
บทท่ี 1 

บทนำ

1.1 ประวิตค ว า ม เป็นมา

กรดมะนาว (citric acid) เป็นกรดอินทรีย์ชนิดหน่ึง ท่ีมีช่ือทางเคมีว่า กรด 2-ไฮดรอกชี-
1,2,ร-โพรเพน ไทรคาร์บอกซิลิก (2 hydroxy -1,2,3-propane tricarboxylic acid ) พบท้ัวไป 
ในพืชและสัตย์ จัดเป็นสารตัวกลางท่ีสำคัญในวัฏจ้กรเครบส์ (Krebs’ cycle) ของระบบ ส่ิงมีชีวิต 
ท้ังหลาย กรดมะนาวสกัดได้จากมะนาวเป็นคร้ังแรกในปีค.ศ.1784โดย Karl Wilhem Scheele 
(อ้างถึงใน Bouchard and Merritt,1979; Prescott and Dunn, 1983 )นอกจากนีกังพบไดในผล 
ไมีอีกหลายชนิด เช่น สับปะรด ส้ม ลูกแพร ผลมะเด่ือ รวมท้ังพืชตระกูลส้ม (citrus fruit ) เรียก 
กรดมะนาวท่ีสกัดได้จากธรรมชาติว่า กรดมะนาวธรรมชาติ (natural citric acid) (Miall, 1978) 
ประมาณปี ค.ศ. 1922 อิตาลีผลิตกรดมะนาวในรูปของเกลือแคลเซียม จากการสกัดด้งกล่าว ได้ 
ถึงร้อยละ 90 ของการผลิตกรดมะนาวท้ัวโลก (อ้างถึงใน เรวดี เลิศไตรรักษ์, 2535 )ความ 
ต้องการกรดชนิดน้ีเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็ว ประกอบกับการใช้กรดมะนาวเพ่ือการผลิตเคร่ืองด่ืมมี 
มากข้ึน ทำให้มีผู้พยายามคิดค้นกระบวนการผลิตกรดมะนาวแบบต่าง  ๆ ข้ึน เช่นการสังเคราะห์ 
ทางเคมี จากการค้นพบของ Grimoux และคณะ ในปี ค.ศ. 1880 (อ้างถึงใน Bouchard and 
Merritt,1979; Prescott and Dunn, 1983) แต่มีดวามไม่เหมาะสมเน่ืองจากใช้วัตถุดิบราคาแพง 
และเป็นอันตราย รวมท้ังในการผลิตมีหลายข้ันตอนท่ีทำให้การผลิตไม่คุ้มค่าต่อการลงทุน ต่อมา 
ในปี ด.ศ. 1893 Wehmer เป็นคนแรกท่ีค้นพบว่าเช้ือรา P énic illium  g lucum  และ M u co r ท่ี 
หมักในอาหารท่ีมีน้ีาตาลเป็นองค์ประกอบสามารถผลิตกรดมะนาวได้ เรียกกรดมะนาวชนิดน้ีว่า 
กรดมะนาวจากการหมัก (fermentation citric acid) เขาพยายามพัฒนากระบวนการผลิตโดยใช้ 
เช้ือท่ีค้นพบเพ่ือขยายเข้าสู่ระดับอุตสาหกรรม แต่ไม่ประสบผลสำเร็จ เน่ืองจากการปนเปีอนของ 
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน และระยะเวลาท่ีใช้ในการหมักยาวนานเกินไป (อ้างถึงใน Marison, 1988) ต่อ 
มาปัญหาด้งกล่าวสามารถแกไขได้ เม่ือ Currie และคณะ(1917) พบว่าเช้ือรา A spe rg illus  n ig e r  
ท่ีหมักบนอาหารท่ีมีน้ีาตาลเป็นแหล่งคาร์บอนและค่าความเป็นกรด-ด่างต่ํา สามารถผลิตกรด
มะนาวไดในปริมาณมาก เน่ืองจากท่ีค่าความเป็นกรด-ต่างสูง A. n ig e r จะผลิตกรดออกซาลิก 
(อ้างถึงใน Miall, 1978) ต่อมาในปี ค.ศ. 1923 Currie ร่วมกับบริษัท Chas. Pfizer & Co. Inc.



