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บทคัดยอ 
 
 คัดเลือกเชื้อรายอยแปงจากตัวอยางมันสําปะหลังตากแหงและดินจํานวน 36 ตัวอยาง 
โดยใชอาหาร cassava starch agar ไดเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท จากการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยา และเปรียบเทียบกับ Rhizopus  oryzae TISTR 3535 พบวา เชื้อราทั้งหมดมี
ลักษณะใกลเคียงกับ Rhizopus spp. ศึกษาความสามารถในการผลิตกรดโดยอาศัยหลักการเปลี่ยนสี
ของ Bromocresol purple ที่เติมลงในอาหารพบวาทั้งหมด ใหผลการสรางกรดไดดี จากนัน้ทดสอบ
ความสามารถในการยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา ไอโซเลท C018, C019, C021, C032 และ 
C035 ใหคา extracellular enzyme production ratio (EPR) เทากับ 1.58, 1.46, 1.21, 1.38 และ 
1.55 ตามลําดับ จึงไดนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท ไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก 
โดยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) บนเปลือกมันสําปะหลัง พบวาไอโซเลท 
C035 ใหผลการศึกษาดีที่สุดในทุกพารามิเตอร ซ่ึงตอมาไอโซเลท C035 น้ีจัดจําแนกไดเปน 
Rhizopus sp โดยใชวิธีทางอณูพันธุศาสตร (molecular method) จึงไดคัดเลือกเชื้อรานี้เพ่ือผลิต
กรดแลกติกโดยจัดสภาวะที่เหมาะสมตอการหมัก ดังนี้ ใชปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 150 g/kg, 
แหลงไนโตรเจน คือ แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4, ขนาดอนุภาคของเปลือกมันสําประหลัง 5 mm 
และคาความชื้นเริ่มตน 70% ผลการศึกษา พบวาเชื้อราสามารถผลิดกรดแลกติกได 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 
 
 วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี เพราะไดรับความกรุณาจากบุคคลหลาย
ทานและจากหลายหนวยงาน ขาพเจาจึงขอขอบพระคุณไว ณ ที่น้ี ดังน้ี 
 ขอขอบพระคุณ ดร. วิไลลักษณ สุวะโซโน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู ใหคําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธ ตรวจทาน
และแกไขวิทยานิพนธจนทําใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอขอบพระคุณ ดร.สมพร มูลม่ังมี นักวิจัยอาวุโส จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.ดวงพร  คันธโชติ กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่กรุณาให
ความรู คําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธในครั้งน้ี 
 ขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับทุนอุดหนุน
การวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ  
 ขอขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหสถานที่ อุปกรณ และสารเคมีในการทํา 
วิทยานิพนธในครั้งน้ี และเจาหนาที่ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยชวยเหลือ และใหคําแนะนํา
งานดานเอกสารตางๆ 
 ขอขอบพระคุณ เพ่ือน  ๆพ่ีๆ นองๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาหลายๆ ทานที่คอยชวยเหลือ 
ใหคําแนะนํา เปนที่ปรึกษา และคอยเปนกําลังใจใหตลอดมา 
 สุดทายนี้ ขาพเจาขอขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว สําหรับกําลังใจ 
ที่ดี และใหการสนับสนุนการศึกษา รวมทั้งใหคําปรึกษาในทุกๆ เรื่องดวยดีเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา  
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สารบัญ 

 
   หนา 
รายการตาราง (9) 
รายการรูป (12) 
สัญลักษณคํายอและตวัยอ (14) 
บทที่  
 1 บทนํา 1 
  บทนํา 1 
  การตรวจเอกสาร 2 
  วัตถุประสงค 23 
 2 วัสดุ อุปกรณ และวธิีการวิจัย  
  วัสดุและอุปกรณ 24 
  วิธีการทดลอง 26 
 3 ผลการทดลอง 33 
 4 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 54 
บรรณานุกรม  59 
ภาคผนวก  68 
ประวตัิผูเขยีน 86 
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รายการตาราง 
 
ตารางที ่   หนา 
 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 6 
 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได  35 
  เปรียบเทียบกบั Rhizopus  oryzae TISTR 3535  
 3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได 36 
 4 จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 38 
 5 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 42 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมด ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 45 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
 7 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 48 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 51 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 53 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 10 การผลิตกรดแลกติกจากเชือ้รา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 58 
 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 74 
  1000 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5- 
  Dinitrosalicylic acid assay 
 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  77 
 13 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 77 
 14 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็ง 78  
  ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
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รายการตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่   หนา  
 15 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp.  78  
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
 16 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 79 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม  
 17 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา 79 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 18 คาความเปนกรดดาง(pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80  
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 19 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 20 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวย 81 
  เชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 21 คา pH ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 81 
  C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร  
 22 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  82 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 23 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 82 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0  
  มิลลิเมตร 
 24 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. 83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 25 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 26 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา   84 
  Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
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รายการรูป 
 
รูปที่  หนา 
1 ลักษณะของตนมันสําปะหลงั 3  
2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลงั 3  
3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก 5  
4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน 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 แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจาก 35 
 ตัวอยางมันสาํปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap 
 (1,000 ซํ้า) มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora                 
 เปน out group สเกล บาร 5%           
9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ brom cresol 37 
 purple จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการสรางกรดเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

10 การยอยแปงมันสําปะหลังของเชื้อรา Rhizopus spp.     39 
11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 40 
12 เปอรเซ็นตทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 41 
13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อรา 42 
 ทั้ง 5 ไอโซเลท   
14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp 43 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
15 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. C035 44 
16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase)   ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา 45 
 Rhizopus spp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 
 และ 200 กรัม 



 (12) 

รายการรูป (ตอ) 

 
รูปที่ หนา 
17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  46 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
18 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  47 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 48 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.   49 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
21 เปอรเซ็นตกรดแลกติกของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 50 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 50 
 Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0,  
 และ 5.0 มิลลิเมตร 
23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท 51  
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
24 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 52 
  C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 53 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
26 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 75 
27 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสก 85 
28 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในถุงพลาสติกทนรอน 85 
 



 (13) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 
°    =  องศา 
ml    =  มิลลิลติร 
g/l    =  กรัมตอลิตร 
g/kg    =  กรัมตอกิโลกรัม 
u/ml    =  ยูนิตตอมิลลิลติร 
mg/g    =  มิลลิกรัมตอกรัม 
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 
 
 วิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี เพราะไดรับความกรุณาจากบุคคลหลาย
ทานและจากหลายหนวยงาน ขาพเจาจึงขอขอบพระคุณไว ณ ที่น้ี ดังน้ี 
 ขอขอบพระคุณ ดร. วิไลลักษณ สุวะโซโน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ได
กรุณาใหความรู ใหคําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธ ตรวจทาน
และแกไขวิทยานิพนธจนทําใหวิทยานิพนธฉบับน้ีสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี 
 ขอขอบพระคุณ ดร.สมพร มูลม่ังมี นักวิจัยอาวุโส จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.ดวงพร  คันธโชติ กรรมการสอบวิทยานิพนธ ที่กรุณาให
ความรู คําปรึกษา และชี้แนะแนวทางอันเปนประโยชนในการทําวิทยานิพนธในครั้งน้ี 
 ขอขอบพระคุณ บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร สําหรับทุนอุดหนุน
การวิจัยเพ่ือวิทยานิพนธ  
 ขอขอบพระคุณ ภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหสถานที่ อุปกรณ และสารเคมีในการทํา 
วิทยานิพนธในครั้งน้ี และเจาหนาที่ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยชวยเหลือ และใหคําแนะนํา
งานดานเอกสารตางๆ 
 ขอขอบพระคุณ เพ่ือน  ๆพ่ีๆ นองๆ ภาควิชาจุลชีววิทยาหลายๆ ทานที่คอยชวยเหลือ 
ใหคําแนะนํา เปนที่ปรึกษา และคอยเปนกําลังใจใหตลอดมา 
 สุดทายนี้ ขาพเจาขอขอบพระคุณ คุณพอ คุณแม และครอบครัว สําหรับกําลังใจ 
ที่ดี และใหการสนับสนุนการศึกษา รวมทั้งใหคําปรึกษาในทุกๆ เรื่องดวยดีเสมอมาจนสําเร็จการศึกษา  

      

 

   สุณิษา  พลรักษ 
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สารบัญ 

 
   หนา 
รายการตาราง (9) 
รายการรูป (11) 
สัญลักษณคํายอและตวัยอ (13) 
บทที่  
 1 บทนํา 1 
  บทนํา 1 
  การตรวจเอกสาร 2 
  วัตถุประสงค 23 
 2 วัสดุ อุปกรณ และวธิีการวิจัย  
  วัสดุและอุปกรณ 24 
  วิธีการทดลอง 26 
 3 ผลการทดลอง 33 
 4 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 54 
บรรณานุกรม  59 
ภาคผนวก  68 
ประวตัิผูเขยีน 86 

 
 

 

 

 



  (9) 

รายการตาราง 
 
ตารางที ่   หนา 
 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 6 
 2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได  35 
  เปรียบเทียบกบั Rhizopus  oryzae TISTR 3535  
 3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. ที่แยกได 36 
 4 จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 38 
 5 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 42 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมด ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 45 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
 7 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวเิคราะหดวยเครือ่ง Reflectometer RQflec 10 48 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 51 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 53 
  Merck Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp. 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 10 การผลิตกรดแลกติกจากเชือ้รา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 58 
 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลโูคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 74 
  1000 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5- 
  Dinitrosalicylic acid assay 
 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท  77 
 13 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 77 
 14 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็ง 78  
  ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
 



 (10) 

รายการตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่   หนา  
 15 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp.  78  
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
 16 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 79 
  ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม  
 17 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา 79 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 18 คาความเปนกรดดาง(pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80  
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%  
 19 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 80 
  ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 20 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวย 81 
  เชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 21 คา pH ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 81 
  C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร  
 22 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  82 
  ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 23 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 82 
  Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0  
  มิลลิเมตร 
 24 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. 83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 25 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  83 
  ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน  
 26 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา   84 
  Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
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รายการรูป 
 
รูปที่  หนา 
1 ลักษณะของตนมันสําปะหลงั 3  
2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลงั 3  
3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก 5  
4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน 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 แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจาก 35 
 ตัวอยางมันสาํปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap 
 (1,000 ซํ้า) มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora                 
 เปน out group สเกล บาร 5%           
9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ brom cresol 37 
 purple จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการสรางกรดเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

10 การยอยแปงมันสําปะหลังของเชื้อรา Rhizopus spp.     39 
11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 40 
12 เปอรเซ็นตทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 41 
13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อรา 42 
 ทั้ง 5 ไอโซเลท   
14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp 43 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
15 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. C035 44 
16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase)   ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา 45 
 Rhizopus spp. ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 
 และ 200 กรัม 



 (12) 

รายการรูป (ตอ) 

 
รูปที่ หนา 
17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  46 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
18 เปอรเซนตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.  47 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 48 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.   49 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
21 เปอรเซ็นตกรดแลกติกของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 50 
 C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 50 
 Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0,  
 และ 5.0 มิลลิเมตร 
23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท 51  
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
24 เปอรเซ็นตกรดทั้งหมดของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 52 
  C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา 53 
 Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
26 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส 75 
27 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสก 85 
28 แสดงการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในถุงพลาสติกทนรอน 85 
 



 (13) 

สัญลักษณคํายอและตัวยอ 
 
°    =  องศา 
ml    =  มิลลิลติร 
g/l    =  กรัมตอลิตร 
g/kg    =  กรัมตอกิโลกรัม 
u/ml    =  ยูนิตตอมิลลิลติร 
mg/g    =  มิลลิกรัมตอกรัม 
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  บทนําตนเรื่อง 
 
 กรดแลกติก เปนกรดอินทรียที่สามารถนํามาใชประโยชนไดอยางกวางขวางทาง 
อุตสาหกรรมตางๆ อาทิ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเคมี อุตสาหกรรม
ฟอกหนัง และอุตสาหกรรมสิ่งทอ (Soccol et al., 1994; Yin et al., 1997; Naranong and 
Poocharoen, 2001) นอกจากนี้ในปจจุบันยังพบวากรดแลกติกไดถูกนํามาใชเปนสารตั้งตนที่สําคัญ
ในการผลิตกรดพอลิแลกติก (Polylactic acid) (Ohara, 1994) ซ่ึงเปนโพลิเมอรในการผลิตพลาสติก
ที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ เพ่ือทดแทนพลาสติกที่ไดจากการสังเคราะหโดยวิธีการทางเคมี 
ซ่ึงตองใชระยะเวลาในการยอยยาวนานและยังกอใหเกิดปญหาทางสิ่งแวดลอมตามมา (Datta et al., 
1995) ซ่ึงชี้ใหเห็นถึงความตองการกรดแลกติกที่เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ (Yin et al., 1997) ในประเทศไทย ก็
เชนกันความตองการใชเพ่ิมมากขึ้น และเนื่องจากประเทศไทย ยังไมสามารถตั้งโรงงานผลิตกรด
แลกติกไดเองจึงตองพ่ึงการนําเขาจากตางประเทศ สูญเสียเงินมหาศาล แมปจจุบันมีบริษัท พูแรค 
(ประเทศไทย) จํากัด ไดมาตั้งโรงงานผลิตกรดแลกติก ที่จังหวัดระยอง เม่ือป 2548 แตก็เปน
บริษัทตางชาติขนาดใหญ เพ่ือใชวัตถุดิบที่มีในประเทศไทย (Press, 2551) 
 ประเทศไทย เปนประเทศเกษตรกรรม มีพืชผลทางการเกษตรที่สามารถปลูกทดแทน
ไดตลอดทั้งป โดยเฉพาะมันสําปะหลัง ซ่ึงจัดเปนพืชทางเศรษฐกิจ มีการปลูกกระจัดกระจายอยู
ทั่วทุกภาคในประเทศไทย (กรมวิชาการเกษตร, 2537) ดังน้ันการใชมันสําปะหลังในการผลิตกรด
แลกติกมีความเปนไปไดสูง เน่ืองจากมีองคประกอบสวนใหญเปน คารโบไฮเดรตสูง เฉลี่ย 65-70 
เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักแหง จึงเหมาะสําหรับการนํามาใชประโยชน โดยการแปรรูปใหเปนสารละลาย
นํ้าตาลกลูโคส เพ่ือใชเปนแหลงคารบอนที่ดีใหกับจุลินทรีย นอกจากนี้เปลือกมันสําปะหลังจากโรงงาน
อุตสาหกรรมแปง และจากเกษตรกรเปนวัสดุเหลือใชที่มีปริมาณมาก ถึง 1 ลานตันตอป หากไม
มีการจัดการอยางถูกวิธีเชื้อจุลินทรียในธรรมชาติจะทําการยอยสลายสารประกอบอินทรียในวัสดุ
เหลือใชตางๆ สงผลใหเกิดมลพิษทางอากาศจากกลิ่นไมพึงประสงค หรือหากมีการชะลางในฤดูฝน 
จะกอใหเกิดการปนเปอนลงในแหลงนํ้าและดิน อีกทั้งยังเปนแหลงเพาะพันธุของเชื้อโรคสูชุมชน
อีกดวย ดังน้ันหากนําเปลือกมันสําปะหลังมาใชเปนวัสดุหมัก จะเปนการชวยเพิ่มมูลคา และชวยเหลือ
เกษตรกรในเรื่องของราคาที่ตกต่ําตลอดทั้งป (อรรถวิท, 2547)  
 การพัฒนาวิธีการใชประโยชนจากเปลือกมันสําปะหลัง โดยกรรมวิธีการหมักแบบ
แข็ง (solid state fermentation) ซ่ึงมีตนทุนการผลิตต่ํา วัสดุหมักที่ใชสวนใหญเปนวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตร ซ่ึงหางายและราคาถูก เครื่องมือที่ใชเปนแบบงายๆ และไมยุงยากในการทํางาน 
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ไมสิ้นเปลืองพ้ืนที่ใชสอย ใชนํ้าในปริมาณนอย วัสดุหมักที่ใชมีสารอาหารอยางเขมขน และมีความชื้น
ต่ํา ซ่ึงชวยลดปญหาการปนเปอนของจุลินทรียที่ไมตองการได (Pandey et al., 2003) 
 จุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา Rhizopus oryzae มีรายงานวาเปนเชื้อราที่สามารถ
ใชแหลงคารบอนจากแปงขาวโพด แปงมันสําปะหลัง (Yu and Hang, 1989) แลวใหกรดแลกติก
ในรูป L(+)–lactic acid (Yin et al., 1997) หากตองการผลิตกรดแลกโดยใชเชื้อรา ซ่ึงมีคุณสมบัติ
ที่ดีหลายประการ เชน ตองการสารอาหารไมซับซอน กระบวนการเก็บเกี่ยวไมยุงยาก (Zhang et al., 
2007) และกรดแลกติกที่ไดอยูในรูป L(+)–lactic acid ที่มีความบริสุทธิส์งู ซ่ึงทาํใหเหมาะแกการนาํ 
ไปเปนวัตถุดิบในการผลิตพอลิแลกติก (Hang, 1989) ซ่ึงในปจจุบันทั่วโลกตางใหความสนใจ อีกทั้ง
ยังชวยลดตนทุนการนําเขากรดแลกติกจากตางประเทศ และเปนการใชประโยชนจากวัสดุเหลือใช
ทางการเกษตรที่มีปริมาณมาก อีกทั้งยังชวยลดปญหาทางสิ่งแวดลอมไดอีกดวย และเนื่องจาก
ประเทศไทย ตั้งอยูในพ้ืนที่เขตรอนจึงมีทรัพยากรจุลินทรียที่มีอยูตามธรรมชาติอยางอุดมสมบูรณ
ที่สามารถแยก และนํามาใชประโยชนในกระบวนการหมักเพื่อใหไดกรดแลกติก (Richard et al., 
1986) 
 การศึกษานี้จึงไดทําการแยกเชื้อราและนําวัสดุเหลือใชทางการเกษตรมาใชประโยชน
ในการผลิตกรดแลกติก ลดตนทุนการผลิต โดยใชวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) 
ซ่ึงมีขอดีดังที่กลาวมา  
 
1.2 การตรวจเอกสาร  
 
 1.2.1 มันสําปะหลัง  
  มันสําปะหลังเปนพืชหัวชนิดหนึ่ง มีชื่อเรียกหลายชื่อดวยกันตามภาษาตางๆ ไดแก 
cassava, yucca, mandioca, manioc, madioc, tapioc เปนตน เดิมทีคนไทยเรียกวา มันไม มันสําโรง 
ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เรียกวา มันเตี้ย ภาคใตเรียกวา มันเทศ (เรียกมันเทศวา มันหลา) 
ปจจุบันคนสวนใหญเรียก มันสําปะหลัง มันสําปะหลังเปนไมพุม และมีอายุอยูไดหลายป ความสูง
ของตนแตกตางกันตามพันธุ และสภาพแวดลอม อาจสูง 1-5 เมตร ทุกสวนของตนมันสําปะหลัง
มียางสีขาว ตนมันสําปะหลังจัดเปนไมเน้ือออน ขนาดเสนผาศูนยกลาง 2-6 ซม. ใบมันสําปะหลัง
เปนแบบใบเดี่ยว (simple leaf) ใบจะเกิดหมุนเวียนรอบลําตน กานใบ อาจมีสีเขียวหรือสีแดง มี
ชอดอกเปนแบบ panicle มีดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูบนตนเดียวกัน (monoecious plant) แต
แยกกันอยูคนละดอกในชอเดียวกัน ชอดอกจะเกิดตรงปลายยอดของลําตนหรือกิ่ง มีผลแบบ capsule 
มีระบบรากแบบ adventitious root system จํานวนหัวจะมี 5-15 หัว ขนาดความยาว 15-100 ซม. 
เสนผาศูนยกลาง 3-15 ซม. ขนาดของรากขึ้นอยูกับอายุ พันธุ ดิน และสภาพภูมิอากาศ (รูปที่ 1 
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และ 2) (Purseglove, 1977; กรมวิชาการเกษตร, 2537; กองแผนงานและวชิาการ. 2526; ศนูยวจัิย
พืชไรระยอง, 2534) 
 

 
 

รูปที่ 1 ลักษณะของตนมันสําปะหลัง 
 

 
 

