et al., 1994) 
  1.2.2.3 การสังเคราะหกรดแลกติก (Synthesis of lactic acid) 
   กรดแลกติกถูกคนพบเปนครั้งแรกในนมเปรี้ยว โดยนักวิทยาศาสตรชาวสวีเดน 
ที่ชื่อวา Scheele ในป ค.ศ 1780 (Holen, et al., 1971) ตอมาในป ค.ศ 1857 Pasteur พบวา 
กรดแลกติกเกิดจากกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย ไมไดเปนสวนประกอบในน้ํานม (Wee, et al., 
2006) ในปจจุบันสามารถผลิตกรดแลกติกได 2 วิธี ดังน้ี (Narayanan, et al., 2004) 
   1. การสังเคราะหทางเคมี (Chemical synthesis) 
    วิธีการสังเคราะหกรดแลกติกทางเคมีถูกนํามาใช ตั้งแตป ค.ศ.1963 
ในประเทศญี่ปุนและสหรัฐอเมริกา ซ่ึงทั้ง 2 ประเทศ สามารถผลิตกรดแลกติกรวมกันไดถึง 50% 
ของปริมาณกรดแลกติกที่ผลิตไดทั้งหมดในโลก ซ่ึงวิธีการที่ผลิตแบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ 
    ขั้นที่ 1: นําสารตั้งตน ซ่ึงไดแก Hydrogen cyanide (HCN) และ
Acetaldehyde (CH3CHO) มาทําปฏิกิริยากัน ที่ความดันบรรยากาศ หรือภายใตความรอนสูง 
เกิดเปนสารประกอบ Lactonitrile (CH3CH(OH)CN) ดังสมการ 

    HCN+CH3CHO → CH3CH(OH)CN 
    ขั้นที่ 2: นํา lactonitrile (CH3CH(OH)CN) ที่ไดมาทําปฏิกิริยา hydrolysis 
กับกรดไฮโดรคลอริก (HCI) ไดเปนกรดแลกติก (CH3CH(OH)COOH) และเกลือแอมโมเนีย (NH4CI) 
ซ่ึงเปนผลพลอยได ดังสมการ 

    CH3CH(OH)CN+2H2O+HCI → CH3CH(OH)COOH+NH4CI 
    ทั้งน้ีขั้นตอนการผลิตจะแตกตางกันไปขึ้นกับบริษัทผูผลิต เชน บริษัท 
Monsanto (อเมริกา) ผลิตโดยใช acetaldehyde และกรด HCN ในขณะที่บริษัท Mushashino 
(ญ่ีปุน) จะซ้ือ lactonitrile จากบริษัทอ่ืนเพ่ือนํามาผลิต หลังจากนั้นจะนํากรดแลกติกที่ไดมาทํา
ใหบริสุทธิ์ โดยทําใหเปน methyl lactate ซ่ึงจะถูกนํามาทําปฏิกิริยา hydrolysis ไดเปนกรดแลกตกิ 
สวน methanol, HCN  และสารเจือปนอ่ืน จะถูกกําจัดโดยการกรองผานผงคารบอน, การทํา ion 
exchange และการสกัดดวยตัวทําละลาย กรดแลกติกที่สังเคราะหไดน้ีจะอยูในรูปทั้ง D(-)-lactic 
acid และ L(+)-lactic acid ซ่ึงสัดสวนการผลิตไดน้ันไมสามารถบอกไดจึงทําใหวิธีการนี้ไมเปนที่
นิยมในปจจุบัน 
   2. การสังเคราะหทางชีวภาพ (Biosynthesis)  
    การผลิตกรดแลกติกโดยวิธีน้ีตองอาศัยจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกตกิ 
ได จุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดอยูในกลุมของแบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria, 
LAB) โดยที่ใชกันมากในอุตสาหกรรมอยูในจีนัส Lactobacillus ซ่ึงอยูใน Family Lactobacteriaceae 
นอกจากกรดแลกติกจะสามารถผลิตไดจากแบคทีเรียแลว ยังมีราเสนสายอีก ที่สามารถผลิตกรด
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แลกติกไดดี น่ันคือ เชื้อรา Rhizopus spp. ซ่ึง Rhizopus spp. สามารถผลิตกรดแลกติกที่ อยูใน
รูป L(+)-lactic acid ไดภายใตสิ่งแวดลอมที่มีการจํากัดไนโตรเจน เปรียบเทียบระหวางการหมัก 
โดยแบคทีเรียและการหมักโดยเชื้อราพบวา Rhizopus spp. ตองการเพียงเกลืออนินทรียเทานั้น 
นอกจากนี้ Rhizopus spp. ยังสามารถทนตอสิ่งแวดลอมที่มีคาพีเอชต่ําๆ ไมจําเปนตองมีการรักษา
ระดับพีเอชซ่ึงแตกตางกับแบคทีเรีย นอกจากนี้เชื้อรา Rhizopus spp. ยังเปนพวกที่ยอยแปงได 
(amylolytic fungi) ที่สามารถผลิตกรดแลกติก จากวัตถุดิบจําพวกแปงไดโดยตรง ตัวอยาง เชน 
Rhizopus NRRL 395 สามารถหมักขาวบาเลย, แปงมันสําปะหลัง, แปงขาวโพด, ขาวโอต และขาว 
ใหเปนกรดแลกติกในรูป L(+)-lactic acid ได (Axelsson,1998; Alonso, et al., 2009; Davidson, 
et al.,1995; Vickroy, 1985, และ Wang, et al., 2010) Rhizopus spp. จึงเปนเชื้อราที่มีความนาสนใจ
และเหมาะสําหรับการผลิตกรดแลกติก แตกตางจาก LAB ตรงที่กรดแลกติกที่ผลิตโดยเชื้อรา 
Rhizopus spp. จะไดกรดแลกติกที่อยูในรูป L(+)-lactic acid เทานั้น (Yin et al., 1997; 
Mirdamadi, et al., 2002) 
  1.2.2.4 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก  
   การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติกสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก  
   1. NAD+-enzymetic lactate dehydrogenase: เปนการวิเคราะหทางเอนไซม
ที่มีความจําเพาะตอ stereoisomer ของกรดแลกติก โดยใชเอนไซน lactate dehydrogenase 
   2. Non-enzymetic method: เปนการทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปลี่ยน 
กรดแลกติกใหเปน acetaldehyde และนํา acetaldehyde ที่เกิดขึ้นมาวิเคราะหดวย Gas 
chromatography 
   3. การไตเตรต (Titration): นํามาไตเตรตกับเบสแก เชน NaOH แตวิธีน้ี
จะใหผลที่ถูกตองเม่ือตัวอยางที่นํามาวิเคราะหน้ันไมมีกรดชนิดอ่ืนเจือปน 
   4. โครมาโทกราฟกระดาษ (Paper Chromatograhy) 
   5. Thin layer chromatography 
   6. Liquid chromatography 
   7. HPLC: วิธีน้ีสามารถแยกคู isomer ของกรดแลกติกได (Friedemann, 
et al., 1927; Stark, et al., 1951; Taylor, 1996; Lee, et al., 2001)  
 
 1.2.3 กระบวนการหมัก (fermentation)  
  การหมักเปนวิทยาศาสตรประยุกตที่นําเอาจุลินทรียมาใชประโยชนโดยการนําจุลินทรีย 
มาเลี้ยงใหเติบโตบนวัสดุหมัก (substrate) โดยอาศัยการจัดการสภาพแวดลอมใหเหมาะสม เพ่ือ
กระตุนใหจุลินทรียเจริญเติบโต และเอ้ือใหจุลินทรียสรางน้ํายอยหรือเอนไซม เพ่ือเปลี่ยนแปลงวัตถุดิบ
ใหเปนผลิตภัณฑในรูปแบบตางๆ ทั้งนี้สิ่งที่ตองการจากกระบวนการอาจเปนเซลลของจุลินทรีย
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เอง, เอนไซมที่จุลินทรียสรางขึ้นหรือผลิตภัณฑที่จุลินทรียสังเคราะหขึ้นในสภาพแวดลอมน้ันๆ 
เชน กรดซิตริก หรือกรดมะนาว  
  ปจจุบันเทคโนโลยีการหมักนํามาใช เพ่ือผลิตผลิตภัณฑหลากหลายชนิดในระดับ
อุตสาหกรรม ซ่ึงเปนประโยชนและเปนที่ตองการของมนุษย เชน เอนไซม, วิตามิน, ไวน, เบียร 
กรดอะมิโน, กรดอินทรีย, ยาปฏิชีวนะ และวัคซีน  
  การหมักสามารถแบงตามปริมาณน้ําหรือของเหลวที่เติม ไดเปน 3 ประเภท คือ 
  1. การหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) หรือเรียกอีกอยางวา การหมักบน
อาหารแข็ง เปนการหมักที่ตองการปริมาณน้ําเพียงเล็กนอย เพ่ือปรับใหวัสดุหมักที่แหงมีความชื้น
ที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย 
  2. การหมักในสภาพกึ่งเหลว (semi solid fermentation) เปนการหมักที่มีอาหารหมัก
เปนของเหลวแตมีของแข็งแขวนลอยอยูในบางสวน 
  3. การหมักในอาหารเหลว (submerged fermentation) เปนการหมักที่อาหารเปน
ของเหลว 
 
 1.2.4 การหมักแบบแข็ง (solid-state fermentation; SSF)  
  การหมักแบบแข็ง เปนกระบวนการหมักที่อาศัยการเจริญเติบโตของจุลินทรยีบนวสัดุ
หรืออาหารแหงในสภาพซึ่งไมมีนํ้าอิสระ (free liquid) อยูในระบบ อยางไรก็ตามน้ําที่อยูในระบบ
จะอยูในรูปของความชื้น (moisture) ที่ถูกดูดซับอยูกับวัสดุเทานั้น ดังน้ัน ระบบการหมักแบบแหงนี้ 
จึงไมรวมการหมักวัสดุที่เปนของแข็งในอาหารเหลวหรือการหมักในรูปของของเหลวขน ในระบบ
การหมักแหงแบบน้ีปริมาณความชื้นหรือปริมาณน้ําที่จุลินทรียจะนําไปใช (aw, available water) 
จึงคอนขางต่ํา 
  วัสดุหมักที่ใชในการหมักแบบแข็งน้ันสวนใหญเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซ่ึง
หางายและราคาถูก เชน ซังขาวโพด, กากมันสําปะหลัง และรําขาว เปนตน (Sreenath, et al., 
2001) 
  ปจจุบันการหมักแบบแข็งไดรับความสนใจมากขึ้น เน่ืองจากกระบวนการหมักแบบ
แข็ง มีขอดีหลายอยาง และมีการนํามาประยุกตใชในงานตางๆ หลากหลาย ตัวอยางเชน การผลิต
เอนไซม เชน เอนไซมไลเปส, แอลฟาอะไมเลส และเอนไซมเพคทิเนส นอกจากนี้การหมักแบบแข็ง
ยังมีการประยุกตใชในการผลิตกรดอินทรีย เชน กรดแลกติก, กรดซิตริก เปนตน (Singhania, et al., 
2009; Couto and Sanromon, 2006; Pandy, et al., 2000)  
  Soccol et al. (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus  oryzae 
NRRL 395 จากชานออย เปรียบเทียบผลของการหมักใหไดกรดแลกติกในรูปแอล L (+)–lactic 
acid ระหวางการหมักแบบเปยก (submerged) และการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) 
พบวาการหมักแบบแข็งจะใหปริมาณกรดแลกติกที่สูงกวา คือ 137.0 กรัมตอลิตร ในขณะที่การหมัก
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แบบเปยกผลิตได 93.8 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ Soccol et al. (1994) ยังไดศึกษาความสามารถของ
เชื้อรา Rhizopus spp. ในการเจริญเติบโตบนแปงมันสําปะหลังดิบ และความสามารถในการผลิต 
เอนไซม amylase จํานวน 19 สายพันธุ โดยการหมักแบบแข็ง (solid state fermentations) พบวา
มีเพียง 3 สายพันธุ ที่เติบโตไดอยางมีนัยสําคัญ และการผลิตเอนไซม glucoamylase บนมันสําปะหลัง 
สดใหผลสูงกวาบนมันสําปะหลังสุก หลังจาก 48 ชั่วโมงของการหมัก พบวาปริมาณโปรตีนของ
มันสําปะหลังเพ่ิมขึ้นจาก 1.75 เปอรเซ็นต เปน 11.3 เปอรเซ็นต และผลพลอยไดของการหมัก
คือ กรดฟูมาริก, กรดแลกติก และเอทานอล 
  John et al., (2006) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติก โดยใชชานออยและกากมันสําปะหลัง
เปนวัตถุดิบดวยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใช Lactobacillus delbrueckii เปนหัวเชื้อ หลังจากหมักเปน
เวลา 5 วัน ภายใตสภาวะที่เหมาะสม พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 249 mg/gds  
  Rojan et al. (2005) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติกโดย Lactobacillus casei  
ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) โดยใชชานออยเปนวัตถุดิบในการหมักภายใต
สภาวะที่เหมาะสมสามารถผลิตกรดแลกติกได 2.9 กรัม/5 กรัม สับสเตรทเริ่มตน และมีประสิทธิภาพ
การเปลี่ยนรูปของน้ําตาลเปนกรดแลกติก 97 เปอรเซ็นต ที่ความชื้นเริ่มตนของสับสเตรท 72 เปอรเซ็นต 
ขณะที่ Naveena et al. (2005) รายงานถึงปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการหมักแบบแข็ง โดยใช
รําขาวสาลีซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 54.4 เปอรเซ็นตเปนวัตถุดิบ คือ 0.89-2.30 กรัม/ 10 กรัม ตอมา 
Oda  et al. (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae โดยใชกากมัน
ฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 33.1เปอรเซ็นต ในสภาพการหมักแบบแข็ง พบวาใหปริมาณกรดแลกติก 
10.3 มิลลิกรัมตอกรัมในวันที่หกของการหมัก สวน Saito et al., (2003) ศกึษาการผลติกรดแลกตกิ
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง โดยใชกากมันฝรั่งที่ยอย โดยเอนไซม 
pectinolytic ซ่ึงกากมันฝรั่งมีปริมาณแปงอยู 28 เปอรเซ็นต ใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 8.03 
มิลลิกรัมตอกรัม  
 1.2.5 ขอดีของการหมักแบบแข็ง 
  1. ใชตนทุนต่ํา เน่ืองจากสับสเตรทที่ใชสวนใหญเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  
  2. มีความชื้นในระบบต่ํา จึงชวยลดปญหาการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียที่ไมตองการ 
ได โดยเฉพาะยีสตและแบคทีเรีย ทําใหไมมีความจําเปนตองเขมงวดเรื่องการฆาเชื้อกอนทําการหมัก 
  3. เครื่องมือที่ใชไมแตกตางจากที่ใชในหองปฏิบัติการ เปนเครื่องมือแบบงายๆ และ
ไมยุงยากในการทํางาน ใชอุปกรณนอยและใชเทคโนโลยีอยางงายๆ ไมซับซอน 
  4. ไมตองเพ่ิมความชื้น และสารอาหารใหแกระบบเนื่องจากความชื้น และสารอาหาร
มีอยูอยางเพียงพอในสับสเตรท 
  5. ไมจําเปนตองมีการเพิ่มอากาศใหกับระบบ เน่ืองจากมีการไหลเวียนของอากาศ
ระหวางอนุภาคของสับสเตรท 
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  6. สามารถใชเชื้อตั้งตนในรูป spore suspension ได และไมจําเปนตองใชเชื้อตั้งตน 
ในรูปกลาชื้นปริมาณมาก 
  7. มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่มีลักษณะเปนเสนสาย และใชเพาะเลี้ยง
จุลินทรียที่มีการเจริญต่ํา เน่ืองจากเสนใยฉีกขาดได 
  8. ผลผลิตที่ไดจากการหมักอาจมีปริมาณสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว และ
อาจมีการผลิตสาร metabolite บางอยางที่แตกตางไปจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
  9. สามารถขจัดของแข็งจากการหมักไดโดยตรง ดวยตัวทําละลายหรือทําใหอยูใน
สภาพเยือกแข็ง กอนทําการสกัด (Bhargav, et al., 2008; Singhania, et al., 2009; Pandy, et al., 
2003; Couto and Sanromon, 2006)  
 
 1.2.6 สมบัติของเชื้อจุลินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติกในอุตสาหกรรม (Vickroy, 
1985) 
  1. สามารถใชวัตถุดิบที่มีราคาถูกได และวัตถุดิบดังกลาวสามารถหาไดตลอดทั้งป 
  2. มีความตองการปริมาณไนโตรเจน วิตามิน และกรดอะมิโนนอย  
  3. สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีในสภาพที่มีอุณหภูมิสูงและคาความเปนกรดดางตํ่า 
(pH 4 - 7) ซ่ึงจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ได 
  4. มีอัตราการเจริญตํ่า แตใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกที่สูง 
  5. สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีในสภาพที่มีปริมาณออกซิเจนนอย และกรดแลกติก
ที่ผลิตไดควรจะเปนรูป L(+)-lactic acid  
 
