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การผลิตกรดซักซินิกจากแปงมันและกากมันสําปะหลังดวยเช้ืออีโคไลท่ีผานการดัดแปลง

กระบวนการสรางและสลายสายพันธุ KJ122 

คิริน โฆ อภิชัย สาวิสิทธ์ิ และเขมวิทย จันตะมา 

สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ สํานักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยสีุรนาร ี

บทคัดยอ 
ซักซิเนตถูกใชกันอยางแพรหลายในอุตสาหกรรมเคมีและการผลิตซักซิเนตจากเชื้อจุลินทรียเปนทางเลือกที่

เปนที่ตองการมาก ทั้งนี้ความเปนไปไดในการผลิตซักซิเนตดวยกระบวนการทางชีวภาพในระดับอุตสาหกรรมขนาด

ใหญนั้น จะข้ึนอยูกับการใชประโยชนจากแหลงพลังงานทดแทนที่ราคาถูกกวา ดังนั้น การนําวัตถุดิบที่ไดจากมัน

สําปะหลังมาใชในกระบวนการหมักเพื่อผลิตซักซิเนตอาจทําใหสามารถเพิ่มการแขงขันทางเศรษฐกิจไดมากข้ึน ใน

การศึกษาคร้ังนี้ ไดทําการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli KJ122 โดยใชกากมันสําปะหลังและแปงมันสําปะหลังเปน

แหลงคารบอนในระหวางกระบวนการยอยและการหมักแบบข้ันตอนเดียว (SSF) และการยอยและการหมักที่แยกออก

จากกัน (SHF) จากการศึกษาการใชกากมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบตั้งตนในการผลิตซักซิเนตโดยเชื้อ E. coli KJ122 ที่

ผานการดัดแปลงวิถีการสรางและการสลาย ดวยกระบวนการ SHF ภายใตสภาวะไรออกซิเจนอยางงาย พบวาซักซิ

เนตที่ผลิตไดมีความเขมขนเทากับ 41.46±0.05 g/L มีคาผลไดเทากับ 82.33±0.14 g/100 g กากมันสําปะหลังแหง 

และมีอัตราผลผลิตเทากับ 0.84±0.02 g/L/h  สําหรับการผลิตซักซิ เนตดวยเชื้อ E. coli KJ122 โดยการใช

กระบวนการ SSF แบบกะ ซึ่งใชกากมันสําปะหลังที่ความเขมขน12% (w/v) เปนแหลงคารบอนและใชเอนไซมอะไม

โลกลูโคซิเดส (AMG) 2% และเอนไซมเซลลูเลส (Cel) 3% (w/v) ในการยอย ภายใตสภาวะความเปนกรด-ดาง 

เทากับ 6.5 ที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส พบวาสามารถผลิตซักซิเนตที่มีความเขมขนเทากับ 80.86±0.49 g/L มีคา

ผลผลิตไดเทากับ 70.34±0.37 g/100 g กากมันสําปะหลังแหง พรอมดวยอัตราการผลิตเทากับ 0.84±0.01 g/L/h  

และเมื่อใชกระบวนการ SSF แบบก่ึงกะในการผลิตซักซิเนต พบวาสามารถชวยทําใหความเขมขนของซักซิเนตที่ผลิต

ไดมีคาเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยมีคาเทากับ 98.63±0.12 g/L มีคาผลผลิตไดเทากับ 71.64±0.97 g/100 

g กากมันสําปะหลังแหง และมีอัตราการผลิตเทากับ 1.03±0.01 g/L/h จากผลการทดลองที่ไดนี้แสดงใหเห็นถึง

ประสิทธิภาพและความคุมทุนในการผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังดวยกระบวนการ SHF และ SSF โดยเชื้อ E. 

coli KJ122 เมื่อพิจารณาในสวนของการนําแปงมันสําปะหลังมาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli 

KJ122 จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของตัวแปรตางๆ ที่มีผลตอการผลิตซักซิเนต โดยซักซิเนตที่ผลิตได

จากกระบวนการ SSF แบบกะภายใตสภาวะในการผลิตที่เหมาะสมที่สุดในถังหมักขนาด 2 ลิตร มีคาเทากับ 

70.1±0.10 g/L มีคาผลไดเทากับ 1.00±0.01 g/g กลูโคส และมีอัตราการผลิตเทากับ 0.97±0.01 g/L/h เมื่อทําการ

ปรับปรุงการผลิตซักซิเนตตอไปโดยใชกระบวนการ SSF แบบก่ึงกะ พบวาสามารถชวยทําใหคาความเขมขนของซักซิ

เนตที่ผลิตได (82.5±0.7 g/L) คาผลผลิตได (1.03±0.01 g/g กลูโคส) คาเฉลี่ยอัตราการผลิต (1.15±0.01 g/L/h) 

และคาอัตราการผลิตจําเพาะ (456 mg/g CDW/h) มีคาเพิ่มข้ึนตามลําดับ เชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนต

ที่มีคาผลผลิตไดทางทฤษฎีสูงสุดเทากับ 92% และใหคาอัตราการผลิตจําเพาะสูงที่สุดเทาที่เคยมีรายงานมา ทั้งนี้คา

ผลผลิตไดของซักซิเนตและคาอัตราการผลิตจําเพาะที่ไดจากการใชแปงมันสําปะหลังในการศึกษานี้มีคาสูงกวาคาที่ได

จากการศึกษากอนหนานี้เปนอยางมาก ฉะนั้น เชื้อ E. coli KJ122 อาจสามารถใชเปนเชื้อตั้งตนในการผลิตซักซิเนต

เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพและความคุมทุนในทางเศรษฐศาสตรได 
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Succinate has been widely used in chemical industries and its microbial production is 

a desirable option. The feasibility of bio-based succinate production on an industrial scale 

strongly depends on the utilization of cheaper renewable resources. The use of cassava 

materials may make the fermentation process of succinate more economically competitive. 

In this study, cassava pulp and cassava starch were used as carbon substrate for succinate 

production during simultaneous saccharification and fermentation (SSF) and separate 

hydrolysis and fermentation (SHF) by Escherichia coli KJ122. With cassava pulp as the 

substrate, a metabolically engineered E. coli KJ122 was efficiently utilized for succinate 

production from cassava pulp during batch separate hydrolysis and fermentation (SHF) 

under simple anaerobic conditions. Succinate concentration of 41.46±0.05 g/L with yield and 

productivity of 82.33±0.14 g/100 g dry pulp and 0.84±0.02 g/L/h was obtained. In batch 

simultaneous saccharification and fermentation (SSF), hydrolysis of 12 % (w/v) cassava pulp 

with an enzyme loading of 2 % AMG + 3 % Cel (v/w) at pH 6.5 was optimized at 39 °C. 

Succinate concentration of 80.86±0.49 g/L with a yield of 70.34±0.37 g/100 g dry pulp and a 

productivity of 0.84±0.01 g/L/h was attained using E. coli KJ122. Fed-batch SSF significantly 

enhanced succinate concentration to 98.63±0.12 g/L at yield and productivity of 71.64±0.97 

g/100 g dry pulp and 1.03±0.01 g/L/h. This result indicated an efficient and economical 

succinate production from cassava pulp using SHF and SSF by the use of E. coli KJ122. 

Considering to cassava starch as the substrate, the parameters affecting succinate production 

from cassava starch by E. coli KJ122 were optimized. A succinate concentration of 70.1±0.1 

g/L was produced with a yield of 1.00±0.01 g/g substrate and productivity of 0.97±0.01 g/L/h 

during batch SSF in a 2 L fermenter under optimized conditions. Further improvements in 

succinate concentration (82.5±0.7 g/L), yield (1.03±0.01 g/g glucose), and average and 

specific productivities of 1.15±0.01 g/L/h, and 456 mg g CDW/h, respectively, were observed 

in fed-batch SSF. E. coli KJ122 produced a succinate yield of 92% of theoretical maximum 

and the highest specific productivity ever reported. Succinate production yield and specific 

productivity from cassava starch in this study are superior to other previously published 

works. Escherichia coli KJ122 may be used as a biocatalyst for cost-effective succinate 

production. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของป�ญหาท่ีทําการวิจัย 

การผลิตกรดอินทรีย�หลายๆ ชนิดสามารถผลิตได�จากเชื้อจุลินทรีย�โดยมีสารต้ังต�นหรือวัสดุทาง
การเกษตรท่ีไม$มีวันหมดเช$นแป'งมันสําปะหลัง และกากมันสําปะหลังเป*นต�น ซ่ึงมีข�อดีเหนือกว$าการสังเคราะห�
กรดอินทรีย�จากปฏิกิริยาเคมีท่ีมีป0โตรเลียมเป*นสารต้ังต�นยกตัวอย$างเช$น ความสามารถในการผลิตท่ี
หลากหลาย ความจําเพาะเจาะจงในการใช�สารอาหาร ความจําเพาะเจาะจงในการผลิตสารและใช�สภาวะการ
ผลิตสารเคมีท่ีอุณหภูมิและความดันบรรยากาศเป*นต�น อย$างไรก็ตามส$วนแบ$งทางการตลาดของการผลิต
สารเคมีจากเชื้อจุลินทรีย�ยังตํ่าอยู$เนื่องจากกําลังการผลิตท่ีน�อย และต�นทุนการผลิตท่ีมาจากกระบวนการทําให�
บริสุทธิ์ท่ียังสูงอยู$ทําให�ไม$คุ�มค$ากับการผลิต จึงมีความจําเป*นในการพัฒนาเชื้อจุลินทรีย�สายพันธุ�ท่ีดีในการผลิต
สารเคมีชนิดใดชนิดหนึ่ง รวมถึงการพัฒนากระบวนการผลิตซ่ึงหมายถึงกระบวนการหมักของเชื้อจุลินทรีย�จาก
สารอาหารคาร�บอนท่ีใช�เป*นสารต้ังต�นให�ดียิ่งข้ึน เพ่ือทําการผลิตสารอินทรีย�อย$างมีประสิทธิภาพโดยท่ีให�
ผลผลิต และผลิตผลท่ีดีเยี่ยม อีกท้ังต�องทําให�การผลิตสารเคมีจากกระบวนการหมักโดยเชื้อจุลินทรีย�มีความ
บริสุทธิ์สูงเพ่ือลดต�นทุนการผลิตเนื่องจากการทําให�บริสุทธิ์และมีความคุ�มทุนสามารถรองรับการขยายระดับ
การผลิตให�สูงข้ึนได� 

ประเทศไทยมีการปลูกมันสําปะหลังกระจายอยู$ท่ัวทุกภาคของประเทศ โดยผลผลิตส$วนใหญ$อยู$ใน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ในป> ค.ศ. 2005 ท่ัวโลกมีการผลิตมันสําปะหลังมากถึง 208 ล�านตันโดย 25 ล�านตัน
มาจากประเทศไทย มันสําปะหลังเป*นแหล$งคาร�โบไฮเดรตหรือสารคาร�บอนทางกระบวนการหมัก โดยมีมากถึง 
80 เปอร�เซ็นต� หัวมันสําปะหลังถูกนํามาใช�เป*นส$วนประกอบของอาหารสัตว� ส$วนแป'งมันสําปะหลังถูกใช�ใน
อุตสาหกรรมกระดาษ สิ่งทอ กาวและแอลกอฮอล� นอกจากนั้นกากมันสําปะหลังยังเป*นของเหลือจาก
อุตสาหกรรมการผลิตแป'งมันซ่ึงใช�เป*นเพียงอาหารสัตว�ในปEจจุบัน โดยองค�ประกอบส$วนใหญ$ของกากมันนั้น
ยังคงมีแป'งท่ีสามารถย$อยให�เป*นน้ําตาลกลูโคส และเซลลูโลสท่ีเม่ือทําการย$อยเป*นน้ําตาลโมเลกุลเด่ียวๆ จะ
สามารถใช�เป*นแหล$งของคาร�บอนในการหมักด�วยเชื้อจุลินทรีย�ได� 

กรดซักซินิกเป*นตัวอย$างของกรดอินทรีย�ชนิดหนึ่งท่ีมีการวิจัยอย$างต$อเนื่องเพ่ือการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมเพ่ือใช�เป*น building-block chemical ในการผลิตสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีสําคัญ เช$น 
tetrahydrofuran, 1,4-butanediol, succindiamide, succinonitrile, dimethylsuccinate, N-methyl-
pyrrolidone, 2-pyrrolidone, 1,4-diaminobutane, และ gamma-butyrolactone เป*นต�น เนื่องจากกรด
ซักซินิกมีขนาดโมเลกุลท่ีเล็กทําให�สามารถใช�แทนสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีผลิตจากป0โตรเลียมได� และช$วยลดมลภาวะท่ี
เกิดจากอุตสาหกรรมท่ีมีการใช�สารเคมีท่ีสังเคราะห�มาจากอนุพันธ�ของเบนซีนมากกว$า 250 ชนิด (Sauer et 
al., 2008) โดยท่ัวไปการผลิตกรดซักซินิกได�จากกระบวนการเติมไฮโดรเจนให�กับสารประกอบ maleic 
anhydride ซ่ึงได�จากผลิตภัณฑ�ป0โตรเลียม และเป*นกระบวนการผลิตท่ีต�องใช�ความดันและอุณหภูมิสูง ซ่ึงทํา
ให�การผลิตกรดซักซินิกโดยการสังเคราะห�ทางเคมีไม$เป*นท่ีนิยมในปEจจุบัน ดังนั้นนักวิจัยหลายกลุ$มให�ความ
สนใจการผลิตกรดซักซินิกจากกระบวนการหมักโดยใช�เชื้อแบคทีเรียท่ีพบในกระเพาะย$อยอาหารของสัตว�เค้ียว
เอ้ืองซ่ึงเป*นแบคทีเรียท่ีเจริญ และสร�างกรดซักซินิกเป*นหลักในกระบวนการสร�าง และสลายภายใต�สภาวะไร�
ออกซิเจน (anaerobic conditions) ตัวอย$างเชื้อแบคทีเรียกลุ$มนี้เช$น  Ruminococcus flavefaciens, 
Actinobacillus succinogenes, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Bacteroides rumimicola, 
B. succinogenes, B. amylophilus, Succinivibrio spp., และ Succinimonas spp. เป*นต�น นอกจากนั้น
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กระบวนการหมักเพ่ือให�ได�กรดซักซินิกจากแบคทีเรียกลุ$มน้ียังคาดหวังท่ีเอ้ือประโยชน�และมีความเป*นมิตรต$อ
สิ่งแวดล�อม กล$าวคือแบคทีเรียกลุ$มนี้จะมีการตรึงกbาซคาร�บอนไดออกไซด�จํานวนหนึ่งโมลในทุกๆ หนึ่งโมลของ
กรดซักซินิกท่ีถูกผลิตข้ึน ซ่ึงเราสามารถประยุกต�เอากระบวนการนี้มาลดปริมาณกbาซคาร�บอนไดออกไซด�โดย
คาดว$าจะสามารถลดผลกระทบของภาวะเรือนกระจกท่ีเกิดจากกbาซนี้ได� ตัวอย$างการประยุกต�ใช�เช$นการผลิต
กรดซักซินิกโดยใช�กbาซคาร�บอนไดออกไซด�ท่ีเกิดข้ึนระหว$างการผลิตเอทานอลจากยีสต� ถ�าเรานําเอา
กระบวนการหมักสองส$วนนี้ผนวกเข�าด�วยกัน แต$อย$างไรก็ตามเชื้อแบคทีเรียข�างต�นต�องการอาหารท่ีมีความ
ซับซ�อนซ่ึงทําให�ต�นทุนในการผลิตสูง 

การใช�จุลินทรีย�ท่ีสามารถเจริญได�ดีในสภาวะแบบก่ึงไร�ออกซิเจน และสามารถสร�างกรดซักซินิกได�
เหมือนกันในสภาวะแบบก่ึงไร�ออกซิเจน เช$น Escherichia coli ซ่ึงได�รับความสนใจอย$างมาก และมากกว$า
การผลิตด�วยเชื้อจุลินทรีย�อ่ืนๆ ท่ีได�กล$าวมาแล�วข�างต�น ซ่ึงภายในสิบป>ท่ีผ$านมามีการพัฒนาสายพันธุ�ของ
เชื้อจุลินทรีย�นี้อย$างต$อเนื่องเพ่ือให�สามารถผลิตกรดซักซินิกได�ปริมาณสูงมากข้ึนประมาณ 700 mM จาก
อาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่าท่ีมีกูลโคสเป*นแหล$งสารอาหารคาร�บอนเพียงอย$างเดียว ภายใต�สภาวะแบบก่ึงไร�
ออกซิเจน ซ่ึงสายพันธุ�ของเชื้อ E. coli ดังกล$าวมีชื่อว$า KJ122 (Jantama et al., 2008a; Jantama et al., 
2008b) ถึงแม�ว$าการผลิตกรดซักซินิกจาก E. coli KJ122 ท่ีได�จะเป*นท่ีน$าพึงพอใจ แต$อย$างไรก็ตามยังมีไม$มี
การศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อดังกล$าวจากแป'งมันสําปะหลังและกากมันสําปะหลังซ่ึงมีราคาถูก และมี
ปริมาณมากในประเทศไทยเพ่ือทําการผลิตกรดซักซินิก ดังนั้นเพ่ือให�เกิดการลดต�นทุนการผลิตกรดซักซินิกอัน
เนื่องมาจากการใช�สารอาหารคาร�บอนราคาถูกและมีอย$างมากมายในประเทศไทย จึงมีความจําเป*นอย$างสูงใน
การศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากวัตถุดิบท้ังสองโดยพัฒนากระบวนการหมักและหาสภาวะเหมาะสมของการ
ผลิตกรดซักซินิกจากแป'งมันและกากมันสําปะหลังด�วยเชื้อ E. coli KJ122 ดังกล$าว 
 
วัตถุประสงค!ของโครงการวิจัย 

ความสําคัญของการเป*นสารต้ังต�นท่ีสามารถนําไปใช�ผลิตสารสําคัญอ่ืน ๆ ต$อไปในอุตสาหกรรมหลาย
ประเภท รวมถึงพอลิเมอร�ชีวภาพของกรดซักซินิกทําให�ความต�องการกรดซักซินิกท่ีผลิตจากกระบวนการหมัก
โดยเชื้อจุลินทรีย�ในตลาดโลกเพ่ิมข้ึนอย$างรวดเร็วเพ่ือทดแทนการใช�น้ํามันป0โตรเลียมเป*นสารต้ังต�นเพ่ือการ
ผลิตกรดซักซินิกโดยกระบวนการสังเคราะห�ทางเคมี และเพ่ือหลีกเลี่ยงปEญหาความผันผวนของราคาน้ํามันดิบ
ในตลาดโลก อย$างไรก็ตามกําลังการผลิตของกรดซักซินิกโดยกระบวนการหมักในปEจจุบันยังไม$เพียงพอต$อ
ความต�องการเนื่องจากอัตราการผลิตกรดซักซินิกโดยกระบวนการหมักด�วยเชื้อจุลินทรีย� ท่ีได�จากกระบวนการ
หมักยังไม$มากพอต$อการนําไปใช�ในงานอุตสาหกรรมเคมีภัณฑ�โดยตรงเนื่องจากยังมีต�นทุนการผลิตเนื่องจาก
วัตถุดิบท่ีใช�เป*นสารอาหารคาร�บอนยังมีราคาแพงเช$นกลูโคสหรือซูโครส ทําให�ส$วนแบ$งทางการตลาดของกรด
ซักซินิกท่ีได�จากกระบวนการหมักโดยเชื้อจุลินทรีย�ยังน�อยไม$พอต$อความต�องการ  

ดังนั้นวัตถุประสงค+หลักของแผนงานวิจัยนี้ เ พ่ือต<องการพัฒนากระบวนการผลิตกรดซักซินิกจาก
เชื้อจุลินทรีย+ E. coli KJ122 โดยใช<แหลDงอาหารคาร+บอนท่ีไมDมีวันหมดท่ีมีราคาถูกคือแปHงมันสําปะหลังและ
กากมันสําปะหลัง ให<มีอัตราการผลิตสูง ผลผลิต และผลิตผลมากเพียงพอกับความต<องการของตลาด
ภายในประเทศ และสามารถท่ีจะนําไปตDอยอดในการผลิตกรดซักซินิกในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญDเพ่ือ
สDงออกขายในตลาดตDางประเทศตDอไป แผนงานวิจัยมีรายละเอียดดังตDอไปนี้ 

1. ทําการศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีได�รับการดัดแปลงพันธุกรรมแล�วในอาหาร
เลี้ยงเชื้อข้ันตํ่า (minimal salts media) โดยมีแหล$งอาหารคาร�บอนราคาถูกเพียงอย$างเดียวเช$นกากมัน และ
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แป'งมันสําปะหลัง โดยท่ีเราสามารถเปลี่ยนสารอาหารคาร�บอนราคาถูกท่ีมีอยู$อย$างมากมายในประเทศไทยไป
เป*นกรดซักซินิกท่ีมีมูลค$าทางเศรษฐกิจสูง 

2. ทําการศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อ E. coli KJ122 ในถังหมักแบบกะ (batch fermentation) 
ท่ีเป*นท้ังแบบด้ังเดิมท่ีต�องย$อยวัตถุดิบก$อนการนําไปหมัก (separate hydrolysis and fermentation) หรือ
วิธีการใช�วิธีการย$อยควบคู$กับกระบวนการหมักในข้ันตอนเดียว (simultaneous saccharification and 
fermentation) เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม รวมถึงปEจจัยอ่ืน ๆ เช$นความเข�มข�นของสารอาหารคาร�บอนคือ
กากมัน และแป'งมันสําปะหลัง อุณหภูมิ ความเป*นกรด และด$างของอาหารเล้ียงเชื้อระหว$างการหมัก ชนิดและ
ความเข�มข�นของเอนไซม�ท่ีใช�ในการย$อยแป'งมัน และกากมันสําปะหลังท่ีให�อัตราการผลิต ผลผลิต และผลิตผล
ท่ีดีกับวัตถุดิบ  

3. ทําการศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อ E. coli KJ122 ในถังหมักแบบก่ึงกะ (fed-batch 
fermentation) ท่ีเป*นท้ังแบบด้ังเดิมท่ีต�องย$อยวัตถุดิบก$อนการนําไปหมัก (separate hydrolysis and 
fermentation) กับวิธีการใช�วิธีการย$อยควบคู$ กับกระบวนการหมักในข้ันตอนเดียว (simultaneous 
saccharification and fermentation) เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีให�อัตราการผลิต ผลผลิต และผลิตผล
ท่ีดีในกระบวนการหมักแบบก่ึงกะกับวัตถุดิบท่ีเป*นแป'งมัน และกากมันสําปะหลัง เม่ือได�ข�อมูลพ้ืนฐานเป*นท่ี
เรียบร�อยแล�ว เราสามารถนําข�อมูลท่ีได�ไปประยุกต�ใช�เพ่ือการผลิตกรดซักซินิกในอุตสาหกรรมท่ีมีการหมักใน
ถังหมักขนาดใหญ$ และต$อเนื่องต$อไป 
 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยนี้จะมุ$งเน�นไปท่ีการศึกษาการผลิตกรดซักซินิกโดยใช�แบคทีเรีย E. coli KJ122 ท่ีผ$านการ
ดัดแปลงวิถีการสร�างและการสลายแล�ว โดยใช�วัตถุดิบมันสําปะหลังท้ังกากมันและแป'งมันสําปะหลังท่ีมีอยู$มาก
และราคาถูกภายในประเทศ ซ่ึงการศึกษาวิจัยนี้จะเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการผลิตกรดซักซินิกด�วย
กระบวนการหมักแบบด้ังเดิมท่ีต�องย$อยวัตถุดิบก$อนการนําไปหมัก (separate hydrolysis and 
fermentation; SHF) หรือวิธีการใช�วิธีการย$อยควบคู$กับกระบวนการหมักในข้ันตอนเดียว (simultaneous 
saccharification and fermentation; SSF) นอกจากนี้ยังจะศึกษาหาปEจจัยท่ีมีผลต$อกระบวนการหมักแบบ
กะด�วยวิธีการย$อยควบคู$กับกระบวนการหมักในข้ันตอนเดียว ได�แก$ ค$าพีเอชของน้ําหมักระหว$างกระบวนการ
หมัก, อุณหภูมิในการหมัก, ความเข�มข�นของวัตถุดิบต้ังต�น, ความเข�มข�นและชนิดของเอนไซม�ผสมท่ีใช�ในการ
ย$อย เป*นต�น ตลอดจนใช�สภาวะท่ีเหมาะสมจากการหมักแบบกะไปประยุกต�ใช�เพ่ือศึกษาการหมักด�วยวิธีการ
ย$อยควบคู$กับกระบวนการหมักแบบก่ึงกะ (fed-batch fermentation) อีกด�วย  

 
ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ)ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

เพ่ือทดแทนการนําเข�าน้ํามันดิบราคาสูงจากต$างประเทศ และลดความวิตกกังวลในการขาดแคลน
แหล$งน้ํามันดิบสํารองของโลก นอกจากนั้นยังเพ่ือรองรับความต�องการสารเคมีภัณฑ�ต$าง ๆ ท่ีมหาศาลใน
อนาคตอันใกล� เนื่องจากความต�องการใช�พลังงาน รวมถึงวัตถุดิบในการผลิตเคมีภัณฑ�ท่ีเกิดจากการขยายตัว
ของประชากรโลก และการพัฒนาเศรษฐกิจ เรามีความจําเป*นอย$างยิ่งท่ีต�องหาวิธีการใหม$ ๆ ในการผลิต
พลังงาน และกรดอินทรีย�ชนิดต$าง ๆ รวมถึงแอลกอฮอล� โดยไม$ต�องพ่ึงพาการสังเคราะห�ทางเคมีโดยเฉพาะ
อย$างยิ่งของกรดซักซินิกท่ีในปEจจุบันถูกสังเคราะห�มาจากอนุพันธ�ของน้ํามันป0โตรเลียม ดังนั้นการผลิตกรดซัก
ซินิกโดยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพท่ีใช�จุลชีพเป*นตัวเร$งปฏิกิริยาน$าจะเป*นวิถีทางเลือกท่ีอาจมาทดแทนการใช�
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น้ํามันดิบ และผลิตภัณฑ�ป0โตรเลียมเป*นสารต้ังต�นในการผลิตเคมีภัณฑ�ด�วยปฏิกิริยาเคมีท้ังในปEจจุบัน และ
อนาคต   

เป*นท่ีทราบกันดีอยู$แล�วว$าประเทศไทยเราเป*นประเทศท่ีประชากรส$วนใหญ$ (มากกว$า 50%) ประกอบ
อาชีพเกษตรกรรม ผลผลิตการเกษตรท่ีสําคัญส$วนใหญ$เป*นผลิตภัณฑ�แป'งท่ีได�จากการปลูกมันสําปะหลังซ่ึงเป*น
แหล$งชีวมวล (biomass) ท่ีสําคัญ และมีปริมาณมากจนเกินกว$าความต�องการบริโภคภายในประเทศ และเกิน
กว$าท่ีจะส$งออกขายภายนอกประเทศ ทําให�ราคาสินค�าทางการเกษตรพวกแป'ง และน้ําตาลในประเทศมีราคา
ตกตํ่า นอกจากนั้นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร เช$น ฟางข�าว แกลบ กากอ�อย กากใย และทะลายปาล�ม ท่ีมี
มากมายมหาศาลยั ง มี ศักยภาพในการเป*นชี วมวล โดย เฉพาะอย$ า งยิ่ ง ในภาคเหนือ และภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือท่ีมีการปลูกมันสําปะหลัง อย$างแพร$หลาย รวมถึงกากมันซ่ึงประกอบไปด�วยเส�นใย
เซลลูโลสเป*นส$วนใหญ$ งานวิจัยนี้จึงเป*นจุดเริ่มต�นท่ีดีท่ีจะนําเอาชีวมวลท่ีได�จากผลิตผลทางการเกษตร และ
วัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรมาทําเป*นวัตถุดิบในกระบวนการผลิตสารเคมีสําคัญ รวมถึงกรดซักซินิกโดยใช� เชื้อ
แบคทีเรีย E. coli KJ122 ท่ีผ$านการดัดแปลงวิถีกระบวนการสร�างและสลาย เป*นตัวเร$งปฏิกิริยาทางชีวภาพ
เพ่ือรองรับความต�องการท่ีจะใช�กรดซักซินิกท่ีเพ่ิมข้ึน และเพ่ิมมูลค$าทางเศรษฐกิจของวัสดุทางการเกษตร  

งานวิจัยนี้เป*นงานวิจัยเพ่ือพัฒนากระบวนการหมักเพ่ือการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อจุลินทรีย� E. coli 
KJ122 ท่ีสามารถเจริญเติบโตได�ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่า (mineral salts media) โดยไม$ต�องการการ
เสริมสร�างสารอาหารเชิงซับซ�อนท่ีมีราคาสูง โดยงานวิจัยนี้จะนําเชื้อสายพันธุ� E. coli KJ122 ท่ีผ$านการ
ดัดแปลงกระบวนการสร�างและสลายของเชื้อเพ่ือให�เชื้อสายพันธุ�นี้ผลิตกรดซักซินิกเป*นหลักในกระบวนการ
หมักแบบกะภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจน โดยทําการทดสอบการผลิตกรดซักซินิกจากแหล$งสารอาหารคาร�บอน
คือ กากมันสําปะหลัง และแป'งมันสําปะหลัง ซ่ึงมีราคาถูกด�วยกระบวนการหมักแบบกะ และก่ึงกะ ท้ังแบบท่ี
เป*นการย$อยวัตถุดิบแล�วทําการหมัก และการย$อยวัตถุดิบด�วยเอนไซม�พร�อมกับการหมักเพ่ือเป*นการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดซักซินิกด�วยเทคโนโลยีการหมักท่ีเหมาะสมมีประสิทธิภาพจากวัตถุดิบท้ังสองประเภท
เพ่ือใช�ต$อยอดในการผลิตในระดับท่ีใหญ$ข้ึน จนถึงข้ันในระดับอุตสาหกรรม  

 
การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ท่ีเก่ียวข)อง  

กรดซักซินิกมีการใช�กันอย$างแพร$หลายในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมการผลิตยา วิตามิน และ
เครื่องสําอาง รวมถึงอุตสาหกรรมเคมีภัณฑ�อ่ืนๆ เช$นสารเคมีในบ�านเรือน และสีทาบ�าน รวมถึงนํามาใช�ในการ
ผลิตพลาสติกท่ีสามารถย$อยสลายได�ง$ายทางชีวภาพ ทําให�ความต�องการกรดซักซินิกเพ่ิมสูงข้ึนทุกๆ ป> การมี
ขนาดโมเลกุลท่ีเล็กทําให�กรดซักซินิกสามารถใช�แทนสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีผลิตจากป0โตรเลียม ทําให�เกิดการลด
มลภาวะท่ีเกิดจากอุตสาหกรรมท่ีมีการใช�สารเคมีท่ีสังเคราะห�มาจากอนุพันธ�ของเบนซีนมากกว$า 250 ชนิด 
(Ahmed and Morris, 1994) การผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อจุลินทรีย�ด�วยกระบวนการหมักสามารถทดแทน 
และลดการใช�สารป0โตรเลียมเป*นสารต้ังต�นในกระบวนการผลิตกรดซักซินิก และอนุพันธ�ของกรดซักซินิก ซ่ึงจะ
เป*นผลดีต$อประเทศในด�านการลดการนําเข�าน้ํามันดิบท่ีมีราคาสูงข้ึนอย$างมาก (Nordhoff et al., 2007) อีก
ยังผลกระทบทางด�านความเป*นพิษจากสารท่ีได�ระหว$างกระบวนการสังเคราะห�กรดซักซินิกโดยใช�ปฏิกิริยาเคมี 
(Hatti-Kaul et al., 2007; Sauer et al., 2008)  

กรดซักซินิกสามารถถูกผลิตข้ึนตามธรรมชาติระหว$างกระบวนการสร�าง และสลายน้ําตาลของกลุ$มเชื้อ
แบคทีเรียท่ีพบในกระเพาะอาหารของสัตว�ท่ีเค้ียวเอ้ืองเช$น วัว และควาย ยกตัวอย$างเช$น  Ruminococcus 
flavefaciens, Actinobacillus succinogens, Anaerobiospirillum succiniciproducens (Bryant and 
Small, 1956) การผลิตกรดซักซินิกในเชื้อจุลินทรีย�กลุ$มนี้จําเป*นต�องอาศัยอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารอาหารเชิง
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ซับซ�อน และธาตุอาหารพิเศษบางชนิดเพ่ือความต�องการในการเจริญเติบโต สังเคราะห�กรดอะมิโนจําเป*น และ
วิตามินต$าง ๆ รวมถึงการสร�างกรดซักซินิกในปริมาณสูงต�องอยู$ภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจนแบบยิ่งยวด เม่ือนํา
เชื้อจุลินทรีย�ชนิดนี้มาทําการผลิตกรดซักซินิกในระดับอุตสาหกรรมทําให�ต�นทุนการผลิตสูงข้ึนท่ีเกิดจากราคา
อาหารเลี้ยงเชื้อ และราคากbาซอ่ืนๆ ท่ีใช�ในการทําให�เกิดสภาวะไร�ออกซิเจนแบบยิ่งยวด และเพ่ิมมวลชีวภาพ  
 
ตารางท่ี 1.1 แสดงแบคทีเรียท่ีผลิตกรดซักซินิกได�เองตามธรรมชาติท่ีนํามาผลิตกรดซักซินิกในระดับ
อุตสาหกรรม a 

 
Organism 

 
Medium/Conditiona 

Succinate 
Titer 

(mM)b 

 
Reference 

Actinobacillus 
succinogenes 
FZ53 

130 g/l glucose supplemented with 15 g/l 
CSL and 5 g/l YE, 80 g/l MgCO3, anaerobic 

batch fermentation, 78 h incubation 

898 
[1.36] 

Guettler 
et al., 
1996 

Anaerobiospirillum 

succiniciproducens 

ATCC 53488 

120 g/l glucose in peptone/YE based 
medium, integrated membrane-bioreactor-

electrodialysis with CO2 sparging, 150 h 
incubation 

703 
[0.55] 

Meynial-
Salles et 
al., 2007 

Anaerobiospirillum 
succiniciproducens 
ATCC 53488 

50 g/l glucose, 2% CSL, and 25 ppm 
tryptophan, neutralized with 5.5 M NaCO3, 

saturated medium of 0.3 atm partial 
pressure of CO2, 29.5 h incubation 

289 
[1.16] 

Guettler 
et al., 
1998 

 
Mannheimia 
succiniciproducens 
MBEL55E  
KCTC 0769BP 

18 g/L glucose in MH4 (YE based medium) 
supplemented with 119 mM NaHCO3 , a 

continuous-cell-recycle membrane reactor 
with the CO2 partial pressure of 101.3 kPa 

gas (100% CO2), 6 h incubation 

144 
[2.83] 

Song et 
al., 2007 

a Abbreviations: CSL, corn steep liquor; YE, yeast extract; NR, not reported. 
b Average volumetric productivity is shown in brackets [g/l-h] beneath succinate titer. 
 