รูปที่ 2 ลักษณะของหัวมันสําปะหลัง 
 

  มันสําปะหลัง เปนพืชที่มีความสําคัญตอเศรษฐกิจไทยมาก มีการปลูกกระจัดกระจาย
อยูทั่วทุกภาคในประเทศไทย มีปญหาเรื่องโรคและแมลงศัตรูนอย สามารถขึ้นไดในดินที่มีความอุดม 
สมบูรณต่ํา ซ่ึงไมสามารถปลูกพืชชนิดอ่ืนได แตก็ยังสามารถปลูกมันสําปะหลังได นอกจากนี้ยังเปน
พืชที่ทนแลงไดดี หลังจากมันสําปะหลังตั้งตัวแลวแมจะไมมีฝนตกติดตอกนัระยะยาวนานเปนเดือน
มันสําปะหลังก็ไมตาย แตตนจะท้ิงใบและหยุดการเจริญเติบโต พอไดฝนก็จะลําเลียงแปงจากหัว
มาสรางยอด และใบเจริญเติบโตตอไป เกษตรกรจะเก็บเกี่ยวมันสําปะหลังเม่ืออายุประมาณ 6-12 เดือน 
หรือนานกวานี้ ยิ่งทิ้งไวนานๆ ผลผลิตก็ยิ่งเพ่ิมมากขึ้น เม่ือราคาไมดีหรือไมมีแรงงานจะขุดหัวก็รอ
ตอไปได ไมเหมือนพืชไรชนิดอ่ืน ซ่ึงเม่ือถึงอายุเก็บเกี่ยวก็ตองเก็บเกี่ยว ไมเชนน้ันจะเสียหาย ดวย
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คุณสมบัติดังกลาวขางตนจึงทําใหเกษตรกรนิยมปลูกมันสําปะหลังกันอยางแพรหลาย (กรมวิชาการ
เกษตร, 2537) 
  ในประเทศไทยมีการใชประโยชนจากมันสําปะหลังมากขึ้นในปจจุบัน ทั้งน้ีเน่ืองจาก
หัวมันสําปะหลัง มีปริมาณแปงสูงถึง 75-80 เปอรเซ็นต (กรมวิชาการเกษตร, 2537) จึงเปนอาหาร
ประเภทแปงหรือคารโบไฮเดรตที่ใหพลังงานสําหรับมนุษยและสัตวไดเปนอยางดี ตลอดจนใชใน
อุตสาหกรรมตางๆ ประโยชนที่ไดจากหัวมันสําปะหลัง มีดังน้ี คือ  
  1. ใชเปนอาหารของมนุษย โดยใชเปนอาหารหลักและอาหารเสริม มันสําปะหลังที่
ผลิตไดในโลกประมาณ 95 เปอรเซ็นต ใชเปนอาหารของมนุษย โดยอาจจะใชตม ทอด ปง น่ึง ยาง 
อบ เชื่อม และห่ันฝอยคลุกน้ํามัน หรือเครื่องเทศแลวทอด หรือนํามาทําเปนแปงและแปรรูปเปน
อาหารชนิดตางๆ ตลอดจนนํามาฝานเปนแผนบาง ๆ (Chip) แลวทอด ใบของมันสําปะหลังสามารถ
นํามารับประทานเปนผักสด โดยตมจ้ิมนํ้าพริก นํามาแกง (หอหมก) หรือปรุงเปนซุป  
  2. ใชทําแปง โดยแปงมันสําปะหลังใชเปนอาหารของมนุษยโดยตรง และใชในอุตสาหกรรม
ตางๆ เชน อุตสาหกรรมการทํากาว การทํากระดาษ การทอผา และการผลิตน้ําตาลกลูโคส ในบรรดา
ประเทศที่ปลูกมันสําปะหลังมากๆ เชน บราซิล ไนจีเรีย อินโดนีเซีย และไทย เปนตน ประเทศไทย
เปนประเทศเดียวที่ใชมันสําปะหลังมาผลิตเปนแปงมากที่สุด ถือไดวาเปนผูผลิตแปงมันสําปะหลัง
รายใหญที่สุดของโลก โดยมีกําลังความสามารถการผลิตมากกวา 2 ลานตันตอป มีเทคโนโลยี
การผลิตแปงมันสําปะหลังสูงที่สุดในบรรดาทุกๆ ประเทศ และไดมีการถายทอดเทคโนโลยีไปสู
ประเทศเพื่อนบาน แปงมันสําปะหลัง จึงถือไดวาเปน "แปงไทย" เปนแปงที่มีคุณภาพสูงและราคา 
ถูกที่สุด  
  3. ใชหมักทําแอลกอฮอล เบียร และขนมปง ในบางประเทศ อยางเชน บราซิล กําลัง
ใชหัวมันสําปะหลังหมักเปนแอลกอฮอล เพ่ือใชแทนน้ํามันเบนซินสําหรับเครื่องยนต 
  4. ใชเปนอาหารสัตว โดยทําเปนมันเสน มันสําปะหลังอัดเม็ด และกากมันสําปะหลัง
ซ่ึงใชเปนแหลงพลังงานผสมในอาหารสัตวใชเปนอาหารสัตว ทั้งที่เปนหัวสด กากที่เหลือจากการทํา
แปง และเปลือกของหัวใชเปนอาหารสัตว ในรูปใบสดนํามาตากแหงปนผสมกับอาหารขนเลี้ยงสตัว 
และเปนอาหารผสม ลําตนของมันสําปะหลังสามารถนํามาใชทํารั้วบาน ร้ัวสวนและลอมคอกสัตว
เลี้ยงของชาวบานในชนบท  
  นอกจากนี้มันสําปะหลังยังสามารถนํามาผลิตพลาสติกชีวภาพยอยสลายได (biodegradable 
plastic) ซ่ึงในปจจุบันไดรับความสนใจเปนอยางยิ่งจากนักวิทยาศาสตร ตลอดจนนักอุตสาหกรรม
ชั้นแนวหนาทั่วโลก โดยพลาสติกชีวภาพยอยสลายไดน้ันผลิตมาจากวัตถุดิบที่สามารถผลิตทดแทน
ขึ้นใหมไดในธรรมชาติ (renewable resource) ซ่ึงก็คือ พืชพวกมันสําปะหลัง ขาวโพด ออย รวมถึง
ใชพลังงานในกระบวนการผลิตต่ํา และสามารถยอยสลายเปนกาซคารบอนไดออกไซด และน้ําได
ดวยจุลินทรียในธรรมชาติ โดยพลาสติกชีวภาพยอยสลายไดน้ัน จะมีคุณสมบัติในการใชงานได
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เทียบเทา พลาสติกจากอุตสาหกรรมปโตรเคมีแบบด้ังเดิม (commodity plastics) และสามารถทดแทน
การใชงานที่มีอยูได (Tonukari, 2004; Sriroth et al., 2000) 
 
 1.2.2 กรดแลกติก (Lactic acid) 
  1.2.2.1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 
   กรดแลกติก (Lactic acid) จัดเปนกรดอินทรียที่พบไดโดยทั่วไป (Zhang et al., 
2007) สามารถพบกรดแลกติกไดตามธรรมชาติ ในนมเปรี้ยว, กากน้ําตาล, ผลไม, อาหารหมัก, เบียร, 
ไวน และขนมปง เปนตน (Datta et al., 1995) คําวา Lactic มาจากภาษาละติน คือ คําวา Lac 
ซ่ึงแปลวา นม (milk) เปนกรดที่ไมมีสี ไมมีกลิ่น ระเหยไดยาก และมีความสามารถในการกัดกรอน
เล็กนอย โดยมีชื่อทางเคมีวา 2-hydroxypropanoic acid หรือ 2 hydroxypropionic acid (C3H6O3) 
(John et al., 2009) เปนกรดอินทรียที่มี hydroxyl group (OH-)อยูดวย มีสูตรโมเลกุล CH3CH 
(OH)COOH มีโครงสราง 2 รูปแบบ ซ่ึงเปน optical isomer ซ่ึงกันและกัน คือ L(+)-lactic acid 
และ D(-)-lactic acid (รูปที่ 3) 
 

 
 

รูปที่ 3 สูตรโครงสรางของกรดแลกติก (Narayanan et al., 2004) 
 

   L(+)-lactic acid หรือ Levorotatory lactic acid เปนรูปที่อยูในกระบวนการ 
ชีวเคมีของสิ่งมีชีวิตทุกชีวิต รวมทั้งมนุษย พบไดทั่วไป ทั้งในเลือด, ตับ, ไต, ตอมไธมัส, กลามเนือ้ 
และของเหลวในรางกายของทั้งมนุษยและสัตว มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นในเลือดและกลามเนื้อภายหลัง
การออกกําลังกายอยางหนัก มีคา pKa 3.79 มวลโมเลกุล 90.08 จุดหลอมเหลว 53 °C (ตารางที่ 1) 
ตกผลึกไดในกรด acetic หรือ chloroform สามารถประกอบเปนเกลือกับโลหะไดหลายชนิด เกลือ
ของกรดแลคติกรูปแอล สามารถละลายน้ําได มากกวาเกลือของกรดแลกติกรูปผสมแอล และดี 
(racemic form) เน่ืองจากเปนรูปที่พบไดทั่วไปในรางกายสิ่งมีชีวิต จึงมีการนํามาใชประโยชน
อยางมากมาย (Narayanan et al., 2004) 
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   D(-)-lactic acid หรือ Dextrorotatory lactic acid เปนกรดแลกติกในรูปที่
ไมพบในกระบวนการชีวเคมีของมนุษย แตสามารถพบในกระบวนการชีวเคมีของจุลินทรีย มีคา 
pKa 3.83 มวลโมเลกุล 90.08 จุดหลอมเหลว 52.8 °C (ตารางที่ 1) ละลายในน้ํา, alcohol, acetone, 
ether และ glycerol ไมละลายใน chloroform ตกผลึกไดในสารละลาย ether และ Isopropyl ether 
โดยทั่วไปจะพบ D(-)-lactic acid ในกระบวนการชีวเคมีของจุลินทรียเทานั้น ทารกแรกเกิดจนถึง 6 
เดือน ไมควรรับประทานอาหารที่มี D(-)-lactic acid เปนองคประกอบ เพราะจะทําใหเกิดอาการ
ปวยได (Narayanan et al.,2004) 
 
ตารางที่ 1 คุณสมบัติของกรดแลกติก 

คุณสมบัติของกรดแลกติก คาที่วัดได 

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 

คาคงที่การแตกตวั (Dissociation constant) (pKa ที่ 25 ºC) 1.37 x 10-4 
ความรอนจากการเผาไหม (Heat of combustion) 1361 KJ/mol 
ความจุความรอนจําเพาะ (Specific heat) 190 J/mol. ºC 
ที่มา: Narayanan et al., 2004 
 
  1.2.2.2 ประโยชนของกรดแลกติก 
   1. ใชในอุตสาหกรรมอาหารและสวนที่เกี่ยวของกับอาหาร (Food and food- 
related industries)  
    กรดแลกติกที่ผลิตไดทั้งหมดประมาณ 85% ถูกนํามาใชในอุตสาหกรรม 
อาหาร เน่ืองจากกรดแลกติกเปนกรดที่เปนที่ยอมรับกันทั่วไปวาปลอดภัย หรือ Generally Recognized 
as Safe (GRAS) ซ่ึงประกาศโดยองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา โดยใชเปนสารเพิ่ม
ความเปนกรดในอาหาร (acidulant) เปนสารชวยทําใหเกิดความสมดุลระหวางความเปนกรดดาง 
ในอาหาร (buffer) ชวยในการถนอมอาหาร ใชเปนตัวจับสารชนิดอ่ืน (chelating agent) เปนสาร
เพ่ิมกลิ่นและรสชาติ (flavor enhancer) ที่พบโดยทั่วไป คือ ในอาหารหมักดอง, ขนมหวาน, ขนมปง, 
เครื่องด่ืมทั่วไป เครื่องด่ืมหรืออาหารที่ดัดแปลงจากนม (dairy products) เบียร และไวน เปนตน 
ชวยใหเน้ือสัมผัสของอาหารมีสภาพดีขึ้น และใชในการขนสงผลิตภัณฑอาหารสดจําพวก เปด ไก 
และปลา ชวยยืดอายุ ลดกลิ่น และชวยควบคุมโรคติดตอที่ปนเปอนในอาหาร นอกจากนี้ มากกวา 
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50% ของกรดแลกติกถูกนํามาใชในลักษณะผสมกับนํ้ามัน (Emulsifying agent) ในรูปของเกลือ
ของกรดไขมัน (Datta, et al., 1995; Reddy, et al., 2008) 
   2. ใชในอุตสาหกรรมที่ไมใชอาหาร (Non-food uses) 
    กรดแลกติกถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องสําอางและโลชั่น
สมานผิว ชวยเพิ่มความชุมชื้นใหผิวหนัง ใชในการปกปองผิวหนังจากแสง ใหความชุมชื้นแกผิวหนา 
และในชวยรักษาสิว (Wee, et al., 2006) ใชในอุตสาหกรรมการผลิตยา ใชเปนสารตานทานฟนผุ 
และใชในการรักษาการขาดแคลเซียม (Holland, et al., 1986; Dunn, et al.,1988) นอกจากนี้
กรดแลกติกยังถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิต cellophane ซ่ึงตองการกรดแลกติกที่มีรูปแบบ 
(isomeric from) ที่แนนอน (Datta,et al., 1995; Van Ness, 1981) ทั้งน้ีกรดแลกติกไดถูกนํามา 
ใชเปนสารเพิ่มความเปนกรดในอุตสาหกรรมการฟอกหนัง และทอผา มีการใชกรดแลกติกสําหรับ
การแชและ decalcification ของหนังสัตว และอุตสาหกรรมการทอผาจะใชกรดแลกติกชวยในการยอม
และพิมพ เพ่ือใหสีติดแนนนานยิ่งขึ้น (Ruter, 1975) แตอยางไรก็ตามในอุตสาหกรรมประเภทนี้
มักจะใชกรดอนินทรีย เพราะมีราคาถูกกวา ดังน้ัน ถาหากวามีการพัฒนาการผลิตกรดแลกติกให
ไดปริมาณสูงขึ้นและราคาถูก นาจะเปนการประยุกตใชในอีกรูปแบบหนึ่ง เปนการเปดตลาดของ
กรดแลกติกใหกวางมากยิ่งขึ้น 
   3. ใชในอุตสาหกรรมการผลิตสารสังเคราะหโพลีเมอร (Lactic acid polymer) 
    กรดแลกติกถูกนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตโพลิเมอรเปนครั้งแรก
ในป ค.ศ.1932 โดยบริษัท Carothers แตมีคุณภาพไมดี (Holen, 1971) โครงการจึงถูกชะงักไว
จนกระทั่งป ค.ศ.1954 บริษัท Dupont ไดจดทะเบียนสิทธิบัตรของสารโพลิเมอรของกรดแลกติก
ที่มีนํ้าหนักมวลโมเลกุลสูง แตอยางไรก็ตามสารโพลิเมอรชนิดนี้จะละลายเมื่อถูกน้ํา การผลิตจึง
ถูกระงับลงอีกครั้ง จนกระทั่งในป ค.ศ.1972 บริษัท Ethicon ไดผลิตสารโพลิเมอรระหวางกรดแลกติก 
และกรดไกลโคลิก (glyeolic acid) ปรากฏวาใชไดผลดี ปจจุบันนี้ไดถูกนํามาใชเปนเสนใยในการเย็บ 
แผล การผลิตสารโพลิเมอรจากกรดแลกติกนั้น ตองใชสารตั้งตนที่มีความบริสุทธิ์สูง และสามารถ
ทนความรอนไดสูง ปกติจะใชกรดแลกติกที่อยูในรูป L(+)-lactic acid นอกจากนี้แลวยังพบวาสัดสวน
ของกรดแลกติกรูป L(+)-lactic acid และรูป D(-)-lactic acid จะตองมีสัดสวนที่แนนอน ไมเชนนั้น 
แลวจะทําใหสารโพลิเมอรที่ไดมีคุณสมบัติไมดี สารโพลิเมอรของกรดแลกติกถูกนํามาใชในดาน
การแพทยและการเกษตรอยางกวางขวาง กลาวคือนํามาใชในการเปนตัวควบคุมของยาในตัวผูปวย 
(controlled drug release) โดยยาจะถูกฝงอยูใน microcapsule ที่ทําจากสารโพลิเมอรของกรด
แลกติก ยาจะคอยๆ หลั่งออกมาซึ่งทําใหยาอยูในตัวผูปวยนานขึ้น สามารถที่จะออกฤทธิ์ไดดีขึ้น
และยังชวยลดอาการขางเคียงของการใชยาอีกดวย ในดานการเกษตร สารโพลิเมอรของกรดแลกติก 
ถูกนํามาใชในการควบคุมการหลั่งของปุยและยาฆาแมลง (controlled release of fertilizers and 
pesticides) นอกจากนี้ยังพบสารโพลิเมอรของกรดแลกติกในเครื่องอุปโภคจําพวกภาชนะ และ
กระดาษ สารโพลิเมอรของกรดแลกติกนี้สามารถที่จะถูกยอยสลายโดยทางชีวภาพ และสามารถ
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ที่จะทนความรอนสูงไดดวย (biodegradable thermoplastics) จึงเปนการชวยใหสภาพแวดลอม
ของโลกไมเกิดการเสียหาย (Piskin, et al., 1994) 
  1.2.2.3 การสังเคราะหกรดแลกติก (Synthesis of lactic acid) 
   กรดแลกติกถูกคนพบเปนครั้งแรกในนมเปรี้ยว โดยนักวิทยาศาสตรชาวสวีเดน 
ที่ชื่อวา Scheele ในป ค.ศ 1780 (Holen, et al., 1971) ตอมาในป ค.ศ 1857 Pasteur พบวา 
กรดแลกติกเกิดจากกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย ไมไดเปนสวนประกอบในน้ํานม (Wee, et al., 
2006) ในปจจุบันสามารถผลิตกรดแลกติกได 2 วิธี ดังน้ี (Narayanan, et al., 2004) 
   1. การสังเคราะหทางเคมี (Chemical synthesis) 
    วิธีการสังเคราะหกรดแลกติกทางเคมีถูกนํามาใช ตั้งแตป ค.ศ.1963 
ในประเทศญี่ปุนและสหรัฐอเมริกา ซ่ึงทั้ง 2 ประเทศ สามารถผลิตกรดแลกติกรวมกันไดถึง 50% 
ของปริมาณกรดแลกติกที่ผลิตไดทั้งหมดในโลก ซ่ึงวิธีการที่ผลิตแบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ 
    ขั้นที่ 1: นําสารตั้งตน ซ่ึงไดแก Hydrogen cyanide (HCN) และ
Acetaldehyde (CH3CHO) มาทําปฏิกิริยากัน ที่ความดันบรรยากาศ หรือภายใตความรอนสูง 
เกิดเปนสารประกอบ Lactonitrile (CH3CH(OH)CN) ดังสมการ 

    HCN+CH3CHO → CH3CH(OH)CN 
    ขั้นที่ 2: นํา lactonitrile (CH3CH(OH)CN) ที่ไดมาทําปฏิกิริยา hydrolysis 
กับกรดไฮโดรคลอริก (HCI) ไดเปนกรดแลกติก (CH3CH(OH)COOH) และเกลือแอมโมเนีย (NH4CI) 
ซ่ึงเปนผลพลอยได ดังสมการ 