 1.2.7 ลักษณะของเชื้อรา Rhizopus spp. 
  Rhizopus spp.เปนราเสนสาย จัดอยูในคลาสไซโกไมซีตีส (Zycomycetes) พบได
ทั่วไปในดิน ผัก ผลไม มูลสัตว และอาหารจําพวกแปง มีการดํารงชีวิตแบบอิสระ บางชนิดทําให
อาหารเนาเสีย แตบางชนิดสามารถนําไปใชในกระบวนการทางอุตสาหกรรมได  
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา มีลักษณะเปนเสนใยที่ไมมีผนังกั้น จะสรางผนังกั้น เฉพาะ
ตรงสวนที่จะกลายเปนสปอรแรงเจียม (sporangium) สปอรแรงจิโอฟอร (sporangiophore) เกิดขึ้นตรง
สวนที่จะสรางไรซอยด (rhizoid) สปอรแรงเจียม (sporangium) มีขนาดใหญ มีสีดํา และมีคอลัมเมลลา 
(collumella) เจริญเติบโตไดดีในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การสืบพันธุแบบอาศัยเพศตองการ
ไมซีเลียม (mycelium) สองสายที่แตกตางกัน เม่ือนิวเคลียสมาผสมกันไดไซโกต (zygote) จะเจริญ
เปนไซโกสปอร (zycospore) ที่มีผนังหนา สีดํา และทนทานตอสภาพแวดลอม มีการสืบพันธุ 
ทั้งแบบไมอาศัยเพศ โดยการสรางสปอร เรียกวา sporangiospore และ แบบอาศัยเพศ โดยการสราง
สปอร เรียกวา zygospore (รูปที่ 4) การเจริญบนอาหาร PDA เสนใยเปนปุยสีขาวเกาะตัวกัน
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อยางหลวมๆ แลวเปลี่ยนเปนสีเทานํ้าตาลหรือสีเทาดํา เม่ือมีการสรางสปอร (รูปที่ 5) (Schipper, 
1984) 
 

 
 

รูปที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน  
 

 
 

รูปที่ 5 การเจริญของเชื้อรา Rhizopus sp. บนอาหารแข็ง PDA 
ที่มา: http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Zygomycetes/Rhizopus/         
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 1.2.8 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus sp.  
  1. สายพันธุจุลินทรีย (Microorganisms)  
   โดยทั่วไปจะตองคัดเลือกใชสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลกติกได
ปริมาณที่สูงและคงที่ ใชเวลาในการหมักสั้น และสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย และควร
เปนแหลงคารบอนที่หางาย ราคาถูก (Hofvendahl and Hahn, 2000) จากรายงานการวิจัยตางๆ 
พบวาเชื้อรา Rhizopus spp. เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดดี 
   Soccol et al. (1994) ไดคัดเลือกเชื้อรา Rhizopus spp. จํานวน 19 สายพันธุ ที่มี
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตร พบวาเชื้อราสายพันธุ 
Rhizopus  oryzae NRRL 395 เปนสายพันธุที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 65 กรัมตอ
ลิตร 
   Yin et al. (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก จากเชื้อรา Rhizopus  oryzae 
พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 เปนเชื้อราที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด โดย 
สามารถผลิตกรดแลกติก 85 กรัมตอลิตร จากการหมักในฟลาสก และ 102 กรัมตอลิตร จากการหมัก
ในถังหมัก 
   Skory et al. (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
ภายใตสภาวะที่มีการจํากัดออกซิเจน พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 40 กรัมตอลิตร ภายใน 
70 ชั่วโมง  
   Hang (1989) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 
พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 354.8 กรัมตอกิโลกรัม ภายหลังการเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 96 ชั่วโมง  
   Yu et al. (1989) ไดทําการศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae พบวาหลังจากเพาะเลี้ยงจนครบ 72 ชั่วโมง เชื้อราสามารถผลิตกรดไดมาก โดยสามารถ
ผลิตไดมากที่สุดเทากับ 430 กรัมตอกิโลกรัม  
   Oda et al. (2002) ไดศึกษาคัดแยกเชื้อรา Rhizopus oryzae จํานวน 38 สายพันธุ
พบวาเชื้อรา R. oryzae IFO 4707 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด คือ 10 มิลลิกรัมตอกรัม
เม่ือใชกากมันฝรั่งสดเปนแหลงสับสเตรท 
    2. สารอาหาร (Nutrients)  
   สารอาหารมีความจําเปนในกระบวนการหมัก โดยแหลงคารบอน, ไนโตรเจน, 
ฟอสฟอรัส, ซัลเฟอร และเกลืออ่ืนๆ มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการสราง 
ผลผลิต โดยทั่วไปเชื้อรา Rhizopus spp. มีความตองการสารอาหารนอยกวาเม่ือเทียบกับแบคทีเรีย 
(Zhang, et al., 2007) โดยความเขมขนของสารอาหารขึ้นอยูกับธรรมชาติของซับสเตรท, สายพันธุ 
และวิธีการที่ใชในการหมัก โดยสารอาหารที่ใชในการผลิตกรดแลกติก ไดแก 
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  3. แหลงคารบอน (Carbon sorce) 
   แหลงคารบอนเปนสารอาหารที่มีความจําเปนตอกระบวนการหมัก โดยคารบอน 
เปนธาตุที่มีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงาน ซ่ึงในกระบวนการหมักโดยทั่วไปนิยมใช
คารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน โดยประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลกติกจะขึ้นกับชนิดและความเขมขน
ของแหลงคารบอน และความบริสุทธิ์ของคารโบไฮเดรตที่ใชเปนวัตถุดิบ ดังน้ัน ในการผลิตกรด
แลกติกจะตองเลือกแหลงคารบอนที่มีความเหมาะสม ทั้งชนิดและปริมาณความเขมขน รวมถึง
ราคาตนทุน ซ่ึงตองคุมคา  
   สารตั้งตนหรือแหลงคารบอนที่เหมาะสําหรับการผลิตกรดแลกติก ไดแก นํ้าตาล
ชนิดตางๆ ทั้ง นํ้าตาลซูโครส, กลูโคส หรือ ฟรุกโตส สารจําพวกคารโบไฮเดรตอื่นๆ ซึ่งอาจเปน
ผลพลอยไดจากการเกษตร หรือจากอุตสาหกรรมอาหาร เชน แปงมันฝรั่ง, แปงขาวโพด, กากน้ําตาล 
หรือนํ้าทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตนม  
   สารตั้งตนที่นํามาใชในการผลิตกรดแลกติกอาจตองผานกระบวนการยอยสลาย
ใหไดเปนนํ้าตาลกลูโคส, มอลโทส, ซูโครส หรือ แลกโทส กอนโดยการใชเอนไซมหรือกรดบางชนดิ
ทั้งน้ีสารตั้งตนที่จะนํามาใชผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมจะตองมีปริมาณมาก หาไดงาย 
และราคาถูก เพ่ือความคุมคาและประหยัดตนทุนการผลิต 
   Hang (1989) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากขาวโพดบด ดวยเชื้อ Rhizopus  
oryzae NRRL 395 พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 354.8 กรัมตอกิโลกรัม 
ภายหลังการเพาะเลี้ยง 96 ชั่วโมง 
   Yu et al. (1989) ไดทําการศึกษาการผลิตกรดแลกติกในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย 
ผลผลิตทางการเกษตรแตละชนิด เปนแหลงคารบอน โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae หลังจาก  
การเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง และเติมแคลเซียมคารบอเนตที่ผานการฆาเชื้อแลว 10 กรัม พบวา
เม่ือเพาะเลี้ยงตอไปจนครบ 72 ชั่วโมง เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกจากแหลงคารบอนตางๆ
ไดมากนอยตามลําดับดังน้ี คือ แปงขาว, แปงขาวโพด, แปงมันสําปะหลัง, แปงขาวบาเลย และ
แปงขาวโอ็ต มีปริมาณการผลิตกรดแลกติกเทากับ 430, 400, 340 ,280 และ 110 กรัมตอกิโลกรัม
สับสเตรท ตามลําดับ 
   Soccol et al. (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชชานออยเปนแหลงคารบอน 
ของเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRU 395 พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 137 
กรัมตอลิตร  
   Yang et al. (1995) ใช xylose เปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติก โดย
ใชเชื้อรา Rhizopus spp. พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดดี 
   Yin et al. (1997) ไดศึกษาอิทธิพลความเขมขนของสับสเตรทตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 พบวาเม่ือใชแปงขาวโพดที่ถูกยอยบางสวนดวย
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กรดไฮโดรคลอริก หรือเอนไซมแอลฟาอะไมเลสที่มีความเขมขน 120 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน
ใหกับเชื้อรา พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 98.2 กรัมตอลิตร ภายในเวลา 72 ชั่วโมง 
   Du et al. (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากน้ําตาลกลูโคส โดยใช 
Rhizopus oryzae ATCC 5231 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกที่มีความเขมขน 69 กรัมตอลิตร 
จากน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 78 กรัมตอลิตร       
   Zhou et al., (1999) ศึกษาผลของสารอาหารที่เหมาะสมตอการผลิต L(+)-lactic 
acid โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 5231 จากการทดลองในฟลาสกเขยา พบวาองคประกอบ
อาหารที่เหมาะสม มีผลตอการเพ่ิมอัตราการผลิตกรดแลกติก เชนเดียวกับการการควบคุมอากาศ
ที่เหมาะสม พบวาชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้น โดยอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงสุดที่ 
2.58 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง จากความเขมขนนํ้าตาลเริ่มตน 94 กรัมตอลิตร และไดปริมาณกรด
แลกติกที่มีความเขมขน 83 กรัมตอลิตร หลังจากการหมักเปนเวลา 32 ชั่วโมง 
   Naranong and Poocharoen (2001) ศึกษาการผลิตแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae NRRL 395 จากแปงมันสําปะหลัง พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดเทากับ 68.32 
กรัมตอลิตร  
   Oda et al. (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
จากกากมันฝรั่ง พบวาจาก 38 สายพันธุ ของเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวา เม่ือหมักเปนเวลา 
6 วัน Rhizopus oryzae IFO 4707 เปนสายพันธุที่มีคาพีเอชลดลงอยางรวดเร็วที่สุด และพบวา
เชื้อราสามารถหลั่งเอนไซมยอยแปงอยางมีประสิทธิภาพ    
   Miura et al., (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากซังขาวโพด พบวา Rhizopus 
MK - 96 - 1196 สามารถผลิตกรดแลกติกได 100 กรัมตอลิตร   
   Ruengrunglikit and Hang (2003) ศึกษาการผลิต L(+) –lactic acid จากซัง
ขาวโพด โดย Rhyzopus oryzae NRRL–395 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 299.4 กรัมตอ
กิโลกรัมของซังขาวโพดแหง หลังจากการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และเติม 0.2 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรแคลเซียมคารบอเนต 
   Bulut et al. (2004) ศึกษาผลของแหลงคารบอนที่แตกตางกันในการผลิตกรดแลกติ
กของเชื้อรา Rhizopus oryzae และใชนํ้าตาลกลูโคส, นํ้าตาลซูโครส, กากน้ําตาล และรําขาวสาลี
เปนซับสเตรท พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกสูงสุดเม่ือเติมนํ้าตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 
เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวในอาหาร และพบวารําขาวสาลีเปนสารอาหารที่ไมเหมาะสม
สําหรับการหมักในครั้งน้ี   
   John et al. (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชชานออยและกากมันสําปะหลัง
เปนวัตถุดิบ พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 249 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท 
   Maas et al. (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากไซโลส โดยใชเชื้อรา Rhizopus 
oryzae พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดระหวาง 0.41 และ 0.71 กรัมตอกรัม และยังพบวาการเจริญ 



17 

เติบโตของ Rhizopus oryzae CBS 112.07 ในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลสเริ่มตน สูงกวา 
40 กรัมตอลิตร มีผลตอการใชสับเสตรทและอัตราการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา 
   Zhang et al., (2007) ศึกษาผลการผลิตกรดแลกติกโดย Rhizopus arrhizus 
โดยใชแปงมันฝรั่งเปนสับสเตรท พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 36.4 กรัมตอลิตร ภายใน 
เวลา 32 ชั่วโมง 
  4. แหลงไนโตรเจน (Nitrogen source) 
   แหลงของไนโตรเจนมีความจําเปนตอการสังเคราะหกรดอะมิโน,พิวรีน,ไพริมิดีน 
คารโบไฮเดรต และไขมันบางชนิด ตัวอยางของแหลงไนโตรเจน ที่เปนเกลืออนินทรีย ไดแก 
แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมไนเตรท สวนที่เปนสารอินทรีย ไดแก peptone, yeast extract 
และ corn steep liquor เปนตน โดยแอมโมเนียมซัลเฟต จัดเปนแหลงไนโตรเจนที่มีการใชอยาง
แพรหลายมากที่สุด มีการรายงานเกี่ยวกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ใชในการหมัก
กรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus spp. ในงานวิจัยตางๆ อยูที่ระหวาง 1.0-4.0 กรัมตอลิตร (Yu 
and Hang,1989; Soccol, et al., 1994; Yin, et al., 1997; Zhou, et al., 1999) และทั้งน้ีเน่ืองจาก
เชื้อราสามารถใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย ไดดีกวารูปไนเตรต เชื้อราบางชนิด
ใชแหลงไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียหรืออินทรียไนโตรเจน แตจะไมใชในรูปไนเตรต เชน Absidia sp., 
Mucor sp., R. nigricans และ R. oryzae เปนตน เพราะเกลือไนเตรตอาจมีผลตอการเกิดสภาวะ
เปนดางในอาหารทําใหคาพีเอชสูงขึ้น ในการผลิตกรดแลกติกแอมโมเนียมซัลเฟต ถือวาเปนแหลง 
ไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมมากกวา แอมโมเนียมไนเตรต,ยูเรีย, peptone, yeast extract และ 
corn steep liquor (Yin et al., 1997; Zhou et al., 1999)  
   Yin et al. (1997) ศึกษาอิทธิพลความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสม
สําหรับใชเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 
พบวาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสม คือ 1.35 กรัมตอลิตร และพบวาถาปริมาณ
ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตนอยกวา1.35 กรัมตอลิตร มีผลทําใหการเจริญและปริมาณ
การผลิตกรดแลกติกของเชื้อราลดลง  
   ในขณะที่ Zhou et al. (1999) พบวาแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลกลูโคส
เปนแหลงคารบอน คือ แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 0.10 กรัมตอลิตร โดยสามารถผลิต
กรดแลกติกไดเทากับ 56.8 กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะการหมักในถังหมักแบบ bubble column 
เปนเวลา 47 ชั่วโมง 
   Tay and Yang (2000) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดที่ผานการยอย 
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ที่ตรึงบน cotton fiber พบวาแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสม
ตอการผลิตกรดแลกติก คือ แอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน 0.30 กรัมตอลิตร ซ่ึงใหปริมาณ
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กรดแลกติกเทากับ 69 เปอรเซ็นตของปริมาณสับสเตรทที่ถูกใชไป และคิดเปนอัตราการผลิต
กรดแลกติกเทากับ 0.81 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
   ในขณะที่ Zhang et al. (2007) ไดรายงานผลของแหลงไนโตรเจนตอผลิตกรด
แลกติกของเชื้อรา Rhizopus arrhizus โดยใชแปงมันฝรั่งเปนสับสเตรท แหลงไนโตรเจนตางๆ
ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไนเตรท, ยูเรีย, yeast extract และ peptone โดยประเมิน
รวมกับอัตราสวนตางๆ ของคารบอนไนโตรเจน (C:N) พบวาอาหารหมักที่ประกอบดวย C:N ratio 
ต่ําจะชวยเพิ่มการผลิตกรดแลกติก, ชีวมวล และเอทานอล ในขณะที่ C:N ratio สูง จะผลิตกรด
ฟูมาริค และจากแหลงไนโตรเจนทั้งหมด พบวา แอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ที่สุด โดยสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 36.4 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปน 91เปอรเซ็นต จาก
การใชแอมโมเนียมไนเตรท 0.909 กรัมตอลิตร เปนเวลา 32 ชั่วโมง 
  5. เกลืออนินทรีย  
   เกลืออนินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติกสวนใหญ คือ KH2PO4, MgSO4, ZnSO4 
และ Fe2(SO4)3 โดยทั่วไปจะใช KH2PO4 ประมาณ 0.15-0.60 กรัมตอลิตร, MgSO4 7H2O 
ประมาณ 0.15-0.75 กรัมตอลิตร, และ ZnSO4.7H2O ประมาณ 0.04-0.09 กรัมตอลิตร สําหรับ
ความจําเปนของ Fe2(SO4) 3 สําหรับการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus spp. ถือวาต่ํามาก 
คือ ประมาณ 0.01 กรัมตอลิตร ซ่ึง Zhou et al. (1999) กลาววา Fe2+ ไมจําเปนในการหมักของ
เชื้อ  Rhizopus oryzae ในขณะที่ Wang et al. (2005) รายงานวาการเพิ่มระดับของ phosphate จาก 
0.1 ถึง 0.6 กรัมตอลิตร ของ KH2PO4 ทําใหสามารถผลิตกรดแลกติกที่มีความเขมขนสูงสุด
ประมาณ 85-71 กรัมตอลิตร สวน Zhou et al. (1999) พบวาการเพิ่มความเขมขนของฟอสเฟต
จาก 0.2 ถึง 0.6 กรัมตอลิตร ของ KH2PO4 มีผลเพียงเล็กนอยตอการผลิตกรดแลกติก   
   วิเชียรและคณะ (2544) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae 
DMKU12 จากแปงมันสําปะหลัง พบวาเม่ือเติม KH2PO4 เขมขน 0.3-1.2 กรัมตอลิตร เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติก ไดเทากับ 67.7-69.2 กรัมตอลิตร และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ KH2PO4 
มากกวานี้ก็ไมทําใหการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นแตอยางใด แตพบวาการเพิ่มความเขมขน 