การใช�จุลินทรีย�ท่ีสามารถเจริญเติบโตได�ดีในสภาวะแบบก่ึงไร�ออกซิเจน และสามารถสร�างกรดซักซินิกได�
เหมือนกันในสภาวะแบบก่ึงไร�ออกซิเจน เช$น E. coli ได�รับความสนใจอย$างมาก และมีการพัฒนาสายพันธุ�ของ
เชื้อจุลินทรีย�นี้อย$างต$อเนื่องในระยะเวลา 10 ป>ท่ีผ$านมา อย$างไรก็ตามการผลิตกรดซักซินิกจากสายพันธุ�ต้ังต�น
ของ E. coli ตามธรรมชาติอยู$ในระดับท่ีตํ่ามากประมาณ 10 mM จึงได�มีการดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือให� E. 
coli สามารถผลิตกรดซักซินิกได�ปริมาณสูงมากข้ึนประมาณ 700 mM จากอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่าท่ีไม$มีการ
เสริมสารอาหารเชิงซับซ�อน และมีกลูโคสเป*นแหล$งสารอาหารคาร�บอนเพียงอย$างเดียว (Jantama et al., 
2008b)  
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ตารางท่ี 1.2 แสดงแบคทีเรีย E. coli ท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือใช�ผลิตกรดซักซินิก 
 

Organism 
 

Medium/Conditiona 
Succinate 

Titer 
(mM)b 

 
Reference 

E. coli AFP111 

(pflAB, ldhA, ptsG) 

Rhizobium etli pyc  

40 g/l glucose (90 g total glucose) in medium 
supplemented with 20 g/l tryptone, 10 g/l YE and 
40 g/l MgCO3 , dual phase-fed batch fermentation, 

76 h incubation 

841 
[1.31] 

Vemuri et 
al., 2002 

E. coli KJ122 (∆ldhA 
∆adhE ∆ackA ∆(focA-
pflB) ∆mgsA ∆poxB 
∆tdcDE ∆citF ∆aspC 
∆sfcA ∆pta-ackA)   

100 g/l glucose AM1 with 10 g/l KHCO3, simple 
batch fermentation, 120 h incubation, pH 

maintained with 6:1 mixture of 6M KOH+3M K2CO3 

606 
[0.75] 

Jantama et 
al., 2008b 

E. coli KJ122-pKJSUC-24T 
(cscKB and cscA from E. 
coli B) 

150 g/L Sugarcane molasses with 10 g/L KHCO3, 10 
L bioreactor simple batch fermentation, 72 h 
incubation, pH maintained with 1:1 mixture of  

6 M KOH + 3 M K2CO3 

658 
[0.77] 

Chan et al., 
2012 

E. coli KJ122-pKJSUC-24T 
(cscKB and cscA from E. 
coli B) 

70 g/L Sucrose with 10 g/L KHCO3, 10 L bioreactor 
with simple batch fermentation, 72 h incubation, 

pH maintained with 1:1 mixture of 
6 M KOH + 3 M K2CO3 

630 
[0.74] 

Chan et al., 
2012 

a Abbreviations: CSL, corn steep liquor; YE, yeast extract; NR, not reported. 
b Average volumetric productivity is shown in brackets [g/l-h] beneath succinate titer. 

 
E. coli  KJ122 ถูกตัดแต$งดัดแปลงพันธุกรรมให�สามารถผลิตกรดซักซินิกได�ในปริมาณท่ีสูงในระดับ

ห�องปฏิบัติการโดยมีอัตราการเจริญท่ีสูงรวดเร็วในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่าท่ีไม$มีการเสริมสารอาหารเชิงซับซ�อน 
และสามารถทําการผลิตกรดซักซินิกได�ในกระบวนการหมักแบบกะภายใต�สภาวะก่ึงไร�ออกซิเจนท่ีความดันและ
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย E. coli KJ122 นั้นถูกดัดแปลงกระบวนการสร�างและสลายมาจากเชื้อ E. 
coli KJ073 อีกต$อหนึ่งโดยท่ีสายพันธุ�นี้ถูกตัดแต$งพันธุกรรมมาจาก E. coli ATCC 8739 สายพันธุ�ต้ังต�นด�วย
การดัดแปลงและการทําวิวัฒนาการวิถีกระบวนการสร�างและสลาย (metabolic engineering and 
metabolic evolution)  ซ่ึง สายพันธุ� E. coli KJ073 ถูกตัดจีน ldhA, adhE, ackA, (focA-pflB), mgsA  
และ poxB ซ่ึงยีนดังกล$าวเก่ียวข�องกับการสร�างเอนไซม� lactate dehydrogenase, alcohol 
dehydrogenase, acetate kinase, pyruvate formate lyase, methyl glyoxylase และ pyruvate 
oxidase ตามลําดับ ซ่ึงเอนไซม�เหล$านี้เก่ียวข�องกับการสร�างกรดอินทรีย�ต$างๆ ท่ีไม$ใช$กรดซักซินิก ระหว$าง
กระบวนการหมักน้ําตาลภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจน เป*นผลให�สายพันธุ�ดังกล$าวสามารถผลิตกรดซักซินิกได�
มากกว$าสายพันธุ�ต้ังต�น (ATCC 8739) และได�ผลผลิต (yield) เท$ากับ 1.2 mol succinate/mol glucose 
used หลังจากนั้นสายพันธ� KJ073 ถูกนําไปพัฒนาต$อเพ่ือให�สามารถสร�างกรดซักซินิกในปริมาณสูงข้ึนอีกโดย
การตัดจีน tdcDE , citF, aspC และ sfcA ทําให�ได�สายพันธุ� KJ122 (รูปท่ี 1.1) โดยยีนดังกล$าวเก่ียวข�องกับ
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การสร�างเอนไซม� threonine decarboxylase, citrate lyase, aspartate synthase และ malate 
dehydrogenase ตามลําดับ ซ่ึงสายพันธุ� KJ122 สามารถผลิตกรดซักซินิกความเข�มข�น 80 กรัมต$อลิตร มีค$า
ผลผลิตได� (yield) เท$ากับ 1.46 mol succinate/mol glucose used และผลิตผลเฉลี่ย (average 
productivity) ท่ีเวลา 96 ชั่วโมง เท$ากับ  0.90 กรัมต$อลิตรต$อชั่วโมง  

 

รูปท่ี 1.1 การตัดแต$งพันธุกรรมของ E. coli ATCC 8739 สายพันธุ�ตั้งต�นเพ่ือสร�างสายพันธุ� KJ122 (Jantama 
et al., 2008b) 

เชื้อ E. coli สายพันธุ� KJ122 ได�ถูกดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือให�สามารถผลิตซักซิเนตในระดับความ
เข�มข�น และผลได�ท่ีสูงในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่าท่ีมีกลูโคส ภายใต�สภาวะการหมักแบบไร�ออกซิเจนอย$างง$าย 
อย$างไรก็ตามสายพันธุ�นี้ไม$สามารถใช�น้ําตาลซูโครสอย$างมีประสิทธิภาพเนื่องจากการยับยั้งกระบวนการสลาย 
(catabolite repression) ดังนั้น Chan et al. (2012) ได�เพ่ิมประสิทธิภาพการใช�น้ําตาลซูโครสของสายพันธุ� 
E. coli KJ122 ด�วยยีนท่ีสร�างเอนไซม�สลายซูโครส (cscA and cscKB) ท่ีมีส$วนของโปรโมเตอร�ของเชื้อ E. 
coli สายพันธุ� B ซ่ึงมีความสามารถในการใช�น้ําตาลซูโครสได�ตามธรรมชาติถูกโคลนและแสดงออกใน E. coli 
KJ122 โดยท่ีสายพันธุ� E. coli KJ122 ท่ีมีพลาสมิดลูกผสมท่ีชื่อว$า pKJSUC อยู$ได�ถูกคัดเลือกการใช�น้ําตาล
ซูโครสอย$างมีประสิทธิภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด Phenol Red ท่ีมีน้ําตาลซูโครสผสมอยู$ท้ังอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบเหลว และอาหารเลี้ยงเชื้อแบบอาหารวุ�น โคลนท่ีได�สามารถแสดงอาณาเขตโคโลนีสีเหลืองใสท่ีใหญ$กว$า
เม่ือเทียบกับสายพันธุ� E. coli KJ122 ท่ีไม$มีพลาสมิดลูกผสมอยู$บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบวุ�น และยังแสดง
ความสามารถในการเจริญ และการสร�างกรดอย$างรวดเร็วในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว  

หลังจากการทําวิวัฒนาการของกระบวนการสร�างและสลาย E. coli สายพันธุ� KJ122-pKJSUC 
สามารถใช�น้ําตาลซูโครสอย$างมีประสิทธิภาพในการผลิตกรดซักซินิกท่ีมีความเข�มข�นสูงโดยมีการสะสมของ
ผลิตภัณฑ�อันไม$พึงประสงค�ในระดับตํ่าในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบ AM1 อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวชนิดท่ีมีความ
เข�มข�นเหมาะสมท่ี 70 กรัมต$อลิตรของน้ําตาลซูโครสให�กรดซักซินิกท่ีความเข�มข�น 50.52 ± 1.8 g/L (ผลิตผล 
1.05 97 g/L/h)  ในขวดเลี้ยงเชื้อขนาด 500 mL ภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจน และท่ีความเข�มข�น 46.59 ± 
1.23 g/L (ผลิตผล 0.97 g/L/h)  ในถังปฏิกรณ�ชีวภาพขนาด 10 L ภายในเวลา 48 ชั่วโมง อย$างไรก็ตามพบว$า
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ยาปฏิชีวนะไม$มีผลกระทบต$อการผลิตกรดซักซินิกจากเชื้อสายพันธุ� E. coli KJ122-pKJSUC ภายใต�สภาวะ
การหมักแบบกะ นอกจากนั้นกรดซักซินิกถูกผลิตท่ีความเข�มข�น 47.69 ± 3.94 g/L (ผลิตผล 0.99 g/L/h) 
จากกากน้ําตาลอ�อย 150 g/L ในขวดเลี้ยงเชื้อขนาดเล็กภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจนในเวลา 48 ชั่วโมง จากการ
เพ่ิมขนาดการหมักในถังปฏิกรณ�ชีวภาพขนาด 10 ลิตรพบว$ากรดซักซินิกถูกผลิตข้ึนท่ีความเข�มข�น  35.14 ± 
7.53 g/L และ 65.01 ± 0.64 g/L ภายในเวลา 48 และ 96 ชั่วโมง ตามลําดับ ซ่ึงสามารถสรุปผลการทดลอง
ได�ตารางท่ี 2 จากผลการทดลองดังกล$าวแสดงให�เห็นว$าเชื้อ E. coli KJ122-pKJSUC น$าจะเป*นสายพันธุ�ท่ีมี
ศักยภาพในการผลิตกรดซักซินิกจากน้ําตาลซูโครส และกากน้ําตาลอ�อยท่ีมีความคุ�มค$าทางเศรษฐกิจ 

อย$างไรก็ตามถึงแม�ว$าจากการศึกษาการผลิตกรดซักซินิกจากกลูโคส และซูโครสด�วย E. coli KJ122 ท่ีได�
จะเป*นท่ีน$าพึงพอใจแต$ยังไม$มีงานวิจัยท่ีการนําเอาสารอาหารคาร�บอนท่ีได�จากกากมันสําปะหลัง หรือแป'งมัน
สําปะหลังมาใช�ในการผลิตกรดซักซินิก ดังนั้นจึงมีความน$าสนใจเป*นอย$างมากในการท่ีจะนําเอาวัตถุดิบท้ังสอง
มาใช�ในการผลิตกรดซักซินิกเพ่ือทําให�เกิดมูลค$าเพ่ิมของวัตถุดิบท้ังสองมาเป*นกรดซักซินิกท่ีมีมูลค$าทาง
เศรษฐกิจมากข้ึน  
 
ประโยชน!ท่ีคาดวHาจะได)รับ เชHน ด)านวิชาการ ด)านนโยบาย ด)านเศรษฐกิจ/พาณิชย! ด)านสังคมและชุมชน 
รวมถึงการเผยแพรHในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหนHวยงานท่ีใช)ประโยชน!จากผลการวิจัย 

ประเทศไทยมีศักยภาพอย$างมากท่ีจะทําการผลิตกรดซักซินิกโดยเทคนิคด�านเทคโนโลยีชีวภาพจาก
กระบวนการหมักเนื่องจากความพร�อมทางด�านวัตถุดิบ และความหลากหลายทางชีวภาพของเชื้อจุลินทรีย�ท่ี
สามารถใช�ในการผลิตกรดซักซินิก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงถูกเสนอข้ึนภายใต�กรอบแนวคิดท่ีจะนําเอาประโยชน�ท่ีได�
จากการดัดแปลงพันธุกรรมของเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีสามารถผลิตกรดซักซินิกจากสารอาหารคาร�บอนได�
หลากหลายและอยู$ในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่า (mineral salts medium) และมีราคาถูก ไม$ต�องการสารอาหาร
ท่ีซับซ�อนท่ีมีราคาแพงเช$น yeast extract หรือ peptone เป*นต�น การผลิตยังสามารถทําได�ท่ีสภาวะก่ึงมี
ออกซิเจน (facultative anaerobic conditions) และมีการควบคุมสภาวะกระบวนการหมักอย$างง$ายๆ ท้ังนี้
กระบวนการผลิตของเชื้อ E. coli KJ122 สามารถลดข�อบกพร$องของการผลิตกรดซักซินิกแบบด้ังเดิมด�วยเชื้อ
แบคทีเรียท่ีสร�างกรดซักซินิกเป*นหลักตามธรรมชาติ (succinate-producing bacteria) กล$าวคือในกรณีของ
เชื้อแบคท่ีเรียท่ีสร�างกรดซักซินิกเป*นหลักท่ีคัดแยกได�จากธรรมชาติส$วนมากมักจะมีอัตราการผลิตกรดซักซินิก
สูงในสภาวะไร�ออกซิเจนอย$างยิ่งยวด (strictly anaerobic conditions) ซ่ึงยากต$อการควบคุม และมีความ
สิ้นเปลืองจากการเพ่ิมกbาซต$างๆ เข�าสู$กระบวนการผลิต เพ่ือให�เกิดสภาวะไร�ออกซิเจนแบบยิ่งยวด และเชื้อ
แบคทีเรียกลุ$มนี้ต�องการธาตุอาหารเสริมบางชนิดท่ีจําเพาะและมีราคาแพงท่ีทําให�ราคาต�นทุนการผลิตเพ่ิม
สูงข้ึน ในทางตรงกันข�ามการใช� E. coli KJ122 ท่ีผ$านการดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือการผลิตกรดซักซินิกซ่ึง
สามารถทําได�ในอาหารเลี้ยงเชื้อข้ันตํ่าราคาถูก และใช�สภาวะก่ึงไร�ออกซิเจนธรรมดาท่ีไม$ต�องการเพ่ิมกbาซใดๆ 
ในกระบวนการผลิต อย$างไรก็ตามการผลิตกรดซักซินิกจากเช้ือ E. coli KJ122 ยังต�องได�รับการพัฒนา
ปรับปรุงกระบวนการหมักเพ่ือให�เหมาะสมต$อวัตถุดิบแต$ละชนิด เช$นแป'งมัน และกากมันสําปะหลังด�วย
งานวิจัยท่ีต$อยอดเพ่ือนําไปสู$การประยุกต�ใช�ในระดับอุตสาหกรรมต$อไป 

งานวิจัยนี้จะเป*นส$วนหนึ่งของโครงการการเรียนการสอนระดับบัณฑิตศึกษาดังนั้นความรู�และเทคนิค
ต$างๆ ท่ีใช�ในการศึกษาครั้งนี้จะถูกถ$ายทอดโดยตรงกับนักศึกษาบัณฑิตศึกษาท่ีกําลังอยู$ในระหว$างการทํา
วิทยานิพนธ� นอกเหนือจากนั้นงานวิจัยนี้เป*นการใช�องค�ความรู�เฉพาะทางท่ีมีจุดมุ$งหมายระยะยาวในการ
ถ$ายทอดเทคนิควิธีการจากมหาวิทยาลัยไปสู$ท้ังภาคเกษตรและภาคอุตสาหกรรมเพ่ือพัฒนากระบวนการผลิต
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กรดซักซินิกจากกระบวนการหมักโดยเชื้อแบคทีเรียให�มีฐานการผลิตขนาดใหญ$ ท่ีจะเป*นเป'าหมายในการผลิต
เพ่ือการค�าในอนาคต 
 เนื่องด�วยหัวหน�าโครงการวิจัย มีประสบการณ�หลังจบการศึกษาในระดับปริญญาเอกภายในระยะเวลา
น�อยกว$า 10 ป> ทําให�เป*นโอกาสอันดีท่ีแผนงานวิจัยนี้จะมีส$วนช$วยให�หัวหน�าโครงการวิจัย มีแหล$งเงินทุน
สนับสนุนการวิจัยเพ่ือพัฒนาขีดความสามารถในการทําวิจัย รวมถึงการผลิตผลงานทางวิชาการในรูปแบบต$าง 
ๆ เช$นบทความทางวิชาการ ยังผลให�เป*นนักวิจัยรุ$นใหม$อย$างมีคุณภาพต$อไป  
 นอกจากนั้นงานวิจัยนี้ท้ังหัวหน�าโครงการวิจัยและผู�ร$วมงานวิจัยยังมีโอกาสในการถ$ายทอดความรู�
ทางด�านวิทยาศาสตร�ท่ีตนเองถนัดไปยังนักศึกษาระดับปริญญาตรี และปริญญาโทท่ีสนใจเข�ามามีส$วนร$วมใน
การทํางานวิจัยท่ีเสนอในแผนงานวิจัยนี้ ท้ังนี้นักศึกษาระดับปริญญาตรี และปริญญาโทจะมีโอกาสได�เรียนรู�
การปฏิบัติงานทางด�านวิทยาศาสตร�อย$างมีระบบ และเป*นแบบแผนซ่ึงจะเป*นพ้ืนฐานการสร�างบุคคลากรทาง
วิทยาศาสตร�ท่ีมีความสามารถต$อไปในอนาคต 

ประโยชน�ท่ีคาดว$าจะได�จากการวิจัยนี้คือการตีพิมพ�ลงในวารสารทางวิทยาศาสตร�ในระดับนานาชาติ  
เช$น Bioresource Technology เป*นต�น ซ่ึงสามารถเสนอผลงานวิจัยในแง$การพัฒนากระบวนการผลิตกรดซัก
ซินิกจากเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีผ$านการดัดแปลงพันธุกรรมจากสารอาหารคาร�บอนราคาถูกคือแป'งมัน และ
กากมันสําปะหลัง นําไปสู$การถ$ายทอดเทคโนโลยีจากภาคการศึกษาสู$ภาคการผลิตขนาดอุตสาหกรรมซ่ึงจะ
เป*นการแก�ปEญหาราคาตกตํ่าของปริมาณวัตถุดิบทางการเกษตรของกลุ$มพืชพลังงานท่ีล�นตลาดเช$นอ�อย และ
มันสําปะหลังเป*นต�น ให�มาเป*นกรดซักซินิกท่ีมีมูลค$าทางเศรษฐกิจสูงต$อไปได�  

 
แผนการถHายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสูHกลุHมเปQาหมาย 

งานวิจัยนี้สามารถทําการผลิตกรดซักซินิกจากการเปลี่ยนมวลชีวภาพ ซ่ึงรวมถึงสารคาร�บอนราคาถูกท่ีได�
จากกลุ$มพืชพลังงาน ท่ีมีราคาถูกไปเป*นกรดซักซินิกท่ีมีมูลค$าทางเศรษฐกิจอยู$สูง เพ่ือรองรับกับความต�องการ
กรดซักซินิกไว�ใช�เป*นสารต้ังต�นในการผลิตสารเคมีอ่ืน ๆ ท่ีสําคัญ รวมถึงพลาสติกชีวภาพต$อไป ดังนั้น
เทคโนโลยีท่ีได�จากงานวิจัยนี้เม่ือสําเร็จทําให�ประเทศไทยเรามีสายพันธุ�แบคทีเรีย KJ122 ท่ีสร�าง กรดซักซินิก 
รวมถึงได�องค�ความรู�ด�านเทคโนโลยีการหมักท่ีเหมาะสมในการนําเอาเชื้อ KJ122 จากแป'งมันและกากมัน
สําปะหลังเอาไว�ใช�ในการผลิตกรดซักซินิกเองภายในประเทศโดยไม$ต�องพ่ึงกระบวนการผลิต กรดซักซินิกจาก
เชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือก หรือพัฒนากระบวนการผลิตมาจากแหล$งอ่ืนซ่ึงสามารถลดต�นทุนการผลิตจากการ
จ$ายเงินเพ่ือซ้ือสิทธิบัตรการผลิตจากต$างประเทศ  

ดังนั้นเทคโนโลยีท่ีพัฒนาได�จากงานวิจัยชิ้นนี้สามารถถูกนําไปถ$ายทอดเพ่ือการกรดซักซินิกในระดับ
โรงงานอุตสาหกรรมท่ีมีการขยายขนาดกําลังการผลิตจากการหมักแบบกะ เป*นการหมักแบบต$อเนื่องในถัง
หมักปฏิกรณ�ชีวภาพขนาดใหญ$ซ่ึงทําให�เกิดการนําเอาองค�ความรู�ท่ีถูกคิด และพัฒนาจากสถาบันการศึกษาใน
ระดับมหาวิทยาลัยไปสู$ภาคเอกชนท่ีมีศักยภาพในการลงทุนการผลิตกรดซักซินิกในระดับอุตสาหกรรมขนาด
ใหญ$เพ่ือการค�าต$อไป ตัวอย$างโรงงานอุตสาหกรรมท่ีน$าจะนําเอาเทคโนโลยีการผลิต กรดซักซินิกท่ีพัฒนาจาก
งานวิจัยนี้ไปใช�ได�แก$โรงงานอุตสาหกรรมท่ีมีการแปรรูปสินค�าทางการเกษตรเช$นน้ําตาล และแป'งมัน โดยท่ี
โรงงานเหล$านี้สามารถนําเอาน้ําตาล หรือแป'งมันท่ีทางโรงงานผลิตได�เองมาเป*นวัตถุดิบการผลิตกรกซักซินิกอ
ย$างครบวงจร ซ่ึงมีตัวอย$างท่ีคล�ายคลึงให�เห็นเช$นการผลิตไบโอเอทานอลของโรงงานผลิตน้ําตาลจากอ�อยหลาย
แห$งในประเทศ ท้ังนี้การถ$ายทอดเทคโนโลยีดังกล$าวสามารถทําได�ภายหลังจากการสิ้นสุดการดําเนินงานวิจัย 
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บทที่ 2 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

วัตถุดิบที่ใช้ในกำรวิจัย 
กำกมันส ำปะหลัง (Cassava pulp)  
กากมันส าปะหลังได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทแป้งโคราชจ ากัด จังหวัดนครราชสีมา ทั้งนี้กากมัน

ส าปะหลังที่ได้จะมีความชื้นเริ่มต้นประมาณ 60-70% จึงต้องน าไปอบไล่ความชื้นที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนกว่าจะได้ความชื้นประมาณ 10% (น้ าหนักแห้ง) ก่อนจะน าไปบดและร่อนผ่าน
ตระแกรงขนาด 0.2 mm ซึ่งกากมันส าปะหลังที่ผ่านการลดขนาดแล้วจะน าไปเก็บในโถดูดความชื้นก่อน
น ามาใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป  

แป้งมันส ำปะหลัง (Cassava Starch)  
แป้งมันส าปะหลังได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทแป้งโคราชจ ากัด จังหวัดนครราชสีมา (ประเทศ

ไทย) โดยแป้งมันส าปะหลังจะถูกเก็บไว้ในโถดูดความชื้นก่อนน ามาใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป  
แบคทีเรียและเอนไซม์ 
การศึกษาการผลิตกรดซักซินิกในงานวิจัยนี้จะใช้แบคทีเรียที่ผ่านการดัดแปลงวิถีการสร้างและสลาย

สายพันธุ์ E. coli KJ122 (Jantama et al., 2008) ส าหรับเอนไซม์ที่ใช้ในการวิจัยทั้งหมดจัดซื้อจากบริษัท
สยามวิคตอรี่ เคมิคอล จ ากัด (ประเทศไทย) ซึ่งประกอบด้วย  

(1) เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์ (Cellulase complex, Actipro VJ-52)  (เอนไซม์ผสมระหว่าง
เอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) ที่มีความสามารถในการย่อย (Activity) 2300 CMC/g และเอนไซม์บีต้า-กลูโค
ซิเดส (Beta-Glucosidase) ทีม่ีความสามารถในการย่อย 570 IU/g) 

(2) เอนไซม์ไซลาเนส (Xylanase) มีความสามารถในการย่อย 3900 CMC/g 
(3) เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (Alpha Amylase, SKBU) มีความสามารถในการย่อย 42,169 IU/g 
(4) เอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase, AG-GLU 70) ที่มีความสามารถในการย่อย 

213,000 IU/g 
 
อำหำรเลี้ยงเชื้อ  
ส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย E. coli KJ122 เพ่ือจะท าการผลิตกรดซักซินิกนั้นจะใช้อาหาร AM1 

ตามรายงานของ Martinez et al. (2007) ซ่ึงมีองค์ประกอบตามตารางที่ 1.1 โดยจะมีการเติมแป้งมันและ
กากมันจากการเตรียมข้างต้นเพ่ือใช้เป็นสารอาหารคาร์บอนตั้งต้นเพื่อการผลิตกรดซักซินิก 
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ตำรำงท่ี 2.1 องค์ประกอบของอำหำรเลี้ยงเชื้อ AM1 (Martinez et al., 2007) 
องค์ประกอบ ควำมเข้มข้น (mmol/L) 
(NH4)2HPO4 
NH4H2PO4 
Total PO4 
Total N 
aTotal K 
MgSO4.7H2O 
Betaine-HCl 

19.92 
7.56 
27.48 
47.93 
1.00 
1.50 
1.00 

 
FeCl3.6H2O 
CoCl2.6H2O 
CuCl2.2H2O 
ZnCl2 
Na2MoO4.2H2O 
H3BO3 
MnCl2.4H2O 

(µmol/L)b 
8.88 
1.26 
0.88 
2.20 
1.24 
1.21 
2.50 

Total salts 4.1 g/L 
a KOH is used to neutralize betaine-HCl stock.  
b Trace metal stock (1000X) was prepared in 120 mM HCl. 
 