    CH3CH(OH)CN+2H2O+HCI → CH3CH(OH)COOH+NH4CI 
    ทั้งน้ีขั้นตอนการผลิตจะแตกตางกันไปขึ้นกับบริษัทผูผลิต เชน บริษัท 
Monsanto (อเมริกา) ผลิตโดยใช acetaldehyde และกรด HCN ในขณะที่บริษัท Mushashino 
(ญ่ีปุน) จะซ้ือ lactonitrile จากบริษัทอ่ืนเพ่ือนํามาผลิต หลังจากนั้นจะนํากรดแลกติกที่ไดมาทํา
ใหบริสุทธิ์ โดยทําใหเปน methyl lactate ซ่ึงจะถูกนํามาทําปฏิกิริยา hydrolysis ไดเปนกรดแลกตกิ 
สวน methanol, HCN  และสารเจือปนอ่ืน จะถูกกําจัดโดยการกรองผานผงคารบอน, การทํา ion 
exchange และการสกัดดวยตัวทําละลาย กรดแลกติกที่สังเคราะหไดน้ีจะอยูในรูปทั้ง D(-)-lactic 
acid และ L(+)-lactic acid ซ่ึงสัดสวนการผลิตไดน้ันไมสามารถบอกไดจึงทําใหวิธีการนี้ไมเปนที่
นิยมในปจจุบัน 
   2. การสังเคราะหทางชีวภาพ (Biosynthesis)  
    การผลิตกรดแลกติกโดยวิธีน้ีตองอาศัยจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกตกิ 
ได จุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดอยูในกลุมของแบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria, 
LAB) โดยที่ใชกันมากในอุตสาหกรรมอยูในจีนัส Lactobacillus ซ่ึงอยูใน Family Lactobacteriaceae 
นอกจากกรดแลกติกจะสามารถผลิตไดจากแบคทีเรียแลว ยังมีราเสนสายอีก ที่สามารถผลิตกรด
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แลกติกไดดี น่ันคือ เชื้อรา Rhizopus spp. ซ่ึง Rhizopus spp. สามารถผลิตกรดแลกติกที่ อยูใน
รูป L(+)-lactic acid ไดภายใตสิ่งแวดลอมที่มีการจํากัดไนโตรเจน เปรียบเทียบระหวางการหมัก 
โดยแบคทีเรียและการหมักโดยเชื้อราพบวา Rhizopus spp. ตองการเพียงเกลืออนินทรียเทานั้น 
นอกจากนี้ Rhizopus spp. ยังสามารถทนตอสิ่งแวดลอมที่มีคาพีเอชต่ําๆ ไมจําเปนตองมีการรักษา
ระดับพีเอชซ่ึงแตกตางกับแบคทีเรีย นอกจากนี้เชื้อรา Rhizopus spp. ยังเปนพวกที่ยอยแปงได 
(amylolytic fungi) ที่สามารถผลิตกรดแลกติก จากวัตถุดิบจําพวกแปงไดโดยตรง ตัวอยาง เชน 
Rhizopus NRRL 395 สามารถหมักขาวบาเลย, แปงมันสําปะหลัง, แปงขาวโพด, ขาวโอต และขาว 
ใหเปนกรดแลกติกในรูป L(+)-lactic acid ได (Axelsson,1998; Alonso, et al., 2009; Davidson, 
et al.,1995; Vickroy, 1985, และ Wang, et al., 2010) Rhizopus spp. จึงเปนเชื้อราที่มีความนาสนใจ
และเหมาะสําหรับการผลิตกรดแลกติก แตกตางจาก LAB ตรงที่กรดแลกติกที่ผลิตโดยเชื้อรา 
Rhizopus spp. จะไดกรดแลกติกที่อยูในรูป L(+)-lactic acid เทานั้น (Yin et al., 1997; 
Mirdamadi, et al., 2002) 
  1.2.2.4 การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก  
   การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติกสามารถทําไดหลายวิธี ไดแก  
   1. NAD+-enzymetic lactate dehydrogenase: เปนการวิเคราะหทางเอนไซม
ที่มีความจําเพาะตอ stereoisomer ของกรดแลกติก โดยใชเอนไซน lactate dehydrogenase 
   2. Non-enzymetic method: เปนการทําใหเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปลี่ยน 
กรดแลกติกใหเปน acetaldehyde และนํา acetaldehyde ที่เกิดขึ้นมาวิเคราะหดวย Gas 
chromatography 
   3. การไตเตรต (Titration): นํามาไตเตรตกับเบสแก เชน NaOH แตวิธีน้ี
จะใหผลที่ถูกตองเม่ือตัวอยางที่นํามาวิเคราะหน้ันไมมีกรดชนิดอ่ืนเจือปน 
   4. โครมาโทกราฟกระดาษ (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)  
  การหมักเปนวิทยาศาสตรประยุกตที่นําเอาจุลินทรียมาใชประโยชนโดยการนําจุลินทรีย 
มาเลี้ยงใหเติบโตบนวัสดุหมัก (substrate) โดยอาศัยการจัดการสภาพแวดลอมใหเหมาะสม เพ่ือ
กระตุนใหจุลินทรียเจริญเติบโต และเอ้ือใหจุลินทรียสรางน้ํายอยหรือเอนไซม เพ่ือเปลี่ยนแปลงวัตถุดิบ
ใหเปนผลิตภัณฑในรูปแบบตางๆ ทั้งนี้สิ่งที่ตองการจากกระบวนการอาจเปนเซลลของจุลินทรีย
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เอง, เอนไซมที่จุลินทรียสรางขึ้นหรือผลิตภัณฑที่จุลินทรียสังเคราะหขึ้นในสภาพแวดลอมน้ันๆ 
เชน กรดซิตริก หรือกรดมะนาว  
  ปจจุบันเทคโนโลยีการหมักนํามาใช เพ่ือผลิตผลิตภัณฑหลากหลายชนิดในระดับ
อุตสาหกรรม ซ่ึงเปนประโยชนและเปนที่ตองการของมนุษย เชน เอนไซม, วิตามิน, ไวน, เบียร 
กรดอะมิโน, กรดอินทรีย, ยาปฏิชีวนะ และวัคซีน  
  การหมักสามารถแบงตามปริมาณน้ําหรือของเหลวที่เติม ไดเปน 3 ประเภท คือ 
  1. การหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) หรือเรียกอีกอยางวา การหมักบน
อาหารแข็ง เปนการหมักที่ตองการปริมาณน้ําเพียงเล็กนอย เพ่ือปรับใหวัสดุหมักที่แหงมีความชื้น
ที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรีย 
  2. การหมักในสภาพกึ่งเหลว (semi solid fermentation) เปนการหมักที่มีอาหารหมัก
เปนของเหลวแตมีของแข็งแขวนลอยอยูในบางสวน 
  3. การหมักในอาหารเหลว (submerged fermentation) เปนการหมักที่อาหารเปน
ของเหลว 
 
 1.2.4 การหมักแบบแข็ง (solid-state fermentation; SSF)  
  การหมักแบบแข็ง เปนกระบวนการหมักที่อาศัยการเจริญเติบโตของจุลินทรยีบนวสัดุ
หรืออาหารแหงในสภาพซึ่งไมมีนํ้าอิสระ (free liquid) อยูในระบบ อยางไรก็ตามน้ําที่อยูในระบบ
จะอยูในรูปของความชื้น (moisture) ที่ถูกดูดซับอยูกับวัสดุเทานั้น ดังน้ัน ระบบการหมักแบบแหงนี้ 
จึงไมรวมการหมักวัสดุที่เปนของแข็งในอาหารเหลวหรือการหมักในรูปของของเหลวขน ในระบบ
การหมักแหงแบบน้ีปริมาณความชื้นหรือปริมาณน้ําที่จุลินทรียจะนําไปใช (aw, available water) 
จึงคอนขางต่ํา 
  วัสดุหมักที่ใชในการหมักแบบแข็งน้ันสวนใหญเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ซ่ึง
หางายและราคาถูก เชน ซังขาวโพด, กากมันสําปะหลัง และรําขาว เปนตน (Sreenath, et al., 
2001) 
  ปจจุบันการหมักแบบแข็งไดรับความสนใจมากขึ้น เน่ืองจากกระบวนการหมักแบบ
แข็ง มีขอดีหลายอยาง และมีการนํามาประยุกตใชในงานตางๆ หลากหลาย ตัวอยางเชน การผลิต
เอนไซม เชน เอนไซมไลเปส, แอลฟาอะไมเลส และเอนไซมเพคทิเนส นอกจากนี้การหมักแบบแข็ง
ยังมีการประยุกตใชในการผลิตกรดอินทรีย เชน กรดแลกติก, กรดซิตริก เปนตน (Singhania, et al., 
2009; Couto and Sanromon, 2006; Pandy, et al., 2000)  
  Soccol et al. (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus  oryzae 
NRRL 395 จากชานออย เปรียบเทียบผลของการหมักใหไดกรดแลกติกในรูปแอล L (+)–lactic 
acid ระหวางการหมักแบบเปยก (submerged) และการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) 
พบวาการหมักแบบแข็งจะใหปริมาณกรดแลกติกที่สูงกวา คือ 137.0 กรัมตอลิตร ในขณะที่การหมัก
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แบบเปยกผลิตได 93.8 กรัมตอลิตร นอกจากนี้ Soccol et al. (1994) ยังไดศึกษาความสามารถของ
เชื้อรา Rhizopus spp. ในการเจริญเติบโตบนแปงมันสําปะหลังดิบ และความสามารถในการผลิต 
เอนไซม amylase จํานวน 19 สายพันธุ โดยการหมักแบบแข็ง (solid state fermentations) พบวา
มีเพียง 3 สายพันธุ ที่เติบโตไดอยางมีนัยสําคัญ และการผลิตเอนไซม glucoamylase บนมันสําปะหลัง 
สดใหผลสูงกวาบนมันสําปะหลังสุก หลังจาก 48 ชั่วโมงของการหมัก พบวาปริมาณโปรตีนของ
มันสําปะหลังเพ่ิมขึ้นจาก 1.75 เปอรเซ็นต เปน 11.3 เปอรเซ็นต และผลพลอยไดของการหมัก
คือ กรดฟูมาริก, กรดแลกติก และเอทานอล 
  John et al., (2006) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติก โดยใชชานออยและกากมันสําปะหลัง
เปนวัตถุดิบดวยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และใช Lactobacillus delbrueckii เปนหัวเชื้อ หลังจากหมักเปน
เวลา 5 วัน ภายใตสภาวะที่เหมาะสม พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 249 mg/gds  
  Rojan et al. (2005) ศึกษาการผลิตกรดแอลแลกติกโดย Lactobacillus casei  
ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) โดยใชชานออยเปนวัตถุดิบในการหมักภายใต
สภาวะที่เหมาะสมสามารถผลิตกรดแลกติกได 2.9 กรัม/5 กรัม สับสเตรทเริ่มตน และมีประสิทธิภาพ
การเปลี่ยนรูปของน้ําตาลเปนกรดแลกติก 97 เปอรเซ็นต ที่ความชื้นเริ่มตนของสับสเตรท 72 เปอรเซ็นต 
ขณะที่ Naveena et al. (2005) รายงานถึงปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการหมักแบบแข็ง โดยใช
รําขาวสาลีซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 54.4 เปอรเซ็นตเปนวัตถุดิบ คือ 0.89-2.30 กรัม/ 10 กรัม ตอมา 
Oda  et al. (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae โดยใชกากมัน
ฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 33.1เปอรเซ็นต ในสภาพการหมักแบบแข็ง พบวาใหปริมาณกรดแลกติก 
10.3 มิลลิกรัมตอกรัมในวันที่หกของการหมัก สวน Saito et al., (2003) ศกึษาการผลติกรดแลกตกิ
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง โดยใชกากมันฝรั่งที่ยอย โดยเอนไซม 
pectinolytic ซ่ึงกากมันฝรั่งมีปริมาณแปงอยู 28 เปอรเซ็นต ใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 8.03 
มิลลิกรัมตอกรัม  
 1.2.5 ขอดีของการหมักแบบแข็ง 
  1. ใชตนทุนต่ํา เน่ืองจากสับสเตรทที่ใชสวนใหญเปนวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร  
  2. มีความชื้นในระบบต่ํา จึงชวยลดปญหาการปนเปอนของเชื้อจุลินทรียที่ไมตองการ 
ได โดยเฉพาะยีสตและแบคทีเรีย ทําใหไมมีความจําเปนตองเขมงวดเรื่องการฆาเชื้อกอนทําการหมัก 
  3. เครื่องมือที่ใชไมแตกตางจากที่ใชในหองปฏิบัติการ เปนเครื่องมือแบบงายๆ และ
ไมยุงยากในการทํางาน ใชอุปกรณนอยและใชเทคโนโลยีอยางงายๆ ไมซับซอน 
  4. ไมตองเพ่ิมความชื้น และสารอาหารใหแกระบบเนื่องจากความชื้น และสารอาหาร
มีอยูอยางเพียงพอในสับสเตรท 
  5. ไมจําเปนตองมีการเพิ่มอากาศใหกับระบบ เน่ืองจากมีการไหลเวียนของอากาศ
ระหวางอนุภาคของสับสเตรท 
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  6. สามารถใชเชื้อตั้งตนในรูป spore suspension ได และไมจําเปนตองใชเชื้อตั้งตน 
ในรูปกลาชื้นปริมาณมาก 
  7. มีความเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรียที่มีลักษณะเปนเสนสาย และใชเพาะเลี้ยง
จุลินทรียที่มีการเจริญต่ํา เน่ืองจากเสนใยฉีกขาดได 
  8. ผลผลิตที่ไดจากการหมักอาจมีปริมาณสูงกวาการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว และ
อาจมีการผลิตสาร metabolite บางอยางที่แตกตางไปจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 
  9. สามารถขจัดของแข็งจากการหมักไดโดยตรง ดวยตัวทําละลายหรือทําใหอยูใน
สภาพเยือกแข็ง กอนทําการสกัด (Bhargav, et al., 2008; Singhania, et al., 2009; Pandy, et al., 
2003; Couto and Sanromon, 2006)  
 
 1.2.6 สมบัติของเชื้อจุลินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติกในอุตสาหกรรม (Vickroy, 
1985) 
  1. สามารถใชวัตถุดิบที่มีราคาถูกได และวัตถุดิบดังกลาวสามารถหาไดตลอดทั้งป 
  2. มีความตองการปริมาณไนโตรเจน วิตามิน และกรดอะมิโนนอย  
  3. สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีในสภาพที่มีอุณหภูมิสูงและคาความเปนกรดดางตํ่า 
(pH 4 - 7) ซ่ึงจะชวยลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ได 
  4. มีอัตราการเจริญตํ่า แตใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกที่สูง 
  5. สามารถผลิตกรดแลกติกไดดีในสภาพที่มีปริมาณออกซิเจนนอย และกรดแลกติก
ที่ผลิตไดควรจะเปนรูป L(+)-lactic acid  
 
 1.2.7 ลักษณะของเชื้อรา Rhizopus spp. 
  Rhizopus spp.เปนราเสนสาย จัดอยูในคลาสไซโกไมซีตีส (Zycomycetes) พบได
ทั่วไปในดิน ผัก ผลไม มูลสัตว และอาหารจําพวกแปง มีการดํารงชีวิตแบบอิสระ บางชนิดทําให
อาหารเนาเสีย แตบางชนิดสามารถนําไปใชในกระบวนการทางอุตสาหกรรมได  
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา มีลักษณะเปนเสนใยที่ไมมีผนังกั้น จะสรางผนังกั้น เฉพาะ
ตรงสวนที่จะกลายเปนสปอรแรงเจียม (sporangium) สปอรแรงจิโอฟอร (sporangiophore) เกิดขึ้นตรง
สวนที่จะสรางไรซอยด (rhizoid) สปอรแรงเจียม (sporangium) มีขนาดใหญ มีสีดํา และมีคอลัมเมลลา 
(collumella) เจริญเติบโตไดดีในอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การสืบพันธุแบบอาศัยเพศตองการ
ไมซีเลียม (mycelium) สองสายที่แตกตางกัน เม่ือนิวเคลียสมาผสมกันไดไซโกต (zygote) จะเจริญ
เปนไซโกสปอร (zycospore) ที่มีผนังหนา สีดํา และทนทานตอสภาพแวดลอม มีการสืบพันธุ 
ทั้งแบบไมอาศัยเพศ โดยการสรางสปอร เรียกวา sporangiospore และ แบบอาศัยเพศ โดยการสราง
สปอร เรียกวา zygospore (รูปที่ 4) การเจริญบนอาหาร PDA เสนใยเปนปุยสีขาวเกาะตัวกัน
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อยางหลวมๆ แลวเปลี่ยนเปนสีเทานํ้าตาลหรือสีเทาดํา เม่ือมีการสรางสปอร (รูปที่ 5) (Schipper, 
1984) 
 

 
 

รูปที่ 4 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา Rhizopus sp. ภายใตกลองจุลทรรศน  
 

 
 

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 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus sp.  
  1. สายพันธุจุลินทรีย (Microorganisms)  
   โดยทั่วไปจะตองคัดเลือกใชสายพันธุที่มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลกติกได
ปริมาณที่สูงและคงที่ ใชเวลาในการหมักสั้น และสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย และควร
เปนแหลงคารบอนที่หางาย ราคาถูก (Hofvendahl and Hahn, 2000) จากรายงานการวิจัยตางๆ 
พบวาเชื้อรา Rhizopus spp. เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดดี 
   Soccol et al. (1994) ไดคัดเลือกเชื้อรา Rhizopus spp. จํานวน 19 สายพันธุ ที่มี
ความสามารถในการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคส 100 กรัมตอลิตร พบวาเชื้อราสายพันธุ 
Rhizopus  oryzae NRRL 395 เปนสายพันธุที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 65 กรัมตอ
ลิตร 
   Yin et al. (1997) ศึกษาการผลิตกรดแลกติก จากเชื้อรา Rhizopus  oryzae 
พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 เปนเชื้อราที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด โดย 
สามารถผลิตกรดแลกติก 85 กรัมตอลิตร จากการหมักในฟลาสก และ 102 กรัมตอลิตร จากการหมัก
ในถังหมัก 
   Skory et al. (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
ภายใตสภาวะที่มีการจํากัดออกซิเจน พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 40 กรัมตอลิตร ภายใน 
70 ชั่วโมง  
   Hang (1989) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 
พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 354.8 กรัมตอกิโลกรัม ภายหลังการเพาะเลี้ยง
เปนเวลา 96 ชั่วโมง  
   Yu et al. (1989) ไดทําการศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae พบวาหลังจากเพาะเลี้ยงจนครบ 72 ชั่วโมง เชื้อราสามารถผลิตกรดไดมาก โดยสามารถ
ผลิตไดมากที่สุดเทากับ 430 กรัมตอกิโลกรัม  
   Oda et al. (2002) ไดศึกษาคัดแยกเชื้อรา Rhizopus oryzae จํานวน 38 สายพันธุ
พบวาเชื้อรา R. oryzae IFO 4707 สามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด คือ 10 มิลลิกรัมตอกรัม
เม่ือใชกากมันฝรั่งสดเปนแหลงสับสเตรท 
    2. สารอาหาร (Nutrients)  
   สารอาหารมีความจําเปนในกระบวนการหมัก โดยแหลงคารบอน, ไนโตรเจน, 
ฟอสฟอรัส, ซัลเฟอร และเกลืออ่ืนๆ มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการสราง 
ผลผลิต โดยทั่วไปเชื้อรา Rhizopus spp. มีความตองการสารอาหารนอยกวาเม่ือเทียบกับแบคทีเรีย 
(Zhang, et al., 2007) โดยความเขมขนของสารอาหารขึ้นอยูกับธรรมชาติของซับสเตรท, สายพันธุ 
และวิธีการที่ใชในการหมัก โดยสารอาหารที่ใชในการผลิตกรดแลกติก ไดแก 
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  3. แหลงคารบอน (Carbon sorce) 
   แหลงคารบอนเปนสารอาหารที่มีความจําเปนตอกระบวนการหมัก โดยคารบอน 
เปนธาตุที่มีความสําคัญในการสังเคราะหเซลลและพลังงาน ซ่ึงในกระบวนการหมักโดยทั่วไปนิยมใช
คารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน โดยประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลกติกจะขึ้นกับชนิดและความเขมขน
ของแหลงคารบอน และความบริสุทธิ์ของคารโบไฮเดรตที่ใชเปนวัตถุดิบ ดังน้ัน ในการผลิตกรด
แลกติกจะตองเลือกแหลงคารบอนที่มีความเหมาะสม ทั้งชนิดและปริมาณความเขมขน รวมถึง
ราคาตนทุน ซ่ึงตองคุมคา  
   สารตั้งตนหรือแหลงคารบอนที่เหมาะสําหรับการผลิตกรดแลกติก ไดแก นํ้าตาล
ชนิดตางๆ ทั้ง นํ้าตาลซูโครส, กลูโคส หรือ ฟรุกโตส สารจําพวกคารโบไฮเดรตอื่นๆ ซึ่งอาจเปน
ผลพลอยไดจากการเกษตร หรือจากอุตสาหกรรมอาหาร เชน แปงมันฝรั่ง, แปงขาวโพด, กากน้ําตาล 
หรือนํ้าทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตนม  
   สารตั้งตนที่นํามาใชในการผลิตกรดแลกติกอาจตองผานกระบวนการยอยสลาย
ใหไดเปนนํ้าตาลกลูโคส, มอลโทส, ซูโครส หรือ แลกโทส กอนโดยการใชเอนไซมหรือกรดบางชนดิ
ทั้งน้ีสารตั้งตนที่จะนํามาใชผลิตกรดแลกติกในระดับอุตสาหกรรมจะตองมีปริมาณมาก หาไดงาย 
และราคาถูก เพ่ือความคุมคาและประหยัดตนทุนการผลิต 
   Hang (1989) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากขาวโพดบด ดวยเชื้อ Rhizopus  
oryzae NRRL 395 พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดประมาณ 354.8 กรัมตอกิโลกรัม 
ภายหลังการเพาะเลี้ยง 96 ชั่วโมง 
   Yu et al. (1989) ไดทําการศึกษาการผลิตกรดแลกติกในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย 
ผลผลิตทางการเกษตรแตละชนิด เปนแหลงคารบอน โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae หลังจาก  
การเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง และเติมแคลเซียมคารบอเนตที่ผานการฆาเชื้อแลว 10 กรัม พบวา
เม่ือเพาะเลี้ยงตอไปจนครบ 72 ชั่วโมง เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกจากแหลงคารบอนตางๆ
ไดมากนอยตามลําดับดังน้ี คือ แปงขาว, แปงขาวโพด, แปงมันสําปะหลัง, แปงขาวบาเลย และ
แปงขาวโอ็ต มีปริมาณการผลิตกรดแลกติกเทากับ 430, 400, 340 ,280 และ 110 กรัมตอกิโลกรัม
สับสเตรท ตามลําดับ 
   Soccol et al. (1994) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชชานออยเปนแหลงคารบอน 
ของเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRU 395 พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 137 
กรัมตอลิตร  
   Yang et al. (1995) ใช xylose เปนแหลงคารบอนในการผลิตกรดแลกติก โดย
ใชเชื้อรา Rhizopus spp. พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดดี 
   Yin et al. (1997) ไดศึกษาอิทธิพลความเขมขนของสับสเตรทตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 พบวาเม่ือใชแปงขาวโพดที่ถูกยอยบางสวนดวย
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กรดไฮโดรคลอริก หรือเอนไซมแอลฟาอะไมเลสที่มีความเขมขน 120 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน
ใหกับเชื้อรา พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงถึง 98.2 กรัมตอลิตร ภายในเวลา 72 ชั่วโมง 
   Du et al. (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากน้ําตาลกลูโคส โดยใช 
Rhizopus oryzae ATCC 5231 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกที่มีความเขมขน 69 กรัมตอลิตร 
จากน้ําตาลกลูโคสเริ่มตน 78 กรัมตอลิตร       
   Zhou et al., (1999) ศึกษาผลของสารอาหารที่เหมาะสมตอการผลิต L(+)-lactic 
acid โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 5231 จากการทดลองในฟลาสกเขยา พบวาองคประกอบ
อาหารที่เหมาะสม มีผลตอการเพ่ิมอัตราการผลิตกรดแลกติก เชนเดียวกับการการควบคุมอากาศ
ที่เหมาะสม พบวาชวยใหอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงขึ้น โดยอัตราการผลิตกรดแลกติกสูงสุดที่ 
2.58 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง จากความเขมขนนํ้าตาลเริ่มตน 94 กรัมตอลิตร และไดปริมาณกรด
แลกติกที่มีความเขมขน 83 กรัมตอลิตร หลังจากการหมักเปนเวลา 32 ชั่วโมง 
   Naranong and Poocharoen (2001) ศึกษาการผลิตแลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae NRRL 395 จากแปงมันสําปะหลัง พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุดเทากับ 68.32 
กรัมตอลิตร  
   Oda et al. (2002) ศึกษาการผลิตกรดแลคติกโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
จากกากมันฝรั่ง พบวาจาก 38 สายพันธุ ของเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวา เม่ือหมักเปนเวลา 
6 วัน Rhizopus oryzae IFO 4707 เปนสายพันธุที่มีคาพีเอชลดลงอยางรวดเร็วที่สุด และพบวา
เชื้อราสามารถหลั่งเอนไซมยอยแปงอยางมีประสิทธิภาพ    
   Miura et al., (2003) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากซังขาวโพด พบวา Rhizopus 
MK - 96 - 1196 สามารถผลิตกรดแลกติกได 100 กรัมตอลิตร   
   Ruengrunglikit and Hang (2003) ศึกษาการผลิต L(+) –lactic acid จากซัง
ขาวโพด โดย Rhyzopus oryzae NRRL–395 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 299.4 กรัมตอ
กิโลกรัมของซังขาวโพดแหง หลังจากการหมักเปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
และเติม 0.2 กรัมตอ 100 มิลลิลิตรแคลเซียมคารบอเนต 
   Bulut et al. (2004) ศึกษาผลของแหลงคารบอนที่แตกตางกันในการผลิตกรดแลกติ
กของเชื้อรา Rhizopus oryzae และใชนํ้าตาลกลูโคส, นํ้าตาลซูโครส, กากน้ําตาล และรําขาวสาลี
เปนซับสเตรท พบวาเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกสูงสุดเม่ือเติมนํ้าตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร 
เปนแหลงคารบอนเพียงอยางเดียวในอาหาร และพบวารําขาวสาลีเปนสารอาหารที่ไมเหมาะสม
สําหรับการหมักในครั้งน้ี   
   John et al. (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกโดยใชชานออยและกากมันสําปะหลัง
เปนวัตถุดิบ พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 249 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท 
   Maas et al. (2006) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากไซโลส โดยใชเชื้อรา Rhizopus 
oryzae พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดระหวาง 0.41 และ 0.71 กรัมตอกรัม และยังพบวาการเจริญ 