KH2PO4 ทําใหการผลิตเอธิลแอลกอฮอลเพ่ิมขึ้น เม่ือศึกษาผลของการเติม MgSO4 7H2O ตอ

การผลิตกรดแลกติกนั้น พบวาความเขมขนของ MgSO4.7H2O ระหวาง 0-0.75 กรัมตอลิตร ไม
มีผลทําใหการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราแตกตางกัน คือ เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกได
เทากับ 92-95 กรัมตอลิตร และพบวาปริมาณ ZnSO47H2O ความเขมขน 0.04 กรัมตอลิตร มี
ผลใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 98.9 กรัมตอลิตร และเม่ือใชความเขมขนของ 
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ZnSO47H2O นอยกวาหรือมากกวานี้มีผลทําใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกลดลง  
   วิเชียรและคณะ (2548) ศึกษาองคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกจากแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลวดวยเอนไซมแอลฟาอะมัยเลส โดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae DMKU12 ในระดับฟลาสกเขยา พบวาการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นเม่ือความเขมขนของ
สับสเตรตเพิ่มขึ้นจนถึงความเขมขน 186 กรัมตอลิตร เกลือแอมโมเนียมชัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน
ที่มีความจําเปนตอการผลิตกรดแลกติก โดยพบวาที่ความเขมขนระหวาง 3.2-6.4 กรัมตอลิตร
ใหผลผลิตสูงสุด แคลเซียมคารบอเนตมีบทบาทสําคัญตอการผลิตกรดแลกติก เน่ืองจากแคลเซียม
ไปชวยปรับคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อใหสูงขึ้น ซ่ึงมีผลทําใหเชื้อสามารถผลิตเอนไซมกลูโคอะมัยเลส 
การเติมแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน 40-50 กรัมตอลิตร ทําใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 
การเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และซิงคซัลเฟตมีผลตอการผลิตกรดแลกติก สวน
แมกนีเซียมซัลเฟตไมมีผล จากการวิเคราะหดวยเอนไซม L-lactate dehydrogenase พบวา
กรดแลกติกที่เชื้อราผลิตได อยูในรูป L (+) –lactic acid โดยเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกได 
100 กรัมตอลิตร ในอาหารที่ประกอบดวยแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลว 174 กรัมตอลิตร แอมโมเนยีม
ซัลเฟต 3.2 กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.3 กรัมตอลิตร ซิงคซัลเฟต 0.04 
กรัมตอลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 0.75 กรัมตอลิตร และแคลเซียมคารบอเนต 50 กรัมตอลิตร 
เม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง 
   Zhou et al. (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคสของเชื้อรา 
Rhizopus oryzae ATCC 52311 พบวาความเขมขนของ KH2PO4 ประมาณ 1.50-12 มิลลิโมล 
ไมมีผลทําใหการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรามีปริมาณที่แตกตางกัน และพบวาที่ระดับความเขมขน
ของ KH2PO4 เทากับ 1.53, 4.5 7.5 และ 12 มิลลิโมล เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 
60.5, 62.5, 62.2 และ 60.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และพบวาถาไมมีการเติม KH2PO4 มีผลทํา
ใหการงอกของสปอรและการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราลดลง  
  6. คาความเปนกรดดาง (pH) 
   การผลิตกรดแลกติกในกระบวนการหมักจากเชื้อจุลินทรียจําเปนตองมีการควบคุม
คาพีเอชใหอยูในสภาพที่เหมาะสมตอการเจริญ ซ่ึงจะมีผลตอการผลิตกรดแลกติก โดยทั่วๆ ไป
นิยมใชผงแคลเซียมคารบอเนตเปนสารปรับพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
   Yu and Hang (1989) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวเปนสับสเตรท พบวาเม่ือมีการเติมแคลเซียม
คารบอเนตเขมขน 10 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิด ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
24 ชั่วโมง การเติมแคลเซียมคารบอเนตมีผลตออัตราการใชสับสเตรทและปริมาณกรดแลกติกที่
เพ่ิมขึ้น คืออในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน มีอัตราการใชสับสเตรท
เพ่ิมขึ้น 200 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท และปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้น 180 กรัมตอกิโลกรัม
สับสเตรท ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน อัตราการใชสับสเตรทเพิ่มขึ้น 
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350 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท และปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้น 300 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท 
เม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไมเติมแคลเซียมคารบอเนต ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง 
   Dominguez and Vazquez (1999) ศึกษาผลการเติมแคลเซียมคารบอเนต ที่
ความเขมขนและระยะเวลาที่แตกตางกัน ในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 
52311 พบวาเม่ือมีการเติมแคลเซียมคารบอเนต 5 เปอรเซ็นต ของปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่เวลา 
0 ชั่วโมง และเติมแคลเซียมคารบอเนต 3 เปอรเซ็นตของปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ ในแตละชวง
ระยะเวลาที่แตกตางกัน คือ 24, 36, 48 และ 60 ชั่วโมง พบวาการเติมแคลเซียมคารบอเนต
ลักษณะดังกลาวมีผลทําใหสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 67.5 กรัมตอลิตร จากปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 96 ชั่วโมง 
   ในการผลิตกรดแลกติก ผลของคา pH เปนปจจัยที่สําคัญอยางหนึ่งที่มีผลตอปริมาณ
กรดแลกติกที่ผลิตได โดยทั่วไปคา pH จะอยูในชวง 5.0-6.0 (Huang, et al., 2003)   
   ธนภูมิ และคณะ (2551) ศึกษาผลของคาพีเอชตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา 
Rhizopus oryzae KPS 106 ในถังหมักแบบลอยตัวขนาด 3 ลิตร โดยใชวิธีพ้ืนผิวตอบสนองจาก
การทดลองแบบ central composite design ของ 2 ปจจัย 3 ระดับ ในการหาคาพารามิเตอรที่ดี
ที่สุด จากสมการควอดราติก กําลังสองและวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง พบวาคาpH ที่เหมาะสมเทากับ 
5.85 โดยใหกรดแลกติก เทากับ 89.37 กรัมตอลิตร ภายหลังการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมง ซ่ึงคิด
เปนประสิทธิภาพการแปรผันเปนกรดแลกติกเทากับ 1.08  
   วิเชียร และคณะ (2548) พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae KPS 106 สามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด คือ 95.9 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนคา Yp/s เทากับ 0.75 เม่ือควบคุมคา 
pH ตลอดการหมักใหมีคาเทากับ 7  
   Yang et al. (1995) พบวาการผลิตกรดแลกติก เอทานอล และกรดฟูมาริคจะลดลง
เม่ือคาพีเอชลดลงจาก 6.0-4.0  ในขณะที่ MiuraI et al., (2003) พบวา คาpH เริ่มตน ที่ 4.5 เชื้อรา  
Rhizopus spp. MK - 96 - 1196 สามารถผลิตกรดแลกติกได 100 กรัมตอลิตร  
   Neutralizingagents ตัวอยางเชน แคลเซียมคารบอเนต, โซเดียมคารบอเนต และ
โซเดียมไฮดรอกไซด ถูกใชเพ่ือเปนตัวควบคุมระดับของคาคาpH ในระหวางการหมกั โดย Neutralizing 
agents ที่นิยมใชมากที่สุด คือ แคลเซียมคารบอเนต (Oda, et al., 2002; Yin, et al., 1997; Yu 
and Hang, 1989; Zhou, et al., 1999)  
   Hang (1989) พบวาเม่ือมีการใชแคลเซียมคารบอเนตเปนสารปรับคา pH ใน
การผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ในปริมาณที่มาก แนวโนมของการผลิตกรด
แลกติกก็จะมากขึ้นตามไปดวย 
   Dominguez and Vazquez (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคส 
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 พบวา คา pH เริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3.5-6 ไมมี
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ผลตอการผลิตกรดแลกติก โดยชวงคา pH ดังกลาวใหปริมาณกรดแลกติกระหวาง 69.9-72.1 
กรัมตอลิตร และพบวาที่ชวงคาpH น้ีเชื้อรามีลักษณะการเจริญที่คลายคลึงกัน 
    Tay and Yang (2000) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดที่
ผานการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 ที่ถูกตรึง
บน cotton fiber ภายในถังหมักแบบ fibrous bed bioreactor พบวาคา pH มีผลตอการผลิต
กรดแลกติก คือ ที่คา pH เทากับ 4 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 0.037 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง ในขณะที่คา pH เทากับ 5 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 0.56 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
และที่คาpH เทากับ 6 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.80 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
  7. อุณหภูมิ  
   อุณหภูมิเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติกไดปริมาณสูงที่สุด เม่ือใชกลูโคสเปนสับสเตรท (Lockwood, et al., 1979) 
   สุภัตรา และคณะ (2548) ทําการแยกและคัดเลือกเชื้อ Rhizopus spp.จากตัวอยาง
ลูกแปงและผลิตภัณฑที่ไดจากลูกแปงที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดปริมาณสูง โดยอาศัยหลักการ
เปลี่ยนสีของ brom cresol ที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงละลายน้ําเปนแหลงอาหาร พบวา
เชื้อ Rhizopus spp.จํานวน 29 สายพันธุ มี 8 สายพันธุ ที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดดี ที่ 30 
องศาเซลเซียส และจากจํานวนนี้มี 6 สายพันธุ ที่ยังคงสรางกรดไดดีที่ 40 องศาเซลเซียส เม่ือทดสอบ
ความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย พบวากรดอินทรยที่ผลิตจากเชื้อราที่ทดสอบสวนใหญเปน
กรดอะซิติคและแลกติก โดยสายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุดคือ Rhizopus spp. สายพันธุ 
MKU ซ่ึงผลิตได 0.79 เปอรเซนตภายหลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
   สุขใจและศิริประภา (2549) ศึกษาการเพิ่มผลผลิตกรดแลกติกจากเวยโดยใชเชื้อ 
Lactobacillus casei TISTR 1341 พบวา สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก คือ ความเขมขน
ของเวย รอยละ 90 (ปริมาตรตอปริมาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การผลิตกรดแลกติกใน 
ฟลาสกขนาด 2 ลิตร พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 6.51 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมง 72 ผลผลิต
กรดแลกติก 0.195 กรัมตอกรัมของซับสเตรต อัตราการผลิตกรดแลกติก 0.090 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง การผลิตกรดแลกติกในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กวนใบพัด
อัตราความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ควบคุมคาพีเอชที่ 6.5 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 
8.16 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมงผลผลิตกรดแลกติก 0.212 กรัมตอกรัมของซับสเตรต และ 
อัตราการผลิตกรดแลกติก 0.170 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
   Yu and Hang (1989) พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae สามารถผลิตแลกติก ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 445 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
96 ชั่วโมง 
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   Huang et al. (2003) พบวา Rhizopus arrhizus DAR 36017 สามารถเจริญ 
เติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 22-38 องศาเซลเซียส ความเขมขนของกรดแลกติกที่ไดจะมีระดับสูงที่สุด
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อยางไรก็ตาม Liu et al. (2005) พบวาที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติกจากมันฝรั่งโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
NRRL 395 ทั้งน้ีในงานวิจัยโดยทั่วไป อุณหภูมิที่ใชในการหมักจะอยูในชวง 27- 35 องศาเซลเซยีส 
(Yin, et al, 1997; Yu and Hang.,1989; Yang, et al.,1995; Zhou, et al., 1999; Huang, et al., 
2003; Du, et al., 1998)  
  8. ลักษณะและรูปรางของเชื้อ 
   ปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งของการใชเชื้อราในกระบวนการหมัก คือ รูปรางของเสนใย 
เน่ืองจากเชื้อรามีเสนใยที่เจริญไดหลายรูปแบบ โดยบางรูปแบบชวยสงเสริมการผลิตกรดแลกติก 
ตัวอยางเชน รูป pellet และ รูป flocs แตบางรูปแบบก็กอใหเกิดปญหาในกระบวนการหมัก ซ่ึง
รูปรางที่กอใหเกิดปญหามากที่สุด คือ รูป clump เน่ืองจากมีการเจริญเปนกลุมกอน จึงทําใหพ้ืนที่ 
การถายเทออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อกับเซลลลดลง ดังนั้นการควบคุมรูปรางของเชื้อรา  Rhizopus 
oryzae จึงมีความจําเปน  
   Du et al. (1998) พบวาลักษณะของเสนใยเชื้อรา Rhizopus  oryzae ที่เพาะเลี้ยง
แบบ batch ในถังหมักแบบ bubble column fermentor น้ันมี 2 แบบ คือ filamentous และ pellet 
ซ่ึงการเกิดลักษณะรูปรางของเสนใยแบบใดนั้น ขึ้นกับคาความเปนกรดดางเร่ิมตนและการเติม
แคลเซียมคารบอเนต เม่ือคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 5.5 เสนใยของ
เชื้อราเจริญเปนแบบ filamentous และสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร คิด
เปนอัตราการผลิต เทากับ 1.46 กรัมตอชั่วโมงตอกรัม ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 27 ชั่วโมง 
สวนอาหารที่มีคาความเปนกรดดาง เทากับ 2 เสนใยของเช้ือราเจริญเปนแบบ pellet ใหปริมาณ
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 66 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 1.53 กรัมตอชั่วโมงตอ
กรัม ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 43 ชั่วโมง โดยสาเหตุที่เสนใยของเชื้อราแบบ pellet ใช
ระยะเวลาการหมักนานกวาเสนใยแบบ filamentous เน่ืองจากชวงระยะ lag phase ของการเกิด
รูปรางเสนใยแบบ pellet ใชเวลานานกวา โดยใชระยะเวลา 21 ชั่วโมง ในขณะที่รูปรางแบบ 
filamentous มีระยะ lag phase เพียง 10 ชั่วโมง 
   Park et al. (1998) ไดศึกษาการใชเชื้อรา Rhizopus oryzae ที่มีรูปราง mycelial 
cotton like flocs โดยใช mineral support และ polyethylene oxide เปนตัวชวยรักษารูปราง 
เชื้อเร่ิมตนในการผลิตกรดแลกติกในถังหมักแบบ air lift bioreactor โดยใชน้ําตาลกลูโคส 120 
กรัมตอลิตร เปนสับสเตรท พบวาใหผลผลิตกรดแลกติก เทากับ 104.6 กรัมตอลิตร โดยใชระยะ 
เวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง 
   Yin et al. (1998) ไดศึกษาอิทธิพลความเขมขนของสปอรตอรูปรางของเชื้อรา
Rhizopus oryzae ในระดับฟลาสกเขยา โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อ preculture medium ที่ประกอบดวย 
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น้ําตาลกลูโคส และแปงขาวโพด เปนสับเตรทเขมขนอยางละ 50 กรัมตอลิตร เม่ือเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 18 ชั่วโมง พบวาการใชสปอรเริ่มตน 2 x 103 – 2 x 105 สปอรตอมิลลิลิตร มีผลทําใหเสนใย
เจริญและมีรูปรางแบบ fluffy mycelia ขณะที่ระดับความเขมขน 2 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร เสนใย
มีรูปรางเปน pellet เม่ือนําเชื้อราที่มีรูปรางตาง ๆ กันไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ production 
medium ที่มีแปงขาวโพด 120 กรัมตอลิตร ที่ผานการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเปนแหลง
คารบอนพบวารูปรางที่เชื้อรา แบบ pellet ใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกสูงที่สุด คือ 98.2 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงคิดเปน Yp/s เทากับ 0.82 ในขณะที่เชื้อราที่มีรูปรางแบบ fluffy mycelia ใหปริมาณ
กรดแลกติกอยูในชวงระหวาง 75.2-85.7 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปน Yp/s เทากับ 0.63-0.71 
  9. ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
   ปริมาณเชื้อเร่ิมตนมีผลตอรูปรางของเซลลและความสามารถการผลิตกรดแลกติก 
ของเชื้อรา Rhizopus oryzae เพราะรูปรางของเชื้อรามีผลตอการถายเทอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงมีผลทําใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นหรือลดลงได 
   Yu and Hang (1989) พบวาขนาดของเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus  oryzae คือ 1 x 107- 3 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร ถึงแมวาปริมาณเชื้อ
เริ่มตนเพ่ิมขึ้น ก็ไมมีผลทําใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราเพิ่มมากขึ้น 
   Dominguez and Vazquez (1999) ไดศึกษาความเขมขนของสปอรเร่ิมตนของ
เชื้อรา 
   Rhizopus oryzae ATCC 52311 ตอการผลิตกรดแลกติก พบวาเม่ือใชความเขมขน
ของสปอรเริ่มตนที่ตํ่า (สปอรเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร) เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติก เทากับ 60.4 กรัมตอลิตร ภายหลังจากการหมัก 120 ชั่วโมง และเม่ือ
ใชความเขมขนของสปอรที่สูงขึ้น (สปอรเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร) 
เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพ่ิมขึ้นเปน 70.8 กรัมตอลิตร ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
94 ชั่วโมง โดยใชน้ําตาลเริ่มตน เทากับ 120 กรัมตอลิตร 
 
1.3 วัตถุประสงค (Objectives)  
 
