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บทที่ 2 
 

ทฤษฎีท่ีเกี่ยวของ 
 
2.1 ผลงานวิจัยท่ีผานมา 

ผองศรี ศิวราศักดิ์และคณะ 2551 พบวา เอนไซมจากไตรโคเดอรมา รีสิอี (Trichoderma 
reesei) RMUTT01 รวมกับแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี (Saccharomyces cerevisiae) สามารถนําไปใช
หมักกากมันสําปะหลังเพื่อผลิตเอทานอล ที่ pH ประมาณ 5 และอุณหภูมิหอง เอทานอลที่ผลิตได
เทากับ 2 g/L หรือคิดเปน 63 ลิตรตอตันกากมันสําปะหลัง จุลินทรียทั้งสองชนิดที่ใชในงานวิจัยเปน
เชื้อเดี่ยวไดจากการเพาะเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อพีดีเอและวายเอ็มเอตามลําดับ ไตรโคเดอรมา รีสิอี
เติบโตและผลิตเอนไซมเซลลูเลสภายใตสภาวะการใชอากาศ ขณะที่ในขั้นตอนการหมักเอทานอล
จากกากมันสําปะหลังใชเชื้อราชนิดนี้รวมกับยีสตซึ่งไมตองการอากาศในระบบ แตเชื้อราชนิดนี้อยู
รวมกับยีสตเพื่อใชผลิตเอทานอลได การผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังตองใชกระบวนการ 3 
ขั้นตอน คือ ขั้นตอนที่หนึ่งการเตรียมเซลลูโลสจากฟางขาวใหบริสุทธิ์ ขั้นตอนที่สองการผลิตครูด
เอนไซมจากเซลลูโลสจากไตรโคเดอรมา รีสิอี RMUTT01 และขั้นตอนที่สามการหมักเอทานอลจาก
กากมันสําปะหลังดวยครูดเอนไซมรวมกับแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี นอกจากนั้นไดทําการศึกษา
เปรียบเทียบเอทานอลที่หมักไดจาก 4 ขั้นตอน ขั้นตอนที่เพิ่มขึ้นคือข้ันตอนการยอยสลายกากมัน
สําปะหลังดวยครูดเอนไซมใหเปนน้ําตาลกอนจึงนําน้ําหมักที่ไดหมักเอทานอลดวยยีสต โดยที่แตละ
ขั้นตอนใชจุลินทรียเดี่ยวๆ พบวาเอทานอลที่ได 2.7 g/L หรือคิดเปน 86 ลิตรตอตันกากมันสําปะหลัง
ใชเวลาหมักนาน 4 วัน [2]  

Natesan Balasubramanian และ Damodaran Lalithakumari 2008 [3] ไดศึกษาวิจัย
คุณลักษณะของโปรโตพลาสต inter, intra-fusant และ regeneration ของเชื้อราไตรโคเดอรมา ฮาร
เซียนัม (Trichoderma harzianum) และไตรโคเดอรมา วิไรด (Trichoderma viride) พบวาโปรโตพ

ลาสตของไตรโคเดอรมา ฮารเซียนัมและไตรโคเดอรมา วิไรดเทากับ ได 9.37×105 โปรโตพลาสต/

mL และ 11.1×105 โปรโตพลาสต/mL ที่อายุ 16 และ 14 ช่ัวโมงของการเพาะเชื้อ ตามลําดับ ความ
เขมขนของเอนไซมเพิ่มขึ้นเมื่อโปรโตพลาสตเพิ่มขึ้น ที่ pH 5.5 และ 28 oC  

Kabbashi และคณะ 2007 [4] ไดศึกษาการผลิตเอทานอลจากทะลายปาลมดวยการหมัก
แหงโดยใชจุลินทรียผสมระหวางไตรโคเดอรมา ฮารเซียนัม (Trichoderma harzianum) และแซคคา
โรมายซิส ซิรีวิสิอี ทําการหมักในขั้นตอนเดียว เอทานอลที่ไดเทากับ 14 % v/v ใชเวลาหมัก 1 วัน ที่ 
pH 7 เปอรเซ็นตความชื้นเทากับ 60 (v/w)  

Humphrey. C. Nzelibe และ Caritas U Okafoagu 2007 [5] ไดศึกษาการผลิตเอทานอลที่
สภาวะเหมาะสมจากของเสียโรงงานเยื่อ Garcinia kola (bitter kola) โดยใชเชื้อรา Aspergillus niger 
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ยอยสลายใหไดน้ําตาลเปรียบเทียบกับการยอยสลายดวยกรดและดาง แลวจึงใชยีสตที่ใชทําขนมปง
เปลี่ยนน้ําตาลเปนเอทานอล  

Saloheimo Anu 2004 [6] ไดรายงานการใชยีสต Saccharomyces cerevisiae เปนเครื่องมือ
ในการทําโคลนนิ่งและการวิเคราะหยีนสของเชื้อราเพื่อนําไปใชสําหรับการยอยสลายชีวมวลและ
การใชประโยชน  

B. S. Dien. M. A. Cotta และ T. W. Jeffries 2003 [7] ไดนําเสนอแบกทีเรียตางๆ ที่นํา
ความรูทางวิศวพันธุกรรมมาใชสําหรับการผลิตเอทานอลจากเซลลูโลสซึ่งอยูในชีวมวลเพื่อพลังงาน 
ไดแก Engineering E. coli, Z. mobilis, K. oxytoca และ Erwina chrysanthemi  

Hunsa Punnapayak และคณะ 1999 [8] ไดศึกษาการหมักเอทานอลจากเสนใยของ Agave 
sisalana ในอาหารเหลวแบบรวมปฏิกิริยาระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RMUTT01 รวมกับแซคคา- 
-โรมายซิส ซิรีวิสิอี ใหผลไดของเอทานอล 0.3 กรัมตอกรัม ใชเวลาหมัก 3 วัน 