17 

เติบโตของ Rhizopus oryzae CBS 112.07 ในอาหารที่มีความเขมขนของไซโลสเริ่มตน สูงกวา 
40 กรัมตอลิตร มีผลตอการใชสับเสตรทและอัตราการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา 
   Zhang et al., (2007) ศึกษาผลการผลิตกรดแลกติกโดย Rhizopus arrhizus 
โดยใชแปงมันฝรั่งเปนสับสเตรท พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 36.4 กรัมตอลิตร ภายใน 
เวลา 32 ชั่วโมง 
  4. แหลงไนโตรเจน (Nitrogen source) 
   แหลงของไนโตรเจนมีความจําเปนตอการสังเคราะหกรดอะมิโน,พิวรีน,ไพริมิดีน 
คารโบไฮเดรต และไขมันบางชนิด ตัวอยางของแหลงไนโตรเจน ที่เปนเกลืออนินทรีย ไดแก 
แอมโมเนียมซัลเฟต และแอมโมเนียมไนเตรท สวนที่เปนสารอินทรีย ไดแก peptone, yeast extract 
และ corn steep liquor เปนตน โดยแอมโมเนียมซัลเฟต จัดเปนแหลงไนโตรเจนที่มีการใชอยาง
แพรหลายมากที่สุด มีการรายงานเกี่ยวกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต ที่ใชในการหมัก
กรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus spp. ในงานวิจัยตางๆ อยูที่ระหวาง 1.0-4.0 กรัมตอลิตร (Yu 
and Hang,1989; Soccol, et al., 1994; Yin, et al., 1997; Zhou, et al., 1999) และทั้งน้ีเน่ืองจาก
เชื้อราสามารถใชแหลงอนินทรียไนโตรเจนในรูปแอมโมเนีย ไดดีกวารูปไนเตรต เชื้อราบางชนิด
ใชแหลงไนโตรเจนในรูปแอมโมเนียหรืออินทรียไนโตรเจน แตจะไมใชในรูปไนเตรต เชน Absidia sp., 
Mucor sp., R. nigricans และ R. oryzae เปนตน เพราะเกลือไนเตรตอาจมีผลตอการเกิดสภาวะ
เปนดางในอาหารทําใหคาพีเอชสูงขึ้น ในการผลิตกรดแลกติกแอมโมเนียมซัลเฟต ถือวาเปนแหลง 
ไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมมากกวา แอมโมเนียมไนเตรต,ยูเรีย, peptone, yeast extract และ 
corn steep liquor (Yin et al., 1997; Zhou et al., 1999)  
   Yin et al. (1997) ศึกษาอิทธิพลความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสม
สําหรับใชเปนแหลงไนโตรเจนในการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae NRRL 395 
พบวาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสม คือ 1.35 กรัมตอลิตร และพบวาถาปริมาณ
ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตนอยกวา1.35 กรัมตอลิตร มีผลทําใหการเจริญและปริมาณ
การผลิตกรดแลกติกของเชื้อราลดลง  
   ในขณะที่ Zhou et al. (1999) พบวาแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําตาลกลูโคส
เปนแหลงคารบอน คือ แอมโมเนียมซัลเฟตที่ความเขมขน 0.10 กรัมตอลิตร โดยสามารถผลิต
กรดแลกติกไดเทากับ 56.8 กรัมตอลิตร ภายใตสภาวะการหมักในถังหมักแบบ bubble column 
เปนเวลา 47 ชั่วโมง 
   Tay and Yang (2000) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดที่ผานการยอย 
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ที่ตรึงบน cotton fiber พบวาแหลงไนโตรเจนที่มีความเหมาะสม
ตอการผลิตกรดแลกติก คือ แอมโมเนียมซัลเฟตที่มีความเขมขน 0.30 กรัมตอลิตร ซ่ึงใหปริมาณ
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กรดแลกติกเทากับ 69 เปอรเซ็นตของปริมาณสับสเตรทที่ถูกใชไป และคิดเปนอัตราการผลิต
กรดแลกติกเทากับ 0.81 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
   ในขณะที่ Zhang et al. (2007) ไดรายงานผลของแหลงไนโตรเจนตอผลิตกรด
แลกติกของเชื้อรา Rhizopus arrhizus โดยใชแปงมันฝรั่งเปนสับสเตรท แหลงไนโตรเจนตางๆ
ไดแก แอมโมเนียมซัลเฟต, แอมโมเนียมไนเตรท, ยูเรีย, yeast extract และ peptone โดยประเมิน
รวมกับอัตราสวนตางๆ ของคารบอนไนโตรเจน (C:N) พบวาอาหารหมักที่ประกอบดวย C:N ratio 
ต่ําจะชวยเพิ่มการผลิตกรดแลกติก, ชีวมวล และเอทานอล ในขณะที่ C:N ratio สูง จะผลิตกรด
ฟูมาริค และจากแหลงไนโตรเจนทั้งหมด พบวา แอมโมเนียมไนเตรทเปนแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม
ที่สุด โดยสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 36.4 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปน 91เปอรเซ็นต จาก
การใชแอมโมเนียมไนเตรท 0.909 กรัมตอลิตร เปนเวลา 32 ชั่วโมง 
  5. เกลืออนินทรีย  
   เกลืออนินทรียที่ใชในการผลิตกรดแลกติกสวนใหญ คือ KH2PO4, MgSO4, ZnSO4 
และ Fe2(SO4)3 โดยทั่วไปจะใช KH2PO4 ประมาณ 0.15-0.60 กรัมตอลิตร, MgSO4 7H2O 
ประมาณ 0.15-0.75 กรัมตอลิตร, และ ZnSO4.7H2O ประมาณ 0.04-0.09 กรัมตอลิตร สําหรับ
ความจําเปนของ Fe2(SO4) 3 สําหรับการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus spp. ถือวาต่ํามาก 
คือ ประมาณ 0.01 กรัมตอลิตร ซ่ึง Zhou et al. (1999) กลาววา Fe2+ ไมจําเปนในการหมักของ
เชื้อ  Rhizopus oryzae ในขณะที่ Wang et al. (2005) รายงานวาการเพิ่มระดับของ phosphate จาก 
0.1 ถึง 0.6 กรัมตอลิตร ของ KH2PO4 ทําใหสามารถผลิตกรดแลกติกที่มีความเขมขนสูงสุด
ประมาณ 85-71 กรัมตอลิตร สวน Zhou et al. (1999) พบวาการเพิ่มความเขมขนของฟอสเฟต
จาก 0.2 ถึง 0.6 กรัมตอลิตร ของ KH2PO4 มีผลเพียงเล็กนอยตอการผลิตกรดแลกติก   
   วิเชียรและคณะ (2544) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae 
DMKU12 จากแปงมันสําปะหลัง พบวาเม่ือเติม KH2PO4 เขมขน 0.3-1.2 กรัมตอลิตร เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติก ไดเทากับ 67.7-69.2 กรัมตอลิตร และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของ KH2PO4 
มากกวานี้ก็ไมทําใหการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นแตอยางใด แตพบวาการเพิ่มความเขมขน 

KH2PO4 ทําใหการผลิตเอธิลแอลกอฮอลเพ่ิมขึ้น เม่ือศึกษาผลของการเติม MgSO4 7H2O ตอ

การผลิตกรดแลกติกนั้น พบวาความเขมขนของ MgSO4.7H2O ระหวาง 0-0.75 กรัมตอลิตร ไม
มีผลทําใหการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราแตกตางกัน คือ เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกได
เทากับ 92-95 กรัมตอลิตร และพบวาปริมาณ ZnSO47H2O ความเขมขน 0.04 กรัมตอลิตร มี
ผลใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 98.9 กรัมตอลิตร และเม่ือใชความเขมขนของ 
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ZnSO47H2O นอยกวาหรือมากกวานี้มีผลทําใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกลดลง  
   วิเชียรและคณะ (2548) ศึกษาองคประกอบของอาหารที่เหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกจากแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลวดวยเอนไซมแอลฟาอะมัยเลส โดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae DMKU12 ในระดับฟลาสกเขยา พบวาการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นเม่ือความเขมขนของ
สับสเตรตเพิ่มขึ้นจนถึงความเขมขน 186 กรัมตอลิตร เกลือแอมโมเนียมชัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน
ที่มีความจําเปนตอการผลิตกรดแลกติก โดยพบวาที่ความเขมขนระหวาง 3.2-6.4 กรัมตอลิตร
ใหผลผลิตสูงสุด แคลเซียมคารบอเนตมีบทบาทสําคัญตอการผลิตกรดแลกติก เน่ืองจากแคลเซียม
ไปชวยปรับคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อใหสูงขึ้น ซ่ึงมีผลทําใหเชื้อสามารถผลิตเอนไซมกลูโคอะมัยเลส 
การเติมแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน 40-50 กรัมตอลิตร ทําใหเชื้อราผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด 
การเติมโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และซิงคซัลเฟตมีผลตอการผลิตกรดแลกติก สวน
แมกนีเซียมซัลเฟตไมมีผล จากการวิเคราะหดวยเอนไซม L-lactate dehydrogenase พบวา
กรดแลกติกที่เชื้อราผลิตได อยูในรูป L (+) –lactic acid โดยเชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกได 
100 กรัมตอลิตร ในอาหารที่ประกอบดวยแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลว 174 กรัมตอลิตร แอมโมเนยีม
ซัลเฟต 3.2 กรัมตอลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.3 กรัมตอลิตร ซิงคซัลเฟต 0.04 
กรัมตอลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 0.75 กรัมตอลิตร และแคลเซียมคารบอเนต 50 กรัมตอลิตร 
เม่ือเพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง บนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง 
   Zhou et al. (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคสของเชื้อรา 
Rhizopus oryzae ATCC 52311 พบวาความเขมขนของ KH2PO4 ประมาณ 1.50-12 มิลลิโมล 
ไมมีผลทําใหการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรามีปริมาณที่แตกตางกัน และพบวาที่ระดับความเขมขน
ของ KH2PO4 เทากับ 1.53, 4.5 7.5 และ 12 มิลลิโมล เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกเทากับ 
60.5, 62.5, 62.2 และ 60.3 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และพบวาถาไมมีการเติม KH2PO4 มีผลทํา
ใหการงอกของสปอรและการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราลดลง  
  6. คาความเปนกรดดาง (pH) 
   การผลิตกรดแลกติกในกระบวนการหมักจากเชื้อจุลินทรียจําเปนตองมีการควบคุม
คาพีเอชใหอยูในสภาพที่เหมาะสมตอการเจริญ ซ่ึงจะมีผลตอการผลิตกรดแลกติก โดยทั่วๆ ไป
นิยมใชผงแคลเซียมคารบอเนตเปนสารปรับพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
   Yu and Hang (1989) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงมันสําปะหลังและแปงขาวเปนสับสเตรท พบวาเม่ือมีการเติมแคลเซียม
คารบอเนตเขมขน 10 กรัมตอลิตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ชนิด ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
24 ชั่วโมง การเติมแคลเซียมคารบอเนตมีผลตออัตราการใชสับสเตรทและปริมาณกรดแลกติกที่
เพ่ิมขึ้น คืออในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอน มีอัตราการใชสับสเตรท
เพ่ิมขึ้น 200 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท และปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้น 180 กรัมตอกิโลกรัม
สับสเตรท ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอน อัตราการใชสับสเตรทเพิ่มขึ้น 
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350 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท และปริมาณกรดแลกติกเพิ่มขึ้น 300 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท 
เม่ือเปรียบเทียบกับสภาวะที่ไมเติมแคลเซียมคารบอเนต ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 72 ชั่วโมง 
   Dominguez and Vazquez (1999) ศึกษาผลการเติมแคลเซียมคารบอเนต ที่
ความเขมขนและระยะเวลาที่แตกตางกัน ในการเพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 
52311 พบวาเม่ือมีการเติมแคลเซียมคารบอเนต 5 เปอรเซ็นต ของปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่เวลา 
0 ชั่วโมง และเติมแคลเซียมคารบอเนต 3 เปอรเซ็นตของปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ ในแตละชวง
ระยะเวลาที่แตกตางกัน คือ 24, 36, 48 และ 60 ชั่วโมง พบวาการเติมแคลเซียมคารบอเนต
ลักษณะดังกลาวมีผลทําใหสามารถผลิตกรดแลกติกไดสูงสุด คือ 67.5 กรัมตอลิตร จากปริมาณ
น้ําตาลกลูโคส 150 กรัมตอลิตร ภายหลังการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 96 ชั่วโมง 
   ในการผลิตกรดแลกติก ผลของคา pH เปนปจจัยที่สําคัญอยางหนึ่งที่มีผลตอปริมาณ
กรดแลกติกที่ผลิตได โดยทั่วไปคา pH จะอยูในชวง 5.0-6.0 (Huang, et al., 2003)   
   ธนภูมิ และคณะ (2551) ศึกษาผลของคาพีเอชตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา 
Rhizopus oryzae KPS 106 ในถังหมักแบบลอยตัวขนาด 3 ลิตร โดยใชวิธีพ้ืนผิวตอบสนองจาก
การทดลองแบบ central composite design ของ 2 ปจจัย 3 ระดับ ในการหาคาพารามิเตอรที่ดี
ที่สุด จากสมการควอดราติก กําลังสองและวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง พบวาคาpH ที่เหมาะสมเทากับ 
5.85 โดยใหกรดแลกติก เทากับ 89.37 กรัมตอลิตร ภายหลังการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมง ซ่ึงคิด
เปนประสิทธิภาพการแปรผันเปนกรดแลกติกเทากับ 1.08  
   วิเชียร และคณะ (2548) พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae KPS 106 สามารถ
ผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุด คือ 95.9 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปนคา Yp/s เทากับ 0.75 เม่ือควบคุมคา 
pH ตลอดการหมักใหมีคาเทากับ 7  
   Yang et al. (1995) พบวาการผลิตกรดแลกติก เอทานอล และกรดฟูมาริคจะลดลง
เม่ือคาพีเอชลดลงจาก 6.0-4.0  ในขณะที่ MiuraI et al., (2003) พบวา คาpH เริ่มตน ที่ 4.5 เชื้อรา  
Rhizopus spp. MK - 96 - 1196 สามารถผลิตกรดแลกติกได 100 กรัมตอลิตร  
   Neutralizingagents ตัวอยางเชน แคลเซียมคารบอเนต, โซเดียมคารบอเนต และ
โซเดียมไฮดรอกไซด ถูกใชเพ่ือเปนตัวควบคุมระดับของคาคาpH ในระหวางการหมกั โดย Neutralizing 
agents ที่นิยมใชมากที่สุด คือ แคลเซียมคารบอเนต (Oda, et al., 2002; Yin, et al., 1997; Yu 
and Hang, 1989; Zhou, et al., 1999)  
   Hang (1989) พบวาเม่ือมีการใชแคลเซียมคารบอเนตเปนสารปรับคา pH ใน
การผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ในปริมาณที่มาก แนวโนมของการผลิตกรด
แลกติกก็จะมากขึ้นตามไปดวย 
   Dominguez and Vazquez (1999) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากนํ้าตาลกลูโคส 
โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 พบวา คา pH เริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3.5-6 ไมมี
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ผลตอการผลิตกรดแลกติก โดยชวงคา pH ดังกลาวใหปริมาณกรดแลกติกระหวาง 69.9-72.1 
กรัมตอลิตร และพบวาที่ชวงคาpH น้ีเชื้อรามีลักษณะการเจริญที่คลายคลึงกัน 
    Tay and Yang (2000) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดที่
ผานการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ATCC 52311 ที่ถูกตรึง
บน cotton fiber ภายในถังหมักแบบ fibrous bed bioreactor พบวาคา pH มีผลตอการผลิต
กรดแลกติก คือ ที่คา pH เทากับ 4 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 0.037 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง ในขณะที่คา pH เทากับ 5 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติก เทากับ 0.56 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
และที่คาpH เทากับ 6 ใหอัตราการผลิตกรดแลกติกเทากับ 0.80 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
  7. อุณหภูมิ  
   อุณหภูมิเปนปจจัยที่มีความสําคัญตอการผลิตกรดแลกติก โดยเชื้อรา Rhizopus 
oryzae สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติกไดปริมาณสูงที่สุด เม่ือใชกลูโคสเปนสับสเตรท (Lockwood, et al., 1979) 
   สุภัตรา และคณะ (2548) ทําการแยกและคัดเลือกเชื้อ Rhizopus spp.จากตัวอยาง
ลูกแปงและผลิตภัณฑที่ไดจากลูกแปงที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดปริมาณสูง โดยอาศัยหลักการ
เปลี่ยนสีของ brom cresol ที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแปงละลายน้ําเปนแหลงอาหาร พบวา
เชื้อ Rhizopus spp.จํานวน 29 สายพันธุ มี 8 สายพันธุ ที่สามารถผลิตกรดแลกติกไดดี ที่ 30 
องศาเซลเซียส และจากจํานวนนี้มี 6 สายพันธุ ที่ยังคงสรางกรดไดดีที่ 40 องศาเซลเซียส เม่ือทดสอบ
ความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย พบวากรดอินทรยที่ผลิตจากเชื้อราที่ทดสอบสวนใหญเปน
กรดอะซิติคและแลกติก โดยสายพันธุที่ผลิตกรดแลกติกไดสูงที่สุดคือ Rhizopus spp. สายพันธุ 
MKU ซ่ึงผลิตได 0.79 เปอรเซนตภายหลังเพาะเลี้ยงเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
   สุขใจและศิริประภา (2549) ศึกษาการเพิ่มผลผลิตกรดแลกติกจากเวยโดยใชเชื้อ 
Lactobacillus casei TISTR 1341 พบวา สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก คือ ความเขมขน
ของเวย รอยละ 90 (ปริมาตรตอปริมาตร) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การผลิตกรดแลกติกใน 
ฟลาสกขนาด 2 ลิตร พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 6.51 กรัมตอลิตร ที่ชั่วโมง 72 ผลผลิต
กรดแลกติก 0.195 กรัมตอกรัมของซับสเตรต อัตราการผลิตกรดแลกติก 0.090 กรัมตอลิตรตอ
ชั่วโมง การผลิตกรดแลกติกในถังหมักขนาด 2 ลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส กวนใบพัด
อัตราความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที ควบคุมคาพีเอชที่ 6.5 พบวาสามารถผลิตกรดแลกติกได 
8.16 กรัมตอลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมงผลผลิตกรดแลกติก 0.212 กรัมตอกรัมของซับสเตรต และ 
อัตราการผลิตกรดแลกติก 0.170 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง 
   Yu and Hang (1989) พบวาเชื้อรา Rhizopus oryzae สามารถผลิตแลกติก ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชแปงขาวโพดเปนแหลงคารบอนไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 445 กรัมตอกิโลกรัมสับสเตรท ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
96 ชั่วโมง 
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   Huang et al. (2003) พบวา Rhizopus arrhizus DAR 36017 สามารถเจริญ 
เติบโตไดดีที่อุณหภูมิ 22-38 องศาเซลเซียส ความเขมขนของกรดแลกติกที่ไดจะมีระดับสูงที่สุด
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อยางไรก็ตาม Liu et al. (2005) พบวาที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส 
เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดแลกติกจากมันฝรั่งโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae 
NRRL 395 ทั้งน้ีในงานวิจัยโดยทั่วไป อุณหภูมิที่ใชในการหมักจะอยูในชวง 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. ลักษณะและรูปรางของเชื้อ 
   ปญหาที่สําคัญอยางหนึ่งของการใชเชื้อราในกระบวนการหมัก คือ รูปรางของเสนใย 
เน่ืองจากเชื้อรามีเสนใยที่เจริญไดหลายรูปแบบ โดยบางรูปแบบชวยสงเสริมการผลิตกรดแลกติก 
ตัวอยางเชน รูป pellet และ รูป flocs แตบางรูปแบบก็กอใหเกิดปญหาในกระบวนการหมัก ซ่ึง
รูปรางที่กอใหเกิดปญหามากที่สุด คือ รูป clump เน่ืองจากมีการเจริญเปนกลุมกอน จึงทําใหพ้ืนที่ 
การถายเทออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อกับเซลลลดลง ดังนั้นการควบคุมรูปรางของเชื้อรา  Rhizopus 
oryzae จึงมีความจําเปน  
   Du et al. (1998) พบวาลักษณะของเสนใยเชื้อรา Rhizopus  oryzae ที่เพาะเลี้ยง
แบบ batch ในถังหมักแบบ bubble column fermentor น้ันมี 2 แบบ คือ filamentous และ pellet 
ซ่ึงการเกิดลักษณะรูปรางของเสนใยแบบใดนั้น ขึ้นกับคาความเปนกรดดางเร่ิมตนและการเติม
แคลเซียมคารบอเนต เม่ือคาความเปนกรดดางในอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมตนเทากับ 5.5 เสนใยของ
เชื้อราเจริญเปนแบบ filamentous และสามารถผลิตกรดแลกติกไดเทากับ 62.5 กรัมตอลิตร คิด
เปนอัตราการผลิต เทากับ 1.46 กรัมตอชั่วโมงตอกรัม ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 27 ชั่วโมง 
สวนอาหารที่มีคาความเปนกรดดาง เทากับ 2 เสนใยของเช้ือราเจริญเปนแบบ pellet ใหปริมาณ
การผลิตกรดแลกติกเทากับ 66 กรัมตอลิตร คิดเปนอัตราการผลิตเทากับ 1.53 กรัมตอชั่วโมงตอ
กรัม ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 43 ชั่วโมง โดยสาเหตุที่เสนใยของเชื้อราแบบ pellet ใช
ระยะเวลาการหมักนานกวาเสนใยแบบ filamentous เน่ืองจากชวงระยะ lag phase ของการเกิด
รูปรางเสนใยแบบ pellet ใชเวลานานกวา โดยใชระยะเวลา 21 ชั่วโมง ในขณะที่รูปรางแบบ 
filamentous มีระยะ lag phase เพียง 10 ชั่วโมง 
   Park et al. (1998) ไดศึกษาการใชเชื้อรา Rhizopus oryzae ที่มีรูปราง mycelial 
cotton like flocs โดยใช mineral support และ polyethylene oxide เปนตัวชวยรักษารูปราง 
เชื้อเร่ิมตนในการผลิตกรดแลกติกในถังหมักแบบ air lift bioreactor โดยใชน้ําตาลกลูโคส 120 
กรัมตอลิตร เปนสับสเตรท พบวาใหผลผลิตกรดแลกติก เทากับ 104.6 กรัมตอลิตร โดยใชระยะ 
เวลาในการหมัก 60 ชั่วโมง 
   Yin et al. (1998) ไดศึกษาอิทธิพลความเขมขนของสปอรตอรูปรางของเชื้อรา
Rhizopus oryzae ในระดับฟลาสกเขยา โดยมีอาหารเลี้ยงเชื้อ preculture medium ที่ประกอบดวย 
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น้ําตาลกลูโคส และแปงขาวโพด เปนสับเตรทเขมขนอยางละ 50 กรัมตอลิตร เม่ือเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 18 ชั่วโมง พบวาการใชสปอรเริ่มตน 2 x 103 – 2 x 105 สปอรตอมิลลิลิตร มีผลทําใหเสนใย
เจริญและมีรูปรางแบบ fluffy mycelia ขณะที่ระดับความเขมขน 2 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร เสนใย
มีรูปรางเปน pellet เม่ือนําเชื้อราที่มีรูปรางตาง ๆ กันไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ production 
medium ที่มีแปงขาวโพด 120 กรัมตอลิตร ที่ผานการยอยดวยเอนไซมแอลฟาอะไมเลสเปนแหลง
คารบอนพบวารูปรางที่เชื้อรา แบบ pellet ใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกสูงที่สุด คือ 98.2 กรัม
ตอลิตร ซ่ึงคิดเปน Yp/s เทากับ 0.82 ในขณะที่เชื้อราที่มีรูปรางแบบ fluffy mycelia ใหปริมาณ
กรดแลกติกอยูในชวงระหวาง 75.2-85.7 กรัมตอลิตร ซ่ึงคิดเปน Yp/s เทากับ 0.63-0.71 
  9. ปริมาณเชื้อเริ่มตน 
   ปริมาณเชื้อเร่ิมตนมีผลตอรูปรางของเซลลและความสามารถการผลิตกรดแลกติก 
ของเชื้อรา Rhizopus oryzae เพราะรูปรางของเชื้อรามีผลตอการถายเทอากาศในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ซ่ึงมีผลทําใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกเพิ่มขึ้นหรือลดลงได 
   Yu and Hang (1989) พบวาขนาดของเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสมตอการผลิตกรด
แลกติกโดยเชื้อรา Rhizopus  oryzae คือ 1 x 107- 3 x 107 สปอรตอมิลลิลิตร ถึงแมวาปริมาณเชื้อ
เริ่มตนเพ่ิมขึ้น ก็ไมมีผลทําใหปริมาณการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราเพิ่มมากขึ้น 
   Dominguez and Vazquez (1999) ไดศึกษาความเขมขนของสปอรเร่ิมตนของ
เชื้อรา 
   Rhizopus oryzae ATCC 52311 ตอการผลิตกรดแลกติก พบวาเม่ือใชความเขมขน
ของสปอรเริ่มตนที่ตํ่า (สปอรเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร) เชื้อรา
สามารถผลิตกรดแลกติก เทากับ 60.4 กรัมตอลิตร ภายหลังจากการหมัก 120 ชั่วโมง และเม่ือ
ใชความเขมขนของสปอรที่สูงขึ้น (สปอรเขมขน 1 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2.0 มิลลิลิตร) 
เชื้อราสามารถผลิตกรดแลกติกไดเพ่ิมขึ้นเปน 70.8 กรัมตอลิตร ภายหลังจากการหมักเปนเวลา 
94 ชั่วโมง โดยใชน้ําตาลเริ่มตน เทากับ 120 กรัมตอลิตร 
 