สภำวะในกำรเลี้ยงและกำรเตรียมกล้ำเชื้อ 
กล้าเชื้อ (Inoculums) จะเตรียมโดยการเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ์ E. coli KJ122 ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ใช้แรงกวน 100 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงในอาหาร AM1 ที่เสริมด้วยไบคาร์บอเนตความ
เข้มข้น 100 mM และบีเทนไฮโดรคลอไรด์ (betaine HCl) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ส าหรับการเลี้ยงเชื้อ
เพ่ือการผลิตกรดซักซินิกจะเลี้ยงในขวดทดลองขนาด 500 mL (รูปที่ 2.1) โดยใช้ปริมาตรน้ าหมัก (Working 
volume) 350 mL และจะใส่กล้าเชื้อที่ เตรียมได้ข้างต้นความเข้มข้นของค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 nm 
(OD550) เท่ากับ 0.1 (33.3 mg CDW/L) ทั้งนี้สภาวะไร้ออกซิเจนในกระบวนการหมักจะเกิดขึ้นทันทีที่
แบคทีเรียเริ่มมีการเจริญและผลิตกรดอินทรีย์ขึ้น โดยกรดอินทรีย์ที่ผลิตขึ้นจะไปท าปฏิกิริยากับไบคาร์บอเนต
ในน้ าหมักแล้วปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมาแทนที่ออกซิเจนในน้ าหมักท าให้เกิดสภาวะไร้
ออกซิเจนขึ้น นอกจากนี้ในระหว่างการหมักจะควบคุมค่าพีเอชอัตโนมัติด้วยการเติมสารละลายผสมของ
โพแทสเซียมคาร์บอเนตที่ความเข้มข้น 3 M และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น 6 M ในอัตราส่วน 
1:1  
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รูปที่ 2.1 แสดงขวดทดลองขนาด 500 mL ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่เชื่อมต่อด้วยระบบควบคุมค่า

ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในระหว่างการหมักอย่างอัตโนมัติ 
 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย  
กำรวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีของมันส ำปะหลัง  
การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี (ไขมัน เส้นใย โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และปริมาณ ความชื้น) ของ

ตัวอย่างแป้งมันและกากมันจะวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐานของ AOAC (Association of Official Analytical 
Chemists) ทั้งนี้ปริมาณไขมัน เส้นใยและเถ้า จะวิเคราะห์ตามรายงานของ Charles et al. (2005) ส่วน
ปริมาณโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตจะวิเคราะห์ตามรายงานของ Vadivel and Janardhanan (2001)  

 
กำรย่อยตัวอย่ำงมันส ำปะหลังก่อนกำรน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 
แป้งมันส ำปะหลัง (Cassava starch)  
ในการย่อยตัวอย่างแป้งมันส าปะหลังจะใช้เอนไซม์ 2 ชนิด ได้แก่เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสที่มี

ความสามารถในการย่อย 42,169 IU/g และเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดสที่มีความสามารถในการย่อย 213,000 
IU/g โดยการย่อยจะเริ่มจากการละลายตัวอย่างมันส าปะหลัง 90 กรัม ในสารละลายแอมโนเนียฟอสเฟต
บัฟเฟอร ์ 400 มิลลิลิตรแล้วเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสปริมาณ 0.3% (v/v) ที ่ pH 6.0 น าไปบ่มในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิที ่ 95 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดสในปริมาณ 
0.5% (v/v) ที ่ pH 4.5 ก่อนที่จะน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 58 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 ชั่วโมง 
หลังจากสิ้นสุดกระบวนการย่อยน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่เกิดขึ้นจากการย่อยด้วยวิธี DNS 
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(Jesse et al., 2002) ควบคู่กับการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC (high performance liquid 
chromatography)  

 
 
 
 

แผนผังสรุปวิธีกำรเตรียมวัตถุดิบเพื่อใช้ในกำรวิจัย 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
กำกมันส ำปะหลัง (Cassava pulp)  

- การเตรียมกากมันส าปะหลัง (ความชื้น 10%, dry basis): อบไล่ความชื้น (55 °C 
ประมาณ 24 ชั่วโมง) แล้วบดและร่อนผ่านตระแกรงขนาด 0.2 มิลลิเมตร 

- การเตรียมแป้งมันส าปะหลัง: เก็บไว้ในโถดูดความชื้น 

วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยวิธีมาตรฐานของ AOAC 
(ไขมัน, เส้นใย, โปรตีน, คาร์โบไฮเดรต และปริมาณความชื้น)  

 

กำรย่อยตัวอย่ำงมันส ำปะหลังก่อนกำรน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 
การใช้เอนไซม์  

- แป้งมัน (α-amylase และ amyloglucosidase) 

- กากมัน (α-amylase, amyloglucosidase, cellulases และ beta-glucosidase) 
การใช้กรดเจือจาง (1 M HCl) 
อัตราส่วนมันส าปะหลัง 1 ส่วนต่อกรดเจือจาง 9 ส่วน 

 
 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการย่อยมันส าปะหลังด้วยเครื่อง HPLC ควบคู่

กับวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ด้วยวิธี DNS 
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ส าหรับการย่อยตัวอย่างกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์จะเริ่มจากน ากากมันส าปะหลังไปละลายใน
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ในอัตราส่วน กากมัน 1 กรัมต่อสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ์4 มิลลิลิตร แล้วเติม
เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์ปริมาณ 0.2% (v/v) เพ่ือท าการย่อยโครงสร้างของเซลลูโลส จากนั้นเติมเอนไซม์
แอลฟาอะไมเลสปริมาณ 0.3% (v/v) ที ่pH 6.0 แล้วน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 95 องศาเซลเซียสนาน 
2 ชั่วโมง หลังจากนั้นเติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดสปริมาณ 0.5% (v/v) ที ่pH 4.5 ก่อนที่จะน าไปบ่มในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิที ่58 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่เกิดข้ึน
จากการย่อย ด้วยวิธี DNS (Jesse et al., 2002) ควบคู่กับการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC  

กำรเตรียมกำกมันส ำปะหลังโดยกำรย่อยด้วยกรดเจือจำง  
การเตรียมกากมันโดยการย่อยด้วยกรดเจือจางจะดัดแปลงจากวิธีของ  Thongchul et al. (2010) ที่

ใช้กรดไฮโดรคลอลิกเจือจางความเข้มข้น 1 M (ตัวอย่างกากมัน 1 g ผสมกับสารละลายกรดไฮโดรคลอลิก
ความเข้มข้น 1 M ปริมาณ 9 mL) โดยจะน าตัวอย่างสารละลายกากมันที่เติมกรดแล้วไปให้ความร้อนที่ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในหม้อนึ่งความดัน (autoclave) จากนั้นน าตัวอย่างไปกรองแยกส่วนที่เป็น
ของแข็งออกด้วยผ้าขาวบาง แล้วปรับค่าพีเอชของสารละลายให้ได้ค่าพีเอช 10.0 ก่อนน าไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วน
ที่ตกตะกอนออกโดยใช้ความเร็วรอบ 1,500 รอบต่อนาที นาน 15 นาที หลังจากนั้นปรับพีเอชด้วยกรดไฮโดร
คลอลิกให้ได้พีเอชเป็นกลาง (พีเอช 7.0) แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงแยกส่วนที่ตกตะกอนออกอีกครั้ง สุดท้ายน า
ตัวอย่างไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่เกิดขึ้นจากการย่อยด้วยวิธี  DNS (Jesse et al., 2002) ควบคู่กับการ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 

 
กำรออกแบบกำรวิจัย 
ในการศึกษาวิจัยนี้จะใช้วัตถุดิบที่ได้จากมันส าปะหลังทั้งแป้งมันส าปะหลังและกากมันเป็นแหล่ง

คาร์บอนหลักในการผลิตกรดซักซินิกโดยกระบวนการหมักแบบกะและแบบกึ่งกะด้วยแบคทีเรีย E. coli KJ122 
ซึ่งวิธีการทดลองทัง้หมดของการศึกษาวิจัยนี้จะประกอบด้วย 5 ส่วนหลักๆ ดังนี้ 

 
ศึกษำชนิดของเอนไซม์และควำมเข้มข้นในกำรย่อยกำกมันส ำปะหลัง และแป้งมันส ำปะหลัง

เพื่อให้เกิดกำรคุ้มค่ำทำงเศรษฐกิจและมีประสิทธิภำพของกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยเชื้อ KJ122 
การศึกษาชนิดของเอนไซม์ในการย่อยกากมันส าปะหลังจะดัดแปลงจากการศึกษาของ Chen et al. 

(2011) ซึ่งจะทดลองในขวดทดลองขนาด 250 mL ใช้ปริมาณสารละลาย (working volume) 150 mL 
ส าหรับการย่อยก็จะเริ่มจากการน ากากมันส าปะหลัง (10%, น้ าหมักแห้ง) ไปผสมกับสารละลายแอมโมเนีย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 (เป็นบัฟเฟอร์ที่ใช้ในอาหาร AM1) แล้วน าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที พักให้เย็นก่อนเติมเอนไซม์ชนิดต่างๆ ได้แก่ เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์ , ไซ
ลาเนส, แอลฟาอะไมเลส และอะไมโลกลูโคซิเดส ซึ่งชนิดของเอนไซม์ที่ใช้ในแต่ละชุดการทดลองจะเป็นการ
ผสมของเอนไซม์แต่ละชนิดกล่าวคือ 1) เอนไซม์เซลลูเลส คอมเพล็กซ์+ไซลาเนส+แอลฟาอะไมเลส+อะไม
โลกลูโคซิเดส 2) เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์+ไซลาเนส+แอลฟาอะไมเลส 3) เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์+
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ไซลาเนส 4) เอนไซม์เซลลูเลสคอมเพล็กซ์+แอลฟาอะไมเลส+อะไมโลกลูโคซิเดส 5) เอนไซม์เซลลูเลสคอม
เพล็กซ์+ไซลาเนส+อะไมโลกลูโคซิเดส 7) ไซลาเนส+แอลฟาอะไมเลส+อะไมโลกลูโคซิเดส 8) เอนไซม์เซลลู
เลสคอมเพล็กซ์ หรือ ไซลาเนส หรือ แอลฟาอะไมเลส หรือ อะไมโลกลูโคซิเดส เป็นต้น ในปริมาณ 2% (w/w, 
ต่อน้ าหนักของกากมันส าปะหลัง) จากนั้นน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียสใช้แรงกวนคงที่
ที่ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สุดท้ายน าไปแยกส่วนกากที่เหลือออกโดยการปั่นเหวี่ยงที่ 13,500 
รอบต่อนาทีนาน 10 นาที แล้วน าส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการย่อยทั้งหมดด้วยเครื่อง HPLC 
ควบคู่กับการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS 
 ในกรณีของแป้งมันส าปะหลังจะท าวิธีเดียวกันกับข้างต้นแต่จะการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส และอะ
ไมโลกลูโคซิเดส ในปริมาณ 2% (w/w, ต่อน้ าหนักของแป้งมัน) เท่านั้น 
 
 
 
 
 
 
 

แผนผังสรุป กำรศึกษำชนิดของเอนไซม์
ในกำรย่อย กำกมันส ำปะหลัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เติมเอนไซม์ชนิดต่างๆ (α-amylase, amyloglucosidase, cellulases, beta-
glucosidase และ xylanase ความเข้มข้น 2% (w/w, on dry matter) 

 

กากมันอบแห้ง (10%, dry basis) ผสมกับ
แอมโมเนียฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 6.0 

ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 20 นาท ี

บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส กวนต่อเนื่อง 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

ปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกกากท่ีเหลือ (13,500 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที) 

วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการย่อยด้วยเครื่อง HPLC ควบคู่กับวิเคราะห์
ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) ด้วยวิธี DNS 
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ศึกษำกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยน้ ำตำลชนิดต่ำงๆ ด้วยเชื้อ E. coli KJ122 
วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้ เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย E. coli KJ122 ในการใช้

น้ าตาลชนิดต่างๆ ส าหรับการเจริญและผลิตกรดซักซินิก ซึ่งจะใช้เป็นการทดลองควบคุมของการใช้วัตถุดิบกาก
มันส าปะหลังในการผลิตกรดซักซินิกด้วยเชื้อ E. coli KJ122 ดังนั้นการทดลองนี้จะใช้ทั้งน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว
และโมเลกุลคู่ตลอดจนน้ าตาลผสมที่ความเข้มข้น 50 g/L เป็นแหล่งอาหารคาร์บอนในการผลิตกรดซักซินิก 
โดยตัวอย่างน้ าตาลที่ทดสอบจะเป็นน้ าตาลที่พบได้หลังจากกระบวนการย่อยกากมันส าปะหลัง ได้แก่ น้ าตาล
กลูโคส มอลโทส ไซโลส อะราบิโนส กาแล็กโทสและแมนโนส ซึ่งเป็นน้ าตาลที่พบโดยทั่วไปในสารประกอบลิก
โนเซลลูโลส ทั้งนี้จะท าการทดลองในขวดทดลองขนาด 500 mL ดังที่ได้กล่าวไปแล้วในหัวข้อที่ 13.1 และจะ
ใช้อาหาร AM1 ใช้กล้าเชื้อเริ่มต้น OD550 เท่ากับ 0.1 ควบคุมค่าพีเอชของน้ าหนักให้คงที่ท่ีค่าพีเอช 7.0 ด้วย
สารละลายผสมของโพแทสเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 3 โมลาร์ และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
6 โมลาร์ ในอัตราส่วน 1:1 ในระหว่างการหมักจะสุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 8 ชั่วโมงจนครบ 96 ชั่วโมง  

แผนผังสรุปศึกษำกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยน้ ำตำลชนิดต่ำงๆ ด้วยเชื้อ E. coli KJ122 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

เตรียมกล้าเชื้อ E. coli KJ122 โดยบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-
18 ชั่วโมง ใช้แรงกวน 100 rpm ในอาหาร AM1 ที่เสริมด้วยน้ าตาลกลูโคส 30 g/l, 

100 mM bicarbonate และ 1 mM Betaine HCl 

ถ่ายกล้าเชื้อ OD550 (0.1) ลงในขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร AM1 เสริมด้วย
น้ าตาลชนิดต่างๆ [น้ าตาลกลูโคส, มอลโทส, ไซโลส, อะราบิโนส, กาแล็กโทส, แมนโนส และ

น้ าตาลผสมความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร] 

บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมง ใช้แรงกวน 150 rpm ควบคุมค่าพีเอชของ
น้ าหนักให้คงที่ที่ 7.0 ด้วย 6 M KOH+3M K2CO3 (อัตราส่วน 1:1) 

สุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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ศึกษำกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยน้ ำตำลที่ย่อยได้จำกมันส ำปะหลัง ก่อนน ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 

(Separate hydrolysis and batch fermentation, SHF) ด้วยเชื้อ KJ122 
ในการทดลองนี้จะใช้น้ าตาลที่ได้จากการย่อยกากมันที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 100 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่ง

คาร์บอนหลักส าหรับผลิตกรดซักซินิกด้วยเชื้อ E. coli KJ122 ส าหรับวิธีการทดลองจะท าเช่นเดียวกันกับ
รายละเอียดที่กล่าวไว้ในหัวข้อ 13.3.2 กล่าวคือ จะท าการทดลองในขวดทดลองขนาด 500 mL และใช้อาหาร 
AM1 ใช้กล้าเชื้อเริ่มต้น OD550 เท่ากับ 0.1 ควบคุมค่าพีเอชของน้ าหมัก (fermentation broth) ให้คงที่ที่ 7.0 
ด้วยสารละลายผสมของโพแทสเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 3 M และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
6 M ในอัตราส่วน 1:1 และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยในระหว่างการหมักจะสุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือ
วิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการหมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 8 ชั่วโมงจนครบ 96 ชั่วโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนผังสรุปกำรศึกษำกระบวนกำรหมักกรดซักซินิกแบบกะด้วยน้ ำตำลที่ย่อยได้จำกกำกมันส ำปะหลังก่อน

น ำเข้ำสู่กระบวนกำรหมัก 
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ศึกษำปัจจัยด้ำนค่ำควำมเป็นกรดและด่ำง อุณหภูมิ ควำมเข้มข้นของวัตถุดิบตั้งต้น และชนิดและ

ควำมเข้มข้นของเอนไซม์ที่ใช้ย่อยแป้งมัน และกำกมันส ำปะหลัง ที่มีผลต่อกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยวิธีกำร
ย่อยควบคู่ กับกำรหมักแบบกะใน ขั้ นตอนเดียว (Simultaneous saccharification and batch 
fermentation, SSF-batch) ด้วยเชื้อ E. coli KJ122 

กระบวนการหมักแบบกะควบคู่กับการย่อยในขั้นตอนเดียวจะทดลองในขวดทดลองขนาด 500 
มิลลิลิตร (รูปที่ 2.1) โดยใช้ปริมาตรน้ าหมัก 350 มิลลิลิตร ท าการหมักเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ซึ่งจะใช้แป้งมัน
และกากมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนหลักในกระบวนการผลิตกรดซักซินิกด้วยเชื้อ E. coli KJ122 ใน
อาหาร AM1 ที่ปรับค่าพีเอชเริ่มต้น 7.0 ใส่กล้าเชื้อ OD550 เท่ากับ 0.1 ทั้งนี้จะใส่กล้าเชื้อและเอนไซม์พร้อมๆ 
กันก่อนน าไปหมัก นอกจากนี้ในการทดลองจะศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตกรดซักซินิกด้วยกระบวนการหมัก
แบบกะควบคู่กับการย่อยในขั้นตอนเดียว ได้แก่ ค่าพีเอช (พีเอช 5.0, 5.5, 6.5, และ 7.0), อุณหภูมิในการหมัก 
(30, 35, 37, 39, 41 องศาเซลเซียส), ความเข้มข้นของวัตถุดิบตั้งต้น (50, 70, 90, 120 และ 150 กรัมต่อ

ลิตร), ความเข้มข้นของเอนไซม์ผสม (1-5%, w/v) [1X เอนไซม์ผสมเท่ากับ  10 FPU/g cellulase, β-

glucosidase (6 IU/g), α-amylase (55 IU/g), และ amyloglocosidase (255 IU/g)] ในกรณีของกากมัน

เตรียมกล้าเชื้อ E. coli KJ122 โดยบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง ใช้แรงกวน 100 rpm ในอาหาร AM1 ที่เสริมด้วยน้ าตาลกลูโคส 50 g/l, 

 100 mM bicarbonate และ 1 mM Betaine HCl 

ถ่ายกล้าเชื้อ OD550 (0.1) ลงในขวดทดลองขนาด 500 mL ที่มีอาหาร AM1 และจะใช้ 
กากมันส าปะหลังที่ผ่านการย่อยแล้ว 100 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอนหลัก   

บ่มทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใช้แรงกวน 150 rpm ควบคุมค่าพีเอชของน้ าหนักให้คงที่ท่ี 7.0 
ด้วย 6 M KOH+3M K2CO3 (อัตราส่วน 1:1) 

สุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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ส าปะหลัง และเฉพาะ α-amylase (55 IU/g), และ amyloglocosidase (255 IU/g) ในกรณีของแป้งมัน
ส าปะหลัง  ในระหว่างการหมักจะสุ่มเก็บตัวอย่างทุกๆ 8 ชั่วโมงจนครบ 96 ชั่วโมงเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณ
ผลผลิตที่เกิดขึ้นจากการหมักและน้ าตาลที่ได้และเหลืออยู่จากการย่อย 
 

แผนผังสรุปกำรศึกษำปัจจัยที่มีผลต่อกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยวิธีกำรย่อยควบคู่กับกำรหมักแบบกะใน
ขั้นตอนเดียวด้วยเชื้อ E. coli KJ122 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
ศึกษำกำรผลิตกรดซักซินิกด้วยวิธีกำรย่อยควบคู่กับกำรหมักแบบกึ่งกะในขั้นตอนเดียว 

(simultaneous saccharification and fed-batch fermentation, SSF-fed batch) ด้ วยเชื้ อ  E . 
coli KJ122 

ศึกษาการผลิตกรดซักซินิกด้วยวิธีการย่อยควบคู่กับการหมักแบบกึ่งกะในขั้นตอนเดียวจะทดสอบใน
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2 L (รูปที่ 2.2) โดยจะใช้ปริมาตรน้ าหมักเริ่มต้นที่ 1.0 L ส าหรับกระบวนการหมักจะ
เริ่มต้นท าเช่นเดียวกับการหมักแบบกะในการทดลองที่ 13.3.4 แต่หลังจากผ่านไป 16 และ 32 ชั่วโมงจะเริ่ม

เตรียมกล้าเชื้อ E. coli KJ122 โดยบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง ใช้แรงกวน 100 rpm ในอาหาร AM1 เสริมด้วยน้ าตาลกลูโคส 50 g/l,  

100 mM bicarbonate และ 1 mM Betaine HCl 

ถ่ายกล้าเชื้อ OD550 (0.1) พร้อมกับเติมเอนไซม์ในปริมาณที่เหมาะสมลงใน 
ขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร  

สุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 12 ชั่วโมง 

เปลี่ยนสภาวะในการหมักเพ่ือศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการผลิตกรดซักซินิก เช่น (พีเอช 6.0, 6.5, 7.0, 
และ 7.5), อุณหภูมิในการหมัก (35, 37, 39, 41 องศาเซลเซียส), ความเข้มข้นของวัตถุดิบตั้งต้น (30, 50, 

70, 90, 120 และ 150 g/L), ความเข้มข้นของเอนไซม์ผสม (1-5%, w/v) 
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เติมสารละลายกากมันส าปะหลัง หรือสารละลายแป้งมัน (ความเข้มข้น 40%, (w/v) พร้อมกับชนิดและความ
เข้มข้นเอนไซม์ที่เหมาะสมส าหรับการย่อยกากมันส าปะหลังหรือสารละลายแป้งมันที่หาได้จากการทดลอง 
13.3.4 เพ่ือรักษาระดับของแหล่งอาหารคาร์บอนไว้ที่ 20 กรัมต่อลิตร ในระหว่างการหมักจะสุ่มเก็บตัวอย่าง
ทุกๆ 3 ชั่วโมงเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณแหล่งคาร์บอนที่เหลือและผลผลิตที่เกิดขึ้นจากกระบวนการหมัก จนกว่าจะ
สิ้นสุดกระบวนการหมัก 

 
 
 
 
 
 

แผนผังสรุปกำรศึกษำผลิตกรดซักซินิกด้วยวิธีกำรย่อยควบคู่กับกำรหมักแบบกึ่งกะในขั้นตอนเดียวด้วยเชื้อ 
E. coli KJ122 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 

เตรียมกล้าเชื้อ E. coli KJ122 โดยบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง ใช้แรงกวน 100 rpm ในอาหาร AM1 เสริมด้วยน้ าตาลกลูโคส 50 g/l,  

100 mM bicarbonate และ 1 mM Betaine HCl 

ถ่ายกล้าเชื้อ OD550 (0.1) พร้อมกับเติมเอนไซม์ในปริมาณที่เหมาะสมลงใน 
ขวดทดลองขนาด 500 มิลลิลิตร  

สุ่มเก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์ผลผลิตที่เกิดจากกระบวนการ
หมักด้วยเครื่อง HPLC ทุกๆ 3 ชั่วโมง 

ใช้สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดซักซินิกท่ีได้จากกระบวนการหมักแบบกะจากการทดลองท่ีแล้ว แต่
หลังจากผ่านไป 18 และ 36 ชั่วโมงจะเริ่มเติมสารละลายกากมันส าปะหลัง (ความเข้มข้น 40%, (w/v) 

เพ่ือรักษาระดับของแหล่งอาหารคาร์บอนไว้ที่ 20 g/L 
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รูปที่ 2.2 แสดงถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 2L 
 
 

วิธีกำรวิเครำะห์ผลกำรวิจัย  
   ตัวอย่างที่ได้ในระหว่างการหมักจะถูกน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาทีนาน 10 

นาท ีเพ่ือแยกเซลล์แบคทีเรียและส่วนใสก่อนจะน าไปวิเคราะห์ค่าต่างๆ ดังต่อไปนี้ 
 

 กำรวัดค่ำควำมเป็นกรดด่ำง (pH)   
ทุกตัวอย่างที่ต้องวัดค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ าหมัก จะวัดโดยใช้เครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH meter) 

รุ่น E520 (Metrohm A.G., Hersau, Switzerland) ที่ผ่านการ calibrated ด้วยบัฟเฟอร์ pH 4.0 และ pH 
7.0 ก่อนใช้งานทุกครั้ง 
 

กำรหำควำมเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรีย 
ความเข้มข้นของเซลล์แบคทีเรียในระหว่างกระบวนการหมักในกรณีท่ีใช้น้ าตาลหรือมันส าปะหลังที่

ย่อยให้ได้น้ าตาลก่อนน าเข้าสู่กระบวนหมัก จะวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรด้วย
เครื่อง spectrophotometer (SPEKOL 1500, Analytik Jena, Thailand) จากนั้นจะเปลี่ยนค่า OD550 ให้
เป็นค่าน้ าหนักเซลล์แห้ง (dry cell weight) (1.0 OD550 จะเท่ากับ 0.33 มิลลิกรัมของน้ าหนักเซลล์แห้งต่อ
มิลลิลิตรของน้ าหมักโดยประมาณ) ส่วนปริมาณเซลล์แบคทีเรียที่ใช้มันส าปะหลังในการหมักโดยตรงควบคู่กับ
การย่อยจะวัดปริมาณเซลล์โดยดัดแปลงจากวิธีของ Moreno et al. (2013) โดยใช้เทคนิค spread plate บน
อาหารแข็ง (LB agar) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นจะนับจ านวนโคโลนี
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ของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแข็งและรายงานเป็นจ านวนของโคโลนีที่เกิดขึ้นในหนึ่งมิลลิลิตรของน้ าหมัก 
(colony forming unit per milliliter of the culture, CFU/ml). 
 
กำรวิเครำะห์ปริมำณผลผลิตที่เกิดขึ้นจำกกระบวนกำรหมัก 

การหาปริมาณความเข้มของของกรดอินทรีย์ (กรดซักซินิก กรดแลคติก เอทานอล กรดฟอร์มิก และ
กรดแอซิติก) ที่ได้จากกระบวนการหมักรวมถึงปริมาณน้ าตาลที่ได้จากการกระบวนการย่อย (น้ าตาลกลูโคส, 
มอลโทส, ไซโลส, อะราบิโนส, แมนโนส และกาแล็กโทส) จะวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC (high performance 
liquid chromatography) (model 1200 series, agilent technology, Japan) โดยใช้ Detector ชนิด RI 
(refractive index) ซึ่งน้ าตาลและกรดอินทรีย์จะถูกแยกโดยใช้คอลัมน์ชนิด anion exclusion (BIO RAD, 
Aminex, HPX-87H, USA) ที่ตั้งอุณหภูมิคอลัมน์ที่ 45 องศาเซลเซียสและใช้กรดซัลฟูริกความเข้มข้น 4 mM 
เป็น mobile phase ให้อัตราการไหล 0.4 ml/min ฉีดตัวอย่างครั้งละ10 µL 

ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณแป้งในตัวอย่างจะวิเคราะห์ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Tang et al. (2010) 
โดยการเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงในตัวอย่างน้ าหมัก 1 mL แล้วน าไปบ่มในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 90 องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เพ่ือย่อยแป้งให้กลายเป็นเด็กซ์ตริน ซึ่งสามารถละลายน้ า
ได้ หลังจากนั้นเติมสารละลายแอซิเตตบัฟเฟอร์ pH 4.5 ปริมาตร 8,880 µL ก่อนที่จะเติมเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส ปริมาตร 100 µL แล้วน าไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 58 องศาเซลเซียสนาน 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น
ท าให้เย็นทันทีและปรับปริมาตรด้วยน้ าจนครบ 10 mL สุดท้ายน าไปวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลกลูโคสด้วย
เครื่อง HPLC และค านวณปริมาณแป้งตามสมการข้างล่างนี้คือ 

ปริมำณแป้ง (กรัมต่อลิตร)  = ควำมเข้มข้นของน้ ำตำลกลูโคส (g/L) X 10a X 0.9b 
โดยที่ a คือค่าการเจือจางตัวอย่าง และ b คือค่าความสัมพันธ์ของแป้งที่สามารถเปลี่ยนเป็นน้ าตาลกลูโคส 
 

กำรวิเครำะห์ทำงจลนศำสตร์  
ค่าอัตราการผลิตกรดซักซินิกในกระบวนการหมักแบบกะหรือกึ่งกะ (productivity; g/L/h) จะ

ค านวณโดยใช้ผลรวมของความเข้มข้นของซักซินิกหารด้วยเวลาในการหมักที่ท าให้ได้ปริมาณกรดซักซินิกสูงสุด 
ส่วนค่าผลผลิตที่ได้ (yield; g product/g sugar consumed) ของกรดซักซินิกนั้น จะค านวณจากปริมาณ
ความเข้มข้นของกรดซักซินิกหารด้วยปริมาณน้ าตาลทั้งหมดที่ถูกใช้ไปเพ่ือผลิตกรดซักซินิก 

 

สถำนที่ท ำกำรทดลอง  
 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

ปัจจัยที่เอ้ือต่อการวิจัย ระบุเฉพาะปัจจัยที่ต้องการเพิ่มเติม 
สิ่งที่ต้องการเพ่ิมเติมในโครงการวิจัยนี้คือชุดหมักปฏิมากรณ์ชีวภาพขนาด 2 L และ 500 mL (fleaker) 

ซึ่งสามารถต่อเข้ากับชุดควบคุมความเป็นกรด และด่างอัตโนมัติ (pH controller) ชุดควบคุมความเร็วของการ
ให้ก๊าซ รวมถึงตัวควบคุมอุณหภูมิ อ่างน้ าวน (water bath)  
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ผลส าเร็จและความคุ้มค่าของการวิจัยที่คาดว่าจะได้รับ 

ผลผลิตที่ได้คือ สามารถหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตกรดซักซินิกท่ีมีอัตราการผลิตสูง ผลผลิต และ
ผลิตผลที่ดีที่สุด โดยใช้แหล่งสารอาหารคาร์บอนราคาถูกคือแป้งมันส าปะหลัง และกากมันส าปะหลัง เพ่ือเป็น
ข้อมูลพ้ืนฐานส าหรับการน าไปปรับกระบวนการผลิตในระดับการผลิตขนาดใหญ่ต่อไป ผลส าเร็จของงานวิจัย
ระยะนี้เป็นผลส าเร็จกึ่งกลาง 
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บทที่ 3 

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 
 

ผลของการผลิตซักซิเนตจากน้ําตาลชนิดต�างๆ  
ในการศึกษานี้ ได�ทดสอบความเป�นได�ของการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. coli KJ122 จาก