Srinivas R. และ T Panda 1998 [9] ไดศึกษาผลของ pH และความเสถียรเชิงความรอนของ 
carboxymethyl cellulose จาก intergeneric fusants ของไตรโคเดอรมา รีสิอี RMUTT01 รวมกับแซค
คาโรมายซิส ซิรีวิสิอี เปรียบเทียบกับไตรโคเดอรมา รีสิอี QM 9414 พบวา pH และอุณหภูมิที่
เหมาะสมของจุลินทรียผสมคือ pH 5.7 และ 41.7 oC  

 
2.2 หลักการทั่วไปของกระบวนการหมักแข็ง ในเทคโนโลยีชวีภาพ [10]  

การหมักแข็ง (solid-tate fermentation, S-SF) คือการเติบโตและเมตาบอลิซึมของจุลินทรียบน
วัสดุของแข็งที่มีความชื้นในที่ไมใชน้ํา ระบบ จุลินทีรยตองการน้ําในการเติบโตซึ่งไดน้ําจากความชื้นที่
อยูในสับสเตรทของระบบ S-SF ศัพทเทคนิคอื่นที่ใชแทน S-SF เชน solid phase fermentation, solid-
state cultivation, solid substrate fermentation และ moist solids fermentation  

สวนใหญกระบวนการ S-SF จุลินทรียเติบโตโดยใชอากาศจึงเปนการหมักแข็งแบบแอโรบิก 
ตัวอยางของ SSF ที่เราคุนเคยกันดี มีดังนี้คอื 

- การทําปุยหมกัโดยใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร หรือผลิตภัณฑขางเคียง จุลินทรียเตบิโต
ไดโดยใชสารอาหารที่มีอยูในของเหลือทิ้ง ทําใหอุณหภมูิสูงขึ้น (60-70oC) อุณหภูมลิดลง
เมื่อสารอาหารถูกใชในการยอยสลายหมดไป  

- การทําเตาหู ใชเชื้อรา Rhizopus oligosporus เพาะเลี้ยงบนถั่วเหลืองสุก ภายใน 24 ช่ัวโมง 
เชื้อราทําใหถ่ัวรวมตวัเปนกอนเตาหู 

- การทําซอสถั่วเหลือง ใชเชื้อรา Aspergillus oryzae เพาะเลี้ยงบนถั่วเหลืองสุกและปลอยให
เติบโตประมาณ 2 วนั ระหวางนี้เชื้อราจะผลิตเอนไซมสําหรับการยอยสลาย 
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กระบวนการ S-SF ทั่วไป มดีังนี ้
- จุดเริ่มตนของสับสเตรทมาจากทางการเกษตร เชน ขาว ธัญพืช มันสําปะหลัง ขาวโพด 

หรือผลิตภัณฑขางเคียง เชน ฟางขาว ซังขาวโพด 
- ทําการเตรียมสับสเตรทกอนหรือการปรบัสภาพสับสเตรท การลดขนาดดวยการหัน่หรือ

บดเปนชิ้นเล็กๆ การทําใหแตกสลาย การยอยสลายดวยสารเคมีหรือความรอนหรือการ
กําจัดลิกนินเพือ่ชวยทําใหโมเลกลุขนาดใหญ ยอยสลายดวยเอนไซมจากจุลินทรียไดดี
ยิ่งขึ้น  

- แหลงคารบอน มักเปนโมเลกุลขนาดใหญ เชน แปง หรือเซลลูโลส รวมทั้งสับสเตรทของ
แข็งที่มีน้ําตาลละลายไดอยูในปริมาณหนึ่ง 

- จุลินทรีย สวนใหญคือเชื้อรา เพราะเลี้ยงเชือ้งายและแข็งแรง 
- สับสเตรทถูกผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อและใสลงในถังปฏิกรณชีวภาพ 
- ถังปฏิกรณชีวภาพอาจจะมหีรือไมมีการกวนและเติมอากาศ 
- กระบวนการทีส่มบูรณ สับสเตรทที่ถูกหมกัประกอบดวยผลิตภัณฑในกรณีที่เปนอาหาร 

แตผลิตภัณฑอ่ืนๆ อาจจะถูกชะออกมาและตองนําไปผานกระบวนการแยกตอไป เชนการ
กล่ันเอทานอล 

การเติบโตของจุลินทรียในระหวางกระบวนการหมักแขง็ มีดังนี ้
- สปอรของเชื้อราเริ่มแตกเพื่อเกิดเปนเสนใยหรือมายซีเลียซ่ึงแผออกไปบนผิวของ

สับสเตรทที่มีอยู เมื่อโคโลนีเติบโตบนผิวตอไปเรื่อยๆ ความหนาแนน หรือความหนาของ
มายซีเลียมเพิม่ขึ้น 

- ไฮฟที่ตองการอากาศจะงอกขึ้นระหวางชองวางของอนุภาค 
- ไฮฟสามารถไชเขาสับสเตรทได 
- ไฮฟที่ปลดปลอยเอนไซมยอยสลายโมเลกลุขนาดใหญ อาจอยูในรูปของเซลลที่ลอมรอบ

หรือเซลลอิสระ เซลลเหลานี้จะแพรเขาสูสับสเตรท 
- เอนไซมยอยสลายโมเลกุลใหญ เชนแปง ไปเปนโมโนเมอร (โมเลกุลเล็กที่สุด เชน 

กลูโคส) ซ่ึงมีอิสระในการแพร 
- โมโนเมอรแพรผานเขาไปในสับสเตรทและใหไฮฟของเชื้อรานําไปใช 
- ในระหวางขั้นตอนการเติบโตตางๆ ปริมาณของสบัสเตรทที่เชื้อราสามารถเขาถึงอาจจะ

เพิ่มขึ้น คงที่หรือลดลงไดในกระบวนการปลดปลอยเอนไซมและการยอยสลาย 
- การไหลของออกซิเจนหรือการแพร (ขึ้นกบัใชหรือไมใชการเติมอากาศ) ผานชองวาง