 1.3.1 แยกและคัดเลือกเชื้อราจากเศษวัสดุเหลือทิ้ง (กาก เปลือก รากของมันสําปะหลังและดิน) 
ที่อยูภายในและรอบๆ โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลัง และจากบริเวณไรมันสําปะหลัง ของเกษตรกร 
ภายใน จ.นครราชสีมา และพ้ืนที่อ่ืนๆ ในภาคใต จํานวน 36 ตัวอยาง 
 1.3.2 หาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราที่แยกไดโดยใช แปงและเปลือก 
มันสําปะหลังเปนวัตถุดิบในการหมัก โดยการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation)  
 1.3.2 การหมักใหไดกรดแลกติกในระดับหองปฏิบัติการ ดวยวิธีการหมักในถุงพลาสติกทน
รอนในรูปของแข็ง (solid state fermentation) โดยใชแปงและเปลือกมันสําปะหลัง เปนวัสดุหมัก 



บทที่ 2 
วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

 
2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
            
  อาหารเลี้ยงเชื้อ             บริษัทผูผลิต 
  1. Potato dextrose agar Difco 
  2. Cassava starch agar      
 
2.2 สารเคมี  
 
  สารเคม ี              บริษัทผูผลิต 
  1. Agar Merck 
  2. Ammonium sulphate ((NH4)2SO4) Sigma 
  3. Calcium carbonate (CaCO3) - 
  4. Ethanol 95% - 
  5. Glucose Difco 
  6 ydrochloric Acid (HCl)     - 
  7. Iodine Fluka 
  8. Lactophenol Merck 
  9. Potassium Hydrogen Phthalate (KHC8H4O4) Merck 
  10. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck 
  11. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck 
  12. Phenolphthalein Merck 
  13. Magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4• 7H2O) Merck 
  14. Sodium hydroxide (NaOH) Merck 
  15. Tween 80 Ajax Finechem 
  16. 3, 5-Ditrosalicylic acid solution Merck 
  17. Zinc Sulphate heptahydrate (ZnSO4 • 7H2O) Merck 



  25 

2.3 วัสดุอุปกรณ 
 
 วัสดุอุปกรณ    ยี่หอ/รุน 
 1. Aluminium foil   Diamond 
 2. Autoclave    Tomy Es-315, SS320 
 3. Autopipette    Eppendorf 
 4. Centrifuge    Gelenkamp 
 5. Cover slip    Menzel-glaser 
 6. Dessicator    - 
 7. Flask    Pyrex 
 8. Glass beaker   Pyrex 
 9.  Haemacytometer      -    
 10. Hot air oven   WTB Binder, BD/ED/FD 
 11. Incubator shaker   MMM medcenter  
 12. Laboratory bottle Schott 
 13. Laminar air flow cabinet  Science tech co., Ltd. 
 14. Loop    - 
 15. Microscope slide   Sail brand 
 16. Microwave    Sanyo 
 17. Needle  -   
 18. Pasteur pipette   Pyrex 
 19. Petri dish    Pyrex 
 20. pH meter    TQ Science instruments 
 21.  Reflectometer RQflec 10  Merck Germany    
 22.  Spreader    -  
 23. Syringe filter   Whatman 
 24. Test tube    Pyrex 
 25. Tip    Axygen 
 26. Volumetric flask   Witeg 
 27. Vortex mixer   Mettler Toledo PB602-L 
 28. กลองจุลทรรศน   Olympus 
 29. กลองถายรูป   Samsung 
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2.3 วัสดุอุปกรณ 
 
 วัสดุอุปกรณ (ตอ)   ยี่หอ/รุน 
 30. กระดาษกรอง   Whatman 
 31. เครื่องชั่งสาร   Mettler Toledo 
 32. แทงแกวคน   - 
 33. แทงแกวรูปตวัว ี   - 
 34. นํ้ากลั่น -  
 35. แปงมันสําปะหลัง  ชางสามเศียร 
 36. มีดตัดวุน    - 
 
2.4  เชื้อราทีใ่ชอางอิง (reference strain)                                                                                 
 1. Rhizopus oryzae TISTR 3535 จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
 
2.5 วิธีดําเนินการ (Method) 
 
 ในการวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือแยกเชื้อราที่ผลิตกรดแลกติก เน่ืองจากการใชเชื้อรามีขอดี 
ตางๆ ตามที่ไดกลาวไว เม่ือไดเชื้อราที่ดีแลว ไดนํามาทดลองหมักใหไดกรดแลกติกในระดับหอง 
ปฏิบัติการ โดยใชเปลือกมันสําปะหลังเปนวัสดุหมักในรูปของแข็ง (solid state fermentation) 
โดยปฏิบัติ ดังน้ี   
 
   2.5.1 การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อรา 
  เก็บตัวอยาง กาก เปลือก และรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดินที่อยูภายใน และรอบๆ 
โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังและจากบริเวณไรมันสําปะหลังของเกษตรกรภายใน จ.นครราชสีมา 
และพ้ืนที่อ่ืนๆ ในภาคใต จํานวน 36 ตัวอยาง โดยการใชชอนปราศจากเชื้อตักตัวอยางประมาณ 
10 g ใสในถุงพลาสติกที่ปราศจากเชื้อปดปากถุง แลวนําใสกลองที่มีฝาปดมิดชิด นําตัวอยาง
กลับสูหองปฏิบัติการ โดยเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
 2.5.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  เตรียมอาหาร Cassava starch agar ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Yin และคณะ (1997) 
โดยใชแปงมันสําปะหลังแทนแปงขาวโพด และไมมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส โดยสวนประกอบของ
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อาหารมีดังน้ี (g/l) แปงมันสําปะหลัง 50 g, (NH4)2SO4 3 g,KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 
0.15 g, ZnSO4.7H2O 0.04 g, ผงวุน 15 g ผสมสวนประกอบของอาหารจนเขากัน ปรับ
ปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น ปรับ pH ใหได 5.5 ดวย 1% sterile calcium carbonate 
จากนั้นนําเขาไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
 
 2.5.3 การแยกเชื้อรา  
  ชั่งตัวอยาง 10 g ใสในฟลาสกที่มี 0.85% NaCl ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 90 ml 
จะไดความเจือจาง 10-1 ทําการเจือจางจนถึงระดับ 10-6  จากนั้นเลือกระดับความเจือจางที่ 10-4-
10-6 เน่ืองจากเปนระดับความเจือจางที่มีปริมาณเชื้อไมมากหรือนอยเกินไป โดยดูดตัวอยางมา 
0.1 ml  spread plate ลงในอาหาร cassava starch agar  ที่เตรียมตามวิธีขอ 2.5.2 เกลี่ยเชื้อ
ใหทั่วผิวหนาอาหาร โดยทํา 2 ซํ้าของแตละระดับความเจือจาง นําไปบมที่อุณหภูมิ 28-30 oC 
เปนเวลา 3-5 วัน โดยวางจานแบบหงายขึ้นคัดเลือกเชื้อรา โดยดูจากลักษณะของโคโลนีที่คาด
วาจะเปน Rhizopus spp. ซ่ึงจะมีลักษณะของโคโลนีที่มีเสนใยขาวฟู สปอรมีสีดํา-นํ้าตาลเจริญดี
และรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง นําเชื้อราที่คัดเลือกไดมาทําใหบริสุทธิ์และเก็บในอาหาร PDA 
slant เพ่ือศึกษาตอไป 
 
 2.5.4 การเทียบเคียงชนิดของเชื้อราที่คัดเลือกได 
  2.5.4.1 การเทียบเคียงเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   นําเชื้อราที่คัดเลือกไดมาทํา slide culture ตามวิธีของ Riddell (1950) 
โดยการใชใบมีดที่ปราศจากเชื้อมาตัดวุน PDA เปนชิ้นเล็กๆ เปนรูปลูกบาศกขนาดประมาณ 1 
ลูกบาศกเซนติเมตร ยายชิ้น PDA วางตรงกลางแผนสไลด ใชเข็มที่ผานการลนไฟฆาเชื้อเขี่ยเชื้อรา
ที่เตรียมไวไปแตะตรงขอบของชิ้น PDA ทั้ง 4 ดาน ใชปากคีบ คีบ coverslip จุมแอลกอฮอล 95 % 
ลนไฟ ปลอยไวใหเย็น ปดทับบนแผนวุน จากนั้นใสนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อลงไปในจานเล็กนอย
เพ่ือไมใหวุนแหง ระวังอยาใหนํ้าลนถึงแผนสไลด และบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2-4 วัน จากนั้น
ดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา โดยทําการหยด lactophenol cutton blue ลงตรงกลางแผนสไลด 
ยายแผนปดสไลดจากที่เลี้ยงเชื้อไว มาปดทับลงบนแผนสไลดน้ัน จากนั้นจึงคีบเอาชิ้น PDA ที่มี
เชื้อราเจริญอยูออก แลวหยด lactophenol cutton blue ลงไป จากนั้นนําแผนปดสไลดแผนใหม
ปดทับลงไป แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา โดยดูลักษณะตางๆทางสัณฐาน
วิทยาของรา ทั้ง macroscopic morphology และ microscopic morphology เพ่ือใชเปนขอมูลใน
การเทียบเคียงชนิดของเชื้อราในเบื้องตน โดยเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย เพ่ือใชเปนสายพันธุ
อางอิง Reference strain (RS) 
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  2.5.4.2 การเทียบเคียงเชื้อราระดับชนิด 
   การศึกษาทางชีวโมเลกุลเพ่ือเทียบเคียงเช้ือราระดับชนิดของไอโซเลตที่
คัดเลือกได (C035) ทําโดยการสงตัวอยางเพ่ือหาลําดับดีเอ็นเอที่หองปฏิบัติการ Group of plant- 
microbe interactions, Institute of Plant Science and Resources (IPSR) Okayama university 
ประเทศญี่ปุน โดยทําการเพิ่ม rDNAบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ตําแหนง ITS1 
- 5.8S – ITS2 ดวยคูไพรเมอร ITS1 และ ITS4 โดยเทคนิคพีซีอาร นําปริมาตรสารทั้งหมดที่ใช
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใสในเครื่องพีซีอาร โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิขั้นตางๆ ที่ใช ดังน้ี ขั้นตอน 
Denaturation อุณหภูมิ 96oC 10 วินาที, ขั้นตอน Annealing อุณหภูมิ 50oC 5 วินาที, ขั้นตอน 
Extention อุณหภูมิ 60oC 4 นาที รวมทั้งหมด 25 รอบ จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารที่ได ไปตรวจ
ผลการทําปฏิกิริยาโดยใชเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis  
   ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากไอโซเลต C035 นําไปวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอ
โดยใชเครื่อง DNA sequencer นําลําดับเบสดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองของสายดีเอ็นเอ
ดวยโปรแกรม BioEdit (Hall, 2004) จากนั้นนําไปเปรียบเทียบกับลําดับดีเอ็นเอที่มีในฐานขอมูล 
NCBI ดวยการ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Johnson et al., 2008) ดาวนโหลด
ขอมูลลําดับดีเอ็นเอที่ใกลเคียงกับสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 และลําดับดีเอ็นเอของ out group 
มาทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม Muscle (Edgar, 2004) ซ่ึงมีอยูในโปรแกรม Mega 5.1 
จากนั้นนําไปสรางไฟโลจีนีติกทรีของแตละสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 ดวยชุดโปรแกรม Mega 5.1 
(Tamura et al., 2011) โดยโปรแกรมสําหรับสรางแมทริกซ (DNAdist สําหรับดีเอ็นเอ) แลวนํา
ผลไปสรางไฟโลจีนีติกทรีโดยวิธี Neighbor-joining ทดสอบความเชื่อม่ันของไฟโลจีนีติกทรีที่ได
โดยการทดสอบ bootstrap จํานวน 1,000 ซํ้าจะไดไฟโลจีนีติกทรีของสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 
 
 2.5.5 การคัดเลือกเชื้อราที่สามารถสรางกรดได 
  นําเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดมาคัดเลือกสายพันธุที่สามารถสรางกรดได โดยนําเชื้อรา
ทั้งหมดมาทํา point inoculation ลงในอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
ตัดเฉพาะสวนปลายของเสนใยของเชื้อราดวย Cork borer วางลงตรงกลางอาหาร cassava starch 
agar ที่เติม Bromocresol purple (BCP) ความเขมขน 0.04 % บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ทําการตรวจสอบความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา โดยการตรวจการเปลี่ยนสีของ 
BCP ที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองเม่ือมีการสรางกรด และระดับของสีเปนตัวบงชี้ปริมาณกรด 
 
 2.5.6 การคัดเลือกเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 
  นําเชื้อราที่แยกไดมาคัดเลือกสายพันธุที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได โดยนําเชื้อรา
ทั้งหมดมาทํา point inoculation ลงในจานอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นตัดเฉพาะสวนปลายของเสนใยเชื้อราวางลงตรงกลางอาหารเลี้ยงเชื้อ cassava starch agar 
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บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นราดดวยสารละลายไอโอดีน แลววัดเสนผาน
ศูนยกลางโคโลนี และวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) การเกิดวงใส
แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซมยอยแปงได แลวจึงคํานวณหาคา Extracellular enzyme production 
ratio (EPR) จากสูตร ดังน้ี  
 

  EPR  = 
โคโลนีนยกลางของเสนผานศู

บริเวณวงใสนยกลางของเสนผานศู
 

 
  โดยมีการกําหนดปฏิกิริยาการสรางเอนไซมตามคา EPR เปน 4 ระดับ ดังน้ี 
(Choi, et al., 2005)             
  - Strong reaction: >2 cm.                                                                                        
  - Medium reaction: >1-<2 cm.                                                                                  
  - Weak reaction: < 1 cm. 
  จากเชื้อราทั้งหมดที่แยกได ทําการคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการยอยแปง
และการสรางกรดไดดีที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลทเพื่อใชในการศึกษาตอไป โดยในการศึกษาครั้งน้ี
ไดทําการทดลองหมักแบบแข็ง และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่เชื้อราตองการเพื่อใหไดกรดแลกติก 
สูงที่สุด ซ่ึงมีรายงานวา เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความจําเปนตอการผลิต
กรดแลกติด (Yin, et al.,1997) จึงไดเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อเปนแหลงไนโตรเจน สวน
แคลเซียมคารบอเนตชวยปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อชวยใหเชื้อผลิตกรดแลกติกไดสูงขึ้น สวน
อุณหภูมิที่เพาะเลี้ยง คือ 28-30 oC ซ่ึงเหมาะตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา (วิเชียร และคณะ, 
2544) ซ่ึงในการวิจัยครั้งน้ีไดทดลองนําผลวิจัยที่ดีจากที่มีผูศึกษาไวแลว และนํามาประยุกตหรือ
ปรับปรุงเพ่ือใหไดผลการทดลองที่ดีที่สุด โดยปฏิบัติ ดังน้ี 
 
 2.5.7 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกโดยวิธีการหมักแบบ
แข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
  2.5.7.1 การเตรียม spore suspension  
   เลี้ยงเชื้อราที่คัดเลือกไดทั้ง 5 ไอโซเลท (จากขอ 2.5.5 และ 2.5.6) ใหเกิด
สปอรบนอาหาร PDA slant บมที่อุณหภูมิ 28-30 oC เปนเวลา 5-8 วัน เก็บสปอรโดยเติมนํ้ากลั่น 
ปราศจากเชื้อที่ผสม 0.01% Tween 80 ลงไปปริมาตร 10 ml เขี่ยสปอรใหกระจายทั่ว แลวตรวจ
นับจํานวนสปอรโดยการหยดตัวอยางลงบน haemacytometer จากนั้นเจือจางใหไดปริมาณ 10 8 
สปอรตอมิลลิลิตร เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก  
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  2.5.7.2 การเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium)  
   Production medium เตรียมโดยดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) 
โดยมีองคประกอบตางๆดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 120 g, (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 
g, MgSO4.7H2O 0.15 g, ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลัง
บด (supporter) ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต 
ปรับความชื้นใหได ระหวาง 45-70% โดยเติมนํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นํา
อาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสกขนาด 500 ml กลิ้งฟลาสกเพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว 
นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น 
จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไวปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ว
วัสดุหมักทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุกๆ 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะห
พารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), กิจกรรม
ของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid)  
 
 2.5.8 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบ
แข็งของเชื้อราที่คัดเลือกได 
  2.5.8.1 การศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่เหมาะสม 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุดจากขอ 2.5.7 
เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) ดัดแปลง
จากวิธีของ Yin, et al., (1997) ตามวิธีการในขอ 2.5.7.2 โดยปรับปริมาณแปงมันสําปะหลังที่
เติมลงไปเปน 100, 150, และ 200 g ผสมกับองคประกอบอ่ืนๆ ดังน้ี (g/kg)   (NH4)2SO4  3 g, 
KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15g, ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวย
เปลือกมันสําปะหลังบด (supporter)  ขนาด 5.0 มิลลิเมตร ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน 
ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นใหได ระหวาง 45-70% โดยเติม
นํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสใน ฟลาสกขนาด 
500 ml กลิ้งฟลาสก เพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนด ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไว
ปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 
และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปน
กรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด(Titration), กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), 
และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid)       
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  2.5.8.2 การศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม 
   หาเปอรเซ็นตความชื้นเดิมที่มีอยูในเปลือกมันสําปะหลัง หลังจากนั้น
คํานวณหาปริมาณน้ําที่ตองเติมลงไป เพ่ือปรับใหมีความชื้นเริ่มตนเปน 65%, 70%, และ 75% 
โดยคํานวณเทียบกับเปอรเซ็นตความชื้นเดิมที่มีอยูในเปลือกมันสําปะหลัง 
 