น้ําตาลชนิดต*างๆ ได�แก* น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลมอลโทส น้ําตาลอะราบิโนส น้ําตาลไซโลส น้ําตาลกา
แล็คโทส และน้ําตาลแมนโนส ท่ีความเข�มข�น 30 g/L แยกทดสอบท่ีละชนิด ก*อนท่ีจะทดสอบ
ความสามารถของจุลินทรีย9ในการใช�น้ําตาลผสมท่ีได�จากการย*อยแป:งมันหรือกากมันสําปะหลัง รูปท่ี 
3.1 และตารางท่ี 3.1 แสดงให�เห็นว*า เชื้อ E. coli KJ122 สามารถใช�น้ําตาลทุกชนิดท่ีนํามาทดสอบ
เพ่ือการเจริญสร�างชีวมวล (biomass) และการผลิตซักซิเนต ท้ังนี้พบว*าการใช�น้ําตาลกลูโคสเป�น
แหล*งคาร9บอน เชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนตและชีวมวลได�สูงสุด ซ่ึงซักซิเนตท่ีผลิตได� 
(succinate titer) มีความเข�มข�นถึง 27.16 ± 0.35 g/L ให�ค*าผลผลิตได� (yield) เท*ากับ of 0.89 ± 
0.02 g/g และมีความเข�มข�นของชีวมวลสูงสุดเท*ากับ 2.05 ± 0.07 g/L อย*างไรก็ตามปริมาณซักซิเนต 
ค*าผลผลิตได�ของซักซิเนตและปริมาณชีวมวลจากการใช�น้ําตาลกลูโคสเป�นแหล*งคาร9บอน ของ
เชื้อจุลินทรีย9นั้น ไม*แตกต*างกันกับการใช�น้ําตาลมอลโทสอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ เพียงแต*การใช�
น้ําตาลมอลโทสให�ค*าอัตราการผลิต (productivity) ตํ่ากว*าการใช�น้ําตาลกลูโคส นอกจากนี้ยังพบว*า 
ปริมาณซักซิเนตตํ่าสุดท่ีผลิตได�จากเชื้อ E. coli KJ122 จะได�จากการใช�น้ําตาลอะราบิโนสเป�นแหล*ง
คาร9บอน ซ่ึงสามารถผลิตซักซิเนตได�เพียง 22.03 ± 0.04 g/L ให�ค*าอัตราการผลิตและค*าผลผลิตได�
เท*ากับ 0.83 ± 0.02 g/g และ 0.46 ± 0.00 g/L/h ตามลําดับ (ตารางท่ี 3.1) เม่ือพิจารณาถึง
ช*วงเวลา (time course) ในการเจริญและการผลิตซักซิเนตจากการใช�น้ําตาลชนิดต*างๆ เป�นแหล*ง
คาร9บอน พบว*าเชื้อ E. coli KJ122 มีการเจริญต้ังแต*ช*วงก*อน 24 ชั่วโมงของการหมักเม่ือใช�น้ําตาล
ทุกชนิด ยกเว�นน้ําตาลไซโลส (รูปท่ี 1.1) โดยการใช�น้ําตาลไซโลสเป�นแหล*งคาร9บอนนั้น เชื้อจุลินทรีย9
มีระยะพักตัว (lag phase) ยาวนานกว*าการใช�น้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ซ่ึงเชื้อจุลินทรีย9จะเริ่มเจริญและผลติ
ซักซิเนตหลังจากการหมักผ*านไปแล�ว 24 ชั่วโมง จนผลิตซักซิเนตและชีวมวลได�สูงสุดในชั่วโมงท่ี 96 
ของการหมัก เม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมัก เชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนตจากน้ําตาลไซโลส
ได�ความเข�มข�นเท*ากับ 23.23 ± 0.13 g/L ให�ค*าผลผลิตได�เท*ากับ 0.80 ± 0.03 g/g ผลการทดลอง
ดังกล*าวนี้ เหมือนกับท่ีพบในเชื้อ E. coli สายพันธุ9 AFP184 ท่ีมีการเจริญในน้ําตาลไซโลสในช*วงแรก
ของการหมักท่ีต่ํามาก ต*างกับการใช�น้ําตาลกลูโคสเป�นแหล*งคาร9บอนท่ีพบว*า เชื้อจุลินทรีย9มีการเจริญ
ท่ีเร็วมากต้ังแต*เริ่มต�นกระบวนการหมัก (exponential growth) (Andersson et al., 2007)  

เชื้อจุลินทรีย9จะนําเข�าน้ําตาลผ*านโปรตีนท่ีทําหน�าท่ีในการขนส*งสารต*างๆ (transporter 
proteins) ซ่ึงมีตําแหน*งอยู*ตรงเยื่อหุ�มนิวเคลียส (cytoplasmic membrane) โดยการขนส*งน้ําตาล
กลูโคสเข�าสู*เซลล9ของเชื้อ E. coli  จะเกิดข้ึนผ*าน phosphotransferase system (PTS) โดยใช� 
glucose-specific PTS permease EIICBglc ท่ีตั้งรหัสยีนว*า ptsG (Deutscher et al., 2006) ส*วน
การนําเข�าน้ําตาลไซโลสเข�าสู*เซลล9ของ E. coli จะเกิดข้ึนผ*าน 2 ระบบท่ีแตกต*างกัน ระบบแรกคือ
ระบบท่ีประกอบไปด�วยกลุ*มของโปรตีนท่ีเรียกว*า ABC transporter ซ่ึงจะเป�นระบบหลักท่ีทําหน�า
ขนส*งน้ําตาลไซโลส โดยกลุ*มโปรตีน ABC transporter เป�นระบบท่ีต�องการพลังงานจากการสลาย 
ATP และโปรตีนในกลุ*มนี้จะมี ATP-binding cassette (บริเวณจําเพาะสําหรับให� ATP มาจับ) ซ่ึงจะ
ถูกต้ังรหัสยีนเป�น xylF, xylG และ xylH ท้ังนี้ xylFGH ยีน จะมีความสามารถในการจับกับสารต้ังต�น 
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(affinity) สูง โดยมีค*า Km ระหว*าง 0.2 และ 4 µM (Sumiya et al., 1995) ท้ังนี้การนําเข�าน้ําตาล
ไซโลสด�วยระบบนี้ จะต�องการพลังงานหนึ่ง ATP ในการขนส*งน้ําตาลไซโลส 1 โมลล9 (Hasona et 
al., 2004) ส*วนระบบขนส*งน้ําตาลไซโลสระบบท่ีสอง คือ ระบบท่ีอาศัยการทํางานของโปรตรอน 
(proton/xylose symporter) ท่ีตั้งรหัสยีนว*า xylE ระบบนี้จะอาศัยพลังงานจากแรงขับเคลื่อน
โปรตอน  ท่ีเกิดจากความแตกต*างของความเข�มข�นของโปรตอนของท้ัง 2 ฝopงของเยื่อหุ�มเซลล9 โดย
ระบบ proton/xylose symporter จะมีความสามารถในการจับกับสารท่ีค*อนข�างตํ่า มีค*า Km 
ระหว*าง 63 และ 169 µM ท้ังนี้ประสิทธิภาพการใช�น้ําตาลไซโลสของเชื้อ E. coli จะตํ่ากว*าเกณฑ9
ปรกติ เนื่องจากต�องการพลังงานในการนําเข�าน้ําตาลไซโลสเข�าสู*เซลล9นั่นเอง เป�นท่ีน*าประหลาดใจว*า
อัตราการใช�น้ําตาลอะราบิโนสของเชื้อ E. coli KJ122 จะเร็วกว*าการใช�น้ําตาลไซโลส แม�ว*าระบบ
ขนส*งน้ําตาลอะราบิโนสเข�าสู*เซลล9ของเชื้อ E. coli จะคล�ายคลึงกันกับระบบขนส*งน้ําตาลไซโลสก็
ตาม (Sumiya et al., 1995) ซ่ึง Desai and Rao, 2010 ได�อธิบายไว�ว*า เชื้อ E. coli สามารถขนส*ง
น้ําตาลอะราบิโนสได�มีประสิทธิภาพมากกว*าการขนส*งน้ําตาลไซโลส โดยเฉพาะภายใต�สภาวะท่ี ATP 
ถูกจํากัด เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย9จะเลือกนําเข�าน้ําตาลอะราบิโนส ด�วยระบบ AraE proton 
symporter ท่ีมีความสามารถในการจับกับสารท่ีตํ่า โดยอาศัยพลังงานจากแรงขับเคลื่อนของ
โปรตอน  มากกว*าระบบ AraFGH ABC transporter ท่ีมีความสามารถในการจับสูง ซ่ึงต*างจากการ
ขนส*งน้ําตาลไซโลสของเชื้อ E. coli ท่ีจะเลือกขนส*งน้ําตาลไซโลสด�วยระบบ high-affinity XylFGH 
tansporter ท่ีมีความสามารถในการจับสูง สําหรับการขนส*งน้ําตาลแมนโนส (D-mannose) ของเชื้อ 
E. coli นั้น โดยท่ัวไปจะขนส*งด�วยระบบ phosphoenolpyruvate (PEP): mannose 
phosphotransferase system (PTS) คล�ายคลึงกับการขนส*งน้ําตาลกลูโคส โดย mannose-6-
phosphate ท่ีได�มาจากการย�ายหมู*ฟอสเฟตจะถูกเปลี่ยนให�กลายเป�น fructose-6-phosphate โดย
เอนไซม9 mannose-6-phosphate isomerase ท่ีย*อด�วยยีน man (Markovitz et al., 1967) 
สําหรับน้ําตาลกาแล็คโทสจะถูกขนส*งเข�าสู*เซลล9ของเชื้อ E. coli ผ*านระบบ β-methylgalactoside 
permease หรือกลุ*มของโปรตีนในระบบ Mgl ท่ีย*อด�วย mglA, mglB และ mglC (Csiszovszki et 
al., 2011) 

 
องค"ประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลัง 

ตารางท่ี 3.1 แสดงองค9ประกอบทางเคมีของกากมันสําประหลังบดแห�งท่ีใช�ในการศึกษานี้ 
ซ่ึงพบว*า แป:งเป�นองค9ประกอบหลักในกากมันสําปะหลังบดแห�ง โดยมีปริมาณถึง 58.74±0.15 (%, 
w/w โดยน้ําหนักแห�ง) Carta et al. (1999) ได�รายงานว*าปรกติแล�วกากมันสําประหลังจะมีแป:งอยู*
ประมาณ 50% ฉะนั้นแป:งจึงถือว*าเป�นแหล*งคาร9โบไฮเดรตหลักท่ีพบในกากมันสําปะหลัง อย*างไรก็
ตามปริมาณแป:งท่ีพบในกากมันสําปะหลังจะมีความแปรปรวนไม*เท*ากัน เน่ืองจากมีความแตกต*างกัน
ของสายพันธุ9 พ้ืนท่ีท่ีเพาะปลูก ฤดูการท่ีเก็บเก่ียว ตลอดจนข้ันตอนและวิธีการเก็บเก่ียวด�วย (Sriroth 
et al., 2000; Pandey et al., 2000) ท้ังนี้โดยท่ัวไปแล�วแป:งจะประกอบไปด�วยอะไมโลสและอะ
ไมโลเพกติน ท่ีมีหน*วยย*อยเป�นน้ําตาลกลูโคสเรียงต*อกันด�วยพันธะไกลโคไซด9 (glycosidic bonds) 
โดยน้ําตาลกลูโคสในโครงสร�างของอะไมโลสจะเชื่อมต*อกันท่ีตําแหน*งแอลฟา 1,4 และน้ําตาลกลูโคส
ในอะไมโลเพกตินจะเชื่อมต*อกันท้ังตําแหน*งแอลฟา 1,4 และแอลฟา 1,6 อาจกล*าวได�ว*าแป:งเป�นอีก
หนึ่งวัตถุดิบท่ีมีศักยภาพท่ีจะใช�ในการผลิตสารเคมีต*างๆ ด�วยกระบวนการหมัก รวมไปถึงการผลิตซัก
ซิเนตด�วย  
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ตารางท่ี 3.1 ตัวแปรต*างๆ ท่ีได�จากกระบวนการหมักของเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีใช�แหล*งคาร9บอนจาก

น้ําตาลชนิดต*างๆA 
 

Sugars 

Residual 

sugar 

(g/L) 

Products Succinate 

yield 

(g/g)B 

Succinate 

productivity 

(g/L/h)C 

Succinate 

(g/L) 

Acetate 

(g/L) 

Biomass 

(g/L) 

Glucose 0.00±0.00e  27.16±0.35a  3.13±0.16b  2.05±0.07a  0.89±0.02ab  0.57±0.01a  

Maltose 0.92±0.01d  27.07±0.08a  3.75±0.87ab  1.94±0.08abc  0.92±0.01a  0.51±0.00b  

Arabinose  4.03±0.82a  22.03±0.04e  3.14±0.10b  1.75±0.20abc  0.83±0.02cd  0.40±0.00d  

Xylose  1.61±2.63c  23.23±0.13d  3.78±0.60ab  1.71±0.18abc  0.80±0.03d  0.24±0.00f  

Galactose  2.50±0.57b  23.97±0.52c  3.78±0.19ab  1.51±0.35c  0.80±0.03d  0.46±0.01c  

Mannose  2.47±2.47b  22.74±0.17d  3.18±0.18b  1.58±0.12bc  0.82±0.00cd  0.30±0.01e  
 

AFermentations were performed in small anaerobic bottles for 96 h with various 
carbon sources at initial concentration of 30 g/L supplemented with AM1 medium.  
BSuccinate productivity was calculated as the maximum concentration of succinate 
in the medium divided by the time reached the peak value.  
CThe succinate yield was calculated as grams of succinate formed divided by grams 
of the sugars consumed.  
a-eMean values in the same column with different superscripts are significantly 
different (p<0.05). 
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รูปท่ี 3.1 ระยะเวลาในการเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตจากแหล*งคาร9บอนท่ีเป�นน้ําตาลชนิด

ต*างๆ ของเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีหมักด�วยขวดปฏิกรณ9ชีวภาพขนาดเล็ก (500-mL) 
และใช�น้ําตาลเริ่มต�น 30 g/L ท่ีเสริมในอาหาร AM1  

 
ปริมาณเส�นใย (14.08±0.03%, w/w โดยน้ําหนักแห�ง) พบเป�นอันดับสองในกากมันสําปะหลัง

บดแห�ง (ตารางท่ี 3.2) โดยเส�นใยจะประกอบไปด�วยส*วนท่ีเป�นเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนิน 
(Rattanachomsri et al., 2009) ซ่ึงเม่ือเส�นใยถูกย*อยด�วยกระบวนทางเคมี หรือย*อยด�วยเอนไซม9ก็
จะปลดปล*อยน้ําตาลจําพวกกลูโคส ไซโลส อะราบิโนส แมนโนสและกาแลคโทสออกมา และน้ําตาลท่ี
ได�จากกระบวนการย*อยเส�นใยในกากมันสําปะหลังเหล*านี้สามารถใช�เป�นสารแหล*งอาหารสําหรับเชื้อ 
E. coli KJ122 ในการผลิตซักซิเนตได� นอกจากนี้กากมันสําปะหลังบดแห�งยังประกอบไปด�วยไขมัน 
(0.41±0.01%, w/w โดยน้าํหนักแห�ง) โปรตีน (1.77±0.23%, w/w โดยน้ําหนักแห�ง) และเถ�า 
(1.87±0.03%, w/w โดยน้ําหนักแห�ง) Pandey et al. (2000) อีกด�วย ปริมาณเถ�าท่ีค*อนข�างตํ่าใน
กากมันสําปะหลังเป�นประโยชน9ต*อการนําเอาไปใช�ทางกระบวนการทางชีวภาพหรือกระบวนการหมัก 
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ในทางตรงกันข�ามพืชชีวมวลอ่ืนๆ เช*น ฟางข�าว (17.5%, w/w โดยน้ําหนักแห�ง) ซังข�าวสาลี (11.0%, 
w/w โดยน้ําหนักแห�ง) กากต�นเรพซีด (7.1%, w/w โดยน้ําหนักแห�ง) มีปริมาณเถ�าค*อนข�างสูง 
(Pandey et al., 2000; Thanaseelaan, 2013) โดยอาจจะอนุมานได�ว*าพืชชีวมวลท่ีมีปริมาณเถ�า
สูง จะมีสัดส*วนของสารชีวมวลท่ีจะสามารถเปลี่ยนเป�นน้ําตาลท่ีใช�ในกระบวนการหมักได�น�อยกว*าพืช
ชีวมวลท่ีมีปริมาณเถ�าน�อยกว*า เม่ือนําพืชชีวมวลท่ีมีปริมาณเถ�าสูงไปใช�ในการผลิตซักซิเนต ก็จะ
ส*งผลให�ได�ปริมาณซักซิเนตท่ีตํ่ากว*าด�วย  
 
ตารางท่ี 3.2 องค"ประกอบทางเคมีของกากมันสําปะหลัง 
 

องค"ประกอบทางเคมี (%, w/w โดยน้ําหนักแหJง) 
ไขมัน 0.41±0.01 
โปรตีน 1.77±0.23 
เถ�า 1.87±0.03 
เส�นใย 14.08±0.03 
ความชื้น 7.56±0.13 
คาร9โบไฮเดรต 74.31±0.24 
ปริมาณแป:ง (วิเคราะห9ด�วยวิธีย*อยด�วยเอนไซม9) 58.74±0.15 

 

ชนิดของน้ําตาลท่ีเปKนองค"ประกอบในสารละลายกากมันสําปะหลังแหJงบดท่ีผ�านกระบวนการย�อย 
(hydrolysate) 

รูปท่ี 3.2A แสดงน้ําตาลท่ีเป�นองค9ประกอบในสารละลายกากมันสําปะหลังแห�งบดท่ีผ*าน
กระบวนการย*อย (ไฮโดรไลเซต; hydrolysate) ด�วยกรดอินทรีย9และเอนไซม9ชนิดต*างๆ พบว*า 
น้ําตาลกลูโคส เซลโลไบโอส ไซโลส และอะราบิโนส สามารถตรวจพบได�ท้ังไฮโดรไลเซตท่ีย*อยด�วย
กรดซัลฟูริกเจือจางและเอนไซม9ชนิดต*างๆ การใช�เอนไซม9อะไมเลส (amylase; Amy) หรือ
เอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดส (amyloglucosidase; AMG) ซ่ึงเป�นเอนไซม9ท่ีมีความจําเพาะ ในการ
ย*อยอะไมโลสและอะไมโลเพกทินท่ีเป�นโครงสร�างหลักในแป:ง เพ่ือย*อยกากมันสําปะหลังนั้น ไฮโดรไล
เซตท่ีย*อยได�จะมีน้ําตาลกลูโคสเป�นองค9ประกอบหลัก ท้ังนี้เนื่องจากกากมันสําปะหลังมีแป:งอยู*ใน
ปริมาณมากนั่นเอง ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีย*อยกากมันสําปะหลังโดยใช�เอนไซม9 Amy หรือ AMG 
ได�ประมาณ 60.50% (w/w, โดยน้ําหนักแห�ง) นอกจากนี้ยังพบว*าเม่ือใช�เอนไซม9 Amy และ AMG 
ร*วมกันในการย*อยกากมันสําปะหลัง ส*งผลให�ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีย*อยได�มีค*าเพ่ิมข้ึนอย*างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (65.21±0.12% w/w, โดยน้ําหนักแห�ง) ในทํานองตรงกันข�ามการย*อยกากมัน
สําปะหลังด�วยเอนไซม9เซลลูเลสคอมเพล็กซ9 (cellulase complex; Cel) หรือ เอนไซม9ไซลาเนส 
(xylanase; Xyl) หรือการใช�เอนไซม9เซลลูเลสเชิงซ�อนร*วมกับเอนไซม9ไซลาเนส (Cel+Xyl) ได�น้ําตาล
เซลโลไบโอสเป�นหลัก โดยปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ีย*อยด�วยเอนไซม9กลุ*มนี้อยู*ในช*วง 12.77 ถึง 
39.50% (w/w, โดยน้ําหนักแห�ง) ซ่ึงสามารถอธิบายได�จากเอนไซม9 เซลลูเลสคอมเพล็กซ9และเอนไซม9
ไซลาเนสจัดเป�นเอนไซม9ท่ีมีความสามารถในการย*อย (activity) เฉพาะกลุ*มท่ีไม*ใช*โพลีแช็คคาไลด9
เท*านั้น (non polysaccharide hydrolyzing activity) โดยเอนไซม9เซลลูเลสคอมเพล็กซ9 และ
เอนไซม9ไซลาเนสจะเข�าย*อยโมเลกุลของกลูโคสท่ีตําแหน*งบีต�า 1,4 (β-1,4 D-glucose) และเข�าย*อย
โมเลกุลของไซโลสท่ีตําแหน*งบีต�า 1,4 (β-1,4 D-xylose) ในโครางสร�างของเซลลูโลส (cellulose) 
และเฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) ท่ีพบในส*วนเส�นใยของกากมันสําปะหลัง ซ่ึงผลจากการย*อยท่ี
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ตําแหน*งดังกล*าวทําให�ได�น้ําตาลเซลโลไบโอส และน้ําตาลกลูโคสเป�นหลัก พร�อมท้ังยังปลดปล*อย
น้ําตาลไซโลสและน้ําตาลมอลโทสอีกบางส*วนด�วย ผลการทดลองนี้สอดคล�องกับการศึกษาของ 
Thongchul et al. (2010) ท่ีพบว*าน้ําตาลเซลโลไบโอสสามารถพบได�เป�นปรกติในไฮโดรไลเซตของ
กากมันสําปะหลัง ท่ีย*อยด�วยเอนไซม9เซลลูเลสเพียงอย*างเดียว แต*ทว*าได�ปริมาณน้ําตาลกลูโคส
หลังจากการย*อยท่ีค*อยข�างตํ่า (0.25 g/g น้ําหนักแห�ง) น�อยกว*า 50% ของปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท่ี
สามารถจะย*อยกากมันสําปะหลังได�ในทางทฤษฎี นอกจากนี้ Rattanachomsri et al. (2009) ได�
รายงานว*าการใช�เอนไซม9เซลลูเลส หรือไซลาเนส หรือโพลีกาแล็คทูโรเนส (polygalacturonase) 
เพียงอย*างเด่ียวอย*างใดอย*างหนึ่งในการย*อยกากมันสําปะหลัง จะสามารถย*อยได�น้ําตาลกลูโคสและ
น้ําตาลรีดิวซ9ตัวอ่ืนๆ ในปริมาณท่ีต่ํามาก นั่นแสดงให�เห็นว*าสัดส*วนของน้ําตาลท่ีไม*ใช*น้ําตาลรีดิวซ9 
(non-reducing sugars) และโอลิโกแซ็กคาไลด9 (Oligosaccharides) ยังคงหลงเหลืออยู*ในไฮโดรไล
เซตของกากมันสําปะหลังเม่ือใช�แค*เอนไซม9ท่ีมีคุณสมบัติในการย*อยโครงสร�างท่ีไม*ใช*แป:งเท*านั้น  

สําหรับการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9ท่ีมีความจําเพาะในการย*อยอะไมโลสใน
โมเลกุลของแป:ง (starch degrading amylotytic enzymes) เช*น เอนไซม9อะไมเลส (Amy) และ
เอนไซม9อะไมโลกูโคซิเดส (AMG) พบว*า ไม*ว*าจะเป�นการใช� Amy หรือ AMG เพียงอย*างใดอย*างหนึ่ง 
หรือการใช� Amy และ AMG ร*วมกัน สามารถย*อยกากมันสําปะหลังได�อย*างมีประสิทธิภาพ (รูปท่ี 
3.2A) ท้ังนี้ Amy และ AMG จะเจาะจงย*อยโมเลกุลแป:งท่ีกลูโคสตําแหน*งแอลฟา 1,4 (α-1,4 D-
glucose) และแอลฟา 1,6 (α -1,6 D-glucose) เท*านั้น จะไม*ย*อยพอลิแซ็คคาไรด9ชนิดอ่ืน ในกากมัน
สําปะหลังเลย ฉะนั้นเม่ือย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9ดังกล*าวจะได�น้ําตาลกลูโคสเป�นส*วนมาก 
และมีน้ําตาลมอลโทสเล็กน�อย อย*างไรก็ตามเม่ือใช�เอนไซม9 Cel หรือ Xyl หรือ Cel + Xyl ร*วมกัน
กับ Amy และ AMG จะช*วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย*อยและเพ่ิมปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด (total 
sugars) หลังการย*อยได�อย*างมาก การเติมเอนไซม9 Cel และ Xyl จะช*วยย*อยโครงสร�างของเซลลูโลส
และเฮมิเซลลูโลสทําให�ได�ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดเพ่ิมมากข้ึนเป�น 85.50 ± 0.69% (w/w, โดยน้ําหนัก
แห�ง) ซ่ึงเทียบเท*ากับการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยกรดซัลฟ�วริกเจือจางเลยทีเดียว (86.36 ± 0.18% 
(w/w, โดยน้ําหนักแห�ง) ผลการทดลองนี้ชี้ให�เห็นว*าการใช�เอนไซม9 Cel และ Xyl ร*วมกันกับเอนไซม9 
Amy และ AMG ในการย*อยกากมันสําปะหลังนั้น การทํางานร*วมกันของเอนไซม9 Cel และ Xyl ใน
การย*อยโครงสร�างของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส จะช*วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการย*อยของเอนไซม9 
Amy และ AMG ดังนั้นสามารถสรุปได�ว*าการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9 Cel และ Amy หรือ 
Cel และ AMG จะช*วยเพ่ิมปริมาณน้ําตาลหลังจากการย*อยได� Zhu et al. (2012) ได�รายงานว*า เม่ือ
ใช�เอนไซม9ร*วมกันระหว*าง Cel, Amy และ AMG ในการย*อยกากมันสําปะหลังจะทําให�ได�ค*าผลได�
ของน้ําตาลหลังการย*อยสูงท่ีสุด (highest sugar yield) มากกว*า 0.46 g/g น้ําหนักแห�ง แต*เม่ือใช�
เฉพาะเอนไซม9 Amy หรือ AMG อย*างใดอย*างหนึ่งในการย*อยกากมันสําปะหลัง จะได�ค*าผลได�ของ
น้ําตาลหลังการย*อยในช*วง 0.2 ถึง 0.28 g/g น้ําหนักแห�งเท*านั้น เช*นเดียวกับในรายงานของ 
Ratanachomsri et al. (2009) ท่ีกล*าวว*าการใช�เอนไซม9เพกติเนส (pectinase) และบีต�ากลูโคซิเดส 
(β-glucosidase) ร*วมกับเอนไซม9 Cel และกลุ*มเอนไซม9 RSD ท่ีมีความจําเพาะในการย*อยอะไมโลส
ในโมเลกุลของแป:ง ในระหว*างทําการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9โดยไม*ใช�ความร�อน (non-
thermal enzymatic saccharification) จะสามารถย*อยน้ําตาลได�สูงท่ีสุดมากถึง 0.57 g/g น้ําหนัก
แห�ง 

เนื่องจากในเอนไซม9 Cel ท่ีใช�ในการศึกษานี้มีเอนไซม9ในกลุ*มเฮมิเซลลูเลส (hemicellulase) 
เช*น เอนไซม9ไซลาเนส (xylanase; Xyl) รวมอยู*ด�วยเล็กน�อย จึงเกิดข�อสันนิฐานว*าถ�าเพ่ิมปริมาณของ
เอนไซม9 Cel ท่ีใช�ก็อาจเพ่ิมปริมาณขิง Xyl ด�วยเช*นกัน ซ่ึงอาจจะทําให�ไม*จําเป�นต�องใช� Xyl จาก
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แหล*งภายนอกเพ่ิมอีกเลย และจากรูปท่ี 1.2A พบว*าการย*อยกากมันสําปะหลังโดยใช�เอนไซม9 AMG 
และ Cel หรือ Amy และ Cel ได�ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดหลังการย*อยไม*แตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญ 
จนอาจกล*าวได�ว*าการใช�เอนไซม9 AMG หรือ Amy ร*วมกับเอนไซม9 Cel ในการย*อยกากมันสําปะหลัง
มีประสิทธิภาพเท*าเทียมกัน ฉะนั้นการทดลองนี้จึงได�ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการย*อยกากมัน
สําปะหลังโดยใช�เอนไซม9 Cel ท่ีระดับความเข�มข�นต*างๆ (1, 2, 3, 4 และ 5% v/w ต*อน้ําหนักกาก
มันสําปะหลังแห�ง) ร*วมกับการใช�เอนไซม9 AMG ความเข�มข�น 2% (v/w ต*อน้ําหนักกากมันสําปะหลัง
แห�ง) ผลการทดลองพบว*า ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดหลังจากการย*อยเพ่ิมข้ึนเม่ือใช�ความเข�มข�นของ 
Cel มากกว*า 3% ข้ึนไป อย*างไรก็ตามการใช�ความเข�มของของเอนไซม9 Cel มากกว*า 3% ปริมาณ
น้ําตาลท้ังหมดหลังจากการย*อยลดลงเล็กน�อย และการใช�เอนไซม9 Cel ในปริมาณ 3% ร*วมกับการใช� 
AMG 2% เป�นสภาวะท่ีได�น้ําตาลท้ังหมดหลังการย*อยมากท่ีสุด (86.48±0.18% w/w ต*อปริมาณ
น้ําหนักแห�ง) ซ่ึงเทียบเท*ากับการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยกรดซัลฟ�วริกเจือจาง (86.36±0.18% 
w/w ต*อปริมาณน้ําหนักแห�ง) หรือการใช�เอนไซม9ผสมระหว*าง  Amy + AMG + Cel + Xyl 
(85.48±0.69% w/w ต*อปริมาณน้ําหนักแห�ง) (รูปท่ี 1.2B) อย*างไรก็ตามการศึกษานี้ได�ผลขัดแย�งกับ
รายงานของ Thongchul et al. (2010) ท่ีกล*าวว*า การใช�กรดเจือจางสามารถย*อยกากมันสําปะหลัง
ได�ค*าผลได�น้ําตาล (sugar yield) มากกว*า 85% และมากกว*าค*าผลได�น้ําตาลสูงท่ีสุดท่ีได�จากการย*อย
ด�วยเอนไซม9เซลลูเลสเป�นเวลา 24 ชั่วโมงตามด�วยเอนไซม9 Amy เป�นเวลา 1 ชั่วโมง แล�วย*อยด�วย
เอนไซม9 AMG ต*ออีก 3 ชั่วโมง ซ่ึงให�ค*าผลได�น้ําตาลเพียงแค* 40.7% เท*านั้น จากการทดลองนี้แสดง
ให�เห็นว*ากากมันสําปะหลังจะย*อยได�อย*างมีประสิทธิภาพเม่ือใช�เอนไซม9ท้ังท่ีมีความจําเพาะในการ
ย*อยแป:งและเอนไซม9ท่ีสามารถย*อยโครงสร�างเส�นใยท่ีไม*ใช*แป:งร*วมกันระหว*างเอนไซม9 Cel ใน
ปริมาณ 3% v/w ต*อน้ําหนักกากมันสําปะหลังแห�ง (มีความสามารถในการย*อย (activity) 
endoglucanase; 56 CMC-U/g น้ําหนักแห�ง และ β-glucosidase; 15 pNG-U/g น้ําหนักแห�ง 
(ตารางท่ี 1.3) และ AMG ในปริมาณ 2% v/w ต*อน้ําหนักกากมันสําปะหลังแห�ง โดยสรุปแล�ว
สามารถกล*าวได�ว*าการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9ในสภาวะท่ีได�จากกการศึกษานี้ เป�นสภาวะ
ท่ีดีกว*าการศึกษาท่ีผ*านมาอย*างมาก ซ่ึงการศึกษาก*อนหน�านี้ได�ใช�กากมันสําปะหลังในการผลิตกรด
แลกติกและเอทานอล (Thongchul et al., 2010; Ratanachomsri et al., 2009 และ Zhu et a., 
2012) 
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รูปท่ี 3.2 องค9ประกอบของไฮโดรไลเซตกากมันสําปะหลังท่ีได�หลังจากการย*อย (A) ผลของการใช�

เอนไซม9ชนิดต*างๆ ในการย*อยกากมันสําปะหลัง (B) ผลของปริมาณการใช� Cel ร*วมกับ 
AMG ในความเข�มข�นต*างๆ เพ่ือย*อยกากมันสําปะหลัง โดยท่ีความเข�มข�นของเอนไซม9 
AMG จะควบคุมให�คงท่ีท่ี 2% (v/w, ต*อน้ําหนักแห�ง), ตัวอักษรภาษาอังกฤษพิมพ9เล็ก (a-
h) แสดงความแตกของค*าเฉลี่ยทางสถิติอย*างมีนัยสําคัญ (p < 0.05), AMG, Amy, Xyl 
และ Cel เป�นตัวย*อของเอนไซม9อะไมโลกูโคสิเดส อะไมเลส ไซลาเนสและเซลลูเลส 
ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 3.3 กิจกรรมของเอนไซม9ท่ีใช�ระหว*างการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9ชนิดต*างๆ  

 
- Hydrolysis was conducted at 40°C at an initial pH of 6.0 with shaking at 200 rpm for 48 h with 
10% (w/w) cassava pulp. 
ACellulase complex contains endoglucanase and β-glucosidase activity and minor xylanase 
activity. All enzymes used were fixed at 2% (v/w, on dry matter). 

