
ก 
 

การผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ณฐัพงษ ์ ดิฐกุลชยัมงคล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วทิยานิพนธ์น้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวชิาวทิยาศาสตร์ส่ิงแวดลอ้ม 

คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา 

มีนาคม 2559 

ลิขสิทธ์ิเป็นของมหาวทิยาลยับูรพา 

 





ค 
 

กติตกิรรมประกาศ 

 

 วทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีสาํเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี โดยไดรั้บความเมตตากรุณา การช่วยเหลือ 

และกาํลงัใจจากหลายบุคคลตลอดช่วงระยะเวลาการศึกษาในคร้ังน้ี ผูว้จิยัตอ้งขอกราบขอบพระคุณ
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ท่านเป็นครูผูส้อน ผูใ้หค้วามรู้ ท่ีสั่งสอน ใหค้าํปรึกษา คาํแนะนาํ ตรวจทาน และแกไ้ขขอ้บกพร่อง

ต่าง ๆ ดว้ยความเอาใจใส่ นบัไดว้า่ท่านเป็นเบ้ืองหลงัแห่งความสาํเร็จในคร้ังน้ี 

 ขอขอบพระคุณ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. กรองจนัทร์ รัตนประดิษฐ์ กรรมการสอบปาก

เปล่าวทิยานิพนธ์และเป็นครูอีกหน่ึงท่านท่ีใหค้าํปรึกษา ใหค้วามช่วยเหลือผูว้จิยัตั้งแต่การศึกษาใน

ระดบัปริญญาตรีมาจนปัจจุบนั 

 ขอขอบพระคุณ ดร. สมจิตต ์ปาละกาศ และผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. ศิริโฉม ทุ่งเกา้ 

ประธานกรรมการและกรรมการสอบปากเปล่าวทิยานิพนธ์ ท่ีกรุณาเสียสละเวลาและใหค้าํแนะนาํ

ในการแกไ้ขวทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีใหมี้ความถูกตอ้ง เหมาะสม และสมบูรณ์มากยิง่ข้ึน งานวจิยัคร้ังน้ี 

ไดรั้บการสนบัสนุนจากงบประมาณเงินรายได ้คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา และศูนยค์วาม

เป็นเลิศดา้นอนามยัส่ิงแวดลอ้ม พิษวทิยาและการบริหารจดัการสารเคมี ซ่ึงตอ้งขอขอบพระคุณ

อยา่งยิง่ 

 ขอบพระคุณ คุณพอ่คุณแม่ คนในครอบครัว และญาติพี่นอ้งท่ีใหก้ารช่วยเหลือ เป็น
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 และขอบคุณ นายมรกต กระจ่าง น.ส. ขวญัฤทยั มาลยัเรืองและพี่นอ้งในหอ้งแล็ป ท่ีคอย

เป็นท่ีปรึกษา ใหค้าํแนะนาํ ช่วยเหลือ ตลอดการทาํวจิยั ทาํใหก้ารวจิยัสาํเร็จลุล่วงไปดว้ยดี ตลอดจน

บริษทั ชอไชยวฒัน์อุตสาหกรรม จาํกดั ท่ีเอ้ือเฟ้ือวตัถุดิบ เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ในการวจิยั  

 ความดีทั้งหลายท่ีทุกท่านและผูอ่ื้นท่ีไม่ไดก้ล่าวถึงในท่ีน้ี ไดใ้หค้วามช่วยเหลือ ให้

กาํลงัใจ ใหป้ระสบการณ์แก่ผูว้จิยั ซ่ึงนาํไปสู่การประสบความสาํเร็จของวทิยานิพนธ์ฉบบัน้ี ผูว้จิยั

ไดรั้บอยา่งซาบซ้ึง และขอใหผ้ลจากการ “ให”้ น้ีก่อเกิดเป็นผลบุญส่งใหสุ้ขภาพแขง็แรง ชีวติ

ราบร่ืนสมดงัปรารถนาทุกประการดว้ยเทอญ 
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 กรดซคัซินิคสามารถนาํไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งกวา้งขวาง เป็นสารตั้งตน้สาํหรับการ

สังเคราะห์สารอ่ืน ๆ เป็นสารเติมแต่งในอาหารและยา กรดซคัซินิคส่วนใหญ่ผลิตโดยอาศยั

กระบวนการทางเคมี โดยใชว้ตัถุดิบหลกัจากปิโตรเลียม ทาํใหก้รดซคัซินิคท่ีไดมี้ราคาแพงและเกิด

ปัญหามลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม กระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคจากวตัถุดิบทางการเกษตรซ่ึง

จดัเป็นทรัพยากรหมุนเวยีนไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก งานวจิยัคร้ังน้ีเพื่อศึกษาการผลิตกรด  

ซคัซินิคจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากกระเพาะพกัของกระบือ โดยศึกษาการผลิตในขวดรูปชมพู่

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้2.89 กรัมต่อลิตร มีผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใช้

ไปเท่ากบั 0.14 กรัมต่อกรัม และมีอตัราการผลิตเท่ากบั 0.12 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง เม่ือทดลองเติม

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดใ์นการผลิต พบวา่ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิค ผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ป 

และอตัราการผลิตเพิ่มสูงข้ึนเท่ากบั 6.74 กรัมต่อลิตร 0.45 กรัมต่อกรัม และ 0.28 กรัมต่อลิตรต่อ

ชัว่โมง ตามลาํดบั และเม่ือทาํการผลิตในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ซ่ึงมีการควบคุมสภาวะท่ีมี

ประสิทธิภาพ มีการกวนผสมดี และเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซดอ์ยา่งต่อเน่ือง พบวา่ มีผลผลิตต่อ

นํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.58 กรัมต่อกรัม และอตัราการผลิตเท่ากบั 2.286 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึง

เม่ือเทียบกบัการหมกัในขวดรูปชมพูเ่พิ่มสูงข้ึนถึง 1.29 และ 8.14 เท่า ตามลาํดบั และทาํการศึกษา

การผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงัท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมใ์นถงัหมกั โดยทาํการหมกั

แบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ืองเป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบวา่ สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้127.58 กรัมต่อ

ลิตร ผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.54 กรัมต่อกรัม มีอตัราการผลิตเท่ากบั 1.77 กรัมต่อลิตรต่อ

ชัว่โมง และมีประสิทธิภาพการผลิตเท่ากบัร้อยละ 80.80 ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่สามารถผลิต

กรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงัซ่ึงเป็นของเหลือทิ้งและยงัเป็นการนาํก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

ซ่ึงเป็นก๊าซเรือนกระจกมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์ ซ่ึงเป็นวธีิท่ีมีศกัยภาพและมีขอ้ดีอยา่งเห็นไดช้ดั 
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 Succinic acid is widly used as a precursor for synthesis of other chemicals, food and 

medical additives. Succinic is mainly produced by chemical process from petroleum-based 

material. This production is expensive and causes serious pollution problems. Fermentative 

production of succinic acid from renewable agricultural materials has considerable interest.  

This research was to study the production of succinic acid from bacteria isolated from buffalo 

rumen. The production of succinic acid using baffled flask gave a succinic acid concentration of 

2.89 g/L. with succinic yield of 0.14 g/g. and productivity of 0.12 g/L/h. with in 24 h. The 

addition of CO2 for the production of succinic acid gave a succinic acid concentration of 2.89 g/L. 

with succinic yield and productivity of 0.14 g/g. and  0.12 g/L/h., respectively. The production of 

succinic acid in a 5-L batch fermenter with better efficiently controled of conditions, agitation 

speed and continuous CO2 sparging gave  a  succinic yield of 0.58 g/g. with productivity of 2.29 

g/L/h., In which they increased 1.29 and 8.14 folds, respectively when compared with the shake 

flask cultivation. The production of succinic acid from cassava pulp hydrolysate by enzyme in a 

5-L fermenter with multiple sequential batch cultivation technical gave a succinic acid 

concentration of 127.58 g/L. with yield of 0.54 g/g., productivity of 1.77 g/L/h. and efficiency of 

80.80 %. The results show the production of succinic acid from cassava pulp waste renewable 

biological resource and using CO2, a greenhouse gas, has distinct advantages and potential. 
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1 
 

บทที่ 1 

บทนํา 

 

ทีม่าและความสําคญั 

 กรดซคัซินิค ( Succinic acid) มีสูตรโมเลกุลคือ C4H6O4 พบคร้ังแรกในอาํพนั (Amber) 

กรดซคัซินิคเป็นสารตวักลางและผลิตภณัฑท่ี์สาํคญัและมีบทบาทในการนาํไปใชอ้ยา่งกวา้งขวาง

สาํหรับอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมการผลิตอาหาร สารปรุงแต่งอาหาร อุตสาหกรรมยา 

สารลดแรงตึงผวิ ผงซกัฟอก สารฆ่าเช้ือโรค สารตวักลางในการทาํนํ้าหอม กรดซคัซินิคยงัเป็นสาร

ตวักลางสาํหรับอุตสาหกรรมเคมี ถูกนาํไปใชใ้นการสังเคราะห์สารเคมีหลากหลายชนิด เช่น  

1,4-Butanediol, Tetrahydrofuran, Adipic acid, n-Methylpyrrolidinone (NMD) และ Linear 

aliphatic esters เป็นตน้ นอกจากน้ีกรดซคัซินิคยงัสามารถนาํไปใชใ้นการผลิตเมด็พลาสติก

สังเคราะห์ท่ียอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (Biodegradable plastics) (Song & Lee, 2006) 

 กระบวนการผลิตกรดซคัซินิค ในปัจจุบนัอาศยักระบวนการทางเคมีโดยอาศยัปฏิกิริยา

การเติมไฮโดรเจน (Hydrogenation) ของ มาเลอิกแอนไฮไดรด์ (Maleic anhydride) ท่ีไดจ้าก

ปิโตรเลียม กระบวนการผลิตดงักล่าวตอ้งใชโ้ลหะหนกัเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาภายใตส้ภาวะท่ีมี

อุณหภูมิและความดนัสูง กระบวนการผลิตมีราคาสูงทาํใหก้รดซคัซินิคท่ีไดมี้ราคาสูงตามไปดว้ย 

และยงัก่อใหเ้กิดผลกระทบทางลบต่อส่ิงแวดลอ้ม (Liu et al., 2008) ในขณะท่ีกรดซคัซินิคนั้น

สามารถผลิตไดด้ว้ยกระบวนการทางชีวภาพ โดยอาศยักระบวนการหมกัของแบคทีเรียแบบท่ีไม่ใช้

ออกซิเจน (Anaerobic cultivation) โดยการใชว้ตัถุดิบท่ีสามารถทดแทนไดห้รือทรัพยากรหมุนเวยีน 

(Renewable resources) วตัถุดิบและเศษวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรเป็นวตัถุดิบหลกัใน

กระบวนการหมกั ทาํใหก้รดซคัซินิคท่ีไดมี้ราคาท่ีตํ่ากวา่การผลิตจากปิโตรเลียมและยงัเป็นมิตรต่อ

ส่ิงแวดลอ้มดว้ย (Zheng, Dong, Sun, Ni, & Fang, 2009) 

 กระบวนการผลิตกรดซคัซินิคทางชีวภาพนั้นอาศยักระบวนการหมกัแบบไม่ใช้

ออกซิเจนของแบคทีเรีย ซ่ึงแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดมี้อยูห่ลายชนิด เช่น 

Anaerobiospirillum succiniciproducens, Mannheimia succiniciproducens และ Actinobacillus 

succinogenes (Beauprez, Mey, & Soetaert, 2010) ในกระบวนการหมกัเพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑก์รดซคั

ซินิคท่ีผลผลิตสูงและมีประสิทธิภาพสูงสุดดว้ยนั้นตอ้งอาศยัปัจจยัต่าง ๆ เช่น สูตรอาหารสาํหรับ

เล้ียงแบคทีเรียท่ีเหมาะสม ชนิดของแบคทีเรีย ความเป็นกรดด่าง ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด ์

แหล่งไนโตรเจน และปัจจยัหน่ึงท่ีมีความสาํคญัมากคือ แหล่งคาร์บอนท่ีใชเ้ป็นแหล่งอาหารและ
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พลงังานท่ีสาํคญัในการเจริญของแบคทีเรีย ซ่ึงนอกจากจะส่งผลต่อการผลิตกรดซคัซินิคท่ีมี

ประสิทธิภาพแลว้ยงัเป็นปัจจยัท่ีส่งผลต่อตน้ทุนในกระบวนการผลิตดว้ย 

 ดว้ยเหตุดงักล่าวจึงมีงานวจิยัต่าง ๆ จาํนวนมากท่ีหาแหล่งคาร์บอนท่ีมีประสิทธิภาพและ

มีราคาถูกเพื่อนาํมาใชใ้นกระบวนการผลิตกรดซคัซินิค แหล่งคาร์บอนท่ีสาํคญัท่ีมีการนาํมาใชอ้ยา่ง

กวา้งขวางนั้นมาจากทรัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถทดแทนได ้ชีวมวล วตัถุดิบทางการเกษตร เช่น 

มนัสาํปะหลงั ขา้วโพด ออ้ย เป็นตน้ และยงัไดม้าจากวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ซงัขา้วโพด 

ฟางขา้ว เมล็ดขา้วสาลี เป็นตน้ ประกอบกบัประเทศไทยเป็นเมืองเกษตรกรรม มีการผลิตสินคา้

ทางการเกษตรหลากหลายชนิดและเป็นปริมาณมาก ทาํใหเ้กิดวสัดุเหลือทิ้งและของเสียท่ีไม่

ตอ้งการเป็นปริมาณมากเช่นกนั พืชผลทางการเกษตรท่ีสาํคญัของประเทศไทยคือ มนัสาํปะหลงั  

ซ่ึงมีการเพาะปลูกในหลายภูมิภาคของประเทศ คิดเป็นการเพาะปลูกและส่งออกแป้งมนัสาํปะหลงั

เป็นอนัดบัตน้ ๆ ของโลก ซ่ึงในกระบวนการผลิตแป้งมนัสาํปะหลงันั้นทาํใหมี้วสัดุเหลือทิ้งและ

ของเสียท่ีไม่ตอ้งการเป็นปริมาณมาก นัน่คือ กากมนัสาํปะหลงั จากกระบวนการผลิตแป้งมนั

สาํปะหลงั จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะนาํกากมนัสาํปะหลงัมาใชใ้นการผลิตกรดซคัซินิคซ่ึงเป็นของท่ีมี

มูลค่า โดยการนาํกากมนัสาํปะหลงัท่ีผา่นกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมม์าใชเ้ป็นแหล่งอาหารให้

แบคทีเรียในกระบวนการผลิตกรดซคัซินิค ซ่ึงนอกจากจะเป็นวตัถุดิบท่ีมีราคาถูกแลว้ยงัเป็นการ

จดัการของเสียหรือวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรใหมี้ประสิทธิภาพสูงสุดและเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม  

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

 1.  เพื่อคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดจ้ากกระเพาะกระบือ  

 2.  เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้  

 3.  เพื่อศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  

 4.  เพื่อศึกษาการใชก้ากมนัสาํปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดซคัซินิค 

 

สมมติฐานการวจิัย 

 1.  สามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดจ้ากกระเพาะกระบือ  

 2.  สามารถหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคโดยกระบวนการหมกั  

 3.  การควบคุมสภาวะการผลิตท่ีดีในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและ

ผลผลิตของกรดซคัซินิค  

 4.  สามารถใชก้ากมนัสาํปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนสาํหรับกระบวนการผลิตกรด  

ซคัซินิคได ้
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

 1.  สามารถนาํกากมนัสาํปะหลงัซ่ึงเป็นวสัดุเหลือทิ้งและของเสียจากกระบวนการผลิต

แป้งมนัสาํปะหลงัมาใชใ้นการผลิตกรดซคัซินิค 

 2.  สามารถใชแ้หล่งทรัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถทดแทนไดห้รือทรัพยากรหมุนเวยีน 

ของเสียจากกระบวนการผลิตมาใชใ้นกระบวนหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิค ซ่ึงจะส่งผลดีต่อ

ส่ิงแวดลอ้ม 

 3.  สามารถขยายขนาดการผลิตเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและผลผลิตของกรดซคัซินิค ซ่ึงจะ

ใชเ้ป็นแนวทางการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 

 

ขอบเขตการวจิัย 

 การวจิยัคร้ังน้ีเป็นการศึกษากระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคโดยใชแ้บคทีเรียท่ีคดั

แยกไดจ้ากกระเพาะกระบือ โดยศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดดี้ท่ีสุดใน

การทดลองในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงแบบเขยา่และในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร และ

ศึกษาการนาํกากมนัสาํปะหลงัมาผา่นกระบวนการยอ่ยใหเ้ป็นนํ้าตาลเพื่อใชเ้ป็นแหล่งอาหาร

สาํหรับแบคทีเรียในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

กรดซัคซินิค (Succinic acid) 

 กรดซคัซินิค ( Succinic acid) มีช่ือทางระบบ IUPAC คือ Butanedioic acid มีสูตร

โครงสร้างคือ C4H6O4 ถูกคน้พบคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1546 โดย Georgius Agricola ซ่ึงพบวา่ 

กรดซคัซินิคเป็นองคป์ระกอบหน่ึงของอาํพนัสีเหลือง (Amper) (Song & Lee, 2006) กรดซคัซินิค 

บริสุทธ์ิมีลกัษณะเป็นผลึกของแขง็ มีสีขาวขุ่น ไม่มีกล่ิน ละลายนํ้าไดเ้พียงเล็กนอ้ย สามารถละลาย

ไดดี้ในเอทานอล มีจุดหลอมเหลวประมาณ 185–187 องศาเซลเซียส และมีจุดเดือดประมาณ 235 

องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 2-1) 

 

ตารางท่ี 2-1  คุณสมบติัของกรดซคัซินิค (Sauer, Porro, Mattanovich, & Branduardi, 2008) 

 

กรดซัคซินิค 

สูตรโครงสร้าง C4H6O4 

นํ้าหนกัโมเลกุล 118.09 g/mol 

จุดหลอมเหลว 189 oC 

จุดเดือด 235 oC 

ความถ่วงจาํเพาะ 1.57 

 

 

 
 

ภาพท่ี 2-1  โครงสร้างกรดซคัซินิค (Beauprez et al., 2010) 
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 กรดซคัซินิคสามารถพบไดใ้นทัว่ไปในรูปของสารตวักลาง ( Intermediate) ใน

กระบวนการเมแทบอลิซึมของพืช สัตว ์และจุลินทรีย ์ซ่ึงมีบทบาทสาํคญัเป็นสารตวักลางในวฏัจกัร

กรดซิตริก (Citric acid cycle) หรือวฏัจกัรเครบส์ (Kreb’s cycle) หรือวฏัจกัรกรดไตรคาร์บอกซิลิก 

(Tricarboxylic acid cycle; TCA cycle) (Huh, Jun, Hong, Lee, & Hong, 2006) ทาํใหก้รดซคัซินิค

ถูกนาํมาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในการเป็นสารตวักลาง และสารตั้งตน้สาํหรับกระบวนการสังเคราะห์

สารเคมีหลาย ๆ ชนิด จึงถูกนาํไปใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรมอยา่งกวา้งขวาง เช่น อุตสาหกรรม

อาหาร ยารักษาโรค การผลิตสารเคมี เป็นตน้ 

 

การนํากรดซัคซินิคไปใช้ประโยชน์ 

 กรดซคัซินิคมีบทบาทสาํคญัอยา่งมากและถูกนาํไปใชอ้ยา่งกวา้งขวางในกระบวนการ

ผลิตผลิตภณัฑต์่าง ๆ ท่ีใชใ้นอุตสาหกรรม โดยสามารถนาํไปใชใ้นการเป็นสารตั้งตน้ (Precursor) 

ในการสังเคราะห์สารเคมีหลาย ๆ ชนิด เช่น 1,4-butanediol (BDO) ซ่ึงถูกนาํมาใชใ้นการผลิต

พลาสติกชีวภาพท่ีสามารถยอ่ยสลายได ้(Biodegradable plastics) (Jame, McKinlay, Vieille, & 

Zeikus, 2007) N-methyl pyrrolidinone ซ่ึงใชเ้ป็นสารละลายในอุตสาหกรรมแทนการใช ้Methylene 

chloride ท่ีมีความเป็นพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม Gamma-butyrolactone ซ่ึงใชเ้ป็นสารตวักลางใน

กระบวนการกาํจดัสีของอุตสาหกรรมทอผา้ (Jame et al., 2007)  Adipic acid ซ่ึงใชใ้นอุตสาหกรรม

การผลิตไนลอน อีกทั้งยงัใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตกาวประสาน และในผลิตภณัฑอ์าหารอีกดว้ย 

Tetrahydrofuran (THF) ซ่ึงนาํมาใชใ้นการผลิตพลาสติกท่ีทนความร้อน และใชเ้ป็นสารละลายท่ี

สาํคญัในการบวนการผลิต (Jame et al., 2007) 

 นอกจากนาํมาใชใ้นการสังเคราะห์สารเคมีแลว้กรดซคัซินิคยงัมีบทบาทในการเป็น

สารเคมีตวักลางในกระบวนการผลิตยารักษาโรค ในอุตสาหกรรมอาหารมีการใชโ้ซเดียมซคัซิเนท 

(Sodium succinate) เป็นสารปรุงแต่งรสในอาหารแทนการใชโ้มโนโซเดียมกลูตาเมต 

(Monosodium glutamate) ในอาหารสัตว ์เช่น อาหารสุกรมีการเติมเกลือซคัซิเนทเขา้ไปเป็น

ส่วนผสม เป็นตน้ (Zeikus, Jain, & Elankovan, 1999) 

 กรดซคัซินิคยงัเป็นสารตวักลางสาํหรับการผลิตสารเคมีและวสัดุสีเขียว ( Green 

chemicals and materials) ตวัอยา่ง เช่น Diethyl succinate ซ่ึงถูกนาํมาใชเ้ป็นสารละลายสาํหรับทาํ

ความสะอาดพื้นผวิของโลหะ หรือใชเ้ป็นนํ้ายาขดัสี (Paint stripping) และ Ethylene – 

diaminedisuccinate ถูกนาํมาใชเ้ป็น Chelator แทน Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) 

(Zeikus et al., 1999) 
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ภาพท่ี 2-2  การนาํกรดซคัซินิคไปใชป้ระโยชน์ (Beauprez et al., 2010) 

 

การผลติกรดซัคซินิค 

 1.  การผลติกรดซัคซินิคทางเคมี 

 กระบวนการผลิตกรดซคัซินิคแต่ดั้งเดิมนั้นเป็นการสังเคราะห์ทางเคมี  โดยมีวตัถุดิบหลกั

คือ มาเลอิกแอนไฮไดรด์ (Maleic anhydride) ซ่ึงไดม้าจากบิวเทน (N-Butane) หรือมาจากเบนซีน 

(Benzene) โดยอาศยักระบวนการสังเคราะห์จากปิโตรเลียม (Aghaziarati, Soltanieh, Kazemeini, & 
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Khandan, 2008) ขั้นตอนการผลิตเกิดข้ึนโดยการนาํมาเลอิกแอนไฮไดรด์มาทาํปฏิกิริยาการเติม

ไฮโดรเจน (Hydrogenation) โดยใชต้วัเร่งปฏิกิริยาจาํพวก Pd-Sn/SiO2 , Pd/SiO2 และ Pd-Mo-

Ni/SiO2 ภายใตอุ้ณหภูมิท่ีสูงถึง 220 – 260 องศาเซลเซียส และท่ีความดนั 5 – 8 เมกะปาสคาล 

(MPa) (Feng, Yin, Wang, Xie, & Jiang, 2012)  

 

 
 

ภาพท่ี 2-3  ปฏิกิริยาการเติมไฮโดรเจนของมาเลอิกแอนไฮไดรด์ (Delhomme, Botz, & Kuhn, 2009) 

 

 จะเห็นไดว้า่ในปัจจุบนักระบวนการผลิต กรดซคัซินิคส่วนมากมาจากกระบวนสังเคราะห์

ทางเคมี โดยอาศยักระบวนการเติมไฮโดรเจนของ Maleic anhydride ท่ีมาจาก N-butane ซ่ึงมีท่ีมา

จากแหล่งนํ้ามนัปิโตรเลียมทั้งส้ิน การสังเคราะห์ทางเคมีจากปิโตรเลียมซ่ึงเป็นทรัพยากรท่ีใชแ้ลว้

หมดไป มีราคาสูง และในกระบวนการผลิตยงัปล่อยมลพิษออกสู่ส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย (Liu et al., 

2008) 

 

 2.  การผลติกรดซัคซินิคโดยอาศัยกระบวนการหมัก 

 การผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกระบวนการทางชีวภาพกาํลงัเป็นท่ีน่าสนใจแทนท่ีการผลิต

แบบดั้งเดิมจากปิโตรเลียมโดยอาศยักระบวนการหมกัจากทรัพยากรท่ีสามารถทดแทนได ้ซ่ึงจะเป็น

การใส่ใจต่อส่ิงแวดลอ้มและเป็นกระบวนการผลิตท่ีมีราคาถูกกวา่ (Corona-Gonza´ lez, Bories, 

Gonza´ lez-A´ lvarez , & Pelayo-Ortiz, 2008) 
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ตารางท่ี 2-2  เปรียบเทียบกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคทางเคมีและทางชีวภาพ (Cukalovic &  

                     Stevens, 2008) 

 

 Production method 

 Petrochemical Bio-chemical 

Origin Non-renewable feedstocks Renewable feedstocks-carbohydrates 

Price 

Considerations 

Still cheaper than 

Renewable resources 

Downstream processing much 

More expensive than feedstocks 

Routes Developed routes ; 

Established technology 

Routes under constant 

Improvement; young technology 

Yields and 

productivity 

Generally high Significant amounts of by-products are 

common; diluted madia; long reaction 

times 

Major 

disadvantages 

High energy demands 

(pressure and temperature); 

Catalyst disposal problems 

Sensitive microorganisms; 

Complex additional nutrients often 

needed; complicated product recovery; 

large amounts of waste 

Public awareness Decreasing popularity Increased interest 

 

 กระบวนการหมกัหรือผลิตกรดซคัซินิคนั้นอาศยัการทาํงานของจุลินทรียท์าํใหไ้ด้

ผลิตภณัฑเ์ป็นกรดซคัซินิค ซ่ึงมีการศึกษากนัอยา่งกวา้งขวางดงัเช่นตารางท่ี 2 - 3 เน่ืองจาก

กระบวนการหมกัเป็นการใชท้รัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถทดแทนได ้หรือมีการใชชี้วมวล หรือ

วสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น มนัสาํปะหลงั ขา้วโพด ฟางขา้ว เป็นตน้ ซ่ึงวตัถุดิบท่ีใชใ้น

กระบวนการหมกัเหล่าน้ีลว้นแต่มีราคาถูก เป็นทรัพยากรท่ีสามารถทดแทนได ้เป็นมิตรต่อ

ส่ิงแวดลอ้ม และยงัจะก่อใหเ้กิดการพฒันาท่ีย ัง่ยนื (Wu, Li, Zhou, Xie, & Ye, 2009) 
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ตารางท่ี 2-3  การผลิตกรดซคัซินิคจากแบคทีเรียและแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนั  

 

Strain Substrates Methods 
Succinic acid Succinic acid Productivity 

Reference 
(g /l) yield (%) (g/l/h) 

Actinobacillus. succinogenes 

130Z Whey Anaerobic, batch 21.50 0.44 0.57 Wan et al. (2008)  

130Z Glucose Anaerobic, batch 67.20 0.80 0.70 Guettier et al. (1998) 

CGMCC 2650 Corn straw Anaerobic, batch 15.80 0.62 1.23 Li et al. (2010)  

CGMCC 1593 Cane molasses Anaerobic, batch 50.60 0.84 0.80 Liu et al. (2008)  

CIP 106512 

Sugarcane 

bagasse Anaerobic, batch 22.50 1.01 0.43 Elcio and Nei. (2011)  

Actinobacillus. succiniciproducens 

ATCC53488 Glucose Anaerobic, batch 34.40 1.80 0.86 Lee et al. (1999)  

ATCC29305 Whey Anaerobic, continuous 19.80 3.00 0.64 Samuelov et al. (1999)  

ATCC29305 Glucose Anaerobic, continuous 14.30 3.30 0.71 Lee et al. (2008)  

Mannheimia. succiniciproducens 

MBEL55E Glucose Anaerobic, batch 14.00 1.87 0.70 Lee et al. (2002)  

MBEL55E Glucose Anaerobic, batch 10.50 1.75 0.59 Song et al. (2007)  

LPK7 Glucose Anaerobic, fed-batch 52.40 1.75 0.76 Lee et al. (2006)  
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ตารางท่ี 2-3  (ต่อ) 

 

Strain Substrates Methods 
Succinic acid Succinic acid Productivity 

Reference 
(g /l) yield (%) (g/l/h) 

Escherichia. coli 

NZN111 Glucose Anaerobic, batch 12.80 0.29 0.64 Stols and Donnelly. (1997)  

AFP111 Glucose Dual phase aeration, batch 51.00 0.52 0.54 Gokarn et al. (1998)  

AFP184 Glucose Dual phase aeration, batch 38.00 1.27 0.80 Vemuri et al. (2002)  

KJ060 Glucose Anaerobic, batch 86.50 0.90 0.93 Jantama et al. (2008)  

HL27659k-pepc Glucose Aerobic, fed-batch 58.30 0.72 0.62 Lin et al. (2005)  

W3110 Cane molasses Dual phase aeration, batch 26.00 0.87 0.52 Agarwal et al. (2007)  

Corynebacterium. glutamicum 

R Glucose Micro aerobic, fed-batch 23.00 3.83 0.19 Okino et al. (2005)  

Bacteroides. fragilis 

MTCC1045 Glucose Anaerobic, batch 12.50 0.42 0.62 Isar et al. (2006)  

MTCC1046 Glucose Anaerobic, batch 20.00 0.83 0.57 Isar et al. (2007)  

Prevotella. ruminocola 

ATCC19188 Glucose Anaerobic, batch 18.90 0.52  -  Guettier et al. (1998) 
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 ปัจจัยในกระบวนการหมักเพ่ือผลติกรดซัคซินิค  

 1.  แหล่งคาร์บอน 

  แหล่งคาร์บอนเป็นส่ิงท่ีมีความจาํเป็นสาํหรับส่ิงมีชีวติในการสร้างพลงังาน และ

นาํไปสังเคราะห์ทางชีวภาพ เพื่อสร้างผลิตภณัฑ ์และการบาํรุงเซลล ์คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่ง

คาร์บอนท่ีมีขายในทางการคา้และสามารถนาํมาใชใ้นการเป็นแหล่งพลงังานของจุลินทรียใ์นการ

หมกัไดเ้ป็นอยา่งดี และนิยมใชม้าก เช่น กลูโคส ซูโครส แหล่งคาร์บอนถือเป็นปัจจยัหลกัท่ีสาํคญั

สาํหรับกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิค ซ่ึงนอกจากจะส่งผลต่อการผลิตผลิตภณัฑท่ี์ไดแ้ลว้

ยงัส่งผลต่อราคาตน้ทุนในการผลิตอีกดว้ย (Agarwal, Isar, Meghwanshi, & Saxena, 2006) แหล่ง

คาร์บอนท่ีนิยมนาํมาใชเ้ป็นจาํนวนมาก คือ นํ้าตาลกลูโคส (Gallmetzer, Meraner, & Burgstaller, 

2002; Urbance, Pometto, Dispirito, & Denli, 2004; Vemuri, Eiteman, & Altman, 2002) นอกจากน้ี

ยงัมีการลดตน้ทุนในการผลิตโดยใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีมีราคาถูกท่ีไดม้าจากวตัถุดิบทางการเกษตร 

ชีวมวล เศษวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรหรือของเสียท่ีไดจ้ากการผลิตผลิตภณัฑอ่ื์น ๆ เช่น 

กากนํ้าตาล (Liu et al, 2008) เปลือกและซงัขา้วโพด (Zheng, Dong, Sun, Ni, & Fang, 2009)  

กากแคโนล่า หรือกากเรพซีด (Chen, Zhang, Miao, Wei, & Chen, 2011) กากสาเก (Chen, Zhang, 