ปริมาตรน้ําที่เติมลงไป = 
นสําปะหลังองเปลือกมั ความชื้นขเปอรเซ็นต

 ี่ตองการ ความชื้นทเปอรเซ็นต  นสําปะหลังในเปลือกมัปริมาตรนํ้า ×  

 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธี 
2.5.7.1 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยมีองคประกอบตางๆ ดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 
150 g (จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.1), (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15 g, 
ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH 
ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นเริ่มตนใหได 65%, 70% และ 75% โดยเติม
นํ้าตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสก ขนาด 
500 ml กลิ้งฟลาสก เพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นปเปต spore suspension ที่เตรียมไว
ปริมาตร 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก นําไปบมที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 ซํ้า 
และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรด 
ดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด(Titration), กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α– amylase), และ 
ปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
  2.5.8.3 การศึกษาขนาดอนุภาคของวัสดุหมักที่เหมาะสม 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธี
ขอ 2.5.7.1 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยปรับปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เติมลงไปเปน 150 g 
ผสมกับองคประกอบอ่ืนๆ ดังน้ี (g/kg) (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15 g, 
ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลังบด (supporter) แต
ใชขนาดอนุภาคของมันสําปะหลังบดละเอียดที่กรองผานตะแกรงที่แตกตางกัน คือ 1.0, 2.0, และ 
5.0 มิลลิเมตร 
   ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียม
คารบอเนต ปรับความชื้นใหได ระหวาง 70% โดยเติมนํ้าตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น 
นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสกขนาด 500 ml กลิ้งฟลาสกเพ่ือใหวัสดุหมักติดที่
ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้ง
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ใหเย็น จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไวปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยด
ใหทั่ววัสดุหมัก ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไป
วิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), 
กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
 
 2.5.9 ทดลองหมักในถุงพลาสติกทนรอน 
  เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธีขอ 2.5.7.1 
เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) ดัดแปลง
จากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยมีองคประกอบตางๆ ดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 150 g 
(จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.1), (NH4)2SO4 30 g, KH2PO4 2.5 g, MgSO4.7H2O 1.5 g, 
ZnSO4.7H2O 0.4 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลังบดขนาด 5 mm (จาก
ผลการศึกษาในขอ 2.5.8.3) ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวย
แคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นเริ่มตนใหได 70% (จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.2) โดยเติม
นํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น ผสมองคประกอบตางๆ ใหเขากันนําอาหารดังกลาว
ปริมาตร 100 กรัม ใสในถุงพลาสติกทนรอน โดยแผวัสดุหมักใหกระจายเต็มพ้ืนที่ของถุงพลาสติก
ทนรอนขนาด 18 X 21 น้ิว ปดปากถุงโดยใชสําลี นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นปเปต spore suspension ที่เตรียมไว 
ปริมาตร 100 ml (10 % inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
5 วัน ทํา 3 ซํ้า และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 5 วัน นําไปวิเคราะหพารามเิตอร
ตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), กิจกรรมของเอนไซม
ยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
 
 



บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
3.1 ผลการคัดแยกและจําแนกเชื้อรา 
 
 ผลการคัดแยกเชื้อรา Rhizopus spp. ในตัวอยางกาก, เปลือก และรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดิน 
จํานวน 36 ตัวอยาง โดยใชอาหาร cassava starch agar ที่ดัดแปลงมาจากสูตรของ Yin, et al, 
1997 สามารถแยกเชื้อราไดจํานวน 112 ไอโซเลท โดยแยกไดจากตัวอยางมันสําปะหลัง และดิน 
จํานวน 76 และ 36 ไอโซเลท ตามลําดับ โดยในการศึกษาครั้งน้ีไดมีการใชแปงมันสําปะหลังแทน
แปงขาวโพด เน่ืองจากมันสําปะหลังมีองคประกอบสวนใหญเปนคารโบไฮเดรตเฉลี่ย 65-70% 
ซ่ึงเปนแหลงคารบอนที่ดีใหกับจุลินทรีย (อรรถวิท, 2547) และไมมีการเติมนํ้าตาลกลูโคสในอาหาร
สูตรดัดแปลงดังกลาว ปรากฏวาเชื้อราสามารถเติบโตไดดี ลักษณะของโคโลนี มีเสนใยขาวฟู 
สปอรสีดํา-นํ้าตาล และเจริญไดรวดเร็ว แสดงใหเห็นวาอาหารสูตรดัดแปลงนี้สามารถคัดแยกเชื้อ
รา Rhizopus spp.ได เม่ือเปรียบเทียบกับสูตรอาหารของ Yin, et al (1997) สูตรอาหารดัดแปลง
น้ีสามารถประหยัดคาใชจายไดมาก เน่ืองจากลดปริมาณการใชนํ้าตาลกลูโคสซึ่งมีราคาแพง และเชื้อรา
สามารถใชแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนไดดี ซ่ึงเปนการใชแหลงวัตถุดิบที่มีอยูในทองถิ่น
ใหเกิดประโยชนและชวยเพ่ิมมูลคาสินคาเกษตรได 
 
3.2 ผลการเทียบเคียงชนิดของเชื้อราที่คัดเลือกได 
 
 3.2.1 การเทียบเคียงเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology 
และเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 พบวาทั้ง 112 ไอโซเลท มีลักษณะ
ใกลเคียงกับ Rhizopus spp.โดยเชื้อราสกุลน้ี มีลักษณะของโคโลนี คือ เสนใยขาวฟู สปอรมีมี
ดํา-นํ้าตาล เจริญไดรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง จากการทํา slide culture พบลักษณะเสนใย
เปนแบบไมมีผนังกั้น และพบ rhizoid ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อราสกุลน้ี  สีของเสนใยเปน
แบบใสไมมีสี ชนิดของ asexual spore เปนแบบ sporangiospore ซ่ึงผลการศึกษาแสดงดังรูปที่ 
6 (ก ข) และ 7 (ก ข) และตารางที่ 2 
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     รูปที่ 6 ก. macroscopic morphology      รูปที่ 6 ข. microscopic morphology 
 

รูปที่ 6 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology ของเชื้อรา 
 Rhizopus oryzae TISTR 3535 
 

     
 

 
รูปที่ 7 ก. macroscopic morphology       รูปที่ 7 ข. microscopic morphology 

 
รูปที่ 7 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology ของเชื้อรา 
 Rhizopus sp. C018 ที่แยกได 
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CO35 
 AY213624 Rhizopus  oryzae 

 JN938900 Rhizopus  microsporesvar. oligosporus 
 AF113478 Rhizopus microsporus var. chinensis 

HM849674 Rhizopussexualis var. americanus 
 JQ043227Syzygites megalocarpus 
 JN206401 Syzygites megalocarpus 
 AF157216 Syzygite smegalocarpus 

 NR103649 Backusella circina 
 JQ979465 Backusellalamprospora 100 

100 

 100 
86 

53 

 
98 

0.05 

ตารางที่ 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได เปรียบเทียบกับ 
 Rhizopus oryzae TISTR 3535 

Microscopic morphology Macroscopic 
morphology Somatic structure Reproductive 

structure เชื้อรา 
ลักษณะและสขีอง

โคโลนี 
ชนิดของ
เสนใย 

สีของ 
เสนใย 

ชนิดของ asexual 
spore 

Rhizopus spp. 
(112 ไอโซเลท) 

Cottony  สีขาว 
สปอรสีดํา 

ไมมีผนังกั้น 
พบ rhizoid 

ไมมีสี sporangiospore 

Rhizopus oryzae 
TISTR 3535 

Cottony  สีขาว 
สปอรสีดํา 

ไมมีผนังกั้น 
พบ rhizoid 

ไมมีสี sporangiospore 

 
 3.2.2 ผลการเทียบเคียงเชื้อราดวยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 
  ผลการเทยีบเคยีงเชื้อราดวยเทคนคิทางชวีโมเลกุล พบวาเชื้อรา C035 มีความใกลเคยีง 
กับ Rhizopus oryzae AY213624 (Rakeman, et al., 2005) มีคา 28S rRNA sequence 
identity 100 % ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 Neighbor-joining tree แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจากตัวอยาง
 มันสําปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap (1,000 ซํ้า) 
 มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora เปน out group
 สเกลบาร 5% 
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3.3 ผลการสรางกรดของเชื้อราที่แยกได 
 
 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท บนอาหาร cassava starch agar ที่เติม 
Bromocresol purple (BCP) ความเขมขน 0.04% โดยดูการเปลี่ยนสีของ BCP ในอาหาร ซ่ึงจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลือง เม่ือมีการสรางกรด และระดับของสีจะเปนตัวบงชี้ปริมาณกรด พบวาเชื้อราทั้ง 
112 ไอโซเลทมีความสามารถในการสรางกรด โดยสามารถเปลี่ยนสีของอาหารเปนสีเหลือง ดัง
รูปที่ 9 ซ่ึงชี้ใหเห็นวาเชื้อราสามารถผลิตกรดได และพบวาเชื้อราทั้งหมดสรางกรดไดแตกตาง
กัน โดยพบวาเชื้อรา Rhizopus spp.ที่สรางกรดไดดี (+++) คือ ใหสีเหลืองเขม มีจํานวน 104 
ไอโซเลท คิดเปน 92.86% เชื้อราที่สามารถสรางกรดไดปานกลาง (++) คือ ใหสีเหลือง มีจํานวน 
5 ไอโซเลท คิดเปน 4.46% เชื้อราที่สรางกรดไดนอย (+) คือ ใหสีเหลืองออน มีจํานวน 3 ไอโซเลท 
คิดเปน 2.68 % และไมพบเชื้อราไมสามารถสรางกรด ผลแสดงดังตารางที่ 3 และรูปที่ 9 
 
ตารางที่  3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp ที่แยกได 
ระดับการเปลีย่นสีอาหาร ผลการสรางกรด จํานวนไอโซเลท เปอรเซนต 

+++ สรางกรดไดดี 104 92.86% 
++ สรางกรดไดปานกลาง 5 4.46% 
+ สรางกรดไดนอย 3 2.68% 
- ไมสามารถสรางกรด 0 0% 

หมายเหตุ 
สีเหลืองเขม ใหเครื่องหมายเปน +++ แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดดี  
สีเหลือง ใหเครื่องหมายเปน  ++  แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดปานกลาง 
สีเหลืองออน ใหเครื่องหมายเปน +  แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดนอย 
ไมเปลี่ยนสี ใหเครื่องหมายเปน -  แสดงวาเชื้อรา  ไมสามารถสรางกรด  
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                       ก. C018                   ข. C019 
 
 
 
 
 
 
 

ค. C021                            ง. C032 
 
 
 
 
 
 
 
                   จ. C035                        ฉ .Control (อาหารที่ไมมีการเติมเชื้อ) 
 
รูปที่ 9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ Bromocresol purple 
 จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการ สรางกรด เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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3.4 ผลการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 
 
 ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท บนอาหาร cassava starch agar และตรวจสอบ
ความสามารถในการใชแปงมันสําปะหลัง โดยราดไอโอดีน และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
วงใสรอบโคโลนีของเชื้อรา พบวาเชื้อราทั้งหมดสามารถสรางเอนไซมยอยแปงมันสําปะหลังได 
โดย มีคา EPR ตั้งแต 0.58-1.58 และพบวาเชื้อรารหัส C18, C019, C021, C032, และ C035 มี
อัตราสวนเสนผานศูนยกลางโคโลนี และวงใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนีมากกวาไอโซเลทอืน่ๆ 
คือ 1.58, 1.46, 1.21, 1.38 และ 1.55 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4 และรูปที่ 10  
 
ตารางที่  4  จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 

รหัสเชื้อ แยกจากตัวอยาง 
เสนผานศูนยกลาง 
ของโคโลนีและวงใส 

(ซม.) 

เสนผานศูนยกลาง
ของโคโลนีเชือ้รา 

(ซม.) 
คา EPR 

R.oryzae 
TISTR 3535 

สายพันธุ
เปรียบเทียบ 

3.85 3.27 1.17 (medium) 

C018 มันสําปะหลัง 6.55 4.15 1.58 (medium) 
C019 มันสําปะหลัง 5.95 4.05 1.46 (medium) 
C021 มันสําปะหลัง 6.27 5.15 1.21 (medium) 
C032 มันสําปะหลัง 5.87 4.25 1.38 (medium) 
C035 มันสําปะหลัง 4.70 3.75 1.55 (medium) 

 

 

 

หมายเหตุ 
- Strong reaction: >2 cm.                     
- Medium reaction: >1-<2 cm.         
- Weak reaction: < 1 cm. 



  39 

 
ก. C018 ข. C019 

 
                       

  ค. C021                                                    ง. C032 
 
 
 
 
 
 
 
 

จ. C035            
 
รูปที่  10  การยอยแปงมันสําปะหลังของเช้ือรา Rhizopus spp. 
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 จากเชื้อราทั้งหมดที่แยกได ทําการคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสรางกรดและยอย
แปงมันสําปะหลังไดดีที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก C018, C019, C021, C032, C035 โดย
เชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถสรางกรดไดในระดับดี และสามารถยอยแปงมันสําปะหลังไดใน
ระดับปานกลาง เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 
 

3.5 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบแข็ง 
 ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 

 จากผลการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิตกรดและเอนไซมยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา เชื้อรา 
Rhizopus spp. ไอโซเลท C018, C019, C021, C032, C035 สามารถสรางกรดและเอนไซม
ยอยแปงมันสําปะหลังไดจึงไดนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลทไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกโดยวิธีการหมักแบบแข็ง และวิเคราะหคาพารามิเตอรตางๆ ดังตอไปน้ี 
 

 3.5.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
  จากการนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท ที่คัดเลือกไดมาทดลองหมักแบบแข็งในฟลาสก
โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชม. มาวิเคราะหคาความเปนกรดดาง (pH) 
พบวา คาความเปนกรดดางเริ่มตนของทุกไอโซเลท รวมทั้งชุดควบคุม มีคา 5.69 ในชั่วโมงที่ 0 
และเริ่มลดลงในชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ ตามระยะเวลาที่ผานไป และที่ระยะเวลา 
การหมัก 120 ชั่วโมงพบวาไอโซเลท C035 มีคาความเปนกรดดางอยูที่ 4.82 ซ่ึงลดลงมากกวา
ไอโซเลทอ่ืนๆ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่ตลอดการหมักแสดงดังรูปที่ 11 
 

 
 

รูปที่ 11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเช้ือราทั้ง 5 ไอโซเลท  
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 3.5.1 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
  ปริมาณกรดทั้งหมดซึ่งวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) ของทุกไอโซเลท รวมทัง้
ชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาใกลเคียงกันในระยะ 24 ชั่วโมงแรก คือ อยูที่ประมาณ 0.08% เริ่ม
เพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาที่ผานไป และที่ระยะเวลาการหมัก 120 
ชั่วโมง พบวา ไอโซเลท C035 ใหคาปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.12% ซ่ึงสูงกวาไอโซเลทอื่นๆ 
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก แสดงดังรูปที่ 12  
 

 
 
รูปที่  12  ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
 
 3.5.2 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

  กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของทุกไอโซเลทรวมทั้งชุดควบคุม 
(ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ คือ 0.54 u/ml ในระยะ 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก และมีคากิจกรรมของ
เอนไซมอยูระหวาง 3.92-5.79 u/ml โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 และมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 
และมีแนวโนมคงที่ในชั่วโมงที่ 120 สวนชุดควบคุมมีคาคงที่อยูที่ 0.54 u/ml ตลอดการหมัก และ
พบวาไอโซเลท C018 และ C035 ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด คือ 5.70 u/ml และ 5.79 
u/ml ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกันมากตลอดการหมัก แสดงดังรูปที่ 13 
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รูปที่ 13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง
 5 ไอโซเลท  
 
 3.5.2 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ผลของปริมาณกรดแลกติกของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท โดยเก็บตัวอยางที่อายุการหมัก 
120 ชั่วโมง วิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 Merck Germany ใหผล ดังน้ี C018, 
C019, C021, C032 และ C035 เทากับ 12.10, 0.70, 0.82, 2.31 และ 13.00 mg/g ตามลําดับ 
แสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวิเคราะหดวยเคร่ือง Reflectometer RQflec 10 Merck 
 Germany และปริมาณกรดทั้งหมด ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  

เชื้อรา  
 C018 C019 C021 C032 C035 control 

ปริมาณกรดแลกติก  
(mg/g) 

12.10 ± 
0.09 

0.70 ±  
0.09 

0.82 ±  
0.09 

2.31 ±  
0.09 

13.00 ± 
0.17 

0.05 ±  
0.01 

ปริมาณกรดทั้งหมด  
(%) (จากรูปที่ 12) 

0.010 ±  
0.01 

0.010 ± 
0.01 

0.010 ± 
0.01 

0.010 ± 
0.01 

0.012 ± 
0.01 

0.08 ±  
0.01 
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3.6 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบแข็ง 
 ของเชื้อราที่คัดเลือกได  
 
 ผลการคัดเลือกเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท พบวาไอโซเลท C035 ใหผลการศึกษาดีที่สุดในทุก
พารามิเตอร โดยใหคาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด เทากับ 4.82 และ 0.12% 
ในชั่วโมงที่ 120 ตามลําดับ และกิจกรรมเอนไซมยอยแปงสูงสุด เทากับ 5.79 U/ml ในชั่วโมงที่ 96 
และใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 13 mg/g จึงไดคัดเลือกเชื้อราไอโซเลทนี้มาศึกษาหาสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการผลิตใหไดกรดแลกติกในปริมาณที่สูงขึ้นตอไป 
 