*–, not added. AMG, Amy, Xyl, Cel, and B stand for amyloglucosidase, α-amylase, xylanase, 

cellulase complex, and β-glucosidase, respectively.  
**Acid hydrolysis reaction contained 10% (w/w) cassava pulp in 1M HCl and heated at 121°C for 
15 min. Lower case letters (a-h) represent a significant difference between mean value of 
treatments (p<0.05).  
 
การผลิตซักซิเนตดJวยวิธีการย�อยกากมันสําปะหลังใหJไดJน้ําตาล ก�อนนําเขJาสู�กระบวนการหมัก 
(separate hydrolysis and fermentation, SHF) 
 เชื้อ E. coli KJ122 ไม*สามารถเจริญเติบโตและผลิตซักซิเนตได�ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีได�จาก
กากมันสําปะหลังท่ีผ*านการย*อยด�วยกรดเจือจางแล�วปรับค*าความเป�นกรด-ด*าง (pH value) ให�เป�น
กลางด�วยสารจําพวกด*าง (alkaline) เพียงอย*างเด่ียว (ข�อมูลไม*ได�แสดง) อาจเนื่องจากว*าการย*อย
กากมันสําปะหลังด�วยกรดเจือจางนั้นทําให�เกิดสารพลอยได� (by products) ท่ีไม*ต�องการ เช*น อนุ
พันธุ9ของเฟอฟูรอล (furfural derivatives) กรดอินทรีย9ต*างๆ (organic acids) และสารประกอบฟ�
โนลิกต*างๆ (phenolic compounds) Cantarella et al. (2004) ได�รายงานว*าไฮโดรไลเซตท่ีเตรียม
จากการย*อยด�วยกรดจะต�องทําการปรับค*าความเป�นกรดด*างให�เป�นกลางด�วยสารจําพวกด*างก*อน
นําเข�าสู*กระบวนการหมัก ท้ังนี้ความเข�มข�นมากๆ ของเกลือท่ีเกิดข้ึนหลังจากการปรับค*าความเป�น
กรด-ด*างของไฮโดรไลเซต รวมท้ังสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย9อ่ืนๆ (other inhibitory 
byproducts) อาจเป�นอันตรายต*อจุลินทรีย9ท่ีใช�ในกระบวนการหมัก และยับยั้งกระบวนการหมักได� 

Enzymes 

Enzymes activity Total 
sugars 

(%, w/w on 
dry basis) 

Amy  
(IU/g) 

AMG  
(IU/g) 

Xyl  
(CMC-
U/g) 

CelA  
(CMC-
U/g) 

B  
(CMC-
U/g) 

Amy 562 –* – – – 60.26±0.74e 
AMG – 284 – – – 61.39±0.34e 
Xyl – – 52 – – 12.66±1.18h 
Cel – – – 37 10 33.60±0.64g 
Amy+AMG 562 284 – – – 65.21±0.12d 
Amy+Cel 562 – – 37 10 71.08±0.66c 
AMG+Cel 562 284 – 37 10 72.27±0.24c 
Cel+Xyl – – 52 37 10 38.73±1.30f 
Amy+AMG+Cel 562 284 – 37 10 78.69±1.04b 
Amy+AMG+Cel+Xyl 562 284 52 37 10 85.48±0.69a 
Acid hydrolysis** – – – – – 86.36±0.18a 
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ฉะนั้นในการศึกษานี้จึงใช�ไฮโดรไลเซตของกากมันสําปะหลังท่ีไม*ผ*านการปรับสภาพ (without 
pretreatment) ท่ีเตรียมด�วยวิธีย*อยด�วยเอนไซม9เป�นแหล*งอาหารคาร9บอนทางเลือกในการผลิตซักซิ
เนตด�วยเชื้อ E. coli KJ122  
 ในการทดลองนี้จะใช�ไฮโดรไลเซตจากกากมันสําปะหลังท่ีย*อยด�วยเอนไซม9 ซ่ึงมีปริมาณ
น้ําตาลเริ่มต�นท้ังหมด (total initial sugars) เท*ากับ 50 g/L เป�นแหล*งอาหารคาร9บอนเพ่ือการผลิต
ซักซิเนต นอกจากนี้ยังศึกษาความสามารถในการใช�น้ําตาลผสมท่ีสังเคราะห9ข้ึน (synthetic sugars 
mixture) เหมือนกับน้ําตาลท่ีพบในไฮโดรไลเซตจากกากมันสําปะหลังท่ีย*อยด�วยเอนไซม9 (การ
ทดลองชุดควบคุม) ผลการทดลองพบว*า เชื้อ E. coli KJ122 สามารถใช�น้ําตาลในไฮโดรไลเซตจาก
กากมันสําปะหลังท่ีย*อยด�วยเอนไซม9และน้ําตาลผสมท่ีสังเคราะห9ข้ึน ไปพร�อมกับการผลิตซักซิเนตใน
สภาวะการหมักแบบไร�อากาศได� (anaerobic condition) (รูปท่ี 3.3 และ ตารางท่ี 3.4) ซ่ึงความ
เข�มข�นของซักซิเนตท่ีได�จากการใช�น้ําตาลจากกากมันสําปะหลังท่ีย*อยด�วยเอนไซม9 และน้ําตาลผสม
สังเคราะห9เท*ากับ 40.73±0.23 และ 41.46±0.05 g/L ตามลําดับ ซ่ึงให�ค*าผลได�เท*ากับ 0.84±0.01 
และ 0.82±0.01 g/g น้ําหนักแห�ง ตามลําดับ ท้ังนี้ยังพบว*าการใช�น้ําตาลท้ังสองชนิดข�างต�นให�ค*า
อัตราการผลิตซักซิเนต (succinate productivity) ท่ีเท*ากันอยู*ท่ี 0.84 g/L/h นอกจากนี้ค*าผลได�
และค*าอัตราการผลิตซักซิเนตท่ีสูงท่ีสุดในการศึกษานี้ ยังเทียบเท*ากันกับการศึกษาของ Jantama et 
al. (2008) ท่ีใช�น้ําตาลกลูโคสเป�นแหล*งอาหารเพียงอย*างเดียวในการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. coli 
KJ122 นอกจากนี้ Zheng  et al. (2009) ได�ศึกษาการผลิตซักซิเนตจากซังข�าวโพด (corn straw) 
ด�วยเชื้อ A. succinogenes CGMCC1593 โดยใช�วิธีการย*อยควบคู*ไปกับการหมัก (simultaneous 
succharification and fermentation; SFF) ท้ังการหมักแบบกะและแบบก่ึงกะ พบว*าสามารถผลิต
ซักซิเนตได�ความเข�มข�นในช*วง 45 ถึง 53 g/L ให�ค*าผลผลิตได�เท*ากับ 80.4 ถึง 82.5 g ต*อตัวอย*างซัง
ข�าวโพด 100 g ต*อมา Wang et al. (2011) ได�ศึกษาการใช�ต�นข�าวโพด (corn stalk) ในผลิตซักซิ
เนตด�วยการหมักแบบ SHF แบบกะ (batch SHF) ด�วยเชื้อ E. coli SD121 สามารถผลิตซักซิเนตได�
ถึง 57 g/L ได�ค*าผลได�เท*ากับ 87 (g/100 g ต�นข�าวโพด) ในป�ต*อมา Jiang et al. (2014) สามารถ
ผลิตซักซิเนตจากลําต�นข�าวโพดได�ความเข�มข�น 21.1 g/L ได�ค*าผลผลิตเท*ากับ 76 (g/100 g ต�น
ข�าวโพด) โดยใช�กระบวนการหมักแบบ SHF ด�วยเชื้อ E. coli สายพันธุ9 DC115 จากการผลทดลองนี้ 
สรุปได�ว*าเชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนตได�เทียบเท*ากับการศึกษาก*อนหน�านี้ ท่ีรายงาน
การผลิตซักซิเนตจากวัตถุดิบท่ีเป�นของเสียจากภาคเกษตรกรรม (agricultural waste products) 
ด�วยกระบวนการหมักแบบ SHF อย*างไรก็ตามการศึกษาก*อนหน�านี้ทุกรายงานระบุว*าใช�อาหารเลี้ยง
เชื้อแบบอุดมสมบูรณ9 (rich medium) ในการเลี้ยงเชื้อ จึงทําให�ได�ค*าอัตราการผลิตท่ีสูงกว*า
การศึกษานี้เล็กน�อย ทว*าการใช�อาหารแบบอุดมสมบูรณ9ในการเลี้ยงเชื้อนั้นเป�นการเพ่ิมภาระ
ค*าใช�จ*ายในกระบวนการผลิต ความซับซ�อนของอาหารเลี้ยงเชื้อยังส*งผลต*อความยุ*งยากในข้ันตอน
ของการทําบริสุทธิ์ (purification) ซ่ึงส*งผลให�เพ่ิมค*าใช�จ*ายในกระบวนแยกสาร (separation) และ
เพ่ิมค*าใช�จ*ายในการผลิตโดยรวมด�วย  
 หลังจากทําการหมักเป�นเวลา 48 ชั่วโมง พบว*า น้ําตาลกลูโคส ไซโลส อะราบิโนส ถูกใช�ไป
จนหมด และผลิตซักซิเนตได�สูงสุดท่ีชั่วโมงท่ี 48 ของการหมักด�วย ท้ังน้ีความเข�มเข�นของซักซิเนตท่ี
ผลิตได�นี้ยังคงคงท่ีไปจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก จากรูปท่ี 3.3 จะเห็นว*าน้ําตาลไซโลส และอะราบิ
โนสถูกใช�ไปพร�อมๆ กันกับการใช�น้ําตาลกลูโคส โดยไม*มีกลไกการยับยั้ง (catabolite repression) 
โดยท่ัวไปแล�ว น้ําตาลไซโลสจะถูกนําเข�าสู*เซลล9ของ E. coli ด�วยระบบท่ีต�องอาศัย ATP เข�ามา
เก่ียวข�อง ท่ีเรียกว*า ATP-dependent xylose-ABC transporter ส*วนน้ําตาลอะราบิโนสจะนําเข�าสู*
เซลล9ด�วยระบบท่ีอาศัยโปรตรอน ท่ีเรียกว*า H+ symporter ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน 
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(expression level) ท่ีทําหน�าท่ีในการนําเข�าท้ังน้ําตาลไซโลสและอะราบิโนสจะถูกควบคุมภายใต�
กลไกการยับยั้ง (catabolite repression mechanism) Zhang et al. (2009) รายงานว*าเชื้อ E. 
coli สายพันธุ9 KJ122 ได�เกิดการเปลี่ยนแปลงท่ีระบบ PTS ซ่ึงเป�นระบบการนําเข�าน้ําตาลโดยปรกติ 
ทําให�เพ่ิมระดับการแสดงออกของอะดินิเลท ไซเคลส (adenylate cyclase) และโปรตีน CRP 
(cAMP-receptor protein) เป�นอย*างมากเม่ือเปรียบเทียบกับเชื้อต้ังต�น (parental strain; E. coli 
ATCC8739) ท้ังนี้การเพ่ิมระดับการแสดงออกของโปรตีน cAMP-CRP สามารถเป�นเหตุให�การนําเข�า
น้ําตาลกลูโคสด�วยระบบ PTS หยุดการทํางาน (inactivation) ส*งผลให�กลไกการยับยั้งการนําเข�า
น้ําตาลตัวอ่ืนๆ เม่ือมีน้ําตาลกลูโคสในระบบ (de-repressing a catabolite repression)  หยุดซะ
งักไป ทําให�เชื้อ E. coli สายพันธุ9 KJ122 สามารถใช�น้ําตาลอ่ืนๆ เช*น อะราบิโนส และไซโลสไป
พร�อมๆ กันกับน้ําตาลกลูโคสได� Andersson et al. (2007) พบว*า เชื้อ E. coli AFP184 ท่ีเป�นเชื้อ
กลายพันธุ9ท่ีระบบการนําเข�าน้ําตาล PTS และมีผลต*อปริมาณ EIIBglu ทําให�สามารถสันดาปน้ําตาล
ไซโลสควบคู*กับน้ํากลูโคสในอัตราท่ีเร็วกว*า ถ�าระบบมีเพียงแค*น้ําตาลไซโลสเพียงอย*างเดียว ซ่ึงค*า
อัตราการผลิตซักซิเนตของเชื้อ E. coli สายพันธุ9 AFP184 จากการใช�น้ําตาลผสมระหว*างกลูโคส/
ไซโลส จะสูงกว*าการใช�น้ําตาลไซโลสเพียงอย*างเดียวอีกด�วย นอกจากนี้ Jiang et al. (2014) ได�
รายงานว*า เชื้อ E. coli DC115 ซ่ึงเป�นเชื้อท่ีถูกดัดแปลงพันธุกรรมจากเชื้อ E. coli AFP184 ให�
สามารถผลิตซักซิเนตเป�นหลัก เชื้อดังกล*าวสามารถลําเลียงน้ําตาลกลูโคสและอะราบิโนสเข�าสู*เซลล9
ได�พร�อมๆ กัน และจะเริ่มใช�น้ําตาลไซโลสก็ต*อเม่ือน้ําตาลกลูโคสและอะราบิโนสถูกลําเลียงเข�าสู*เซลล9
หมดแล�วเท*านั้น กระนั้นยังพบว*าการสันดาปน้ําตาลไซโลสควบคู*กับกลูโคส (co-metabolism) จะ
เกิดข้ึนเม่ือน้ําตาลอะราบิโนสถูกใช�ไปจนหมดแล�ว 
 เชื้อ E. coli  KJ122 ไม*สามารถใช�น้ําตาลเซลโลไบโอส (cellobiose) ได�อย*างมี
ประสิทธิภาพซ่ึงต*างกับการใช�กลูโคส ไซโลส และอะราบิโนส ท่ีเชื้อสามารถใช�ได�อย*างมีประสิทธิภาพ 
นอกจากนี้ยังพบว*าแม�ว*าจะใช�ระยะเวลาในการหมักนานถึง 96 ชั่วโมง เชื้อจุลินทรีย9ยังคงไม*สามารถ
ใช�เซลโลไบโอสพร�อมกันกับ (co-utilize) น้ําตาลชนิดอ่ืนได� แต*จะเริ่มใช�เซลโลไบโอสหลังจากท่ี
น้ําตาลชนิดอ่ืนถูกใช�ไปหมดแล�ว นอกจากนี้ อัตราในการใช�เซลโลไบโอสของเชื้อจุลินทรีย9ยังมีค*าตํ่า
มาก โดยเซลโลไบโอสถูกใช�ไปประมาณ 50% เท*านั้น (รูปท่ี 3.3) ซ่ึงผลการทดลองท่ีได�สอดคล�องกับ
การศึกษาของ Gokarn et al. (1997) ท่ีทําการผลิตซักซิเนตจากเชื้อจุลินทรีย9ท่ีอาศัยอยู*ในกระเพาะ
สัตว9เคียวเอ้ือง (anaerobic ruminal bacteria) 2 ชนิด คือ Fibrobactor succinogenes S85 
และ Ruminococcus flavefaciens FD-1 จากผลการทดลองพบว*า เชื้อจุลินทรีย9ท้ังสองชนิดมี
ความสามารถในการนําเซลโลไบโอสไปใช�ในอัตราท่ีต่ํากว*าการใช�น้ํากลูโคส โดยค*าอัตราผลผลิตของ
ซักซิเนตท่ีผลิตได�จากการใช�น้ําตาลเซลโลไบโอสมีค*าสูงสุดเพียง 9 mg/L/h ในขณะท่ีค*าอัตราการ
ผลิตซักซิเนตจากการน้ําตาลกลูโคสมีค*าสูงถึง 60 mg/L/h ท้ังนี้อัตราในการใช�เซลโลไบโอสท่ีต่ําของ
เชื้อจุลินทรีย9บางสายพันธุ9 อาจสามารถอธิบายด�วยกลไกท่ีค*อนข�างซับซ�อน (cryptic mechanism) 
ของยีน ascFB (ย*อมาจากของ phosphotransferase system II และ phosphor-β-glucosidase 
ตามลําดับ) และ chb operon (ย*อมาจาก chitobiose/cellobiose-PTS permease) ท่ีพบได�ท่ัวไป
ในเชื้อ E. coli ส*วนใหญ* รวมท้ังเชื้อจุลินทรีย9อ่ืนๆ ในกลุ*มท่ีใกล�เคียงกันกับ E. coli ด�วย Ishida et 
al. (2009) ได�รายงานว*า β-glucoside metabolic operon คือ ความลึกลับซับซ�อน (cryptic) 
ของกลุ*มยีนท่ีทําหน�าท่ีในการป:องกันสารพิษในกลุ*ม β-glucosides ท่ีสามารถพบได�ท่ัวไปใน
ธรรมชาติ เช*น น้ําตาลเซลโลไบโอส อาร9บูทิน (arbutin) และ ซาลิซิน (salicin) เป�นต�น  

เม่ือทําการเลี้ยงเชื้อ E. coli KJ122 จากไฮโดรไลเซตของกากมันสําปะหลังท่ีผ*านการย*อย
ด�วยเอนไซม9 พบว*าสามารถทําให�เชื้อจุลินทรีย9มีการผลิตชีวมวลได�สูงสุดถึง 3.35 g/L  และส*งผลทํา
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ให�ระยะเวลาในการหมักของเชื้อสายพันธุ9นี้ ท่ีมีช*วงการเจริญเติบโตแบบชี้กําลัง (exponential 
growth) นานออกไปถึง 36 ชั่วโมง แต*ในขณะท่ีการใช�น้ําตาลผสมสังเคราะห9 (synthetic sugar 
mixture) กลับทําให�การเจริญเติบโตแบบชี้กําลังของเชื้อ E. coli KJ122 สิ้นสุดลงหลังจากระยะเวลา
ในการหมักเพียง 24 ชั่วโมง (รูปท่ี 3.3) โดยจะเห็นได�ว*าสารชีวมวลท่ีผลิตได�จากการใช�อาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีมีไฮโดรไลเซตของกากมันสําปะหลังเป�นส*วนผสมมีปริมาณสูงกว*าอาหารท่ีมีน้ําตาลผสม
สังเคราะห9เป�นองค9ประกอบถึง 1.4 เท*า ซ่ึงอาจเป�นไปได�ว*ากากมันสําปะหลังมีโปรตีนเป�น
องค9ประกอบ ซ่ึงถือเป�นแหล*งไนโตรเจนเพ่ิม (extra nitrogen source) (ตารางท่ี 1.2) ท่ีช*วยส*งเสริม
การเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของเชื้อ E. coli KJ122 นอกจากนี้ ในกากมันสําปะหลังยังอาจ
ประกอบไปด�วยกรดอะมิโนชนิดต*างๆ วิตามิน แร*ธาตุ และสารท่ีช*วยเร*งการเจริญเติบโตอ่ืนๆ ท่ีช*วย
กระตุ�นการเจริญของเชื้อจุลินทรีย9อีกด�วย ท้ังนี้เชื้อจุลินทรีย9ส*วนใหญ*ท่ีมีความสามารถในการผลิตซักซิ
เนต เช*น A. succinogenes, Anaerospirillum succinoproducens, และ F. succinogenes มัก
ต�องการสารอาหารพิเศษท่ีจําเป�นต*อการเจริญเติบโตและการสังเคราะห9เอนไซม9ท่ีเก่ียวข�องในการ
ผลิตซักซิเนต (Liu et al., 2008) ท้ังนี้ Chen et al. 2011 และ Leung et al. 2012 ต*างก็นําเสนอ
วิธีการผลิตซักซิเนตจากการใช�ไฮโดรไลเซตท่ีได�จากกากเรพซีดและของเสียจากอุตสาหกรรมขนมปoง 
ตามลําดับ พวกเขาแสดงให�เห็นว*า กรดอะมิโนท่ีมีไนโตรเจนอิสระ (free amino nitrogen : FAN) 
เป�นองค9ประกอบท่ีมีอยู*ในไฮโดรไลเซตของกากเรพซีดและของเสียจากอุตสาหกรรมขนมปoงประมาณ 
200-500 mg/L มีความจําเป�นต*อการส*งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ A. succinogenes  จาก
งานวิจัยท้ังสอง ชี้ให�เห็นว*าของเสียจากอุตสาหกรรมขนมปoงและกากเรพซีดสามารถใช�เป�นสารต้ังต�น
ทดแทนเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตซักซิเนตโดยปราศจากการเติมแหล*งไนโตรเจนเสริม เช*น 
สารสกัดจากยีสต9 (yeast extract) จากข�อมูลดังกล*าวนี้ อาจอนุมานได�ว*าสามารถนํากากมัน
สําปะหลังมาใช�เป�นสารต้ังต�นในการผลิตซักซิเนตทดแทนการใช�สารท่ีมีเซลลูโลสหรือเฮมิเซลลูโลส
เป�นองค9ประกอบอ่ืนๆ เพ่ือกระตุ�นการเจริญและการผลิตซักซิเนตจากเชื้อจุลินทรีย9ท่ีสามารถผลิตซัก
ซิเนตชนิดอ่ืนๆ ได� 
ตารางท่ี 3.4 ค*าต*างๆ ท่ีได�จากการหมักแบบ SHF ของเชื้อ E. coli KJ122 จากแหล*งคาร9บอนชนิด
ต*างๆ  
Kinetic parameters Model sugars mixture Enzymatic cassava pulp 
Glucose residual (g/L) 0.00±0.00a 0.00±0.00a 
Xylose residual (g/L) 0.00±0.00a 0.15±0.01a 
Arabinose residual (g/L) 0.00±0.00b 0.08±0.00a 
Cellobiose residual (g/L) 2.79±0.15a 1.88±0.05b 
Succinate (g/L) 40.73±0.23a 41.46±0.05a 
Acetate (g/L) 5.54±0.18a 5.55±0.25a 
Maximum biomass 2.45±0.01b 3.35±0.32a 
Succinate yield (g/g) 0.84±0.01a 0.82±000a 
Succinate productivity (g/L/h) 0.42±0.00a 0.43±0.00a 

All data represent the averages of at least two fermentations with standard 
deviations. (a-b) The values with different symbols in the same row are significantly 
different (p<0.05). 
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รูปท่ี 3.3 ช*วงเวลาของการผลิตซักซิเนตภายใต�สภาวะการหมักแบบ SHF ด�วยเชื้อ E. coli KJ122 ท่ี

หมักด�วยขวดปฏิกรณ9ชีวภาพขนาดเล็ก (500-mL) ใช�อาหาร AM1 ท่ีเสริมด�วยน้ําตาล
เริ่มต�น 50 g/L 
(A) การผลิตซักซิเนตจากไฮโดรไลเซตท่ีได�จากการย*อยกากมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9 
(B) การผลิตซักซิเนตจากน้ําตาลผสมสังเคราะห9  
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การผลิตซักซิเนตดJวยกระบวนการย�อยและการหมักในข้ันตอนเดียว 
ผลของค�าความเปนกรด-ด�าง 

 โดยปกติแล�วค*าความเป�นกรด-ด*างของอาหารท่ีใช�ในการเลี้ยงเชื้อ E. coli  ท่ีมีค*าตํ่ากว*า 6.0 
จะมีผลกระทบท้ังต*อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9 และการเปลี่ยนแป:งให�เป�นน้ําตาลของเอนไซม9 
ดังนั้น จึงไม*สามารถทําการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli  KJ122 ในระหว*างกระบวนการ SSF 
ภายใต�สภาวะค*าความเป�นกรด-ด*างท่ีต่ํามากเกินจนเทียบเท*ากับค*าความเป�นกรด-ด*างท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดต*อการทํางานของเอนไซม9ได� โดยเฉพาะเอนไซม9เซลลูเลส (cellulase) ท่ีมีค*าความเป�นกรด-ด*าง
ท่ีเหมาะสมต*อการทํางานเท*ากับ 5.0 นี่จึงเป�นเหตุให�ทําการศึกษาผลกระทบของค*าความเป�นกรด-
ด*าง ท่ีมีต*อการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. coli  KJ122 ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF จาก
ผลการทดลองพบว*า ซักซิเนตท่ีผลิตได�จากสภาวะค*าความเป�นกรด-ด*าง 6.5 มีค*าความเข�มข�นสูงสุด
เท*ากับ 52.54±0.16 g/L พร�อมท้ังมีค*าผลผลิตได�เท*ากับ 76.19±0.08 g/100 g (ของกากมัน
สําปะหลังแห�ง) แต*อย*างไรก็ตาม ค*าความเข�มข�นสุดท�ายของซักซิเนต (final concentrations) และ
ค*าผลผลิตได� (production yield) จากสภาวะการผลิตท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 6.5 มีค*าไม*
แตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับค*าความเป�นกรด-ด*างท่ี 7.0 (ความเข�มข�นของซักซิ
เนตคือ 52.00±0.20 g/L และค*าผลผลิตได�คือ 76.19±0.08 g/100 g ของกากมันสําปะหลังแห�ง) 
นอกจากนี้ เม่ือค*าความเป�นกรด-ด*าง ของอาหารเลี้ยงเชื้อมีค*าลดลงจาก 6.5 เป�น 6.0 ส*งผลให�ความ
เข�มข�นและค*าผลผลิตได�ของซักซิเนตมีค*าลดลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติโดยมีค*าเท*ากับ 48.35±0.71 
g/L และ 71.74±0.28 g/100 g (ของกากมันสําปะหลังแห�ง) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังส*งผลกระทบ
ให�อัตราการใช�น้ําตาลของเชื้อจุลินทรีย9ลดลงอีกด�วย และนอกจากนี้ยังพบว*าอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีค*า
ความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 6.0 มีปริมาณน้ําตาลท่ีเหลืออยู*หลังสิ้นสุดกระบวนการหมักสูงกว*าใน
อาหารเลี้ยงเชื้อสภาวะท่ีมีค*าความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 6.5 และ 7.0 (รูปท่ี 3.4 และ ตารางท่ี 3.5) 
Agarwal et al. (2006) ได�รายงานผลการผลิตซักซิเนตจากกากน้ําตาลอ�อย (sugarcane molasses) 
และน้ําหมักข�าวโพด (corn steep liquor) ด�วยเชื้อ E. coli สายพันธุ9ใหม*ท่ีพ่ึงคัดแยกได� (isolated 
strain) ว*าเชื้อจุลินทรีย9มีการเจริญเติบโตและผลิตซักซิเนตได�สูงสุดเม่ือค*าความเป�นกรด-ด*างของ
สภาวะในการเลี้ยงเชื้อเท*ากับ 6.5 และความสามารถในการเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของ
เชื้อจุลินทรีย9สายพันธุ9นี้จะมีค*าลดลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือค*าความเป�นกรด-ด*างมีค*าตํ่ากว*า
หรือสูงกว*า 6.5 รวมถึง Li et al. (2013) ยังได�แสดงวิธีการผลิตซักซิเนตจากก�านต�นฝ:าย (cotton 
stalk) โดยใช�เชื้อ A. succinogenes 130Z ภายใต�กระบวนการหมักแบบ SSF ท่ีค*าความเป�นกรด-
ด*างเท*ากับ 7.0 นอกจากนี้ Van der Werf et al. (1997) ได�แสดงให�เห็นว*าค*าความเป�นกรด-ด*างท่ี
น�อยกว*า 7.0  มีผลกระทบต*อการจะเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของเชื้อ A. succinogenes 
130Z จากผลการทดลองข�างต�น สามารถสรุปได�ว*า ในกระบวนการผลิตซักซิเนตโดยเชื้อ E. coli  
KJ122 ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF จําเป�นจะต�องมีการควบคุมความเป�นกรด-ด*างให�มี
ค*าคงท่ีเท*ากับ 6.5 ซ่ึงจะใช�สภาวะท่ีเหมาะสมนี้ไปใช�ในการทดลองต*อไปด�วย  
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รูปท่ี 3.4 ผลของค*าความเป�นกรดด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีควบคุมอุณหภูมิคงท่ีท่ี 37 องศาเซลเซียส 

ต*อการผลิตซักซิเนตด�วยการหมักแบบ SSF จากเชื้อ E. coli KJ122. ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�
เป�น 2% AMG and 3% (v/w, on dry matter) cellulase complex. กราฟแท*งท่ีมี
ตัวอักษร (a–c succinate, A–C yield, x–z residual sugars) แสดงความแตกต*างอย*าง
มีนัยสําคัญ (p<0.05). 

 
ผลของอุณหภูมิ 

 เชื้อ E. coli KJ122 ไม*สามารถเจริญเติบโตได�ดีภายใต�สภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงกว*า 42 องศา
เซลเซียส แต*อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดต*อการทํางานของเอนไซม9เพ่ือใช�ในการย*อยกากมันสําปะหลัง
คือประมาณ 50 องศาเซลเซียส (แนะนําโดยบริษัทผู�ผลิตเอนไซม9) ดังนั้น การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดท้ังสําหรับการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9และต*อการทํางานของเอนไซม9ท่ีอยู*ในช*วง 37 ถึง 41 
และ 50 องศาเซลเซียส ตามลําดับจึงเป�นสิ่งท่ีสําคัญมาก รูปท่ี 3.5 แสดงผลของอุณหภูมิต*อการผลิต
ซักซิเนตจากเชื้อ E. coli  KJ122 ในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF พบว*า ท่ีอุณหภูมิในการหมัก
เท*ากับ 41 องศาเซลเซียส เชื้อสามารถผลิตซักซิเนตได�ค*าความเข�มข�นสูงสุดเท*ากับ 55.42±0.53 g/L 
และมีค*าผลผลิตได�เท*ากับ 79.86±0.77 g/100 g (ของกากมันสําปะหลังแห�ง) แต*อย*างไรก็ตาม ผล
การทดลองดังกล*าวนี้มีค*าไม*แตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติกับผลการทดลองท่ีได�จากการหมักท่ี
อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีค*าความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลผลิตได�เท*ากับ 54.54±0.69 
g/L และ 78.77±1.02 g/100 g (ของกากมันสําปะหลังแห�ง) ตามลําดับ ท้ังนี้พบว*า ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส มีผลทําให�ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลผลิตได�มีค*าลดลงเล็กน�อย (52.54±0.16 
g/L และ 76.19±0.08 g/100 g ของกากมันสําปะหลังแห�ง) (ตารางท่ี 3.5) จากผลการทดลองนี้
สามารถอธิบายได�ว*า การเพ่ิมอุณหภูมิในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธ ี SSF อาจทําให�เกิดการ
กระตุ�นกิจกรรมของเอนไซม9 (enzyme activity) ให�สามารถย*อยแป:งให�เป�นน้ําตาลได�มากข้ึน เป�นผล
ให�เชื้อจุลินทรีย9สามารถนําน้ําตาลไปใช�ในการผลิตซักซิเนตได�มากข้ึน นอกจากนี้ Zheng et al. 
(2010) ยังได�รายงานว*าการเพ่ิมอุณหภูมิในการผลิตซักซิเนตโดยเชื้อ  A. succinogenes ข้ึนจาก 38 
เป�น 42 องศาเซลเซียส ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF มีผลทําให�ปริมาณน้ําตาลท่ีเหลืออยู*
ในน้ําหมักหลังจากสิ้นสุดกระบวนการหมักมีความเข�มข�นสูงข้ึน จากผลการทดลองพบว*า อุณหภูมิท่ี
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เหมาะสมท่ีสุดในการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli  KJ122 โดยใช�กระบวนการหมักแบบ SSF อยู*
ในช*วง 39 ถึง 41 องศาเซลเซียส  

เม่ือพิจารณาในส*วนของอุณหภูมิท่ีมีผลต*อกิจกรรมของเอนไซม9 (enzymatic activity) จาก
การศึกษาของ Agarwal et al (2006) พบว*า อุณหภูมิท่ีใช�ในการผลิตช*วง 37 ถึง 39 องศาเซลเซียส 
มีผลทําให�การผลิตซักซิเนตเกิดข้ึนได�สูงสุด แต*เม่ือใช�อุณหภูมิในการผลิตตํ่ากว*า 35 องศาเซลเซียส 
กลับส*งผลให�การผลิตซักซิเนตได�น�อยลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงการทดลองดังกล*าวนี้ให�ผลตรง
ข�ามกับการทดลองของ Zheng et al. (2010) ท่ีรายงานว*าท้ังค*าความเข�มข�นและค*าผลผลิตได�ของ
ซักซิเนตท่ีผลิตจากเชื้อ A. succinogenes CGMCC1593 มีค*าลดลงอย*างมากเม่ือช*วงอุณหภูมิท่ีใช�ใน
การผลิตเพ่ิมข้ึนจาก 37 เป�น 42 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ Zhu et al. (2012) ยังแสดงให�เห็นว*า ไม*
ว*าจะทําการเพ่ิมหรือลดอุณหภูมิในการผลิตเอทานอลโดยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ในช*วง 
30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF ต*างก็มีผลทําให�เอทานอลท่ีผลิตได�มี
ค*าแตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ จากผลการทดลองเหล*านี้ชี้ให�เห็นว*า อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ท่ีสุดต*อการผลิตสารชีวเคมีด�วยเชื้อจุลินทรีย9และจลนพลศาสตร9ทางการหมัก (fermentation 
kinetic) จะข้ึนอยู*กับสายพันธุ9ของเชื้อจุลินทรีย9ท่ีใช�ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปท่ี 3.5 ผลของอุณหภูมิในการหมักท่ีควบคุมค*าความเป�นกรดด*างท่ี 6.5 ต*อการผลิตซักซิเนตด�วย

การหมักแบบ SSF จากเชื้อ E. coli KJ122. ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�เป�น 2% AMG and 3% 
(v/w, on dry matter) cellulase complex. กราฟแท*งท่ีมีตัวอักษร (a–c succinate, 
A–C yield, x–z residual sugars) แสดงความแตกต*างอย*างมีนัยสําคัญ (p<0.05). 