Miao, Jiang, & Chen, 2010) ของเสียจากการผลิตขา้วสาลี ( Dorado et al, 2009) เป็นตน้ 

 2.  ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเร่ิมต้น  

  นอกจากชนิดของแหล่งคาร์บอนแลว้ในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคยงั

ตอ้งคาํนึงถึงความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเร่ิมตน้ดว้ย เน่ืองจากการผลิตท่ีใชแ้หล่งคาร์บอน

เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมจะทาํใหไ้ดก้รดซคัซินิคในปริมาณสูง ในขณะท่ีในการผลิตถา้ใชแ้หล่งคาร์บอน

ท่ีมีความเขม้ขน้สูงเกินไป จะทาํใหช่้วง Lag phase นั้นยาวนานมากข้ึนส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งการ

ผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียหรือแบคทีเรียสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดต้ ํ่าลง จากการศึกษาของ 

Lin และคณะเม่ือทดลองใชค้วามเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเร่ิมตน้ตั้งแต่ 2.8 ถึง 143 กรัมต่อลิตร 

พบวา่ทาํใหช่้วง Lag phase นั้นเพิ่มข้ึนเท่ากบัเวลา 0 ถึง 6.8 ชัว่โมง (Lin, Du, Koutinas, Wang, & 

Webb, 2008) การศึกษาการใชเ้ปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการยอ่ยเป็นนํ้าตาลแลว้เป็นแหล่งคาร์บอน  

ในกระบวนการหมกัท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ตั้งแต่ 20 ถึง 100 กรัมต่อลิตร ผลการ

ทดลองพบวา่การใชแ้หล่งคาร์บอนเร่ิมตน้ท่ีมีความเขม้ขน้ตั้งแต่ 80 กรัมต่อลิตรข้ึนไป ทาํใหก้าร

ผลิตกรดซคัซินิคนั้นตํ่าลง มีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือมากข้ึน (Zheng et al., 2009) การศึกษาการผลิต

กรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรีย A. succinogenes CGMCC1593 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้

เพิ่มข้ึนจาก 50 กรัมต่อลิตร เป็น 75 กรัมต่อลิตร ทาํใหอ้ตัราการเจริญสูงสุดของเช้ือนั้นลดลง และ
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อตัราการผลิตกรดซคัซินิคลดลงจาก 1.3 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง เป็น 1.0 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง (Liu 

et al., 2008) 

 3.  แหล่งไนโตรเจน  

  ในการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกระบวนการหมกันั้นตอ้งอาศยัแหล่งไนโตรเจนเป็น

แหล่งแร่ธาตุท่ีสาํคญัสาํหรับการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตกรดซคัซินิค จากการศึกษาพบวา่มี

การใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคท่ีแตกต่างกนั มีรายงานการใช้ 

ยสีตส์กดั (Yeast extract) เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดโดยแบคทีเรีย 

A. succinogenes (Liu et al., 2008) เช่นเดียวกบังานวจิยัอ่ืน ๆ ท่ีมีการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชย้สีต์

สกดัในกระบวนการผลิต (Li et al., 2011) การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคโดย B. fragilis  

ผลการศึกษาพบวา่ การใชท้ริปโตน (Tryptone) เป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิตกรดซคัซินิคได้

สูงท่ีสุด (Isar, Agarwal, Saran, & Saxena, 2006) เช่นเดียวกบังานวจิยัท่ีศึกษาการผลิตกรดซคัซินิค

โดย E. coli ซ่ึงพบวา่ สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดโดยมีแหล่งไนโตรเจนเป็นทริปโตนและ

นํ้าแช่ขา้วโพด (Corn steep liquor) แต่นํ้าแช่ขา้วโพดนั้นมีราคาถูกกวา่ทริปโตนจึงเป็นทางเลือกท่ีดี

ในการประหยดัตน้ทุนในการผลิต (Agarwal et al., 2006) นอกจากน้ียงัมีการใชแ้หล่งไนโตรเจน

จาก 2 แหล่งรวมกนัในกระบวนการหมกั โดยใชย้สีตส์กดัและนํ้าแช่ขา้วโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน 

(Zheng et al., 2009; Jiang et al., 2013) 

 4.  อุณหภูมิ  

  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมนบัเป็นปัจจยัท่ีสาํคญัท่ีจะส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรียและ

การผลิตกรดซคัซินิค โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะอยูใ่นช่วง 37 ± 2 องศาเซลเซียส เน่ืองจาก

แบคทีเรียท่ีใชใ้นการผลิตกรดซคัซินิคนั้นคดัแยกไดจ้ากกระเพาะววัส่วนรูเมนซ่ึงมีอุณหภูมิ

ประมาณ 39 องศาเซลเซียส (Isar et al., 2006) เช่นเดียวกบัรายงานการวจิยัท่ีพบวา่ อุณหภูมิ 37 ± 1 

องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคโดยแบคทีเรีย B. fragilis 

(Macy, Ljungdahl, & Gottschalk, 1978) งานวจิยัการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยอุณหภูมิ  

39 องศาเซลเซียส พบวา่ อุณหภูมิน้ีมีความเหมาะสมสาํหรับการเจริญและการผลิตกรดซคัซินิค  

โดยแบคทีเรีย A. succiniciproducens (Lee, Cheon, Lee, & Chang, 2008) งานวจิยัการใชอุ้ณหภูมิ 

39 องศาเซลเซียส เหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคโดยแบคทีเรีย M. succiniciproducens 

LPK7 (Oh et al., 2008) ในขณะท่ียงัมีอีกหลากหลายงานวจิยัท่ีผลิตกรดซคัซินิคโดยแบคทีเรีย 

A. succinogenes โดยมีอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับกระบวน  

การผลิต (Liu et al, 2008; Chen et al, 2010; Zheng et al, 2009) 
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 5.  ค่าความเป็นกรดด่าง ( pH) 

  อีกปัจจยัหน่ึงท่ีส่งผลต่อการเจริญและการผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียคือ ค่าความ

เป็นกรดด่าง ซ่ึงจะตอ้งมีค่าอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมก็จะส่งผลทาํใหแ้บคทีเรียมีการเจริญดีท่ีสุด  

จากการศึกษาพบวา่ มีรายงานการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชค้่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม

เท่ากบั 6.5 (Oh et al., 2008; Lee et al., 2008), 6.8 (Chen et al., 2010; Xi et al., 2013) และ 7.0  

(Li et al., 2010) จะเห็นไดว้า่งานวจิยัส่วนใหญ่พบวา่ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมนั้นอยูใ่นช่วง 

6.0 – 7.0 

 

แบคทเีรียทีผ่ลติกรดซัคซินิค  

 1.  Actinobacillus succinogenes 

 A. succinogenes จดัเป็นแบคทีเรียชนิดหน่ึงท่ีมีการนาํมาใชใ้นกระบวนการผลิตกรด  

ซคัซินิคกนัอยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากสามารถนาํพนัธ์ุดั้งเดิมมาผา่นการคดัเลือกเอาเฉพาะสายพนัธ์ุ 

ท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นปริมาณสูง A. succinogenes  ดั้งเดิมนั้นสามารถคดัแยกไดจ้าก

กระเพาะอาหารส่วนรูเมน (Rumen) ของสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองทั้งโคและกระบือ ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีไม่

สามารถเคล่ือนท่ีได ้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างท่อนหรือท่อนกลม ซ่ึงดาํรงชีวติอยูภ่ายใต้

สภาพท่ีไม่มีออกซิเจน (Anaerobic) ในการผลิตกรดซคัซินิคของเช้ือนั้นจาํเป็นตอ้งมีก๊าซ 

คาร์บอนไดออกไซคใ์นระดบัท่ีสูงเพื่อช่วยเพิ่มผลิตภณัฑท่ี์ไดใ้หเ้ป็นกรดซคัซินิค ในขณะท่ีถา้มี

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซคใ์นระดบัท่ีตํ่า จะไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นเอทานอล กรดฟอร์มิก หรือกรดอะซิติก

แทน (Song & Lee, 2006) 

 A. succinogenes สามารถผลิตกรดซคัซินิคโดยสามารถใชแ้หล่งคาร์บอนไดท้ั้งนํ้าตาล 

อลาบิโนส (Arabinose) ฟรุกโตส (Fructose) กาแลกโตส (Galactose) กลูโคส (Glucose) แลกโตส 

(Lactose) มอลโตส (Maltose) ซอบิทอล (Sorbitol) ซูโครส (Sucrose) และนํ้าตาลไซโลส (Xylose) 

เพื่อนาํไปใชใ้นการผลิตกรดซคัซินิค (Chen et al., 2011) และยงัสามารถใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีมาจาก

ชีวมวล ของเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตแป้งขา้วโพดและ

กระบวนการผลิตฝ้าย (Li et al., 2010) กากสาเก (Chen et al., 2010) กากนํ้าตาล (Liu et al., 2008) 

เป็นตน้ 

 

 2.  Mannheimia succiniciproducens 

 จดัเป็นแบคทีเรียอีกชนิดหน่ึงท่ีมีการนาํมาใชผ้ลิตกรดซคัซินิค สามารถคดัแยกไดจ้าก

กระเพาะอาหารส่วนรูเมนของสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองทั้งโคและกระบือ เช่นเดียวกบั A. succinogenes 
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แบคทีเรีย M. succiniciproducens ไม่สามารถเคล่ือนท่ีได ้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงดาํรงชีวติอยู่

ภายใตส้ภาพท่ีไม่มีออกซิเจนและมีออกซิเจน (Facultative) ชอบอาศยัในอุณหภูมิปานกลาง 

(Mesophilic) ประมาณ 10 – 40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดเ้ป็นผลิตภณัฑห์ลกัและ

มีผลพลอยไดเ้ป็นกรดอะซิติกและกรดฟอร์มิก ในช่วง pH เท่ากบั 6.0 – 7.5 (Song & Lee, 2006) 

 แบคทีเรีย M. succiniciproducens สายพนัธ์ุ LPK7 ก็เป็นอีกสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีถูกพฒันา 

ใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นปริมาณสูง และลดการผลิตผลพลอยไดจ้าํพวกกรดอะซิติก  

กรดฟอร์มิก กรดแลคติกใหต้ํ่าลงได ้(Oh et al., 2008) 

 3.  Anaerobiospirillum succiniciproducens 

 A. succiniciproducens เป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากบริเวณลาํคอและอุจจาระของสุนขั

พนัธ์ุบีเกิล (Beagle dog) ซ่ึงสามารถผลิตกรดซคัซินิคและกรดอะซิตริกไดเ้ป็นผลิตภณัฑห์ลกั และ

สามารถผลิตผลพลอยไดจ้ากกระบวนการหมกัเป็นเอทานอลและกรดแลคติกในสภาวะท่ีไม่ใช้

ออกซิเจน A. succiniciproducens จดัเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเคล่ือนท่ีได ้เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 

(Song & Lee, 2006) ในการเพาะเล้ียงดว้ยกระบวนการหมกัแบบไร้ออกซิเจน แบคทีเรีย  

A. succiniciproducens สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดเ้ป็นปริมาณสูง ในขณะท่ีผลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการ

นั้นนอ้ยลง (Lee et al, 2008) 

 4.  E. coli ดัดแปลงพนัธุกรรม 

 นอกจากจะสามารถใช ้ E. coli ในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตเอทานอล กรดฟอร์มิก 

กรดอะซีติก และกรดแลกติกแลว้ยงัสามารถใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมในการใช ้E. coli ผลิตกรด

ซคัซินิคในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน เพื่อจะพฒันาใหมี้ผลผลิตเป็นกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่แบคทีเรียท่ี

ผลิตกรดซคัซินิคดั้งเดิม (Song & Lee, 2006) จากรายงานการศึกษาการใชแ้บคทีเรีย E. coli ท่ีผา่น

การดดัแปลงพนัธุกรรมในกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคจากกากนํ้าตาลพบวา่ สามารถผลิตกรด 

ซคัซินิคได ้7.08 กรัมต่อลิตร ในการเพาะเล้ียงโดยขวดทดลอง และเม่ือขยายขนาดการผลิตมา

เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดถึ้ง 17 กรัมต่อลิตร (Agarwal et al., 

2006) การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลซูโครสและกากนํ้าตาลโดยใชแ้บคทีเรีย E. coli 

สายพนัธ์ุ KJ122 สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดถึ้ง 56 กรัมต่อลิตรเม่ือเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 10 

ลิตร (Sitha, Sunthorn, & Kaemwich, 2012) 
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การเพิม่ประสิทธิภาพการผลติกรดซัคซินิค 

 กระบวนการผลิตกรดซคัซินิคของ A. succinogenes อาศยั Pathway 

phosphoenolpyruvate carboxykinase หรือท่ีเรียกวา่ C4 Pathway โดยใชเ้อนไซมท่ี์สาํคญั 4 ชนิด

ดว้ยกนัคือ Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPck), Malate dehydrogenase (Mdh), 

Fumarase (FUm) และ Fumarate dehydrogenase (FRd) (Mckinlay, Vieille, & Zeikus, 2007) 

 

 
 

ภาพท่ี 2-4  Pathway ของกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกระบวนการหมกัโดยใชน้ํ้าตาลกลูโคส

  เป็นแหล่งคาร์บอน โดย A. succinogenes และ A. succiniciproducens 

  ( 1 : Phosphoenolpyruvate carboxykinase, 2 : Malate dehydrogenase, 3 : Fumarate 

  dehydrogenase, 4 : Pyruvate kinase, 5 : Pyruvate ferredoxin oxidoreductase, 6 :  

  Acetate kinase, 7 : Alcohol dehydrogenase, 8 : Lactate dehydrogenase) (Zeikus et al., 

  1999)  
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 การเปล่ียน Phosphoenolpyruvate (PEP) เป็น Oxaloacetate นบัเป็นกระบวนการสาํคญัท่ี

ทาํใหเ้กิดการผลิตกรดซคัซินิคในส่วนบริเวณกระเพาะของววั โดยอาศยัการทาํงานของแบคทีเรีย 

ซ่ึงปัจจยัสาํคญัท่ีควบคุมการเกิดคือ ระดบัของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์เม่ือระดบัของก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซดอ์ยูใ่นระดบัท่ีสูง จะทาํใหเ้อนไซม ์PEPck ทาํงานและเกิดการเปล่ียนจาก PEP 

มาเป็น Oxaloacetate (ภาพท่ี 2-4) จากนั้น Oxaloacetate จะถูกเปล่ียนเป็น Malate ดว้ยการทาํงาน

ของเอนไซม ์Mdh จาก Malate จะถูกเปล่ียนเป็น Fumarate ดว้ยการทาํงานของเอนไซม์ FUm และ

จะไดเ้ป็นผลิตภณัฑก์รดซคัซินิคในท่ีสุดซ่ึงอาศยัการทาํงานของเอนไซม ์FRd ในขณะท่ีถา้ระดบั

ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซดอ์ยูใ่นระดบัท่ีตํ่า จะทาํให ้PEP เปล่ียนมาเป็น Pyruvate ซ่ึงจะทาํให้

ไดผ้ลพลอยไดเ้ป็นกรดแลคติก กรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และเอทานอล (Song & Lee, 2006) 

 ไอออนโลหะ (Metal ions) นบัวา่มีความสาํคญัต่ออตัราเมทาบอริซึมของเซลลแ์ละ

กิจกรรมของเอนไซม ์(Podkovyrov & Zeikus, 1993) การศึกษาการเติมโซเดียมคาร์บอเนต 

(Na2CO3) ในกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคส่งผลใหมี้ผลผลิตท่ีสูงข้ึนและแบคทีเรียมีการเจริญท่ีดี 

(Isar et al., 2006) ซ่ึงเป็นผลมาจากโซเดียม (Na+) เป็นโคแฟกเตอร์ (Cofactor) ของเอนไซม ์ 

เป็นปัจจยัสาํคญัในกระบวนการนาํเขา้ธาตุอาหาร (Nutrient uptake) และยงัเก่ียวพนักบักระบวนการ

เคล่ือนท่ีของเซลล ์(Cell motility) การควบคุมความเป็นกรดเบสภายในเซลล ์(Intracellulars pH 

regulation) (Strobel & Russel, 1991) จากการศึกษาพบวา่มีงานวจิยัท่ีผลิตกรดซคัซินิคดว้ย

กระบวนการหมกัซ่ึงใชโ้ซเดียมคาร์บอเนตในการควบคุมระดบัค่าความเป็นกรดด่างใหค้งท่ี  

(Li et al., 2010; Chen et al., 2011) นอกจากน้ียงัมีงานวจิยัท่ีมีการใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนต 

(MgCO3) ในการควบคุมระดบัค่าความเป็นกรดด่างใหค้งท่ีอีกดว้ย (Vlysidis, Binns, Webb, & 

Theodoropoulos, 2011; Li et al, 2011) 

 

กากมนัสําปะหลงั (Cassava pulp) 

 กากมนัสาํปะหลงัเป็นของเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั กากมนั

สาํปะหลงัโดยมีลกัษณะท่ีละเอียด สีขาว และมีความช้ืนสูงประมาณร้อยละ 75 (ปิตุนาถ หนูแสน, 

2547) กากมนัสาํปะหลงัมกัจะถูกทิ้งไวบ้ริเวณลานโล่งแจง้ ซ่ึงก่อใหเ้กิดปัญหาต่อส่ิงแวดลอ้มคือ 

ปัญหานํ้าเน่าเสียท่ีเกิดจากการเน่าเสียของกากมนัสาํปะหลงัและยงัรบกวนผูค้นท่ีอยูอ่าศยับริเวณนั้น

จากกล่ินเน่าเหมน็ท่ีเกิดข้ึน  

 กากมนัสาํปะหลงัถูกนาํไปใชป้ระโยชน์ในการเป็นส่วนผสมของอาหารสัตวแ์ละเม่ือ

นาํไปตากใหแ้หง้สามารถนาํไปทาํเป็นปุ๋ยสาํหรับตน้ไมไ้ด ้องคป์ระกอบของกากมนัสาํปะหลงันั้น

ยงัคงมีแป้งเป็นองคป์ระกอบหลกัซ่ึงมีอยูถึ่งร้อยละ 50 – 70 และมีไฟเบอร์อยูร้่อยละ 20 – 30 (Ukrit, 
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Sutipa, Lily, & Verawat, 2009) จากการท่ีกากมนัสาํปะหลงัยงัคงมีองคป์ระกอบของแป้งเหลืออยู่

มากนั้น ทาํใหมี้ผูท่ี้สนใจศึกษาการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัใหเ้ป็นนํ้าตาลเพื่อนาํไปใชใ้นกระบวนการ

หมกัเพื่อการผลิต ผลิตภณัฑท์างชีวภาพ (Bioproducts) การผลิตเอทานอล (Ethanol) เพื่อใชเ้ป็น

พลงังานทดแทน (Akihiko et al, 2009) ซ่ึงเป็นการใชป้ระโยชน์จากกากมนัสาํปะหลงัท่ีจดัเป็น 

ชีวมวลแหล่งหน่ึงท่ีเป็นของเหลือทิ้งทางการเกษตร อีกทั้งยงัเป็นการเพิ่มมูลค่าของกากมนั

สาํปะหลงัซ่ึงเดิมมีราคาถูกอีกดว้ย (Siriporn et al., 2012) 

 กระบวนการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัใหเ้ป็นนํ้าตาลนั้นสามารถยอ่ยไดด้ว้ยการใชก้รด

ซลัฟิวริก (H2SO4) (Teerapatr, Lerdluk, & La-aied, 2006) กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (Sunee, 

Chidphong, Prodpran, & Sumate, 2004) และการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์ซ่ึงการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์อ้ง

อาศยัเอนไซมห์ลายชนิดในการยอ่ยแป้งซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัในกากมนัสาํปะหลงั โดยการใช้

เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α- amylase) และเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) นอกจากน้ี

อาจมีการใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลส (Cellulase) เพื่อยอ่ยเซลลูโลสซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหน่ึงท่ีอยูใ่นกาก

มนัสาํปะหลงั (Akihiko et al, 2009) 

 

องค์ประกอบของกากมันสําปะหลงั 

  1.  แป้ง  

  แป้งเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีประกอบดว้ยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน ใน

อตัราส่วน 6:10:5 มีสูตรเคมีโดยทัว่ไปคือ (C6H10O5)n แป้งเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคส ซ่ึง

ประกอบดว้ยหน่วยของนํ้าตาลกลูโคสมาเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก (Glycosidice linkage) 

ท่ีคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 1 ทางดา้นตอนปลายของสายโพลิเมอร์ท่ีมีหน่วยกลูโคสท่ีมีหมู่อลัดีไฮด ์

(Aldehyde group) เรียกวา่ปลายรีดิวซิง (Reducing end group) แป้งประกอบดว้ยโพลิเมอร์ของ

กลูโคส 2 ชนิดคือ โพลิเมอร์เชิงเส้น (อะไมโลส) และโพลิเมอร์เชิงก่ิง (อะไมโลเพคติน) วางตวัใน

แนวรัศมี แป้งจากแหล่งท่ีต่างกนัจะมีอตัราส่วนของอะไมโลสและอะไมโลเพกตินแตกต่างกนั 

(ตารางท่ี 2-4) ทาํใหคุ้ณสมบติัของแป้งแต่ละชนิดต่างกนั (กลา้ณรงค ์ศรีรอต และเก้ือกูล ปิยะจอม

ขวญั, 2546) 
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Cassava root 

250-300 ton/day 

 

 

                    Water                               Washing and peeling         peels 1.6 ton 

                                                      Washing water 

 

Cutter 

 

   Starch 

 Extraction                       Brushers 

    Water 

                                   Solid Waste 

                                                                         Screen                          (Cassava bagasse) 

                                                                             280 ton/day with                           

                                                                                          85% of moisture 

Starch milk 

 

 

                    Centrifugation                Liquid Waste 

                       2655 m3 with 

                       1% solids 

                                           Starch   

  

                     Application                               Drying                                Application 

 

Application 

 

ภาพท่ี 2-5  กระบวนการผลิตแป้งมนัสาํปะหลงั (Pandey et al., 2000) 
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ตารางท่ี 2-4  สมบติัท่ีสาํคญัของอะไมโลส และอะไมโลเพคติน (พกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

 

คุณสมบัติ อะไมโลส อะไมโลเพคติน 

ลกัษณะโครงสร้าง สารประกอบของนํ้าตาล

กลูโคสเกาะกนัเป็นเส้นตรง 

สารประกอบของนํ้าตาล

กลูโคสเกาะกนัเป็นก่ิงกา้น 

พนัธะทีจั่บ α-1,4 α-1,4 และ α-1,6 

ขนาด 200-2,000 หน่วยกลูโคส มากกวา่ 1,000 หน่วยกลูโคส 

การละลาย ละลายนํ้าไดน้อ้ยกวา่ ละลายนํ้าไดดี้ 

การทาํปฏิกริิยากบัไอโอดีน สีนํ้าเงิน สีแดงม่วง 

การจับตัว เม่ือใหค้วามร้อนแลว้ทิ้งไวจ้ะ

จบัตวัเป็นวุน้และแผน่แขง็ 

ไม่จบัตวัเป็นแผน่แขง็ 

  

  1.1  อะไมโลส (Amylose) 

  อะไมโลส เป็นโพลิเมอร์เชิงเส้นท่ีประกอบดว้ยกลูโคสประมาณ 2,000 หน่วย 

เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิก (Glycosidice linkage) ชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) (ภาพท่ี 2-6) 

พบวา่ในแป้งมนัสาํปะหลงัมีปริมาณอะไมโลสร้อยละ 17 โดยนํ้าหนกัแหง้ 

 

 
 

ภาพท่ี 2-6  โครงสร้างของอะไมโลส (พกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

 

  อะไมโลสสามารถรวมตวัเป็นสารประกอบเชิงซอ้นกบัไอโอดีน และสารประกอบ

อินทรียอ่ื์น ๆ เช่น บิวทานอล กรดไขมนั สารลดแรงตรึงผวิ ฟีนอล และไฮโดรคาร์บอน 

สารประกอบเชิงซอ้นเหล่าน้ีจะไม่ละลายนํ้า โดนอะไมโลสจะพนัเป็นเกลียวลอ้มรอบสารประกอบ
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อินทรีย ์นอกจากน้ีอะไมโลสท่ีรวมตวักบัไอโอดีนจะใหสี้นํ้าเงิน ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะท่ีบ่งบอกถึง

แป้งท่ีมีองคป์ระกอบของอะไมโลส 

 

  1.2  อะไมโลเพกติน (Amylopectin) 

  อะไมโลเพกติน เป็นโพลิเมอร์เชิงก่ิงหรือแตกแขนงของกลูโคส ส่วนท่ีเป็นเส้นตรง

ของกลูโคสเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) และส่วนท่ีเป็นก่ิงกา้นสาขา

ท่ีเป็นโพลิเมอร์กลูโคสสายสั้น มีขนาดโมเลกุล (Degree of Polymerization; DP) อยูใ่นช่วง 10 ถึง 

60 หน่วย เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิกชนิด α-1,6 (ภาพท่ี 2-7) พบวา่ในแป้งมนัสาํปะหลงัมี

ปริมาณอะไมโลเพกตินร้อยละ 83 โดยนํ้าหนกัแหง้ 

 

 
 

ภาพท่ี 2-7  โครงสร้างของอะไมโลเพกติน (พกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 

 

  หน่วยกลูโคสท่ีมีพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา -1,6 (α-1,6) มีอยูป่ระมาณร้อยละ 5 

ของปริมาณหน่วยกลูโคสในอะไมโลเพกตินทั้งหมด ขนาดโมเลกุลของอะไมโลเพกตินในแป้ง 

แต่ละชนิดจะมีค่าประมาณ 2 ลา้นหน่วย อะไมโลเพกตินมีนํ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่า

ของอะไมโลส คือ ประมาน 107 ถึง 109 ดาลตนั และมีอตัราการคืนตวัตํ่า เน่ืองจากอะไมโลเพกตินมี

ลกัษณะโครงสร้างเป็นก่ิง 

Branch point linkage 
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  สาํหรับ อะไมโลเพกตินของแป้งมนัสาํปะหลงัสายส่วนใหญ่ประมาณร้อยละ 80-90

ประกอบดว้ยสายเด่ียว ๆ และสายท่ีเหลืออีกร้อยละ 10-20 จะเป็นส่วนเช่ือมของแต่ละกลุ่ม ในแต่ละ

กลุ่มประกอบดว้ยสายประมาณ 20-25 สาย ทาํใหเ้กิดเป็นส่วนผลึกของเมด็แป้ง ในการจบักนัเป็น

กลุ่มของของอะไมโลเพกตินทาํใหเ้กิดเป็นเกลียวคู่ (Double helix) ซ่ึงช่วยใหเ้มด็แป้งมีความคงทน

ต่อการทาํปฏิกิริยาดว้ยกรดและเอนไซม ์การเกิดเกลียวคู่ของอะไมโลเพกตินตอ้งอาศยัพนัธะ

ไฮโดรเจน และแรงวลัเดอร์วาลส์ (Van der Waals forces) ในการเช่ือมต่อกนั ทาํใหส่้วนของ 

ก่ิงอะไมโลเพกตินภายในเมด็แป้งสามารถเกิดเป็นผลึกได ้ทั้งก่ิงท่ีอยูใ่กลก้นัในกลุ่มเดียวกนั หรือ

เกิดระหวา่งกลุ่มใกลเ้คียงกนั อะไมโลเพกตินถือวา่มีความสาํคญัมากกวา่อะไมโลสทั้งดา้น

โครงสร้าง หนา้ท่ี และการนาํไปใช ้ดงันั้นเม่ือมีอะไมโลเพกตินเพียงอยา่งเดียวสามารถรวมตวั  

เพื่อสร้างเมด็แป้งได ้

 

 2.  เส้นใย 

  เส้นใยเป็นโพลิเมอร์ท่ีเป็นส่วนประกอบของผนงัเซลลข์องพืช โดยประกอบดว้ย 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ผนงัเซลลพ์ืชแบ่งเป็น 2 ชั้นคือ 

  1) ผนงัเซลลช์ั้นแรก  (Primary cell wall ) เป็นผนงัเซลลช์ั้นนอกสุดประกอบดว้ยเส้น

ใยเซลลูโลส (Cellulose microfibril) และมีโพลีแซคคาไรดช์นิดอ่ืนร่วมดว้ย เซลลท่ี์ติดกนัจะมี 

มิดเดิลลาเมลลา (Middle lamella) กั้น (ระยะห่างประมาณ 0.1 ถึง 0.2 ไมครอน) มิดเดิลลาเมลลา

ประกอบดว้ยเพกตินและประจุแคลเซียม 

  2) ผนงัเซลลช์ั้นสอง (Secondary cell wall) อยูช่ั้นในถดัจากผนงัเซลลช์ั้นแรกเขา้ไป

ผนงัเซลลช์ั้นสองจะประกอบดว้ยผนงัเซลลห์ลาย ๆ ชั้นท่ีมีส่วนประกอบต่างกนั ท่ีเกิดจากการ

จดัเรียงตวัของเส้นใยเซลลูโลสท่ีแตกต่างกนั จบักนัดว้ยพนัธะไฮโดรเจน นอกจากน้ียงัมี 

เฮมิเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบดว้ย ผนงัเซลลช์ั้นน้ีจะหนาประมาณ 1 ถึง 3 ไมครอน ทาํใหเ้ซลล์

แขง็แรง ตา้นทานแรงดึงและแรงอดัได้ 

 

  2.1  เซลลูโลส (Cellulose) 

  เซลลูโลส  เป็นสารประกอบอินทรียท่ี์พบมากท่ีสุดประมาณร้อยละ 45 ของ

สารอินทรียท์ั้งหมดในธรรมชาติ ส่วนใหญ่สะสมอยูท่ี่ผนงัเซลลใ์นพืชชั้นสูงทุกชนิด หรือวสัดุเหลือ

ทิ้งทางการเกษตร เช่น ฟาง ข้ีเล่ือย กากมนัสาํปะหลงั เป็นตน้ เป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตท่ี

ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของนํ้าตาลกลูโคสจาํนวน 1,000-10,000 โมเลกุล ต่อกนัเป็นโพลิเมอร์เช่ือม

กนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิกชนิดเบตา้-1,4 (β-1,4) ระหวา่งหมู่ไฮดรอกซิล (R-OH) โดยโมเลกุลสาย
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ยาวของเซลลูโลสประกอบดว้ยกลูโคส 2,000-15,000 โมเลกุล และมีนํ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 

20,000-2,400,000 ดาลตนั การเรียงตวัของโมเลกุลเซลลูโลสมีลกัษณะเป็นเส้นตรง ไม่มีแขนงยอ่ย 

มีสูตรเคมีทัว่ไป คือ (C6H10O5)n  เม่ือ n คือ จาํนวนหน่วยกลูโคสทั้งหมดท่ีประกอบกนัเป็น

โครงสร้าง  

 

 
 

ภาพท่ี 2-8  โครงสร้างของเซลลูโลส (ศศิธร ไกรฤทธิชยั, 2552) 

 

 ลกัษณะโครงสร้างของเซลลูโลส เซลลูโลสมีลกัษณะโครงสร้าง 3 แบบ ดงัน้ี (ภาพท่ี 2-9) 

 1) โครงสร้างแบบฟรินจไ์มเซลล ์(Fringe micelles) ประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็นผลึก 

(Crystalline) และส่วนท่ีเป็นอสัณฐาน (Amorphous) (ภาพท่ี 2-9ก) ส่วนท่ีเป็นผลึกจะเป็นบริเวณท่ีมี

การจดัเรียงโมเลกุลอยา่งเป็นระเบียบ และส่วนท่ีเหลือคือส่วนท่ีเป็นอสัณฐานจะมีการจดัเรียง

โมเลกุลอยา่งไม่เป็นระเบียบ หรือเป็นระเบียบนอ้ย 

 2) โครงสร้างของเซลลูโลสท่ีมว้นพบัไปตามแกนของเส้นใยเซลลูโลส (ภาพท่ี 2-9ข) 