 3.6.1 ผลการศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่เหมาะสม 
  3.6.1.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง (pH) พบวาที่ปริมาณแปงมันสําปะหลัง
เริ่มตน 150 g/kg ลดลงมากที่สุด คือ จาก 5.48 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 3.85 ในชั่วโมงที่ 96 และ 120 
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก คือ 5.51-5.55 ของทุกการทดลอง 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 14 
 

 
 
รูปที่ 14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท    
 C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
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  3.6.1.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
   ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวาที่ปริมาณ
แปงมันสําปะหลัง 150 กรัม ใหปริมาณกรดสูงสุด เทากับ 0.28% ในชั่วโมงที่ 96 และ 120 สวน
ปริมาณแปงที่ 100 และ 200 กรัม ใหปริมาณกรด เทากับ 0.25 % และ 0.23 % ตามลําดับ ใน
ชั่วโมงที่ 96 และ 120 เชนกันสวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่อยูที่ 0.07% ของทุกการทดลอง 
ตลอดระยะเวลาการหมัก ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 15 
 

    
 
รูปที่ 15 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท
 C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
          
  3.6.1.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาที่ปริมาณแปงมันสําปะหลัง 
150 กรัม ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 5.95 U/ml ในชั่วโมงที่ 96 และมีแนวโนมลดลง 
สวนปริมาณแปง 100 และ 200 กรัม ใหคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 3.96 u/ml และ 3.72 u/ml 
ตามลําดับ ในชั่วโมงที่ 120 และมีแนวโนมลดลง ในชวงการหมักที่เหลือ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) 
มีคาคงที่อยูที่ 0.52 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus spp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 
 3.6.1.4 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการหมักดวยปริมาณแปงมันสําปะหลัง เริ่มตน 
100, 150 และ 200 กรัม จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 Merck Germany 
พบวา ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 150 กรัม ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 13.82 
mg/g ในชั่วโมงที่ 120 ผลแสดงดังตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวิเคราะหดวยเคร่ือง Reflectometer RQflec 10 Merck 
 Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที
 ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม          

ปริมาณแปงเริ่มตน  
 100 (g) 150 (g) 200 (g) control 
ปริมาณกรดแลกติก (mg/g) 10.29 ± 0.10 13.82 ± 0.11 10.12 ± 0.12 0.052 ± 0.01 
ปริมาณกรดทั้งหมด (%) (รูปที่ 15) 0.25 ± 0.01 0.28 ± 0.01 0.28 ± 0.01 0.07 ± 0.01 
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 3.6.2 ผลการศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม 
  3.6.2.1 ผลการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง (pH) พบวาที่ความชื้นเริ่มตน 70% ลดลง
จาก 5.55 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 3.98 ในชั่วโมงที่ 120 ซ่ึงลดลงมากกวาคาความชื้นเริ่มตนอ่ืนๆ
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) คาความเปนกรดดาง อยูที่ 5.55-5.58 ตลอดการทดลอง ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 17 
 

 
 
รูปที่ 17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 
 3.6.2.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
  ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวามีคา
ใกลเคียงกันในระยะ 24 ชั่วโมงแรกของทุกความชื้น คืออยูที่ประมาณ 0.11% และเริ่มเพ่ิมขึ้นใน
ชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ผานไป และความชื้นเริ่มตน 70% ที่ระยะเวลา 
การหมัก 144 ชั่วโมงใหคาปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.25% ซ่ึงสูงกวาคาความชื้นเริ่มตนอ่ืน สวน
ชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของทุกความชื้น มีคาคงที่ตลอดการหมักอยูที่ 0.07% ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลทC035 
 ที่ความชื้นเริม่ตน 65%, 70% และ 75%  
 
 3.6.2.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

  กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาทีค่วามชื้นเริ่มตน 70% 
ซ่ึงใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 ซ่ึงเทากับ 1.23 u/ml และมีแนวโนม
เพ่ิมสูงขึ้น จนมีคาสูงสุดในชั่วโมง ที่ 96 ซ่ึงเทากับ 5.82 u/ml และมีแนวโนมลดลง ในชวงเวลาที่
เหลือ และทีค่วามชื้นเริ่มตน 65 % และ 75% ใหคากจิกรรมเอนไซมสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 มีคา
เทากับ 4.76 u/ml และ 4.81 u/ml ในชั่วโมงที่ 96 ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของ
แตละความชืน้ มีคาคงที่อยูที่ 0.53-0.55 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 19 



  48 

 
 

รูปที่ 19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%     
              
 3.6.2.3  ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติก จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 
Merck Germany พบวาที่ความชื้นเริ่มตน 70% ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 13.5 mg/g 
ในชั่วโมงที่ 144 และมีคาใกลเคียงกับความชื้นเริ่มตน 75% (13.0 mg/g) ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 7 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
 และปริมาณกรดทั้งหมด ที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ ความชืน้
 เริ่มตน 65%, 70% และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน   
  65% 70% 75% control 
ปริมาณกรดแลกติก (mg/g) 12.10 ± 

0.10 
13.50 ± 

0.02 
13.00 ± 

0.15 
0.05 ±  
0.02 

ปริมาณกรดทั้งหมด (%) (รูปที่ 18) 0.019 ± 

0.02 
0.025± 
0.02 

0.022 
±0.02 

0.07 ± 
0.01 
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 3.6.3 ผลการศึกษาขนาดอนุภาคของวัสดหุมักที่เหมาะสม 
  3.6.3.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง พบวาที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 
มิลลิเมตร ลดลงจาก 5.54 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 4.11 ในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นจะลดลงเรื่อยๆ จนถึง
ชั่วโมงที่ 120 คาความเปนกรดดางลดลงต่ําสุด เทากับ 3.71 ซ่ึงลดลงมากกวาขนาดอนุภาคของ
วัสดุหมักที่เหลือ โดยที่ขนาดอนุภาควัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตร คาความเปนกรดดางลดลง
ต่ําสุดเทากับ 4.19 และ 3.81 ตามลําดับที่เวลา 120 ชั่วโมง สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของแต
ละอนุภาค มีคาคงที่คือ อยูที่ 5.53-5.55 ของทุกการทดลอง ตลอดระยะเวลาการหมัก ผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่ และรูปที่ 20 
 

 
 
รูปที่ 20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 
  3.6.3.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก 
   ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวาที่ขนาด
อนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 มิลลิเมตรใหปริมาณกรดสูงสุดเทากับ 0.84% ในชั่วโมงที่ 120 สวนขนาด
อนุภาคของวัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตรใหปริมาณกรด เทากับ 0.65% และ 0.74% ตามลําดับ 
ในชั่วโมงที่ 120 เชนกัน สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 21 
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รูปที่ 21 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
  

 3.6.3.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาที่ขนาดอนุภาควัสดุ
หมัก 5.0 มิลลิเมตรใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 24 ซ่ึงเทากับ 2.10 
u/ml และมีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้นจนมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 ซึ่งเทากับ 4.48 u/ml และมีแนวโนม
ลดลง ในชวงเวลาที่เหลือ และที่ขนาดอนุภาควัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตรใหคากิจกรรม
เอนไซมสูงสุดเทากับ 4.14 u/ml และ 4.23 u/ml ในชั่วโมงที่ 96 ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ไม
เติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่อยูที่ 0.45-0.48 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 22 
 

 
 

รูปที่ 22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
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 3.6.3.4 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการ หมักดวยขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 
2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร ที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
พบวาที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 มิลลิเมตร ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 16.00 mg/g 
แสดงดังตารางที่ 3.7 
 

ตารางที่ 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 MerckGermany 
 และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาค
 ของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก  
 1.0 mm 2.0 mm 5.0 mm control 
ปริมาณกรดแลกติก (mg/g) 9.05 ± 

0.09 
15.73 ± 

0.29 
16.00 ± 

0.20 
0.09 ±  
0.01 

ปริมาณกรดทั้งหมด (%) (รูปที่ 21) 0.65 ± 
0.01 

0.65 ± 
0.01 

0.83 ± 
0.01 

0.07 ± 
0.01 

 

 3.6.4 ผลการทดลองหมักในถุงพลาสติกทนรอน 
  3.6.4.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง พบวามีคาลดลงจาก 5.4 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 
4.31 ในชั่วโมงที่ 48 สวนชุดควบคุมคาความเปนกรดดางอยูที่ 5.5 ตลอดระยะเวลาการหมัก ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 23 
 

 
รูปที่ 23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสตกิทนรอน  
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 3.6.4.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก 
  ปริมาณกรดทั้งหมดซึ่งวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวา ปริมาณ
ของกรดจะคอยๆ เพ่ิมขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 เทากับ 0.17% และเพ่ิมสูงสุด เทากับ 0.55% ในชั่วโมง
ที่ 48 หลังจากนั้นจะมีคาคงที่ และเริ่มลดลงในชั่วโมงที่ 120 สวนชุดควบคุม มีคาคอนขางคงที่ 
ตลอดระยะเวลาการหมักผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 24 
 

 
 
รูปที่ 24 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 
 3.6.4.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาคากิจกรรมเอนไซมเริ่ม 
เพ่ิมขึ้นจาก 0.57 U/ml ในชั่วโมงที่ 0 เปน 2.56 u/ml ในชั่วโมงที่ 24 และมีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น
จนมีคาสูงสุดในชั่วโมง ที่ 48 ซ่ึงเทากับ 4.51 u/ml และมีแนวโนมลดลง ในชวงเวลาที่เหลือ สวน
ชุดควบคุมมีคาคอนขางคงที่อยูที่ 0.5 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 25 
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รูปที่ 25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus  ไอโซเลท 
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 
 3.6.4.5 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติก จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 
10 Merck Germany พบวาใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 57.60 mg/g ผลแสดงดังตาราง
ที่ 9 
 
ตารางที่ 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
 และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติก 
 ทนรอน 

เชื้อรา  
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 control 

ปริมาณกรดแลกติก (mg/g) 57.60 ± 0.23 0.096 ± 0.01 
ปริมาณกรดทั้งหมด (%) (รูปที่ 24) 0.55 ± 0.01 0.07 ± 0.01 

 



 

บทที่ 4 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษา เพ่ือแยกเชื้อราและนํามาหมักใหไดกรดแลกติก ดวยวิธี 
การหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) โดยใชวัตถุดิบและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
จากการนําตัวอยาง กาก เปลือกและรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดินจํานวน 36 ตัวอยาง นํามาแยก
เชื้อรา โดยเชื้อราเปาหมายที่ตองการแยก คือ เชื้อราในกลุม Rhizopus  spp. ซ่ึงไดจํานวน 112 
ไอโซเลท ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology 
เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 พบวาทั้ง 112 ไอโซเลทสามารถจัด
จําแนกไดเปน Rhizopus spp. โดยเชื้อราสกุลน้ีมีลักษณะของโคโลนี คือ เสนใยขาวฟู สปอรมีสีดํา- 
นํ้าตาล เจริญไดรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง และจากการทํา slide culture พบลักษณะเสนใย
เปนแบบไมมีผนังกั้น และพบ rhizoid ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อราสกุลน้ี สีของเสนใยเปน
แบบไมมีสี ชนิดของ asexual spore เปนแบบ sporangiospore และมีรายงานวาเชื้อราในสกุลน้ี 
โดยเฉพาะ Rhizopus oryzae มีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกเพื่อการคาไดเปนอยางดี 
เน่ืองจากสามารถผลิตเอนไซมทั้งชนิด extra และ intra cellular enzymes ไดหลากหลายชนิด
เชน cellulose, hemicellulase, pectinase, amylase, lipase, protease และเอนไซมอ่ืนๆ อีก
หลายชนิดที่ถูกผลิตออกมาเปนการคา (Ghosh and Ray, 2011) และมีรายงานวาพบเอนไซม Lactate 
dehydrogenase ในเชื้อรา Rhizopus oryzae (Skory, 2000; Hakki and Akkaya, 2001) 
Lockwood (1979) ไดรายงานวา เชื้อรา Rhizopus spp. สามารถที่จะผลิตกรดแลกติกในรูปแอล 
(L-lactic acid) ไดในปริมาณที่มีความเขมขนสูง นอกจากนี้เชื้อราสกุล Rhizopus spp. เชน Rhizopus 
oryzae, R. arrhizus มีเอนไซม amylolytic enzyme ซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปงไปเปนกรดแลกติก
ไดโดยตรง (Hang,1989; Yu and Hang,1989; Wee, et al., 2006) และการผลิตกรดแลกติก 
จากเชื้อรามีขอไดเปรียบ คือ เชื้อราตองการสารอาหารอยางงายๆ และเปนพวกตองการอากาศอยาง
มาก การเพาะเลี้ยงจึงตองใหอากาศอยางเต็มที่ (Tay and Yang, 2002) และจากวัตถุประสงค
ของการวิจัยในครั้งน้ีคือตองการคัดแยกเชื้อราในสกุลนี้ เพ่ือนําไปผลิตกรดแลกติกซึ่งมีรายงานวิจัย
ออก มาวา มีการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อราในสกุลน้ีหลายรายงาน (Soccol et al.,1994; 
Naranong and Poocharoen, 2001; Zhang et al., 2007)  
 ผลการคัดเลือกเชื้อราทั้ง 112 ไอโซเลท โดยศึกษาความสามารถในการสรางกรด
และการยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา มีเชื้อรา จํานวน 5 ไอโซเลท คือ C018, C019, C021, C032 
และ C035 ใหผลการทดลองดีที่สุดจึงไดนํา 5 ไอโซเลท มาศึกษาการหมักใหไดกรดแลกติกใน
สภาวะการหมักแบบแข็งเพ่ือคัดเลือกเพียงหนึ่งไอโซเลท ผลการศึกษา พบวา ไอโซเลท C035 
ใหผลการศึกษาดีที่สุด โดยใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุดของการศึกษาครั้งน้ี จึงไดนําไอโซเลท 