 
ผลของความเข�มข�นของกากมันสําปะหลัง  
เป�นท่ียอมรับโดยท่ัวไปว*า ควรจะต�องมีการศึกษาหาความเข�มข�นของสารต้ังต�นท่ีนําไปใช�ใน

การผลิตสารชีวเคมีชนิดต*างๆ จากกระบวนการหมักของเชื้อจุลินทรีย9 เพ่ือให�มีความเหมาะสมต*อการ
ประยุกต9ใช�ในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ* ซ่ึงจะช*วยลดต�นทุนในการผลิตลง (Zhu et al., 2012) 
ความท�าทายของการใช�กากมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�นสูงๆ ในการผลิต คือทําให�เกิดการต�านทานต*อ
ความร�อนและการถ*ายเทมวลสารในระหว*างกระบวนการผลิตข้ึน ซ่ึงเป�นผลทําให�ประสิทธิภาพในการ
ย*อยกากมันสําปะหลังให�กลายเป�นน้ําตาลของเอนไซม9ลดลง ดังนั้น จึงจําเป�นอย*างยิ่งท่ีจะต�องหา
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ความเข�มข�นท่ีเหมาะสมของกากมันสําปะหลังท่ีจะนํามาใช�ในการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. coli  
KJ122 โดยใช�กระบวนการหมักแบบ SSF จากการทดลองพบว*า เม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของกากมัน
สําปะหลังข้ึนจาก 5 เป�น 15% (w/v) ส*งผลให�การผลิตซักซิเนตมีค*าสูงข้ึนอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
โดยการใช�กากมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 15% (w/v) ทําให�สามารถผลิตซักซิเนตได�สูงสุดถึง 
81.66±0.78 g/L (ค*าผลผลิตได�เท*ากับ  68.5±0.53 g/100 g ของกากมันสําปะหลังแห�ง) ซ่ึงมีค*าสูง
กว*าการใช�กากมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 5% (w/v) ถึง 2.5 เท*า แต*อย*างไรก็ตาม ค*าดังกล*าวไม*
แตกต*างกันทางสถิติเม่ือเทียบกับความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�จากการใช�กากมันสําปะหลังท่ี 
12% (w/v) ซ่ึงมีค*าเท*ากับ 80.86±0.49 g/L (ค*าผลผลิตได�เท*ากับ  70.34±0.37 g/100 g ของกาก
มันสําปะหลังแห�ง) (รูปท่ี 3.6 และ ตารางท่ี 3.5) นอกจากนี้ เม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของกากมัน
สําปะหลังข้ึนมากกว*า 15% (w/v) จะทําให�เกิดปoญหาในการกวนผสมข้ึนระหว*างกระบวนการหมัก
แบบ SSF ซ่ึงส*งผลให�ประสิทธิภาพในการถ*ายเทความร�อนและการถ*ายมวลสารลดลง เนื่องจากว*ามี
ปริมาณของแข็งมากเกินไป จึงทําให�การผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการหมักแบบ SSF มีค*าลดลงอย*าง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (ไม*ได�แสดงข�อมูล) ซ่ึงสอดคล�องกับการศึกษาของ Zhu et al. (2012) ท่ีพบว*า 
การเพ่ิมความเข�มข�นของกากมันสําปะหลังข้ึนมากกว*า 16% (w/v) ส*งผลให�การผลิตและ
ประสิทธิภาพในการหมักเอทานอลด�วยกระบวนหมักด�วยวิธี SSF แบบกะ มีค*าลดลงอย*างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ นอกเหนือจากนี้ ยังพบว*าการใช�กากมันสําปะหลังแห�งท่ีความเข�มข�น 15% (w/v) มีปริมาณ
น้ําตาลหลงเหลือเม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมักท่ีระดับความเข�มข�น 30.54±1.46 g/L เม่ือเทียบกับกาก
มันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 12% (w/v) มีปริมาณน้ําตาลหลงเหลืออยู*เพียง 5.04±0.09 g/L เป�นท่ี
น*าสังเกตว*าปริมาณน้ําตาลท่ีหลงเหลืออยู*หลังจากสิ้นสุดกระบวนการหมักนี้ อาจจะไปรบกวนและ
ก*อให�เกิดความยุ*งยากซับซ�อนในระหว*างกระบวนการทําบริสุทธิ์และการแยกซักซิเนตข้ึน และอาจ
ส*งผลให�ประสิทธิภาพในการทําบริสุทธิ์ (purification) ลดลงได� 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปท่ี 3.6 ผลของความเข�มข�นของกากมันสําปะหลังท่ีควบคุมค*าความเป�นกรดด*างท่ี 6.5 อุณหภูมิใน

การหมักท่ี 39 องศาเซลเซียส ต*อการผลิตซักซิเนตด�วยการหมักแบบ SSF จากเชื้อ E. 
coli KJ122. ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�เป�น 2% AMG and 3% (v/w, on dry matter) 
cellulase complex. กราฟแท*งท่ีมีตัวอักษร (a–c succinate, A–C yield, x–z 
residual sugars) แสดงความแตกต*างอย*างมีนัยสําคัญ (p<0.05). 
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ตารางท่ี 3.5 แสดงค*าต*างๆ ท่ีได�จากกระบวนการผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลัง ด�วย
กระบวนการหมักแบบ SSF แบบกะ จากเชื้อ E. coli KJ122 

 

Parameters 
Residual 
sugars  
(g/L) 

Succinate 
(g/L) 

Acetate 
(g/L) 

Yield 
(g/100 g dry 

pulp) 
pH     
6.0 2.60±0.72a 48.35±0.71b 5.95±0.20d 71.74±0.28b 
6.5 1.03±0.15b 52.54±0.16a 7.16±0.44c 76.19±0.08a 
7.0 0.70±0.06b 52.00±0.20a 7.11±0.14c 75.04±0.04a 

Temperature (ºC)     
37 1.03±0.15a 52.54±0.16b 7.16±0.44c 76.19±0.08b 
39 0.72±0.03ab 54.54±0.69a 7.22±0.06c 78.77±1.02a 
41 0.60±0.01b 55.42±0.53a 7.32±0.10c 79.86±0.77a 

Cassava concentration 
(%, w/w on dry basis) 

    

5 0.27±0.01c 38.91±0.24d 4.11±0.07e 78.26±0.49a 
7 0.72±0.03c 54.54±0.69c 7.22±0.06c 78.77±1.02a 
10 1.05±0.01c 70.72±1.86b 11.37±0.18b 71.47±1.89b 
12 5.04±0.09b 80.86±0.49a 13.36±0.10a 70.34±0.37bc 
15 30.54±1.46a 81.66±0.78a 13.61±0.06a 68.36±0.53c 

An enzyme loading was 2% AMG and 3% (v/w, on dry matter) cellulase complex. 
All data represent the averages of at least two fermentations with standard deviations.  
(a-e) The values with different symbols in the same row are significantly different (p<0.05). 
 
การผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังดJวยกระบวนการหมักแบบ SSF แบบกะในถังปฏิกรณ"
ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 

รูปท่ี 3.7 แสดงระยะเวลาในการผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังท่ีมีความเข�มข�น 12% 
(w/v) โดยเชื้อ E. coli  KJ122 พบว*ากากมันสําปะหลังถูกย*อยทันทีหลังจากท่ีเติมเอนไซม9ลงไปในถัง
ปฏิกรณ9ชีวภาพ ซ่ึงทําให�น้ําตาลท่ีสามารถใช�ในการหมักได� (fermentable sugar) ถูกปลดปล*อย
ออกมาหลายชนิด โดยเฉพาะน้ําตาลกลูโคส ซ่ึงน้ําตาลกลูโคสท่ีถูกปลดปล*อยออกมาจะมีปริมาณ
สูงสุดเม่ือระยะเวลาในการหมักท่ี 16 ชั่วโมง ก*อนท่ีจะมีปริมาณลดลงและหลังจากนั้นจึงถูกใช�ไป
อย*างสมบูรณ9ด�วยจุลินทรีย9เม่ือระยะเวลาในการมักผ*านไป 72 ชั่วโมง ในขณะท่ีเชื้อจุลินทรีย9เริ่มมีการ
เจริญเติบโตในชั่วโมงท่ี 8 และมีการเจริญเติบโตสูงสุดด�วยการเพ่ิมจํานวนแบบชี้กําลัง (exponential 
growth) ภายใน 24 ชั่วโมง ซ่ึงมีจํานวนเซลล9ท่ีมีชีวิตเท*ากับ 3.58±0.32x109 CFU/mL และเม่ือ
กระบวนการหมักเสร็จสิ้นลงสามารถผลิตซักซิเนตท่ีมีความเข�มข�นเท*ากับ 80.86±0.49 g/L มีค*า
ผลผลิตได�เท*ากับ 70.34±0.37 g/100 g ของกากมันสําปะหลังแห�ง พร�อมท้ังค*าอัตราผลผลิตท่ี 
0.84±0.01 g/L/h ทําให�ค*าอัตราผลผลิตจําเพาะจากการผลิตซักซิเนตมีค*าเท*ากับ 272 mg/g 
CDW/h มีรายงานวิจัยหลายฉบับท่ีได�รับการตีพิมพ9เก่ียวกับการผลิตซักซิเนตจจากแหล*งคาร9บอน
ต*างๆ ด�วยเชื้อ A. succinogenes โดยใช�กระบวนการหมักด�วย SSF แบบกะ ได�แก* Zheng et al. 
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(2010) ท่ีแสดงให�เห็นผลการผลิตซักซิเนตจากซังข�าวโพด (corn stover) โดยใช�กระบวนการหมัก
แบบ SSF ว*าซักซิเนตท่ีผลิตได�มีความเข�มข�นเท*ากับ 47.4 g/L มีค*าผลผลิตได�เท*ากับ 72 g/100g (ซัง
ข�าวโพด) และมีค*าอัตราผลผลิตเท*ากับ 0.98 g/L/h นอกจากนี้ Leng et al. (2012) ได�รายงานการ
ผลิตซักซิเนตจากของเสียท่ีได�จากอุตสาหกรรมผลิตขนมปoง (waste bread) ด�วยกระบวนการหมัก
แบบ SSF ซ่ึงความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�มีค*าเท*ากับ 47.4 g/L และมีค*าผลผลิตได�เพียง 55 
g/100 g (น้ําตาล) รวมถึง Chen et al. (2011) ยังได�แสดงให�เห็นถึงการผลิตซักซิเนตด�วย
กระบวนการหมักแบบ SSF จากการใช�กากเรพซีด (rapeseed meal) เป�นแหล*งคาร9บอน โดยซักซิ
เนตท่ีผลิตได�มีความเข�มข�นเท*ากับ 15.5 g/L และมีค*าผลผลิตได�เท*ากับ 12.4 g/100 g (กากเรพซีด) 
(ตารางท่ี 3.2) จากผลการทดลองข�างต�นชี้ให�เห็นว*าการใช�กากมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 12% 
(w/v) มีความเหมาะสมต*อการนําไปใช�ผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการหมักแบบ SSF ซ่ึงทําให�
กระบวนการผลิตซักซิเนตสามารถดําเนินงานไปได�โดยง*าย 
 เป�นท่ีน*าสนใจว*าท้ังน้ําตาลไซโลส (xylose) และน้ําตาลอะราบิโนส (arabinose) ต*างก็ถูก
เชื้อจุลินทรีย9นําไปใช�อย*างรวดเร็ว (co-metabolized) พร�อมๆ กับน้ําตาลกลูโคส โดยน้ําตาลอะราบิ
โนสจะถูกใช�ไปอย*างสมบูรณ9หลังจากการหมักผ*านไป 56 ชั่วโมง ส*วนนํ้าตาลไซโลสจะถูกใช�ไปเกือบ
หมดในระหว*าง 56 ชั่วโมงแรกของการหมักท่ีมีน้ําตาลกลูโคสอยู* แต*หลังจากผ*านไป 64 ชั่วโมง 
ไซโลสท่ีถูกปลดปล*อยออกมาจากกากมันสําปะหลังจะมีปริมาณเพ่ิมข้ึนจนมีความเข�มข�นถึง 7 g/L 
และหลังจากนั้นจะเชื้อจุลินทรีย9จะใช�น้ําตาลไซโลสอย*างช�าๆ และความสามารถในการใช�น้ําตาล
ไซโลสของเชื้อจุลินทรีย9จะลดลงข้ึนเม่ือน้ําตาลกลูโคสถูกใช�หมดแล�ว ซ่ึงสามารถอธิบายจากหลักความ
จริงท่ีว*า กลไกการยับยั้งการใช�น้ําตาลตัวอ่ืนๆ ร*วมกับน้ําตาลกลูโคสของเชื้อ E. coli  KJ122 ถูกกดไว� 
(de-repression a catabolic repression) เนื่องจากระบบการนําเข�าน้ําตาลกลูโคสโดยธรรมชาติ 
(native glucose PTS system) ของเชื้อจุลินทรีย9ไม*สามารถทํางานได�ตามปรกติ (inactivation) 
ส*งผลให�ปลดปล*อย cAMP-CRP complex ออกมาจํานวนมาก (Zhang et al., 2009) นอกจากนี้ 
การนําเข�าน้ําตาลไซโลสเข�าสู*เซลล9ของเชื้อ E. coli  ด�วยระบบ xylose-ABC transporter ยังต�องใช�
พลังงานในรูป ATP อีกด�วย Jiang et al. (2014) รายงานไว�ว*า การผลิตซักซิเนตจากน้ําตาลไซโลส
นั้น ได�พลังงาน ATP สะสมเพียง 1.67 mol ต*อน้ําตาลไซโลส 1 mol  ในขณะท่ีการนําเข�าน้ําตาล
ไซโลสเข�าสู*เซลล9ของ E. coli ท่ีผลิตซักซิเนตได�นั้น ต�องการพลังงานถึง 2.67 ATP ฉะนั้นเชื้อจุลินทรีย9
จําเป�นจะต�องสร�างพลังงาน ATP ให�มากพอสําหรับการสันดาปน้ําตาลไซโลส ด�วยเหตุผลดังกล*าวนี้ 
จึงอาจกล*าวได�ว*าเชื้อ E. coli KJ122 อาจจะใช� ATP ท่ีถูกสร�างจากการสันดาปของน้ําตาลกลูโคส 
เพ่ือการใช�น้ําตาลไซโลสให�ได�อย*างมีประสิทธิภาพ ถ�าไม*มีน้ําตาลกลูโคส ปริมาณของ ATP ไม*
เพียงพอ เป�นผลให�อัตราการใช�น้ําตาลไซโลสของเชื้อ เชื้อ E. coli KJ122 ช�าลงด�วย นอกจากนี้ยัง
พบว*าอัตราการใช�น้ําตาลเซลโลไบโอสก็ลดลงด�วยเม่ือน้ําตาลกลูโคสถูกใช�ไปหมดแล�ว เนื่องจากกลไก
ความลึกลับ(cryptic) ซับซ�อนของกลุ*มยีน β-glucoside metabolic operon ซ่ึงปรากฏการณนี้
เหมือนกับกับท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการหมักแบบ SHF ท่ีกล*าวไปแล�วก*อนหน�านี้ (รูปท่ี 3.3)  
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รูปท่ี 3.7 ระยะเวลาในการผลิตซักซิเนตภายใต�สภาวะการหมักแบบ SSF แบบกะ ด�วยเชื้อ E. coli 
KJ122 ในถังปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยใช�กากมัน 12% (w/w) ปริมาณเอนไซม9ท่ี
ใช�เป�น 2% AMG and 3% (v/w, on dry matter) cellulase complex. ท่ี pH คงท่ี 
6.5 และอุณหภูมิ 39°C  

 
การผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังดJวยกระบวนการผลิตแบบการ SSF แบก่ึงกะ (fed-
batch simultaneous sacharification and fermentation; fed-batch SSF) ในถังหมัก
ปฏิกรณ"ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 
 โดยท่ัวไปแล�วการดําเนินงานด�วยกระบวนการหมักแบบ SSF จะใช�สารต้ังต�นท่ีมีความเข�มข�น
สูงในการผลิต เพ่ือลดปริมาณการใช�พลังงานและการใช�น้ําในระหว*างกระบวนการทํางานท้ังหมดลง 
ซ่ึงจะสามารถทําให�ลดต�นทุนในการผลิตได� (Sassner et al., 2006) อย*างไรก็ตาม การดําเนินงาน
ภายใต�กระบวนการหมักด�วย SSF แบบกะ จะเป�นไปได�ยากข้ึน เม่ือมีการใช�สารต้ังต�นในปริมาณมาก 
เนื่องจากจะทําให�อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีได�มีความหนืดสูงข้ึน ซ่ึงการนํากระบวนการหมักด�วย SSF แบบก่ึง
กะ มาใช�ในการผลิต จึงเป�นอีกหนทางหนึ่งท่ีจะช*วยจัดการปoญหาในกรณีท่ีมีการใช�สารต้ังต�นใน
ปริมาณสูงได� ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้จึงเลือกใช�กระบวนการหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะในการ
ทดลองเพ่ือผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังภายในถังปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร จากผลการ
ทดลองดังรูปท่ี 3.8 แสดงให�เห็นว*า หลังจากท่ีมีการเติมกากมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 5% (w/v) 
ในชั่วโมงท่ี 24 และชั่วโมงท่ี 40 ของกระบวนการหมัก ทําให�ซักซิเนตท่ีได�มีความเข�มข�นเพ่ิมข้ึนเป�น 
98.63± 0.12 g/L มีค*าผลผลติได�เท*ากับ 71.64±0.97 g/ 100 g (ของกากมันสําปะหลังแห�ง) และค*า
อัตราการผลิตเท*ากับ 1.03±0.01 g/L/h และพบว*าการผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการหมักด�วย SSF 
แบบก่ึงกะ สามารถทําให�อัตราการผลิตและค*าผลผลิตได�มีค*าเพ่ิมข้ึนอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ โดย
เพ่ิมข้ึนเท*ากับ 21.98 และ 22.62% ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักด�วย SSF แบบ
กะ แต*อย*างไรก็ตามค*าผลผลิตได�ท้ังจากการผลิตแบบกะและแบบก่ึงกะมีค*าเทียบเท*ากัน เช*นเดียวกับ
ผลการทดลองของ Chen et al. (2011) ท่ีพิสูจน9ให�เห็นว*าการผลิตซักซิเนตจากกากเรพซีด 
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(rapeseed meal) โดยใช�เชือ้ A. succinogenes ในกระบวนการหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะ สามารถ
เพ่ิมความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�จาก 15.5 g/L เป�น 23.4 g/L และเพ่ิมค*าอัตราการผลิตข้ึนจาก 
0.22 เป�น 0.33 g/l/h โดยเหตุผลสําหรับกรณีนี้อาจจะเกิดจากความจริงท่ีว*ากระบวนการหมักด�วย 
SSF แบบก่ึงกะ สามารถลดความเข�มข�นเริ่มต�นของกากมันสําปะหลังในอาหารเลี้ยงเชื้อลงและช*วย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการถ*ายเทมวลสารและการถ*ายเทความร�อน ซ่ึงส*งผลให�ปฏิกิริยาในการย*อยและ
กระบวนการหมักเกิดได�อย*างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากข้ึน 
 เม่ือไม*นานมานี้ Chen et al. (2014) ได�แสดงให�เห็นว*า สามารถผลิตซักซิเนตจากแป:งมัน
สําปะหลังด�วยเชื้อ E. coli NZN111 ท่ีมีความเข�มข�นและค*าผลผลิตได�ท่ีสูงมาก โดยความเข�มข�นของ
ซักซิเนตท่ีผลิตได�มีค*าเท*ากับ 105.13 g/L มีค*าผลผลิตได�เท*ากับ 78 g/ 100 g แป:งมันสําปะหลัง 
และค*าอัตราการผลิตโดยรวมเท*ากับ 1.38 g/L/h  อย*างไรก็ตาม Chen et al. (2014) ได�ผลิตซักซิ
เนตด�วยกระบวนการหมักแบบสองข้ันตอน (two-stage fermentation) คือเริ่มด�วยการเลี้ยงเชื้อให�
มีจํานวนเซลล9เริ่มต�นในปริมาณสูง (high-cell-density) ภายใต�สภาวะท่ีมีออกซิเจน  (aerobic 
condition) จากนั้นจึงเลี้ยงภายใต�สภาวะไร�ออกซิเจน (anaerobic) เพ่ือให�เชื้อผลิตซักซิเนต และ
ใช�อะซิเตทเป�นแหล*งคาร9บอนเพ่ือให�เชื้อเจริญเติบโตได�ดี ซ่ึงถึงแม�ว*าจะสามารถผลิตซักซิเนตให�มี
ความเข�มข�นสูงถึง 127 g/L ก็ตาม แต*ค*าผลผลิตได�กลับมีค*าตํ่าลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงมีค*า
เพียง 71 g ซักซิเนต/ 100 g แป:งมันสําปะหลัง เนื่องจากใช�เชื้อจุลินทรีย9จํานวนมากในการผลิตและ
ยังใช�แป:งมันสําปะหลังท่ีมีความเข�มข�นสูงอีกด�วย นอกจากนี้ Chen et al. (2014) ยังได�กล*าวอ�างว*า 
อัตราผลผลิตจําเพาะของซักซิเนตท่ีผลิตได�มีค*าเท*ากับ 338 mg/g CDW/h อีกด�วย ในทางตรงกัน
ข�ามกับ Chen et al. (2014) รวมถึงงานวิจัยท่ีถูกตีพิมพ9อ่ืนๆ สภาวะในการผลิตซักซิเนตใน
การศึกษาครั้งนี้มีความแตกต*างออกไป โดยจะใช�อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีเกลืออนินทรีย9 (inorganic salt) 
เป�นส*วนประกอบมากกว*าการใช�อาหารท่ีมีความซับซ�อน (complex media) ไม*มีการเติมก�าซ
คาร9บอนไดออกไซด9ในระหว*างการหมัก และใช�กระบวนการหมักแบบกะอย*างง*ายภายใต�สภาวะไร�
ออกซิเจน โดยการเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของเชื้อจุลินทรีย9เกิดข้ึนพร�อมกันในข้ันตอนเดียว 
ซ่ึงการผลิตซักซิเนตเกิดข้ึนข้ันตอนเด่ียวในการศึกษานี้นั้น ซักซิเนตจะถูกผลิตได�จากการใช�ความ
เข�มข�นสูงสุดของเชื้อท่ีต่ํากว*า (maximum cell dry weight; CDW) 2.52 g/L และไม*มีการเสริม
ด�วยแหล*งอาหารอ่ืนๆ นอกเหนือจากกากมันสําปะหลังในขณะท่ีเชื้อมีการเจริญ ซ่ึงเป�นผลให�เชื้อ E. 
coli KJ122 มีอัตราการผลิตซักซิเนตจําเพาะ (specific succinate productivity) เท*ากับ 409 
mg/g CDW/h ในระหว*างการหมักแบบก่ึงกะด�วยกากมันสําปะหลัง ท้ังนี้ค*าอัตราการผลิตซักซิเนต
จําเพาะในการศึกษานี้สูงกว*าท่ีรายงานในการศึกษาของ Chen et al. 2014 ฉะนั้นสภาวะการหมักใน
การศึกษานี้จึงมุ*งหมายเพ่ือลดต�นทนในการผลิตซักซิเนตลง เนื่องจากกระบวนการผลิตซักซิเนตและ
การเจริญของเชื้อนั้นใช�แหล*งวัตถุดิบและอาหารเลี้ยงเชื้ออย*างง*าย ซ่ึงเป�นการลดต�นทุนในการทํา
บริสุทธิ์และกระบวนการกําจัดของเสียท่ีจะเกิดข้ึนจากกระบวนการผลิตในทางอ�อมด�วย 
 ถึงแม�ว*าความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลผลิตได�ในการผลิตซักซิเนตจากแป:งมันสําปะหลัง
ท่ีได�จากการศึกษาของ Chen et al. (2014) จะมีค*าสูงกว*าค*าท่ีได�จากงานวิจัยในครั้งนี้ซ่ึงใช�กากมัน
สําปะหลังในการผลิตซักซิเนต เนื่องจากความจริงท่ีว*า การทํางานของเอนไซม9จะมีประสิทธิภาพใน
การย*อยแป:งมากกว*า ซ่ึงทําให�ได�ปริมาณน้ําตาลท่ีสามารถใช�ในการหมักได�มากกว*า โดยเฉพาะน้ําตาล
กลูโคส ท่ีช*วยทําให�การผลิตซักซิเนตเกิดได�สูงข้ึน ในขณะท่ีการศึกษาในครั้งนี้ใช�กากมันสําปะหลังท่ีมี
เส�นใย (crude fiber)เป�นส*วนประกอบถึง 14.08±0.03% ซ่ึงมีองค9ประกอบหลักคือเซลลูโลส 
(cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) (ตารางท่ี 3.2) ท้ังนี้เส�นใยของ
เซลลูโลสเหล*านั้นจะไปขัดขวางการทํางานของเอนไซม9 ทําให�เอนไซม9เข�าไปย*อยแป:งท่ีอยู*ในกากมันได�
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ยากข้ึนจึงส*งผลให�ประสิทธิภาพในการย*อยแป:งให�เป�นน้ําตาลได�ลดลง (Martinez et al., 2007) 
รวมถึงในขณะการย*อยและการหมักนั้น ได�ปลดปล*อยน้ําตาลเซลโลไบโอส (cellobiose) ซ่ึงเป�น
น้ําตาลท่ีได�จากการย*อยเส�นใยในมันสําปะหลัง ท้ังนี้โดยท่ัวไปแล�วเชื้อ E. coli KJ122 จะมีศักยภาพ
ในการใช�น้ําตาลชนิดนี้ได�น�อยกว*ากลูโคสอีกด�วย อย*างไรก็ตาม เป�นท่ีรู�กันดีว*ากากมันสําปะหลังเป�น
วัตถุดิบเหลือท้ิงทางการเกษตรและมีราคาขายอยู*ท่ีประมาณกิโลกรัมละ 0.016 ดอลลาร9เท*านั้น ซ่ึง
เป�นราคาท่ีต่ํามากเม่ือเทียบกับราคาของมันเส�น (cassava root) และแป:งมันสําปะหลัง (cassava 
starch) รวมท้ังยังถูกจํากัดการใช�เป�นเพียงแค*เป�นวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตว9ราคาถูกๆ เท*านั้น 
(Sriroth et al., 2000; Virunanona et al., 2013) ราคาของเอนไซม9เซลลูเลสคอมเพล็กซ9 
(cellulose complex) และเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดส (AMG) ตกอยู*ท่ีกิโลกรัมละ 16.17 และ 7.57 
ดอลลาร9 ตามลําดับ โดยจะมีราคาแตกต*างกันข้ึนอยู*กับผู�ผลิต อีกท้ังต�นทุนของอาหารเลี้ยงเชื้อ AM1 
มีค*าประมาณลิตรละ 0.43 ดอลลาร9 จากการศึกษาในครั้งนี้ พบว*าต�นทุนท่ีใช�ในการผลิตซักซิเนตจาก
กากมันสําปะหลังจะมีราคาประมาณกิโลกรัมละ 5.53 ถึง 6.44 ดอลลาร9 ซ่ึงมีราคาท่ีถูกกว*าการผลิต
ซักซิเนตด�วยกระบวนการทางป�โตรเคมี (petro-chemically) ท่ีมีต�นทุนในการผลิตประมาณ 5.9 ถึง 
8.8 ดอลลาร9 ต*อกิโลกรัม (Zeikus et al., 1999) ท้ังนี้อาจเป�นไปได�ว*าการนํากากมันสําปะหลังมาใช�
เป�นสารต้ังต�นในการผลิตซักซิเนต จะช*วยทําให�กากมันสําปะหลังท่ีราคาตกตํ่า มีมูลค*าเพ่ิมข้ึนได� 
นอกจากนี้ยังเป�นการเปลี่ยนเศษวัตถุดิบเหลือใช�ทางการเกษตรให�กลายเป�นสารเคมีท่ีมีมูลค*าสูงข้ึนอีก
ด�วย 
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รูปท่ี 3.8 แสดงระยะเวลาในการผลิตซักซิเนตภายใต�สภาวะการหมักแบบ SSF แบบก่ึงกะ ด�วยเชื้อ 

E. coli KJ122 ในถังปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร โดยใช�กากมันเริ่มต�น 5% (w/w) 
ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�เป�น 2% AMG and 3% (v/w, on dry matter) cellulase 
complex หลังจาก 24 ชั่วโมงจะมีการเติมกากมันพร�อมกับเอนไซม9เพ่ือให�มีกากมันความ
เข�มข�น 15% (w/w) ท่ี pH คงท่ี 6.5 และอุณหภูมิ 39°C  
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ปmจจัยท่ีมีผลกระทบต�อการผลิตซักซิเนตในระหว�างกระบวนการผลิตแบบการย�อยและการหมักใน
ข้ันตอนเดียว (SSF) จากแปnงมันสําปะหลังดJวยเช้ือ E. coli KJ122 