1.3 วัตถุประสงค (Objectives)  
 
 1.3.1 แยกและคัดเลือกเชื้อราจากเศษวัสดุเหลือทิ้ง (กาก เปลือก รากของมันสําปะหลังและดิน) 
ที่อยูภายในและรอบๆ โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลัง และจากบริเวณไรมันสําปะหลัง ของเกษตรกร 
ภายใน จ.นครราชสีมา และพ้ืนที่อ่ืนๆ ในภาคใต จํานวน 36 ตัวอยาง 
 1.3.2 หาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อราที่แยกไดโดยใช แปงและเปลือก 
มันสําปะหลังเปนวัตถุดิบในการหมัก โดยการหมักแบบแข็ง (solid state fermentation)  
 1.3.2 การหมักใหไดกรดแลกติกในระดับหองปฏิบัติการ ดวยวิธีการหมักในถุงพลาสติกทน
รอนในรูปของแข็ง (solid state fermentation) โดยใชแปงและเปลือกมันสําปะหลัง เปนวัสดุหมัก 



บทที่ 2 
วัสดุอุปกรณและวิธีการ 

 
2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
            
  อาหารเลี้ยงเชื้อ             บริษัทผูผลิต 
  1. Potato dextrose agar Difco 
  2. Cassava starch agar      
 
2.2 สารเคมี  
 
  สารเคม ี              บริษัทผูผลิต 
  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 
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2.3 วัสดุอุปกรณ 
 
 วัสดุอุปกรณ    ยี่หอ/รุน 
 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. กลองจุลทรรศน   Olympus 
 29. กลองถายรูป   Samsung 
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2.3 วัสดุอุปกรณ 
 
 วัสดุอุปกรณ (ตอ)   ยี่หอ/รุน 
 30. กระดาษกรอง   Whatman 
 31. เครื่องชั่งสาร   Mettler Toledo 
 32. แทงแกวคน   - 
 33. แทงแกวรูปตวัว ี   - 
 34. นํ้ากลั่น -  
 35. แปงมันสําปะหลัง  ชางสามเศียร 
 36. มีดตัดวุน    - 
 
2.4  เชื้อราทีใ่ชอางอิง (reference strain)                                                                                 
 1. Rhizopus oryzae TISTR 3535 จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
 
2.5 วิธีดําเนินการ (Method) 
 
 ในการวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือแยกเชื้อราที่ผลิตกรดแลกติก เน่ืองจากการใชเชื้อรามีขอดี 
ตางๆ ตามที่ไดกลาวไว เม่ือไดเชื้อราที่ดีแลว ไดนํามาทดลองหมักใหไดกรดแลกติกในระดับหอง 
ปฏิบัติการ โดยใชเปลือกมันสําปะหลังเปนวัสดุหมักในรูปของแข็ง (solid state fermentation) 
โดยปฏิบัติ ดังน้ี   
 
   2.5.1 การเก็บตัวอยางและการแยกเชื้อรา 
  เก็บตัวอยาง กาก เปลือก และรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดินที่อยูภายใน และรอบๆ 
โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังและจากบริเวณไรมันสําปะหลังของเกษตรกรภายใน จ.นครราชสีมา 
และพ้ืนที่อ่ืนๆ ในภาคใต จํานวน 36 ตัวอยาง โดยการใชชอนปราศจากเชื้อตักตัวอยางประมาณ 
10 g ใสในถุงพลาสติกที่ปราศจากเชื้อปดปากถุง แลวนําใสกลองที่มีฝาปดมิดชิด นําตัวอยาง
กลับสูหองปฏิบัติการ โดยเก็บไวที่อุณหภูมิหอง  
 
 2.5.2 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
  เตรียมอาหาร Cassava starch agar ซ่ึงดัดแปลงจากวิธีของ Yin และคณะ (1997) 
โดยใชแปงมันสําปะหลังแทนแปงขาวโพด และไมมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส โดยสวนประกอบของ
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อาหารมีดังน้ี (g/l) แปงมันสําปะหลัง 50 g, (NH4)2SO4 3 g,KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 
0.15 g, ZnSO4.7H2O 0.04 g, ผงวุน 15 g ผสมสวนประกอบของอาหารจนเขากัน ปรับ
ปริมาตรใหได 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น ปรับ pH ใหได 5.5 ดวย 1% sterile calcium carbonate 
จากนั้นนําเขาไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
 
 2.5.3 การแยกเชื้อรา  
  ชั่งตัวอยาง 10 g ใสในฟลาสกที่มี 0.85% NaCl ที่ผานการฆาเชื้อ ปริมาตร 90 ml 
จะไดความเจือจาง 10-1 ทําการเจือจางจนถึงระดับ 10-6  จากนั้นเลือกระดับความเจือจางที่ 10-4-
10-6 เน่ืองจากเปนระดับความเจือจางที่มีปริมาณเชื้อไมมากหรือนอยเกินไป โดยดูดตัวอยางมา 
0.1 ml  spread plate ลงในอาหาร cassava starch agar  ที่เตรียมตามวิธีขอ 2.5.2 เกลี่ยเชื้อ
ใหทั่วผิวหนาอาหาร โดยทํา 2 ซํ้าของแตละระดับความเจือจาง นําไปบมที่อุณหภูมิ 28-30 oC 
เปนเวลา 3-5 วัน โดยวางจานแบบหงายขึ้นคัดเลือกเชื้อรา โดยดูจากลักษณะของโคโลนีที่คาด
วาจะเปน Rhizopus spp. ซ่ึงจะมีลักษณะของโคโลนีที่มีเสนใยขาวฟู สปอรมีสีดํา-นํ้าตาลเจริญดี
และรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง นําเชื้อราที่คัดเลือกไดมาทําใหบริสุทธิ์และเก็บในอาหาร PDA 
slant เพ่ือศึกษาตอไป 
 
 2.5.4 การเทียบเคียงชนิดของเชื้อราที่คัดเลือกได 
  2.5.4.1 การเทียบเคียงเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   นําเชื้อราที่คัดเลือกไดมาทํา slide culture ตามวิธีของ Riddell (1950) 
โดยการใชใบมีดที่ปราศจากเชื้อมาตัดวุน PDA เปนชิ้นเล็กๆ เปนรูปลูกบาศกขนาดประมาณ 1 
ลูกบาศกเซนติเมตร ยายชิ้น PDA วางตรงกลางแผนสไลด ใชเข็มที่ผานการลนไฟฆาเชื้อเขี่ยเชื้อรา
ที่เตรียมไวไปแตะตรงขอบของชิ้น PDA ทั้ง 4 ดาน ใชปากคีบ คีบ coverslip จุมแอลกอฮอล 95 % 
ลนไฟ ปลอยไวใหเย็น ปดทับบนแผนวุน จากนั้นใสนํ้ากลั่นที่ปราศจากเชื้อลงไปในจานเล็กนอย
เพ่ือไมใหวุนแหง ระวังอยาใหนํ้าลนถึงแผนสไลด และบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2-4 วัน จากนั้น
ดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของรา โดยทําการหยด lactophenol cutton blue ลงตรงกลางแผนสไลด 
ยายแผนปดสไลดจากที่เลี้ยงเชื้อไว มาปดทับลงบนแผนสไลดน้ัน จากนั้นจึงคีบเอาชิ้น PDA ที่มี
เชื้อราเจริญอยูออก แลวหยด lactophenol cutton blue ลงไป จากนั้นนําแผนปดสไลดแผนใหม
ปดทับลงไป แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา โดยดูลักษณะตางๆทางสัณฐาน
วิทยาของรา ทั้ง macroscopic morphology และ microscopic morphology เพ่ือใชเปนขอมูลใน
การเทียบเคียงชนิดของเชื้อราในเบื้องตน โดยเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 
จากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย เพ่ือใชเปนสายพันธุ
อางอิง Reference strain (RS) 
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  2.5.4.2 การเทียบเคียงเชื้อราระดับชนิด 
   การศึกษาทางชีวโมเลกุลเพ่ือเทียบเคียงเช้ือราระดับชนิดของไอโซเลตที่
คัดเลือกได (C035) ทําโดยการสงตัวอยางเพ่ือหาลําดับดีเอ็นเอที่หองปฏิบัติการ Group of plant- 
microbe interactions, Institute of Plant Science and Resources (IPSR) Okayama university 
ประเทศญี่ปุน โดยทําการเพิ่ม rDNAบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ตําแหนง ITS1 
- 5.8S – ITS2 ดวยคูไพรเมอร ITS1 และ ITS4 โดยเทคนิคพีซีอาร นําปริมาตรสารทั้งหมดที่ใช
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใสในเครื่องพีซีอาร โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิขั้นตางๆ ที่ใช ดังน้ี ขั้นตอน 
Denaturation อุณหภูมิ 96oC 10 วินาที, ขั้นตอน Annealing อุณหภูมิ 50oC 5 วินาที, ขั้นตอน 
Extention อุณหภูมิ 60oC 4 นาที รวมทั้งหมด 25 รอบ จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารที่ได ไปตรวจ
ผลการทําปฏิกิริยาโดยใชเทคนิค Agarose Gel Electrophoresis  
   ผลผลิตพีซีอารที่ไดจากไอโซเลต C035 นําไปวิเคราะหหาลําดับดีเอ็นเอ
โดยใชเครื่อง DNA sequencer นําลําดับเบสดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองของสายดีเอ็นเอ
ดวยโปรแกรม BioEdit (Hall, 2004) จากนั้นนําไปเปรียบเทียบกับลําดับดีเอ็นเอที่มีในฐานขอมูล 
NCBI ดวยการ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Johnson et al., 2008) ดาวนโหลด
ขอมูลลําดับดีเอ็นเอที่ใกลเคียงกับสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 และลําดับดีเอ็นเอของ out group 
มาทํา multiple alignment ดวยโปรแกรม Muscle (Edgar, 2004) ซ่ึงมีอยูในโปรแกรม Mega 5.1 
จากนั้นนําไปสรางไฟโลจีนีติกทรีของแตละสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 ดวยชุดโปรแกรม Mega 5.1 
(Tamura et al., 2011) โดยโปรแกรมสําหรับสรางแมทริกซ (DNAdist สําหรับดีเอ็นเอ) แลวนํา
ผลไปสรางไฟโลจีนีติกทรีโดยวิธี Neighbor-joining ทดสอบความเชื่อม่ันของไฟโลจีนีติกทรีที่ได
โดยการทดสอบ bootstrap จํานวน 1,000 ซํ้าจะไดไฟโลจีนีติกทรีของสายดีเอ็นเอไอโซเลต C035 
 
 2.5.5 การคัดเลือกเชื้อราที่สามารถสรางกรดได 
  นําเชื้อราทั้งหมดที่แยกไดมาคัดเลือกสายพันธุที่สามารถสรางกรดได โดยนําเชื้อรา
ทั้งหมดมาทํา point inoculation ลงในอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
ตัดเฉพาะสวนปลายของเสนใยของเชื้อราดวย Cork borer วางลงตรงกลางอาหาร cassava starch 
agar ที่เติม Bromocresol purple (BCP) ความเขมขน 0.04 % บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 
ชั่วโมง ทําการตรวจสอบความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา โดยการตรวจการเปลี่ยนสีของ 
BCP ที่เปลี่ยนเปนสีเหลืองเม่ือมีการสรางกรด และระดับของสีเปนตัวบงชี้ปริมาณกรด 
 
 2.5.6 การคัดเลือกเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 
  นําเชื้อราที่แยกไดมาคัดเลือกสายพันธุที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได โดยนําเชื้อรา
ทั้งหมดมาทํา point inoculation ลงในจานอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นตัดเฉพาะสวนปลายของเสนใยเชื้อราวางลงตรงกลางอาหารเลี้ยงเชื้อ cassava starch agar 
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บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นราดดวยสารละลายไอโอดีน แลววัดเสนผาน
ศูนยกลางโคโลนี และวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) การเกิดวงใส
แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซมยอยแปงได แลวจึงคํานวณหาคา Extracellular enzyme production 
ratio (EPR) จากสูตร ดังน้ี  
 

  EPR  = 
โคโลนีนยกลางของเสนผานศู

บริเวณวงใสนยกลางของเสนผานศู
 

 
  โดยมีการกําหนดปฏิกิริยาการสรางเอนไซมตามคา EPR เปน 4 ระดับ ดังน้ี 
(Choi, et al., 2005)             
  - Strong reaction: >2 cm.                                                                                        
  - Medium reaction: >1-<2 cm.                                                                                  
  - Weak reaction: < 1 cm. 
  จากเชื้อราทั้งหมดที่แยกได ทําการคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการยอยแปง
และการสรางกรดไดดีที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลทเพื่อใชในการศึกษาตอไป โดยในการศึกษาครั้งน้ี
ไดทําการทดลองหมักแบบแข็ง และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่เชื้อราตองการเพื่อใหไดกรดแลกติก 
สูงที่สุด ซ่ึงมีรายงานวา เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนที่มีความจําเปนตอการผลิต
กรดแลกติด (Yin, et al.,1997) จึงไดเติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อเปนแหลงไนโตรเจน สวน
แคลเซียมคารบอเนตชวยปรับ pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อชวยใหเชื้อผลิตกรดแลกติกไดสูงขึ้น สวน
อุณหภูมิที่เพาะเลี้ยง คือ 28-30 oC ซ่ึงเหมาะตอการผลิตกรดแลกติกของเชื้อรา (วิเชียร และคณะ, 
2544) ซ่ึงในการวิจัยครั้งน้ีไดทดลองนําผลวิจัยที่ดีจากที่มีผูศึกษาไวแลว และนํามาประยุกตหรือ
ปรับปรุงเพ่ือใหไดผลการทดลองที่ดีที่สุด โดยปฏิบัติ ดังน้ี 
 