 55 

C035 มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสม เพ่ือใหไดปริมาณกรดแลกติกสูงที่สุดผลการศึกษา พบวาปริมาณ
กรดแลกติกที่ไดจากการหมักแบบแข็งโดยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ในครั้งนี้ ให
ปริมาณกรดแลกติกที่นอยกวาการหมักแบบเปยก โดยเมื่อเทียบกับรายงานของ Naranong และ 
Poocharoen (2001) ซ่ึงศึกษาการผลิกกรดแลกติก จากแปงมันสําปะหลังดิบที่ผลิต โดยเชื้อรา 
Rhizopus oryzae NRRL 395 ดวยวิธีการหมักแบบ shake flasks ซ่ึงเปนวิธีการหมักแบบเปยก 
ไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 68.32 g/l ในวันที่ 5 ของการหมัก ในขณะที่ Yin และคณะ 
(1997) รายงานวาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธี 
การหมักแบบ air-lift bioreactor ซ่ึงเปนวิธีการหมักแบบเปยกเชนกัน ใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 
82 g/l ในวันที่ 4 ของการหมัก และจากรายงานของ Jin และคณะ (2003) ซ่ึงศึกษาการผลิตกรด
แลกติกจากเชื้อรา Rhizopus arrhizus strain DAR 36017 โดยใชของเสียที่เปนแปงชนิดตางๆ พบวา
ใหปริมาณกรดแลกติกอยูระหวาง 19.5-44.3 g/l ในเวลา 40 ชั่วโมงขณะที่ธนภูมิ และคณะ (2551) 
ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae  KPS 106 ใน
ถังหมักแบบลอยตัว พบวาใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 89.87 g/l ที่เวลา 96 ชั่วโมง สวน
สุธาสินี (2545) ไดศึกษาการพัฒนากระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดแอล (+)-แลกติก จากแปงมัน
สําปะหลังดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ในการเพาะเลี้ยงแบบอาหารเหลว ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติก
เทากับ 95.6 g/l ซ่ึงผลที่ไดใกลเคียงกับรายงานของวิเชียร และคณะ (2544) ซ่ึงไดศึกษาองคประกอบ
ของอาหาร ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกระดับ ฟลาสกจากแปงมันสําปะหลังจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae DMKU12 ซ่ึงใหผลผลิตกรดแลกติก เทากับ 100 g/l ซ่ึงจากที่กลาวมาทั้งหมด
เปนการหมักใหไดกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae และเปนการหมักแบบเปยกทั้งหมด ซ่ึง
ปริมาณกรดแลกติกที่ได มีคาใกลเคียงกัน คือ อยูระหวาง 68-100 g/l   
 สวนผลของการศึกษาในครั้งน้ี เปนการทดลองหมักในสภาวะการหมักแบบแข็ง 
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 57.60 mg/g ซ่ึงคอนขางนอย เน่ืองจากขอจํากัดของการหมัก
แบบแข็ง ซ่ึงไมสามารถที่จะกวนเพื่อเพ่ิมอากาศได ซ่ึงออกซิเจนเปนสิ่งจําเปนตอการเจริญของ
เชื้อรานี้ (Oda, et al., 2002) การผสมกันระหวางเชื้อรา และวัสดุหมักอาจจะไมทั่วถึง ทําใหเชื้อรา 
ไดรับอากาศนอย ทําใหเจริญเติบโต และใชวัสดุหมักไดไมเต็มศักยภาพ ซ่ึงเปนขอจํากัดของการหมัก
แบบแข็ง ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ ณัฏฐา (2552) ซ่ึงไดศึกษาการผลิดกรดแลกติกจากการหมัก
กากมันสําปะหลัง โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวาอัตราผลผลิตของกรดแลกติกและเอทานอล
ดวยวิธีการหมักแบบแข็งมีคาต่ํากวาการหมักแบบเหลว แตถึงแมวาจะใหผลผลิตกรดแลกติกใน
ปริมาณที่ต่ํากวา แตขอดีของการหมักแบบแข็ง คือ วัสดุหมักไมตองการการยอยดวยกรดหรอืเอนไซม 
ซ่ึงถือเปนการลดตนทุนการผลิตไดมาก และขอไดเปรียบของการหมักแบบแข็งจากเชื้อรา ไดแก
เชื้อรามีคุณสมบัติพิเศษ คือ สามารถยอยแปงไดในขั้นตอนเดียว (amylolytic characteristics) 
และตองการสารอาหารที่ไมซับซอน และราคาถูก คาใชจายในกระบวนการเก็บเกี่ยวต่ํา นอกจากนี้
มวลชีวภาพที่เหลือยังสามารถนําไปใชเปนประโยชนดานอ่ืนๆเชนใชเปนตัวดูดซับสารพิษ และ
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ใชเติมลงในอาหารสําหรับเลี้ยงสัตว (Zhang et al., 2007) ซ่ึงการหมักแบบแข็งนี้เคยถูกใหความหมาย 
ถึงระบบเทคโนโลยีที่ต่ํา (low technology system) แตใหผลผลิตที่มีมูลคาสูง (low volume- high 
cost) (Pandey et al., 2000) ซ่ึงการศึกษาการหมักแบบแข็งน้ีมีรายงานของ Oda และคณะ. (2002) 
ซ่ึงศึกษาการหมักกรดแลกติกจากกากมันฝรั่ง (potato pulp) ดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae IFO 
4707 ในถุงพลาสติก ขนาด 70 x 40 mm ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุดเทากับ 10 mg/g ใน
วันที่ 6 ของการหมัก ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Saito และคณะ (2003) ไดศึกษาบทบาทของ 
pectinolytic enzyme ในการยอยกากมันฝรั่งดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง 
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 8.03 mg/g และจากรายงานของ Rojan และคณะ (2005) ซ่ึง
ศึกษาการผลิต L(+)-lactic acid โดยใชเชื้อ Lactobacillus casei บนกากมันสําปะหลัง ดวยวิธี 
การหมักแบบแข็ง ซ่ึงปริมาณกรดแลกติกที่ได อยูที่ 2.9 g/5 g ที่ความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม คือ 
72% สอดคลองกับรายงานของ John และคณะ (2006) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อ 
Lactobacillus delbrueckii ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง ไดกรดแลกติกที่ 249 mg/g ที่ความชื้นเริ่มตน
ที่เหมาะสม คือ 72% ซ่ึงใกลเคียงกับผลการทดลองในครั้งน้ี ที่ความชื้นเริ่มตนที่เหมะสม คือ 70% 
ไดปริมาณกรดแลกติก 57.60 mg/g 
  ขณะที่ Naveena และคณะ (2005a) รายงานวา ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจาก
การหมักแบบแข็ง โดยใชรําขาวสาลีเปนวัตถุดิบ หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus amylophilus 
อยูที่ 0.89-2.30 g/10g ที่ความชื้น 83 % ซ่ึงแบคทีเรียมักตองการความชื้นเริ่มตนสูงกวาเชื้อรา 
และเม่ือศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต พบวา เชื้อแบคทีเรียน้ี ใหปริมาณกรดแลกติกที่
เพ่ิมสูงขึ้นเปน 36 g/100g รําขาวสาลี (Naveena และคณะ, 2005b) 
 สวนการศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน พบวาปริมาณกรดแลกติกที่ได
มีคาสูงสุดเม่ือเติมแปงมันสําปะหลัง 150 g/kg มีคาใกลเคียงกับที่ไดจากการเติมแปงมันสําปะหลัง
ลงไป 120 g/l (ในขั้นตอนการศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม) โดยเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย และ
ก็ยังคงมีปริมาณนอยกวาการหมักแบบเปยก ซ่ึงปริมาณแปงที่ศึกษาในครั้งน้ีสอดคลองกับรายงาน
ของ สุธาสินี (2545) ซ่ึงไดใชแปงมันสําปะหลัง 150 g/l ที่ผานการยอยดวยเอนไซม แลวทําการหมัก
ในสภาวะการหมักแบบเปยกดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae DMKU12 และใหปริมาณกรดแลกติก 
สูงสุด คือ 95.6 g/l และมีรายงานของวิเชียรและคณะ (2544) ซ่ึงศึกษาการผลิตกรดแลกติกจาก
เชื้อรา Rhizopus oryzae  DMKU12 ในระดับฟลาสกเขยา โดยใชแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลว 
174 g/l ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด คือ 100 g/l และมีรายงานถึงปริมาณแหลงคารบอนที่ใชเพ่ือ
ผลิตกรดแลกติก เชน รายงานของ Yu และคณะ (2008) พบวาใชนํ้าตาลกลูโคส 118.20 g/l เพ่ือ
เลี้ยงแบคทีเรีย Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1466 แลวไดปริมาณกรดแลกติก เทากับ 
115.12 g/l ในเวลา 12 ชั่วโมง ขณะที่ Naranong และ Poocharoen (2001) ซ่ึงศึกษาการผลิต
กรดแลกติก โดยใชแปงมันสําปะหลังดิบปริมาณ 120 g/l เพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae 
NRRL 395 ดวยวิธีการหมักแบบ เปยก ไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 68.32 g/l ในวันที่ 5 
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ของการหมัก ซ่ึงปริมาณแปงที่ใชสอดคลองกับรายงานของ Yin และคณะ (1997) ซ่ึงใชแปงขาวโพด 
120 g/l เปนแหงคารบอนเพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae ในสภาวะการหมักแบบเปยก แลว
ใหปริมาณกรดแลกติก 102 g/l วิเชียร และคณะ (2548) ไดศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ Rhizopus 
oryzae ดวยแสงยูวี เพ่ือการผลิตกรดแอล (+) แลกติกจากแปงมันสําปะหลัง รายงานวาตองใช 
แปงมันสําปะหลัง 150 g/l ดวยวิธีการเซลลตรึงอัลจิเนต แลวใหปริมาณกรดแลกติก 95.9 g/l ใน
เวลา 72 ชั่วโมง ซ่ึงผลการทดลองของวิเชียรสอดคลองกับ การทดลองในครั้งน้ี แตสภาวะการหมัก
แตกตางกัน ขณะที่ Domínguez และ Vázquez (1999) ศึกษาสภาวะที่มีผลกระทบตอการผลิต
กรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae ในสภาวะการหมักแบบเหลว รายงานวาตองใชนํ้าตาล
กลูโคส 15% เลี้ยงในสภาพใหอากาศต่ําๆ ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติก คือ 1.13 g/l/h  
 และจากรายงานของ Skory และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด ซ่ึงตองใชนํ้าตาลกลูโคส 20 g/l แลวใหปริมาณ
กรดแลกติก 40 g/l ในเวลา 70 ชั่วโมง และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพ ของการหมักใหไดกรดแลกติก 
ในสภาวะการหมักแบบเหลวของเชื้อ Rhizopus oryzae เม่ือใชนํ้าตาลกลูโคส 120 g/l พบวาให
ปริมาณกรดแลกติก 104.6 g/l ในชั่วโมงที่ 60 (Park และคณะ 1998) และมีรายงานของ Zhou 
และคณะ (1999) ไดศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกจากกลูโคส โดยใชกลูโคส 
94 g/l หมักในสภาพเหลวไดปริมาณกรดแลกติก 83 g/l ในเวลา 32 ชั่วโมง Oda และคณะ (2003) 
ไดศึกษาการหมักแบบเหลว ของเชื้อ Rhizopus oryzae หลากหลายสายพันธุ โดยใชนํ้าตาลกลโูคส 
5% พบวาปริมาณกรดแลกติกอยูระหวาง < 0.1-27.7 mg/ml ขณะที Bulut และคณะ (2004) ได
ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวา เม่ือใช
นํ้าตาลกลูโคส 150 g/l จะไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด คือ 58 g/l ในสภาวะการหมักแบบเปยก 
 สวนในสภาวะการหมักแบบแข็ง มีรายงานของ Soccol และคณะ (1994) ซ่ึง
ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae  NRRL 395 ซ่ึงใชนํ้าตาลกลูโคสเปน
แหลงคารบอน โดยใชปริมาณถึง 180 g/l แลวใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 137 g/l ขณะท่ี 
Naveena และคณะ (2005) รายงานถึงปริมาณกรดแลกติกที่ได คือ 0.89-2.30 g/10g จากการหมัก
แบบแข็ง โดยใชรําขาวสาลี ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 54.4% เปนวัตถุดิบ หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย 
Lactobacillus amylophilus ขณะที่ Oda และคณะ (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae โดยใชกากมันฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 33.1% ในสภาพการหมักแบบแข็ง พบวา
ใหปริมาณกรดแลกติก 10.3 mg/g ในวันที่หกของการหมัก ซ่ึงใหผลใกลเคียงกับการทดลองใน
ครั้งน้ีมาก สวน Saito และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของเอนไซม pectinolytic ในการยอยกาก
มันฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 28% ดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง ซ่ึงให
ปริมาณกรดแลกติกเทากับ 8.03 mg/g   
 จากผลการศึกษาตางๆ ที่ผานมาจะเห็นวาการผลิตกรดแลกติกนิยมหมักในสภาพ 
อาหารเหลว และใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงของคารบอน ซึ่งใหปริมาณกรดแลกติกที่สูงกวา
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การหมักแบบแข็ง แตเปนที่ทราบกันวากลูโคส ถือเปนแหลงคารบอนที่ใชไดงาย แตมีราคาคอน 
ขางแพง ทําใหตนทุนในการผลิตสูงมากเชนกันและในการหมักแบบเหลว ตองใชอุปกรณ เชน 
ถังหมัก การกวนใหอากาศ การใชกรด หรือเอนไซม เพื่อการยอยสลายวัสดุหมักกอนที่จะปลูกเชื้อ
รา Rhizopus oryzae หรือ แบคทีเรียลงไป ซ่ึงทุกอยางถือเปนตนทุนในการผลิต ซ่ึงสูงมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับการหมักแบบแข็ง ซ่ึงแมจะไดปริมาณกรดแลกติกนอยกวา แตตนทุนในการผลิตต่ํา 
กวามาก ซึ่งขอดีของการหมักแบบแข็ง คือ ถังหมัก (bioreactor) มีกลไกการทํางานที่ไมซับซอน 
ผลิตขึ้นไดเองโดยวิธีงาย  ๆซ่ึงเทคโนโลยีในการหมักแบบแข็งนี้เคยถูกใหความหมายถึงระบบเทคโนโลยี
ที่ต่ํา (low technology system) แตใหผลผลิตที่มีมูลคาสูง (low volume- high cost) (Pandey 
และคณะ, 2000) ขอเปรียบเทียบระหวางการหมักแบบตางๆ เพ่ือการผลิตกรดแลกติก แสดงดัง
ตารางที่ 10 
 
ตารางที่  10  การผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 

วิธีการหมัก แหลงคารบอน กรดแลกติก (g/l) อางอิง 
เซลลตรึงบนวสัดุ 

-แคลเซียมแอลจิเนต 
-โซเดียมแอลจิเนต 
-โพลีเมอรซัพพอต 

 
กลูโคส 
กลูโคส 
กลูโคส 

 
62.4 
73.0 
50.0 

 
Hang และคณะ (1989) 

Hamamc และ Ryu (1994) 
Tamada และคณะ (1992) 

แบบเหลว 
- jar-fermentor 
- air-lift bioreactor 

 
กลูโคส 
กลูโคส 

 
65.2 
43.2 

 
Kosakai และคณะ (1997) 

Park และคณะ (1998) 
แบบการสราง flocs 
- jar-fermentor 
- air-lift bioreactor 

 
กลูโคส 
กลูโคส 

 
103.6 
104.6 

 
Kosakai และคณะ (1997) 

Park และคณะ (1998) 
แบบแข็ง กลูโคส 

กากมันฝรั่ง 
กากมันฝรั่ง 
แปงมัน   
สําปะหลัง 

137 g/l 
10.3 mg/g 
8.03 mg/g 
57.60 mg/g 

Soccol และคณะ (1994) 
Oda และคณะ (2002) 
Saito และคณะ (2003) 

ครั้งน้ี 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 

 
1. สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 1.1 Potato dextrose agar (PDA) 
  Potato 200 กรัม 
  Dextrose   20   กรัม 
  Agar 15  กรัม 
  นํ้ากลั่น 1  ลิตร 
 1.2 Cassava starch agar (g/l) 
  แปงมันสําปะหลัง  50  กรัม 
  (NH4)2SO4  3  กรัม 
  KH2PO4  0.25  กรัม 
  MgSO4·7H2O  0.15 กรัม 
  ZnSO4 7H2O  0.04  กรัม 
  Agar  18 กรัม  
  - ละลายสวนผสมทั้งหมด ดวยน้ํากลั่น คนใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน ปรับ 
ปริมาตรใหได 1000 ml. ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 OC ดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาท ี
 
2. สารเคมีที่ใชทดสอบ 
 
 2.1 สารละลายไอโอดีนสําหรับทดสอบการยอยแปง 
  Crystal iodine 1 กรัม 
  Potassium iodine 2 กรัม 
  Ethyl alcohol 30 มิลลิลติร 
  นํ้ากลั่น 300 มิลลิลติร 
  ผสม Crystal iodine กับ Potassium iodine เขาดวยกัน เติมนํ้าเล็กนอย
เพ่ือใหผลึกละลาย แลวเติมนํ้ากลั่นจนครบ 300 ml และ Ethyl alcohol 30 ml ผสมใหเขากันดี
เก็บไวในขวดสีชา          



 70 

 2.2 สารเคมีที่ใชในการหาเปอรเซ็นตกรด 
  2.2.1 0.01 N NaOH  
   ชั่ง NaOH 40 กรัม ใสใน volumetric flask ขนาด 1 ลิตร ละลายใน
นํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1 ลิตร จะไดสารละลาย NaOH 1 N จากนั้นทําการเจือจางโดยดูดสารละลาย 
NaOH 1 N  มา 10 ml เติมลงในน้ํากลั่น 990 ml จะไดสารละลาย NaOH 0.01 N 
  2.2.2 Phenolpthalein indicator 
   ผสม Phenolphthalein crystal 1 g กับ Ethanol 95% 100 ml 
  2.2.3 Standard Potassium hydrogen phthalate (KHC8H4O4)  
   อบ KHC8H4O4 ที่อุณหภูมิ 100 oC ขามคืน นําออกมาเก็บไวในโถ 
ดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แบง KHC8H4O4 มาชั่งครั้งละ 0.1 g 3 ครั้ง หอแยกกันไว 
  2.2.4 การเทียบมาตรฐาน NaOH  
   นํา KHC8H4O4 ที่ชั่งไวทั้ง 3 หอ ใสลงในฟลาสกขนาด  250 ml 3 ใบ 
เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 50 ml ลงในแตละฟลาสก ตมใหเดือดเพ่ือไลกาซคารบอนไดออกไซดทิ้งไว
ใหเย็นที่อุณหภูมิหอง หยดฟนอลฟทาลีน 3 หยด ลงไปเปนดัชนี ทําการไตเตรตดวย NaOH 0.01 N 
บันทึกปริมาตรที่ใชในการไตเตรทไว (ทําcontrol เทียบกับนํ้ากลั่นที่ไมมี KHC8H4O4 จํานวน 50 ml) 
นําคาปริมาตรของ NaOH ที่ใชไปคํานวณความเขมขนมาตรฐาน โดยใชสูตร 
 

นํ้าหนัก (g) ของ KHC8H4O4  100 
Normality = 

ปริมาตร (ml) ของ NaOH  204.229 
 
ที่มา: AOAC, 1975 
 
 2.3 สารเคมีที่ใชสําหรับตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง 
  2.3.1 Phosphate buffer pH 7.0 
   สารละลาย A: 0.2 M NaH2PO4•2H 2O (31.2 g ในน้ํากลั่น 1,000 ml) 
   สารละลาย B: 0.2 M N 2HPO4•7H 2O (53.65 g ในน้ํากลั่น 1,000 ml) 
   ผสมสารละลาย A และ B ใหได pH เทากับ 7 โดยใช สารละลาย A 
39.0 ml และ สารละลาย B 61.0 ml 
  2.3.2  3, 5-Ditrosalicylic acid solution 
   สารละลาย A: 3, 5-Dinitrosalicylic acid (DNS) 1.0% เตรียมโดยชั่ง 
DNS 10 g ในน้ํากลั่น 250 ml 
   สารละลาย B : NaOH 16 g ละลายในน้ํากลั่น 200 ml 
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   Potassium sodium (tartrate Rochelle salt) 300 ml 
   เติมสารละลาย B ทีละนอยลงในสารละลาย A คนใหละเอียดเขากัน
จนหมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระทั่งไดสารละลายใส จากนั้นเติม Potassium sodium (tartrate 
Rochelle salt) ลงไปทีละนอยจนหมด ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 ml ดวยน้ํากลั่นโดยใช 
Volumetric flask เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ข. 
การเก็บตัวอยางและวิธีการวิเคราะห 