ผลของความเข�มข�นของแป&งมันสําปะหลัง 
 ในการใช�สารต้ังต�นท่ีมีความเข�มข�นสูงจะทําให�เกิดการยับยั้งของสารต้ังต�นแบบไม*แข*งขันข้ึน 
(uncompetitive-substrate inhibition) ซ่ึงจะส*งผลให�การทํางานของเอนไซม9ลดลงและทําให�เกิด
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9ข้ึนระหว*างกระบวนการผลิตแบบการย*อยและการหมักใน
ข้ันตอนเดียว (SSF) (Tango and Ghaly, 1999) เพ่ือหาระดับความเข�มข�นท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแป:ง
มันสําปะหลัง (cassava starch) ท่ีใช�ในระหว*างกระบวนการ SSF จึงได�มีการศึกษาผลความเข�มข�น
ของแป:งมันสําปะหลังจากช*วง 70 ถึง 150 g/L ในการผลิตซักซิเนต (succinate) จากเชื้อ E. coli 
KJ122 ผลการทดลองพบว*าท่ีความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลัง 150 g/L ส*งผลให�ซักซิเนตท่ีผลิตได�
มีความเข�มข�นสูงสุดเท*ากับ 66.0±2.8 g/L และค*าผลได� (yield) เท*ากับ 0.46±0.02 g/g ของแป:งมัน
สําปะหลังท่ีถูกใช�ไป (รูปท่ี 3.8) อย*างไรก็ตาม เม่ือทําการเปรียบเทียบความเข�มข�นของแป:งมัน
สําปะหลังท่ีใช�ในการผลิตซักซิเนตท้ังท่ีระดับ 70, 110, หรือ 130 g/L พบว*าไม*มีผลทําให�ความ
เข�มข�นของซักซิเนตแตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ และการใช�แป:งมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�น 
70 g/L ทําให�ค*าผลได�ของซักซิเนตมีค*าสูงสุดเท*ากับ 0.91±0.03 g/g ของแป:งมันสําปะหลัง และดู
เหมือนว*าเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังในน้ําหมักให�สูงข้ึนจะมีผลทําให�ค*าผลได�ของซักซิ
เนตมีค*าลดลงอย*างมาก นอกจากนี้ในการหมักทุกสภาวะยังมีน้ําตาลกลูโคสท่ีย*อยได�จากแป:งมัน
สําปะหลังเหลืออยู*ในน้ําหมักถึงแม�ว*าจะเพ่ิมระยะเวลาในการหมักเป�น 72 ชั่วโมง แล�วก็ตาม กลูโคส
ท่ีเหลืออยู*นี้มีปริมาณเพ่ิมข้ึนอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังใน
น้ําหมักมากข้ึน (รูปท่ี 3.8) จากผลการทดลองนี้สะท�อนให�เห็นว*าการเพ่ิมความเข�มข�นของแป:งมัน
สําปะหลังข้ึนนั้น ส*งผลทําให�ค*าผลได�ของซักซิเนตมีค*าลดลง นอกจากนี้ยังพบว*าความเข�มข�นเชื้อท่ีใช� 
(biomass) มีค*าสูงสุดเม่ือใช�ความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังในการผลิตท่ี 70 g/L และจะมีค*า
ลดลงอย*างมากเม่ือใช�ความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังมากกว*า 90 g/L ท้ังนี้ในกระบวนการทาง
ชีวภาพ ต�นทุนของอาหารเลี้ยงเชื้อเป�นอีกหนึ่งปoจจัยหลักท่ีนํามาพิจารณาศักยภาพของกระบวนการ
ผลิตสารชีวเคมีต*างๆ รวมท้ังกรดซักซินิกด�วย ด้ังนั้นในการศึกษานี้ จะใช�แป:งมันสําปะหลังซ่ึงเป�น
ผลิตผลทางการเกษตรท่ีมีราคาถูกในการผลิตซักซินิกด�วยเชื้อ E. coli KJ122 ท่ีผ*านการดัดแปลงวิถี
การสร�างและการสลาย นอกจากนี้ยังศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของปoจจัยท่ีมีผลต*อการ
ผลิตซักซิเนตจากแป:งมันสําปะหลังด�วยเชื้อจุลินทรีย9สายพันธุ9 KJ122 ด�วยกระบวนการ SSF อีกด�วย 
การหาความเข�มข�นท่ีเหมาะสมท่ีสุดของแป:งมันสําปะหลังสามารถหาได�จากการเปรียบเทียบกับความ
เข�มข�นของซักซิเนต, กลูโคสท่ีหลงเหลือและค*าผลได� ซ่ึงสังเกตได�ว*าความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีได�มีค*า
เพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นเริ่มต�นของแป:งมันสําปะหลังข้ึน แต*ค*าผลผลิตได� (production yield) 
กลับมีค*าลดลงอย*างมากเม่ือความเข�มข�นเริ่มต�นของแป:งมันสําปะหลังเพ่ิมข้ึนจาก 70 เป�น 150 g/L 
อย*างไรก็ตาม ซักซิเนตท่ีผลิตได�จากแป:งมันสําปะหลังท่ีมีความเข�มข�น 110 ถึง 150 g/L มีค*าไม*
แตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเทียบกับความเข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังท่ี 70 g/L ยิ่งไป
กว*านั้น กลูโคสท่ีหลงเหลือในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณเพ่ิมมากข้ึน เม่ือเพ่ิมความเข�มข�นเริ่มต�นของ
แป:งมันสําปะหลังข้ึน ท้ังนี้การใช�แป:งมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�นเริ่มต�น 70 g/L ในการผลิตซักซิเนต
ทําให�ค*าผลผลิตได�มีค*าสูงสุด 0.91 g/g และมีกลูโคสหลงเหลือในปริมาณตํ่าเพียง 8.40±0.43 g/L 
เม่ือเทียบกับการใช�แป:งมันสําปะหลังท่ีมีความเข�มข�นเริ่มต�นจาก 90 ถึง 150 g/L ซ่ึงมีปริมาณกลูโคส
หลงเหลือสูงถึง 32 ถึง 83 g/L อาจเป�นไปได�ว*า ปริมาณกลูโคสหลงเหลือท่ีถูกปลดปล*อยออกมา
หลังจากท่ีแป:งมันสําปะหลังถูกย*อยด�วยเอนไซม9 อาจไปยับยั้งการใช�น้ําตาลและการผลิตซักซิเนตของ
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เชื้อจุลินทรีย9 ซ่ึงสอดคล�องกับผลการทดลองของ Chan et al. (2012) และ Agarwal et al. (2006) 
ท่ีได�ศึกษาการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli โดยการใช�น้ําตาลซูโคส (sucrose) และกากน้ําตาลอ�อย 
(sugarcane molasses) ท่ีระดับความเข�มข�นสูง เช*นเดียวกับ Wang et al. (2010) ได�รายงานว*า 
ความเข�มข�นของน้ําตาลท่ีสูงข้ึน มีผลต*อการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9 เนื่องจากทําให�
ปริมาณน้ําอิสระในเซลล9ของเชื้อจุลินทรีย9ลดลง ซ่ึงส*งผลกระทบต*ออัตราการสันดาปอาหารภายใน
เซลล9ของเชื้อจุลินทรีย9 ท้ังนี้ Zhue et al. (2012) ชี้ให�เห็นอีกด�วยว*า ความเข�มข�นของเอทานอล และ
ค*าผลได� ท่ีได�จากการผลิตของเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ในระหว*างกระบวนการหมักแบบ 
SSF นั้น มีค*าลดลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือลดความเข�มข�นของกากมันสําปะหลัง (cassava 
pulp) ท่ีใช�ในอาหารเลี้ยงเชื้อลง นอกเหนือจากนี้ Wang et al. (2010) ได�ศึกษาการผลิตสารกรดแล
คติกชนิดแอล (L-lactic acid) จากเชื้อ Lactobacillus rhamnosus โดยใช�แป:งมันสําปะหลังดิบ 
(crude cassava powder) เป�นแหล*งคาร9บอน ภายใต�กระบวนการ SSF พวกเขาพบว*าการใช�แป:ง
มันสําปะหลังปริมาณมากๆ ในถังปฏิกรณ9ชีวภาพ ทําให�เชื้อจุลินทรีย9บางส*วนถูกยับยั้งการ
เจริญเติบโตและส*งผลทําให�การผลิต L-lactic acid ลดลง พวกเขายังได�รายงานไว�อีกว*า ไซยาไนด9 
(cyanides) เป�นสารพิษชนิดหนึ่งท่ีพบได�ท่ัวไปในมันสําปะหลังซ่ึงเป�นอันตรายต*อการเจริญเติบโต
และการผลิตสารชีวเคมีภายในเซลล9ของเชื้อจุลินทรีย9  
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รูปท่ี 3.9 แสดงการผลิตซักซิเนตจากแป:งมันสําปะหลังท่ีความเข�มข�นต*างๆ ด�วยกระบวนการหมัก
ด�วย SSF แบบกะ ภายใต�สภาวะการผลิต: ปริมาณเอนไซม9 500 U AMG/g (แป:งมัน
สําปะหลัง), ความเร็วในการกวน 200 rpm, ค*าความเป�นกรด-ด*าง 6.5 และจํานวนเชื้อ
เริ่มต�น 0.1 OD550 

ผลของความเปนกรด-ด�าง 
สภาวะความเป�นกรด-ด*าง (pH) ท่ีเหมาะสมท่ีสุดต*อการทํางานของเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิ

เดส (AMG) ในการย*อยวัตถุดิบจําพวกแป:ง (starchy materials) อยู*ในช*วง 3.5 ถึง 5.5 ท้ังนี้ข้ึนอยู*
กับข�อกําหนดเฉพาะของผู�ผลิต (manufacturer’s specification) อย*างไรก็ตาม ไม*สามารถทําการ
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หมักเชื้อ E. coli KJ122 ในสภาวะท่ีมีความเป�นกรด-ด*างน�อยกว*า 5.5 ในระหว*างกระบวนการหมัก
แบบ SSF ได� ดังนั้น ในการศึกษานี้จึงต�องพิจารณาผลของความเป�นกรด-ด*าง ของอาหารเลี้ยงเชื้อต*อ
การเจริญเติบโตและการผลิตกรดซักซินิก (succinic acid) ของเชื้อ E. coli KJ122 ด�วย จากการ
ทดลองพบว*าการเพ่ิมค*าความเป�นกรด-ด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 5.5 ถึง 7.0 ส*งผลให�เชื้อจุลินทรีย9
มีการเจริญเติบโตและมีปริมาณชีวมวล (Biomass) เพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 3.9) ดังท่ีคาดการณ9ไว� การผลิตซัก
ซิเนตมีค*าเพ่ิมข้ึนอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือค*าความเป�นกรด-ด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิมข้ึนจาก 
5.5 เป�น 6.5 โดยความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�มีค*าสูงสุดเท*ากับ 63.5±0.2 g/L ท่ีค*าความเป�น
กรด-ด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อเท*ากับ 6.5 ซ่ึงมีค*าใกล�เคียงกับอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีค*าความเป�นกรด-ด*าง
เท*ากับ 7.0 (62.8±2.3 g/L)  นอกจากนี้ ค*าผลได�ของซักซิเนตท่ีผลิตได�จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีค*า
ความเป�นกรด-ด*าง 6.5 และ 7.0 มีค*าเท*ากับ 0.91 g/g ของแป:งมันสําปะหลังท่ีถูกใช� ในขณะท่ี
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีค*าความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 5.5 และ 6.0 มีค*าผลได�ต่ํากว*าอย*างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ โดยมีค*าเท*ากับ 0.37±0.02 และ 0.72±0.01 g/g ของแป:งมันสําปะหลังท่ีถูกใช� ตามลําดับ และ
ยังพบว*าในอาหารท่ีใช�เลี้ยงเชื้อจุลินทรีย9สายพันธุ9 KJ122 ท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 7.0 ยังคงมี
กลูโคสหลงเหลืออยู*ในระดับความเข�มข�นไม*ต่ํากว*า 0.85±0.03 g/L เม่ือเปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีมีค*าความเป�นกรด-ด*างตํ่ากว*า (รูปท่ี2.2) จากการทดลอง อาจชี้ให�เห็นว*า การท่ีอาหารเลี้ยงเชื้อ
มีค*าความเป�นกรด-ด*างตํ่ากว*า 6.0 มีผลทําให�เชื้อจุลินทรีย9ลดการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลลง 
เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความเป�นกรดมากเกินไป จะส*งผลทําให�เย่ือหุ�มเซลล9ของเชื้อจุลินทรีย9ถูก
ทําลายจนสูญเสียความสามารถในการทําหน�าท่ีไป 

ในการรักษาสมดุลของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างสูง สามารถทําได�ด�วยการเติม
สารละลายด*างจํานวนมากลงไป แต*อย*างไรก็ตาม การเติมสารละลายด*างนี้ทําให�เพ่ิมต�นทุนในการ
ผลิตข้ึน ในการทดลองนี้ ค*าความเป�นกรด-ด*าง ของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเพ่ิมข้ึนจาก 6.5 เป�น 7.0 ไม*มี
ผลทําให�ค*าผลได�และค*าความเข�มข�นของซักซิเนตแตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังนั้น การ
ผลิตซักซิเนตในครั้งนี้จึงเลือกใช�ค*าความเป�นกรด-ด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี 6.5 และจะนําไปใช�ใน
การทดลองต*อไปอีกด�วย  ปรากฏการณ9นี้ยังถูกพบในระหว*างการผลิตซักซิเนต และการผลิตสาร
ชีวเคมีชนิดอ่ืนภายใต�กระบวนการหมักแบบ SSF อีกด�วย เม่ือไม*นานมานี้ Sawisit et al. (2015) ได�
ผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli สายพันธุ9 KJ122 โดยใช�เอนไซม9เซลลูเลส (cellulase) ในการย*อยกาก
มันสําปะหลังเพ่ือให�ได�น้ําตาลท่ีสามารถใช�ในกระบวนการหมักได� (fermentable sugars) ภายใต�
กระบวนการหมักแบบ SSF พวกเขาพบว*าท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างตํ่ากว*า 6.5 มีความเข�มข�นของ
น้ําตาลหลงเหลืออยู*ในปริมาณท่ีสูง อย*างไรก็ตาม พบว*าค*าความเป�นกรด-ด*างของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี
ค*าระหว*าง 6.5 และ 7.0ไม*ทําให�ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�แตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ นอกจากนี้ Wang et al. (2010) ได�ทดลองหาค*าความเป�นกรด-ด*าง เริ่มต�นเพ่ือใช�ในการ
ผลิต 2,3 บิวเทนไดออล (2,3 butanediol) ด�วยกระบวนการหมักแบบ SSF จากเชื้อ Enterobactor 
cloacea subsp. ท่ีใช�แป:งมันสําปะหลังเป�นแหล*งอาหาร พบว*าเชื้อแบคทีเรียเริ่มใช�แป:งมัน
สําปะหลังดิบและผลิต 2,3 บิวเทนไดออล ได�ท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างสูงสุดประมาณ 6.0 ถึง 6.5 ท้ังนี้ 
Agarwal et al. (2006) ยังได�ศึกษาต�นทุนและประสิทธิผลของกระบวนการหมักในการผลิตกรดซัก
ซินิกโดยใช�กากน้ําตาลอ�อยและน้ําหมักข�าวโพด (corn steep liquor) จากเชื้อ E. coli สายพันธุ9
ธรรมชาติ (wild type) จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว*า ค*าความเป�นกรด-ด*าง เป�นปoจจัยสําคัญท่ีมี
ผลกระทบท้ังต*อการเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของเชื้อจุลินทรีย9 และยังรายงานอีกด�วยว*า
สภาวะความเป�นกรด-ด*าง ท่ีเหมาะสมต*อการผลิตกรดซักซินิกมีค*าเท*ากับ 6.0  
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รูปท่ี 3.10 แสดงระยะเวลาในการหมักแป:งมันสําปะหลังท่ีมีความเข�มข�น 70 g/L ด�วยเชื้อ E. coli 
KJ122 ในการผลิตซักซิเนตโดยใช�กระบวนการหมักด�วย SSF แบบกะ โดยควบคุมค*าความ
เป�นกรด-ด*างท่ีระดับต*างๆ ภายใต�สภาวะการผลิต : ปริมาณเอนไซม9 500 U AMG/g (แป:ง
มันสําปะหลัง), ความเร็วในการกวน 200 rpm, อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และจํานวน
เชื้อเริ่มต�น 0.1 OD550 

 
ผลของปริมาณเอนไซม)อะไมโลกลูโคซิเดสท่ีใช�  
อีกปoญหาหนึ่งท่ียังคงเกิดข้ึนในระหว*างการผลิตกรดซักซินิกด�วยกระบวนการหมักแบบ SSF 

ในระดับการผลิตท่ีใหญ*ข้ึน (ระดับอุตสาหกรรม) คือ ต�นทุนของเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดสท่ีใช� ท้ังนี้
เราสามารถลดต�นทุนของเอนไซม9ท่ีใช�ในการผลิตลงได�อย*างมีนัยสําคัญทางสถิติถ�าหากว*าลดปริมาณ
การใช�เอนไซม9ในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF ลง โดยปริมาณของเอนไซม9ท่ีใช�ในการศึกษาจะ
อยู*ในช*วง 300 ถึง 1300 U/g ของแป:งมันสําปะหลัง เพ่ือทําการย*อยน้ําแป:งมันสําปะหลัง (liquefied 
cassava starch) ท่ีมีความเข�มข�น 70 g/L ให�กลายเป�นน้ําตาลในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF 
ท่ีค*าความเป�นกรด-ด*างเท*ากับ 6.5 โดยซักซิเนตท่ีผลิตได�จากการใช�เอนไซม9ในการย*อยแป:งมัน
สําปะหลังท่ีระดับ 300 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง มีความเข�มข�นเพียง 55.6±0.3 g/L และมีค*า
ผลได�เท*ากับ 0.79±0.001 g/g แป:งมันสําปะหลัง เท*านั้น อย*างไรก็ตาม การเพ่ิมปริมาณเอนไซม9ข้ึน
ในช*วง 500 ถึง 1300 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง ส*งผลให�ท้ังปริมาณซักซิเนตและค*าผลได�มีค*า
เพ่ิมข้ึน โดยสามารถเพ่ิมความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�เป�น 62 ถึง 64 g/L และเพ่ิมค*าผลได�ข้ึน 
0.89 ถึง 0.91 g/g แป:งมันสําปะหลัง ท้ังนี้พบว*าการใช�ปริมาณเอนไซม9ในช*วง 300 ถึง 500 U 
AMG/g แป:งมันสําปะหลัง มีผลกระทบในเชิงลบต*อปริมาณกลูโคสท่ีหลงเหลือมากกว*าการใช�เอนไซม9
ในปริมาณท่ีสูงกว*า 500 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง (รูปท่ี 2.3) ซ่ึงอาจสันนิษฐานได�ว*าการใช�
ปริมาณเอนไซม9ท่ีน�อยเกินไปทําให�มีผลต*อประสิทธิภาพในการเปลี่ยนแป:งให�เป�นน้ําตาล 
(saccharification) ได�น�อยลง ซ่ึงอาจส*งผลให�ระดับการจัดเรียงตัว (degree of polymerized) ของ
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กลูโคสในน้ําแป:งมันสําปะหลังเกิดข้ึนได�มากกว*าสภาวะท่ีมีการใช�เอนไซม9ท่ีมีปริมาณสูงกว*า 700 ถึง 
1300U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง และอาจทําให�เชื้อจุลินทรีย9 E. coli KJ122  สามารถใช�น้ําตาลท่ีมี
ระดับการจัดเรียงตัวท่ีสูงของสายโซ*กลูโคส (glucose chains) ได�ช�าลง ซ่ึงเป�นเหตุให�มีปริมาณ
กลูโคสหลงเหลืออยู*ในน้ําหมักเป�นจํานวนมาก แต*เป�นท่ีน*าแปลกใจว*าปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�ในระดับ
ต*างๆ ไม*มีผลกระทบต*อการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli KJ122 เลย (รูปท่ี 3.10) 

การหาปริมาณเอนไซม9ท่ีเหมาะสมเป�นสิ่งจําเป�นต*อกระบวนการหมักแบบ SSF เพ่ือให�ได�
ความเข�มข�นของซักซิเนต ค*าผลได� และอัตราการผลิตสูงสุด รวมท้ังเพ่ือลดต�นทุนในการผลิตโดยการ
ลดปริมาณของเอนไซม9ท่ีใช�ให�ตํ่าลงด�วย รูปท่ี 2.3 แสดงให�เห็นว*าปริมาณของเอนไซม9ท่ีใช�ระหว*าง 
500 และ 1300 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง ไม*มีผลต*อความเข�มข�นและค*าผลได�ของซักซิเนตท่ีผลิต
จากเชื้อ E. coli KJ122 นอกจากนี้ การใช�เอนไซม9ในปริมาณตํ่าท่ี 300 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง 
มีผลทําให�ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�ลดลง ดังนั้นปริมาณเอนไซม9ท่ี 500 U AMG/g แป:ง
มันสําปะหลัง จึงเหมาะสมท่ีสุดต*อการนําไปใช�สําหรับการผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนหมักแบบ SSF 
ด�วยเชื้อ E. coli KJ122 ท้ังนี้ Chen et al. (2011) ได�ศึกษาปริมาณเอนไซม9เพคติเนส (pectinase) 
ท่ีเหมาะสมท่ีสุด ในการย*อยกากเรพซีด (rapeseed meal) ท่ีผ*านการปรับสภาพด�วยกรด (acid-
pretreated) เพ่ือใช�ในการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ Actinobacillus succinogenes ด�วยกระบวนการ
หมักแบบ SSF พบว*า การเพ่ิมปริมาณเอนไซม9เพคติ-  เนสข้ึนจาก 1% เป�น 3% (v/w) ไม*มีผลต*อ
ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�ของซักซิเนตเลย นอกจากนี้ การศึกษาของ Wang et al. 
(2010) ยังแสดงให�เห็นว*าการใช�เอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดสท่ีปริมาณ 400 U AMG/g แป:งมัน
สําปะหลัง สามารถย*อยแป:งและปลดปล*อยน้ําตาลกลูโคสออกมาได�อย*างสมบูรณ9ภายในระยะเวลา 4 
ชั่วโมง เป�นผลให�เชื้อ Enterobactor cloacea subsp. สามารถผลิต 2,3   บิวเทนไดออลได�สูงสุด 
ในทํานองตรงกันข�าม เม่ือใช�ปริมาณเอนไซม9มากกว*าหรือน�อยกว*า 400 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง
ดิบ กลับมีผลกระทบในเชิงลบต*อกระบวนการผลิต 2,3   บิวเทนไดออลจากเชื้อจุลินทรีย9 นอกจากนี้ 
Sawisit et al. (2015) ยังพบด�วยว*า การใช�เอนไซม9เซลลูเลสคอมเพล็กซ9 (cellulose complex) ท่ี
ความเข�มข�น 3% (v/w ของกากมันแห�ง) ร*วมกับเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดส ท่ีความเข�มข�น 2% (v/w 
ของกากมันแห�ง) ทําให�ประสิทธิภาพในการย*อยกากมันสําปะหลังเกิดข้ึนสูงสุดในระหว*างการ
กระบวนการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli KJ122 และเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของเอนไซม9เซลลูเลสคอม
เพล็กซ9ข้ึน ไม*ได�ทําให�ประสิทธิภาพในการย*อยกากมันสําปะหลังและการผลิตซักซิเนตเพ่ิมข้ึนแต*อย*าง
ใด นอกเหนือจากนี้ ไม*จําเป�นต�องใช�เอนไซม9ในปริมาณเกินความต�องการต*อกระบวนการหมักแบบ 
SSF ซ่ึงสามารถช*วยลดต�นทุนในการผลิตสารชีวเคมีจากเชื้อจุลินทรีย9ให�ต่ําลงได� 
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รูปท่ี 3.11 แสดงผลของปริมาณเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดส ท่ีความเข�มข�นต*างๆ ต*อการผลิตซักซิเนต
ด�วยกระบวนการหมักด�วย SSF แบบกะ ภายใต�สภาวะการผลิต : แป:งมันสําปะหลัง
เข�มข�น 70 g/L, ค*าความเป�นกรด-ด*าง 6.5, ความเร็วในการกวน 200 rpm, อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส และจํานวนเชื้อเริ่มต�น 0.1 OD550 

 
ผลของอุณหภูมิ 
อุณหภูมิมีผลต*อประสิทธิภาพในกระบวนการหมักทางชีวภาพเป�นอย*างมาก เน่ืองจากมีผล

ต*อความสามารถในการทํากิจกรรมของเอนไซม9 (enzymatic activity) และการรักษาสภาพการ
ทํางานภายในเซลล9 (cellular maintenance) ของเชื้อจุลินทรีย9 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดต*อการ
ทํางานของเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดสท่ีทําให�ประสิทธิภาพในการย*อยแป:งให�เป�นกลูโคสได�อย*าง
สมบูรณ9คือท่ี 58 และ 60 องศาเซลเซียส ท้ังนี้ข้ึนอยู*กับคําแนะนําของผู�ผลิตเอนไซม9ด�วย อย*างไรก็
ตาม เชื้อ E. coli KJ122 มีช*วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต*อการเจริญเติบโตอยู*ในช*วง 37 ถึง 43 องศา
เซลเซียส (Fotodar et al., 2005) และการเจริญเติบโตของเชื้อ E. coli KJ122 จะหยุดชะงักลงเม่ือ
มีอุณหภูมิสูงกว*า 45 องศาเซลเซียส (Jantama et al., 2008) ในการทดลองนี้ จําเป�นอย*างยิ่งท่ี
จะต�องหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท้ังต*อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9และการทํางานของเอนไซม9อะ
ไมโลกลูโคซิเดสในการย*อยแป:งให�เป�นกลูโคสในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF ท่ีมีช*วงอุณหภูมิ
จาก 37 ถึง 43 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบว*าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการผลิตซักซิ
เนต การเจริญของจุลินทรีย9 และการใช�กลูโคสโดยเชื้อ E. coli KJ122 คือท่ี 41 องศาเซลเซียส โดย
สามารถผลิตซักซิเนตท่ีมีความเข�มข�นสูงสุดท่ี 66.9±5.1 g/L และมีค*าผลได�เท*ากับ 0.96±0.03 g/g 
แต*อย*างไรก็ตาม ดูเหมือนว*าอุณหภูมิในช*วง 37 ถึง 41 องศาเซลเซียส จะมีผลกระทบต*อความ
เข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�เล็กน�อย โดยท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีผลทําให�ความเข�มข�น
ของกลูโคสท่ีได�มีค*าสูงกว*าท่ีอุณหภูมิท้ัง 39 และ 41 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีอุณหภูมิท่ี 43 องศา
เซลเซียส มีผลทําให�การเจริญของเซลล9 ความเข�มข�นของซักซิเนต และค*าผลได�มีค*าตํ่าสุด คือ 0.27 g 
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CDW/L, 3.1±0.2 g/L, และ 0.04 g/g แป:งมันสําปะหลัง ตามลําดับ (รูปท่ี 3.11) ซ่ึงชี้ให�เห็นว*า
อุณหภูมิท่ีสูงกว*า 41 องศาเซลเซียส ไม*เหมาะสมต*อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9สายพันธุ9นี้
เนื่องจากทําให�เชื้อจุลินทรีย9ดังกล*าวมีการสันดาปอาหารได�น�อยลงและผลิตซักซิเนตได�ต่ํามาก 
 อีกหนึ่งปoจจัยหลักท่ีมีความสําคัญต*อกระบวนการหมักแบบ SSF เพ่ือใช�ในการผลิตสาร
ชีวเคมี จากเชื้อจุลินทรีย9ชนิดต*างๆ นั้นคือ ความสมดุลของอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต*อกระบวนการหมัก
และการทํางานของเอนไซม9ท่ีใช�ในการย*อยสารต้ังต�น (Zhu et al., 2012) ดังนั้น จึงต�องศึกษาหา
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดต*อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9และการทํางานของเอนไซม9ในการย*อย
สารต้ังต�น ในการศึกษาครั้งนี้ พบว*าการเปลี่ยนอุณหภูมิจาก 37 เป�น 41 องศาเซลเซียส ไม*มีผลต*อ
การเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตของเชื้อ E. coli KJ122 ในขณะท่ีอุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส 
กลับมีผลต*อการเจริญเติบโตและการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อสายพันธุ9นี้ ท้ังนี้พบว*า ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เชื้อ E. coli KJ122 มีอัตราในการใช�กลูโคสท่ีช�ากว*าเม่ือเทียบกับท่ีอุณหภูมิ 39 และ 41 
องศาเซลเซียส นอกเหนือจากนี้ การเลี้ยงเชื้อ E. coli KJ122 ท้ังท่ีอุณหภูมิ 39 และ 41 องศา
เซลเซียส ไม*มีผลทําให�ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�มีค*าแตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ จากมุมมองทางด�านเศรษฐศาสตร9 จะเห็นว*าการใช�อุณหภูมิท่ีต่ํากว*ามีความเหมาะสมกับ
กระบวนการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย9มากกว*าการใช�อุณหภูมิท่ีสูง ซ่ึงจะทําให�มีการใช�พลังงานจาก
กระแสไฟฟ:ามากข้ึน ดังนั้น จึงมีความเป�นไปได�ว*าอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส เป�นอุณหภูมิท่ีมี
ความเหมาะสมต*อการผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli KJ122 ในระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF 
โดยผลการทดลองท่ีได�ในครั้งนี้มีความสอดคล�องกับงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีได�รับการตีพิมพ9แล�ว เช*น Sawisit 
et al. (2015) ท่ีได�ศึกษาวิธีการผลิตซักซิเนตด�วยกากมันสําปะหลังจากเชื้อ E. coli KJ122 โดยใช�
กระบวนการหมักแบบ SSF ได�รายงานว*าอุณหภูมิท่ีใช�ในกระบวนการหมักจากช*วง 37 ถึง 41 องศา
เซลเซียส ไม*มีผลทําให�ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�มีค*าแตกต*างกันอย*างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ จากการศึกษาของท้ัง Zhu et al.  (2012) และ Ohgren et al. (2006) ยังแสดงให�เห็นด�วยว*า 
ท้ังการเพ่ิมและการลดอุณหภูมิจากช*วง 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ต*างก็มีผลทําให�ประสิทธิภาพใน
การผลิตเอทานอลจากกากมันสําปะหลังโดยเชื้อ Saccharomyces cerevisiae ลดลงอย*างมี
นัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ Zheng et al. (2010) ได�ทดสอบการผลิตซักซิเนตจากซังข�าวโพด 
(corn stover) ภายใต�กระบวนการหมักแบบ SSF โดยใช�เชื้อ Actinobacillus succinogenes ท่ี
ช*วงอุณหภูมิ 38 ถึง 42 องศาเซลเซียส พบว*าการเพ่ิมอุณหภูมิในการผลิตข้ึนสูงกว*า 38 องซา
เซลเซียส มีผลทําให�ท้ังความเข�มข�นของซักซิเนตและค*าผลได�มีค*าลดลงอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ ท้ังนี้ 
Martinez et al.  (2011) พบว*าอุณหภูมิในช*วง 37 ถึง 42 องศาเซลเซียส ไม*ได�ทําให�ค*าผลได� ค*า
อัตราการผลิต และความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตโดยเชื้อ E. coli SBS550MG แตกต*างกันมากนัก 
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รูปท่ี 3.12 แสดงผลของอุณหภูมิท่ีแตกต*างกันต*อ การผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการหมักด�วย SSF 
แบบกะ ภายใต�สภาวะการผลิต : แป:งมันสําปะหลังเข�มข�น 70 g/L, ปริมาณเอนไซม9 500 
U AMG/g (แป:งมันสําปะหลัง), ความเร็วในการกวน 200 rpm, อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และจํานวนเชื้อเริ่มต�น 0.1 OD550 