 2.5.7 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกโดยวิธีการหมักแบบ
แข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
  2.5.7.1 การเตรียม spore suspension  
   เลี้ยงเชื้อราที่คัดเลือกไดทั้ง 5 ไอโซเลท (จากขอ 2.5.5 และ 2.5.6) ใหเกิด
สปอรบนอาหาร PDA slant บมที่อุณหภูมิ 28-30 oC เปนเวลา 5-8 วัน เก็บสปอรโดยเติมนํ้ากลั่น 
ปราศจากเชื้อที่ผสม 0.01% Tween 80 ลงไปปริมาตร 10 ml เขี่ยสปอรใหกระจายทั่ว แลวตรวจ
นับจํานวนสปอรโดยการหยดตัวอยางลงบน haemacytometer จากนั้นเจือจางใหไดปริมาณ 10 8 
สปอรตอมิลลิลิตร เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก  
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  2.5.7.2 การเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium)  
   Production medium เตรียมโดยดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) 
โดยมีองคประกอบตางๆดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 120 g, (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 
g, MgSO4.7H2O 0.15 g, ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลัง
บด (supporter) ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต 
ปรับความชื้นใหได ระหวาง 45-70% โดยเติมนํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นํา
อาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสกขนาด 500 ml กลิ้งฟลาสกเพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว 
นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น 
จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไวปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ว
วัสดุหมักทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุกๆ 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะห
พารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), กิจกรรม
ของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid)  
 
 2.5.8 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบ
แข็งของเชื้อราที่คัดเลือกได 
  2.5.8.1 การศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่เหมาะสม 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุดจากขอ 2.5.7 
เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) ดัดแปลง
จากวิธีของ Yin, et al., (1997) ตามวิธีการในขอ 2.5.7.2 โดยปรับปริมาณแปงมันสําปะหลังที่
เติมลงไปเปน 100, 150, และ 200 g ผสมกับองคประกอบอ่ืนๆ ดังน้ี (g/kg)   (NH4)2SO4  3 g, 
KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15g, ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวย
เปลือกมันสําปะหลังบด (supporter)  ขนาด 5.0 มิลลิเมตร ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน 
ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นใหได ระหวาง 45-70% โดยเติม
นํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสใน ฟลาสกขนาด 
500 ml กลิ้งฟลาสก เพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนด ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไว
ปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง 
และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปน
กรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด(Titration), กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), 
และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid)       
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  2.5.8.2 การศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม 
   หาเปอรเซ็นตความชื้นเดิมที่มีอยูในเปลือกมันสําปะหลัง หลังจากนั้น
คํานวณหาปริมาณน้ําที่ตองเติมลงไป เพ่ือปรับใหมีความชื้นเริ่มตนเปน 65%, 70%, และ 75% 
โดยคํานวณเทียบกับเปอรเซ็นตความชื้นเดิมที่มีอยูในเปลือกมันสําปะหลัง 
 

ปริมาตรน้ําที่เติมลงไป = 
นสําปะหลังองเปลือกมั ความชื้นขเปอรเซ็นต

 ี่ตองการ ความชื้นทเปอรเซ็นต  นสําปะหลังในเปลือกมัปริมาตรนํ้า ×  

 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธี 
2.5.7.1 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยมีองคประกอบตางๆ ดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 
150 g (จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.1), (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15 g, 
ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH 
ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นเริ่มตนใหได 65%, 70% และ 75% โดยเติม
นํ้าตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสก ขนาด 
500 ml กลิ้งฟลาสก เพ่ือใหวัสดุหมักติดที่ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นปเปต spore suspension ที่เตรียมไว
ปริมาตร 10 ml (10% inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก นําไปบมที่อุณหภูมิหอง ทํา 3 ซํ้า 
และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไปวิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรด 
ดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด(Titration), กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α– amylase), และ 
ปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
  2.5.8.3 การศึกษาขนาดอนุภาคของวัสดุหมักที่เหมาะสม 
   เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธี
ขอ 2.5.7.1 เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยปรับปริมาณแปงมันสําปะหลังที่เติมลงไปเปน 150 g 
ผสมกับองคประกอบอ่ืนๆ ดังน้ี (g/kg) (NH4)2SO4 3 g, KH2PO4 0.25 g, MgSO4.7H2O 0.15 g, 
ZnSO4.7H2O 0.04 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลังบด (supporter) แต
ใชขนาดอนุภาคของมันสําปะหลังบดละเอียดที่กรองผานตะแกรงที่แตกตางกัน คือ 1.0, 2.0, และ 
5.0 มิลลิเมตร 
   ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวยแคลเซียม
คารบอเนต ปรับความชื้นใหได ระหวาง 70% โดยเติมนํ้าตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น 
นําอาหารดังกลาวปริมาตร 100 g ใสในฟลาสกขนาด 500 ml กลิ้งฟลาสกเพ่ือใหวัสดุหมักติดที่
ผิวแกว นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้ง
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ใหเย็น จากนั้น ปเปต spore suspension ที่เตรียมไวปริมาณ 10 ml (10% inoculum) โดยหยด
ใหทั่ววัสดุหมัก ทํา 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิหอง และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง นําไป
วิเคราะหพารามิเตอรตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), 
กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
 
 2.5.9 ทดลองหมักในถุงพลาสติกทนรอน 
  เตรียม spore suspension ของเชื้อราที่ใหผลการศึกษาที่ดีที่สุด ตามวิธีขอ 2.5.7.1 
เพ่ือใชเปนหัวเชื้อในการหมัก จากนั้นเตรียมอาหารที่ใชในการหมัก (Production medium) ดัดแปลง
จากวิธีของ Yin, et al. (1997) โดยมีองคประกอบตางๆ ดังน้ี (g/kg) แปงมันสําปะหลัง 150 g 
(จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.1), (NH4)2SO4 30 g, KH2PO4 2.5 g, MgSO4.7H2O 1.5 g, 
ZnSO4.7H2O 0.4 g ปรับสวนผสมใหได 1000 g ดวยเปลือกมันสําปะหลังบดขนาด 5 mm (จาก
ผลการศึกษาในขอ 2.5.8.3) ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากัน ปรับ pH ใหได 5.5-6 ดวย
แคลเซียมคารบอเนต ปรับความชื้นเริ่มตนใหได 70% (จากผลการศึกษาในขอ 2.5.8.2) โดยเติม
นํ้ากลั่นตามปริมาตรของเปอรเซ็นตความชื้น ผสมองคประกอบตางๆ ใหเขากันนําอาหารดังกลาว
ปริมาตร 100 กรัม ใสในถุงพลาสติกทนรอน โดยแผวัสดุหมักใหกระจายเต็มพ้ืนที่ของถุงพลาสติก
ทนรอนขนาด 18 X 21 น้ิว ปดปากถุงโดยใชสําลี นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 oC ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งใหเย็น จากนั้นปเปต spore suspension ที่เตรียมไว 
ปริมาตร 100 ml (10 % inoculum) โดยหยดใหทั่ววัสดุหมัก นําไปบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
5 วัน ทํา 3 ซํ้า และเก็บตัวอยาง 10 กรัมทุก 24 ชั่วโมง เปนเวลา 5 วัน นําไปวิเคราะหพารามเิตอร
ตางๆ ไดแก คาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด (Titration), กิจกรรมของเอนไซม
ยอยแปง (α–amylase), และปริมาณกรดแลกติก (lactic acid) 
 
 



บทที่ 3 
ผลการทดลอง 

 
3.1 ผลการคัดแยกและจําแนกเชื้อรา 
 
 ผลการคัดแยกเชื้อรา Rhizopus spp. ในตัวอยางกาก, เปลือก และรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดิน 
จํานวน 36 ตัวอยาง โดยใชอาหาร cassava starch agar ที่ดัดแปลงมาจากสูตรของ Yin, et al, 
1997 สามารถแยกเชื้อราไดจํานวน 112 ไอโซเลท โดยแยกไดจากตัวอยางมันสําปะหลัง และดิน 
จํานวน 76 และ 36 ไอโซเลท ตามลําดับ โดยในการศึกษาครั้งน้ีไดมีการใชแปงมันสําปะหลังแทน
แปงขาวโพด เน่ืองจากมันสําปะหลังมีองคประกอบสวนใหญเปนคารโบไฮเดรตเฉลี่ย 65-70% 
ซ่ึงเปนแหลงคารบอนที่ดีใหกับจุลินทรีย (อรรถวิท, 2547) และไมมีการเติมนํ้าตาลกลูโคสในอาหาร
สูตรดัดแปลงดังกลาว ปรากฏวาเชื้อราสามารถเติบโตไดดี ลักษณะของโคโลนี มีเสนใยขาวฟู 
สปอรสีดํา-นํ้าตาล และเจริญไดรวดเร็ว แสดงใหเห็นวาอาหารสูตรดัดแปลงนี้สามารถคัดแยกเชื้อ
รา Rhizopus spp.ได เม่ือเปรียบเทียบกับสูตรอาหารของ Yin, et al (1997) สูตรอาหารดัดแปลง
น้ีสามารถประหยัดคาใชจายไดมาก เน่ืองจากลดปริมาณการใชนํ้าตาลกลูโคสซึ่งมีราคาแพง และเชื้อรา
สามารถใชแปงมันสําปะหลังเปนแหลงคารบอนไดดี ซ่ึงเปนการใชแหลงวัตถุดิบที่มีอยูในทองถิ่น
ใหเกิดประโยชนและชวยเพ่ิมมูลคาสินคาเกษตรได 
 
3.2 ผลการเทียบเคียงชนิดของเชื้อราที่คัดเลือกได 
 
 3.2.1 การเทียบเคียงเชื้อราโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology 
และเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 พบวาทั้ง 112 ไอโซเลท มีลักษณะ
ใกลเคียงกับ Rhizopus spp.โดยเชื้อราสกุลน้ี มีลักษณะของโคโลนี คือ เสนใยขาวฟู สปอรมีมี
ดํา-นํ้าตาล เจริญไดรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง จากการทํา slide culture พบลักษณะเสนใย
เปนแบบไมมีผนังกั้น และพบ rhizoid ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อราสกุลน้ี  สีของเสนใยเปน
แบบใสไมมีสี ชนิดของ asexual spore เปนแบบ 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
เสนใย 

สีของ 
เสนใย 

ชนิดของ asexual 
spore 

Rhizopus spp. 
(112 ไอโซเลท) 

Cottony  สีขาว 
สปอรสีดํา 

ไมมีผนังกั้น 
พบ rhizoid 

ไมมีสี sporangiospore 

Rhizopus oryzae 
TISTR 3535 

Cottony  สีขาว 
สปอรสีดํา 

ไมมีผนังกั้น 
พบ rhizoid 

ไมมีสี sporangiospore 

 
 3.2.2 ผลการเทียบเคียงเชื้อราดวยเทคนิคทางชวีโมเลกุล 
  ผลการเทยีบเคยีงเชื้อราดวยเทคนคิทางชวีโมเลกุล พบวาเชื้อรา C035 มีความใกลเคยีง 
กับ Rhizopus oryzae AY213624 (Rakeman, et al., 2005) มีคา 28S rRNA sequence 
identity 100 % ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 Neighbor-joining tree แสดงไฟโลจีน่ีของสายดีเอ็นเอของเชื้อราที่แยกไดจากตัวอยาง
 มันสําปะหลัง สายดีเอ็นเอไอโซเลต CO35 โดยแสดงคา Bootstrap (1,000 ซํ้า) 
 มากกวา 50% ใช Backusella circina และ Backusella lamprospora เปน out group
 สเกลบาร 5% 
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3.3 ผลการสรางกรดของเชื้อราที่แยกได 
 
 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท บนอาหาร cassava starch agar ที่เติม 
Bromocresol purple (BCP) ความเขมขน 0.04% โดยดูการเปลี่ยนสีของ BCP ในอาหาร ซ่ึงจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลือง เม่ือมีการสรางกรด และระดับของสีจะเปนตัวบงชี้ปริมาณกรด พบวาเชื้อราทั้ง 
112 ไอโซเลทมีความสามารถในการสรางกรด โดยสามารถเปลี่ยนสีของอาหารเปนสีเหลือง ดัง
รูปที่ 9 ซ่ึงชี้ใหเห็นวาเชื้อราสามารถผลิตกรดได และพบวาเชื้อราทั้งหมดสรางกรดไดแตกตาง
กัน โดยพบวาเชื้อรา Rhizopus spp.ที่สรางกรดไดดี (+++) คือ ใหสีเหลืองเขม มีจํานวน 104 
ไอโซเลท คิดเปน 92.86% เชื้อราที่สามารถสรางกรดไดปานกลาง (++) คือ ใหสีเหลือง มีจํานวน 
5 ไอโซเลท คิดเปน 4.46% เชื้อราที่สรางกรดไดนอย (+) คือ ใหสีเหลืองออน มีจํานวน 3 ไอโซเลท 
คิดเปน 2.68 % และไมพบเชื้อราไมสามารถสรางกรด ผลแสดงดังตารางที่ 3 และรูปที่ 9 
 
ตารางที่  3 ความสามารถในการสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp ที่แยกได 
ระดับการเปลีย่นสีอาหาร ผลการสรางกรด จํานวนไอโซเลท เปอรเซนต 

+++ สรางกรดไดดี 104 92.86% 
++ สรางกรดไดปานกลาง 5 4.46% 
+ สรางกรดไดนอย 3 2.68% 
- ไมสามารถสรางกรด 0 0% 

หมายเหตุ 
สีเหลืองเขม ใหเครื่องหมายเปน +++ แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดดี  
สีเหลือง ใหเครื่องหมายเปน  ++  แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดปานกลาง 
สีเหลืองออน ใหเครื่องหมายเปน +  แสดงวาเชื้อรา สรางกรดไดนอย 
ไมเปลี่ยนสี ใหเครื่องหมายเปน -  แสดงวาเชื้อรา  ไมสามารถสรางกรด  
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                       ก. C018                   ข. C019 
 
 
 
 
 
 
 

ค. C021                            ง. C032 
 
 
 
 
 
 
 
                   จ. C035                        ฉ .Control (อาหารที่ไมมีการเติมเชื้อ) 
 
รูปที่ 9 การสรางกรดของเชื้อรา Rhizopus spp. โดยดูการเปลี่ยนสีของ Bromocresol purple 
 จากสีนํ้าตาลเปนสีเหลือง แสดงถึงการ สรางกรด เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
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3.4 ผลการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 
 
 ผลการเพาะเลี้ยงเชื้อราทั้งหมด 112 ไอโซเลท บนอาหาร cassava starch agar และตรวจสอบ
ความสามารถในการใชแปงมันสําปะหลัง โดยราดไอโอดีน และวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ
วงใสรอบโคโลนีของเชื้อรา พบวาเชื้อราทั้งหมดสามารถสรางเอนไซมยอยแปงมันสําปะหลังได 
โดย มีคา EPR ตั้งแต 0.58-1.58 และพบวาเชื้อรารหัส C18, C019, C021, C032, และ C035 มี
อัตราสวนเสนผานศูนยกลางโคโลนี และวงใสตอเสนผานศูนยกลางโคโลนีมากกวาไอโซเลทอืน่ๆ 
คือ 1.58, 1.46, 1.21, 1.38 และ 1.55 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4 และรูปที่ 10  
 
ตารางที่  4  จํานวนเชื้อราที่สามารถยอยแปงมันสําปะหลังได 

รหัสเชื้อ แยกจากตัวอยาง 
เสนผานศูนยกลาง 
ของโคโลนีและวงใส 

(ซม.) 

เสนผานศูนยกลาง
ของโคโลนีเชือ้รา 

(ซม.) 
คา 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. 
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ก. C018 ข. C019 

 
                       

  ค. C021                                                    ง. C032 
 
 
 
 
 
 
 
 

จ. C035            
 
รูปที่  10  การยอยแปงมันสําปะหลังของเช้ือรา Rhizopus spp. 
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 จากเชื้อราทั้งหมดที่แยกได ทําการคัดเลือกเชื้อราที่มีความสามารถในการสรางกรดและยอย
แปงมันสําปะหลังไดดีที่สุด จํานวน 5 ไอโซเลท ไดแก C018, C019, C021, C032, C035 โดย
เชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถสรางกรดไดในระดับดี และสามารถยอยแปงมันสําปะหลังไดใน
ระดับปานกลาง เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 
 

3.5 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบแข็ง 
 ของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท 
 

 จากผลการคัดเลือกเชื้อราที่สามารถผลิตกรดและเอนไซมยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา เชื้อรา 
Rhizopus spp. ไอโซเลท C018, C019, C021, C032, C035 สามารถสรางกรดและเอนไซม
ยอยแปงมันสําปะหลังไดจึงไดนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลทไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต
กรดแลกติกโดยวิธีการหมักแบบแข็ง และวิเคราะหคาพารามิเตอรตางๆ ดังตอไปน้ี 
 

 3.5.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
  จากการนําเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท ที่คัดเลือกไดมาทดลองหมักแบบแข็งในฟลาสก
โดยเก็บตัวอยางที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชม. มาวิเคราะหคาความเปนกรดดาง (pH) 
พบวา คาความเปนกรดดางเริ่มตนของทุกไอโซเลท รวมทั้งชุดควบคุม มีคา 5.69 ในชั่วโมงที่ 0 
และเริ่มลดลงในชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมลดลงเรื่อยๆ ตามระยะเวลาที่ผานไป และที่ระยะเวลา 
การหมัก 120 ชั่วโมงพบวาไอโซเลท C035 มีคาความเปนกรดดางอยูที่ 4.82 ซ่ึงลดลงมากกวา
ไอโซเลทอ่ืนๆ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่ตลอดการหมักแสดงดังรูปที่ 11 
 

 
 

รูปที่ 11 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเช้ือราทั้ง 5 ไอโซเลท  
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 3.5.1 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
  ปริมาณกรดทั้งหมดซึ่งวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) ของทุกไอโซเลท รวมทัง้
ชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาใกลเคียงกันในระยะ 24 ชั่วโมงแรก คือ อยูที่ประมาณ 0.08% เริ่ม
เพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาที่ผานไป และที่ระยะเวลาการหมัก 120 
ชั่วโมง พบวา ไอโซเลท C035 ใหคาปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.12% ซ่ึงสูงกวาไอโซเลทอื่นๆ 
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก แสดงดังรูปที่ 12  
 

 
 
รูปที่  12  ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท   
 
 3.5.2 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

  กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของทุกไอโซเลทรวมทั้งชุดควบคุม 
(ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ คือ 0.54 u/ml ในระยะ 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก และมีคากิจกรรมของ
เอนไซมอยูระหวาง 3.92-5.79 u/ml โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 และมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 
และมีแนวโนมคงที่ในชั่วโมงที่ 120 สวนชุดควบคุมมีคาคงที่อยูที่ 0.54 u/ml ตลอดการหมัก และ
พบวาไอโซเลท C018 และ C035 ใหคากิจกรรมของเอนไซมสูงสุด คือ 5.70 u/ml และ 5.79 
u/ml ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียงกันมากตลอดการหมัก แสดงดังรูปที่ 13 
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รูปที่ 13 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α – amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง
 5 ไอโซเลท  
 
 3.5.2 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ผลของปริมาณกรดแลกติกของเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท โดยเก็บตัวอยางที่อายุการหมัก 
120 ชั่วโมง วิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 Merck Germany ใหผล ดังน้ี C018, 
C019, C021, C032 และ C035 เทากับ 12.10, 0.70, 0.82, 2.31 และ 13.00 mg/g ตามลําดับ 
แสดงดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวิเคราะหดวยเคร่ือง 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 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติก โดยวิธีการหมักแบบแข็ง 
 ของเชื้อราที่คัดเลือกได  
 
 ผลการคัดเลือกเชื้อราทั้ง 5 ไอโซเลท พบวาไอโซเลท C035 ใหผลการศึกษาดีที่สุดในทุก
พารามิเตอร โดยใหคาความเปนกรดดาง (pH), ปริมาณกรดทั้งหมด เทากับ 4.82 และ 0.12% 
ในชั่วโมงที่ 120 ตามลําดับ และกิจกรรมเอนไซมยอยแปงสูงสุด เทากับ 5.79 U/ml ในชั่วโมงที่ 96 
และใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 13 mg/g จึงไดคัดเลือกเชื้อราไอโซเลทนี้มาศึกษาหาสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการผลิตใหไดกรดแลกติกในปริมาณที่สูงขึ้นตอไป 
 
 3.6.1 ผลการศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตนที่เหมาะสม 
  3.6.1.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง (pH) พบวาที่ปริมาณแปงมันสําปะหลัง
เริ่มตน 150 g/kg ลดลงมากที่สุด คือ จาก 5.48 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 3.85 ในชั่วโมงที่ 96 และ 120 
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก คือ 5.51-5.55 ของทุกการทดลอง 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 14 
 

 
 
รูปที่ 14 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท    
 C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   
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  3.6.1.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
   ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวาที่ปริมาณ
แปงมันสําปะหลัง 150 กรัม ใหปริมาณกรดสูงสุด เทากับ 0.28% ในชั่วโมงที่ 96 และ 120 สวน
ปริมาณแปงที่ 100 และ 200 กรัม ใหปริมาณกรด เทากับ 0.25 % และ 0.23 % ตามลําดับ ใน
ชั่วโมงที่ 96 และ 120 เชนกันสวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคงที่อยูที่ 0.07% ของทุกการทดลอง 
ตลอดระยะเวลาการหมัก ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 15 
 