ระหวางอนุภาค ออกซิเจนละลายในฟลมของของเหลวทีต่ิดกับผิวของสับสเตรทและชีว
มวลหรือเซลลนําออกซิเจนไปใช การเติบโตสวนใหญเกดิชึ้นที่ผิวของอนุภาคเพราะวามี
ออกซิเจนที่จะนําไปใชไดอยางรวดเร็ว 
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- ความรอนที่เกดิขึ้นโดยเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย และถูกนําออกไปโดยการพาความรอน 
การนํา และการระเหย (ความสัมพันธที่สําคัญของกลไกเหลานี้ขึ้นกับการออกแบบถัง
ปฏิกรณและการดําเนินการ) 

 
2.3 จุลินทรียและสับสเตรทตางๆ ในกระบวนการหมักแข็ง [10] 

2.3.1 จุลินทรีย 
จุลินทรียที่สําคัญที่สุดใชในกระบวนการหมักแข็ง มี 3 ชนิด คือ ยีสต แบคทีเรีย และ ราชนิด

เสนใย ดังรายละเอียดตอไปนี้ 
ยีสต ปกติเติบโตบนสับสเตรทเพียงเล็กนอย การหมกัแข็งดวยยีสตไมใชอากาศ (ensiling) กับ

ผลิตภัณฑทางการเกษตรที่ 60-70 % ความชื้น บรรจุใหแนนปราศจากอากาศ และหมักที่อุณหภูมิหอง 
(25-30oC) เปนเวลาหนึ่งถึงสองสัปดาห ยีสตถูกพบระหวางขัน้ตอนเริ่มตนของการหมัก และจะเกิด
แบคทีเรียชนดิแลกโตแบซิลไล (lactobacilli) แทนที่  

แบคทีเรียมีบทบาทในกระบวนการหมักแข็งตางๆ เปนไดทั้งจุลินทรียหลักและรอง แบคทีเรีย
ชนิดแลกโตแบซิลไล เปนจุลินทรียหลักระหวางการหมักยีสต เทอรโมฟลิค แบคทีเรีย มีบทบาทเดน
ระหวางการทาํปุย กอนการเกิดของเทอรโมฟลิค แอคทิโนมายซีส และรา การผลิตอาหารหมักดองใน
อาเซียนใชวิธีการแบบดั้งเดมิ ทั้งการเตรียมเล้ียงเชื้อและการหมักทําภายใตสภาวะการทําใหปลอดเชื้อ 
แบคทีเรียอาจจะเขาไปปนเปอนได  

ราที่เปนเสนใย เปนกลุมจุลินทรียที่สําคัญสําหรับกระบวนการหมักแข็ง และในตอนตอไปนี้
จะกลาวถึงราและสมบัติของราที่ใชในการหมัก ราที่ใชมีหลายสายพนัธุ ไดแก Aspergillus, Rhizopus รา
ที่ยอยสลายเสนใย (cellulolytic fungi) เชน Chaetonium cellulolyticum และ Trichoderma reesei ราที่
ยอยสลายลิกนนิ เชน ราขาว-เนา (white-rot fungi) ผลิตภัณฑที่ไดจากการหมกัดวยราเหลานี้มีมากมาย
หลายชนิด ราเสนใยเหมาะสําหรับการหมักแข็ง เนื่องจากการเติบโตของไฮฟาสามารถเดินและทะลุ
ทะลวงบนสับสเตรทไดด ี

ราเสนใยปรับตัวเพื่อแผขยายไปเหนือและแทงเขาไปในสับสเตรทของแข็งไดเปนอยางดี บน
ผิวสับสเตรทของแข็ง ราผลิตโคโลนีมากมายแผขยายอยางรวดเรว็เนื่องจากการขยายไอฟที่ขอบนอก
ของโคโลนี ในการหมักแขง็ โคโลนีเกิดขึ้นจากสปอรใกลเคียงรวมตัวกัน ทําใหความหนาแนนของไฮฟ
ภายในมายซีเลียมเพิ่มขึ้น ความหนาแนนของไฮฟภายในโคโลนีขึ้นกับความถี่ของกิ่งกานไฮฟ ซ่ึงเปน
ผลมาจากหลายปจจยัรวมทั้งสารอาหารดวย ไฮฟราสามารถขยายไปยังพื้นที่ผิวใหมของสับสแตรทเพื่อ
สรางโคโลนีได หรือขามพืน้ที่จากแหลงอาหารนอย การเปนเชนนีไ้ดแปรผันจากสายพันธุหนึ่งไปยัง
สายพันธุหนึ่ง  

การเติบโตของไฮฟทําใหรามีกําลังในการแทงทะลุสับสเตรทไดสูงกวาจุลินทรียเซลลเดียว 
(unicellular microorganisms) สารอาหารภายในในตอนเริ่มตนอาจจะยังไมไดใช แตภายหลังถูกใชได
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โดยไฮฟทีแ่ทงทะลุเขาไป ผนังเซลลของพืช เปนตัวกัน้การแทงทะลุ ราบางชนิดจาํเปนตองทําใหเซลล
สับสเตรทแตกกอน ยกเวน ราจําพวกยอยสลายเสนใย เพราะวาผนังเซลลดานในยอมใหเอนไซมยอย
สลายได การเติบโตของราบนลิกโนเซลลูโลสิก สับสเตรท (lignocellulosic substrates) การแทงทะลุ
เปนไดทางกลและเอนไซม ผนังเซลลแข็งกันยอดแหลมไฮฟและระบบซับซอนของกิ่งกานสาขาทําให
แนใจวา ไฮฟสวนที่แกกวาถูกยึดในสับสเตรท ความสามารถของยอดนี้ขยายภายใตความกดดัน ราที่ดี
ที่สุดสามารถแทงทะลุเขาไปในเซลลูโลสิก สับสเตรทคือ ราขาว-เนา และราน้ําตาล-เนา (brown-rot 
fungi) ราทั้งสองมีเอนไซมชวยขับเคลื่อนการแทง ราขาว-เนาใชทั้งลิกนินและโพลแิซคคาไรด ขณะที่รา
น้ําตาล-เนายอยโพลิแซคคาไรดและกําจัดลิกนินไดนอย ราทั้งสองยับยั้งเซลล ลูมินาและแทงทะลุจาก
เซลลหนึ่งไปยงัอีกเซลลหนึ่ง ทําใหเปนหลุมจากการเจาะของเอนไซม การเกิดหลุมนี้ตองการใหผนัง
เซลลดานในสัมผัสกับยอดของไฮฟใหใกลเพียงพอ ที่ตําแหนงนี้คือระบบเซลลูเลส (cellulase system)  
ดังนั้น การยอยสลายเซลลูโลสเกิดขึ้นมากในหลุมที่ถูกเจาะ เซลลในลูมินาปลอยเซลลูเลสซึ่งเปนสาเหตุ
ของการยอยสลายที่ผิวดานในของผนังเซลล เมื่อไฮฟสัมผัสผนังเซลลจะเกดิการยอยสลายมากยิ่งขึน้ (ทํา
ใหกลวงและพงัทลาย) ช้ีใหเห็นวาการยอยสลายเริ่มตนของเซลลูโลสเกิดใกลกับผิวของไฮฟรามากๆ ใน
ระบบนี้ การยอยสลายของสับสตรทตองใหมายซีเลียมสมัผัสกันมากๆ ทําใหการแทงทะลุสําคัญมาก  