การผลิตซักซิเนตจากแปnงมันสําปะหลังดJวยกระบวนการหมักดJวย SSF แบบกะและแบบก่ึงกะ ใน
ถังปฏิกรณ"ชีวภาพขนาด 2 ลิตร 

ในการศึกษากระบวนการหมักด�วย SSF แบบกะ (Batch SSF) จะทําการทดลองในถัง
ปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร ใช�ปริมาตรน้ําหมัก (working volume) ท้ังหมด 1.5 ลิตร โดยจะใช�
สภาวะและปoจจัยท่ีเหมาะท่ีสุดต*อการผลิตซักซิเนตจากการทดลองก*อนหน�านี้ ซ่ึงมีสภาวะดังนี้ ความ
เข�มข�นของแป:งมันสําปะหลังท่ี 70 g/L ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช�คือ 500 U AMG/g แป:งมันสําปะหลัง ค*า
ความเป�นกรด-ด*างท่ี 6.5 และอุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการหมัก 72 ชั่วโมง รูปท่ี 
3.12 (a) แสดงการผลิตซักซิเนตโดยใช�น้ําแป:งมันสําปะหลังเป�นแหล*งคาร9บอน ภายใต�สภาวะการ
หมักแบบไร�อากาศระหว*างกระบวนการหมักแบบ SSF แบบกะ โดยเชื้อ E. coli KJ122 ซ่ึงแหล*ง
คาร9บอนหลักท่ีได�หลังจากการย*อยแป:งมันสําปะหลังด�วยเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดส คือ น้ําตาล
กลูโคส โดยจะมีความเข�มข�นสูงสุดเม่ือระยะเวลาในการบ*มผ*านไป 8 ชั่วโมง หลังจากนั้นความเข�มข�น
จะลดลงและถูกใช�ไปอย*างสมบูรณ9ด�วยเชื้อ E. coli KJ122 เม่ือครบเวลา 72 ชั่วโมง กรดซักซินิคท่ี
ผลิตได�มีค*าสูงสุดถึง 70.1±0.1 g/L และมีค*าอัตราการผลิตโดยเฉลี่ย (average productivity) 
เท*ากับ 0.97±0.01 g/L/h ท้ังนี้ในการลดต�นทุนของกระบวนการผลิตด�วยวิธีการหมักแบบ SSF นั้น
ควรจะต�องทําการผลิตโดยใช�ความเข�มข�นของสารต้ังต�นในระดับสูงเพ่ือลดการใช�พลังงานและปริมาณ
น้ําท่ีใช�ท้ังหมดในกระบวนการผลิตลง (Sassner et al., 2006) อย*างไรก็ตาม ปริมาณสารต้ังต�นท่ีสูง
ส*งผลทําให�การหมักด�วย SSF แบบกะเป�นไปได�ยากข้ึน เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีความหนืดท่ี
สูงข้ึน ดังนั้นกระบวนการผลิตแบบก่ึงกะจึงเป�นอีกกลยุทธ9หนึ่งท่ีนํามาใช�ทดแทนในกรณีท่ีอาหารเลี้ยง
เชื้อมีความเข�มข�นสูงซ่ึงจะส*งผลกระทบต*อค*าอัตราการผลิตและค*าผลได�ของผลิตภัณฑ9 ท้ังนี้เพ่ือเป�น
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การเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตซักซิเนตให�สูงข้ึน ในการศึกษานี้จึงเลือกใช�กระบวนหมักด�วย SSF  
แบบก่ึงกะ (fed-batch SSF) โดยจะศึกษาปoจจัยต*างๆ ท่ีมีผลต*อการผลิตซักซิเนตท่ีสภาวะเดียวกัน
กับกระบวนการ SSF แบบกะ (batch SSF) อาทิเช*น ค*าความเป�นกรด-ด*าง ปริมาณเอนไซม9ท่ีใช� 
และอุณหภูมิในการหมัก ซ่ึงปริมาณของเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดสจะถูกเติมลงไปในถังปฏิกรณ9
ชีวภาพให�เป�นสัดส*วนกับความเข�มข�นของน้ําแป:งมันสําปะหลัง (liquefied solution of cassava 
starch) โดยน้ําแป:งมันสําปะหลังจะเตรียมให�ได�ความเข�มข�นเริ่มต�น (initial concentration) 300 
g/L จากนั้นนําไปเติมลงในถังปฏิกรณ9ชีวภาพให�ได�กลูโคสท่ีมีความเข�มเข�มข�น 30 g/L รูปท่ี 3.12 (b) 
แสดงการผลิตซักซิเนตหลังจากท่ีมีการเติมน้ําแป:งมันสําปะหลังลงในถังปฏิกรณ9ชีวภาพจํานวน 2 ครั้ง 
ท่ีชั่วโมงท่ี 20 และ 28 ของการหมัก พบว*าความเข�มข�นของซักซิเนตท่ีผลิตได�มีค*าเพ่ิมข้ึนสูงสุด 
82.5±0.7 g/L ท่ีค*าผลได�เท*ากับ 1.03±0.01 g/g และอัตราการผลิต (productivity) อยู*ท่ี 
1.15±0.01 g/L/h รวมท้ังค*าอัตราการผลิตจําเพาะ (specific productivity) ท่ีได�มีค*าเพ่ิมข้ึนเป�น 
456 mg/g CDW/h จากการศึกษานี้ ค*าผลได�ของซักซิเนตมีค*าเท*ากับ 1.66 mol/mol กลูโคสท่ีถูก
ใช� ซ่ึงสามารถสรุปได�ว*าการผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการผลิตแบบก่ึงกะ สามารถเพ่ิมความเข�มข�น
ของซักซิเนต ค*าผลได� และค*าอัตราการผลิต ให�สูงข้ึนได� เม่ือเทียบกับกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF 
แบบกะ 
 ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF แบบกะในถังปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร พบว*า
เชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนตได�เป�นท่ีน*าพอใจ ซักซิเนตท่ีผลิตได�มีความเข�มข�นและค*า
ผลได�เท*ากับ 70.1±0.1 g/L และ 1.01±0.01 g/g กลูโคสท่ีถูกใช� ตามลําดับ และมีอัตราการผลิตรวม 
(overall productivity) เท*ากับ 0.97±0.01 g/L/h ท้ังนี้ค*าผลได�และอัตราการผลิตของซักซิเนตท่ีได�
จากการใช�แป:งมันสําปะหลัง (cassava starch) ให�ผลสอดคล�องกับการศึกษาของ Jantama et al. 
(2008) ท่ีผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli KJ122 โดยใช�กลูโคสเป�นแหล*งอาหาร ซ่ึงให�ค*าผลได�ตาม
ทฤษฎี(theoretical yield) ในการผลิตซักซิเนตจากกลูโคสนี้ มีค*าเท*ากับ 1.71 mol/mol กลูโคส 
1.01±0.01 g/g (1.12 g/g กลูโคส) จะเห็นว*าเชื้อ E. coli KJ122 สามารถผลิตซักซิเนตท่ีมีค*าผลได�
อยู*ในช*วง 1.4-1.5 mol/mol กลูโคสท่ีถูกใช� ในการศึกษาครั้งนี้ สามารถเพ่ิมค*าผลได�ของซักซิเนตท่ี
ผลิตจากแป:งมันสําปะหลังโดยเชื้อ E. coli KJ122 ซ่ึงมีค*าเท*ากับ 1.01±0.01 g/g แป:งมันท่ีถูกใช� ได�
สําเร็จ และมีค*าเทียบเท*ากับ 1.39 mol/mol กลูโคสท่ีถูกใช� (แป:งมันสําปะหลัง 1 g มีค*าเท*ากับ 
กลูโคส 1.1 g) ดังนั้น จึงทําให�ค*าผลผลิตได�ของซักซิเนตตามทฤษฎีจึงมีค*าเท*ากับ 81.29% สิ่งนี้แสดง
ให�เห็นว*า การผลิตซักซิเนตจากเชื้อ E. coli KJ122 ในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF แบบกะ 
ท่ีใช�แป:งมันสําปะหลังเป�นแหล*งอาหารไม*ทําให�ค*าผลผลิตได�ของซักซิเนตมีค*าแตกต*างกันอย*างมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับการใช�กลูโคส นอกจากนี้ ยังพบว*าอัตราผลผลิตได�จําเพาะ (specific 
productivity) ท่ีได�จากการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. coli KJ122 มีค*าเท*ากับ 423 mg/g CDW/h 
(ตารางท่ี 2.1) จากการศึกษาของ Chen et al. (2014) แสดงให�เห็นว*าอัตราผลผลิตได�จําเพาะ มีค*า
สูงท่ีสุดเท*ากับ 171 mg/g CDW/h เม่ือใช�กลูโคสเป�นแหล*งคาร9บอนในการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. 
coli NZN111 เช*นเดียวกับ Sawisit et al. (2015) ท่ีพบว*าอัตราผลผลิตได�จําเพาะของซักซิเนตซ่ึง
ผลิตจากกากมันสําปะหลังด�วยเชื้อ E. coli KJ122 ภายใต�กระบวนการหมักด�วยวิธี SSF แบบกะ มีค*า
ถึง 235 mg/g CDW/h จากผลการทดลองท่ีได�กล*าวในข�างต�นสามารถสรุปได�ว*าเชื้อ E. coli KJ122 
มีศักยภาพสูงท่ีสุดในการผลิตซักซิเนตจากการใช�ท้ังกลูโคส และผลิตภัณฑ9ท่ีได�จากมันสําปะหลังเป�น
สารต้ังต�นในระหว*างกระบวนการหมักด�วยวิธี SSF แบบกะ เม่ือเทียบกับรายงานวิจัยก*อนหน�านี้ 
 กระบวนการหมักแบบก่ึงกะ จะช*วยส*งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย9ให�ดีข้ึน 
เนื่องจากช*วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการถ*ายเทมวลสาร (mass transfer) และการถ*ายเทความร�อน 
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(heat transfer) ซ่ึงจะทําให�เกิดกระบวนการย*อยและกระบวนการหมักได�อย*างรวดเร็วและมี
ประสิทธิภาพมากข้ึน จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว*าการใช�กระบวนหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะ 
(fed-batch SSF process) มีผลช*วยทําให�ค*าผลได� ค*าอัตราการผลิต และความเข�มข�นของซักซิเนตมี
ค*าเพ่ิมข้ึนเท*ากับ 7.9% 18.6% และ 18.4% ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกระบวนการหมักด�วย SSF 
แบบกะ (batch SSF process) จากผลการทดลองของ Chen et al. (2011) พบว*าการใช�กระบวน
หมักด�วย SSF แบบก่ึงกะ จากกากเรพซีด (rape seed meal) ด�วยเชื้อ Actinomyces 
succinogenes สามารถทําให�ความเข�มข�นของกรดซักซินิกมีค*าเพ่ิมข้ึนจาก 15.5 เป�น 23.4 g/L และ
มีค*าผลได�เท*ากับ 11.5 g ต*อ 100 g กากเรพซีด รวมท้ังมีอัตราผลผลิตได�เพ่ิมข้ึนจาก 0.22 เป�น 0.33 
g/L/h ท้ังนี้ Bretz and Kabasci, (2012) ยังได�ศึกษาการเพ่ิมค*าผลได�ของซักซิเนต โดยการใช�
กระบวนการหมักแบบก่ึงกะจากกลูโคสด�วยเชื้อ An. Succiniciproducens  พบว*าสามารถเพ่ิมค*า
ผลผลิตข้ึนได�จาก 0.60 เป�น 0.88 g/g กลูโคส เม่ือเทียบกับกระบวนการหมักแบบกะท่ีใช�ความ
เข�มข�นของกลูโคสเท*ากัน Sawisit et al. (2015) ยังกล*าวอีกด�วยว*า ความเข�มข�นของซักซิเนตและค*า
อัตราผลผลิตเฉลี่ยมีค*าเพ่ิมข้ึนในระหว*างกระบวนหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะจากกากมันสําปะหลังโดย
เชื้อ E. coli KJ122 เม่ือเทียบกับกระบวนการผลิตแบบกะ ฉะนั้น จากผลการทดลองเหล*านี้สามารถ
ยืนยันได�ว*า การใช�กระบวนหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะนั้น สามารถเพ่ิมความเข�มข�นของซักซิเนต ค*า
ผลได� และอัตราการผลิตข้ึนได�อย*างมีประสิทธิภาพ เม่ือเทียบกับกระบวนหมักด�วย SSF แบบกะ 

การศึกษาการผลิตซักซิเนตจากกระบวนหมักด�วย SSF แบบก่ึงกะ ในครั้งน้ี สามารถทําให�ค*า
ผลได�ของการผลิตซักซิเนตมีค*าสูงถึง 1.03 g/g แป:งมันสําปะหลัง หรือมีค*าเท*ากับ 1.66 mol/mol 
กลูโคสท่ีถูกใช� ดังนั้นจึงส*งผลให�ค*าผลผลิตได�ทางทฤษฎีของซักซิเนตมีค*าเท*ากับ 92% Chen et al. 
(2014) ได�ศึกษาวิธีการผลิตเพ่ือให�ได�ซักซิเนตท่ีมีความเข�มข�นสูง โดยการใช�เซลล9เริ่มต�นของ E. coli 
NZN111 ในปริมาณท่ีสูง (high cell density culture) และเลี้ยงในอาหารท่ีอุดมสมบูรณ9 (rich 
medium) ท่ีประกอบไปด�วยแป:งมันสําปะหลังดิบ (cassava powder) และแป:งมันสําปะหลัง 
(cassava starch) โดยค*าผลผลิตได�ของซักซิเนตท่ีได�จากกระบวนการดังกล*าวมีค*าเท*ากับ 0.6 ถึง 
0.7 g/g แป:งมันสําปะหลัง ซ่ึงมีค*าตํ่ากว*าอย*างมีนัยสําคัญทางสถิติ เม่ือเทียบกับค*าผลผลิตท่ีได�
การศึกษานี้ (ตารางท่ี 2.1) นอกจากนี้ ยังเห็นได�อย*างชัดเจนว*าอัตราการผลิตจําเพาะในระหว*างการ
ผลิตซักซิเนตจากแป:งมันสําปะหลังดิบและแป:งมันสําปะหลังของ Chen et al. (2014) มีค*าเพียง 
259 และ 339 mg/g CDW/h ตามลําดับ ในขณะท่ีอัตราการผลิตจําเพาะของซักซิเนตจากแป:งมัน
สําปะหลังโดยเชื้อ E. coli สายพันธุ9 KJ122 ท่ีได�จากการทดลองนี้มีค*าสูงถึง 456 mg/g CDW/h  

ประเทศไทยเป�นผู�ผลิตและส*งออกแป:งมันสําปะหลังเป�นอันดับสามของโลก และสามารถ
ผลิตแป:งมันสําปะหลังได�ถึง 2 ล�านตันต*อป� (Sriroth et al., 2007) แป:งมันสําปะหลังท่ีขายมีราคาถูก
มากประมาณกิโลกรัมละ 0.4 ดอลลาร9และเป�นวัตถุดิบท่ีไม*ค*อยมีการนําไปใช�สําหรับการบริโภคของ
มนุษย9 ราคาของเอนไซม9อะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซม9อะไมเลสตกอยู*ท่ีกิโลกรัมละ 7.57 และ 3.50 
ดอลลาร9 ตามลําดับ ท้ังนี้ราคาจะข้ึนอยู*กับแต*ละผู�ผลิตด�วย รวมถึงราคาของอาหาร AM1 จะอยู*ท่ี
ประมาณลิตรละ 0.42 ดอลลาร9 จากข�อมูลในการศึกษานี้ พบว*าต�นทุนท่ีใช�ในการผลิตักซิเนตหนึ่ง
กิโลกรัมมีค*าใช�จ*ายโดยประมาณ 4.54 ถึง 4.58 ดอลลาร9 อย*างไรก็ตาม ต�นทุนท่ีใช�ในการผลิตซักซิ
เนตด�วยวิธีการสังเคราะห9ทางเคมี นั้นมีราคาประมาณกิโลกรัมละ 5.9 ถึง 8.8 ดอลลาร9 เม่ือไม*นานมา
นี้ Sawisit et al. (2015) ได�รายงานว*าต�นทุนของการผลิตซักซิเนตด�วยกระบวนการหมักของ
เชื้อจุลินทรีย9จากกากมันสําปะหลังว*ามีราคาประมาณกิโลกรัมละ 5.21 ถึง 5.54 ดอลลาร9 จากข�อมูล
ดังกล*าวแสดงให�เห็นว*าการใช�แป:งมันสําปะหลังเป�นแหล*งคาร9บอนในการผลิตซักซิเนตด�วยเชื้อ E. 
coli KJ122 อาจมีศักยภาพในการแข*งขันทางเศรษฐศาสตร9อย*างมาก เม่ือเทียบกับการใช�วัตถุดิบ
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ประเภทอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังเป�นการเพ่ิมมูลค*าผลผลิตทางการเกษตรท่ีมีราคาตกตํ่าให�กลายเป�น
สารเคมีท่ีมีมูลค*าสูงข้ึนได� 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 3.13 แสดงระยะเวลาในการหมักแป:งมันสําปะหลังด�วยเชื้อ E. coli KJ122 เพ่ือผลิตซักซิเนต
ภายในถังปฏิกรณ9ชีวภาพขนาด 2 ลิตร ภายใต�สภาวะการผลิต : ค*าความเป�นกรด-ด*าง 6.5, 
ความเร็วในการกวน 200 rpm, และปริมาณเอนไซม9 500 U AMG/g (แป:งมันสําปะหลัง); 
(a) กระบวนการ SSF แบบกะ ใช�แป:งมันสําปะหลังความเข�มข�นเริ่มต�น 70 g/L (b) 
กระบวนการ SSF แบบก่ึงกะ ใช�แป:งมันสําปะหลังความเข�มข�นเริ่มต�น 50 g/L; สัญลักษณ9 : 
วงกลมทึบ (ซักซิเนต), สี่เหลี่ยมทึบ (กลูโคส), สามเหลี่ยมทึบกลับหัว (ชีวมวล) และ
สามเหลี่ยมทึบ (อะซิเตท) 
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ตารางที่ 3.6 เปรียบเทียบการผลิตซักซิเนตจากแหล*งเซลลูโลสชนิดต*างๆ ด�วยเชื้อจุลินทรีย9ชนิดต*างๆ   

Biomass 
resource 

Microorganism Mode of process 
Succinate 

(g/L) 

Yielda 
 (g/100 g 
substrate) 

Productivityb 
(g/L/h) 

References 

Corn straw A. succinogenes CGMCC1593 
Batch SHF 45.5 80.7 0.95 

Zheng et al., 2009 
Fed-batch SHF 53.2 82.5 1.21 

Corn stover A. succinogenes CGMCC1593 Batch SSF 47.4 72 0.98 Zheng et al., 2010 
Waste bread A. succinogeness Batch SSF 47.3 55 1.12 Leung et al., 2012 
Rapeseed 
meal 

A. succinogenes CGMCC1593 
Batch SSF 15.5 12.4 0.22 

Chen et al., 2011 
Fed-batch SSF 23.4 11.5 0.33 

Corn stalk 
E. coli SD121 
(ptsG mutation and ppc expression) 

Batch SHF 57.81 87 0.96 Wang et al., 2011 

Cotton stalk A. succinogenes ATCC 55618 Batch SSF 63 64 1.17 Li et al., 2013 

Cassava pulp E. coli KJ122 
Batch SHF 41.46 82 0.84 

This study Batch SSF 80.86 70.34 0.84 
Fed-batch SSF 98.63 71.64 1.03 
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ตารางที่ 3.7 เปรียบเทียบการผลิตซักซิเนตจากวัตถุดิบที่ได�จากมันสําปะหลังในการศึกษานี้กับการศึกษาก*อนหน�านี้   

Substrate Microorganism 
Fermentation 

strategy 
Time 
(h) 

Cell 
concentration 

(g l-1) 

Succinate 
concentration 

(g l-1) 

Yielda  
(g g-1) 

Productivity 
(g l-1 h-1) 

Specific 
productivity 

(mg g-1 CDW h-1) 
References 

Cassava 
powder 

E. coli NZN111 Fed-batch SSF 73 10.08 106.17 0.66c 2.54 258.7 Chen et al. 2014 

Cassava 
starch 

E. coli NZN111 Fed-batch SSF 73 17.02 127.13 0.71d 1.77 339.2 Chen et al. 2014 

Cassava 
pulp 

E. coli KJ122 
Batch SSF 

Fed-batch SSF 
96 

3.58 
NRb 

80.86±0.49 
98.63±0.12 

0.70±0.37e 

0.72±0.97e 
0.84±0.01 
1.03±0.01 

235.3 
NR Sawisit et al. 2014 

Cassava 
starch 

E. coli KJ122 
Batch SSF 

Fed-batch SSF 
72 

2.30±0.01 
2.51±0.01 

70.08±0.12 
82.46±0.72 

1.00±0.01f 

1.03±0.01g 
0.97±0.01 
1.15±0.01 

423.3±4.81 
456.3±5.23 

This study 
 

a The succinate yield was calculate as product concentration divided by utilizing substrate concentration during fermentation 
b NR = No reported  
c The amount of succinate produced from 161.16 g total cassava powder provided during the fermentation 
d The amount of succinate produced from  178.34 g total cassava starch provided during the fermentation 
e The amount of succinate produced from 100.00 g total cassava pulp provided during the fermentation 
f The amount of succinate produced from  70.00 g total cassava starch provided during the fermentation 
g The amount of succinate produced from  80.00 g total cassava starch provided during the fermentatio 
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บทที่ 4 
บทสรุป 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้ พบว�า เชื้อ E. coli KJ122 สามารถใช!น้ําตาลท้ังหมดท่ีทําการทดสอบไม�ว�าจะ

เป,น น้ําตาลกลูโคส มอลโทส แมนโนส กาแล็คโทส อะราบิโนส และไซโลส แต�อัตราเร็วในการใช!น้ําตาลและ
ความสามารถในการผลิตซักซิเนตจะแตกต�างกันข้ึนกับชนิดของน้ําตาลนั้นๆ โดยกรณีของน้ําตาลไซโลสจะมี
อัตราการใช!ช!าท่ีสุด ส�วนน้ําตาลท่ีให!ค�าอัตราผลผลิตสูงสุด คือ น้ําตาลกลูโคส นอกจากนี้ยังพบว�าความเข!มข!น
ของซักซิเนต ค�าผลผลิตได! และค�าอัตราผลผลิตท่ีได!จากการผลิตซักซิเนตจากกากมันสําปะหลังและแป9งมัน
สําปะหลังด!วยเชื้อ E. coli KJ122 ในอาหารเลี้ยงเชื้ออย�างง�ายต!นทุนตํ่า ให!ผลเป,นท่ีน�าพอใจอย�างยิ่ง เม่ือ
เปรียบเทียบกับผลงานวิจัยอ่ืนๆ ท่ีถูกตีพิมพ:ก�อนหน!านี้ (ตารางท่ี 3.6 และตารางท่ี 3.7) นอกจากนี้การเจริญ
และการผลิตซักซิเนตของเชื้อ E. coli KJ122 เกิดข้ึนในข้ันตอนเดียว โดยใช!กระบวนการหมักแบบกะและแบบ
ก่ึงกะอย�างง�าย ภายใต!สภาวะไร!ออกซิเจน ไม�จําเป,นต!องเติมกBาซคาร:บอนไดออกไซด:ลงในถังหมัก ซ่ึงจะ
ควบคุมค�าความเป,นกรด-ด�างของน้ําหมัก ด!วยสารละลายผสมระหว�างโพแทสเซียมคาร:บอเนตและ
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด: ซ่ึงคาดหวังว�าสภาวะการหมักดังท่ีกล�าวในข!างต!น จะสามารถช�วยลดต!นทุนในการ
ผลิตซักซิเนต การทําบริสุทธิ์ และการกําจัดของเสียท่ีเกิดจากกระบวนการผลิตเม่ือใช!แป9งมันสําปะหลังเป,น
วัตถุดิบในการผลิตซักซิเนตลงได! ดังนั้น จึงอาจสรุปได!ว�าเชื้อ E. coli KJ122 เป,นเชื้อจุลินทรีย:อีกหนึ่งสายพันธุ:
ท่ีสามารถช�วยลดต!นทุนการผลิตซักซิเนตได!อย�างมีประสิทธิภาพเม่ือใช!กากมันสําปะหลังหรือแป9งมันสําปะหลัง
เป,นวัตถุดิบหลัก ดังนั้น จึงอาจสรุปได!ว�าเชื้อ E. coli KJ122 เป,นเชื้อจุลินทรีย:อีกหนึ่งสายพันธุ:ท่ีสามารถช�วย
ลดต!นทุนการผลิตซักซิเนตได!อย�างมีประสิทธิภาพเม่ือใช!วัตถุดิบจากมันสําปะหลังเป,นแหล�งคาร:บอนหลักใน
การผลิต 
 
ข�อเสนอแนะ 

เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย:ท่ีใช!ในการผลิตซักซักซิเนตในการศึกษานี้ ไม�มีความสามารถในการผลิตเอนไซม:
เพ่ือการย�อยวัตถุดิบประเภทแป9งและเส!นใยของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสได! ฉะนั้นการศึกษานี้จึงต!องมีการ
เติมเอนไซม:ทางการค!า (commercial enzymes) ให!เกิดกระบวนการย�อยวัตถุดิบดังกล�าว เพ่ือให!ได!น้ําตาลท่ี
เชื้อจุลินทรีย:สามารถนําไปใช!ประโยชน:ได! ท้ังนี้เอนไซม:ทางการค!าท่ีใช!มีราคาท่ีสูง การลดปริมาณเอนไซม:ท่ีใช!
ในการย�อยกากมันสําปะหลังหรือแป9งมันสําปะหลังลงจึงอาจช�วยทําให!สามารถลดต!นทุนในการผลิตลงได! 
ดังนั้นจะต!องมีการศึกษากลยุทธ:ท่ีใช!ในการลดปริมาณเอนไซม: และหาอัตราส�วนของสารต้ังต!นท่ีใช!ในการผลิต 
ร�วมกับการปรับปรุงให!ความเข!มข!นของซักซิเนต ค�าผลได! และค�าอัตราผลผลิตมีค�าเพ่ิมข้ึนด!วย 
 
อุปสรรค 
 เนื่องจากการใช!กากมันสําปะหลัง ท่ีมีลักษณะเป,นเส!นใย ไม�ละลายน้ํา เป,นวัตถุดิบในการหมัก จึง
ส�งผลให!การวัดปริมาณเชื้อจุลินทรีย:ด!วยวิธีการวัดค�าการดูดกลืนแสงด!วยเคร่ือง Spectrophotometer 
ค�อนข!างยุ�งยาก และได!ค�าความแม�นยําค�อนตํ่า คณะผู!วิจัยจึงได!ทําการวิเคราะห:ปริมาณเชื้อแบคทีเรียด!วยวิธี 
spread plate ลงบนอาหารแข็ง แล!วนับจํานวนโคโลนีของเชื้อท่ีข้ึนบนอาหารแข็ง และรายงานปริมาณเชื้อใน
รูปของ CFU/mL อย�างไรก็ดี การวัดปริมาณเชื้อด!วยวิธีดังกล�าวนี้ มีข!อคํานึงอยู�เล็กน!อย คือจะต!องทําการป^_น
เหวียงเซลล:ให!ดี เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย:บางส�วนอาจเกาะท่ีพ้ืนผิวของกากมันสําปะหลัง ทําให!ความแม�นยําใน
การวิเคราะห:ลดลงได!  
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ช่ือโครงการวิจัย การคัดเลือกเช้ือสายพันธุ: Lactobacullus spp. เพ่ือใช!ในเป,นกล!าเช้ือใน
อุตสาหกรรมนมหมัก 
ช่ือโครงการวิจัย  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการระเบิดด!วยไอนํ้าร�วมกับการใช!เอนไซม:ย�อยของ
กากชานอ!อยเพ่ือการผลติกรดซักซินิก 

 
o งานวิจัยท่ีทําเสร็จแล�ว :  
ชื่อโครงการวิจัย  วิศวกรรมกระบวนการสร-างและสลายของเช้ือจุลนิทรีย< Klebsiella oxytoca เพ่ือผลิต
กรดซักซินิกบริสุทธ์ิ      

แหล4งทุน: มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  
 

ชื่อโครงการวิจัย  การดัดแปลงเมทาบอลิกของ Klebsiella oxytoca เพ่ือนําไปสู�การผลิตกรดซักซินิกท่ีมี
อัตราการผลติ และผลผลิตสูงในอาหารเลี้ยงเช้ือราคาถูก      
แหล4งทุน: สํานักงานคณะกรรมการการวิจัยแหLงชาติ  

 
ชื่อโครงการวิจัย  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการระเบิดด!วยไอนํ้าร�วมกับการใช!เอนไซม:ย�อยของกาก
ชานอ!อยเพ่ือการผลติกรดซักซินิก 
แหล4งทุน: โครงการปริญญาเอกกาญจนาภเิษก (คปก) 
 
ชื่อโครงการวิจัย  การคัดเลือกเช้ือสายพันธุ: Lactobacillus spp. เพ่ือใช!ในเป,นกล!าเช้ือในอุตสาหกรรม
นมหมัก 
แหล4งทุน: โครงการปริญญาเอกกาญจนาภเิษก (คปก) 

 
ชื่อโครงการวิจัย  Production of Lactic Acid by Metabolic Engineered Klebsiella oxytoca in 
Mineral Salts Media      
แหล4งทุน: มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  

 
ชื่อโครงการวิจัย  การผลิตกรดซกัซินิกจากนํ้าตาลซูโครส และกากนํ้าตาลอ!อย     
แหล4งทุน: สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  
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ชื่อโครงการวิจัย  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดซักซินิกจากกระบวนการหมักแบบกะจากเช้ือ 
Actinobacillus succinogenes     
แหล4งทุน: สํานักงานนวัตกรรมแหLงชาติ  
 
ชื่อโครงการวิจัย  การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีสร!างกรดซักซินิกจากกระเพาะอาหารสัตว:เค้ียวเอ้ือง     
แหล4งทุน: สํานักงานคณะกรรมการการวิจัยแหLงชาต ิ

 
ชื่อโครงการวิจัย  การผลิต 2,3-บิวเทนไดออล จากมอลโตเดรกซ:ตรนิโดยเช้ือแบคทีเรีย Klebsiella 
oxytoca KMS005 ท่ีผ�านการดดัแปลงวิถีกระบวนการสร!างและสลายด!วยระบบการหมักแบบกะและก่ึงกะ        
แหล4งทุน: สํานักงานคณะกรรมการการวิจัยแหLงชาต ิ

 
 

 