    
 
รูปที่ 15 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท
 C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม    
          
  3.6.1.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาที่ปริมาณแปงมันสําปะหลัง 
150 กรัม ใหคากิจกรรมเอนไซมสูงสุดเทากับ 5.95 U/ml ในชั่วโมงที่ 96 และมีแนวโนมลดลง 
สวนปริมาณแปง 100 และ 200 กรัม ใหคากิจกรรมเอนไซมเทากับ 3.96 u/ml และ 3.72 u/ml 
ตามลําดับ ในชั่วโมงที่ 120 และมีแนวโนมลดลง ในชวงการหมักที่เหลือ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) 
มีคาคงที่อยูที่ 0.52 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 16 
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รูปที่ 16 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus spp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 
 
 3.6.1.4 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการหมักดวยปริมาณแปงมันสําปะหลัง เริ่มตน 
100, 150 และ 200 กรัม จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 Merck Germany 
พบวา ที่ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 150 กรัม ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 13.82 
mg/g ในชั่วโมงที่ 120 ผลแสดงดังตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 ปริมาณกรดแลกติก ซ่ึงวิเคราะหดวยเคร่ือง Reflectometer RQflec 10 Merck 
 Germany และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที
 ปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม          

ปริมาณแปงเริ่มตน  
 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 ผลการศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม 
  3.6.2.1 ผลการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง (pH) พบวาที่ความชื้นเริ่มตน 70% ลดลง
จาก 5.55 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 3.98 ในชั่วโมงที่ 120 ซ่ึงลดลงมากกวาคาความชื้นเริ่มตนอ่ืนๆ
สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) คาความเปนกรดดาง อยูที่ 5.55-5.58 ตลอดการทดลอง ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 17 
 

 
 
รูปที่ 17 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 
 
 3.6.2.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก  
  ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวามีคา
ใกลเคียงกันในระยะ 24 ชั่วโมงแรกของทุกความชื้น คืออยูที่ประมาณ 0.11% และเริ่มเพ่ิมขึ้นใน
ชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโนมเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ผานไป และความชื้นเริ่มตน 70% ที่ระยะเวลา 
การหมัก 144 ชั่วโมงใหคาปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.25% ซ่ึงสูงกวาคาความชื้นเริ่มตนอ่ืน สวน
ชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของทุกความชื้น มีคาคงที่ตลอดการหมักอยูที่ 0.07% ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 18 
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รูปที่ 18 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลทC035 
 ที่ความชื้นเริม่ตน 65%, 70% และ 75%  
 
 3.6.2.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

  กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาทีค่วามชื้นเริ่มตน 70% 
ซ่ึงใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 48 ซ่ึงเทากับ 1.23 u/ml และมีแนวโนม
เพ่ิมสูงขึ้น จนมีคาสูงสุดในชั่วโมง ที่ 96 ซ่ึงเทากับ 5.82 u/ml และมีแนวโนมลดลง ในชวงเวลาที่
เหลือ และทีค่วามชื้นเริ่มตน 65 % และ 75% ใหคากจิกรรมเอนไซมสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 มีคา
เทากับ 4.76 u/ml และ 4.81 u/ml ในชั่วโมงที่ 96 ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของ
แตละความชืน้ มีคาคงที่อยูที่ 0.53-0.55 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 19 
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รูปที่ 19 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75%     
              
 3.6.2.3  ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติก จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec10 
Merck Germany พบวาที่ความชื้นเริ่มตน 70% ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 13.5 mg/g 
ในชั่วโมงที่ 144 และมีคาใกลเคียงกับความชื้นเริ่มตน 75% (13.0 mg/g) ผลการทดลองแสดงดัง
ตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 7 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
 และปริมาณกรดทั้งหมด ที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ที่ ความชืน้
 เริ่มตน 65%, 70% และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน   
  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 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง พบวาที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 
มิลลิเมตร ลดลงจาก 5.54 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 4.11 ในชั่วโมงที่ 24 จากนั้นจะลดลงเรื่อยๆ จนถึง
ชั่วโมงที่ 120 คาความเปนกรดดางลดลงต่ําสุด เทากับ 3.71 ซ่ึงลดลงมากกวาขนาดอนุภาคของ
วัสดุหมักที่เหลือ โดยที่ขนาดอนุภาควัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตร คาความเปนกรดดางลดลง
ต่ําสุดเทากับ 4.19 และ 3.81 ตามลําดับที่เวลา 120 ชั่วโมง สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) ของแต
ละอนุภาค มีคาคงที่คือ อยูที่ 5.53-5.55 ของทุกการทดลอง ตลอดระยะเวลาการหมัก ผลการทดลอง
แสดงดังตารางที่ และรูปที่ 20 
 

 
 
รูปที่ 20 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
 
  3.6.3.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก 
   ปริมาณกรดทั้งหมด ซ่ึงวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวาที่ขนาด
อนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 มิลลิเมตรใหปริมาณกรดสูงสุดเทากับ 0.84% ในชั่วโมงที่ 120 สวนขนาด
อนุภาคของวัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตรใหปริมาณกรด เทากับ 0.65% และ 0.74% ตามลําดับ 
ในชั่วโมงที่ 120 เชนกัน สวนชุดควบคุม (ไมเติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาการหมัก
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 21 
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รูปที่ 21 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
  

 3.6.3.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาที่ขนาดอนุภาควัสดุ
หมัก 5.0 มิลลิเมตรใหคากิจกรรมเอนไซมดีที่สุด โดยเริ่มเพ่ิมขึ้นในชั่วโมงที่ 24 ซ่ึงเทากับ 2.10 
u/ml และมีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้นจนมีคาสูงสุดในชั่วโมงที่ 96 ซึ่งเทากับ 4.48 u/ml และมีแนวโนม
ลดลง ในชวงเวลาที่เหลือ และที่ขนาดอนุภาควัสดุหมัก 1.0 และ 2.0 มิลลิเมตรใหคากิจกรรม
เอนไซมสูงสุดเทากับ 4.14 u/ml และ 4.23 u/ml ในชั่วโมงที่ 96 ตามลําดับ สวนชุดควบคุม (ไม
เติมเชื้อ) มีคาคอนขางคงที่อยูที่ 0.45-0.48 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 22 
 

 
 

รูปที่ 22 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α-amylase) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร 
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 3.6.3.4 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจากการ หมักดวยขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 1.0, 
2.0, และ 5.0 มิลลิเมตร ที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
พบวาที่ขนาดอนุภาคของวัสดุหมัก 5.0 มิลลิเมตร ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 16.00 mg/g 
แสดงดังตารางที่ 3.7 
 

ตารางที่ 8 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 MerckGermany 
 และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา 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 ผลการทดลองหมักในถุงพลาสติกทนรอน 
  3.6.4.1 ผลการศึกษาการลดลงของคาความเปนกรดดาง (pH) 
   ผลการวัดคาความเปนกรดดาง พบวามีคาลดลงจาก 5.4 ในชั่วโมงที่ 0 เปน 
4.31 ในชั่วโมงที่ 48 สวนชุดควบคุมคาความเปนกรดดางอยูที่ 5.5 ตลอดระยะเวลาการหมัก ผล
การทดลองแสดงดังรูปที่ 23 
 

 
รูปที่ 23 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสตกิทนรอน  
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 3.6.4.2 ผลของปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากการหมัก 
  ปริมาณกรดทั้งหมดซึ่งวิเคราะหดวยการไทเทรท (Titration) พบวา ปริมาณ
ของกรดจะคอยๆ เพ่ิมขึ้นจากชั่วโมงที่ 0 เทากับ 0.17% และเพ่ิมสูงสุด เทากับ 0.55% ในชั่วโมง
ที่ 48 หลังจากนั้นจะมีคาคงที่ และเริ่มลดลงในชั่วโมงที่ 120 สวนชุดควบคุม มีคาคอนขางคงที่ 
ตลอดระยะเวลาการหมักผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 24 
 

 
 
รูปที่ 24 ปริมาณกรดทั้งหมด (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 
 3.6.4.3 ผลของกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) 

   กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) พบวาคากิจกรรมเอนไซมเริ่ม 
เพ่ิมขึ้นจาก 0.57 U/ml ในชั่วโมงที่ 0 เปน 2.56 u/ml ในชั่วโมงที่ 24 และมีแนวโนมเพ่ิมสูงขึ้น
จนมีคาสูงสุดในชั่วโมง ที่ 48 ซ่ึงเทากับ 4.51 u/ml และมีแนวโนมลดลง ในชวงเวลาที่เหลือ สวน
ชุดควบคุมมีคาคอนขางคงที่อยูที่ 0.5 u/ml ตลอดการหมัก ผลการทดลองแสดงรูปที่ 25 
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รูปที่ 25 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus  ไอโซเลท 
 C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 
 
 3.6.4.5 ผลของปริมาณกรดแลกติก 
  ปริมาณกรดแลกติก จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 
10 Merck Germany พบวาใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 57.60 mg/g ผลแสดงดังตาราง
ที่ 9 
 
ตารางที่ 9 ปริมาณกรดแลกติกซึ่งวิเคราะหดวยเครื่อง Reflectometer RQflec 10 Merck Germany 
 และปริมาณกรดทั้งหมดที่ไดจากเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติก 
 ทนรอน 

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 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 งานวิจัยน้ีเปนการศึกษา เพ่ือแยกเชื้อราและนํามาหมักใหไดกรดแลกติก ดวยวิธี 
การหมักแบบแข็ง (solid state fermentation) โดยใชวัตถุดิบและวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร 
จากการนําตัวอยาง กาก เปลือกและรากมันสําปะหลัง รวมทั้งดินจํานวน 36 ตัวอยาง นํามาแยก
เชื้อรา โดยเชื้อราเปาหมายที่ตองการแยก คือ เชื้อราในกลุม Rhizopus  spp. ซ่ึงไดจํานวน 112 
ไอโซเลท ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้ง macroscopic และ microscopic morphology 
เม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อรา Rhizopus oryzae TISTR 3535 พบวาทั้ง 112 ไอโซเลทสามารถจัด
จําแนกไดเปน Rhizopus spp. โดยเชื้อราสกุลน้ีมีลักษณะของโคโลนี คือ เสนใยขาวฟู สปอรมีสีดํา- 
นํ้าตาล เจริญไดรวดเร็วภายใน 18-24 ชั่วโมง และจากการทํา slide culture พบลักษณะเสนใย
เปนแบบไมมีผนังกั้น และพบ rhizoid ซ่ึงเปนลักษณะเฉพาะของเชื้อราสกุลน้ี สีของเสนใยเปน
แบบไมมีสี ชนิดของ asexual spore เปนแบบ sporangiospore และมีรายงานวาเชื้อราในสกุลน้ี 
โดยเฉพาะ Rhizopus oryzae มีความสามารถในการผลิตกรดแลกติกเพื่อการคาไดเปนอยางดี 
เน่ืองจากสามารถผลิตเอนไซมทั้งชนิด extra และ intra cellular enzymes ไดหลากหลายชนิด
เชน cellulose, hemicellulase, pectinase, amylase, lipase, protease และเอนไซมอ่ืนๆ อีก
หลายชนิดที่ถูกผลิตออกมาเปนการคา (Ghosh and Ray, 2011) และมีรายงานวาพบเอนไซม Lactate 
dehydrogenase ในเชื้อรา Rhizopus oryzae (Skory, 2000; Hakki and Akkaya, 2001) 
Lockwood (1979) ไดรายงานวา เชื้อรา Rhizopus spp. สามารถที่จะผลิตกรดแลกติกในรูปแอล 
(L-lactic acid) ไดในปริมาณที่มีความเขมขนสูง นอกจากนี้เชื้อราสกุล Rhizopus spp. เชน Rhizopus 
oryzae, R. arrhizus มีเอนไซม amylolytic enzyme ซ่ึงสามารถเปลี่ยนแปงไปเปนกรดแลกติก
ไดโดยตรง (Hang,1989; Yu and Hang,1989; Wee, et al., 2006) และการผลิตกรดแลกติก 
จากเชื้อรามีขอไดเปรียบ คือ เชื้อราตองการสารอาหารอยางงายๆ และเปนพวกตองการอากาศอยาง
มาก การเพาะเลี้ยงจึงตองใหอากาศอยางเต็มที่ (Tay and Yang, 2002) และจากวัตถุประสงค
ของการวิจัยในครั้งน้ีคือตองการคัดแยกเชื้อราในสกุลนี้ เพ่ือนําไปผลิตกรดแลกติกซึ่งมีรายงานวิจัย
ออก มาวา มีการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อราในสกุลน้ีหลายรายงาน (Soccol et al.,1994; 
Naranong and Poocharoen, 2001; Zhang et al., 2007)  
 ผลการคัดเลือกเชื้อราทั้ง 112 ไอโซเลท โดยศึกษาความสามารถในการสรางกรด
และการยอยแปงมันสําปะหลัง พบวา มีเชื้อรา จํานวน 5 ไอโซเลท คือ C018, C019, C021, C032 
และ C035 ใหผลการทดลองดีที่สุดจึงไดนํา 5 ไอโซเลท มาศึกษาการหมักใหไดกรดแลกติกใน
สภาวะการหมักแบบแข็งเพ่ือคัดเลือกเพียงหนึ่งไอโซเลท ผลการศึกษา พบวา ไอโซเลท C035 
ใหผลการศึกษาดีที่สุด โดยใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุดของการศึกษาครั้งน้ี จึงไดนําไอโซเลท 
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C035 มาศึกษาสภาวะที่เหมาะสม เพ่ือใหไดปริมาณกรดแลกติกสูงที่สุดผลการศึกษา พบวาปริมาณ
กรดแลกติกที่ไดจากการหมักแบบแข็งโดยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 ในครั้งนี้ ให
ปริมาณกรดแลกติกที่นอยกวาการหมักแบบเปยก โดยเมื่อเทียบกับรายงานของ Naranong และ 
Poocharoen (2001) ซ่ึงศึกษาการผลิกกรดแลกติก จากแปงมันสําปะหลังดิบที่ผลิต โดยเชื้อรา 
Rhizopus oryzae NRRL 395 ดวยวิธีการหมักแบบ shake flasks ซ่ึงเปนวิธีการหมักแบบเปยก 
ไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 68.32 g/l ในวันที่ 5 ของการหมัก ในขณะที่ Yin และคณะ 
(1997) รายงานวาการผลิตกรดแลกติกจากแปงขาวโพดโดยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธี 
การหมักแบบ air-lift bioreactor ซ่ึงเปนวิธีการหมักแบบเปยกเชนกัน ใหปริมาณกรดแลกติก เทากับ 
82 g/l ในวันที่ 4 ของการหมัก และจากรายงานของ Jin และคณะ (2003) ซ่ึงศึกษาการผลิตกรด
แลกติกจากเชื้อรา Rhizopus arrhizus strain DAR 36017 โดยใชของเสียที่เปนแปงชนิดตางๆ พบวา
ใหปริมาณกรดแลกติกอยูระหวาง 19.5-44.3 g/l ในเวลา 40 ชั่วโมงขณะที่ธนภูมิ และคณะ (2551) 
ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae  KPS 106 ใน
ถังหมักแบบลอยตัว พบวาใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 89.87 g/l ที่เวลา 96 ชั่วโมง สวน
สุธาสินี (2545) ไดศึกษาการพัฒนากระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดแอล (+)-แลกติก จากแปงมัน
สําปะหลังดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ในการเพาะเลี้ยงแบบอาหารเหลว ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติก
เทากับ 95.6 g/l ซ่ึงผลที่ไดใกลเคียงกับรายงานของวิเชียร และคณะ (2544) ซ่ึงไดศึกษาองคประกอบ
ของอาหาร ที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกระดับ ฟลาสกจากแปงมันสําปะหลังจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae DMKU12 ซ่ึงใหผลผลิตกรดแลกติก เทากับ 100 g/l ซ่ึงจากที่กลาวมาทั้งหมด
เปนการหมักใหไดกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae และเปนการหมักแบบเปยกทั้งหมด ซ่ึง
ปริมาณกรดแลกติกที่ได มีคาใกลเคียงกัน คือ อยูระหวาง 68-100 g/l   
 สวนผลของการศึกษาในครั้งน้ี เปนการทดลองหมักในสภาวะการหมักแบบแข็ง 
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 57.60 mg/g ซ่ึงคอนขางนอย เน่ืองจากขอจํากัดของการหมัก
แบบแข็ง ซ่ึงไมสามารถที่จะกวนเพื่อเพ่ิมอากาศได ซ่ึงออกซิเจนเปนสิ่งจําเปนตอการเจริญของ
เชื้อรานี้ (Oda, et al., 2002) การผสมกันระหวางเชื้อรา และวัสดุหมักอาจจะไมทั่วถึง ทําใหเชื้อรา 
ไดรับอากาศนอย ทําใหเจริญเติบโต และใชวัสดุหมักไดไมเต็มศักยภาพ ซ่ึงเปนขอจํากัดของการหมัก
แบบแข็ง ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ ณัฏฐา (2552) ซ่ึงไดศึกษาการผลิดกรดแลกติกจากการหมัก
กากมันสําปะหลัง โดยเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวาอัตราผลผลิตของกรดแลกติกและเอทานอล
ดวยวิธีการหมักแบบแข็งมีคาต่ํากวาการหมักแบบเหลว แตถึงแมวาจะใหผลผลิตกรดแลกติกใน
ปริมาณที่ต่ํากวา แตขอดีของการหมักแบบแข็ง คือ วัสดุหมักไมตองการการยอยดวยกรดหรอืเอนไซม 
ซ่ึงถือเปนการลดตนทุนการผลิตไดมาก และขอไดเปรียบของการหมักแบบแข็งจากเชื้อรา ไดแก
เชื้อรามีคุณสมบัติพิเศษ คือ สามารถยอยแปงไดในขั้นตอนเดียว (amylolytic characteristics) 
และตองการสารอาหารที่ไมซับซอน และราคาถูก คาใชจายในกระบวนการเก็บเกี่ยวต่ํา นอกจากนี้
มวลชีวภาพที่เหลือยังสามารถนําไปใชเปนประโยชนดานอ่ืนๆเชนใชเปนตัวดูดซับสารพิษ และ
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ใชเติมลงในอาหารสําหรับเลี้ยงสัตว (Zhang et al., 2007) ซ่ึงการหมักแบบแข็งนี้เคยถูกใหความหมาย 
ถึงระบบเทคโนโลยีที่ต่ํา (low technology system) แตใหผลผลิตที่มีมูลคาสูง (low volume- high 
cost) (Pandey et al., 2000) ซ่ึงการศึกษาการหมักแบบแข็งน้ีมีรายงานของ Oda และคณะ. (2002) 
ซ่ึงศึกษาการหมักกรดแลกติกจากกากมันฝรั่ง (potato pulp) ดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae IFO 
4707 ในถุงพลาสติก ขนาด 70 x 40 mm ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุดเทากับ 10 mg/g ใน
วันที่ 6 ของการหมัก ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Saito และคณะ (2003) ไดศึกษาบทบาทของ 
pectinolytic enzyme ในการยอยกากมันฝรั่งดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง 
ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 8.03 mg/g และจากรายงานของ Rojan และคณะ (2005) ซ่ึง
ศึกษาการผลิต L(+)-lactic acid โดยใชเชื้อ Lactobacillus casei บนกากมันสําปะหลัง ดวยวิธี 
การหมักแบบแข็ง ซ่ึงปริมาณกรดแลกติกที่ได อยูที่ 2.9 g/5 g ที่ความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม คือ 
72% สอดคลองกับรายงานของ John และคณะ (2006) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อ 
Lactobacillus delbrueckii ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง ไดกรดแลกติกที่ 249 mg/g ที่ความชื้นเริ่มตน
ที่เหมาะสม คือ 72% ซ่ึงใกลเคียงกับผลการทดลองในครั้งน้ี ที่ความชื้นเริ่มตนที่เหมะสม คือ 70% 
ไดปริมาณกรดแลกติก 57.60 mg/g 
  ขณะที่ Naveena และคณะ (2005a) รายงานวา ปริมาณกรดแลกติกที่ไดจาก
การหมักแบบแข็ง โดยใชรําขาวสาลีเปนวัตถุดิบ หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย Lactobacillus amylophilus 
อยูที่ 0.89-2.30 g/10g ที่ความชื้น 83 % ซ่ึงแบคทีเรียมักตองการความชื้นเริ่มตนสูงกวาเชื้อรา 
และเม่ือศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต พบวา เชื้อแบคทีเรียน้ี ใหปริมาณกรดแลกติกที่
เพ่ิมสูงขึ้นเปน 36 g/100g รําขาวสาลี (Naveena และคณะ, 2005b) 
 สวนการศึกษาปริมาณแปงมันสําปะหลังเริ่มตน พบวาปริมาณกรดแลกติกที่ได
มีคาสูงสุดเม่ือเติมแปงมันสําปะหลัง 150 g/kg มีคาใกลเคียงกับที่ไดจากการเติมแปงมันสําปะหลัง
ลงไป 120 g/l (ในขั้นตอนการศึกษาความชื้นเริ่มตนที่เหมาะสม) โดยเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย และ
ก็ยังคงมีปริมาณนอยกวาการหมักแบบเปยก ซ่ึงปริมาณแปงที่ศึกษาในครั้งน้ีสอดคลองกับรายงาน
ของ สุธาสินี (2545) ซ่ึงไดใชแปงมันสําปะหลัง 150 g/l ที่ผานการยอยดวยเอนไซม แลวทําการหมัก
ในสภาวะการหมักแบบเปยกดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae DMKU12 และใหปริมาณกรดแลกติก 
สูงสุด คือ 95.6 g/l และมีรายงานของวิเชียรและคณะ (2544) ซ่ึงศึกษาการผลิตกรดแลกติกจาก
เชื้อรา Rhizopus oryzae  DMKU12 ในระดับฟลาสกเขยา โดยใชแปงมันสําปะหลังที่ทําใหเหลว 
174 g/l ใหปริมาณกรดแลกติกสูงสุด คือ 100 g/l และมีรายงานถึงปริมาณแหลงคารบอนที่ใชเพ่ือ
ผลิตกรดแลกติก เชน รายงานของ Yu และคณะ (2008) พบวาใชนํ้าตาลกลูโคส 118.20 g/l เพ่ือ
เลี้ยงแบคทีเรีย Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1466 แลวไดปริมาณกรดแลกติก เทากับ 
115.12 g/l ในเวลา 12 ชั่วโมง ขณะที่ Naranong และ Poocharoen (2001) ซ่ึงศึกษาการผลิต
กรดแลกติก โดยใชแปงมันสําปะหลังดิบปริมาณ 120 g/l เพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae 
NRRL 395 ดวยวิธีการหมักแบบ เปยก ไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด เทากับ 68.32 g/l ในวันที่ 5 
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ของการหมัก ซ่ึงปริมาณแปงที่ใชสอดคลองกับรายงานของ Yin และคณะ (1997) ซ่ึงใชแปงขาวโพด 
120 g/l เปนแหงคารบอนเพาะเลี้ยงเชื้อรา Rhizopus oryzae ในสภาวะการหมักแบบเปยก แลว
ใหปริมาณกรดแลกติก 102 g/l วิเชียร และคณะ (2548) ไดศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ Rhizopus 
oryzae ดวยแสงยูวี เพ่ือการผลิตกรดแอล (+) แลกติกจากแปงมันสําปะหลัง รายงานวาตองใช 
แปงมันสําปะหลัง 150 g/l ดวยวิธีการเซลลตรึงอัลจิเนต แลวใหปริมาณกรดแลกติก 95.9 g/l ใน
เวลา 72 ชั่วโมง ซ่ึงผลการทดลองของวิเชียรสอดคลองกับ การทดลองในครั้งน้ี แตสภาวะการหมัก
แตกตางกัน ขณะที่ Domínguez และ Vázquez (1999) ศึกษาสภาวะที่มีผลกระทบตอการผลิต
กรดแลกติกของเชื้อรา Rhizopus oryzae ในสภาวะการหมักแบบเหลว รายงานวาตองใชนํ้าตาล
กลูโคส 15% เลี้ยงในสภาพใหอากาศต่ําๆ ซ่ึงใหปริมาณกรดแลกติก คือ 1.13 g/l/h  
 และจากรายงานของ Skory และคณะ (1998) ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae ในสภาวะที่มีออกซิเจนจํากัด ซ่ึงตองใชนํ้าตาลกลูโคส 20 g/l แลวใหปริมาณ
กรดแลกติก 40 g/l ในเวลา 70 ชั่วโมง และเพื่อศึกษาประสิทธิภาพ ของการหมักใหไดกรดแลกติก 
ในสภาวะการหมักแบบเหลวของเชื้อ Rhizopus oryzae เม่ือใชนํ้าตาลกลูโคส 120 g/l พบวาให
ปริมาณกรดแลกติก 104.6 g/l ในชั่วโมงที่ 60 (Park และคณะ 1998) และมีรายงานของ Zhou 
และคณะ (1999) ไดศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดแลกติกจากกลูโคส โดยใชกลูโคส 
94 g/l หมักในสภาพเหลวไดปริมาณกรดแลกติก 83 g/l ในเวลา 32 ชั่วโมง Oda และคณะ (2003) 
ไดศึกษาการหมักแบบเหลว ของเชื้อ Rhizopus oryzae หลากหลายสายพันธุ โดยใชนํ้าตาลกลโูคส 
5% พบวาปริมาณกรดแลกติกอยูระหวาง < 0.1-27.7 mg/ml ขณะที Bulut และคณะ (2004) ได
ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae พบวา เม่ือใช
นํ้าตาลกลูโคส 150 g/l จะไดปริมาณกรดแลกติกสูงสุด คือ 58 g/l ในสภาวะการหมักแบบเปยก 
 สวนในสภาวะการหมักแบบแข็ง มีรายงานของ Soccol และคณะ (1994) ซ่ึง
ศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae  NRRL 395 ซ่ึงใชนํ้าตาลกลูโคสเปน
แหลงคารบอน โดยใชปริมาณถึง 180 g/l แลวใหปริมาณกรดแลกติกเทากับ 137 g/l ขณะท่ี 
Naveena และคณะ (2005) รายงานถึงปริมาณกรดแลกติกที่ได คือ 0.89-2.30 g/10g จากการหมัก
แบบแข็ง โดยใชรําขาวสาลี ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 54.4% เปนวัตถุดิบ หมักดวยเชื้อแบคทีเรีย 
Lactobacillus amylophilus ขณะที่ Oda และคณะ (2002) ไดศึกษาการผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา 
Rhizopus oryzae โดยใชกากมันฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 33.1% ในสภาพการหมักแบบแข็ง พบวา
ใหปริมาณกรดแลกติก 10.3 mg/g ในวันที่หกของการหมัก ซ่ึงใหผลใกลเคียงกับการทดลองใน
ครั้งน้ีมาก สวน Saito และคณะ (2003) ศึกษาบทบาทของเอนไซม pectinolytic ในการยอยกาก
มันฝรั่ง ซ่ึงมีปริมาณแปงอยู 28% ดวยเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบแข็ง ซ่ึงให
ปริมาณกรดแลกติกเทากับ 8.03 mg/g   
 จากผลการศึกษาตางๆ ที่ผานมาจะเห็นวาการผลิตกรดแลกติกนิยมหมักในสภาพ 
อาหารเหลว และใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงของคารบอน ซึ่งใหปริมาณกรดแลกติกที่สูงกวา
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การหมักแบบแข็ง แตเปนที่ทราบกันวากลูโคส ถือเปนแหลงคารบอนที่ใชไดงาย แตมีราคาคอน 
ขางแพง ทําใหตนทุนในการผลิตสูงมากเชนกันและในการหมักแบบเหลว ตองใชอุปกรณ เชน 
ถังหมัก การกวนใหอากาศ การใชกรด หรือเอนไซม เพื่อการยอยสลายวัสดุหมักกอนที่จะปลูกเชื้อ
รา Rhizopus oryzae หรือ แบคทีเรียลงไป ซ่ึงทุกอยางถือเปนตนทุนในการผลิต ซ่ึงสูงมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับการหมักแบบแข็ง ซ่ึงแมจะไดปริมาณกรดแลกติกนอยกวา แตตนทุนในการผลิตต่ํา 
กวามาก ซึ่งขอดีของการหมักแบบแข็ง คือ ถังหมัก (bioreactor) มีกลไกการทํางานที่ไมซับซอน 
ผลิตขึ้นไดเองโดยวิธีงาย  ๆซ่ึงเทคโนโลยีในการหมักแบบแข็งนี้เคยถูกใหความหมายถึงระบบเทคโนโลยี
ที่ต่ํา (low technology system) แตใหผลผลิตที่มีมูลคาสูง (low volume- high cost) (Pandey 
และคณะ, 2000) ขอเปรียบเทียบระหวางการหมักแบบตางๆ เพ่ือการผลิตกรดแลกติก แสดงดัง
ตารางที่ 10 
 