 3) โครงสร้างของเซลลูโลสท่ีมีลกัษณะเป็นแบบริบบิ้นและมว้นเป็นเกลียว (ภาพท่ี 2-9ค)

 โครงสร้างท่ีแตกต่างกนั ทั้ง 3 แบบนั้นก่อใหเ้กิดช่องวา่งระหวา่งโมเลกุล ทาํใหโ้มเลกุล

ไม่ต่อเน่ือง ในธรรมชาติจึงไม่พบเซลลูโลสในรูปอิสระแต่มกัรวมกบัลิกนิน เฮมิเซลลูโลส แทนนิน 

เพนโตแซนกมั และ ไขมนั เป็นตน้ (ศศิธร ไกรฤทธิชยั, 2552) 
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             ก                             ข                                 ค 

 

ภาพท่ี 2-9  เส้นใยเซลลูโลสในผนงัเซลลพ์ืชชั้นสูง (ศศิธร ไกรฤทธิชยั, 2552) 

  ก . แบบ Fringe micelle 

  ข . แบบท่ีมว้นหรือพบัไปตามแกนของเส้นใยเซลลูโลส 

  ค . แบบริบบิ้นและมว้นเป็นเกลียว 

 

  2.2  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) 

   เฮมิเซลลูโลส มีสูตรโครงสร้าง  คือ [C5(H2O) 4]n หรือ [C6(H2O)5]n เป็นส่วนหน่ึง

ของผนงัเซลลข์องพืช ปกติจะอยูร่่วมกบัเซลลูโลส และลิกนิน ประกอบดว้ยโพลีแซคคาไรด์ท่ีมี

ความซบัซอ้น เป็นโครงสร้างท่ีเหมือนกบัเซลลูโลสและมีขนาดเล็กกวา่เซลลูโลส โดยทัว่ไปจะเป็น

โพลิเมอร์ผสมของโมโนแซคคาไรดต์่างๆ ไดแ้ก่ ไซโลส (Xylose) กลูโคส (Glucose) แมนโนส 

(Mannose) และกาแลกโตส (Galactose) เช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะไกลโคซิดิกชนิดเบตา้-1,4 (β-1,4)  

เฮมิเซลลูโลสจะมีนํ้าหนกัโมเลกุลตํ่ากวา่เซลลูโลส ละลายในสารละลายด่างไดดี้ และจะละลายไดดี้

มากข้ึน เม่ือมีโซ่ก่ิงมาก ๆ 

 

  2.3  ลกินิน (Lignin) 

   ลิกนิน เป็นสารประกอบโพลิเมอร์อะโรมาติก ( Aromatic compound) ท่ีไม่มีรูป

ผลึกจะเกาะกนัอยูใ่นชั้นระหวา่งเส้นใยทาํหนา้ท่ียดึเกาะเส้นใยเขา้ดว้ยกนั โครงสร้างพื้นฐานของ 
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ลิกนินคือ ฟีนิลโพรเพน (Phenylpropane) มีโมเลกุลท่ีแขง็แรงไม่ละลายนํ้า แต่สามารถละลายไดใ้น

ตวัทาํละลายอินทรียบ์างชนิด ลิกนินเป็นองคป์ระกอบหน่ึงในโครงสร้างของเซลลพ์ืชบริเวณรอบ ๆ 

เซลลูโลส โดยเป็นตวัยดึเกาะเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส เพื่อป้องกนัเซลลูโลสจากการยอ่ยสลาย

จากจุลินทรีย ์ 

 
การย่อยหรือไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) กากมันสําปะหลงั 

การยอ่ยหรือไฮโดรไลซิสเป็นกระบวนการเปล่ียนโพลีแซคคาไรด์ (แป้งและเซลลูโลส) 

เป็นนํ้าตาล โดยผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ยอยา่งสมบูรณ์ คือ กลูโคส ดงัสมการ (1) (สิริวรรณ 

แกว้ชิงดวง, 2554) 

 

(C6H10O5)n  +  nH2O    nC6H12O6  (1) 

 

 การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัสามารถทาํได ้3 วธีิ คือ  

  1.  การย่อยด้วยสารเคมี (Chemical hydrolysis) 

  การยอ่ยดว้ยสารเคมี เช่น การยอ่ยดว้ยกรด หรือการยอ่ยดว้ยด่าง จะเกิดปฏิกิริยา

ทาํลายพนัธะไกลโคดิก ระหวา่งคาร์บอนตาํแหน่งท่ี 1 ภายใตส้ภาวะท่ีรุนแรง โดยผลิตภณัฑท่ี์ได้

จากการยอ่ยอยา่งสมบูรณ์ คือ นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส 

   1.1  การย่อยด้วยกรด (Acid hydrolysis) อาจแบ่งไดเ้ป็น 2 กระบวนการ คือ 

       1)  กระบวนการท่ีใชก้รดแก่ เช่น กรดไฮโดรคลอริก (Hydrocloric acid) หรือกรด

ซลัฟิวริกเขม้ขน้ (Sulfuric acid) ผลผลิตท่ีไดส่้วนใหญ่เป็นนํ้าตาลกลูโคส แต่ขอ้เสียคือ จะตอ้งมีการ

แยกกรดออกจากนํ้าตาลก่อนนาํไปใช ้และการนาํกรดกลบัมาใชใ้หม่ รวมทั้งปัญหาการสูญเสียกรด

ไปกบัส่วนท่ีไม่ถูกยอ่ยสลาย และการผกุร่อนของเคร่ืองมือจากการใชก้รดแก่ 

       2)  กระบวนการท่ีใชก้รดอ่อน เป็นการใชก้รดอ่อนท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 180 องศา

เซลเซียส ผลท่ีไดจ้ากการยอ่ย คือ เซลลูโลส ยงัมีโครงสร้างเป็นเส้นใยอยู ่และวธีิการน้ีจะไม่

สามารถนาํกรดกลบัมาใชใ้หม่ได ้แต่จะถูกทาํใหเ้ป็นกลางดว้ยปูนขาว หรือแคลเซียมคาร์บอเนต 

   1.2 การย่อยด้วยด่าง (Alkaline hydrolysis) 

        สารเคมีท่ีนิยมใชใ้นการยอ่ย คือ สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซม ์(Sodium 

Hydroxide) เจือจาง เอทิลลีนไดอะมีน (Ethylenediamine) และแอมโมเนีย (Ammonia) เป็นตน้ ซ่ึง

จะมีผลทาํใหส้ายของโพลีแซคคาไรดส์ั้นลง ปฏิกิริยาน้ีจะเกิดข้ึนท่ีอุณหภูมิ 160-180 องศาเซลเซียส 

และตอ้งการออกซิเจนในปริมาณเล็กนอ้ย 
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  2.  การย่อยด้วยวธีิทางกายภาพ (Physical hydrolysis) 

   การยอ่ยดว้ยวธีิทางกายภาพ เช่น การใชค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Sonicate) หรือการใช้

รังสีไมโครเวฟ (Microwave irradiation)  

   Sriroth, Chollakup, Chotineeranat, Piyachomkwan, and Christopher (2000)  

ทาํการใชค้ล่ืนเสียงในการยอ่ยสลายกากมนัสาํปะหลงั โดยนาํกากมนัสาํปะหลงัเขม้ขน้ร้อยละ 4 

ปรับค่าความเป็นกรดด่างดว้ย 0.05 โมลาร์โซเดียมอะซิเตรตบฟัเฟอร์ (Sodium acetate buffer)  

ใหค้่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 4.5 แลว้นาํไปเขยา่ในเคร่ือง Sonicate เป็นเวลา 40 วนิาที จากนั้นนาํ

สารละลายแป้งท่ีไดไ้ปกรองผา่นตะแกรงขนาด 90 เมซ แลว้นาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส

ขา้มคืน ซ่ึงไดแ้ป้งร้อยละ 40 แลว้ยอ่ยต่อเพื่อใหไ้ดน้ํ้าตาล  

   Hermiati et al. (2011) ทาํการยอ่ยคาร์โบไฮเดรตในกากมนัสาํปะหลงัและแป้งมนั

สาํปะหลงัภายใตก้ารใชรั้งสีไมโครเวฟ โดยใชก้ากมนัสาํปะหลงัหรือแป้งมนัสาํปะหลงั 1 กรัม  

ปรับปริมาตรเป็น 20 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ ภายใตก้ารใชรั้งสีไมโครเวฟท่ีอุณหภูมิ 140 – 

240 องศาเซลเซียส ปรับสภาพดว้ยความร้อนเป็นเวลา 4 นาที และใหค้วามร้อนเป็นเวลา 5 นาที 

พบวา่อตัราการละลายของกากมนัสาํปะหลงัเพิ่มข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนโดยการปรับสภาพดว้ย

ความร้อนจากรังสีไมโครเวฟ โดยท่ีอุณหภูมิ 220 องศาเซลเซียสมีปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีไดจ้าก

กากมนัสาํปะหลงัและแป้งมนัสาํปะหลงัในปริมาณท่ีสูงร้อยละ 28.59 และ 58.76 ตามลาํดบั ซ่ึง

ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสจากแป้งมนัสาํปะหลงัลดลงเม่ือเพิ่มเวลาการปรับสภาพดว้ยความร้อน การใช้

รังสีไมโครเวฟเป็นอีกวธีิในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัและแป้งมนัสาํปะหลงัเน่ืองจากเป็น

กระบวนการท่ีมีความรวดเร็ว 

 

  3.  การย่อยด้วยเอนไซม์ (Enzymetic hydrolysis) 

   การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์เพื่อเปล่ียนแป้งและเซลลูโลสใหเ้ป็นนํ้าตาลกลูโคส โดย

เอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยทัว่ไปจะผลิตจากเช้ือราและแบคทีเรีย เอนไซมเ์ป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ี

ส่ิงมีชีวติสร้างข้ึนเพื่อทาํหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาภายในเซลลแ์ละมีความจาํเพาะต่อสับสเตรท จึงทาํให้

เกิดผลิตภณัฑท่ี์ตอ้งการ โดยมีผลขา้งเคียงนอ้ย ทาํใหผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ความบริสุทธ์ิสูงและไม่ทาํให้

เกิดการผกุร่อนของเคร่ืองมือ (พกัตร์ประไพ ประจาํเมือง , 2546)  

 

 ขอ้ดีของการยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์มีดงัน้ี 

  1. เอนไซมส์ามารถทาํงานไดดี้ท่ีอุณหภูมิตํ่า จึงเร่งปฏิกิริยาไดโ้ดยไม่ตอ้งให้ 

ความร้อนทาํใหป้ระหยดัตน้ทุนในการผลิต 



26 
 

  2. ปฏิกิริยาท่ีมีเอนไซมเ์ป็นตวัเร่งจะเกิดไดเ้ร็วกวา่ปฏิกิริยาท่ีไม่มีเอนไซม์ เน่ืองจาก

เอนไซมไ์ปลดพลงังานอิสระของการกระตุน้ของปฏิกิริยาทาํใหป้ฏิกิริยาถึงภาวะสมดุลไดเ้ร็ว 

  3. เอนไซมมี์ความจาํเพาะกบัสารตั้งตน้ ดงันั้นผลผลิตท่ีไดจ้ะมีความบริสุทธ์ิมาก 

  4. ไม่เกิดปฏิกิริยาขา้งเคียง เน่ืองจากเอนไซมมี์ความจาํเพาะกบัสารตั้งตน้ 

  5. เอนไซมส์ามารถยอ่ยสลายสารท่ีมีโมเลกุลใหญ่ใหเ้ล็กลงไดต้ามท่ีตอ้งการ 

  6. ผลิตภณัฑท่ี์ไดไ้ม่เปล่ียนเป็นสารอ่ืน และ สามารถทาํการหมกันํ้าตาลท่ีเกิดข้ึนไป

พร้อมกบัการยอ่ยเซลลูโลสได ้

  7. ไม่จาํเป็นตอ้งใชอุ้ปกรณ์ท่ีทนต่อการกดักร่อน 

 

เอนไซมท่ี์มีความสาํคญัในการยอ่ยแป้งและเส้นใย เพื่อเปล่ียนแป้งและเซลลูโลสใหเ้ป็น

นํ้าตาลคือ เอนไซมอ์ะไมเลส และเอนไซมเ์ซลลูเลส  

 1.  เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) (Domingues & Peralta, 1993) 

 อะไมเลสเป็นกลุ่มของเอนไซมท่ี์มีกิจกรรมการยอ่ยสลายโมเลกุลของแป้ง  

ไกลโคเจน และสารอนุพนัธ์ของโพลีแซคคาไรด์เป็นหน่วยยอ่ยของนํ้าตาล ซ่ึงอาจจะอยูใ่นรูปของ 

เดกซ์ตริน (Dextrin) มอลโตส (Maltose) และกลูโคส ประเภทของนํ้าตาลท่ีไดข้ึ้นอยูก่บัชนิดของ

เอนไซม ์ในแต่ละกลุ่มของเอนไซมอ์ะไมเลสสามารถแยกออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ยคือ 

  1)  แอลฟา-อะไมเลส (α-amylase) พบทัว่ไปทั้งในสัตวแ์ละพืช ตลอดทั้งจุลินทรีย์

หลายชนิด เอนไซมมี์บทบาทสาํคญัในการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นโอลิโกแซคคาไรด ์โดยมีความเจาะจงต่อ

การยอ่ยสลายพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) ในลกัษณะตดัภายในสายโพลิเมอร์อยา่ง

อิสระไดผ้ลผลิตเป็นกลูแคน (Glucan) และ Alpha-limit dextrin ท่ีมีหน่วยกลูโคสประมาณ 2-6 

หน่วย เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสน้ีเป็นผลผลิตมาจากแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. ใชป้ระโยชน์ใน

การยอ่ยสลายโมเลกุลใหญ่ของแป้งใหเ้ล็กลงกลายเป็นผลิตภณัฑท่ี์เรียกวา่ Liquefied starch 

  2)  เบตา้-อะไมเลส (β-amylase) พบทัว่ไปในพืชชั้นสูง เช่น ขา้วบาร์เลยใ์นขณะท่ี

กาํลงังอกเป็นขา้วมอลท ์ขา้วไรย ์ถัว่เหลือง มนัเทศ เป็นตน้ นอกจากน้ียงัพบในรูปของเอนไซมท่ี์

หลัง่ออกมาภายนอกจุลินทรียห์ลายชนิดดว้ย เอนไซมน้ี์จะยอ่ยอะไมโลส อะไมโลเพคติน และไกล

โคเจน จากดา้นนอกของโมเลกุลทางดา้นท่ีไม่มีความสามารถในการรีดิวซ์ (Non reducing end)  

โดยจะยอ่ยสลายท่ีพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) ซ่ึงเป็นผลมาจากการยอ่ยอะไมโลสจะ

ไดม้อลโตส ส่วนการยอ่ยอะไมโลเพคตินจะไดน้ํ้าตาลมอลโตสท่ีมีโครงร่างภายนอกต่างไปจากเดิม 

คือ ไดเ้ป็นเบตา้มอลโตส และ Alpha-limit dextrin เอนไซมน้ี์มีประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมผลิตเบียร์ 
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  3)  กลูโคอะไมเลสหรืออะไมโลกลูโคซิเดส (Glucoamylase หรือ amyloglucosidase) 

เป็นเอนไซมท่ี์พบทัว่ไปในจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรีย ยสีต ์และ รา มีลกัษณะสาํคญัของปฏิกิริยาการ

ยอ่ยแป้งคือ สามารถยอ่ยสลายแป้งไดท้ั้ง 2 พนัธะ คือ พนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,4 (α-1,4) 

และพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,6 (α-1,6) ในการยอ่ยสลายพนัธะไกลโคซิดิกชนิดแอลฟา-1,6 

(α-1,6) จะมีอตัราการยอ่ยสลายไดช้า้มาก การตดัสายโพลิเมอร์ของโมเลกุลแป้งดว้ยเอนไซม์

กลูโคอะไมเลส จะมีกิจกรรมเหมือนกบัเอนไซมเ์บตา้อะไมเลส แต่จะตดัปลายสายเขา้ไปทีละ 

 1 หน่วยของโมเลกุล จากดา้นท่ีไม่มีความสามารถในการรีดิวซ์ของโมเลกุลแป้ง ผลผลิตท่ีไดเ้ป็น

กลูโคสอยา่งเดียว ดงันั้น ผลผลิตท่ีไดส่้วนใหญ่จะเป็นนํ้าตาลกลูโคส ในการยอ่ยแป้งใหไ้ดโ้มเลกุล

ของกลูโคสจะตอ้งใชก้ลูโคอะไมเลสร่วมกบัแอลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลสไม่ตอ้งการ Cofactor 

ในกิจกรรม เอนไซมมี์นํ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 50-110 กิโลดาลตนั มีความเสถียรท่ีค่าความเป็น

กรดด่าง 3.5-5 และท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส กลูโคอะไมเลสพบในจุลินทรีย ์เช่น Aspergillus 

niger, A. oryzae และ Rhizopus spp. เอนไซมก์ลูโคอะไมเลสมีประโยชน์ในอุตสาหกรรมการผลิต

นํ้าตาลกลูโคสจากแป้ง และถูกใชม้ากในอุตสาหกรรมการผลิตนํ้าตาลฟรุคโตสดว้ย 
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ภาพท่ี 2-10  การทาํงานและผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึนจากการทาํงานของเอนไซมช์นิดต่าง ๆ  

    ( พกัตร์ประไพ ประจาํเมือง, 2546) 
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 2.  เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) 

 เอนไซมท่ี์ใชใ้นการยอ่ยเซลลูโลส คือ เซลลูเลส เป็นเอนไซมท่ี์ทาํใหเ้กิดการสลาย

เซลลูโลสไปเป็นนํ้าตาลกลูโคส ผลิตไดโ้ดยส่ิงมีชีวติทั้งพืช สัตว ์และจุลินทรีย ์เช่น ขา้วมอลต ์ 

ขา้วบาร์เลย ์ใบยาสูบ ไส้เดือนดิน ปลวก หอยทาก แบคทีเรีย และรา เป็นตน้ เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีได้

จากจุลินทรีย ์เป็นเอนไซมท่ี์ผลิตออกมาสู่ภายนอกเซลล์ (Extracellular enzyme) จดัเป็นแหล่งผลิต

เอนไซมเ์ซลลูเลสท่ีดีท่ีสุด เน่ืองจากสะดวกต่อการสกดั สามารถผลิตไดใ้นปริมาณมาก ตน้ทุนการ

ผลิตตํ่า ทั้งน้ีพบวา่สภาพการเพาะเล้ียงมีผลต่อชนิดและปริมาณของเอนไซมท่ี์สร้างข้ึน เช่น 

องคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ ไดแ้ก่ ชนิดและปริมาณของเซลลูโลสท่ีใช ้ปริมาณเกลือของโลหะ

ต่าง ๆ สภาพความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ และออกซิเจนเป็นตน้ 

 เอนไซมเ์ซลลูเลส ทาํหนา้ท่ีตดัพนัธะไกลโคซิดิกในเซลลูโลส เป็นเอนไซมเ์ชิงซอ้น 

(Complex enzyme) ซ่ึงประกอบดว้ยเอนไซมห์ลายชนิดทาํงานร่วมกนั (ภาพท่ี 2-11) ประกอบดว้ย

เอนไซม ์3 กลุ่มหลกั คือ (เป่ียมสุข พงษส์วสัด์ิ, 2551) 

  1)  เอนโดกลูคาเนส (Endoglucanase) หรือ 1,4-beta-D-glucanohydrolase  

ทาํหนา้ท่ีตดัพนัธะเบตา้ 1,4 ภายในสายเซลลูโลสอยา่งสุ่ม โดยจะยอ่ยในบริเวณอสัณฐาน ทาํใหเ้กิด

ปลายอิสระ ผลผลิตท่ีไดคื้อ โอลิโกแซคคาไรด์ 

  2)  เอกโซกลูคาเนส (Exoglucanase) หรือเซลโลไบโอไฮโดรเลส ทาํหนา้ท่ียอ่ย 

โดยการตดัโมเลกุลจากปลายสายทั้ง 2 ดา้น โดยยอ่ยทีละ 2 หน่วยกลูโคสในบริเวณท่ีเป็นผลึก 

ผลิตภณัฑห์ลกัคือ เซลโลไบเอส (กลูโคส เบตา้-1,4-กลูโคส) 

  3)  เบตา้-กลูคาเนส (β-glucanase) หรือเซลโลไบเอส (Cellubiase) ทาํหนา้ท่ียอ่ย 

โอลิโกแซคคาไรดส์ายสั้นท่ีเกิดจากการยอ่ยของเอนโดกลูคาเนส และเซลโลไบโอสท่ีเกิดจาก 

เอกโซกลูคาเนสใหไ้ดก้ลูโคส เพื่อเป็นแหล่งพลงังานต่อไป 
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ภาพท่ี 2-11  โครงสร้างของเซลลูโลส และตาํแหน่งท่ีเอนไซมต่์าง ๆ เขา้ไปยอ่ยสลาย 

     CBH I = Exo-cellobiohydrolases 

     EG = Endo-glucanase 

     β-G = Beta-glucanase 

     (เป่ียมสุข พงษส์วสัด์ิ, 2551) 
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งานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

 Zeikus, Jain, and Elankovan (1999) กล่าววา่ ในปัจจุบนัเทคโนโลยสีีเขียวเขา้มามี

บทบาทสาํคญัแทนกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี เพื่อลดมลพิษท่ีปล่อยออกสู่ส่ิงแวดลอ้มจากการ

ผลิตโดยใชปิ้โตรเลียมเป็นวตัถุดิบ จึงไดมี้การผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกระบวนการหมกัจากแหล่ง

ทรัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถทดแทนได ้เช่น ผลิตผลทางการเกษตร จาํพวกขา้วโพด มนัสาํปะหลงั 

และออ้ย เป็นตน้ มาใชเ้พื่อความเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มและมีตน้ทุนการผลิตท่ีตํ่ากวา่  

 กรดซคัซินิคจากกระบวนการหมกัดว้ยจุลินทรียถู์กนาํมาใชป้ระโยชน์ในอุตสาหกรรม

อยา่งกวา้งขวาง โดยการใชเ้ป็นสารตวักลางและสารตั้งตน้ท่ีสาํคญัในกระบวนการผลิตใน

อุตสาหกรรมเคมี เช่น การผลิต N-nethyl pyrrolidone, 1,4-Butanediol, Gamma-Butyrol acetone, 

Adipic acid และ Tetrahydrofuran เป็นตน้ ในอุตสาหกรรมยาถูกนาํมาใชใ้นการผลิตยาปฏิชีวนะ 

กรดอะมิโน และวติามิน 

 นอกจากน้ียงัมีการเพิ่มผลผลิตกรดซคัซินิคดว้ยการศึกษาจุลินทรียท่ี์ใชใ้นกระบวนการ

หมกัโดยอาศยัเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม อีกทั้งยงัศึกษากระบวนการหมกัใหมี้ประสิทธิภาพสูงสุด 

มีผลผลิตท่ีไม่ตอ้งการ (By product) ตํ่าท่ีสุด 

 Isar, Agarwal, Saran, and Saxena (2006) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของกระบวนการหมกั

และการขยายขนาดการหมกัของกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคโดย B. fragilis เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์

สูงสุด โดยทาํการศึกษาปัจจยัทางกายภาพและสารอาหารในกระบวนการหมกัท่ีสาํคญั เช่น ค่าความ

เป็นกรดด่าง อุณหภูมิ อตัราการกวนผสม แหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้นํ้าตาลเร่ิมตน้ แหล่ง

ไนโตรเจน ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนเร่ิมตน้ ความเขม้ขน้ของคาร์บอเนต ปริมาณของหวัเช้ือ 

และเวลาในการหมกั ผลการทดลองพบวา่ แบคทีเรีย B. fragilis สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้0.70 

กรัมต่อลิตร ภายในเวลา 60 ชัว่โมง แต่เม่ือทาํการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมกั

ท่ีทาํการทดลองใน Anaerobic bottles คือ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีประกอยดว้ยแหล่งคาร์บอนเป็นนํ้าตาล

กลูโคสร้อยละ 1.5 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร แหล่งไนโตรเจนเป็นทริปโตนร้อยละ 2.5 โดยนํ้าหนกั

ต่อปริมาตร ไดโซเดียมคาร์บอเนตร้อยละ 1.5 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร ท่ีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 

7 ปริมาณหวัเช้ือร้อยละ 4 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การกวนผสมท่ี 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

48 ชัว่โมง สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้5.4 กรัมต่อลิตร และทาํการขยายขนาดการผลิตในถงัหมกั

ขนาด 10 ลิตร ซ่ึงมีอตัราการเติมคาร์บอนไดออกไซค ์5.0 vvm. ความเร็วใบกวนผสม 100 รอบต่อ

นาที สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดถึ้ง 12.5 กรัมต่อลิตร ภายในเวลา 30 ชัว่โมง ซ่ึงเท่ากบั 12 เท่าของ

ผลิตภณัฑท่ี์ยงัไม่ผา่นการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสม โดยสาเหตุท่ีมีการเพิ่มของผลิตภณัฑม์ากข้ึน
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เกิดจากการควบคุมอตัราการใส่คาร์บอนไดออกไซดแ์ละการกวนผสมท่ีเหมาะสม ทาํใหเ้วลาใน

กระบวนการหมกัลดลง  

ผลของการศึกษาน้ีสามารถท่ีจะนาํไปพฒันาสาํหรับกระบวนการหมกัในระดบัอุตสาหกรรม  

 Song and Lee (2006) รายงานวา่ กรดซคัซินิคเป็นสารเคมีท่ีมีบทบาทสาํคญัมากใน

อุตสาหกรรมเกษตร อาหาร การผลิตยารักษาโรค และยงัเป็นสารตั้งตน้ท่ีสาํคญัในกระบวนการ

สังเคราะห์สารเคมี เช่น Adipic acid, 1,4-Butanediol, Tetrahydrofuran, N-methyl pyrrolidinone, 

2-Pyrrolidinone และ Succinate salt เป็นตน้ 

 ปัจจุบนักรดซคัซินิคผลิตจากกระบวนการทางเคมีจากปิโตรเลียมซ่ึงมีราคาสูง  และเป็น

แหล่งทรัพยากรท่ีมีอยูอ่ยา่งจาํกดั จึงมีการศึกษากระบวนการผลิตกรดซคัซินิคจากกระบวนการหมกั

ดว้ยแบคทีเรีย 4 ชนิดดว้ยกนั คือ A. succinogenes, M. succiniciproducens, A. succiniciproducens 

และ Recombinant E. coli เพื่อใหผ้ลผลิตมีปริมาณสูงและมีตน้ทุนการผลิตท่ีตํ่าลง โดยใชแ้หล่ง

คาร์บอนเป็นทรัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถทดแทนไดม้าใชแ้ทนปิโตรเลียมในกระบวนการผลิต

ทางเคมี เพื่อเป็นการตระหนกัถึงความใส่ใจในส่ิงแวดลอ้ม และเพื่ออุตสาหกรรมการผลิตกรด  

ซคัซินิคท่ีย ัง่ยนื 

 Jame, McKinlay, Vieille, and Zeikus (2007) ศึกษากระบวนการผลิตกรดซคัซินิค 

ในระดบัอุตสาหกรรม ซ่ึงพบวา่ปัจจุบนัมีการผลิตดว้ยกระบวนการทางเคมีจากปิโตรเลียม  

ซ่ึงเม่ือคาํนึงถึงตน้ทุนในการผลิตท่ีสูงมากแลว้ ยงัไม่เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มอีกดว้ย จึงมีการนาํ

กระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรียมาทดแทนกระบวนการผลิตแบบดั้งเดิม ซ่ึงกระบวนการผลิตใหไ้ด้

กรดซคัซินิคท่ีมีความเขม้ขน้สูงนั้น จะตอ้งมีแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม และมีกระบวนการเก็บเก่ียว 

การสกดัใหมี้ความบริสุทธ์ิท่ีมีประสิทธิภาพ เพื่อการนาํกรดซคัซินิคไปใชป้ระโยชน์ใน

กระบวนการผลิตสารเคมี เช่น 1,4-butanediol (BDO) ท่ีนาํไปใชใ้นการผลิตพลาสติกชีวภาพ 

(Biodegradable plastics) Ethylene diamine disuccinate ท่ีเป็น Chelator ท่ีสามารถยอ่ยสลายไดท้าง

ชีวภาพ Diethyl succinate ซ่ึงจดัเป็นสารละลายแทนการใช ้Methylene chloride ซ่ึงมีความเป็นพิษ

ต่อส่ิงแวดลอ้ม Adipic acid ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมผา้ไนลอน 

นอกจากน้ียงัมีการใชก้รดซคัซินิคในอุตสาหกรรมการผลิตสารซกัลา้ง ใชเ้ป็นส่วนประกอบใน

อุตสาหกรรมอาหาร ใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตยารักษาโรค อีกทั้งยงัพบวา่มีปริมาณการผลิตกรด

ซคัซินิคทางชีวภาพดว้ยกระบวนการหมกัท่ีเพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ แทนการใชปิ้โตรเลียม 

 Liu et al. (2008) ศึกษากระบวนการผลิตกรดซคัซินิคจากกากนํ้าตาลซ่ึงเป็นแหล่ง

คาร์บอนท่ีมีราคาถูก โดยใช ้A. succinogenes CGMCC1593 ในกระบวนการหมกัแบบไร้อากาศ  
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ซ่ึงมีการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับกระบวนการหมกัพบวา่ ความเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ท่ี

เหมาะสมคือ 65 กรัมต่อลิตร ใชแ้หล่งไนโตรเจนเป็น Yeast extract ท่ีมีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 10 กรัม

ต่อลิตร โดยใชอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงทาํการทดลองใน Anaerobic bottles โดยนาํ

กากนํ้าตาลมาผา่นกระบวนการยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริกแลว้นาํมาใชใ้นกระบวนการหมกั ผลการ

ทดลองพบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้50.6 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาในการหมกั 60 ชัว่โมง หลงัจาก

นั้นไดท้าํการศึกษาโดยการขยายขนาดการผลิต โดยการหมกัแบบกะในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ท่ีมี

อตัราการกวนผสม 200 รอบต่อนาที อตัราการเติมคาร์บอนไดออกไซค ์0.5 vvm. พบวา่สามารถ

ผลิตกรดซคัซินิคได ้46.4 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาในการหมกั 48 ชัว่โมง และศึกษากระบวนการหมกั

แบบเติมกะ เพื่อตอ้งการเพิ่มผลผลิตของกรดซคัซินิค โดยใชค้วามเขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ใน

ระดบัตํ่าคือ 35 กรัมต่อลิตร และรักษาระดบันํ้าตาลใหอ้ยูใ่นช่วง 10-15 กรัมต่อลิตรในระหวา่ง

กระบวนการหมกัเพื่อป้องกนัการเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ (Substrate inhibition) ผลการทดลอง

พบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้55.2 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสูงกวา่กระบวนการหมกัแบบกะถึงร้อยละ 

18.9 คิดเป็นอตัราการผลิต 1.15 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่กระบวนการผลิต

กรดซคัซินิคสามารถใชก้ากนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกั ไดว้ตัถุดิบท่ีมีราคาถูก 

ทาํใหต้น้ทุนการผลิตมีราคาตํ่าลงดว้ย 

 Zheng, Dong, Sun, Ni, and Fang (2009) ศึกษากระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิค

จากเศษวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรโดย A. succinogenes CGMCC1593 มีการศึกษาการใชแ้หล่ง

คาร์บอนท่ีเป็นวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรพวกเปลือกขา้วโพด ซงัขา้วโพด ฟางขา้ว และฟางขา้ว

สาลีท่ีนาํไปผา่นกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ดเ้ป็นนํ้าตาลท่ีนาํมาใชใ้นกระบวนการหมกั พบวา่

การใชน้ํ้าตาลท่ีไดจ้ากเปลือกขา้วโพดท่ีผา่นการยอ่ยแลว้สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดคือ 

33.70 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาการหมกั 48 ชัว่โมง ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน Anaerobic 

bottles นอกจากน้ียงัทาํการศึกษาความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของนํ้าตาลท่ีเหมาะสมสาํหรับกระบวนการ

หมกั ซ่ึงพบวา่ระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมคือ 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้