ขอดีของการแทงทะลุคือไฮฟไดเขาไปอยูใกลชิดกนักับสารอาหารภายใน ระยะทางที่ใชใน
การแพรลดลง ส่ิงนี้สําคัญที่สุดระหวางขั้นตอนของการหมักตอมาเมื่อสารอาหารที่ผิวสับสเตรทหมด 

ไฮฟแทงทะลุไดเปนไฮฟทีห่าอาหาร (nutrient-searching hyphae) ไฮฟนี้จะไมดดูซับอาหาร
และถายโอนอาหารกลับไปยงัมายซีเลียมทีผิ่ว เพราะทรานสโลเคชัน (translocation) ของรามีทิศทาง
เดียว จากมายซีเลียมแกกวาไปยังยอดที่กําลังเติบโต การเติบโตของมายซีเลียมภายในสับสเตรทของแข็ง
เกิดขึ้นอยางรนุแรง เมื่อใชออกซิเจนที่ผิวอยางมากที่สุด ออกซิเจนจึงมคีวามสําคัญ  

ความสามารถทางกายภาพของราเสนใยในการหมักแข็ง ราเสนใยเติบโตไดดีในที่มีน้ํานอย 
และที่พีเอชมีคาต่ํา ใน S-SF บางระบบใชแอคทิวติีของน้ําและพีเอชต่ําๆ รวมกันเพื่อที่จะสราง
สภาพแวดลอมซึ่งราชอบที่จะเติบโตและปองกันการปนเปอนของแบคทีเรียและยสีต 

ราเสนใยหลายสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมสําหรับการยอยสลายโมเลกุลขนาดใหญที่พบ 
ในสับสเตรทของแข็งไดในชวงกวาง เอนไซมที่สําคัญที่สุดสําหรับการเติบโตบนสับสเตรทของแข็งจาก
แหลงเกษตรกรรม คือ อามายเลส (amylases) และเซลลูเลส (cellulases) ถึงแมวา โปรตีเอส (proteases) 
และไลเปส (lipases) ชวยในการยอยสลายและแทงทะลุ ราสวนใหญผลิตสปอร การเพาะเลี้ยงสปอรทํา
ไดงายและสามารถเก็บรักษาไวไดเปนชวงเวลานาน ส่ิงนี้ทําใหกระบวนการทีใ่ชเชื้อรามีความยดืหยุน
กวาเชื้ออ่ืน เพราะการเพาะเลี้ยงเปนหวัใจของการผลิตเชื้อราสําหรับใชในกระบวนการหมัก  

การเพาะเลีย้ง (inoculum) ในการหมกัแข็งเปนสิ่งสําคัญอีกอยางหนึง่ การเพาะเลีย้งสปอรรา
ไมไดผลดีที่สุดเสมอไป ถึงแมวาจะสะดวกในการนําไปใช การเพาะเลี้ยงสปอรขึ้นกับการเตรยีมการ
หมัก สปอรอยูไดนานกวาฟงกอล มายซีเลีย (fungal mycelia) และสามารถเก็บไวและนํามาใชเมือ่
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ตองการ สปอรออนแอนอยกวามาซีเลียในระหวางการเก็บและการเพาะเลี้ยงดวยเชนกัน ขอเสยีของ
สปอรอยางหนึ่งคือ การเปลี่ยนแปลงภายในเซลลอยูนิ่ง ชวงของการแตกสปอรตองใชเวลานานหลาย
ช่ัวโมง จึงควรนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทันทีกอนนาํไปใชหมกั 

การเพาะเลีย้งราบนอาหารแข็งจะดกีวาในอาหารเหลว ถึงแมวาการเลี้ยงในของเหลวจะงาย
กวา อยางไรก็ตาม การเพาะสปอรลงในอาหารเหลวทาํไดงายโดยใชการเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งมากอน 
สปอรจะแขวนลอยในอาหารเหลวและแยกสปอรไดกอนตามตองการ 

การใชเชื้อสดจะทําใหลดการปนเปอนที่จะเกดิขึ้นในระหวางการหมักได ส่ิงนี้สําคัญสําหรับ
ระบบที่ไมตองปองกันการปนเปอนเปนกรณีพิเศษ  

บางครั้งความหนาแนนของเชื้อเร่ิมตนมีผลตอการเติบโตใน S-SF อยางมีนัยสําคัญ แตในกรณี
อ่ืนๆ กระบวนการดําเนินไปได ถึงแมความหนาแนนของเชื้อเร่ิมตนจะมีคาในชวงกวางกต็าม ความ
หนาแนนของเชื้อเร่ิมตนที่นําไปใชมีคาในชวงกวาง จาก 104 ถึง 107 สปอรตอกรัมของสับสเตรท ขึ้นกับ
เชื้อที่ใช ขนาดของเชื้อที่นํามาใชตองมีคามากพอและการผสมเริ่มตนเพียงพอเพือ่ใหแนใจวาอนุภาค
สับสเตรทเกือบทั้งหมดจะถูกหุมดวยโคโลนีจึงจะใหผลที่ดีที่สุด อยางไรก็ตาม ความหนาแนนของ
สปอรมากเกินไปจะทําใหการเริ่มแตกสปอรชา 