ตารางที่  10  การผลิตกรดแลกติกจากเชื้อรา Rhizopus oryzae ดวยวิธีการหมักแบบตางๆ 

วิธีการหมัก แหลงคารบอน กรดแลกติก (g/l) อางอิง 
เซลลตรึงบนวสัดุ 

-แคลเซียมแอลจิเนต 
-โซเดียมแอลจิเนต 
-โพลีเมอรซัพพอต 

 
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) 
แบบการสราง flocs 
- jar-fermentor 
- air-lift bioreactor 

 
กลูโคส 
กลูโคส 

 
103.6 
104.6 

 
Kosakai และคณะ (1997) 

Park และคณะ (1998) 
แบบแข็ง กลูโคส 

กากมันฝรั่ง 
กากมันฝรั่ง 
แปงมัน   
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) 
  แปงมันสําปะหลัง  50  กรัม 
  (NH4)2SO4  3  กรัม 
  KH2PO4  0.25  กรัม 
  MgSO4·7H2O  0.15 กรัม 
  ZnSO4 7H2O  0.04  กรัม 
  Agar  18 กรัม  
  - ละลายสวนผสมทั้งหมด ดวยน้ํากลั่น คนใหละลายเปนเนื้อเดียวกัน ปรับ 
ปริมาตรใหได 1000 ml. ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 OC ดวยความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาท ี
 
2. สารเคมีที่ใชทดสอบ 
 
 2.1 สารละลายไอโอดีนสําหรับทดสอบการยอยแปง 
  Crystal iodine 1 กรัม 
  Potassium iodine 2 กรัม 
  Ethyl alcohol 30 มิลลิลติร 
  นํ้ากลั่น 300 มิลลิลติร 
  ผสม Crystal iodine กับ Potassium iodine เขาดวยกัน เติมนํ้าเล็กนอย
เพ่ือใหผลึกละลาย แลวเติมนํ้ากลั่นจนครบ 300 ml และ Ethyl alcohol 30 ml ผสมใหเขากันดี
เก็บไวในขวดสีชา          
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 2.2 สารเคมีที่ใชในการหาเปอรเซ็นตกรด 
  2.2.1 0.01 N NaOH  
   ชั่ง NaOH 40 กรัม ใสใน volumetric flask ขนาด 1 ลิตร ละลายใน
นํ้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1 ลิตร จะไดสารละลาย NaOH 1 N จากนั้นทําการเจือจางโดยดูดสารละลาย 
NaOH 1 N  มา 10 ml เติมลงในน้ํากลั่น 990 ml จะไดสารละลาย 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 ขามคืน นําออกมาเก็บไวในโถ 
ดูดความชื้น ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แบง KHC8H4O4 มาชั่งครั้งละ 0.1 g 3 ครั้ง หอแยกกันไว 
  2.2.4 การเทียบมาตรฐาน NaOH  
   นํา KHC8H4O4 ที่ชั่งไวทั้ง 3 หอ ใสลงในฟลาสกขนาด  250 ml 3 ใบ 
เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 50 ml ลงในแตละฟลาสก ตมใหเดือดเพ่ือไลกาซคารบอนไดออกไซดทิ้งไว
ใหเย็นที่อุณหภูมิหอง หยดฟนอลฟทาลีน 3 หยด ลงไปเปนดัชนี ทําการไตเตรตดวย NaOH 0.01 N 
บันทึกปริมาตรที่ใชในการไตเตรทไว (ทําcontrol เทียบกับนํ้ากลั่นที่ไมมี KHC8H4O4 จํานวน 50 ml) 
นําคาปริมาตรของ NaOH ที่ใชไปคํานวณความเขมขนมาตรฐาน โดยใชสูตร 
 

นํ้าหนัก (g) ของ KHC8H4O4  100 
Normality = 

ปริมาตร (ml) ของ NaOH  204.229 
 
ที่มา: AOAC, 1975 
 
 2.3 สารเคมีที่ใชสําหรับตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยแปง 
  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 ใหได pH เทากับ 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 ทีละนอยลงในสารละลาย A คนใหละเอียดเขากัน
จนหมด นําไปอุนในอางน้ํารอนจนกระทั่งไดสารละลายใส จากนั้นเติม Potassium sodium (tartrate 
Rochelle salt) ลงไปทีละนอยจนหมด ปรับปริมาตรสุดทายเปน 1,000 ml ดวยน้ํากลั่นโดยใช 
Volumetric flask เก็บใสขวดสีชาที่อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ข. 
การเก็บตัวอยางและวิธีการวิเคราะห 

 
1.  การเก็บตัวอยาง  
  
 เก็บตัวอยางวันละ 10 g ทุกๆ 24 ชั่วโมง โดยนําตัวอยางเติมนํ้ากลั่น 90 ml ตั้ง
ทิ้งไว 1-2 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําตัวอยางไปกรองดวยกระดาษกรอง เอาเฉพาะสารละลายสวน
ใส เพ่ือใชวิเคราะหคาพารามิเตอรตางๆ 
 
2.  การวิเคราะหคาความเปนกรดดาง (pH) (AOAC, 1995) 
 
 นําสารละลายสวนใสที่ไดจากการเก็บตัวอยาง มาวิเคราะหคาความเปนกรดดาง 
(pH) ดวยเครื่อง pH meter เทียบกับสารละลายบัฟเฟอรมาตรฐาน (standard buffer) ที่มีคา 4 
และ 7  
 
3.  การหาเปอรเซ็นตความชื้นของวัสดุหมัก ดวยวิธี Gravimetric (AOAC, 1999) 
 
 1. อบภาชนะสําหรับใสตัวอยางที่อุณหภูมิ 105 oC นาน 3 ชั่วโมง แลวนําออก
จากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะลดลงเทากับอุณหภูมิหอง
แลวนํามาชั่งหาน้ําหนักแหง  
 2. นําตัวอยางใสในภาชนะที่ทราบน้ําหนักแลว ชั่งหาน้ําหนักทั้งหมด  
 
  (นํ้าหนักตัวอยาง = นํ้าหนักทั้งหมด – นํ้าหนักภาชนะ) 
 
 3. นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 oC ขามคืน นําออกจากตูอบลม ใสไวในโถ 
ดูดความชื้น จนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะถึงอุณหภูมิหองแลวชั่งหาน้ําหนัก แลวหักคาน้ําหนัก
ของภาชนะออก ผลที่ไดจะเปนนํ้าหนักแหงของตัวอยาง  
 
  (นํ้าหนักแหงของตัวอยาง = นํ้าหนักทั้งหมด – นํ้าหนักภาชนะ) 
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 4. คํานวณเปอรเซ็นตความชื้น  โดยใชสูตร      
 

  เปอรเซ็นตความชื้น  = 100
อยางน้ําหนักตัว

งน้ําหนักแห - อยางน้ําหนักตัว ×  

 
4.  การวิเคราะหปริมาณกรดแลกติก  
  
  การศึกษาในครั้งน้ีวิเคราะหหาปริมาณกรดแลกติกที่เชื้อราผลิตขึ้นไดดวยเครื่อง 
Reflectometer RQflec10 Merck Germany  
 
5.  การหาเปอรเซ็นตกรดแลกติก (%acidity) โดยวิธี Tritration (AOCC, 1999) 
 
 นําสารละลายตัวอยางสวนใสที่ผานการกรอง มา 1 ml ใสลงไปในฟลาสก ขนาด 
250 mlเติมนํ้ากลั่น 50 ml ตมใหเดือดเพ่ือไลกาซคารบอนไดออกไซด ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 
หยดฟนอลฟทาลีน 3 หยด เพ่ือเปนอินดิเคเตอร นํามาไตเตรทกับ NaOH 0.01 N (ทํา 3 ซํ้า) 
และเทียบกับ control นํ้ากลั่น 50 ml บันทึกปริมาตร NaOH ที่ใชทั้ง 3 ครั้ง นํามาคํานวณหาคา
เปอรเซนตกรดทั้งหมด โดยใชสูตร 
 

ปริมาตร (ml) ของ NaOH  0.090  100 
เปอรเซ็นตกรดแลกติก = 

ปริมาตร (ml) ของตัวอยาง 
 
6.  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยแปงโดยการวัดปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ  
 
 นําสารละลายตัวอยางสวนใส ไปหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยการวัด reducing 
sugar ที่เกิดจากปฏิกิริยาการยอยแปงดวยวิธี Ditrosalicylic acid method (DNS method) 
(Miller,1959)  
 
 6.1 สารเคมี 
  6.1.1 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
   ชั่งกลูโคส 0.1000 g ละลายในน้ํากลั่น ปรับปริมาตรสุดทายเปน 
100 ml โดยใช volumetric flask จะไดสารละลายกลูโคสเขมขน 1.0 mg/ml นํามาเจือจางใหได
ความเขมขน 0-1,000 μg/ml ดังตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11 วิธีการเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเขมขน 200, 400, 600, 800, 1000 
 μg/ml สําหรับการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 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 การเตรียมแปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % (w/v)  
   ชั่งแปงมันสําปะหลัง 1 g ละลายในสารละลาย Phosphate buffer 
pH 7.0 ปรับปริมาตรสุดทาย เปน 100 ml โดยใช volumetric flask จะได แปงมันสําปะหลัง
ความเขมขน 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 วิธีการวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ โดยวิธี 3, 5-Ditrosalicylic acid 
assay 
  6.2.1 ดูดแปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % (w/v) ปริมาตร 0.5 ml ลงใน
หลอดทดลอง แลวเติมสารละลายเอนไซมที่ทําการเจือจางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมปริมาตร 
0.5 ml อุนที่อุณหภูมิ 40˚C 10 นาที 
  6.2.2 เติมสารละลาย 3, 5-Ditrosalicylic acid ปริมาตร 1ml 
  6.2.3 นําหลดทดลองไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที 
  6.2.4 แชหลอดทดลองในอางน้ําเย็น 5 นาที 
  6.2.5 เติมนํ้ากลั่น 10 ml ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเขากันแลวนําไปวัด
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 
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  6.2.6 นําคาการดูดกลืนแสงที่ได หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยเปรียบเทียบ 
กับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของกลูโคสในสารละลายตัวอยาง นําคาความเขมขนของ
นํ้าตาลที่ไดหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 
 6.3 การทํากราฟมาตรฐาน 
  6.3.1 ดูดสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะห หรือสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน (ความเขมขน 0-1,000 μg/mg) ปริมาตร 1 ml ลงในหลอดทดลอง 
  6.3.2 เติมสารละลาย 3,5-Ditrosalicylic acid ปริมาตร 1 ml 
  6.3.3 นําหลดทดลองไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที 
  6.3.4 แชหลอดทดลองในอางน้ําเย็น 5 นาที 
  6.3.5 เติมนํ้ากลั่น 10 ml ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเขากันแลวนําไปวัด
คาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm. 
  6.3.6 นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (ความเขมขน 
0-1,000 μg/mg) ไปเขียนกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของน้ําตาลกลูโคสกับการดูดกลืน
แสง ดังรูปที่ 26 
 

 

 

รูปที่ 26 กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส    
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6.4 การคํานวณหากิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส 
 

กิจกรรมของเอนไซม (U/ml) = 100
ลูโคสของนํ้าตาลกมวลโมเลกุล

factor dilutionกลูโคส นของนํ้าตาลความเขมข ××
 

 
หมายเหตุ  มวลโมเลกลุของกลูโคสเทากบั 180 
 
 กําหนดให 1 หนวยของเอนไซมอะไมเลส เทากับปริมาณเอนไซมที่ยอยสลาย
แปงมันสําปะหลังความเขมขน 1 % แลวใหนํ้าตาลรีดิวซเกิดขึ้น 1 ไมโครโมลตอ 1 นาที ภายใต
สภาวะที่กําหนด คาที่คํานวณไดเรียกวา กิจกรรมของเอนไซม 
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ภาคผนวก ค. 
ขอมูลที่ไดจากการทดลอง 

 
ตารางที่ 12 คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 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 (%) ทั้งหมดที่ไดจากการหมักแบบแข็งของเชื้อราทั้ง 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 กิจกรรมของเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ที่ไดจากการหมักแบบแข็งของ
 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 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท 
 C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม   

ปริมาณแปง (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 (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท
 C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 

ปริมาณแปง (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 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ปริมาณแปงเริ่มตน 100, 150 และ 200 กรัม 

คากิจกรรมเอนไซมการยอยแปง (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 

 



 80 

ตารางที่ 18 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตัวอยางที่หมักดวยเชือ้รา Rhizopus sp. ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65%, 70% และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
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 (%) ของตัวอยางทีห่มักดวยเชื้อรา Rhizopus sp.ไอโซเลท  
 C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65, 70 และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
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 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ที่ความชื้นเริ่มตน 65, 70 และ 75% 

ความชื้นเริ่มตน (%) 
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 คาความเปนกรดดาง (pH) ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา 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 (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา 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 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเช้ือรา 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 คาความเปนกรดดาง ของตวัอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสตกิทนรอน 

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 (%) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. ไอโซเลท C035 
 ในถุงพลาสติกทนรอน 

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 กิจกรรมเอนไซมยอยแปง (α - amylase) ของตัวอยางที่หมักดวยเชื้อรา Rhizopus sp. 
 ไอโซเลท C035 ในถุงพลาสติกทนรอน 

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) ในถุงพลาสติกทนรอน 
 