2

ในนิวยอร์ค ได้พัฒนาและผลิตกรดมะนาวทางการค้าเป็นคร้ังแรก และมีการพัฒนาการผลิตเร่ือย 
มา โดยมีการพัฒนาการหมักแบบผิวหน้าอาหาร (surface fermentation) ท้ังผิวหน้าอาหารแข็ง 
และผิวหน้าอาหารเหลว ในอาหารท่ีมีน้ัาตาลซูโครสและกากน้าตาล (อ้างถึงโน Miall, 1978; 
Prescott and Dunn, 1983) และได้มีการศึกษากระบวนการหมักในสภาพอาหารเหลวเพ่ือผลิต 
กรดมะนาว (submerged culture process) โดย Amelung และ Derguin (1930) ต่อมาในปี 
1948 Shu และ Johnson ได้ศึกษาและพัฒนาการผลิตแบบขยายส่วนในถังหมัก 50 แกลลอน 
(อ้างถึงใน Miall, 1978) การผลิตกรดมะนาวโดยจุลินทรีย์น้ันนอกจากจะสามารถผลิตโดยเช้ือ 
ราแล้ว แบคทีเรียและยีสต์หลายสกุลก็สามารถผลิตกรดมะนาวได้ (Prescott and Dunn, 1983; 
Grewal and Kalra, 1995) การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์เร่ิมข้ึนคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1932 โดย 
Wieland และ Sanderhoff ผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์ในอาหารแอซิเทต (อ้างถึงใน Cartledge, 
1987)ในปี 1976 Maldonado และคณะศึกษาการผลิตกรดมะน'•วโดย C andida lipo ly tica เม่ือ 
ใช้นอร์มอลพาราหิเนเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถผลิตกรดมะนาวได้ร้อยละ 60 (Maldonado; 
Charpenter and Glikmans, 1976) และการผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์น้ันสามารถใช้แหล่ง 
คาร์บอนได้หลายแหล่งเช่น น้ัาตาล น้ัาตาลท่ีได้จากการย่อยแป้ง กากน้ําตาล สาร 
ไฮโดรคาร์บอน แอลกอฮอล์ กรดไขมัน (Ikeno e t a l1 1975;Finogenova e t al, 1986; 
Wojtatowicz; Marchin and Erickson, 1993)

สำหรับแบคทีเรียน้ัน ท้ัง ๆ ท่ีมีการศึกษาถึงความสามารถในทางชีวเคมีมาก แต่ในการผลิต 
กรดมะนาวแล้วยังได้รับความสนใจน้อยมาก จากรายงานการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดย
แบคทีเรียพบว่ามีน้อยมากและส่วนใหญ่เป็นสิทธิบัตร แม้การผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียจะ 
ให้ผลผลิตต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับราและยีสต์ (Prescott and Dunn, 1983; Marison, 1988) แต่ก็ 
เป็นอีกแนวทางหน่ึงในการผลิตกรดมะนาวโดยจุลินทรีย์ ปัจจุบันมีการผลิตกรดมะนาวจาก
กระบวนการหมักออกจำหน่ายประมาณ 500,000 ตันต่อปี ซ่ึงส่วนใหญ่ผลิตโดยเช้ือรา
A sp e rg illu s  n ig e r และบางส่วนผลิตโดยยีสต์ Yerrow ia lipo lytica (Anonymous, 1990 อ้างถึง 
ใน Shah e t al, 1993)
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ก ร ด ม ะ น า ว  เป ็น ก ร ด อ ิน ท ร ีย ์ ช ื่อ ท า ง เค ม ีว ่า  ก รด  2 - ไ ฮ ต ร อ ก ซ ี- 1 ,2 ,ร - โพ ร เพ น ไ ท ร ค า ร ์ 

บ อ ก ซ ีล ิก  ใน  1 โม เล ก ุล ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ค า ร ์บ อ น  6 อะตอม  แ ล ะ ม ีห ม ู่ฟ ัง ก ์ช ัน  2  ช น ิด  ไ ด ้แ ก ่ หม ู่ 

ค า ร ์บ อ ก ช ิล ิก  3  ห ม ู่แ ล ะ ห ม ู่ไ ฮ ด ร อ ก ช ิล  1 ห ม ู่ ม ีส ูต ร โค ร ง ส ร ้า ง ท า ง เค ม ีด ัง แ ส ด ง ใน ร ูป ท ี่ 1-1