2.3.2 การปลูกถายเชื้อ  
 ขึ้นกับสายพันธุและการทําใหปลอดเชื้อ แบงออกเปน 

- การปลูกถายเชื้อเดี่ยว (monoculture) คือการนําเชื้อบริสุทธิ์เล้ียงในสบัสเตรทที่ทําใหปลอด
เชื้อกอนโดยการพลาสเจอรไรซหรือสเตอริไรซ ในระหวางการหมักเพือ่ปองกันการปนเปอนอาจจะตอง
ใชกระบวนการปลอดเชื้อ (aseptic procedures) ในบางกรณีตองเลือกสภาวะระหวางการปนเปอนกับ
การเติบโตของเชื้อที่ตองการไดอยางรวดเร็ว 

- การปลูกถายเชื้อผสม (defined mixed culture) คือการนําเชื้อเดี่ยวมากกวาหนึ่งสายพันธุ
เล้ียงบนสับสเตรทที่ผานการสเตอริไรซหรือพลาสเจอรไรซแลว ส่ิงนี้เปนการนําสับสเตรทมาใช
ประโยชนและสายพันธุตางๆ สามารถไดใชแหลงคารบอนที่แตกตางกนั เชน เชื้อผสมของ Trichoderma 
reesei [10] (Viesturs et al., 1981) หรือ Chaetomium cellulolyticum [10] และ [11] (Tengerdy et al., 
1983) กับ Candida lipolytica พบวาเพิ่มการผลิตโปรตีนจากการใชฟางขาวสาลี เพราะวา ยีสตใชกลูโคส
และปองกันการควบคุมการใชพลังงานของเอนไซมจากเชือ้รา 

- การปลูกถายเชื้อซีเคว็นเชียล (sequential culture) เปนเชื้อผสมที่ปลูกถายจุลินทรียชนิดที่
สองลงไปหลังจากจุลินทรียชนิดแรกหยดุการเติบโต วิธีการนี้สามารถนําไปใชเพื่อการใชสารอาหารใน
สับสเตรทไดสูงสุด เชน สวนประกอบของโปรตีนในการหมกัฟางขาวสาลีโดยใช Chaetomium 
cellulolyticum หรือ Trichoderma reesei สามารถนําไปใชไดมากขึน้โดยปลูกถายเชื้อยีสต Candida 
utilis ลงไปหลังจาก 72 ช่ัวโมง ที่เวลานี้ เชื้อราหยุดเติบโตแตไมใชน้ําตาลทุกชนิด น้ําตาลที่มากเกินพอ
เปนสับสเตรทใหยีสตเติบโต การเติม Candida utilis ที่ตอนเริ่มตนของการหมักจะมปีระสิทธิภาพนอย
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กวา เพราะวายีสตตองแขงขนักับราเพื่อแยงน้ําตาล ทําใหหนวงการเตบิโตและการผลิตเซลลูเลสของเชื้อ
รา วิธีการปลูกถายเชื้อแบบนี้ใชผลิตเอนไซมยอยเซลลูโลสของฟางขาวและรําขาวสาลีโดย Shamala & 
Sreekantiah (1987) [12] สกัดเอนไซมออกหลังจากการหมักเริ่มตนดวยน้ํา ทํากากของแข็งที่เหลือให
แหง ใสอาหารเหลวใหมอีกครั้งและเพาะเลี้ยงซ้ํา เชื้อราสามารถเติบโตไดบนสับสเตรทเดิม 5 คร้ัง ทําให
ผลไดของเอนไซมมีคาสูงขึ้น 

- การปลูกถายเชื้อผสมอื่นๆ เปนชนิดของการเพาะเลี้ยงเชือ้ธรรมชาติบนสับสเตรท หรือการ
เพาะเลี้ยงเชื้อผสมแบบดั้งเดมิ ซ่ึงอาศัยการหมักจากเชื้อทีอ่ยูในอากาศ เชน การทําอาหารหมักดอง การ
บําบัดน้ําเสีย 

2.3.3 สับสเตรท  
ประกอบดวยอนุภาคที่เปยก มีชองวางระหวางอนุภาคของแข็งเพื่อการถายเทอากาศ

หรือกาซตางๆ ระบบการหมักเปนแบบเนือ้ผสม ไมใชเนื้อเดียวเหมือนการหมักเหลว การเติบโตสวน
ใหญเกดิขึ้นทีผิ่ว เปนสาเหตุของการเกดิเกรเดยีนทของสารอาหารขึ้นภายในอนภุาคของแข็งออกซิเจน
และคารบอนไดออกไซด ภายในวัฏภาคกาซ จึงทําใหการศึกษายากยิ่งขึ้น สับสเตรทสวนใหญไดจาก
วัสดุทางการเกษตร ของเหลือทิ้งขนาดใหญผานการตัดและบด ปญหาของการเปนเนื้อผสม คือ  

- สวนของพืช เชน ลําตน ใบ ราก ซ่ึงมีโครงสรางซับซอน ตองการการลดขนาดอนภุาคกอน
การหมักแข็ง พืชชนิดเดียวกนัจากแหลงตางกันองคประกอบและโครงสรางแตกตางกนั  

- อนุภาคสับสเตรทมีมีโครงสรางซับซอน เชน เปนเมด็ ลําตนเปนชิ้นเล็กๆ 
- คุณภาพและองคประกอบของสับสเตรทอาจจะแตกตางกันแบทซตอแบทซ เพราะพืช

เติบโตจากแหลงตางกัน ยีนสจะแตกตางกันไปดวย ผลของการเก็บเกีย่วที่สภาวะแตกตางกันทําให
องคประกอบแปรผัน  