39.4 กรัมต่อลิตร และยงัพบอีกวา่ถา้ระดบันํ้าตาลเร่ิมตน้มากเกิน 60 กรัมต่อลิตร จะทาํใหก้ารเจริญ

ของเซลลล์ดลงและจะเกิดผลิตภณัฑเ์ป็นกรดซคัซินิคลดลง เน่ืองจากเกิดการยบัย ั้งของสารตั้งตน้ 

(Substrate inhibition) ซ่ึงก็คือระดบันํ้าตาลเร่ิมตน้ท่ีมากเกินไป จากนั้นทาํการศึกษาดว้ย

กระบวนการหมกัแบบกะในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร สภาวะการกวนผสม 200 รอบต่อนาที อตัราการ

ใส่คาร์บอนไดออกไซค ์0.1 vvm. สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้45.5 กรัมต่อลิตร เวลาในการหมกั 

48 ชัว่โมง และยงัศึกษากระบวนการหมกัแบบเติมกะเพื่อตอ้งการเพิ่มผลผลิตของกรดซคัซินิคโดย

ใชร้ะดบันํ้าตาลเร่ิมตน้ท่ี 40 กรัมต่อลิตร และรักษาระดบันํ้าตาลตลอดกระบวนการหมกัใหอ้ยู่
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ในช่วง 10-30 กรัมต่อลิตร พบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้53.2 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอตัราการ

ผลิตเท่ากบั 1.21 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ภายในเวลา 44 ชัว่โมง การศึกษาน้ีทาํใหเ้ห็นวา่สามารถใช้

เศษวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีผา่นกระบวนการยอ่ยแลว้มาใชใ้นกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรด

ซคัซินิคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและมีราคาวตัถุดิบในการผลิตท่ีถูกดว้ย 

 Chen, Zhang, Miao, Wei, and Chen (2011) ทาํการศึกษากระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรด

ซคัซินิคแบบ Simultaneous succharification and fermentation (SSF) ดว้ยการใช ้A.succinogenes 

ATCC 55618 โดยใชก้ากเรพซีดเป็นแหล่งคาร์บอน และใช้ยสีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจน  

ซ่ึงทดลองในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที และ

อตัราการใส่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 1.0 ลิตรต่อนาที ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 6.4 พบวา่ ใน

กระบวนการหมกัแบบกะสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้15.5 กรัมต่อลิตร และกระบวนการหมกัแบบ

เติมกะสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้23.4 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเเสดงวา่สามารถใชก้ากเรพซีดเป็น 

แหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดซคัซินิค ซ่ึงเป็นการใชป้ระโยชน์จากทรัพยากรธรรมชาติท่ีสามารถ

ทดแทนได ้

 Li et al. (2011) ทาํการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในระดบัอุตสาหกรรมดว้ยการใช้ 

 A. succinogenes NJ 113 โดยใช ้Lignocelluloses hydrolysate เป็นแหล่งคาร์บอน และใช ้Waste 

yeast hydrolysate เป็นแหล่งไนโตรเจน โดยใชโ้ซเดียมไฮดรอกไซด์กบัแมกนีเซียมไฮดรอกไซด์ 

แทนการใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนต เพื่อควบคุมระดบัค่าความเป็นกรดด่างในกระบวนการหมกั  

ทดลองในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  

อตัราการเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 0.5 ลิตรต่อนาที พบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้56.4 

กรัมต่อลิตร ซ่ึงสามารถลดตน้ทุนการผลิตจากแบบดั้งเดิมคือการใชก้ลูโคส ยสีตส์กดั และ

แมกนีเซียมคาร์บอเนต ไดถึ้งร้อยละ 55.9  

 Leung, Cheung, Zhang, Lam, and Lin (2012) ไดศึ้กษาการนาํของเหลือทิ้งจาํพวก 

เศษขนมปังมาใชใ้นกระบวนการผลิตกรดซคัซินิคดว้ย A. succinogenes โดยการนาํเศษขนมปัง 

มาผา่นกระบวนการหมกัดว้ยเช้ือรา Aspergillus awamori และ Aspergillus oryzae ทาํใหไ้ดเ้ป็น

นํ้าตาลกลูโคสและกรดอะมิโนไนโตรเจน (Free amino nitrogen) ซ่ึงจะนาํไปใชใ้นกระบวนการ

หมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคโดยอาศยัการทาํงานของ A. succinogenes ในถงัหมกัขนาด 2.5 ลิตร  

ท่ีควบคุมสภาวะใหมี้ค่าความเป็นกรดด่างดว้ยโซเดียมไฮดรอกไซด ์10 โมลาร์ และกรดซลัฟิวริก 

0.05 โมลาร์ ใหมี้ค่าความเป็นกรดด่างในช่วง 6.6 – 6.8 ท่ีความเร็วรอบ 300 รอบต่อนาที อตัราการ

เติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 0.5 vvm. ผลการทดลองพบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้47.3 กรัม

ต่อลิตร ท่ีเวลา 60 ชัว่โมง ซ่ึงงานวจิยัน้ีเป็นการนาํของเหลือทิ้งคือเศษขนมปังมาใชใ้หเ้กิดประโยชน์  
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 Sitha, Sunthorn, and Kaemwich (2012) ศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลซูโครส

และกากนํ้าตาลโดยใชแ้บคทีเรีย E. coli ท่ีผา่นการดดัแปลงพนัธุกรรม โดยการตดัต่อยนี cscKB 

และ cscA จาก E. coli K011 มาใส่ใน E. coli Kj122 เพื่อเพิ่มผลผลิตกรดซคัซินิคท่ีผลิตจากนํ้าตาล

ซูโครส โดยทาํการทดลองในขวดทดลองแบบไร้ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และค่า

ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 7.0 พบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้51 กรัมต่อลิตรเม่ือใชน้ํ้าตาล

ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน และใชก้ากนํ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตกรดซคัซินิคได้ 

 62 กรัมต่อลิตร และเม่ือทดลองในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร พบวา่การใชน้ํ้าตาลซูโครสสามารถผลิต

กรดซคัซินิคได ้47 กรัมต่อลิตร และการใชก้ากนํ้าตาลสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้56 กรัมต่อลิตร 

แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรีย E. coli ท่ีผา่นการดดัแปลงพนัธุกรรมสามารถใชก้ากนํ้าตาลซ่ึงมีราคาถูก

เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดซคัซินิคได้ 

 Jiang et al. (2013) ศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคจาก Cellobiose โดยใชแ้บคทีเรีย 

 A. succinogenes งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อใช ้Cellobiose ท่ีไดจ้ากชานออ้ยมาเป็นแหล่ง

คาร์บอนหรือแหล่งอาหารท่ีมีราคาถูกและมีประสิทธิภาพ โดยการนาํชานออ้ยมาผา่นกระบวนการ

ยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ดเ้ป็นนํ้าตาลผสมท่ีมีองคป์ระกอบดงัน้ี Cellobiose 51.5 %, Glucose 22.8%, 

Arabinose 14.3 % และ Xylose 11.4 % แลว้นาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการผลิต 

กรดซคัซินิค 

 โดยทาํการทดลองในถงัหมกัขนาด 3 ลิตร ควบคุมสภาวะใหมี้อตัราการกวนผสม 200 

รอบต่อนาที อตัราการใส่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์0.5 ลิตรต่อนาที มีการรักษาระดบัค่าความเป็น

กรดด่างใหเ้ท่ากบั 6.8 โดยใชโ้ซเดียมคาร์บอเนตและใชแ้หล่งคาร์บอนเป็นนํ้าตาลผสมท่ีไดซ่ึ้งมี

ความเขม้ขน้ 35 กรัมต่อลิตร ซ่ึงประกอบไปดว้ย Cellobiose 18 กรัมต่อลิตร Glucose 8 กรัมต่อลิตร 

Arabinose 5 กรัมต่อลิตร และ Xylose 4 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองพบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิค

ได ้20 กรัมต่อลิตร คิดเป็นอตัราการผลิต 0.61 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรีย 

 A. succinogenes สามารถใช ้Cellobiose ท่ีไดม้าจากชานออ้ยท่ีผา่นกระบวนการยอ่ยมาแลว้ไดอ้ยา่ง

มีประสิทธิภาพ 

 Chotineeranat, Pradistsuwana, Siritheerasas, and Tantratian (2004) ศึกษาการผลิต

นํ้าตาลกลูโคสจากกากมนัสาํปะหลงั โดยใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส และ

วธีิอลัทราฟิลเทรชัน่ (Ultra filtration) พบวา่การยอ่ยเอนไซมผ์สมจะใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์

มากกวา่การยอ่ยดว้ยเพียงเอนไซมช์นิดเดียว โดยการยอ่ยท่ีใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสร่วม

กบักลูโคอะไมเลส ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 4 ชัว่โมง มีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบัร้อยละ 24.1  
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กรัมต่อ 100 กรัมกากมนัสาํปะหลงั และการใชว้ธีิอลัทราฟิลเทรชัน่ในการยอ่ยท่ีความดนัเฉล่ีย 98 

กิโลปาสกาล อตัราการไหลผา่นแผน่กรอง 130 มิลลิลิตรต่อวนิาที และพื้นท่ีตวักรอง 28.27  

ตารางเซนติเมตร พบวา่ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มข้ึนเป็น 29 กรัมต่อ 100 กรัมกากมนัสาํปะหลงั 

 Woiciechowski, Nitsche, Pandey, and Soccol (2002) ศึกษาการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงั

ดว้ยเอนไซมแ์ละกรดเพื่อผลิตนํ้าตาลรีดิวซ์ โดยใชก้ากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10  

ยอ่ยดว้ยกรดไฮโดรคลอริกท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5, 1.0 และ 1.5 ในอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัคือ 100, 

120 และ 130 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 5, 10 และ 15 นาที พบวา่ กรดไฮโดรคลอริกท่ีมี 

ความเขม้ขน้ร้อยละ 1.0 ท่ียอ่ยดว้ยอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สามารถยอ่ยได้

ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากบัร้อยละ 62.4 และยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 12 

ดว้ยเอนไซมโ์ดยการนาํไปพรีทรีทเมนตด์ว้ยการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

แลว้จึงยอ่ยดว้ยเอนไซมย์อ่ยแป้ง ไดแ้ก่ แอลฟาอะไมเลส (ค่าความเป็นกรดด่าง 6.5 อุณหภูมิ 90 

องศาเซลเซียส เวลา 1 ชัว่โมง) และกลูโคอะไมเลส (ค่าความเป็นกรดด่าง 4.5 อุณหภูมิ 60  

องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง) พบวา่มีปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์เท่ากบัร้อยละ 62.5 

 สิริวรรณ แกว้ชิงดวง (2554) ศึกษาการสภาวะการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซม์

และกรดท่ีเหมาะสม เพื่อผลิตเป็นเอทานอล พบวา่การยอ่ยดว้ยกรดซลัฟิวริกใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์

สูงกวา่การยอ่ยดว้ยกรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) โดยทาํการยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 60 นาทีจะใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์สูงสุด และการยอ่ยดว้ยเอนไซมโ์ดยใชเ้อนไซม์ 

เซลลูเลส ยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชัว่โมง เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสยอ่ยท่ี

อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชัว่โมง และเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสยอ่ยท่ีอุณหภูมิ 55  

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงใหป้ริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากบั 899.11 มิลลิกรัมต่อกรัม

กากมนัสาํปะหลงั และเม่ือนาํนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดไ้ปหมกั พบวา่ นํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ย

เอนไซมจ์ะใหป้ริมาณเอทานอลท่ีสูงกวา่นํ้าตาลรีดิวซ์จากการยอ่ยดว้ยกรด 

 สวลี ดีประเสริฐ, ศุภชยั บุญนาํมา, วทิยา บุตรทองมูล, บุปผา ชินเชิดวงศ์ และวรีะ โลหะ 

(2555) ศึกษาการใชป้ระโยชน์จากกากมนัสาํปะหลงัเพื่อผลิตเป็นนํ้าตาล โดยนาํกากมนัสาํปะหลงั 

ท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร นาํมาแปรรูปเป็นนํ้าตาลดว้ยการดาํเนินงานแบบต่อเน่ืองเป็น 2 

ขั้นตอน คือขั้นแรกคือใชเ้อนไซมย์อ่ยเซลลูโลส (CTec 2) 1 มิลลิลิตร ในการยอ่ยเวลา 6 ชัว่โมง  

ใหน้ํ้าตาลรีดิวซ์ และปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด 8.21, 15.77 กรัมต่อลิตร และขั้นตอนท่ีสองเอนไซม์

แอลฟาอะไมเลส ใชเ้วลาในการยอ่ย 2 ชัว่โมง ใหน้ํ้าตาลรีดิวซ์ และนํ้าตาลทั้งหมด 18.24, 73.56 

กรัมต่อลิตร และหลงัจากนั้นใชเ้อนไซมก์ลูโคอะไมเลส ใชเ้วลาในการเปล่ียนแป้งเป็นนํ้าตาล 12 

ชัว่โมงใหน้ํ้าตาลรีดิวซ์และนํ้าตาลทั้งหมดสูงท่ีสุด 65.80 , 73.56 กรัมต่อลิตร 
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บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิยั 

 

 1.  วตัถุดิบ 

  1.1  กากมนัสาํปะหลงั จากโรงงาน ชอไชยวฒัน์ อุตสาหกรรม จาํกดั จ. ชลบุรี 

  1.2  แป้งมนัสาํปะหลงั ตรา สามชา้ง จากโรงงาน ชอไชยวฒัน์ อุตสาหกรรม จาํกดั  

     จ. ชลบุรี  

 

 2.  เคร่ืองมือและอปุกรณ์ 

  2.1  ขวดรูปชมพู่ (Baffled Flask) ขนาด 500 มิลลิลิตร 

  2.2  ถงัหมกั (Fermenter) รุ่น Biostat B บริษทั B. Braun Biotech International 

     ประเทศเยอรมนี ปริมาตรบรรจุ 5 ลิตร 

  2.3  เคร่ืองชัง่ 4 ตาํแหน่ง (Digital balance) รุ่น Satorius CP 2245 

  2.4  เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง (Digital balance) รุ่น Satorius CP 3202 S 

  2.5  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) รุ่น HEMLE z 233 MK-2 

  2.6  เคร่ืองกวนสาร (Vortex) รุ่น Vortex genie 2 

  2.7  หมอ้น่ึงความดนัไอ ( Autoclave) รุ่น WACS-1045 ยีห่อ้ Daihan Scientific 

  2.8  เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น Danver basic 

  2.9  เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (Spectophotometer) รุ่น CECILL CE 1011 

  2.10  เคร่ือง High pressure liquid chromatography (HPLC) รุ่น Smartline  

      ยีห่อ้ KNAUER เยอรมนันี 

  2.11  ตูบ้่มแบบเขยา่ รุ่น C25KC ยีห่อ้ New Brunswick Scientific สหรัฐอเมริกา 

  2.12  อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ ( Water bath) รุ่น WNB14 ยีห่อ้ Memmert เยอรมนันี 

  2.13  ถงักวนผสม 10 ลิตร จากโรงงาน ชอไชยวฒัน์ อุตสาหกรรม จาํกดั จ. ชลบุรี  

  2.14  จุกยางเบอร์ 14 

  2.15  พาราฟิลม์  

  2.16  ขวดทดลองขนาด 20 และ 50 มิลลิลิตร  

  2.17  หลอดเก็บตวัอยา่งขนาด 1.5 และ 50 มิลลิลิตร 

  2.18  หวักรองพร้อมเยือ่กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  
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 3.  สารเคม ี

  3.1  นํ้าตาลกลูโคส (Glucose lab grade) ยีห่อ้ Sigma-aldrich 

  3.2  นํ้าตาลจากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั  

  3.3  ยสีตส์กดั (Yeast extract) 

  3.4  เปปโตน (Peptone) 

  3.5  ทริปโตน (Trytone) 

  3.6  มอลตแ์อกแทก็ซ์ (Malt extract) 

  3.7  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 

  3. 8  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

  3. 9  แมกนีเซียมคาร์บอเนต (MgCO3) 

  3.10  แมกนีเซียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (Mg(HCO3)2) 

  3.11  โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 

  3.1 2  โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 

  3.1 3  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

  3.1 4  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 

  3.15  โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 

  3.16  แมกนีเซียมคลอไรด ์(MgCl2) 

  3.17  แอมโมเนียมคลอไรด ์(NH4Cl) 

  3.18  แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 

  3.19  แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ((NH4)2HPO4) 

  3. 20  ไบโอติน (Biotin) 

  3. 21  ยเูรีย (Urea) 

  3. 22  กลีเซอรอล (Glycerol lab grade) ยีห่อ้ Univa 

  3. 23  กากนํ้าตาล (Molasses) 

  3. 24  เมทานอล (Methanol for HPLC) 

  3.2 5  กรดซลัฟิวริก (H2SO4 for HPLC) 

  3.26  โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 

  3.27  ซลัฟิวริก (H2SO4) 

  3.28  แก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) 

  3. 29  เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (GC 358) บริษทั สยามวกิตอรี ประเทศไทย 



39 
 

  3. 30  เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (GC 147) บริษทั สยามวกิตอรี ประเทศไทย 

  3. 31  เอนไซมเ์ซลลูเลส (Cellulase) Biocelle Fuel บริษทั สยามวกิตอรี ประเทศไทย 

 

 4.  เช้ือจุลนิทรีย์ 

  4.1  Actinobacillus succinogenes ATCC 55618 (เช้ือมาตรฐาน) 

  4.2  เช้ือแบคทีเรียหมายเลข 19 ท่ีไดจ้ากการคดัแยกจากกระเพาะกระบือ (ประภสัสร 

หอมแสนศรี และ อิทธิพล ภู่กระจ่าง, 2553) 

 

วธีิการทดลอง 

 

1.  การคดัแยกแบคทเีรียจากกระเพาะกระบือทีส่ามารถผลติกรดซัคซินิคได้ 

1.1  การเกบ็ตัวอย่างและการเพาะเลีย้งจุลนิทรีย์ทีค่ัดแยกได้จากกระเพาะกระบือ 

 1.1.1  เจาะกระเพาะอาหารส่วนรูเมน (ส่วนท่ีมีการหมกัหญา้) ของกระบือท่ีถูกชาํแหละ

ในโรงฆ่าสัตว ์(เทศบาลเมืองชลบุรี) โดยเลือกเก็บตวัอยา่งบริเวณส่วนบน ส่วนกลาง และส่วนล่าง

ของกระเพาะอาหาร 

 1.1.2  เก็บตวัอยา่งของเหลวท่ีมีส่วนของหญา้หมกัใส่ในขวดดูแรนท่ีมีอาหาร 

Enrichment medium (ภาคผนวก ก) ทั้ง 5 ขวดแลว้ปิดฝาใหแ้น่น ปิดดว้ยพาราฟิลมอี์กชั้นหน่ึง แลว้

นาํไปใส่ถุงพลาสติก ปิดปากถุงใหเ้รียบร้อยก่อนจะนาํไปยงัหอ้งปฏิบติัการ 

 1.1.3  นาํขวดดูแรนท่ีมีตวัอยา่งใส่กล่องพลาสติกใส ปิดฝาและพนัดว้ยเทปกาว  

 1.1.4  เติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปในกล่องพลาสติกใสทางท่ออากาศเขา้เป็นเวลา 

10 นาที แลว้ปิดท่ออากาศเขา้ออก 

 1.1.5  นาํไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เพื่อเพิ่มจาํนวน

ของแบคทีเรีย 

 

1.2  การคัดแยกแบคทเีรียทีส่ามารถเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจนได้ 

 1.2.1  นาํตวัอยา่งท่ีผา่นการบ่มเพื่อเพิ่มจาํนวนของเซลลแ์บคทีเรียเป็นเวลา 18 ชัว่โมงมา

ทาํการเจือจางใหเ้ป็น 10-3, 10-4 และ 10-5 ใน PBS buffer (ภาคผนวก ก) เพื่อคงสภาพของเซลล์

แบคทีเรีย 
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 1.2.2  ใชไ้มโครปิเปต  ปิเปตตวัอยา่งท่ีทาํการเจือจางใน PBS buffer เรียบร้อยแลว้

ปริมาตร  0.1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Screening agar (ภาคผนวก ก) แลว้ทาํ

การเกล่ียเช้ือ (Spread plate) 

 1.2.3  นาํจานเพาะเช้ือท่ีทาํการเกล่ียเช้ือเสร็จแลว้ ใส่ลงในกล่องพลาสติกใสท่ีมีฝาปิด

มิดชิดแลว้ปิดผนึกฝากล่องดว้ยเทปกาว โดยท่ีกล่องจะมีช่องสาํหรับเปิดและปิดใหอ้ากาศเขา้ออกได้

สองทาง แลว้นาํไปเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ประมาณ 10 นาที แลว้ปิดช่องทางเขา้ออกของก๊าซ

ใหส้นิท เพื่อใหภ้ายในกล่องอยูใ่นสภาวะไร้ออกซิเจน 

 1.2.4  นาํไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 – 36 ชัว่โมง 

 1.2.5  จากนั้นทาํการคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีการเจริญโดยสามารถเปล่ียนสีของ

อาหาร Screening agar จากสีเขียวเป็นสีเหลืองและเป็นโคโลนีเด่ียว 

 1.2.6  ทาํการคดัเลือกและบนัทึกผล  

 

1.3  การทดสอบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ในขวดทดลอง (Vial) ขนาด 50 

มิลลลิติร 

 1.3.1  เตรียมอาหาร Production medium 1 (ภาคผนวก ก) ใส่ขวดทดลองปริมาตรขวดละ 

10 มิลลิลิตร แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว 

เป็นเวลา 15 นาที 

 1.3.2  ทาํการเข่ียเช้ือแบคทีเรียจาํนวน 30 ไอโซเลต (ท่ีคดัแยกไดจ้ากหวัขอ้ 1.2) ซ่ึงอยูใ่น

อาหารวุน้เอียง Screening agar เข่ียลงในอาหาร Production medium 1 ในขวดทดลอง แลว้ปิดฝาให้

เรียบร้อย 

 1.3.3  นาํตวัอยา่งทั้งหมดใส่ลงในกล่องพลาสติกใสท่ีมีฝาปิดมิดชิดแลว้ปิดผนึกฝากล่อง

ดว้ยเทปกาว โดยท่ีกล่องจะมีช่องสาํหรับเปิดและปิดใหอ้ากาศเขา้ออกไดส้องทาง  จากนั้นนาํไปเติม

ก๊าซออกซิเจนออกดว้ยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ประมาณ 10 นาที แลว้ปิดช่องทางเขา้ออกของก๊าซ

ใหส้นิท เพื่อใหภ้ายในกล่องอยูใ่นสภาวะไร้ออกซิเจน 

 1.3.4  นาํไปบ่มในตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 1.3.5  จากนั้นสังเกตการขุ่นของอาหาร Production medium 1 ในขวดทดลองและนาํ

ตวัอยา่งมาเตรียมสาํหรับไปวเิคราะห์ผล 
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1.4  การทดสอบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลลิติร 

 1.4.1   นาํหวัเช้ือ (ท่ีคดัแยกจากขอ้ 1.3) ท่ีอยูใ่นอาหารวุน้เอียง Screening agar มาเข่ียลง

ในอาหารเล้ียงเช้ือ (Production medium 1) ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 1.4.2  ทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางใหส้นิทและพนัดว้ยพาราฟิลม ์

 1.4.3  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 1.4.4  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 

 

2.  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ดัแยกได้ 

2.1  การศึกษาอตัราการเจริญของของแบคทเีรียหมายเลข 37 

 2.1.1  นาํหวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร (ภาคผนวก ก) ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

(Production medium 1) ท่ีผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อ

ตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางพอสนิท 

 2.1 .2  นาํมาเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการอดัแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที 

 2.1.3  ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบั

จุกยางใหแ้น่น 

 2.1.4  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 2.1.5  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 และ 48 ชัว่โมง เพื่อนาํไป

วเิคราะห์ผล 

 

2.2  การศึกษาแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียหมายเลข 37 

 2.2.1   เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ (Production medium 1) ซ่ึงจะมีแหล่งไนโตรเจนความ

เขม้ขน้ 10 กรัมต่อลิตร ท่ีแตกต่างกนั 7 ชนิด คือ (1)  Yeast extract  (2)  Peptone  (3)  Malt extract  

(4)  Urea  (5)  NH4Cl  (6)  (NH4)2HPO4  (7)  (NH4)SO4 และมีอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่ใส่แหล่ง

ไนโตรเจนใดเลยเป็นตวัควบคุม 

 2.2.2  ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 6.5 
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 2.2.3  นาํอาหารท่ีไดป้ริมาตร 95 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพูท่ี่ต่อกบัสายยางพร้อมท่ี

หนีบแลว้ จากนั้นปิดปากขวดดว้ยถุงพลาสติกรัดหนงัยาง 

 2.2.4  นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 2.2.5  นาํหวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 

จากนั้นทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางพอสนิท 

 2.2.6  นาํมาเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที 

 2.2.7  ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบั

จุกยางใหแ้น่น 

 2.2.8  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 2.2.9  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 

 

2.3  การเปรียบเทยีบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียหมายเลข 37 และเช้ือมาตรฐาน 

 2.3.1   นาํหวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ของเช้ือมาตรฐานใส่ในอาหารเล้ียง

เช้ือ (Production medium1) ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  

ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางพอสนิท 

 2.3.2  นาํมาเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที 

 2.3.3  ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบั

จุกยางใหแ้น่น 

 2.3.4  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 2.3.5  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 

 2.3.6  ทาํการทดลองซํ้ าโดยเปล่ียนเป็นแบคทีเรียหมายเลข 37 ท่ีคดัแยกไดจ้ากการ

ทดลองน้ี 
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2.4  การศึกษาแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียหมายเลข 37 

 2.4.1   เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือตามสูตรอาหาร Production medium 2 (ภาคผนวก ก) ซ่ึงจะ

มีแหล่งคาร์บอนความเขม้ขน้ 25 กรัมต่อลิตร ท่ีแตกต่างกนั 3 ชนิด คือ นํ้าตาลกลูโคสผง  กลีเซ

อรอล และ นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั 

 2.4.2  ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 6.9 

 2.4.3  นาํอาหารท่ีไดป้ริมาตร 95 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพูท่ี่ต่อกบัสายยางพร้อมท่ี

หนีบแลว้ จากนั้นปิดปากขวดดว้ยถุงพลาสติกรัดหนงัยาง 

 2.4.4  นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 

15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 2.4.5  นาํหวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 

จากนั้นทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางพอสนิท 

 2.4.6  นาํมาเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที 

 2.4.7  ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบั

จุกยางใหแ้น่น 

 2.4.8  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 2.4.9  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 

 

2.5  การเปรียบเทยีบแหล่งคาร์บอเนตในสูตรอาหารสําหรับการผลติกรดซัคซินิค 

 2.5.1   เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ (Production medium 2) ซ่ึงมีแหล่งคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 

12.5 กรัมต่อลิตร ท่ีแตกต่างกนั 4 ชนิด คือ แมกนีเซียมคาร์บอเนต (MgCO3) แมกนีเซียมไฮโดรเจน

คาร์บอเนต (Mg(HCO3)2) โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) และ โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 

 2.5.2  ปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 6.9 

 2.5.3  นาํอาหารท่ีไดป้ริมาตร 95 มิลลิลิตรใส่ในขวดรูปชมพูท่ี่ต่อกบัสายยางพร้อมท่ี

หนีบแลว้ จากนั้นปิดปากขวดดว้ยถุงพลาสติกรัดหนงัยาง 

 2.5.4  นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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 2.5.5  นาํหวัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 

จากนั้นทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยางพอสนิท 

 2.5.6  นาํมาเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการเติมแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที 

 2.5.7  ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบั

จุกยางใหแ้น่น 

 2.5.8  นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที 

 2.5.9  เก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 

 

3.  การศึกษาการผลติกรดซัคซินิคแบบกะ (Batch) ในถังหมกัขนาด 5 ลติร 

 การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือสําหรับถังหมัก  

 3 .1  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 4 ลิตร ตามสูตรอาหาร ถงัหมกั  1, 2, 3, 4 (ตารางท่ี  

3-1) แลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 3.2  เตรียมแมกนีเซียมคาร์บอเนตโดยละลายในนํ้าแลว้นาํใส่ในถงัหมกัแลว้ปิดฝาถงั 

 3.3  จดัเตรียมอุปกรณ์ของถงัหมกัใหเ้รียบร้อยแลว้นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนั

ไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 3.4  เม่ือทาํการน่ึงฆ่าเช้ือถงัหมกัเรียบร้อยแลว้นาํถงัหมกัมาเช่ือมต่อกบัเคร่ืองควบคุมโดย

ตั้งค่า (Set points) ใหค้วบคุมอุณหภูมิเท่ากบั 39 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.9 

 3.5  นาํอาหารเล้ียงเช้ือ และนํ้าตาลกลูโคสท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ใส่ในถงัหมกั 

 3.6  นาํหวัเช้ือสูตร 1 (ภาคผนวก ก) มาใส่ในถงัหมกัท่ีมีอาหารสูตร ถงัหมกั 1, 2, 3 และ

นาํหวัเช้ือสูตร 2 (ภาคผนวก ก) มาใส่ในถงัหมกัท่ีมีอาหารสูตร ถงัหมกั 4 (ตารางท่ี 3-1) 

 3.7  ทาํการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ชัว่โมง โดยเก็บตวัอยา่งท่ีเวลา 0, 3, 6, 9, 12, 16, 20,  

24, 28, 32 และ 36 ชัว่โมง เพื่อนาํไปวเิคราะห์ผล 
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ตารางท่ี 3-1 สภาวะการผลิตกรดซคัซินิคแบบกะ (Batch) ท่ีทาํการเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

 

4.  การศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบหลายกะลาํดับต่อเน่ือง (Multiple sequential 

batch) ในถังหมกัขนาด 5 ลติร 

 ทาํการเตรียมสูตรอาหาร และสภาวะท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจ้ากการทดลองหวัขอ้ท่ี 3 ดาํเนินการ

เพาะเล้ียงตามขั้นตอนเดียวกนั เพื่อทาํการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังท่ี 1 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง 

สภาวะการหมัก ถังหมัก 1 ถังหมัก  2 ถังหมัก  3 ถังหมัก 4 

องค์ประกอบ (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) 

NaCl 0.75 1.5 1.8 1.8 

Mg2Cl 0.25 0.5 0.6 0.6 

CaCl2 0.2 0.4 0.48 0.48 

K2HPO4 1 2 2.4 2.4 

KH2PO4 1.5 3 3.6 3.6 

Na2HPO4 1 2 2.4 2.4 

NaH2PO4 1.5 3 3.6 3.6 

Yeast extract 10 20 24 24 

Biotin 10 mg. 20 mg. 24 mg. 24 mg. 

Molasses 25 40 40 40 

Glucose  50 100 100 100 

MgCO3 25 50 50 50 

pH 6.9 6.9 6.9 6.9 

Temp. (oC) 39 39 39 39 

CO2 (vvm.) 0.5 0.5 0.5 0.5 

Speed motor 

(rpm.) 