 
1.  การเก็บตัวอยาง  
  
 เก็บตัวอยางวันละ 10 g ทุกๆ 24 ชั่วโมง โดยนําตัวอยางเติมนํ้ากลั่น 90 ml ตั้ง
ทิ้งไว 1-2 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําตัวอยางไปกรองดวยกระดาษกรอง เอาเฉพาะสารละลายสวน
ใส เพ่ือใชวิเคราะหคาพารามิเตอรตางๆ 
 
2.  การวิเคราะหคาความเปนกรดดาง (pH) (AOAC, 1995) 
 
 นําสารละลายสวนใสที่ไดจากการเก็บตัวอยาง มาวิเคราะหคาความเปนกรดดาง 
(pH) ดวยเครื่อง pH meter เทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน (standard buffer) ที่มีคา 4 
และ 7  
 
3.  การหาเปอรเซ็นตความชื้นของวัสดุหมัก ดวยวิธี Gravimetric (AOAC, 1999) 
 
 1. อบภาชนะสําหรับใสตัวอยางที่อุณหภูมิ 105 oC นาน 3 ชั่วโมง แลวนําออก
จากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะลดลงเทากับอุณหภูมิหอง
แลวนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง  
 2. นําตัวอยางใสในภาชนะที่ทราบน้ําหนักแลว ชั่งหาน้ําหนักทั้งหมด  
 
  (นํ้าหนักตัวอยาง = นํ้าหนักทั้งหมด – นํ้าหนักภาชนะ) 
 
 3. นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 oC ขามคืน นําออกจากตูอบลม ใสไวในโถ 
ดูดความชื้น จนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะถึงอุณหภูมิหองแลวชั่งหาน้ําหนัก แลวหักคาน้ําหนัก
ของภาชนะออก ผลที่ไดจะเปนนํ้าหนักแหงของตัวอยาง  
 
  (นํ้าหนักแหงของตัวอยาง = นํ้าหนักทั้งหมด – นํ้าหนักภาชนะ) 
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 4. คํานวณเปอรเซ็นตความชื้น  โดยใชสูตร      
 

  เปอรเซ็นตความชื้น  = 100
อยางน้ําหนักตัว

งน้ําหนักแห - อยางน้ําหนักตัว ×  

 
4.  การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก  
  
  การศึกษาในครั้งน้ีวิเคราะหหาปริมาณกรดแลกติกที่เชื้อราผลิตขึ้นไดดวยเครื่อง 
Reflectometer RQflec10 Merck Germany  
 
5.  การหาเปอรเซ็นตกรดแลกติก (%acidity) โดยวิธี Tritration (AOCC, 1999) 
 
 นําสารละลายตัวอยางสวนใสที่ผานการกรอง มา 1 ml ใสลงไปในฟลาสก ขนาด 
250 mlเติมนํ้ากลั่น 50 ml ตมใหเดือดเพ่ือไลกาซคารบอนไดออกไซด ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
หยดฟนอลฟทาลีน 3 หยด เพ่ือเปนอินดิเคเตอร นํามาไตเตรทกับ NaOH 0.01 N (ทํา 3 ซํ้า) 
และเทียบกับ control นํ้ากลั่น 50 ml บันทึกปริมาตร NaOH ที่ใชทั้ง 3 ครั้ง นํามาคํานวณหาคา
เปอรเซนตกรดทั้งหมด โดยใชสูตร 
 

ปริมาตร (ml) ของ NaOH  0.090  100 
เปอรเซ็นตกรดแลกติก = 

ปริมาตร (ml) ของตัวอยาง 
 
6.  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยแปงโดยการวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  
 
 นําสารละลายตัวอยางสวนใส ไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยการวัด reducing 
sugar ที่เกิดจากปฏิกิริยาการยอยแปงดวยวิธี Ditrosalicylic acid method (DNS method) 
(Miller,1959)  
 
 6.1 สารเคมี 
  6.1.1 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
   ชั่งกลูโคส 0.1000 g ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรสุดทายเปน 
100 ml โดยใช volumetric flask จะไดสารละลายกลูโคสเขมขน 1.0 mg/ml นํามาเจือจางใหได
ความเขมขน 0-1,000 μg/ml ดังตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 1000 
 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5-Dinitrosalicylic acid 
 assay 

หลอดที่ 
สารละลายกลโูคส 

(μg/ml) (ml) 
นํ้ากลั่น 

(ml) 
สารละลายกลโูคส 

(μg/ml) (ml) 

1 0 1.0 0 

2 0.2 0.8 200 

3 0.4 0.6 400 

4 0.6 0.4 600 

5 0.8 0.2 800 

6 1.0 0.0 1,000 

 6.1 สารเคม ี
  6.1.2 การเตรียมแปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % (w/v)  
   ชั่งแปงมันสําปะหลัง 1 g ละลายในสารละลาย Phosphate buffer 
pH 7.0 ปรับปริมาตรสุดทาย เปน 100 ml โดยใช volumetric flask จะได แปงมันสําปะหลัง
ความเขมขน 1% (w/v)  
  6.1.3 3, 5-Ditrosalicylic acid  solution (ภาคผนวก ก) 
  6.1.4 สารละลาย Phosphate buffer pH 7.0 (ภาคผนวก ก) 
 
 6.2 วิธีการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5-Ditrosalicylic acid 
assay 
  6.2.1 ดูดแปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % (w/v) ปริมาตร 0.5 ml ลงใน
หลอดทดลอง แลวเติมสารละลายเอนไซมที่ทําการเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 
0.5 ml อุนที่อุณหภูมิ 40˚C 10 นาที 
  6.2.2 เติมสารละลาย 3, 5-Ditrosalicylic acid ปริมาตร 1ml 
  6.2.3 นําหลดทดลองไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที 
  6.2.4 แชหลอดทดลองในอางน้ําเย็น 5 นาที 
  6.2.5 เติมนํ้ากลั่น 10 ml ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเขากันแลวนําไปวัด
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 
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  6.2.6 นําคาการดูดกลืนแสงที่ได หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยเปรียบเทียบ 
กับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของกลูโคสในสารละลายตัวอยาง นําคาความเขมขนของ
นํ้าตาลที่ไดหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 
 6.3 การทํากราฟมาตรฐาน 
  6.3.1 ดูดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะห หรือสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (ความเขมขน 0-1,000 μg/mg) ปริมาตร 1 ml ลงในหลอดทดลอง 
  6.3.2 เติมสารละลาย 3,5-Ditrosalicylic acid ปริมาตร 1 ml 
  6.3.3 นําหลดทดลองไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที 
  6.3.4 แชหลอดทดลองในอางน้ําเย็น 5 นาที 
  6.3.5 เติมนํ้ากลั่น 10 ml ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเขากันแลวนําไปวัด
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 
  6.3.6 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (ความเขมขน 
0-1,000 μg/mg) ไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสกับการดูดกลืน
แสง ดังรูปที่ 26 
 

 

 

รูปที่ 26 กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส    
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6.4 การคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 

กิจกรรมของเอนไซม (U/ml) = 100
ลูโคสของนํ้าตาลกมวลโมเลกุล

factor dilutionกลูโคส นของนํ้าตาลความเขมข ××
 

 
หมายเหตุ  มวลโมเลกลุของกลูโคสเทากบั 180 
 
 กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมอะไมเลส เทากับปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย
แปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % แลวใหนํ้าตาลรีดิวซเกิดขึ้น 1 ไมโครโมลตอ 1 นาที ภายใต
สภาวะที่กําหนด คาที่คํานวณไดเรียกวา กิจกรรมของเอนไซม 
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ภาคผนวก ค. 
ขอมูลที่ไดจากการทดลอง 

 
ตารางที่ 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  

เชื้อรา Rhizopus sp. เวลา 
(ชั่วโมง) C018 C019 C021 C032 C035 Control 

0 5.69 5.69 5.69 5.69 5.69 5.69 
24 5.67 5.69 5.69 5.67 5.68 5.68 
48 5.13 5.23 5.44 5.26 5.14 5.68 
72 4.96 5.00 5.12 5.02 4.93 5.68 
96 4.92 4.92 4.98 4.95 4.89 5.68 
120 4.90 4.91 4.96 4.95 4.82 5.68 

 
ตารางที่ 13 ปริมาณกรดกรด (%) ทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   

เชื้อรา Rhizopus sp. เวลา 
(ชั่วโมง) C018 C019 C021 C032 C035 Control 

0 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 
24 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 0.08 
48 0.09 0.08 0.08 0.08 0.09 0.08 
72 0.10 0.09 0.09 0.10 0.10 0.08 
96 0.10 0.10 0.10 0.10 0.12 0.08 
120 0.10 0.10 0.10 0.10 0.12 0.08 
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ตารางที่ 14 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของ
 เชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 

เชื้อรา Rhizopus sp. เวลา 
(ชั่วโมง) C018 C019 C021 C032 C035 Control 

0 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54 0.54 
24 0.56 0.58 0.48 0.52 0.55 0.54 
48 1.26 0.83 1.14 0.86 1.07 0.54 
72 4.01 2.28 2.53 3.41 3.91 0.54 
96 5.70 4.91 4.05 3.92 5.79 0.54 
120 5.62 4.81 3.98 3.85 5.76 0.54 

 
ตารางที่ 15 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 
 C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   

ปริมาณแปง (กรัม/กิโลกรัม) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
100 

Control 
100 150 

Control 
150 200 

Control 
200 

0 5.46 5.52 5.48 5.51 5.47 5.53 
24 4.48 5.53 4.23 5.53 4.25 5.52 
48 4.28 5.55 4.01 5.48 3.92 5.54 
72 4.89 5.54 3.88 5.48 3.89 5.54 
96 3.96 5.54 3.85 5.48 3.98 5.54 
120 3.90 5.52 3.85 5.46 3.97 5.55 
144 3.97 5.54 3.93 5.48 3.97 5.53 
168 3.91 5.52 3.95 5.46 3.92 5.55 
192 3.94 5.53 3.90 5.51 3.89 5.52 
216 4.01 5.53 4.01 5.48 3.99 5.53 
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ตารางที่ 16 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท
 C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 

ปริมาณแปง (กรัม/กิโลกรัม) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
100 

control 
100 150 

control 
150 200 

control 
200 

0 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 
24 0.10 0.07 0.14 0.07 0.14 0.07 
48 0.11 0.07 0.14 0.07 0.23 0.07 
72 0.17 0.07 0.23 0.07 0.26 0.07 
96 0.25 0.07 0.28 0.07 0.23 0.07 
120 0.25 0.07 0.28 0.07 0.23 0.07 
144 0.23 0.07 0.23 0.07 0.23 0.07 
168 0.23 0.07 0.23 0.07 0.24 0.07 
192 0.23 0.07 0.24 0.07 0.24 0.07 
216 0.18 0.07 0.21 0.07 0.23 0.07 

 
ตารางที่ 17 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 

คากิจกรรมเอนไซมการยอยแปง (U/ml) 
เวลา

(ชั่วโมง) 
100 

control 
100 150 

control 
150 200 

control 
200 

0 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 
24 0.48 0.52 0.54 0.52 0.50 0.52 
48 0.52 0.52 1.31 0.52 0.55 0.52 
72 2.63 0.52 4.33 0.52 0.56 0.52 
96 3.61 0.52 5.95 0.52 1.21 0.52 
120 3.96 0.52 5.93 0.52 3.72 0.52 
144 3.67 0.52 5.54 0.52 3.60 0.52 
168 2.59 0.52 5.31 0.52 3.55 0.52 
192 1.60 0.52 4.92 0.52 3.43 0.52 
216 0.93 0.52 3.11 0.52 2.11 0.52 
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ตารางที่ 18 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
เวลา

(ชั่วโมง) 
65 

Control 
65 70 

Control 
70 75 

Control 
75 

0 5.54 5.55 5.55 5.55 5.56 5.55 
24 5.37 5.57 5.38 5.45 5.45 5.55 
48 4.28 5.58 4.23 5.46 4.24 5.56 
72 4.69 5.57 4.76 5.45 4.68 5.55 
96 4.14 5.57 4.11 5.46 4.14 5.54 
120 4.09 5.58 3.98 5.45 4.07 5.55 
144 4.15 5.56 3.98 5.47 4.03 5.54 
168 4.11 5.57 3.98 5.47 4.00 5.55 
192 4.14 5.58 3.99 5.46 3.99 5.55 
216 4.27 5.58 4.01 5.45 4.15 5.53 

 
ตารางที่ 19 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65, 70 และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
65 

Control 
65 70 

Control 
70 75 

Control 
75 

0 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 
24 0.10 0.07 0.11 0.07 0.13 0.07 
48 0.14 0.07 0.14 0.07 0.15 0.07 
72 0.14 0.07 0.14 0.07 0.14 0.07 
96 0.16 0.07 0.16 0.07 0.16 0.07 
120 0.18 0.07 0.21 0.07 0.18 0.07 
144 0.19 0.07 0.25 0.07 0.21 0.07 
168 0.19 0.07 0.25 0.07 0.22 0.07 
192 0.18 0.07 0.24 0.07 0.22 0.07 
216 0.18 0.07 0.21 0.07 0.16 0.07 
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ตารางที่ 20 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65, 70 และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
65 

Control 
65 70 

Control 
70 75 

Control 
75 

0 0.54 0.54 0.54 0.55 0.53 0.54 
24 0.48 0.54 0.54 0.48 0.52 0.55 
48 0.82 0.55 1.23 0.48 1.18 0.54 
72 2.87 0.54 4.21 0.48 3.92 0.55 
96 4.76 0.55 5.82 0.48 4.81 0.54 
120 4.52 0.54 5.67 0.48 4.61 0.54 
144 4.01 0.53 5.12 0.48 4.13 0.55 
168 3.61 0.54 4.87 0.48 3.87 0.55 
192 2.52 0.53 3.92 0.48 3.05 0.54 
216 1.68 0.53 2.14 0.48 2.23 0.54 

 
ตารางที่ 21 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก (mm) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
1.0 

Control 
1.0 2.0 

Control 
2.0 5.0 

Control 
5.0 

0 5.53 5.54 5.55 5.55 5.54 5.55 
24 4.50 5.54 4.11 5.55 4.11 5.54 
48 4.27 5.53 3.89 5.54 3.87 5.54 
72 4.24 5.53 3.89 5.55 3.85 5.53 
96 4.23 5.54 3.87 5.55 3.75 5.54 
120 4.19 5.55 3.81 5.54 3.71 5.54 
144 4.21 5.54 3.85 5.53 3.75 5.55 
168 4.23 5.53 3.88 5.54 3.81 5.55 
192 4.25 5.53 3.89 5.54 3.81 5.54 

\ 
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ตารางที่ 22 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 mm 

ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก (mm) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
1.0 

Control 
1.0 2.0 

Control 
2.0 5.0 

Control 
5.0 

0 0.17 0.08 0.16 0.08 0.16 0.08 
24 0.26 0.07 0.19 0.08 0.28 0.08 
48 0.55 0.08 0.57 0.08 0.38 0.08 
72 0.64 0.08 0.67 0.07 0.72 0.07 
96 0.62 0.07 0.73 0.07 0.8 0.08 
120 0.65 0.07 0.74 0.07 0.84 0.07 
144 0.46 0.07 0.60 0.06 0.81 0.07 
168 0.41 0.07 0.69 0.05 0.77 0.06 
192 0.41 0.06 0.69 0.06 0.78 0.06 

 
ตารางที่ 23 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเช้ือรา Rhizopus  
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 mm 

ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก (mm) 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
1.0 

Control 
1.0 2.0 

Control 
2.0 5.0 

Control 
5.0 

0 0.43 0.48 0.47 0.48 0.44 0.48 
24 1.19 0.48 1.81 0.48 2.10 0.48 
48 1.64 0.46 1.87 0.46 2.64 0.47 
72 2.99 0.48 3.29 0.48 3.99 0.48 
96 4.14 0.49 4.23 0.48 4.48 0.48 
120 3.70 0.49 2.91 0.49 4.27 0.48 
144 3.00 0.48 2.14 0.48 3.67 0.48 
168 3.04 0.47 2.25 0.45 3.40 0.46 
192 2.87 0.46 2.29 0.46 2.86 0.46 
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ตารางที่ 24 คาความเปนกรดดาง ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสตกิทนรอน 

เวลา (ชัว่โมง) C035 Control 
0 5.40 5.50 
24 4.84 5.50 
48 4.31 5.50 
72 4.61 5.50 
96 4.57 5.50 
120 4.68 5.50 
144 4.65 5.50 
168 4.61 5.50 
192 4.60 5.50 

 
ตารางที่ 25 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสติกทนรอน 

เวลา(ชั่วโมง) C035 Control 
0 0.17 0.07 
24 0.26 0.07 
48 0.55 0.07 
72 0.55 0.08 
96 0.55 0.08 
120 0.51 0.09 
144 0.52 0.08 
168 0.54 0.08 
192 0.54 0.08 
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ตารางที่ 26 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 

เวลา(ชั่วโมง) C035 Control 
0 0.57 0.50 
24 2.56 0.50 
48 4.51 0.50 
72 3.98 0.50 
96 3.96 0.51 
120 3.93 0.51 
144 2.96 0.53 
168 2.87 0.53 
192 2.87 0.50 
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รูปที่ 27 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสก 
 

 
 

รูปที่ 28 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในถุงพลาสติกทนรอน 
 