- การปรับสภาพกอนการหมกั เชน เจลาไทเซชัน (gelatization) การแตกสลายบริเวณผลึก
เซลลูโลส ทําใหเชื้อใชสับสเตรทไดดีมากยิง่ขึ้นสงผลตอการเติบโตตามมา 

- การกวนผสมสับสเตรทของแข็งทําไดยากระหวางการหมัก  
สับสเตรทที่ใชในการหมกัแข็ง แบงออกเปน 3 กลุมใหญ 
- แปง เปนแหลงคารบอนหลัก 
- เซลลูโลสหรือลิกโนเซลลูโลส เปนแหลงคารบอนหลัก 
- น้ําตาลละลายไดเปนแหลงคารบอนหลัก 
 สมบัติของอนุภาคสับสเตรท สมบัติทางกายภาพที่สําคัญที่สุดคือ ขนาดอนุภาค ซ่ึงสงผลตอ

อัตราสวนของพื้นที่ผิวตอปริมาตรของสับสเตรท เพราะวาจุลินทรียไดปลูกถายลงบนผิวอนภุาค 
เพราะฉะนั้นเชื้อเร่ิมตนปะทะโดนสับสเตรท ขนาดอนุภาคมีผลตอชองวางระหวางอนุภาคดวย เสนใย
เชื้อราเติมเต็มชองวางขนาดเล็กอยางรวดเร็ว สงผลใหขดัขวางการแพร ทําใหความดันลดในระบบเติม
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อากาศ ขนาดอนุภาคที่เหมาะสม ทําใหการใชสารอาหารและออกซิเจนไดดี ขนาดอนุภาคที่ใชในการ
หมักแข็งนอยกวา 1 มิลลิเมตรถึงประมาณ 1 เซ็นติเมตร 

สับสเตรทแปง จุลินทรียที่ใชหมักแปงได ตองใชเอนไซมอะมายเลสรวมกับกลูโคอะมายเลส
ทําการยอยแปงกอน สับสเตรทแปงที่ใชในการหมักแขง็ เชน ขาวเจา มันสําปะหลัง รําขาวสาลี รําขาว
เจา แปงขาวโพด แปงมันสาํปะหลัง แปงกลวย มันฝรั่ง สับสเตรทเหลานี้มีสารอาหารสมบูรณสําหรับ
การเติบโตของเชื้อจุลินทรีย (ขาว) บางสบัสเตรทตองมีอาหารเสริม เชน แหลง ไนโตรเจนที่ตองเติม
ใหกับมนัสําปะหลัง ผลผลิตจากสับสเตรทแปงประกอบดวยโปรตีนสูงสําหรับอาหารสัตว สปอรของ
เชื้อราสําหรับนําไปใชเพาะเลี้ยงไดตอไปอกี กรดซิตริก พิกเมนท สารปฏิชีวนะ และสารเมทาบอไลท
อันดับที่สอง สับสเตรทแปง อาจจะตองทําการปรับสภาพกอน เชน  

- การตมหรือการนึ่งดวยไอน้ํา 
- การบด หั่น ตดั ลดขนาด 
- ทําใหเปนกอนเล็กๆ  
- ทําใหแตก   

ปญหาอีกอยางของสับสเตรทแปงคือความเหนยีว จะทําใหสับสเตรทรวมตัวเปนกอนใหญขึ้นระหวาง
การหมักแข็ง โดยเฉพาะการกวนสับสเตรท ทําใหขาดอากาศ เชื้อตายได 

สับสเตรทเซลลูโลสิก กระบวนการตางๆ มากมายที่นํามาใชในการหมักของแข็งเซลลูโล-สิก
สับสเตรท เชน ฟางขาว เยื่อของซูการบีท รําขาวสาลี และไม บางกระบวนการตองการยอยวัสดุ
เซลลูโลสและการผลิตเอนไซมยอยเซลลูโลส การยอยสลายเซลลูโลสอยางมีประสิทธิภาพตองการ
เอนไซมหลายตัว สวนใหญการศกึษาเนนไปที่การใชประโยชนจากเซลลูโลสเพื่อเพิ่มโปรตีนของ
สับสเตรทเพื่อใชเปนอาหารสัตว  หรือเพื่อผลิตเซลลูเลสหรือเอนไซมยอยสลายดวยน้าํ กระบวนการ
อ่ืนๆ มีจุดประสงคเพื่อยอยสลายลิกนิน เพื่อใหยอยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสไดงายยิ่งขึ้น และเพิม่การ
ยอยลิกโนเซลลูโลสิกในลําไสของสัตวเล้ียงลูกดวยนม ลิกนิน เปอรออกซิเดส เปนเอนไซมหลักในการ
ยอยสลายลิกนนิ ลิกนินไมมีบทบาทใดๆ สําหรับแหลงคารบอนและพลังงาน เชื้อราจึงยอยเฉพาะ
เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส  

สับสเตรทประเภทลิกโนเซลลูโลสิก ตองมีการปรับสภาพกอนนําไปยอยสลายเพื่อแยก
โมเลกุลของเซลลูโลสออกจากลิกนินที่อยูภายในสับสเตรท หลังจากนั้นทําการบดสบัสเตตรทใหมี
ขนาดอนุภาค 1 ถึง 2 มิลลิเมตร เพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวใหเชือ้จุลินทรียเกาะและทําลายผนังเซลล การทําลาย
โครงสรางเซลลูโลสผลึกอาจใชการใหไอน้าํภายใตความดัน บางครั้งใหไอรํ้าพรอมไปกับการใชสารเคมี
ปรับสภาพ 

สับสเตรทกับน้ําตาลละลายได สับสเตรทของแข็งประกอบดวยปริมาณของน้ําตาลละลายได
อยางมีนัยสําคญั เชน กากองุนที่ผานการคัน้น้ําแลว ขาวฟางหวาน ซูการบีท กากสับปะรด กากกาแฟ 
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ชานออย สับสเตรทเหลานีน้ํามาผานกระบวนการหมักเพื่อผลิตเอทานอล กรดซิตริก และโปรตนีเปน
อาหารเลี้ยงสัตว 
2.4 ปจจัยทางกายภาพควบคุมการเติบโตในการหมักแข็ง  