(0-2 h. = 200, 2-

12 h. = 300, 12-

36 h. = 400) 

(0-6 h. = 400, 6-

12 h. = 550, 12-

36 h. = 500) 

(0-6 h. = 400, 

6-36 h. = 550) 

(0-6 h. = 400, 

6-36 h. = 550) 

Inoculum (%v/v) 5 5 5 10 

Time (h.) 36 36 36 36 
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จากนั้นทาํการถ่ายนํ้าหมกัออก เหลือไวเ้พียง 200 มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อ

ปริมาตรของ 4 ลิตร) เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ของการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังต่อไป  จากนั้นเติม

อาหารชุดใหม่ท่ีส่วนประกอบและความเขม้ขน้เท่าเดิม ปริมาตร 3,800 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงตามปกติ 

เม่ือครบตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงท่ีกาํหนดจึงทาํซํ้ าอีก 1 คร้ัง (รวมทั้งส้ิน 3 คร้ัง) เพื่อเป็น

การศึกษาวา่สามารถใหผ้ลผลิตของกรดซคัซินิคในการต่อเช้ือแต่ละคร้ังใหค้วามแตกต่างกนัหรือไม่ 

 

5.  การศึกษาการใช้กากมนัสําปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลติกรดซัคซินิค 

5.1  การศึกษาการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยกรดซัลฟิวริก 

 ศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในกระบวนการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดท่ีอุณหภูมิ 60, 

100 และ 120 องศาเซลเซียส และศึกษาความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริกท่ีเหมาะสมในการยอ่ยกาก

มนัสาํปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 0, 0.2, 0.4, 0.6, 1.0 และ 3.0 โมลาร์ วธีิการทดลองเร่ิมจากการเตรียม

ตวัอยา่งกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โดยชัง่กากมนัสาํปะหลงั 

10.7 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นใส่กรดซลัฟิวริกท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั

ใหมี้ปริมาตรเท่ากบั 100 มิลลิลิตร นาํขวดรูปชมพูไ่ปทดลองท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในอ่างนํ้า

ควบคุมอุณหภูมิ และท่ีอุณหภูมิ 100 และ 120 องศาเซลเซียสในหมอ้หมอ้น่ึงความดนัไอสูง  

เป็นเวลา 30 นาที ทุกพารามิเตอร์จะทาํการทดลอง 3 ซํ้ า เพื่อหาค่าเฉล่ีย ทาํการเก็บตวัอยา่งโดย

นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที นาํส่วนใสท่ีไดม้าปรับค่าความเป็น

กรดด่างใหเ้ป็นกลางก่อนนาํไปวเิคราะห์หาปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 

 

5.2  การศึกษาการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์ 

 เตรียมตวัอยา่งกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โดยชัง่

กากมนัสาํปะหลงั 10.7 กรัม ใส่ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร แลว้ใส่นํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตร

เท่ากบั 100 มิลลิลิตร ซ่ึงในแต่ละการทดลองจะมีขั้นตอนในการยอ่ยดว้ยเอนไซมด์งัน้ี 

 1.  เอนไซมเ์ซลลูเลส (Biocelle Fuel) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลลูโลส ท่ี

สภาวะความเป็นกรดด่างเท่ากบั 4.8 แช่ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชัว่โมง 

 2.  เอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (GC 358) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 โดยนํ้าหนกั ท่ีสภาวะค่า

ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.5 แช่ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

 3.  เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (GC 147) ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 โดยนํ้าหนกั ท่ีสภาวะค่า

ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 4.5 แช่ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 ชัว่โมง 
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 ในการทดลองจะแบ่งเป็น 8 ชุดการทดลองดงัตาราง 3-2 

 

ตารางท่ี 3-2  ชุดการทดลองการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซม์ 

 

ชุดการทดลอง กระบวนการย่อย 

1.  Ce ยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

2.  Ce, A ยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส และ แอลฟาอะไมเลส 

3.  Ce, A, G ยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส แอลฟาอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส 

4.  A ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

5.  G ยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

6.  A, G ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และ กลูโคอะไมเลส 

7.  A, G, Ce ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส และ เซลลูเลส 

8.  A, G + Ce 

ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส แลว้นาํไปป่ันเหวีย่ง

เพื่อแยกเก็บส่วนใสไปวเิคราะห์ปริมาณกลูโคส ต่อจากนั้นนาํกากมนั

สาํปะหลงัท่ีเหลือมายอ่ยต่อดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

 ในการทดลองปรับค่าความเป็นกรดด่างดว้ยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์ และ

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 โมลาร์ ทาํการกวนผสมทุก ๆ 1 ชัว่โมง โดยทุกชุดการทดลองจะ

ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า เพื่อหาค่าเฉล่ีย แลว้เก็บตวัอยา่งนาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที เพื่อนาํส่วนใสไปวเิคราะห์ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 

 

5.3  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์ 

 5.3.1  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

 เตรียมตวัอยา่งกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โดยชัง่

กากมนัสาํปะหลงั 1,070 กรัม ใส่ในถงักวน แลว้ใส่นํ้าใหมี้ปริมาตรเท่ากบั 10 ลิตร กวนผสมใหเ้ขา้

กนัแลว้นาํไปปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 4.8 จากนั้นนาํไปใส่ในถงักวนขนาด 10 ลิตร เปิด

สวติซ์มอเตอร์ใบกวนและควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส จากนั้นใส่เอนไซมเ์ซลลูเลส 

(Biocelle Fuel) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลลูโลส ทาํการเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 2 ชัว่โมง 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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 5.3.2  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

 เตรียมตวัอยา่งกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โดยชัง่

กากมนัสาํปะหลงั 1,070 กรัม ใส่ในถงัแลว้ใส่นํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรเท่ากบั 10 ลิตร กวนผสมใหเ้ขา้

กนัแลว้นาํไปปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 4.8 นาํไปใส่ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร เปิดสวติซ์

มอเตอร์ใบกวนและควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส จากนั้นใส่เอนไซมเ์ซลลูเลส ความเขม้ขน้ 

0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลลูโลส ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง เสร็จแลว้นาํออกมาใส่ถงัเพื่อเตรียม

สาํหรับกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส 

 นาํตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสแลว้มาทาํการปรับค่าความเป็นกรดด่าง

ใหเ้ท่ากบั 6.5 ทาํการกวนผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นาํใส่ถงัหมกั ทาํการเพิ่มอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 85 องศา

เซลเซียส เติมเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 โดยนํ้าหนกั ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 3 

ชัว่โมง เสร็จแลว้นาํออกมาใส่ถงัเพื่อเตรียมสาํหรับกระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส  

 นาํตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสแลว้มาทาํการลดอุณหภูมิใหไ้ด ้

65 องศาเซลเซียสและปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 4.5 ทาํการกวนผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นาํใส่

ถงัหมกั เปิดสวติซ์มอเตอร์ใบกวน รักษาอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 85 องศาเซลเซียส เติมเอนไซมก์ลูโคอะ

ไมเลสความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 โดยนํ้าหนกั ทาํการเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 2 ชัว่โมงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

5.4  การผลติกรดซัคซินิคจากกากมันสําปะหลงัทีผ่่านการย่อยด้วยเอนไซม์ 

 ทาํการเตรียมสูตรอาหารและสภาวะตามหวัขอ้ท่ี 4 แต่ใชน้ํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั

สาํปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการหมกั (ภาคผนวก ก) ดาํเนินการเพาะเล้ียงตามขั้นตอนเดียวกนั 

เพื่อทาํการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังท่ี 1 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการถ่ายนํ้าหมกัออก เหลือ

ไวเ้พียง 200 มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตรของ 4 ลิตร) เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือ

เร่ิมตน้ของการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังต่อไป จากนั้นเติมอาหารชุดใหม่ท่ีส่วนประกอบและความ

เขม้ขน้เท่าเดิม ปริมาตร 3,800 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงตามปกติ เม่ือครบตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงท่ี

กาํหนดจึงทาํซํ้ าอีก 1 คร้ัง (รวมทั้งส้ิน 3 คร้ัง) 

 

การวเิคราะห์ผล 

 1.  วเิคราะห์การเจริญของเช้ือจุลนิทรีย์ 

 นาํตวัอยา่งนํ้าหมกัใส่ลงในหลอดทดลอง ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นวดัดว้ยเคร่ืองวดัการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร (OD 660) นาํมาคาํนวณเป็นค่าความขุ่นท่ีแทจ้ริง ดงัน้ี 
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ค่าความขุ่น   =  ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร x อตัราการเจือจาง 

 

(ในกรณีท่ีความเขม้ขน้มากเกินไป ใหเ้จือจางดว้ยนํ้ากลัน่จนมีความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม คือใหมี้ค่า

การดูดกลืนแสงอยูใ่นช่วง 0.1-0.8) 

 

 2.  วเิคราะห์กรดซัคซินิค กรดอ่ืน ๆ และนํา้ตาล  

 เก็บตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการหมกัมาทาํการป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ี 10,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้ถ่ายส่วนใสเพื่อนาํไปกรองดว้ยตวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

ใส่ลงในขวดวดัตวัอยา่งก่อนจะนาํไปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง High pressure liquid chromatography 

(HPLC) รุ่น Smartline ยีห่อ้ KNAUER ประเทศเยอรมนันี โดยใชค้อลมัน์ Eurokat H มีความยาว 

300 มิลลิเมตรและเส้นผา่นศูนยก์ลางขนาด 8 มิลลิเมตร ตวัวดัแบบ Refractive Index (RI Detector) 

โดยใชส้ารชะ (Mobile phase) คือ กรดซลัฟิวริกความเขม้ขน้0.01 นอร์มอล อตัราการไหล 0.6 

มิลลิลิตรต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

 

 3.  วเิคราะห์นํา้หนักเซลล์แห้ง 

 เก็บตวัอยา่งท่ีไดจ้ากการหมกัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเก็บตวัอยา่งท่ีผา่นการชัง่

นํ้าหนกัไวเ้รียบร้อยแลว้ จากนั้นนาํมาทาํการป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ี 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทส่วนใสทิ้ง จากนั้นทาํการลา้งเอาองคป์ระกอบอ่ืน ๆ ออกโดยการ

เติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแลว้นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ี 5,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 5 นาที ทาํการลา้ง 2 คร้ัง หลงัจากนั้นนาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชัว่โมง แลว้จึงนาํมาชัง่นํ้าหนกั 

 

 4.  การวเิคราะห์ทางสถิติ 

 ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลอง วเิคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉล่ีย (Analysis of variance : 

ANOVA) โดยใช ้One way ANOVA เพื่อทดสอบความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัของชุดการทดลอง 

ซ่ึงการวเิคราะห์ทางสถิติทั้งหมดจะใชโ้ปรแกรม SPSS for Window 22 
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บทที่ 4 

ผลการวจิยั 

 

1.  การคดัแยกแบคทเีรียจากกระเพาะกระบือทีส่ามารถผลติกรดซัคซินิคได้ 

 1.1  การเกบ็ตัวอย่างและการเพาะเลีย้งจุลนิทรีย์ทีค่ัดแยกได้จากกระเพาะกระบือ  

 การเก็บตวัอยา่งกระเพาะกระบือจากโรงฆ่าสัตว ์โดยตกัของเหลวท่ีเจือปนอยูก่บัเศษหญา้

หมกัในบริเวณกระเพาะหมกัหรือส่วนรูเมนของกระบือ (ภาพท่ี 4-1) โดยสุ่มเก็บตวัอยา่งทั้งหมด  

 5 บริเวณทัว่กระเพาะแลว้ใส่ในขวดเก็บตวัอยา่งท่ีมีอาหารสาํหรับฟ้ืนฟูเช้ือ (Enrichment medium) 

แลว้รีบปิดฝา นาํไปใส่ถุงพลาสติกมดัปากถุงอีกชั้นหน่ึงแลว้นาํใส่กล่องพลาสติกแลว้ปิดฝากล่อง

ดว้ยกระดาษกาวอีกคร้ังหน่ึงเพื่อไม่ใหมี้ก๊าซออกซิเจนเขา้ไปได ้แลว้จึงรีบนาํกลบัมายงั

หอ้งปฏิบติัการ เพื่อนาํกล่องพลาสติกใสมาทาํการเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 15 นาที 

แลว้นาํไปใส่ตูบ้่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

 

 
 

ภาพท่ี 4-1 กระเพาะอาหารส่วนรูเมนของกระบือท่ีเก็บตวัอยา่ง 
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ภาพท่ี 4-2  ขวดบรรจุตวัอยา่งจากกระเพาะของกระบือ 

 

 1.2  การคัดแยกแบคทเีรียทีส่ามารถเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน  

 จากการเก็บตวัอยา่งของเหลวจากกระเพาะกระบือทั้งหมด 5 ขวดตวัอยา่ง นาํมาบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง และนาํมาเจือจางท่ีอตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 

10-5 เท่า จากนั้นจึงเกล่ีย (Spread) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ Screening agar ผลการทดลองพบวา่สามารถ

คดัแยกแบคทีเรียท่ีมีโคโลนีซ่ึงแตกต่างกนัท่ีสามารถเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจนจาํนวน 46  

ไอโซเลต (ตารางท่ี 4-1) 

 

ตารางท่ี 4-1  ผลการคดัเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญและสามารถเปล่ียนสีของอาหาร Screening 

     agar จากสีเขียวเป็นสีเหลือง 

 

ไอโซเลต 

(Isolate) 

อาหาร Screening agar 

(สามารถเปลีย่นสีเป็นสีเหลืองส้ม) 

อาหาร TSB 

(การขุ่นของอาหาร) 

1 X  

2   

3   

4   

5   

6 X  
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ตารางท่ี 4-1  (ต่อ) 

 

ไอโซเลต 

(Isolate) 

อาหาร Screening agar 

(สามารถเปลีย่นสีเป็นสีเหลืองส้ม) 

อาหาร TSB 

(การขุ่นของอาหาร) 

7   

8   

9 X  

10 X  

11 X  

12   

13   

14   

15 X  

16   

17   

18 X  

19   

20 X  

21 X  

22 X  

23 X  

24 X  

25   

26   

27   

28   

29   

30   
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ตารางท่ี 4-1  (ต่อ) 

 

ไอโซเลต 

(Isolate) 

อาหาร Screening agar 

(สามารถเปลีย่นสีเป็นสีเหลืองส้ม) 

อาหาร TSB 

(การขุ่นของอาหาร) 

31   

32   

33   

34   

35   

36   

37   

38 X  

39   

40   

41   

42 X  

43 X  

44   

45   

46   

 

 จากการทดลองการนาํแบคทีเรียทั้งหมด 46 ไอโซเลตท่ีคดัแยกขั้นตน้ไดจ้ากกระเพาะ

กระบือมาทาํการคดัเลือกโคโลนีบริสุทธ์ิ สามารถเจริญ และเปล่ียนสีของอาหาร Screening agar 

จากสีเขียวเป็นสีเหลืองซ่ึงแสดงวา่มีการผลิตกรดอินทรีย ์ผลการทดลองพบวา่ มีแบคทีเรียจาํนวน 

30 ไอโซเลตท่ีเป็นโคโลนีบริสุทธ์ิ สามารถเจริญ และเปล่ียนสีของอาหาร ซ่ึงไดแ้ก่ ไอโซเลต 2, 3, 

4, 5, 7, 8, 12, 13, 14, 16, 17, 19, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 44, 45 

และ 46 และพบวา่มีไอโซเลต 1, 6, 9, 10, 11, 15, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 38, 42 และ 43 ท่ีไม่

สามารถเปล่ียนสีของอาหาร Screening agar จากสีเขียวเป็นสีเหลืองได ้ดงันั้นสามารถคดัเลือก

แบคทีเรียจาํนวน 30 ไอโซเลต (ภาพท่ี 4-3 ถึง ภาพท่ี 4-9) เพื่อนาํไปทดสอบต่อไป  
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ภาพท่ี 4-3  จานเพาะเช้ือท่ีมีแบคทีเรียเจริญอยูบ่นอาหาร Screening agar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-4  โคโลนีแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญและเปล่ียนสีอาหาร Screening agar เป็นสีเหลืองได ้
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ภาพท่ี 4-5  โคโลนีแบคทีเรียของขวดเก็บตวัอยา่งท่ี 1 อตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ท่ีคดัเลือก 
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ภาพท่ี 4-6  โคโลนีแบคทีเรียของขวดเก็บตวัอยา่งท่ี 2 อตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ท่ีคดัเลือก 
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5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4-7  โคโลนีแบคทีเรียของขวดเก็บตวัอยา่งท่ี 3 อตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ท่ีคดัเลือก 
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ภาพท่ี 4-8  โคโลนีแบคทีเรียของขวดเก็บตวัอยา่งท่ี 4 อตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ท่ีคดัเลือก 
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ภาพท่ี 4-9  โคโลนีแบคทีเรียของขวดเก็บตวัอยา่งท่ี 5 อตัราการเจือจาง 10-3, 10-4 และ 10-5 ท่ีคดัเลือก 
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 1.3  การทดสอบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ในขวดทดลองขนาด 50 

มิลลลิติร 

 จากผลการทดสอบการผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นขวด ทดลองขนาด 

50 มิลลิลิตรทั้งหมด 30 ไอโซเลต พบวา่มีแบคทีเรียจาํนวน 6 ไอโซเลตท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดใ้นปริมาณท่ีสูง ซ่ึงไดแ้ก่ ไอโซเลตท่ี 12, 28, 34, 35, 36 และ 37 ซ่ึงไดต้ดัไอโซเลตท่ี 34 และ 36 

ออก เน่ืองจากสันนิษฐานวา่เป็นเช้ือตวัเดียวกบัไอโซเลต ท่ี 35 และ 37 โดยสังเกตจากลกัษณะ

รูปร่างของโคโลนี ทาํใหไ้ดแ้บคทีเรียจาํนวน 4 ไอโซเลตคือ 12, 28, 35 และ 37 (ตารางท่ี 4-2) เพื่อ

นาํไปทดสอบการผลิตกรดซคัซินิคในขวดรูปชมพูต่่อไป 

 

ตารางท่ี 4-2  ผลการทดสอบการผลิตกรดซคัซินิคในขวดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร 

 

Isolate 
การ

ขุ่น 

คร้ังที ่1 (g/l) คร้ังที ่2 (g/l) ค่าเฉลีย่ (g/l) 

SA LA AC SA LA AC SA LA AC 

2  0.12 11.677 - - 11.673 - 0.12 11.675 - 

3  0.937 9.772 - 1.028 9.878 - 0.982 9.825 - 

4  0.846 6.364 - 0.874 7.908 - 0.86 7.136 - 

5  0.151 7.226 - - 7.449 - 0.151 7.337 - 

7  0.438 7.721 0.959 0.352 7.717 0.988 0.395 7.719 0.973 

8  - 8.493 - - 7.01 - - 7.751 - 

12  1.421 6.321 1.271 1.373 6.132 1.16 1.397 6.226 1.215 

13  - 11.233 - - 10.401 - - 10.817 - 

14  - 11.28 - - 10.919 - - 11.099 - 

16  - 8.975 - - 8.556 - - 8.765 - 

17  - 10.161 - - 11.275 - - 10.718 - 

19  - 11.274 - - 11.499 - - 11.386 - 

26  0.846 14.71 1.173 1.068 7.891 1.371 0.957 11.300 1.272 

27  1.141 13.408 1.607 1.229 9.15 1.549 1.185 11.279 1.578 

28  1.316 8.765 1.428 1.329 6.908 1.566 1.322 7.836 1.497 

29  1.221 6.246 1.52 0.819 11.551 1.094 1.02 7.0 1.219 

30  0.771 10.398 1.009 0.849 11.551 1.094 0.81 10.974 1.051 
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ตารางท่ี 4-2  (ต่อ) 

 

Isolate 
การ

ขุ่น 

คร้ังที ่1 (g/l) คร้ังที ่2 (g/l) ค่าเฉลีย่ (g/l) 

SA LA AC SA LA AC SA LA AC 

31  1.266 6.676 1.483 1.292 6.01 1.471 1.279 6.343 1.477 

32  1.249 6.538 1.474 1.216 9.639 1.634 1.232 8.088 1.554 

33  1.204 9.567 1.537 1.278 8.305 1.482 1.241 8.936 1.509 

34  1.314 8.44 1.608 1.344 7.094 1.649 1.329 7.767 1.628 

35  1.377 6.578 1.622 1.293 6.005 1.575 1.335 6.291 1.598 

36  1.309 6.309 1.545 1.351 6.51 1.644 1.33 6.419 1.594 

37  1.344 6.282 1.674 1.39 6.435 1.661 1.367 6.358 1.667 

39  - 10.816 - - 10.826 - - 10.821 - 

40  1.195 7.091 1.645 1.264 6.775 1.505 1.229 6.933 1.575 

41  - 8.113 - - 7.857 - - 7.985 - 

44  - 6.729 - - 5.342 - - 6.035 - 

45  0.827 12.662 1.053 0.897 10.128 1.141 0.862 11.395 1.097 

46  - 7.737 - - 6.874 - - 7.305 - 

“หมายเหตุ” SA = Succinic acid, LA = Lactic acid, AC = Acetic acid 

 

 จากผลการวเิคราะห์กรดอินทรียท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงดว้ยเคร่ือง HPLC พบวา่ แบคทีเรีย

ส่วนใหญ่สามารถผลิตกรดแลคติกไดใ้นปริมาณสูง ซ่ึงมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดน้ั้นมา

จากธรรมชาติจึงสามารถผลิตกรดอินทรียใ์นหลายชนิด และในการผลิตกรดซคัซินิคจาํเป็นตอ้งมี

คาร์บอนไดออกไซดใ์นปริมาณท่ีสูง จึงจะทาํใหแ้บคทีเรียผลิตกรดซคัซินิคในปริมาณท่ีสูง

เช่นเดียวกนั ถา้มีคาร์บอนไดออกไซดท่ี์ตํ่า จะส่งผลใหแ้บคทีเรียผลิตกรดอ่ืน ๆ แทน เช่น  

กรดแลคติก กรดอะซิติก เป็นตน้ เน่ืองจากการทดลองทาํในขวดทดลอง  ซ่ึงไม่ไดมี้การเติมก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซดไ์ปโดยตรง จึงเป็นสาเหตุใหแ้บคทีเรียผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นระดบัตํ่า  
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 1.4  การทดสอบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ในขวดรูปชมพู่ขนาด 

500 มิลลลิติร 

 จากผลการทดสอบการผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นขวดรูปชมพูข่นาด 

500 มิลลิลิตร โดยมีอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร พบวา่ จากผลการวเิคราะห์ปริมาณกรด

ซคัซินิคท่ีแบคทีเรียสามารถผลิตไดท้ั้งหมด 4 ไอโซเลตนั้น คือไอโซเลตท่ี 12, 28, 35 และ 37 

สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้1.238, 1.448, 1.909 และ 2.883 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั โดยไอโซเลตท่ี 

37 สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดคือ 2.883 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้ง

กวา่เช้ือหมายเลข 19 ท่ีเป็นเช้ือตวัเก่า (1.76 กรัมต่อลิตร) แต่ผลิตกรดซคัซินิคไดต้ ํ่ากวา่เช้ือ

มาตรฐาน (Actinobacillus succinogenes ATCC55618) (5.601 กรัมต่อลิตร) ดงันั้นจึงเลือกใช้

แบคทีเรียหมายเลข 37 เป็นแบคทีเรียในการทดลองต่อไป 

 

2.  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ 

 2.1  การศึกษาอตัราการเจริญของของแบคทเีรียหมายเลข 37 

 จากการศึกษาอตัราการเจริญของแบคทีเรียหมายเลข 37 ท่ีคดัแยกไดจ้ากกระเพาะกระบือ 

ซ่ึงสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นปริมาณท่ีสูง จึงนาํมาใชใ้นการผลิตกรดซคัซินิคโดยทาํการ

ทดลองในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ Production medium 1 ท่ีสภาวะ

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.5 เพาะเล้ียงในเคร่ืองบ่มแบบเขยา่ โดย

เขยา่ท่ี 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ซ่ึงผลการทดลองพบวา่แบคทีเรียสามารถเจริญไดดี้

และเจริญไดร้วดเร็วในช่วงเวลา 0-24 ชัว่โมง และมีแนวโนม้คงท่ีหลงัจากชัว่โมงท่ี 24 (ภาพท่ี 4-10) 

และพบวา่ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือถูกใชห้มดท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-11) สังเกตเห็นวา่กรดซคัซิ

นิคมีความเขม้ขน้สูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตามระยะเวลาการหมกัจนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 24 ซ่ึงสามารถ

ผลิตกรดซคัซินิคได ้6.74 กรัมต่อลิตร หลงัจากนั้นความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคมีแนวโนม้คงท่ีไป

จนถึงส้ินสุดกระบวนการหมกัท่ี 48 ชัว่โมง เม่ือนาํมาวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติแลว้พบวา่  

ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคตั้งแต่เวลา 24 ชัว่โมง จนถึงท่ี 48 ชัว่โมง ไม่มีความแตกต่างอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (p<.05) (ภาคผนวก ค) ในขณะท่ีกรดอะซิติกและกรดแลกติกมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน

ตามระยะเวลาการหมกั แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 24 พบวา่มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนอยา่งมากจนถึงชัว่โมงท่ี 

48 (ภาพท่ี 4-12) 
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ตารางท่ี 4-3  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียท่ี์ไดจ้ากการทดสอบในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร 

 

Isolate คร้ังที่ Succinic acid Lactic acid Acetic acid 

12 1N 0.454 - 8.015 

 2 1.306 10.151 2.57 

 3 1.17 9.897 2.422 

เฉลีย่ 1.238 10.024 2.496 

28 1 1.512 3.114 3.774 

 2 N 0.763 1.684 5.076 

 3 1.384 3.513 3.751 

เฉลีย่ 1.448 3.3135 3.7625 

35 1 1.916 6.778 4.009 

 2 1.902 6.469 3.861 

 3 N 1.405 6.816 3.778 

เฉลีย่ 1.909 6.623 3.935 

37 1 2.947 6.732 4.008 

 2 2.809 6.797 3.900 

 3 2.893 7.566 3.905 

เฉลีย่ 2.883 7.031 3.937 

Isolate คร้ังที่ Succinic acid Lactic acid Acetic acid 

เช้ือ 19 

(ประภสัสร และ อิทธิพล, 2553) 

1 1.776 5.221 3.325 

2 1.689 5.342 3.146 

 3 1.815 5.401 3.318 

เฉลีย่ 1.76 5.321 3.263 

เช้ือมาตรฐาน 

(A. succinogenes ATCC 55618) 

1 5.34 1.063 2.139 

2 5.84 0.762 2.055 

 3 5.625 1.012 2.994 

เฉลีย่ 5.601 0.945 2.396 

“หมายเหตุ” N คือ ค่าท่ีแตกต่างเกินไป ซ่ึงไม่ไดน้าํมาคิดเป็นค่าเฉล่ีย 
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ภาพท่ี 4-10  นํ้าหนกัเซลลแ์หง้และค่าความขุ่น ของการผลิตกรดซคัซินิคในขวดรูปชมพูข่นาด 500 

    มิลลิลิตร ดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37  

 

 
 

ภาพท่ี 4-11  ปริมาณการใชน้ํ้าตาลกลูโคสในการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคในขวดรูปชมพูข่นาด 

    500 มิลลิลิตร ดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37  
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ภาพท่ี 4-12  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียจ์ากผลิตกรดซคัซินิคในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร ดว้ย  

    แบคทีเรียหมายเลข 37  

 

 2.2  การศึกษาแหล่งไนโตรเจนทีเ่หมาะสมในการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรีย

หมายเลข 37 

 จากการศึกษาการหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสาํหรับกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรด

ซคัซินิคโดยใชแ้หล่งไนโตรเจนในองคป์ระกอบของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแตกต่างกนัทั้งหมด 6 ชนิดคือ 

ทริปโตน มอตล์แอคแทร็ก ยสีตแ์อคแทร็ก แอมโมเนียมคลอไรค ์แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียม

ฟอสเฟต และมีชุดควบคุมซ่ึงไม่ไดใ้ส่แหล่งไนโตรเจนใดเลย ทาํการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

เม่ือพิจารณาจากภาพท่ี 4-13 แสดงใหเ้ห็นวา่ การใชย้สีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนในกระบวนการ

หมกัสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดคือ 5.01 กรัมต่อลิตร ปริมาณกรดแลกติกและกรดอะซิติก

เท่ากบั 2.85 และ 0.99 กรัมต่อลิตรตามลาํดบั และแหล่งไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้น

ลาํดบัรองลงมาคือ ทริปโตน มอตล์สกดั แอมโมเนียมคลอไรค ์แอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียม

ซลัเฟต และชุดควบคุม ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-13) 
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ภาพท่ี 4-13  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียจ์ากกระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ท่ีใชแ้หล่ง 

    ไนโตรเจนท่ีแตกต่างกนั  

 

 2.3  การเปรียบเทยีบการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียหมายเลข 37 และเช้ือมาตรฐาน  

 จากการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชอ้าหารสูตร Production medium 1 ท่ีมีแหล่ง

ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจากการทดลองท่ี 2.2 โดยทาํการเพาะเล้ียงเปรียบเทียบระหวา่งการใช้

แบคทีเรียหมายเลข 37 และเช้ือมาตรฐาน (A. succinogenes ATCC 55618) ในการผลิตกรดซคัซินิค 

พบวา่การเพาะเล้ียงดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดท่ีเวลา 24 

ชัว่โมงคือ 5.01 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4-16) แบคทีเรียสามารถเจริญไดสู้งข้ึนเร่ือยๆ จนถึงชัว่โมงท่ี 24 

มีค่าความขุ่นเท่ากบั 6.08 และมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 2.96 กรัมต่อลิตร (ภาพ 4-14) และเม่ือ

พิจารณาจากปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ (ภาพท่ี 4-15) พบวา่แบคทีเรียสามารถใชน้ํ้าตาลไดดี้จนกระทัง่

หลงัจากชัว่โมงท่ี 12 จะมีแนวโนม้คงท่ี และท่ีเวลา 24 ชัว่โมงมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 5.23 

กรัมต่อลิตร 
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ภาพท่ี 4-14  นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) และค่าความขุ่นในกระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรีย  

    หมายเลข 37  

 

 

 

ภาพท่ี 4-15  ปริมาณการใชน้ํ้าตาลกลูโคสในการหมกัดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 
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ภาพท่ี 4-16  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียจ์ากกระบวนการหมกัดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 

 

 จากการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยเช้ือมาตรฐานพบวา่ แบคทีเรียสามารถเจริญดีข้ึน

เร่ือย ๆ จนถึงเวลา 24 ชัว่โมง ดงัภาพท่ี 4-17 โดยมีค่าความขุ่นเท่ากบั 6.27 และมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้

เท่ากบั 3.36 กรัมต่อลิตร ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือท่ีเวลา 24 ชัว่โมงมีค่าเท่ากบั 3.26 กรัมต่อลิตร  

(ภาพท่ี 4-18) และสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-19) ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 

6.98 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกไดเ้ท่ากบั 1.09 และ 1.05 กรัมต่อ

ลิตร ตามลาํดบั 
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ภาพท่ี 4-17  นํ้าหนกัเซลลแ์หง้และค่าความขุ่นในกระบวนการหมกัดว้ย A.succinogenes  

 ATCC 55618 

 

 
 

ภาพท่ี 4-18  ปริมาณการใชน้ํ้าตาลกลูโคสในการหมกัดว้ย A.succinogenes ATCC55618 
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ภาพท่ี 4-19  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียจ์ากกระบวนการหมกัดว้ย A.succinogenes ATCC55618 

 

 เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 และเช้ือ

มาตรฐานพบวา่ การผลิตกรดซคัซินิคโดยใชเ้ช้ือมาตรฐานสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดป้ริมาณสูง

กวา่การใชแ้บคทีเรียหมายเลข 37 โดยท่ีเวลา 24 ชัว่โมงนั้นเช้ือมาตรฐานสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดเ้ท่ากบั 6.98 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีแบคทีเรียหมายเลข 37 สามารถผลิตได ้5.01 กรัมต่อลิตร  
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ภาพท่ี 4-20  เปรียบเทียบกรดซคัซินิคท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัดว้ยเช้ือ 37 กบัเช้ือ A.succinogenes 

    ATCC55618 

 

 2.4  การศึกษาแหล่งคาร์บอนทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรีย

หมายเลข 37 

 จากการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกนัคือ นํ้าตาลกลูโคส

ทางการคา้ กลีเซอรอล และนํ้าตาลกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั ซ่ึงผลการทดลองพบวา่ 

จากภาพท่ี 4-21 การใชก้ลูโคสทางการคา้เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกั แบคทีเรียสามารถ

เจริญไดดี้โดยเจริญข้ึนเร่ือย ๆ จนถึงเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 3.72 กรัม

ต่อลิตร และมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 3.62 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดสู้งท่ีสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 9.22 กรัมต่อลิตร ไดก้รดแลกติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 1.70 

และ 2.14 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 
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ภาพท่ี 4-21  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรียท่ี์ได้ 

    จากกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคดว้ยนํ้าตาลกลูโคสเกรดสาํหรับงานวจิยั  
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 การศึกษาการใชก้ลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิค 

ผลการทดลองจะเห็นไดว้า่ จากภาพท่ี 4-22 แบคทีเรียสามารถเจริญไดดี้ เม่ือถึงเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงมี

นํ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 2.66 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลืออยูม่ากถึง 7.66 กรัมต่อลิตร 

ในขณะท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง เท่ากบั 3.49 กรัมต่อลิตร ผลิตกรด

แลกติกและกรดอะซิติก เท่ากบั 1.82 และ 2.42 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั และหลงัชัว่โมงท่ี 18 ปริมาณ

ผลิตภณัฑก์รดท่ีไดมี้ค่าลดลง (ภาพท่ี 4-22) 

 

 และเม่ือศึกษาการใชน้ํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการ

ผลิตกรดซคัซินิค ผลการทดลองพบวา่ แบคทีเรียเจริญไดดี้โดยมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดท่ีเวลา 24 

ชัว่โมง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 4.09 กรัมต่อลิตร และสามารถใชน้ํ้าตาลไดดี้โดยมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ

เท่ากบั 2.55 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดเ้ท่ากบั 11.80 กรัมต่อลิตรท่ีเวลา 24 

ชัว่โมง ผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 2.55 และ 3.62 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-23) 
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ภาพท่ี 4-22  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกลีเซอรอลเกรดสาํหรับงานวจิยั  

0

1

1

2

2

3

3

น
ํ ้าห

น
กัเ

ซล
ลแ์

ห
ง้ 

(ก
รัม

ต่ อ
ลิต

ร)

0

5

10

15

20

25

คว
าม

เข
ม้ข

น้
 (ก

รัม
ต่ อ

ลิต
ร)

0

1

2

3

4

0 6 12 18 24

คว
าม

เข
ม้ข

น้
 (ก

รัม
ต่ อ

ลิต
ร)

เวลาการเพาะเล้ียง (ชัว่โมง)

ซคัซินิค แลคติก อะซิติก

(ก) 

(ข) 

(ค) 



75 
 

 

 

ภาพท่ี 4-23  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั  
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 2.5  การเปรียบเทยีบแหล่งคาร์บอเนตในสูตรอาหารสําหรับการผลติกรดซัคซินิค  

  การศึกษาเปรียบเทียบการใชแ้หล่งคาร์บอเนตท่ีแตกต่างกนัคือ แมกนีเซียมคาร์บอเนต 

แมกนีเซียมไดไฮโดรเจนคาร์บอเนต โซเดียมคาร์บอเนต และโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต เพื่อใช้

ในการควบคุมค่าความเป็นกรดด่างและแตกตวัใหก้๊าซคาร์บอนไดออกไซดซ่ึ์งเป็นปัจจยัสาํคญัใน

กระบวนการผลิตกรดซคัซินิค โดยผลการทดลองพบวา่การใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนตในการหมกั

สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดเ้ท่ากบั 10.59 กรัมต่อลิตร และผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกได้ 

 1.83 และ 3.98 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-24) 

 

 ผลการทดลองการใชแ้มกนีเซียมไดไฮโดรเจนคาร์บอเนตเป็นแหล่งคาร์บอเนตในการ

ผลิตกรดซคัซินิคพบวา่ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิค กรดแลกติก และกรดอะซิติก มีแนวโนม้เพิ่ม

สูงข้ึนในทิศทางเดียวกนัตามระยะเวลาในการหมกัจนถึงเวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตกรดซคัซินิค 

กรดแลกติก และกรดอะซิติกไดเ้ท่ากบั 10.20, 3.59 และ 5.96 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-25) 

 

 จากผลการทดลอง (ภาพท่ี 4-26) การใชโ้ซเดียมคาร์บอเนตในการผลิตกรดซคัซินิคพบวา่ 

แบคทีเรียมีความเขม้ขน้ของนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.09 กรัมต่อลิตร สามารถใชน้ํ้าตาลจน

เหลือตํ่าสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 4.09 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดซคัซินิค กรดแลกติก 

และกรดอะซิติกไดเ้ท่ากบั 10.45, 3.87 และ 4.02 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั  

 

 ในขณะท่ีผลการทดลองการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชโ้ซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตเป็น

แหล่งคาร์บอเนต สามารถผลิตกรดซคัซินิค กรดแลกติก และกรดอะซิติก ไดเ้ท่ากบั 10.79, 2.34 

และ 4.29 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-27)  
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ภาพท่ี 4-24  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนต  
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ภาพท่ี 4-25  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชแ้มกนีเซียมไดไฮโดรเจนคาร์บอเนต  
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ภาพท่ี 4-26  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชโ้ซเดียมคาร์บอเนต  
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ภาพท่ี 4-27  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคโดยใชโ้ซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต  
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 โดยผลการทดลองการเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอเนตในสูตรอาหารสาํหรับการผลิต  

กรดซคัซินิคแสดงใหเ้ห็นวา่ การใชแ้หล่งคาร์บอเนตทั้ง 4 ชนิดในกระบวนการหมกันั้น แบคทีเรียมี

การเจริญและสามารถใชน้ํ้าตาลไดดี้ ความสามารถในการผลิตกรดซคัซินิคเป็นไปในทิศทาง

เดียวกนั ซ่ึงพบวา่ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคสูงสุดในทุกแหล่งคาร์บอเนตท่ีใชใ้นการทดลอง 

ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<.05) (ภาคผนวก ค) ในขณะท่ีการใชแ้มกนีเซียม

คาร์บอเนตในการหมกัทาํใหมี้กรดแลกติกและกรดอะซิติกอยูป่ริมาณนอ้ย ซ่ึงกรดทั้ง 2 ชนิด  

เป็นผลิตภณัฑท่ี์ไม่ตอ้งการในกระบวนการหมกั 

 

3.  การศึกษาการผลติกรดซัคซินิคแบบกะ (Batch) ในถังหมักขนาด 5 ลติร 

 การผลิตกรดซคัซินิคแบบกะในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยมีปริมาณอาหารในการ

เพาะเล้ียง (Working volume) เท่ากบั 4 ลิตร เป็นการศึกษาการขยายขนาดการผลิตจากเดิมท่ี

เพาะเล้ียงในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงการเพาะเล้ียงในถงัหมกัสามารถควบคุมสภาวะ

การหมกัใหเ้หมาะสมไดอ้ยา่งสมํ่าเสมอ มีการกวนผสมท่ีดี ควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิให้

เหมาะสม อีกทั้งยงัสามารถเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปในกระบวนการหมกัไดอ้ยา่งต่อเน่ือง  

 การศึกษา การผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร มีสภาวะท่ีแตกต่างกนัซ่ึงทาํ 

การทดลอง 4 สภาวะดว้ยกนัคือ ถงัหมกั 1, 2, 3 และถงัหมกั 4 เม่ือไดผ้ลการทดลองแลว้จึงนาํ 

ผลการทดลองท่ีไดม้าใชใ้นการประกอบการตดัสินใจเพื่อใชใ้นการผลิตในถงัหมกัถดัไป เพื่อใหไ้ด้

สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตกรดซคัซินิค 

 

ถังหมัก 1 

 จากการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยใชสู้ตรอาหารของ  

ถงัหมกั 1 ตาม ตารางท่ี 3-1 ซ่ึงมีสภาวะค่าความเป็นกรดด่างเท่ากบั 6.9 อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส 

มีอตัราการใส่ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์0.5 vvm. อตัราการกวนผสมท่ี เวลา 0 – 2 ชัว่โมงเท่ากบั  

200 รอบต่อนาที ท่ีเวลา 2 – 12 เท่ากบั 300 รอบต่อนาที และท่ีเวลา 12 – 36 ชัว่โมง เท่ากบั 

400 รอบต่อนาที ใชห้วัเช้ือร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตร  และทาํการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 

36 ชัว่โมง ผลการทดลองพบวา่ แบคทีเรียมีการเจริญอยา่งรวดเร็วท่ีเวลา 0 – 20 ชัว่โมง โดยท่ีเวลา 

20 ชัว่โมงมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.08 กรัมต่อลิตร และหลงัจากนั้นมีแนวโนม้คงท่ี

จนกระทัง่ส้ินการทดลอง การเพาะเล้ียงมีปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 63.89 กรัมต่อลิตร และ  
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มีปริมาณลดลงเร่ือย ๆ จากการนาํไปใชข้องแบคทีเรียเพื่อผลิตกรดซคัซินิคจนถึงชัว่โมงท่ี 36 มีค่า

เท่ากบั 5.43 กรัมต่อลิตร สาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคมีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ จนมีค่าสูงสุดท่ี 

ท่ีเวลา 28 ชัว่โมงเท่ากบั 37.74 กรัมต่อลิตร ส่วนผลิตภณัฑก์รดอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการคือ  

กรดแลกติกและกรดอะซิติกก็มีค่าเพิ่มสูงข้ึนตามทิศทางของกรดซคัซินิคโดยมีค่าสูงสุดเท่ากบั 7.03 

และ 9.71 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ท่ีเวลา 28 ชัว่โมงเช่นเดียวกนั (ภาพท่ี 4-28)  

 

ถังหมัก 2 

 จากผลการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกั 1 ซ่ึงไดผ้ลลพัธ์ท่ีดี จึงนาํมาปรับใชใ้น

ถงัหมกั 2 โดยใชน้ํ้าตาลเร่ิมตน้ท่ีสูงข้ึนเท่ากบั 120.49 กรัมต่อลิตร และเพิ่มความเขม้ขน้ของ

องคป์ระกอบในสูตรอาหารเป็น 2 เท่าตามการเพิ่มของนํ้าตาลท่ีใชเ้ร่ิมตน้ ทาํการเพาะเล้ียงท่ี  

ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ขนาดของหวัเช้ือเช่นเดิมกบัถงัหมกั 1 แต่มีการเพิ่มอตัราการ  

กวนผสมคือ เวลา 0 – 6 ชัว่โมงเท่ากบั 400 รอบต่อนาที ท่ีเวลา 6 – 12 เท่ากบั 550 รอบต่อนาที และ 

ท่ีเวลา 12 – 36 ชัว่โมง เท่ากบั 500 รอบต่อนาที (ตารางท่ี 3-1) 

 ผลการทดลองการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกั 2 พบวา่ แบคทีเรียสามารถเจริญได้

รวดเร็วตั้งแต่เวลา 0 – 12 ชัว่โมง โดยท่ีเวลา 12 ชัว่โมงมีค่าเท่ากบั 4.97 กรัมต่อลิตร และมีแนวโนม้

ลดลงทีละนอ้ยจนถึงชัว่โมงท่ี 36 ขณะท่ีปริมาณนํ้าตาลถูกใชอ้ยา่งรวดเร็วตั้งแต่เวลา 0 – 12 ชัว่โมง

เช่นเดียวกนั และลดลงเร่ือย ๆ จนถึงชัว่โมงท่ี 36 มีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 21.11 กรัมต่อลิตร 

สาํหรับกรดซคัซินิคท่ีผลิตไดมี้ความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<.05) 

(ภาคผนวก ค) โดยเพิ่มสูงอยา่งรวดเร็วตั้งแต่เวลา 6 ชัว่โมง จนมีความเขม้ขน้สูงสุดท่ีเวลา 24 

ชัว่โมง เท่ากบั 53.60 กรัมต่อลิตร ขณะท่ีกรดแลกติกและกรดอะซิติกก็มีแนวโนม้เพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ 

จนมีค่าสูงสุดท่ีเวลา 36 ชัว่โมงเท่ากบั 7.51 และ 22.66 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-29) 
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ภาพท่ี 4-28  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 1  
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ภาพท่ี 4-29  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 2  
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ถังหมัก 3 

 จากผลการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 2 นาํมาสู่การทดลองในถงัหมกั 3  

โดยการเพิ่มปริมาณองคป์ระกอบในสูตรอาหารใหสู้งข้ึนเพื่อใหเ้พียงพอต่อการเจริญของแบคทีเรีย  

เพื่อจะไดใ้ชน้ํ้าตาลใหไ้ดม้ากท่ีสุดและผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุด และปรับอตัราการกวนผสมดงัน้ี  

เวลา 0 – 6 ชัว่โมงเท่ากบั 400 รอบต่อนาที และท่ีเวลา 6 – 36 ชัว่โมง เท่ากบั 550 รอบต่อนาที  

ส่วนสภาวะอ่ืน ๆ ยงัคงเดิม 

 ผลการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกั 3 พบวา่ แบคทีเรียมีการเจริญอยา่งรวดเร็ว  

ท่ีเวลา 0 - 16 ชัว่โมง มีค่านํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดท่ีเวลา 16 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 5.17 กรัมต่อลิตร 

และมีค่าลดตํ่าลง สาํหรับปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 109.54 กรัมต่อลิตร ซ่ึงถูกใชไ้ปอยา่งรวดเร็ว

จนถึงชัว่โมงท่ี 16 และมีแนวโนม้ลดลงทีละนิด โดยมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือตํ่าสุดเท่ากบั 11.11 

กรัมต่อลิตรท่ีเวลา 36 ชัว่โมง สาํหรับผลการผลิตกรดซคัซินิคพบวา่ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคท่ี

เวลาต่าง ๆ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<.05) (ภาคผนวก ค) โดยเพิ่มสูงข้ึน 

อยา่งรวดเร็วในเวลาท่ี 6 - 24 ชัว่โมง และท่ีเวลา 24 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 54.86 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี

กรดแลกติกและกรดอะซิติกมีแนวโนม้การเพิ่มข้ึนตามกรดซคัซินิคเช่นเดียวกนัโดยท่ีเวลา 24 

ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 9.28 และ 22.84 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-30) 
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ภาพท่ี 4-30  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 3  
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ถังหมัก 4 

 จากผลการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกั 3 นาํมาสู่การพฒันาในถงัหมกั 4 โดยมี

สภาวะการเพาะเล้ียงเช่นเดียวกบัถงัหมกั 3 แต่มีการใชห้วัเช้ือท่ีมีสูตรอาหารใหม่และเพิ่มขนาดของ

หวัเช้ือเป็นร้อยละ 10 โดยปริมาตรต่อปริมาตร เพื่อตอ้งการเพิ่มเซลลข์องแบคทีเรียใหสู้งข้ึนซ่ึงเป็น

ผลใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดร้วดเร็วข้ึน 

 จากภาพท่ี 4-31 แสดงผลการศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกั 4 ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ 

แบคทีเรียมีการเจริญอยา่งรวดเร็วตั้งแต่เวลา 0 – 12 ชัว่โมง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 5.17 กรัมต่อลิตร สาํหรับ

ปริมาณนํ้าตาลถูกใชอ้ยา่งรวดเร็วจนมีค่าตํ่าสุดเท่ากบั 9.44 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 36 ชัว่โมง และ  

กรดซคัซินิคมีความเขม้ขน้เพิ่มสูงข้ึนตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 3 ถึง ชัว่โมงท่ี 20 โดยท่ีเวลา 20 ชัว่โมงพบวา่  

มีความเขม้ขน้กรดซคัซินิคเท่ากบั 46.83 กรัมต่อลิตร และเม่ือเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของ  

กรดซคัซินิคท่ีผลิตไดใ้นเวลาหลงัจากนั้นจนส้ินสุดกระบวนการหมกั พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนั

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p < 0.05) 

 

 จากผลการทดลองการผลิตกรดซคัซินิคแบบกะในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ทั้งหมด  

 4 ถงัหมกั แสดงใหเ้ห็นวา่ การเพาะเล้ียงแบบกะของถงัหมกั 1 ซ่ึงเร่ิมตน้ดว้ยการใชป้ริมาณนํ้าตาล

เร่ิมตน้ในระดบัท่ีตํ่า (63.89 กรัมต่อลิตร) แบคทีเรียสามารถใชน้ํ้าตาลไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

สังเกตไดจ้ากปริมาณนํ้าตาลคงเหลือท่ีตํ่า (6.59 กรัมต่อลิตร) สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุด 

37.74 กรัมต่อลิตรท่ีเวลา 28 ชัว่โมง และมีผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ป (Succinic Yield) 

สูงถึง 0.66 กรัมต่อกรัม ในขณะท่ีมีอตัราการผลิตกรดซคัซินิคเท่ากบั 1.348 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 

ผลการทดลองขา้งตน้นาํไปสู่การปรับปรุงสูตรอาหารเล้ียงเช้ือโดยการเพิ่มปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้

และองคป์ระกอบต่าง ๆ ในสูตรอาหารเป็น 2 เท่าตามการเพิ่มข้ึนของนํ้าตาลเร่ิมตน้ นอกจากน้ี  

ยงัเพิ่มอตัราการกวนผสมใหสู้งข้ึน ผลปรากฏวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคและมีอตัราการผลิต 

กรดซคัซินิคท่ีเพิ่มสูงข้ึน เท่ากบั 53.6 กรัมต่อลิตร และ 2.23 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามลาํดบั แต่มี

ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปตํ่าลง (0.55 กรัมต่อกรัม) และยงัคงมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ

อยูม่าก (23.72 กรัมต่อลิตร) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4-4) 
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ภาพท่ี 4-31  (ก) นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ (ข) ปริมาณการใชน้ํ้าตาล และ (ค) ผลิตภณัฑก์รดอินทรีย ์ท่ีได้ 

    จากการผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 4  
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 และเม่ือนาํผลการทดลองในถงัหมกั 2 นาํมาปรับใชใ้นถงัหมกั 3 โดยการเพิ่มความ

เขม้ขน้ขององคป์ระกอบในสูตรอาหารใหสู้งข้ึน อีกทั้งยงัเพิ่มอตัราการกวนผสมท่ีมากข้ึน ซ่ึงพบวา่

สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งข้ึน (54.86 กรัมต่อลิตร) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง และมีการเพิ่มข้ึนของ

ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปและอตัราการผลิตกรดซคัซินิคเพียงเล็กนอ้ย และผลท่ีได้

นาํมาสู่การเพาะเล้ียงในถงัหมกั 4 ท่ีตอ้งการเพิ่มเซลลแ์บคทีเรียใหสู้งข้ึนโดยใชห้วัเช้ือสูตรใหม่  

(หวัเช้ือ 2) และเพิ่มความเขม้ขน้ของหวัเช้ือใหเ้ท่ากบัร้อยละ 10 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ผลปรากฏ

วา่ชัว่โมงท่ี 20 ในกระบวนการหมกัสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้46.83 กรัมต่อลิตร และมีอตัราการ

ผลิตท่ีสูงข้ึนเท่ากบั 2.342 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง (ตารางท่ี 4-4) 

 

ตารางท่ี 4-4  การผลิตกรดซคัซินิคแบบกะ (Batch) ดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ในถงัหมกัขนาด 5 

     ลิตร  

 

Fermentatio

n 

Initial 

glucose 

(g/L) 

Residual 

glucose 

(g/L) 

Succinic 

(g/L) 

Succinic 

Yield 

(g/ g) 

Efficiency 

(%) 

Productivity 

(g/L/h) 

Batch 1 63.89 6.59 37.74±0.14 a 0.66±0 c 98.30±0.37 c 1.35±0.01 a 

Batch 2 120.49 23.72 53.60±0.06 c 0.55±0 b 82.67±0.10 b 2.23±0.00 b 

Batch 3 109.54 15.67 54.86±0.08 c 0.58±0 b 87.23±0.13 b 2.29±0.00 b 

Batch 4 109.76 15.04 46.83±3.95 b 0.49±0 a 73.79±6.23 a 2.34±0.20 b 

“หมายเหตุ” Batch 1, 2, 3 ,4 คือ  ถงัหมกั 1, 2, 3, 4 

  Initial glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร)  

  Residual glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ (กรัมต่อลิตร)  

  Succinic Yield คือ  ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ป (กรัมต่อกรัม)  

  Efficiency คือ  ประสิทธิภาพการผลิต (%) 

  Productivity คือ  อตัราการผลิตกรดซคัซินิค (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  

 

4.  การศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบหลายกะลาํดับต่อเน่ือง (Multiple sequential batch) ในถัง

หมักขนาด 5 ลติร 

 การศึกษาการเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ืองในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยทาํการ

เตรียมสูตรอาหารและสภาวะท่ีดีท่ีสุดท่ีไดจ้ากการทดลองหวัขอ้ท่ี 3 ดาํเนินการเพาะเล้ียงตาม
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ขั้นตอนเดียวกนั เพื่อทาํการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังท่ี 1 เป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการถ่าย

นํ้าหมกัออก เหลือไวเ้พียง 200 มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 5 โดยปริมาตรต่อปริมาตรของ 4 ลิตร)  

เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ของการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังต่อไป  จากนั้นเติมอาหารชุดใหม่ท่ีมี

ส่วนประกอบและความเขม้ขน้เท่าเดิม ปริมาตร 3,800 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงตามปกติ เม่ือครบตาม

ระยะเวลาการเพาะเล้ียงท่ีกาํหนดจึงทาํซํ้ าอีก 1 คร้ัง (รวมทั้งส้ิน 3 คร้ัง) 

 ผลการศึกษา การเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง พบวา่ การเพาะเล้ียงแบบกะ 

คร้ังท่ี 1 แบคทีเรียมีการเจริญอยา่งรวดเร็ว โดยมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 5.00 กรัมต่อลิตร  

ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง และมีค่าตํ่าลงเท่ากบั 4.07 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 4-32) มีปริมาณ

นํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 125.76 กรัมต่อลิตร และลดลงตํ่าสุดเท่ากบั 13.94 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4-33) 

สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 50.28 กรัมต่อลิตร สามารถผลิต 

กรดแลกติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 8.52 และ 18.25 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-32) (ส้ินสุด 

การเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 1) หลงัจากนั้นเม่ือทาํการเปล่ียนอาหารเพื่อเขา้สู่การเพาะเล้ียงแบบกะ คร้ังท่ี 2 

พบวา่ ผลการทดลองมีแนวโนม้เช่นเดียวกบัคร้ังท่ี 1 โดยมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 

 5.07 กรัมต่อลิตร มีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือตํ่าสุดเท่ากบั 13.52 กรัมต่อลิตร จากนํ้าตาลเร่ิมตน้ 

125.88 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดเท่ากบั 50.48 กรัมต่อลิตร  

มีกรดแลกติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 8.38 และ 18.45 กรัมต่อลิตร (ส้ินสุดการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 2) 

หลงัจากนั้นเม่ือทาํการเปล่ียนอาหารเพื่อเขา้สู่การเพาะเล้ียงแบบกะ คร้ังท่ี 3 พบวา่ ผลการทดลองมี

แนวโนม้เดียวกบัคร้ังท่ีผา่นมา โดยมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีตํ่ากวา่ ซ่ึงเท่ากบั 4.83 กรัมต่อลิตร เม่ือ

ส้ินสุดการเพาะเล้ียงมีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 12.13 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้

46.63 กรัมต่อลิตร ผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกไดเ้ท่ากบั 9.04 และ 20.08 กรัมต่อลิตร 

ตามลาํดบั 
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ภาพท่ี 4-32  นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคของการเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบั 

    ต่อเน่ือง 

 

 

 

ภาพท่ี 4-33  ปริมาณการใชน้ํ้าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคของการเพาะเล้ียงแบบหลายกะ 

    ลาํดบัต่อเน่ือง 
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ภาพท่ี 4-34  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียท่ี์ไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคของการเพาะเล้ียงแบบหลายกะ 

    ลาํดบัต่อเน่ือง 

 

 จากตารางท่ี 4-5 พบวา่การเพาะเล้ียงในกะท่ี 1 และ 2 นั้น ผลการทดลองความเขม้ขน้ของ

กรดซคัซินิคไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ได ้50.28 และ 46.64 กรัมต่อลิตร มีผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.45 กรัมต่อกรัมเท่ากนั และมี

อตัราการผลิตกรดซคัซินิคเท่ากบั 2.095 และ 2.103 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามลาํดบั ซ่ึงมีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัผลการทดลองกะ 3 ซ่ึงสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ได ้46.46 กรัมต่อลิตร ผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.41 กรัมต่อกรัม และมีอตัราการผลิต  

กรดซคัซินิคเท่ากบั 1.943 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
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ตารางท่ี 4-5  การผลิตกรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ดว้ยการเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบั 

     ต่อเน่ือง 

 

Fermentation Initial 

glucose 

(g/L) 

Residual 

glucose 

(g/L) 

Succinic 

(g/L) 

Succinic 

Yield 

(g/ g) 

Efficiency 

(%) 

Productivity 

(g/L/h) 

Multiple 

sequential 

batch (I) 

125.77 13.95 50.28±0.38 b 0.45±0 b 67.11±0.51 b 2.10±2.10 b 

Multiple 

sequential 

batch (II) 

125.88 13.53 50.48±0.17 b 0.45±0 b 67.06±0.23 b 2.10±2.10 b 

Multiple 

sequential 

batch (III) 

125.91 12.14 46.64±0.12 a 0.41±0 a 61.18±0.16  a 1.94±1.94 a 

“หมายเหตุ” Multiple sequential batch (I), (II), (III) คือ  การเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบั 

  ต่อเน่ืองกะ 1, 2, 3 

  Initial glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร)  

  Residual glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ (กรัมต่อลิตร)  

  Succinic Yield คือ  ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ป (กรัมต่อกรัม)  

  Efficiency คือ  ประสิทธิภาพการผลิต (%) 

  Productivity คือ  อตัราการผลิตกรดซคัซินิค (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  

 

5.  การศึกษาการใช้กากมันสําปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลติกรดซัคซินิค 

 5 .1  การศึกษาการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยกรดซัลฟิวริก 

 จากการทดลองยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

โดยทดลองท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 100 และ 120  

องศาเซลเซียส ในหมอ้น่ึงความดนัไอสูง เป็นเวลา 30 นาที และใชก้รดซลัฟิวริกท่ีความเขม้ขน้  

0 – 3.0 โมลาร์ พบวา่สามารถยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัใหเ้ป็นนํ้าตาลกลูโคสได ้โดยการยอ่ย 
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กากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสนั้น สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสได้

ในปริมาณท่ีตํ่า เน่ืองจากการยอ่ยใชอุ้ณหภูมิท่ีตํ่า ทาํใหมี้ความร้อนไม่เพียงพอในการช่วยยอ่ย  

กากมนัสาํปะหลงัร่วมกบักรด ในขณะท่ีการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 

ดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดสู้งท่ีสุดคือ 79.17 กรัมต่อลิตร 

และมีปริมาณกากคงเหลือเท่ากบั 15.77 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4-35, 4-36) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-35  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ี 

    ความเขม้ขน้แตกต่างกนัในสภาวะอุณหภูมิแตกต่างกนั  
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ภาพท่ี 4-36  ปริมาณกากคงเหลือจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดซลัฟิวริก 

 

 5.2  การศึกษาการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์  

 จากการทดลองยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร 

โดยใชเ้อนไซมท่ี์แตกต่างกนัคือ เอนไซมเ์ซลลูเลส แอลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลส พบวา่การ

ใชเ้อนไซมเ์ซลลูเลสเพียงชนิดเดียวในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัสามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดใ้น

ปริมาณท่ีตํ่า ซ่ึงไดผ้ลเหมือนกนักบัการใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลส หรือกลูโคอะไมเลสเพียง 

ชนิดเดียวในการยอ่ย เม่ือใชเ้อนไซมท์ั้ง 3 ชนิดในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัพบวา่ สามารถผลิต

นํ้าตาลกลูโคสไดป้ริมาณสูง โดยการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส  

กลูโคอะไมเลสและเซลลูเลส ตามลาํดบั สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดป้ริมาณสูงท่ีสุดคือ 82.37 

กรัมต่อลิตร และมีปริมาณกากคงเหลือเท่ากบั 16.07 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4-37, 4-38)  
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ภาพท่ี 4-37  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมท่ี์แตกต่างกนั 

    ( Ce : เซลลูเลส, A : แอลฟาอะไมเลส, G : กลูโคอะไมเลส) 

 

 
 

ภาพท่ี 4-38  ปริมาณกากคงเหลือจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซม์ 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Ce Ce,A Ce,A,G A,G A G A,G,Ce A,G+Ce

ป
ริม

าณ
น

ํ ้าต
าล

กลู
โส

 (ก
รัม

ต่ อ
ลิต

ร)

ชุดการทดลองยอ่ยดว้ยเอนไซม์

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

Ce A G Ce,A A,G Ce,A,G A,G,Ce A,G+Ce

กา
กค

งเ
ห

ลือ
 (g

/l)

เอนไซม์



97 
 

 จากการทดลองยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดและเอนไซม์  โดยใชก้ากมนัสาํปะหลงั

เขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร (10 กรัมในนํ้า 100 มิลลิลิตร) ท่ีทดลองในขวดรูปชมพู่

ขนาด 250 มิลลิลิตร พบวา่ การใชก้รดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ ในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัท่ี

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดสู้งสุด (79.17 กรัมต่อลิตร) ในขณะท่ี

การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลสและเซลลูเลส ตามลาํดบั 

สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดสู้งสุด (82.37 กรัมต่อลิตร)  

 เม่ือไดส้ภาวะการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดและเอนไซมท่ี์สามารถผลิตนํ้าตาล

กลูโคสไดสู้งท่ีสุดแลว้จึงนาํมาศึกษาตน้ทุนท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการยอ่ย โดยแบ่งเป็นตน้ทุน 

จาก 1. ค่าสารเคมีหรือเอนไซม ์2. ความส้ินเปลืองพลงังาน ผลการวเิคราะห์พบวา่การยอ่ย 

กากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดมีตน้ทุนค่าสารเคมี 0.44 บาท และมีความส้ินเปลืองพลงังาน 1.5 

กิโลวตัต-์ชัว่โมง (ตารางท่ี 4-6) ซ่ึงมีตน้ทุนท่ีตํ่ากวา่การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์แต่มีขอ้เสียคือ นํ้าตาลท่ีได้

จากการยอ่ยดว้ยกรดมีความบริสุทธ์ิตํ่ากวา่การยอ่ยดว้ยเอนไซม ์มีค่าความเป็นกรดสูงซ่ึงเม่ือจะ

นาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกัจะตอ้งส้ินเปลืองสารเคมีในการปรับค่าความเป็น

กรดด่างจาํนวนมาก อีกทั้งเคร่ืองมือและอุปกรณ์ยงัไม่เอ้ืออาํนวยใหส้ามารถผลิตในปริมาณสูง ๆ ได้

ผูว้จิยัจึงเลือกวธีิการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมซ่ึ์งเหมาะสมสาํหรับการวจิยัในคร้ังน้ี 

 

ตารางท่ี 4-6  ตน้ทุนในกระบวนการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงั 

 

การย่อยกากมันสําปะหลงั (10 %w/v) ด้วยกรด ต้นทุน 

-  กรดซลัฟิวริก1 0.44 บาท 

-  ความส้ินเปลืองพลงังาน2 (เวลา 30 นาที) 1.5 กิโลวตัต-์ชัว่โมง 

การย่อยกากมันสําปะหลงั (10 %w/v) ด้วยเอนไซม์  

-  เอนไซม ์(เซลลูเลส, แอลฟาอะไมเลส, กลูโคอะไมเลส)3 7.31 บาท 

-  ความส้ินเปลืองพลงังาน4 (เวลา 47 ชัว่โมง) 84.6 กิโลวตัต-์ชัว่โมง 

“หมายเหตุ” (1) กรดซลัฟิวริก 0.4 โมลาร์  (กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 18 M ราคา 200 บาท/ลิตร) 

(2) หมอ้น่ึงความดนัไอสูง (Auto clave)  Model : WACS-1060 Korea, 230 V., 3000 W. 