1.2 ค ุณ สมบ ตของกรดมะน าว

çh2-cooh
HO-C-COOH

CH2-COOH

ร ูปท ี่1-1 โครงสร้างทางเคมีของกรดมะนาว 
ที่มา Miall, 1978

กรดมะนาวปราศจากน้ํา (anhydrous citric acid) มีล้กษณะเป็นผงใสไม่มีสี มีสูตร 
โมเลกุลคือ C6H807 นกหนักโมเลกุล 192.13 ตกผลึกได้จากสารละลายกรดมะนาวเข้มข้นใน 
ขณะร้อน มีจุดหลอมเหลว 153 องศาเซลเซียสและความหนาแน่นเท่ากับ 1.665 ส่วนกรด 
มะนาวโมโนไฮเดรต (C6H80 7.H20)(citric acid monohydrate) มีน้ําหนักโมเลกุล 210.14 ตก 
ผลึกไดในสารละลายกรดมะนาวท่ีเย็น และอุณหภูมิเปล่ียนสภาพ (transition temperature) จาก 
กรดมะนาวปราศจากน้ํกเท่ากับ 36.6 + 0.15 องศาเซลเซียส คงตัวในสภาพอากาศปกติท่ีมี 
ความช้ืนแต่จะสลายตัวในอากาศแห้ง กรดมะนาวโมโนไฮเดรตจะมีจุดหลอมเหลวท่ีอุณหภูมิ
100 องศาเซลเซียส ความหนาแน่นเท่ากับ 1.542 ล้กษณะโดยท่ัว'ไปเป็นผลึก'ใส'ไม่มีสี มีรส 
เปร้ียว มีความเป็นพิษต่ํา ย่อยสลายได้ง่าย และละลายนาได้ดีท่ีอุณหภูมิสูง และละลายได้บ้าง 
ในแอลกอฮอล์ กรดมะนาวมีค่า pK ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 3 ค่า ได้แก่ pK., = 3.128, 
pK2 = 4.761 และ pK3 = 6.396 มีค่าคงท่ีการแตกตัวท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เป็น 
[<1 = 8.2X 10^ 1 K2= 1.77 X 105 และ K3 = 3.9X 107 (Bouchard and Merritt, 1979)
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1.3 มาตรฐาน ของกรดมะนาว

ตารางท ี่ 1-1 ค ุณ ล ักษ ณ ะทางเคม ีต ามมาตรฐานของกรดมะน าว

รายการท่ี คุณลักษณะ เกณฑ์ท่ีกำหนด
กรดมะนาว 

โมโนไฮเดรต
กรดมะนาว 
ปราศจากนา

1. ความบรีสุทธ้ิ c6h8o7 คำนวณใน 
สภาพแห้ง ร้อยละ

99.5-101.0 99.5-101.0

2 นา ร้อยละ
A  eü <J>

7.5-8.8 ไม่เกิน 0.5
3 กากทีเหลิอจากการเผา ร้อยละ 

ไม่เกิน
0.05 0.05

4 ออกซาเลท มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

350 350

5 ซัลเฟต มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

150 150

6 สารหนู มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

3 3

7 โลหะหนัก (คำนวณเป็นตะก๋ัว) 
มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ไม่เกิน

10 10

8 แบเรียม สารละลายคัวอย่าง ต้องไม่ขุ่นกว่า 
สารละลายมาตรฐานสอบเทียบ

9 แคลเซียม มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

200 200

10 เหล็ก มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

50 50

11 คลอไรด์ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
ไม่เกิน

50 50

12 สารท่ี สลา ยให้คาร์บ อนได้ง่า ย สีของสารละลายคัวอย่างต้องไม่เข้มกว่า
(readily carbonizable 
substance)

สีของสารละลายสีมาตรฐาน

ท่ีมา : พระราชบัญญ้ตมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม (กรดมะนาว) พ.ศ. 2535
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ค ว า ม ต ้อ ง ก า ร ก ร ด ม ะ น า ว ท ั่ว โ ล ก ใ น ป ัจ จ ุบ ัน ม ีม า ก แ ล ะ ย ัง ต ้อ ง ก า ร เ พ ิ่ม ข ึ้น เ ร ื่อ ย ๆ  

ป ร ะ ม า ณ ร ้อ ย ล ะ  2-3 ต ่อป ี (Goldberg; Peleg and Rokem, 1991) เน ื่อ ง จ า ก ส ม ป ัด ข อ งก ร ด  

ม ะ น า ว ท ี่ม ีค ว า ม เป ็น พ ิษ ต ํ่า ส า ม า ร ถ ล ะ ล า ย น า ได ้ง ่า ย  ม ีรส เป ร ี้ย ว  ก ล ิ่น ห อ ม  ย ่อ ย ส ล า ย ได ้ง ่า ย  ม ี