พารามิเตอรที่มีผลกระทบอยางสําคัญตอการเติบโตของจุลินทรียในการหมักแข็ง คือ น้ําที่
เพียงพอ พีเอช อุณหภูมิ อากาศที่แวดลอม ความเขมขนของสับสเตรทและผลิตภัณฑ [10] และ [13] มี
รายละเอียดดังนี้ 

2.4.1 ความชื้นที่ตองการ   
ความชื้นที่ตองการในการหมักแข็งแสดงดวยปริมาณน้ําหรือกิจกรรมของน้ํา (water activity, 

aw) ของสับสเตรทของแข็ง กิจกรรมของน้ําสงผลโดยตรงตอการเตบิโตของจุลินทรีย แตการวัดเปน
ปริมาณน้ําทําไดงายกวา ปริมาณน้ําบอกเปนรอยละของน้ําที่อยูในวสัดุ สวนกจิกรรมของน้ํา คือ 
อัตราสวนของความดันไอน้ําของวัสดุกับความดันไอของน้ําบริสุทธิ์ที่อุณหภูมิเดยีวกนั กิจกรรมของน้ํา
อาจจะใชเปน สัดสวนของโมเลกุลน้ําในระบบซึ่งมีสมบัติของน้ําบริสุทธิ์ ที่จุลินทรียตองการ ผลของ
ความดันออสโมติกตอตัวถูกละลายภายในสับสเตรท เนื่องจากคาปลารีและแรงตงึผิว ทําใหจลิุนทรีย
ไดรับน้ํานอยลงในการหมกัแข็ง  

ชนิดของสับสเตรทที่แตกตางกัน ความจุของน้ําแตกตางกัน ปริมาณน้ําที่สับสเตรทอุมไวไดจึง
แปรผันอยางเห็นไดชัด ปริมาณน้ําแปรผันจาก 30 ถึง 80 % ความสมัพันธระหวาง aw และในการหมัก
แข็ง ปริมาณน้าํของสับสเตรทของแข็งสวนใหญ ไมเปนสมการเสนตรง ปริมาณน้ําเปลี่ยนแปลงมาก แต 
aw เปลี่ยนแปลงนอย ปริมาณน้ําที่ตองการมคีวามสําคัญ ถานอยเกนิไป เชื้อจุลินทรียไมเติบโต หรือโตได
ไมดี ถามีในสับสเตรทมากเกินไปจะทําใหเหนยีว รวมกันเปนกลุมกอน หรือชองวางระหวางอนุภาคมี
น้ําเต็มทําใหอากาศแทรกเขาไปไมได [14] 

2.4.2 ผลของความชื้นในการหมักแข็ง 
ในการหมกัแข็งความชื้นทีต่องใชมีผลตอการเติบโตและการเผาผลาญของจุลินทรีย ความชื้น

อ่ิมตัวที่ผิวของสับสเตรทคือคาวิกฤต เกดิเปนฟลมสงผลตอการแพรของออกซิเจนไปยังจุลินทรีย ผล
ของน้ําแปรผันกับชนิดของจุลินทรียที่แตกตางกัน ซ่ึงมรีะดับความชืน้ที่เหมาะสมแตกตางกัน  

ความชื้นที่ตองการใชมักจะเปลี่ยนไประหวางการหมกัเนื่องจากมีน้ําเกิดขึ้นจากการหายใจ
ของจุลินทรีย การใชน้ําในปฏิกิริยาการยอยสลาย การยอยสลายโมเลกุลขนาดใหญใหเปนโมเลกลุขนาด
เล็ก สับสเตรทสูญเสียน้ําไปจากการถูกออกซิไดซเปนคารบอนไดออกไซดทําใหแหง เกิดการระเหย
หรือการควบแนนของความชื้นเขาสูหรือออกไปจากวัฏภาคกาซ  

น้ําที่ตองใชหาไมงาย เพราะวาปจจยัของสิ่งแวดลอมมีอิทธิพลตอผลของความชื้น เชน การ
หมักรําขาวสาลีดวย Taralomyces sp. ปริมาณน้ําเริ่มตนที่เหมาะสมเทากับ 60% ที่ชวงอุณหภูมิ 45oC ถึง 
55oC ขณะที่ 40 oC ปริมาณทีเ่หมาะสมเทากับ 70%  
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2.4.3 พีเอชในการหมักแข็ง 
การเติบโตของจุลินทรียอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในพีเอชของสับสเตรท  กรดเกิดจากการ

ออกซิเดชันไมสมบูรณหรือเกิดอิออนของแอมโมเนียมทาํใหพีเอชลดลง เมื่อยูเรียสลายแอมโนเนีย
ออกมาหรือเอมีนจะทําใหพเีอชสูงขึ้น พีเอชมีผลตอกิจกรรมการเผาผลาญของจุลินทรียและเปนบัฟเฟอร
ของสับสเตรทของแข็ง คาพีเอชที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงทําใหยับยั้งการเติบโตของเชื้อ การควบคุมพีเอชของ
การหมักแข็งทําไดยาก จงึตองการจุลินทรียที่สามารถเติบโตไดที่พีเอชเหมาะสมในกวาง สวนใหญ
เชื้อจุลินทรียเติบโตในชวงพีเอช 3 ถึง 4 ดังนั้น การศกึษาจึงตองทําการหาพีเอชเริม่ตนที่เหมาะสม แต
เนื่องจากควบคุมพีเอชไดยาก จึงมีขอมูลจากการศึกษานอยมาก ในการหมักแข็งใชพีเอชต่ําๆ เพื่อชวย
ปองกันการปนเปอนระหวางการเติบโตของเชื้อภายใตการหมักชนิดปลอดเชื้อ เชน การผลิตเอทานอล
จากเชื้อยีสต Saccharomyces cerevisiae แบคทีเรียเขาไปปนเปอนไดงายที่พีเอชมากกวา 4 แตที่พีเอช 3.5 
การปนเปอนจะถูกกดไวและไดอัตราการผลิตเอทานอลที่เหมาะสม  