(3) เซลลูเลส Biocelle Fuel ราคา 4,870 บาท/ 50 มิลลิลิตร, แอลฟาอะไมเลส GC358 ราคา 195 บาท

ต่อกิโลกรัม, กลูโคอะไมเลส GC147 ราคา 190 บาทต่อกิโลกรัม 

(4) อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) Memmert WNB14 Germany, 230 V., 1800 W. 
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 5.3  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์  

 5.3.1  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 

 จากการทดลองพบวา่ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึนตามระยะเวลาในการยอ่ย โดย

นํ้าตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึนมากในช่วงเวลา 2 ถึง 6 ชัว่โมง และตั้งแต่เวลา 6 ชัว่โมงจนถึงชัว่โมงท่ี 24 

มีระดบันํ้าตาลกลูโคสไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ดงันั้นการยอ่ยกากมนั

สาํปะหลงัเป็นเวลา 6 ชัว่โมง เป็นระยะเวลาท่ีสั้นและเหมาะสมท่ีสุด โดยสามารถผลิตนํ้าตาลได้

เท่ากบั 15.69 กรัมต่อลิตร 

 

 
 

ภาพท่ี 4-39  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

 จากการทดลองพบวา่แป้งมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ ตามระยะเวลาท่ีนานข้ึน โดยท่ีเวลา 

0 ชัว่โมง มีปริมาณแป้งเท่ากบั 30.43 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นปริมาณแป้งในกากมนัสาํปะหลงัท่ีเหลือ

จากกระบวนการสกดัแป้ง ปริมาณแป้งเพิ่มสูงข้ึนมากจากการทาํงานของเอนไซมเ์ซลลูเลสท่ียอ่ย

โครงสร้างพวกเซลลูโลสในกากมนัสาํปะหลงัใหเ้ปิดออก ทาํใหเ้มด็แป้งแตกออกมา จึงมีปริมาณ

เพิ่มสูงข้ึนจนถึงท่ีเวลา 6 ชัว่โมง ซ่ึงเท่ากบั 41.38 กรัมต่อลิตร และหลงัจากชัว่โมงท่ี 6 พบวา่ปริมาณ

แป้งมีระดบัคงท่ีและ มีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) กบัปริมาณแป้งใน

ชัว่โมงท่ี 8  
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ภาพท่ี 4-40  แป้งท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

 จากผลการทดลองพบวา่การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง มีปริมาณกากคงเหลือลดลงเร่ือย ๆ ซ่ึงเป็นผลจากการถูกยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

 
 

ภาพท่ี 4-41  ปริมาณกากคงเหลือท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 
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ภาพท่ี 4-42  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส ปริมาณแป้ง และกากคงเหลือท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนั 

    สาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส  

 

 จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ระยะเวลาในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซม์

เซลลูเลสท่ีเหมาะสมคือ ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง เน่ืองจากเป็นระยะเวลาท่ีมีปริมาณนํ้าตาลกลูโคสอยูใ่น

ปริมาณมากและใชเ้วลานอ้ยในการยอ่ยและหลงัจากเวลาน้ีมีระดบันํ้าตาลกลูโคสคงท่ี ในขณะ

ปริมาณแป้งก็เพิ่มสูงข้ึนไปจนถึงท่ีเวลา 6 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจะมีระดบัคงท่ี 

 

 5.3.2  การศึกษาเวลาทีเ่หมาะสมในการย่อยกากมันสําปะหลงัด้วยเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 

1.  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคส 

 จากผลการทดลองพบวา่ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสเพิ่มสูงข้ึนมากจากชัว่โมงท่ี 0 จนถึง

ชัว่โมงท่ี 10 โดยมีปริมาณนํ้าตาลกลูโคสเท่ากบั 51.3 กรัมต่อลิตร และหลงัจากชัว่โมงท่ี 10 พบวา่

ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสมีระดบัคงท่ีและมีค่าไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)  

กบัชัว่โมงท่ี 12 
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ภาพท่ี 4-43  ปริมาณนํ้าตาลกลูโคสจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

 

2.  ค่าสมมูลเด็กโตส หรือ ค่า DE 

 จากผลการทดลองพบวา่ ค่า DE แปรผนัตามปริมาณนํ้าตาลกลูโคส โดยมีค่าเพิ่มสูงข้ึน

เร่ือย ๆ ตามระยะเวลาท่ีนานข้ึน ซ่ึงเพิ่มสูงข้ึนไปถึงท่ีเวลา 10 ชัว่โมง และมีระดบัคงท่ีค่อนขา้งคงท่ี 

 

 

 

ภาพท่ี 4-44  ค่า DE (%) จากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 
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 จากผลการทดลองการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสหลงัจากผา่น

การยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสและแอลฟาอะไมเลสแลว้ พบวา่ระยะเวลาท่ีเหมาะสมซ่ึงเป็นเวลา 

ท่ีสั้นท่ีสุดและสามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดสู้งคือ ท่ีเวลา 10 ชัว่โมง ซ่ึงมีนํ้าตาลกลูโคสเท่ากบั 

51.3 กรัมต่อลิตร และมีค่า DE ร้อยละ 83.55 

 

5.4  การผลติกรดซัคซินิคจากกากมันสําปะหลงั 

 การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงัเป็นการทดลองเพาะเล้ียงแบคทีเรีย

ท่ีสามารถคดัแยกไดจ้ากกระเพาะกระบือโดยใชแ้หล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกัจากนํ้าตาลท่ีได้

จากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมใ์นสภาวะท่ีใหผ้ลการทดลองท่ีเหมาะสมท่ีสุด ในสภาวะ

การผลิตกรดซคัซินิคจะเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง โดยใชส้ภาวะเช่นเดียวกบัการผลิต

จากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั โดยทาํการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังท่ี 1 เป็นระยะเวลา 

24 ชัว่โมง จากนั้นทาํการถ่ายนํ้าหมกัออก เหลือไวเ้พียง 200 มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 5  

โดยปริมาตรต่อปริมาตรของ 4 ลิตร) เพื่อใชเ้ป็นหวัเช้ือเร่ิมตน้ของการเพาะเล้ียงแบบกะคร้ังต่อไป  

จากนั้นเติมอาหารชุดใหม่ท่ีส่วนประกอบและความเขม้ขน้เท่าเดิม ปริมาตร 3,800 มิลลิลิตร 

เพาะเล้ียงตามปกติ เม่ือครบตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงท่ีกาํหนดจึงทาํซํ้ าอีก 1 คร้ัง (รวมทั้งส้ิน 3 

คร้ัง) 

 จากผลการทดลอง (ภาพท่ี 4-45) แสดงใหเ้ห็นวา่ในการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 1 แบคทีเรียมีการ

เจริญไดอ้ยา่งรวดเร็วตั้งแต่เวลา 0 – 12 ชัว่โมง มีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงท่ีสุดเท่ากบั 3.55 กรัมต่อลิตร 

ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้เท่ากบั 110.08 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 4-46) และลดลงเร่ือย ๆ 

จนตํ่าสุดเท่ากบั 24.89 กรัมต่อลิตร จากกราฟจะสังเกตไดว้า่ กรดซคัซินิคมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ 

และสูงท่ีสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 37.92 กรัมต่อลิตร มีกรดแลกติกและกรดอะซิติกเท่ากบั 

12.84 และ 20.13 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ภาพท่ี 4-47) (ส้ินสุดการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 1) หลงัจากนั้น

เม่ือทาํการเปล่ียนอาหารเพื่อเขา้สู่การเพาะเล้ียงแบบกะ คร้ังท่ี 2 พบวา่ เซลลมี์การเจริญเป็น

แนวโนม้เดียวกนักบัการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 1 โดยมีนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.05 กรัมต่อลิตรท่ี

เวลา 12 ชัว่โมง ปริมาณนํ้าตาลลดลงอยา่งรวดเร็วและมีค่าตํ่าสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 31.43 

กรัมต่อลิตร และการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 2 สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งสุดเท่ากบั 43.38 กรัมต่อลิตร 

ผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกได ้13.74 และ 21.47 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั (ส้ินสุดการเพาะเล้ียง

คร้ังท่ี 2) หลงัจากนั้นเม่ือทาํการเปล่ียนอาหารเพื่อเขา้สู่การเพาะเล้ียงแบบกะ คร้ังท่ี 3 พบวา่ผลการ

ทดลองท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบัผลการเพาะเล้ียงคร้ังท่ี 2 โดยนํ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 3.88 

กรัมต่อลิตร มีปริมาณนํ้าตาลคงเหลือตํ่าสุดเท่ากบั 32.45 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตกรดซคัซินิค
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ไดสู้งสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 46.26 กรัมต่อลิตร ผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติกไดเ้ท่ากบั 

16.03 และ 21.34 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

 

 
 

ภาพท่ี 4-45  นํ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงั 
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ภาพท่ี 4-46  ปริมาณการใชน้ํ้าตาลท่ีไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงั 

 

 
 

ภาพท่ี 4-47  ผลิตภณัฑก์รดอินทรียท่ี์ไดจ้ากการผลิตกรดซคัซินิคจากกากมนัสาํปะหลงั 
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 จากตารางท่ี 4-6 จะเห็นไดว้า่การเพาะเล้ียงกะท่ี 1 สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดเ้ท่ากบั 

37.93 กรัมต่อลิตร มีผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.45 กรัมต่อกรัม และมีอตัราการ

ผลิตเท่ากบั 1.580 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงมีความแตกต่างกนักบัการเพาะเล้ียงในกะท่ี 2 และ 3  

ท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่เท่ากบั 43.38 และ 46.27 กรัมต่อลิตร มีผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใช้

ไปเท่ากบั 0.57 และ 0.61 กรัมต่อกรัม และมีอตัราการผลิตเท่ากบั 1.808 และ 1.928 กรัมต่อลิตรต่อ

ชัว่โมง ตามลาํดบั 

 

ตารางท่ี 4-7  การผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยแบคทีเรีย 

     หมายเลข 37 โดย การเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง  

 

Fermentation 

Initial 

glucose 

(g/L) 

Residual 

glucose 

(g/L) 

Succinic 

(g/L) 

Succinic 

Yield 

(g/ g) 

Efficiency 

(%) 

Productivity 

(g/L/h) 

Multiple 

sequential 

batch (I) 

110.09 24.89 37.93±0.32 a 0.45±0 a 66.44±0.56 a 1.58±0.01 a 

Multiple 

sequential 

batch (II) 

107.89 31.43 43.38±0.34 b 0.57±0 b 84.68±0.66 b 1.81±0.01 b 

Multiple 

sequential 

batch (III) 

108.1 32.45 46.27±0.16 c 0.61±0 c 91.28±0.32 c 1.92±0.01 c 

“หมายเหตุ” Multiple sequential batch (I), (II), (III) คือ การเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบั 

  ต่อเน่ืองกะท่ี 1, 2, 3 

  Initial glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร)  

  Residual glucose คือ  ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ (กรัมต่อลิตร)  

  Succinic Yield คือ  ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ป (กรัมต่อกรัม)  

  Efficiency คือ  ประสิทธิภาพการผลิต (%) 

  Productivity คือ  อตัราการผลิตกรดซคัซินิค (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  
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บทที่ 5 

อภปิรายและสรุปผล 

 

อภิปรายผล 

1.  การศึกษาการคัดแยกแบคทเีรียจากกระเพาะกระบือทีส่ามารถผลติกรดซัคซินิคได้ 

 การผลิตกรดซคัซินิคทางชีวภาพ สามารถผลิตโดยอาศยักระบวนการหมกัแบบไร้

ออกซิเจนของแบคทีเรียท่ีสามารถคดัแยกไดจ้ากธรรมชาติ เช่น จากกระเพาะของสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองเป็น

ส่วนใหญ่ โดยงานวจิยัน้ีไดค้ดัแยกแบคทีเรียจากกระเพาะของกระบือ โดยการเก็บตวัอยา่งของเหลว

ในกระเพาะหมกัหรือกระเพาะส่วนรูเมนมาทาํเพาะเล้ียงในสภาวะไร้ออกซิเจน จากการทดลอง

พบวา่ มีแบคทีเรียทั้งหมด 46 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจนและมีแบคทีเรีย  

เพียง 30 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญและเปล่ียนสีของอาหาร Screening agar จากสีเขียวเป็นสีเหลือง 

ซ่ึงแสดงวา่ มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรียไ์ด ้ดงันั้นสามารถคดัแยกแบคทีเรียไดจ้าํนวน  

30 ไอโซเลตเพื่อนาํทดสอบการผลิตกรดซคัซินิค 

 การทดสอบการผลิตกรดซคัซินิคของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้เร่ิมตน้จากการทดสอบใน

ขวดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร โดยทาํการเพาะเล้ียงในสภาวะไร้ออกซิเจน ผลการทดลองพบวา่ 

สามารถคดัแยกแบคทีเรียไดจ้าํนวน 4 ไอโซเลต จากจาํนวนทั้งส้ิน 46 ไอโซเลต คือแบคทีเรีย

หมายเลข 12, 28, 35 และ 37 ท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นปริมาณสูง (1.39, 1.32, 1.33 และ 

1.36 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั) จากนั้นจึงนาํมาทดสอบในขวดรูปชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร โดย  

ทาํการเพาะเล้ียงในสภาวะไร้ออกซิเจนเช่นเดียวกนั ทั้งน้ีแบคทีเรียต่างชนิดกนัมีความสามารถใน

การผลิตกรดซคัซินิคไดต้่างกนั โดยผลการทดลองพบวา่แบคทีเรียหมายเลข 37 สามารถผลิต 

กรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดและหมายเลข 35, 28 และ 12 สามารถผลิตไดเ้ป็นลาํดบัรองลงมา (2.88, 

 1.91, 1.45 และ 1.24 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั) เม่ือจาํแนกชนิดของแบคทีเรียหมายเลข 37 พบวา่เป็น 

Enterobacter xiangfangensis ซ่ึงจดัเป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้ซ่ึงยงัไม่

พบรายงานการวจิยัท่ีใชแ้บคทีเรียชนิดน้ีในการผลิตกรดซคัซินิค ดงันั้นจึงเลือกแบคทีเรียหมายเลข 

37 มาทาํการศึกษาวจิยัในลาํดบัถดัไป 

 

 



107 
 

2.  การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการผลติกรดซัคซินิคของแบคทเีรียทีค่ัดแยกได้ 

 สภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมกั เช่น อตัราการเจริญ แหล่งไนโตรเจน แหล่ง

คาร์บอน แหล่งแร่ธาตุ และอ่ืน ๆ เป็นปัจจยัสาํคญัท่ีส่งเสริมใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้น

ปริมาณสูง การผลิตกรดอินทรียอ่ื์น ๆ ท่ีเป็นผลพลอยได ้(By-products) เช่น กรดแลกติก  

กรดอะซิติก ใหมี้ผลผลิตไดใ้นปริมาณท่ีตํ่า จึงจาํเป็นตอ้งศึกษาหาอตัราการเจริญของแบคทีเรีย

หมายเลข 37 ผลการทดลองปรากฎวา่แบคทีเรียหมายเลข 37 สามารถเจริญไดดี้และเจริญอยา่ง

รวดเร็วตั้งแต่เร่ิมตน้จนถึงเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจนถึงส้ินสุดการทดลองมีแนวโนม้คงท่ี  

โดยท่ีเวลา 24 ชัว่โมง สามารถผลิตกรดซคัซินิคได ้6.74 กรัมต่อลิตร และหลงัจากชัว่โมงท่ี 24  

เป็นตน้ไป พบวา่ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<.05) 

(ภาคผนวก ค) ในขณะท่ีกรดแลกติกและกรดอะซิติกมีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงเป็นผลจากสภาวะ 

ไร้ออกซิเจนของการเพาะเล้ียงท่ีมีคาร์บอนไดออกไซดไ์ม่เพียงพอ ดงันั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสม 

ในการหมกัคือ 24 ชัว่โมง เน่ืองจากสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งและเม่ือระยะเวลาการหมกั

เพิ่มข้ึนก็ไม่ส่งผลใหค้วามเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคเพิ่มสูงข้ึนดว้ย 

 การศึกษาหาแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรีย

หมายเลข 37 พบวา่การใชย้สีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมีประสิทธิภาพ สามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดสู้งท่ีสุด คือ 5.01 กรัมต่อลิตร สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Liu et al. (2008) ท่ีผลิตกรดซคัซินิคดว้ย 

A. succinogenes CGMCC1593 ซ่ึงพบวา่ ยสีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดสู้งท่ีสุด ซ่ึงเป็นผลมาจากยสีตส์กดัอุดมไปดว้ยสารอาหาร โปรตีน แร่ธาตุ วติามินและ

องคป์ระกอบอ่ืน ๆ ท่ีส่งเสริมใหแ้บคทีเรียหมายเลข 37 สามารถเจริญไดดี้และผลิตกรดซคัซินิค 

ไดป้ริมาณสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกบัแหล่งไนโตรเจนอ่ืน ๆ ทั้งชนิดท่ีเป็นสารอินทรียแ์ละอนินทรีย์ 

ในการทดลอง และแหล่งไนโตรเจนท่ีสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นลาํดบัรองลงมาคือ ทริปโตน 

มอตล์สกดั แอมโมเนียมคลอไรด ์แอมโมเนียมฟอสเฟต แอมโมเนียมซลัเฟต ตามลาํดบั  

 เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองระหวา่งการผลิตกรดซคัซินิคของเช้ือมาตรฐาน  

(A. succinogenes ATCC55618) กบัแบคทีเรียหมายเลข 37 ท่ีคดัแยกไดน้ั้น พบวา่เช้ือมาตรฐาน

สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่แบคทีเรียหมายเลข 37 คือ 6.98 และ 5.01 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั 

และผลิตกรดแลกติกและกรดอะซิติก ได ้1.09 และ 1.05 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ซ่ึงเป็นปริมาณท่ี
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นอ้ยเม่ือเทียบกบัแบคทีเรียหมายเลข 37 ท่ีผลิตได ้2.85 และ 0.99 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั แสดงให้

เห็นวา่แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดน้ั้นสามารถผลิตกรดอินทรียไ์ดห้ลากหลาย ในปริมาณท่ีแตกต่างกนั 

ขณะท่ีเช้ือมาตรฐานไดผ้า่นการพฒันาปรับปรุงสายพนัธ์ุใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่ 

กรดอินทรียอ่ื์น ๆ 

 แหล่งคาร์บอนนบัเป็นปัจจยัสาํคญัสาํหรับกระบวนการผลิตกรดซคัซินิค นอกจากจะเป็น

แหล่งอาหารของแบคทีเรียในการผลิตแลว้ยงัจดัเป็นตน้ทุนท่ีสาํคญัอีกดว้ย โดยการทดลองการผลิต

กรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 โดยใชแ้หล่งคาร์บอนคือ กลูโคสแบบผงสาํหรับงานวจิยั  

กลีเซอรอลสาํหรับงานวจิยั (Anestis et al., 2011; Sasithorn & Tawiwan, 2015) และนํ้าตาลท่ีไดจ้าก

การยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั ผลการทดลองขา้งตน้ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัรายงานการวจิยัของ Isar et al. 

(2006) ท่ีพบวา่ นํ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีทาํใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่การใช้

กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ในขณะท่ีการใชน้ํ้าตาลจากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงัสามารถผลิต

กรดซคัซินิคไดสู้งท่ีสุดเม่ือเทียบกบัแหล่งคาร์บอนอ่ืน ๆ ในการทดลอง เน่ืองจากนํ้าตาลจากการ

ยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงัประกอบไปดว้ยกลูโคสเป็นส่วนใหญ่และยงัมีสารอาหาร เช่น โปรตีน 

วติามิน แร่ธาตุอ่ืน ๆ คงเหลือจากกระบวนการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงั จึงส่งผลใหแ้บคทีเรียมีการ

เจริญดีและสามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้ง 

 ในระหวา่งกระบวนการหมกัจะเกิดผลิตภณัฑก์รดอินทรียเ์ป็นปริมาณท่ีเพิ่มสูงข้ึน ส่งผล

ใหค้่าความเป็นกรดด่างลดลง จึงจาํเป็นตอ้งใชแ้หล่งคาร์บอเนตในกระบวนการหมกัดว้ยเพื่อ

ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีเหมาะสม อีกทั้งคาร์บอเนตยงัสามารถแตกตวัให้

คาร์บอนไดออกไซดซ่ึ์งจะส่งผลใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดใ้นปริมาณสูงและเกิดผลิตภณัฑ์

กรดอินทรียอ่ื์น ๆ ท่ีไม่ตอ้งการในปริมาณนอ้ย ผลการทดลองปรากฏวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคได้

สูงสุด มาจนตํ่าสุด จากการใชแ้หล่งคาร์เนตคือ แมกนีเซียมคาร์บอเนต โซเดียมไฮโดรเจน

คาร์บอเนต โซเดียมคาร์บอเนต และแมกนีเซียมไดไฮโดรเจนคาร์บอเนต ตามลาํดบั ซ่ึงใหผ้ล

เช่นเดียวกบังานวจิยัของ Li et al. (2011) ท่ีใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนตในการหมกั สามารถผลิตกรด

ซคัซินิคไดสู้งสุด ซ่ึงพบวา่ แมกนีเซียมคาร์บอเนตนอกจากจะทาํหนา้ท่ีในการควบคุมระดบั 
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ค่าความเป็นกรดด่างและแตกตวัใหค้าร์บอนไดออกไซดแ์ลว้ แมกนีเซียมยงัเป็นปัจจยัร่วม 

(Cofactor) สาํหรับ PEP carboxykinase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์สาํคญัท่ีใชใ้นการสังเคราะห์กรดซคัซินิค

ของแบคทีเรีย (Bazaes et al., 2007) 

 

3.  การศึกษาการผลติกรดซัคซินิคแบบกะ (Batch) ในถังหมักขนาด 5 ลติร 

 การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคแบบกะในถงัหมกัเพื่อขยายขนาดการผลิต โดยให้

สามารถควบคุมสภาวะการหมกัท่ีเหมาะสมได ้โดยทาํการทดลองท่ีแตกต่างกนั 4 ถงัหมกั ผลการ

ทดลองในตารางท่ี 4-4  ปรากฎวา่แบคทีเรียหมายเลข 37 สามารถใชน้ํ้าตาลเร่ิมตน้ในระดบั 

ปานกลาง (63.89 กรัมต่อลิตร) ไดดี้ โดยมีผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเท่ากบั 0.66  

กรัมต่อกรัม (ถงัหมกั 1) และเม่ือทดลองปรับเพิ่มความเขม้ขน้ของปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้  

ความเขม้ขน้องคป์ระกอบของอาหาร และการกวนผสม พบวา่สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งข้ึน

เท่ากบั 53.66 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากแบคทีเรียมีอาหารและปัจจยัในการเจริญมากข้ึน จึงส่งผลให้

สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งข้ึน อีกทั้งการเพิ่มอตัราการกวนผสมทาํใหใ้บกวนหมุนตีฟอง  

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดใ์หแ้ตกเป็นฟองขนาดเล็กซ่ึงแบคทีเรียสามารถนาํมาใชไ้ดดี้ข้ึน และยงัทาํ

ใหอ้าหารเล้ียงเช้ือเกิดการกวนผสมไดม้ากข้ึน ส่งผลใหแ้บคทีเรียไดรั้บสารอาหารไดดี้ข้ึนใน

ระหวา่งกระบวนการหมกัซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Isar et al. (2006) นอกจากน้ียงัมีรายงาน

ของ Moon and Parulekar (1991); Hameed et al. (1999) ท่ีพบวา่อตัราการกวนผสมเป็นปัจจยัสาํคญั

ในระหวา่งกระบวนการหมกั เม่ือพิจารณาจากผลผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปแลว้พบวา่

แบคทีเรียสามารถเปล่ียนนํ้าตาลเป็นกรดซคัซินิคไดไ้ม่สูงเท่าท่ีควร (0.55 กรัมต่อกรัม) (ถงัหมกั 2) 

จึงนาํมาสู่การทดลองเพิ่มความเขม้ขน้องคป์ระกอบของอาหาร และปรับอตัราการกวนผสม  

ใหสู้งข้ึน เพื่อตอ้งการใหเ้กิดอตัราการผลิตกรดซคัซินิคท่ีเพิ่มสูงข้ึน (ถงัหมกั 3) ปรากฎวา่ อตัราการ

ผลิตกรดซคัซินิคต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปเพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอ้ย (0.58 กรัมต่อกรัม) ทั้งน้ีเป็นผลจากความ

เขม้ขน้ของนํ้าตาลเร่ิมตน้ท่ีมีปริมาณสูง ซ่ึงตรงกบัรายงานของ Urbance et al. (2004) ท่ีพบวา่กรด 

ซคัซินิคท่ีไดล้ดลงเม่ือใชค้วามเขม้ขน้นํ้าตาลเร่ิมตน้สูงกวา่ 60 กรัมต่อลิตร ในการหมกัดว้ย  

 A. succinogenes. ขณะท่ีประสิทธิภาพการผลิตเพิ่มสูงข้ึนเท่ากบัร้อยละ 87.23±0.13  

 เม่ือพิจารณาผลการทดลองถงัหมกั 4 ท่ีมีการเพิ่มปริมาณหวัเช้ือเป็นร้อยละ 10  
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โดยปริมาตรต่อปริมาตร ส่งผลใหป้ริมาณเซลลเ์พิ่มสูงข้ึนทาํใหช่้วงระยะเวลาในการผลิต 

กรดซคัซินิคนั้นสั้นลงจากชัว่โมงท่ี 24 มาเป็นชัว่โมงท่ี 20 โดยมีความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคตํ่าลง

เท่ากบั 46.83±3.95 กรัมต่อลิตร (ตารางท่ี 4-4) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Agarwal et al. (2007) 

ท่ีพบวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของหวัเช้ือใหสู้งข้ึน ส่งผลใหร้ะยะเวลาในการหมกัลดลง และ 

ไม่ส่งผลดีต่อการผลิตกรดซคัซินิคเน่ืองจากองคป์ระกอบของอาหารและธาตุอาหารท่ีจาํเป็นสาํหรับ

การหมกันั้นถูกใชห้มดอยา่งรวดเร็ว 

 

4.  การศึกษาเทคนิคการเพาะเลีย้งแบบหลายกะลาํดับต่อเน่ือง (Multiple sequential batch) ในถัง

หมักขนาด 5 ลติร 

 การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 

โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง เพื่อศึกษาความแตกต่างกนัของผลผลิต 

กรดซคัซินิคท่ีไดใ้นแต่ละกะ โดยอาศยัการต่อเช้ือจากกะเดิม มาใชเ้ป็นหวัเช้ือใหก้ะต่อไป ซ่ึงผล

การทดลองขา้งตน้ (ตารางท่ี 4-5) แสดงใหเ้ห็นวา่กะ 1 และ 2 นั้น มีผลการทดลองไปในทิศทาง

เดียวกนั แต่ปรากฎวา่ใหผ้ลการทดลองท่ีมีแตกต่างกนักบักะท่ี 3 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)  

การเพาะเล้ียงกะ 3 นั้นใหผ้ลผลิตกรดซคัซินิคท่ีตํ่ากวา่เล็กนอ้ยเน่ืองมาจากประสิทธิภาพท่ีลดลงและ

อายขุองเซลลแ์บคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึนซ่ึงผา่นการเพาะเล้ียงมาแลว้ 2 กะ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จึงเป็น

สาเหตุท่ีส่งผลลดลงต่อการผลิตกรดซคัซินิค 

 

5.  การศึกษาการใช้กากมันสําปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลติกรดซัคซินิค 

 การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยกรดซลัฟิวริกท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั และยอ่ยท่ี

อุณหภูมิแตกต่างกนั ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่อุณหภูมิเป็นปัจจยัสาํคญัท่ีส่งผลต่อการยอ่ย  

กากมนัสาํปะหลงั โดยการใชอุ้ณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส กรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 0.4 โมลาร์ สามารถ

ผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดสู้งท่ีสุดคือ 79.17 กรัมต่อลิตร เม่ือใชก้รดซลัฟิวริกท่ีความเขม้ขน้มากกวา่ 0.4  

โมลาร์ ในการยอ่ยพบวา่ทาํใหป้ริมาณนํ้าตาลกลูโคสลดลง และสารละลายท่ีไดจ้ะเปล่ียนเป็น 

สีนํ้าตาลเขม้ เน่ืองจากเกิดผลิตภณัฑอ่ื์นท่ีไม่ตอ้งการ ซ่ึงพบวา่สีนํ้าตาลเขม้ท่ีเกิดข้ึนนั้นเป็นผล  

มาจากการยอ่ยดว้ยกรดท่ีมีความเขม้ขน้สูง ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยาเคมีอ่ืน ๆ ก่อใหเ้กิดผลิตภณัฑท่ี์ 
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ไม่ตอ้งการ เช่น เฟอฟิวรัล (Furfural) ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกบั Zhang et al. (2013) ท่ีรายงานวา่เม่ือ

อุณหภูมิและความเขม้ขน้ของกรดซลัฟิวริกท่ีใชเ้พิ่มสูงข้ึน ส่งผลต่อประสิทธิภาพการยอ่ย 

กากมนัสาํปะหลงั และเกิดเฟอฟิวรัลเพิ่มสูงข้ึนเช่นเดียวกนั 

 การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลสและเซลลูเลส 

ตามลาํดบั สามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดป้ริมาณสูงท่ีสุดคือ 82.37 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นผลมาจาก

การทาํงานของเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส และกลูโคอะไมเลสท่ียอ่ยเมด็แป้งท่ีเกาะอยูบ่ริเวณนอก

เส้นใยของกากมนัสาํปะหลงัใหก้ลายเป็นนํ้าตาลกลูโคสส่วนหน่ึง และการทาํงานของเอนไซม์ 

เซลลูเลสไดย้อ่ยเส้นใยเซลลูโลส ทาํใหเ้มด็แป้งท่ีอยูด่า้นในเส้นใยหลุดออก เป็นผลใหแ้ป้ง 

ถูกเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสยอ่ยกลายเป็นนํ้าตาลไดอี้ก 

 เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพและตน้ทุนในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัระหวา่งการยอ่ย

ดว้ยกรดและเอนไซมแ์ลว้ พบวา่การยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ป็นวธีิท่ีมีประสิทธิภาพ แต่มีตน้ทุนท่ีสูงกวา่

การยอ่ยดว้ยกรด ทั้งน้ีเม่ือพิจารณาถึงการนาํนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยไปใชป้ระโยชน์ในการ

เพาะเล้ียงแบคทีเรียแลว้ นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยดว้ยเอนไซมมี์ความเหมาะสมกวา่ ทั้งดว้ยความ

บริสุทธ์ิของผลิตภณัฑท่ี์สูง นาํไปใชไ้ดง่้าย และไดม้าจากวธีิการทางชีวภาพ ดงันั้นจึงเลือกใชว้ธีิการ

ยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมม์าใชใ้นการวจิยัต่อไป 

 การยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมต์อ้งใชร้ะยะเวลายาวนานซ่ึงเป็นการส้ินเปลือง

เวลาและพลงังาน เป็นการเพิ่มตน้ทุนในกระบวนการผลิต (Teerapatr, Lerdluk, & Laaied, 2006) 

ทาํใหเ้กิดการศึกษาการลดระยะเวลาการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส ซ่ึงผลการ

ทดลอง (ภาพท่ี 4-40) ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสคือ ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 

เน่ืองจากเป็นสามารถผลิตนํ้าตาลกลูโคสไดใ้นปริมาณสูงและหลงัจากเวลาน้ีระดบันํ้าตาลกลูโคส

คงท่ีไปจนส้ินสุดการทดลอง 

 จากผลการทดลองการหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซม์

กลูโคอะไมเลสหลงัจากผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นเวลา 6 ชัว่โมงและแอลฟาอะไมเลส

เป็นเวลา 3 ชัว่โมงแลว้ พบวา่ระยะเวลาท่ีเหมาะสมคือ ท่ีเวลา 10 ชัว่โมง ซ่ึงสามารถผลิตนํ้าตาล

กลูโคสไดใ้นปริมาณสูงและพิจารณาจากค่า DE แลว้ พบวา่หลงัจากชัว่โมงท่ี 10 ค่า DE คงท่ี  
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ซ่ึงแสดงวา่ไม่มีการเปล่ียนแป้งเป็นนํ้าตาลกลูโคสแลว้ ดงันั้นจึงไดส้ภาวะการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงั

ดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นเวลา 6 ชัว่โมง แอลฟาอะไมเลสเป็นเวลา 3 ชัว่โมง และเอนไซม์ 

กลูโคอะไมเลส เป็นเวลา 10 ชัว่โมง เพื่อใหไ้ดน้ํ้าตาลจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัไปใชใ้นการ

ผลิตกรดซคัซินิค 

 

 การผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยแบคทีเรีย

หมายเลข 37 โดยการเพาะเล้ียงแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง แสดงใหเ้ห็นวา่สามารถผลิต 

กรดซคัซินิคจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัได ้และเม่ือเปรียบเทียบกบัการผลิตกรดซคัซินิคจาก

แหล่งทรัพยากรหมุนเวยีนท่ีทดแทนได ้จะเห็นไดว้า่กากมนัสาํปะหลงัสามารถใชเ้ป็นแหล่ง

คาร์บอนในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (ตารางท่ี 5-1) 

 

 ผลการทดลองการผลิตกรดซคัซินิคจากแบคทีเรียหมายเลข 37 ดว้ยสภาวะท่ีแตกต่างกนั

ตั้งแต่เร่ิมตน้จนส้ินสุดการทดลองแสดงดงัตารางท่ี 5-2 สังเกตเห็นไดว้า่เม่ือทาํการขยายขนาด  

การผลิตข้ึน สามารถผลิตกรดซคัซินิคไดป้ริมาณมาก ผลผลิตต่อนํ้าตาลท่ีใชไ้ปและอตัราการผลิต  

กรดซคัซินิคเพิ่มสูงข้ึน ซ่ึงเป็นผลจากสภาวะในการหมกัท่ีมีประสิทธิภาพมากข้ึน เห็นไดว้า่ 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นปัจจยัสาํคญัในการผลิตกรดซคัซินิค เม่ือมีการเติมตอนเร่ิมตน้การผลิต

ในขวดรูปชมพูแ่ละเติมอยา่งต่อเน่ืองในถงัหมกัจนส้ินสุดระยะเวลาการหมกัส่งผลใหส้ามารถผลิต 

กรดซคัซินิคไดสู้งข้ึนตามลาํดบั ปัจจยัองคป์ระกอบในสูตรอาหาร แร่ธาตุ วติามินท่ีเพียงพอและการ

กวนผสมท่ีเหมาะสมก็ส่งผลในทิศทางเดียวกนัใหไ้ดผ้ลผลิต อตัราการผลิตท่ีเพิ่มสูงข้ึน และการใช้

นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมกั สามารถผลิต 

กรดซคัซินิคไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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ตารางท่ี 5-1  เปรียบเทียบการผลิตกรดซคัซินิคจากแหล่งทรัพยากรหมุนเวยีนท่ีทดแทนได้ 

 

Renewable 

resources 
Strains Methods 

Succinic 

(g/L) 

Succinic 

Yield 

(g/g) 

Productivity 

(g/L/h) 
References 

Sake lees A. succinogenes 130Z Batch 48.00 0.75 0.94 Chen et al., 2010 

Corn fiber A. succinogenes FZ6 Batch 70.60 0.88 0.70 
Guettler et al., 

1996 

Whey A. succinogenes 130Z Batch 21.50 0.57 0.44 Wan et al., 2008 

Wood 

hydrolyzate 
A. succiniciproducens Batch 24.00 0.88 0.74 Lee et al., 2003 

Cane 

molasses 
E. coli W3110 Batch 26.00 0.52 0.87 

Agarwal et al., 

2007 

Corn stover A. succinogenes Fed-batch 53.20 0.83 1.21 
Zheng et al., 

2009 

Starch 

hydrolysis 
SA 37 Batch 46.83 0.49 2.34 This study 

Starch 

hydrolysis 
SA 37 

Multiple 

sequential 

batch 

49.13 0.44 2.05 This study 

Cassava 

pulp 
SA 37 Batch 46.27 0.61 1.93 This study 

Cassava 

pulp 
SA 37 

Multiple 

sequential 

batch 

42.53 0.54 1.77 This study 
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สรุปผลการวจิัย 

 1.  สามารถคดัแยกแบคทีเรียหมายเลข 37 จากกระเพาะกระบือท่ีมีความสามารถในการ

ผลิตกรดซคัซินิคได ้

 2.  การผลิตกรดซคัซินิคดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ตอ้งอาศยัสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

เพาะเล้ียง ซ่ึงยสีตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนอินทรียท่ี์ส่งผลดีต่อเซลล ์และสามารถผลิตกรดซคัซินิค

ไดสู้ง ในขณะท่ีนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงัสามารถนาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้

และการใชแ้มกนีเซียมคาร์บอเนตเป็นองคป์ระกอบในสูตรอาหารทาํใหส้ามารถควบคุมค่า  

ความเป็นกรดด่างในระหวา่งกระบวนการหมกัและยงัส่งผลดีต่อการผลิตกรดซคัซินิคซ่ึงสามารถ

ผลิตไดเ้ท่ากบั 10.59 กรัมต่อลิตร 

 3.  การปรับสูตรอาหารและสภาวะการผลิตกรดซคัซินิคในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ทาํให้

สามารถควบคุมสภาวะการหมกัไดดี้ข้ึน ส่งผลใหส้ามารถผลิตกรดซคัซินิคไดสู้งกวา่การเพาะเล้ียง

ในขวดรูปชมพู่ 

 4.  กากมนัสาํปะหลงัสามารถนาํมาใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดซคัซินิคได้  

 

ข้อเสนอแนะ 

 1.  การคดัแยกแบคทีเรียในการศึกษาน้ีทาํการเก็บตวัอยา่งจากกระเพาะกระบือเพียง 1 ตวั

เท่านั้น ควรมีการทดลองต่อไปซ่ึงเก็บตวัอยา่งจากกระบือหลาย ๆ ตวั เพื่อใหเ้กิดความหลากหลาย

ของแบคทีเรียท่ีคดัแยกได ้

 2.  ควรจดัเตรียมก๊าซคาร์บอนไดออกไซดไ์วส้าํรองดว้ย เพื่อใชใ้นการเพาะเล้ียงอยา่ง

ต่อเน่ือง เน่ืองจากในการทดลองใชก้๊าซคาร์บอนไดออกไซดจ์าํนวนมาก  

 3.  การศึกษาการผลิตกรดซคัซินิคดว้ยกระบวนการหมกั แบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ืองใน

การทดลองคร้ังน้ีทาํดว้ยกนั 3 กะ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ควรเพิ่มการเพาะเล้ียงใหมี้จาํนวนหลายกะ

มากยิง่ข้ึนเพื่อศึกษาผลการทดลองอ่ืน ๆ ท่ีเป็นไปได้ 

 4.  กากมนัสาํปะหลงัท่ีใชใ้นการทดลองเม่ือไดน้าํมาแลว้ควรเตรียมและเก็บในภาชนะท่ี

มิดชิด เพื่อป้องกนัความช้ืนและแมลงมากดักิน 
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 5.  ควรมีวสัดุ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือในการวเิคราะห์ท่ีดี มีคุณภาพและเพียงพอในการ

ทดลองคร้ังต่อไป ในงานวจิยัคร้ังน้ีมีการดดัแปลง ปรับเปล่ียนอุปกรณ์ท่ีมีใหส้ามารถใชง้านตาม

ความตอ้งการได ้เน่ืองจากอุปกรณ์มีจาํกดั 
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ตารางท่ี 5-3  การผลิตกรดซคัซินิคจากแบคทีเรียหมายเลข 37 ดว้ยสภาวะท่ีแตกต่างกนั 

 

Fermentation 

Initial 

glucose 

Residual 

glucose 

Glucose 

consumed 

Cell 

Biomass 

Specific 

growth rate  
Succinic 

Yield/ 

biomass 

Succinic 

Yield 
Efficiency Productivity 

Time 

(at) 

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (µmax) (h
-1) (g/L) (g/ g) (g/ g) (%) (g/ L/ h) (h) 

Vial  20.00 NA 20.00 NA NA 1.37  NA 0.07 10.20 0.06 24 

 Flask no CO2 20.00 NA 20.00 NA NA 2.88  NA 0.14 21.51 0.12 24 

 Flask + CO2 20.72 5.64 15.08 2.89 0.06 6.74 2.33 0.45 66.71 0.28 24 

 Flask + GSH 24.01 2.55 21.46 4.09 0.19 11.80 2.89 0.55 82.07 0.49 24 

Batch 1 63.89 6.59 57.30 4.08 0.17 37.74 9.25 0.66 98.30 1.35 28 

Batch 2 120.49 23.72 96.77 4.97 0.11 53.60 10.78 0.55 82.67 2.23 24 

Batch 3 109.54 15.67 93.87 5.17 0.31 54.86 10.61 0.58 87.23 2.29 24 

Batch 4 109.76 15.04 94.72 5.17 0.27 46.83 9.06 0.49 73.79 2.34 20 

Multiple sequential batch 

 (I) 125.77 13.95 111.82 5.00 0.32 50.28  0.45 67.11 2.10 24 

 (II) 125.88 13.53 112.35 5.07 0.32 50.48  0.45 67.06 2.10 24 

 (III) 125.91 12.14 113.77 4.83 0.34 46.64  0.41 61.19 1.94 24 

Mean 4.97 0.33 49.13  0.44 65.12 2.05   
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ตารางท่ี 5-3  (ต่อ) 

 

Fermentation 

Initial 

glucose 

Residual 

glucose 

Glucose 

consumed 

Cell 

Biomass 

Specific 

growth rate  
Succinic 

Yield/ 

biomass 

Succinic 

Yield 
Efficiency Productivity 

Time 

(at) 

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (µmax) (h
-1) (g/L) (g/ g) (g/ g) (%) (g/ L/ h) (h) 

Multiple sequential batch + GPH 

(I) 110.09 24.89 85.20 4.15 0.32 37.93 9.14 0.45 66.45 1.58 24 

(II) 107.89 31.43 76.46 4.05 0.30 43.38 10.71 0.57 84.68 1.81 24 

 (III) 108.10 32.45 75.65 3.88 0.26 46.27 11.93 0.61 91.29 1.93 24 

Mean 4.03 0.29 42.53 10.56 0.54 80.80 1.77   

“หมายเหตุ”    NA คือ ไม่มีผลวเิคราะห์, Initial glucose คือ ปริมาณนํ้าตาลเร่ิมตน้, Residual glucose คือ ปริมาณนํ้าตาลคงเหลือ, Glucose consumed คือ 

ปริมาณการใชน้ํ้าตาล, Cell Biomass คือ นํ้าหนกัเซลลแ์หง้, Specific growth rate (µ) คือ อตัราการเจริญจาํเพาะ, Succinic Yield คือ ผลผลิตกรดซคัซินิคต่อ

นํ้าตาลท่ีใชไ้ป, Efficiency คือ ประสิทธิภาพการผลิต, Productivity คือ อตัราการผลิตกรดซคัซินิค, Time (at) คือ เวลาท่ีเลือกใช,้ GSH คือ กลูโคสจากการยอ่ย

แป้งมนัสาํปะหลงั, GPH คือ กลูโคสจากการยอ่ยกากมนัสาํปะหลงั 
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การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือและหวัเช้ือ 
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ภาคผนวก ก 

 

1.  อาหารเลีย้งเช้ือ Enrichment medium 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  20.0  กรัม/ลิตร 

..  2.  Peptone   5.0  กรัม/ลิตร 

..  3.  Yeast extracts  5.0  กรัม/ลิตร 

  4.  K2HPO4  3.0  กรัม/ลิตร 

  5.  NaCl   2.0  กรัม/ลิตร 

  6.  (NH4)SO4  2.0  กรัม/ลิตร 

  7.  CaCl2.2H2O  0.2  กรัม/ลิตร 

  8.  MgCl2.6H2O  0.4  กรัม/ลิตร 

  9.  MgCO3  15.0  กรัม/ลิตร 

  นํ้ากลัน่   1,000  มิลลิลิตร 

  นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปน่ึง

ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็น

เวลา 15 นาที 

2.  อาหารเลีย้งเช้ือ Tryptic Soy Broth (TSB) 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  2.5  กรัม/ลิตร 

  2.  Tryptone   17.0  กรัม/ลิตร 

  3.  Soytone/Yeast extracts 3.0  กรัม/ลิตร 

  4.  NaCl   5.0  กรัม/ลิตร 

  5.  Dipotassium hydrogen phosphate 2.5 กรัม/ลิตร 
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 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่า

เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็น

เวลา 15 นาที 

3.  อาหารเลีย้งเช้ือ Screening Agar 

 เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1. Glucose  5.0  กรัม/ลิตร 

..  2. Peptone  23.0  กรัม/ลิตร 

..  3. Yeast extracts  5.0  กรัม/ลิตร 

..  4. Agar   12.0  กรัม/ลิตร 

..  5. NaCl   2.0  กรัม/ลิตร 

..  6. Na2CO3  0.4  กรัม/ลิตร 

..  7. Cysteine-HCl  0.5  กรัม/ลิตร 

..  8. Soluble pyrophosphate 0.25  กรัม/ลิตร 

..  9. Hemin    10.0  มิลลิกรัมกรัม/ลิตร 

..  10. Bromocresol green 0.04  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่า

เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็น

เวลา 15 นาที 

4.  อาหารเลีย้งเช้ือ Production Medium 1 

  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  20  กรัม/ลิตร 

  2.  Yeast extract  5  กรัม/ลิตร 

  3.  Peptone  5  กรัม/ลิตร 

  4.  NaCl   1  กรัม/ลิตร 

  5.  K2HPO4  3  กรัม/ลิตร 

  6.  CaCl2   0.2  กรัม/ลิตร 



132 
 

  7.  MgCl2  0.2  กรัม/ลิตร 

  8.  (NH4)SO4  1  กรัม/ลิตร 

  9.  NaCO3  3.0  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 

6.5  ดว้ย H2SO4 2 N จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

5.  อาหารเลีย้งเช้ือ Production Medium 2 

  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  25  กรัม/ลิตร 

  2.  Yeast extract  5  กรัม/ลิตร 

  3.  Trace element  1  มิลลิลิตร/ลิตร 

  4.  NaCl   0.38  กรัม/ลิตร 

  5.  MgCl2  0.13  กรัม/ลิตร 

  6.  CaCl2   0.1  กรัม/ลิตร 

  7.  K2HPO4  0.5  กรัม/ลิตร 

  8.  KH2HPO4  0.75  กรัม/ลิตร 

  9.  NH2HPO4  0.63  กรัม/ลิตร 

  10.  NaH2PO4  0.63  กรัม/ลิตร 

  11.  MgCO3  12.5  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 

6.9  ดว้ย H2SO4 2 N จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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6.  อาหารหัวเช้ือสูตร 1 

  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  25  กรัม/ลิตร 

  2.  Yeast extract  5  กรัม/ลิตร 

  3.  Trace element  1  มิลลิลิตร/ลิตร 

  4.  NaCl   0.38  กรัม/ลิตร 

  5.  MgCl2  0.13  กรัม/ลิตร 

  6.  CaCl2   0.1  กรัม/ลิตร 

  7.  K2HPO4  0.5  กรัม/ลิตร 

  8.  KH2HPO4  0.75  กรัม/ลิตร 

  9.  NH2HPO4  0.63  กรัม/ลิตร 

  10.  NaH2PO4  0.63  กรัม/ลิตร 

  11.  MgCO3  12.5  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 

6.9  ดว้ย H2SO4 2 N จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือไดอ้าหารเล้ียงเช้ือแลว้จะนาํสตอ็กหวัเช้ือมา

ใส่ในอาหาร ทาํการปิดฝาดว้ยจุกยาง นาํมาอดัก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที แลว้รัดปาก

ขวดดว้ยพาราฟิลม์ใหแ้น่น แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 100 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

7.  อาหารหัวเช้ือสูตร 2 

  เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  Glucose  25  กรัม/ลิตร 

  2.  Yeast extract  10  กรัม/ลิตร 

  3.  Peptone  10  กรัม/ลิตร 

  4.  NaCl   1  กรัม/ลิตร 

  5.  MgCl2  0.2  กรัม/ลิตร 
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  6.  CaCl2   0.2  กรัม/ลิตร 

  7.  K2HPO4  3  กรัม/ลิตร 

  8.  Na2CO3  10  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 

6.9  ดว้ย H2SO4 2 N จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที เม่ือไดอ้าหารเล้ียงเช้ือแลว้จะนาํสตอ็กหวัเช้ือมา

ใส่ในอาหาร ทาํการปิดฝาดว้ยจุกยาง นาํมาอดัก๊าซคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที แลว้รัดปาก

ขวดดว้ยพาราฟิลม์ใหแ้น่น แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ 100 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

 

การเตรียมสต็อกหัวเช้ือ (Inocculum) 

 นาํเช้ือท่ีเก็บรักษาในอาหารแขง็มาทาํการฟ้ืนฟูเพื่อทาํการเตรียมสตอ็กหวัเช้ือ โดยการ

เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ (Production Medium 1) ในขวดรูปชมพู ่ทาํการปิดปากขวดดว้ยจุกยาง

พอสนิท จากนั้นนาํมาอดัแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อใหเ้กิดสภาวะไร้อากาศ โดยต่อสายแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดผ์า่นตวักรองอากาศเขา้กบัสายยางท่ีต่อกบักน้ขวดรูปชมพู ่เปิดแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซดพ์ร้อมกบัคลายท่ีหนีบสายยางออกเพื่อใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ขา้ไปใน

ขวดรูปชมพู ่แลว้คลายจุกยางเล็กนอ้ย ทาํการอดัแก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นเวลา 1 นาที เสร็จแลว้

ปิดท่ีหนีบสายยางพร้อมกบัปิดจุกยางใหแ้น่นแลว้นาํพาราฟิลม์มารัดปากขวดกบัจุกยางใหแ้น่น 

จากนั้นนาํไปบ่มในตูบ้่มแบบเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

12 ชัว่โมง 

 เม่ือไดห้วัเช้ือแลว้จะนาํมาผสมกลีเซอรอลร้อยละ 15 ปริมาตรต่อปริมาตร แลว้แบ่งใส่

หลอดๆ ละ 5 มิลลิลิตร ก่อนจะนาํไปแช่แขง็ (-20 องศาเซลเซียส) เพื่อเก็บไวเ้ป็นสตอ็กหวัเช้ือ

สาํหรับใชใ้นการทดลองต่อไป 
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การเตรียมสารเคมีและการวเิคราะห์ 
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สารเคม ี

 

1. PBS buffer (Phosphate buffer saline) 

 เตรียมโดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี  

  1.  NaCl   8  กรัม/ลิตร 

  2.  KH2HPO4  2.9  กรัม/ลิตร 

  3.  Na2HPO4  2.9  กรัม/ลิตร 

  4.  KCl   2  กรัม/ลิตร 

 นาํมาละลายในนํ้ากลัน่แลว้ปรับปริมาตรใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 

7.4 จากนั้นนาํไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส ความดนั 15 

ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

2.  การเตรียมนํา้ตาลทีไ่ด้จากการย่อยแป้งมันสําปะหลงัความเข้มข้นร้อยละ 40 โดยนํา้หนักต่อ

ปริมาตร 

 1.  เตรียมแป้งมนัสาํปะหลงั 4,476 กรัมสาํหรับผลิตนํ้าเช่ือมกลูโคส 10 ลิตร 

 2.  ผสมแป้งกบันํ้าใหเ้ขา้กนัแลว้ปรับใหไ้ด ้10 ลิตร ใส่นํ้าแป้งสู่ถงัหมกัแลว้ปรับ

อุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 95 องศาเซลเซียส 

 3.  ใส่เอนไซมแ์อลฟาอะไมเรส (α-amylase) ปริมาตร 4.476 มิลลิลิตร 

 4.  ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 3 ชัว่โมง 

 5.  เม่ือครบ 3 ชัว่โมงแลว้ทาํการลดอุณหภูมิใหเ้หลือ 65 องศาเซลเซียส 

 6.  เติมเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) ปริมาตร 8.952 มิลลิลิตร จากนั้นทาํการ

ยอ่ยเป็นเวลา 20 ชัว่โมง 

 7.  นาํนํ้าเช่ือมกลูโคสท่ีไดม้าวดัปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ แลว้เก็บท่ีอุณหภูมิ 4  

องศาเซลเซียส  
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3.  การเตรียมนํา้ตาลทีไ่ด้จากการย่อยกากมันสําปะหลงั 

 เตรียมตวัอยา่งกากมนัสาํปะหลงัความเขม้ขน้ร้อยละ 10 โดยนํ้าหนกัต่อปริมาตร โดย 

ชัง่กากมนัสาํปะหลงั 1,070 กรัม ใส่ในถงัแลว้ใส่นํ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรเท่ากบั 10 ลิตร กวนผสมให้

เขา้กนัแลว้นาํไปปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 4.8 นาํไปใส่ในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร เปิด

สวติซ์มอเตอร์ใบกวนและควบคุมอุณหภูมิท่ี 55 องศาเซลเซียส จากนั้นใส่เอนไซมเ์ซลลูเลส 

(Biocelle Fuel) ความเขม้ขน้ 0.05 มิลลิลิตรต่อกรัมเซลลูโลส ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 6 ชัว่โมง เสร็จ

แลว้นาํมาทาํการปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 6.5 ทาํการกวนผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นาํใส่ถงัหมกั 

ทาํการเพิ่มอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 85 องศาเซลเซียส เติมเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสความเขม้ขน้ร้อยละ 

0.1 โดยนํ้าหนกั ทาํการยอ่ยเป็นเวลา 3 ชัว่โมง เสร็จแลว้นาํออกมาใส่ถงัเพื่อเตรียมสาํหรับ

กระบวนการยอ่ยดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

 นาํตวัอยา่งท่ีผา่นการยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลสแลว้มาทาํการลดอุณหภูมิใหไ้ด ้

65 องศาเซลเซียสและปรับค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ท่ากบั 4.5 ทาํการกวนผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นาํใส่

ถงัหมกั เปิดสวติซ์มอเตอร์ใบกวน รักษาอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 85 องศาเซลเซียส เติมเอนไซม์ 

กลูโคอะไมเลสความเขม้ขน้ร้อยละ 0.2 โดยนํ้าหนกั เป็นเวลา 10 ชัว่โมง เม่ือเสร็จแลว้นาํไปเก็บใน

ภาชนะใหเ้รียบร้อย 

 

การวเิคราะห์ 

1.  วเิคราะห์ความช้ืน 

 1.  นาํจานแกว้ไปอบในตูอ้บร้อนท่ีอุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  

 2.  นาํจานแกว้มาใส่โถดูดความช้ืนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 3.  ชัง่ตวัอยา่ง 1 กรัม ใส่ในจานแกว้  

 4.  นาํไปอบในตูอ้บร้อนท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง  

 5.  นาํออกมาใส่โถดูดความช้ืนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นาํมาชัง่นํ้าหนกัหลงัอบ  

 

ความช้ืน (%)  =[(นํ้าหนกัจานแกว้หลงัอบ – นํ้าหนกัจานแกว้ก่อนอบ)/ นํ้าหนกัตวัอยา่ง] × 100 
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2.  วเิคราะห์ค่าสมมูลเด็กโตส (DE) 

 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเก็บตวัอยา่งท่ีผา่นการชัง่นํ้าหนกัไว้

เรียบร้อยแลว้ จากนั้นนาํมาทาํการป่ันเหวีย่งท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้เทส่วนใส

ทิ้ง จากนั้นทาํการลา้งเอาองคป์ระกอบอ่ืน ๆ ออกโดยการเติมนํ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแลว้นาํไป

ป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทาํการลา้ง 2 คร้ัง หลงัจากนั้นนาํไปอบท่ีอุณหภูมิ 

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้จึงนาํมาชัง่นํ้าหนกัหลงัอบ 

 

DE (%) = กลูโคส × 100 / (นํ้าหนกัหลอดหลงัอบ – นํ้าหนกัหลอดก่อนอบ) × 1000 

 

3.  วเิคราะห์แป้งด้วยสารละลายไอโอดีน 

 การเตรียมสารละลายไอโอดีนโดยนาํโพทสัเซียมไอโอไดด ์( KI) 5.0 กรัม ละลายในนํ้า

กลัน่ 100 มิลลิลิตร จากนั้นเติมไอโอดีน 0.5 กรัมลงไป คนใหล้ะลาย แลว้จึงเติม 5N HCl ปริมาตร 5 

มิลลิลิตรลงไป ปรับปริมาตรใหไ้ด ้0.5 ลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ 

 การเตรียมกราฟมาตรฐานสารละลายไอโอดีน  

 1.  ชัง่แป้ง 0.1 กรัม นาํมาละลายในนํ้าปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดแกว้ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 

 2.  นาํสารละลายไปตม้ใหเ้ดือด ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  

 3.  ปิเปตสารละลายปริมาตร 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง 

ปรับปริมาตรเป็น 1 มิลลิลิตรดว้ยนํ้ากลัน่ 

 4.  เติมสารละลายไอโอดีน ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไปในแต่ละหลอด ผสมใหเ้ขา้กนั  

 5.  วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร โดยเทียบกบั Blank ซ่ึงเตรียม

โดยใชน้ํ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แทนสารละลาย โดยทาํการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้ า 

 6.  นาํค่าท่ีไดม้าเขียนกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและ

ความเขม้ขน้แป้ง (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) (ภาพภาคผนวก ข-1) 
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ภาพภาคผนวก ข-1  กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงและความเขม้ขน้

    แป้ง (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  
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ภาคผนวก ค 

ผลการวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 
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ผลการวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

 

ตารางภาคผนวก ค-1  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคในการศึกษาอตัรา

      การเจริญของของแบคทีเรียหมายเลข 37 

 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

0 3 .00      

3 3  .70     

6 3   1.95    

12 3    4.43   

18 3     5.91  

30 3      6.59 

48 3      6.71 

24 3      6.74 

36 3      6.78 

42 3      6.90 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .160 

 

ตารางภาคผนวก ค-2  ผลวเิคราะห์ความแปรปรวน ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคในการศึกษาแหล่ง

      คาร์บอเนตในสูตรอาหารสาํหรับการผลิตกรดซคัซินิค  

 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .449 3 .150 10.28 .024 

Within Groups .058 4 .015   

Total .507 7    
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ตารางภาคผนวก ค-3  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคในกระบวนการ 

      หมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 2  

 

Duncana 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0 2 .00          

3 2 .00          

6 2  1.82         

9 2   11.22        

12 2    35.94       

16 2     47.00      

32 2      48.02     

28 2       49.10    

36 2        51.85   

20 2         52.74  

24 2          53.60 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

 

ตารางภาคผนวก ค-4  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคในกระบวนการ 

      หมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 3  

 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

0 2 .00          

3 2 .00          

6 2  2.19         
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ตารางภาคผนวก ค-4  (ต่อ) 

 

Time N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

9 2   12.95        

12 2    34.42       

16 2     50.76      

28 2      51.77     

36 2       52.82    

20 2        54.32   

24 2         54.86  

32 2          55.64 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

 

ตารางภาคผนวก ค-5  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบ ความเขม้ขน้ของกรดซคัซินิคในกระบวนการ 

      หมกัเพื่อผลิตกรดซคัซินิคของถงัหมกั 4  

 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

0 2 .00      

3 2 .39      

6 2  6.61     

9 2   19.34    

12 2    32.91   

16 2     44.50  
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ตารางภาคผนวก ค-5  (ต่อ) 

 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

28 2     44.95  

24 2     45.09  

20 2     46.83 46.83 

36 2      48.35 

32 2      48.52 

Sig.  .777 1.00 1.00 1.00 .136 .255 

 

ตารางภาคผนวก ค-6  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบการผลิตกรดซคัซินิคแบบกะ (Batch)  

      ดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  

 

Succinic (g/L) 

Batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 2 37.74   

4 2  46.82  

2 2   53.60 

3 2   54.86 

Sig.  1.00 1.00 .557 
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ตารางภาคผนวก ค-6  (ต่อ) 

 

Succinic Yield (g/g) 

Batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

4 2 .49   

2 2  .55  

3 2  .58  

1 2   .66 

Sig.  1.00 .217 1.00 

 

Efficiency (%) 

Batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

4 2 73.78   

2 2  82.66  

3 2  87.23  

1 2   98.30 

Sig.  1.00 .217 1.00 
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ตารางภาคผนวก ค-6  (ต่อ) 

 

Productivity (g/L/h) 

Batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

1 2 1.35  

2 2  2.23 

3 2  2.28 

4 2  2.34 

Sig.  1.00 .342 

 

ตารางภาคผนวก ค-7  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบการผลิตกรดซคัซินิแบบหลายกะลาํดบัต่อเน่ือง 

       (Multiple sequential batch) ดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 ในถงัหมกัขนาด 5  

       ลิตร  

 

Succinic (g/L) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

3 2 46.64  

1 2  50.28 

2 2  50.48 

Sig.  1.00 .484 
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ตารางภาคผนวก ค-7  (ต่อ) 

 

Succinic Yield (g/g) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

3 2 .410  

2 2  .45 

1 2  .45 

Sig.  1.00 .889 

 

Efficiency (%) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

3 2 61.18  

2 2  67.06 

1 2  67.11 

Sig.  1.00 .889 

 

Productivity (g/L/h) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

3 2 1.94  

1 2  2.10 

2 2  2.10 

Sig.  1.00 .484 
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ตารางภาคผนวก ค-8  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบการศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ยกาก 

      มนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 

Glucose (g/L) 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0 3 .537        

2 3  2.157       

4 3   12.36      

8 3    15.61     

6 3     15.69    

12 3     15.69    

14 3     15.71    

10 3     15.76 15.76   

16 3     15.76 15.76   

18 3      15.81   

20 3       15.89  

24 3       15.94 15.94 

22 3        15.99 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 .065 .190 .140 .198 
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ตารางภาคผนวก ค-8  (ต่อ) 

 

Starch (g/L) 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 3 30.44         

2 3  31.05        

4 3   35.50       

6 3    41.38      

10 3    41.39      

8 3    41.44 41.44     

12 3     41.67 41.67    

14 3      41.85 41.85   

16 3      41.88 41.88 41.88  

18 3       42.03 42.03  

20 3        42.11  

24 3         42.35 

22 3         42.37 

Sig.  1.000 1.000 1.000 .637 .058 .092 .150 .065 .891 
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ตารางภาคผนวก ค-9  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบการศึกษาเวลาท่ีเหมาะสมในการยอ่ยกาก 

       มนัสาํปะหลงัดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส 

 

Glucose (g/L) 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0 3 24.06         

2 3  28.41        

4 3   32.60       

6 3    35.65      

8 3     45.05     

10 3      51.30    

12 3      52.57 52.57   

16 3      52.58 52.58   

14 3       53.66 53.66  

18 3        54.83 54.83 

24 3        55.19 55.19 

22 3        55.19 55.19 

20 3         55.72 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 .122 .185 .075 .294 

 

DE (%) 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

0 3 26.87      

2 3  36.30     



151 
 

ตารางภาคผนวก ค-9  (ต่อ) 

 

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

4 3   43.65    

6 3    62.13   

24 3     71.38  

8 3     74.98 74.98 

14 3      76.46 

10 3      76.84 

20 3      76.90 

16 3      76.97 

22 3      77.12 

12 3      77.26 

18 3      77.87 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 .093 .238 
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ตารางภาคผนวก ค-10  ผลวเิคราะห์การเปรียบเทียบการผลิตกรดซคัซินิคจากนํ้าตาลท่ีไดจ้ากการ  

     ยอ่ยกากมนัสาํปะหลงัดว้ยแบคทีเรียหมายเลข 37 โดย การเพาะเล้ียงแบบ 

     หลายกะลาํดบัต่อเน่ือง 

 

Succinic (g/L) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 2 37.92   

2 2  43.38  

3 2   46.26 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

 

Succinic Yield (g/g) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 2 .44   

2 2  .57  

3 2   .61 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

 

Efficiency (%) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 2 66.44   

2 2  84.68  
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ตารางภาคผนวก ค-10  (ต่อ) 

 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

3 2   91.28 

Sig.  1.000 1.000 1.000 

 

Productivity (g/L/h) 

Multiple sequential batch N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

1 2 1.58   

2 2  1.81  

3 2   1.93 

Sig.  1.000 1.000 1.000 
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