2.4.4 อุณหภูมิในการหมักแข็ง 
การเติบโตของจุลินทรียเกดิความรอนจากการเผาผลาญปริมาณมาก รายงานวิจัยที่ผานมา 

ความรอนที่เกดิประมาณ 100-300 กิโลจูลตอกิโลกรัมของสับสเตรทตอช่ัวโมง การถายโอนความรอน
ออกจากสับสเตรททําไดยากเพราะเกรเดียนทของอุณหภมูิ ความรอนที่เกิดทําใหเชือ้ไมเติบโตหรอืตาย
ได อุณหภูมิทีเ่หมาะสมสวนใหญของเชื้ออยูระหวาง 20 oC และ 40 oC การหมักแขง็ดวยเชื้อราตองให
ความสนใจผลของอุณหภูม ิ เพราะทําใหเซลลตายได อุณหภูมิสงผลใหกิจกรรมของเชื้อแตกตางกัน
ออกไป เชน อุณหภูมิเติบโตที่เหมาะสมของ Aspergillus niger บนแปงมันสําปะหลังเทากับ 35 oC-45 oC 
ขณะที่ 45 oC ยับยั้งการงอกซึ่งไมมีผลตอการเติบโตของเสนใย  ผลของอุณหภูมิมีผลตอตัวแปรอืน่ไดอีก
ดวย เชน ความชื้นเริ่มตนของสับสเตรท  

2.4.5 กาซตางๆ  
 กาซที่สนใจในการหมักแขง็คือออกซิเจนและคารบอนไดออกไซด การวัดความเขมขนของ

กาซเปน partial pressureในหนวย atm ออกซิเจนตองแพรจากชองวางระหวางอนุภาคเขาสูชีวมวล และ
คารบอนไดออกไซดตองแพรจากชีวมวลไปยังชองวางระหวางอนุภาค การตอบสนองของจุลินทรียใน
การหมักแข็งตอกาซขึ้นกับสายพนัธุจุลินทรียและสับสเตรทที่ใช การผลิตเอทานอลตองการออกซิเจนต่ํา 
อาจจะใชสารเคมีเติมลงไปเพื่อใหเกิดสภาวะไมมีอากาศ 

2.4.6 ความเขมขนของสับสเตรทและผลิตภัณฑ  
สับสเตรทของแข็งที่มีปริมาณน้ําต่ําจะมีความเขมขนสูงสําหรับการหมักแข็งเมื่อเทยีบกับการ

หมักเหลว สงผลกับสารอาหารที่ละลายน้ําจะนอยลง หรือการยอยสลายผลิตภณัฑจากโมเลกลุขนาด
ใหญดวยน้ํา หรือผลขางเคียงของการเผาผลาญเกิดสะสมอยูในระดับยังยัง้การยอยสลายได 

ความเขมขนของสับสเตรทและผลิตภัณฑมคีวามสําคัญในการหมักแขง็ ในทางปฏบิัติหาเปน
ปริมาณของสารตอกรัมของของแข็ง (ทั้งของแข็งสดและแหง) เชน มากกวา 25% ของน้ําหนกัแหงของ
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ของแข็งอาจสูญเสียไปและเปลี่ยนเปนคารบอนไดออกไซด ปริมาณเซลลูโลสของฟางขาวสาลีเพิ่มขึน้
ระหวางการหมักแบบไมใชอากาศดวย Chaetomium celluloticum เพราะการเปลี่ยนเฮมิเซลลูโลสไปเปน
คารบอนไดออกไซด ถึงแมปริมาณของเซลลูโลสคงที่ ความเขมขนของสับสเตรทเพิ่มขึ้นเปนสัดสวน 
กับน้ําหนักทั้งหมดที่ลดลง การหาสัมประสิทธิ์ผลไดและการเปลี่ยนแปลง ใชการคํานวณจากปริมาณ
สัมบูรณของชีวมวล หรือผลิตภัณฑที่ผลิตไดและสับสเตรทที่ไดใชไป การคํานวณไมควรจะหาจาก
ความเขมขนเริม่ตนและสดุทายตอกรัมของสับสเตรท  

2.4.7 ผลของสับสเตรทและผลิตภณัฑในการหมกัแข็ง 
ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการเติบโตและการเผาผลาญในการหมักแข็ง เชน การจํากัดของ

สารอาหาร อัตราสวนของสารอาหารที่แตกตางกัน การยับยั้งสับสเตรท การเผาผลาญถูกระงับ และการ
ยับยั้งผลิตภณัฑ การทําหนาที่เผาผลาญที่แตกตางกันอาจถูกกระทบ การเติบโตอาจถูกกระตุนหรือจํากัด 
การเกิดสปอรอาจถูกเหนีย่วนําหรือการเผาผลาญการถูกเหนี่ยวนําหรือระงับ  การหาสภาวะที่เหมาะสม
ของสารอาหารทาํไดยาก เพราะผลของสารอาหาร พีเอช และปริมาณน้ํา องคประกอบสารอาหารของ
สับสเตรทของแข็งอาจแปรผนัจากแบทซตอแบทซ ถาสับสเตรทไมมีสารอาหารทั้งหมดที่ตองการ
สําหรับการเตบิโต ส่ิงนี้ทําใหจําเปนตองเติมสารอาหารระหวางการเตรียมสับสเตรท ปกติใชสารอาหาร
ที่ละลายน้ําเพือ่เพิ่มความชื้นใหสับสเตรท [19] 

ไนโตรเจนมีความสําคัญในการหมักแข็ง ซ่ึงไดจากแหลงไนโตรเจนที่ละลายน้ําไดระหวาง
การเตรียมสับสเตรท ไนโตรเจนมีบทบาทสําคัญตอการเปลี่ยนพเีอชในสับสเตรทระหวางการหมัก 
บางครั้งอยูในรูปของอัตราสวน C:N 

 
 
 

 
 
 
 