ค ุณ ส ม ป ัด ใน ก า ร จ ับ ไอ อ อ น ข อ ง โล ห ะ ห น ัก แ ล ะ ก า ร เป ็น บ ัฟ เฟ อ ร ์ แ ล ะ ส า ม า ร ถ ก ำ จ ัด ได ้ง ่า ย  ด ้งน ั้น  

จ ึง ม ีก า ร ใช ้ก ร ด ม ะ น า ว  เก ล ือ แ ล ะ เอ ส เท อ ร ์ข อ งก ร ด น ี้ใ น อ ุต ส า ห ก ร ร ม ต ่า งๆ  อ ย ่า ง ก ว ้า ง ข ว า ง  โด ย  

เฉ พ า ะ ใน อ ุต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร แ ล ะ เค ร ื่อ งด ื่ม  (Nubel and Wantagh, 1977; Bouchard and 
Merritt, 1979) ป ร ะ เท ศ ท ี่ม ีบ ท บ า ท ส ำ ค ัญ ใน ก า ร ผ ล ิต ก ร ด ม ะ น า ว ค ือ  ส ห ร ัฐ อ เม ร ิก า  ซ ึ่ง ม ีค ว า ม  

ส า ม า ร ถ ใน ก า ร ผ ล ิต ได ้ป ร ะ ม า ณ ป ีล ะ  180 ล ้าน ก ิโล ก ร ัม  ร ้อ ย ล ะ  70 ข อ งก ร ด ม ะ น าว ท ี่ผ ล ิต ได ้น ำ  

ไป ใช ้ใ น อ ุต ส า ห ก ร ร ม อ า ห า ร แ ล ะ เค ร ื่อ งด ื่ม  ร ้อ ยละ  12  ใช ่ใน อ ุต ส า ห ก ร ร ม ก า ร ผ ล ิต ย า  แ ล ะ น ำ ไป ใช ้ 

ใน อ ุต ส า ห ก ร ร ม อ ื่น ๆ  ป ร ะ ม า ณ ร ้อ ย ล ะ  18 (Prescott and Dunn, 1983) ซ ึ่ง ป ร ะ โย ช น ์ข อ ง ก ร ด  

ม ะ น า ว ใน อ ุต ส า ห ก ร ร ม ต ่า ง   ๆ ม ีร า ย ล ะ เอ ีย ด ด ้งน ี้

1.4.1 อุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองด่ืม
ใช้กรดมะนาวเพ่ือเพ่ิมรสชาติและความเปร้ียว ในเคร่ืองด่ืมอย่างอ่อน อย่างเช่นน้ีา 

อ่ดลม และไวน์ ซ่ึงมีบทบาทเพ่ิมกล่ิน รส ลดความฝาด เพ่ิมคาร์บอนไดออกไซด์ ควบคุมความ 
เป็นกรด ป้องกันการเปล่ียนสี และป้องกันการขุ่นของไวน์ ในอาหารและลูกอม เป็นตัวเพ่ิม 
รสชาติ ป้องกันการออกชิเดช่ัน และเพ่ิมสีดำให้แก่ลูกอม เนย แยม แจลล่ี เจลาตินและช่วยปรับ 
พิเอช ป้องกันการเหม็นหืนในอาหารพวกไขบันและอาหารแช่แข็ง ป้องกันการเปล่ียนสีของเน้ีอ 
สัตว์และหัวหอม ป้องกันการบูดเสียของเคร่ืองด่ืม เนยแข็งและเนยเหลว ใช้แต่งสีและเป็น 
อิบัล1ชิ'ไฟเออร์ในผลิตกัณฑ์'นม เนยและไอศครีม ป้องกันการตกผลึกของนำผ้ึง ซ่ึงสารปรับกรด 
ในอุตสาหกรรมอาหารมีมากมายหลายชนิด แต่ส่วนใหญ่ใช้กรดมะนาว คือประมาณร้อยละ 73 
รองลงมาเป็นกรดฟอสพ่อริกประมาณร้อยละ 15 ส่วนท่ีเหลือเป็นกรดอ่ืน  ๆ เช่น กรดมาลิก กรด 
ฟูมาริก กรดอะดิปีก กรดแลกติกและกรดทาร์ทาริก เป็นด้น (Bouchard and Merrittt, 1979; 
Prescott and Dunn, 1983)

1.4.2 อุตสาหกรรมทางเภสัชกรรม
ใช้เป็นส่วนผสมในยาบางชนิด เพ่ือควบคุมความเป็นกรด ผสมในยาท่ีมีฟองฟูเม่ือ 

ผสมน้ัาด่ืม ซ่ึงมักใช้ในรูปของเกลือหรือเอสเทอร์ของกรดมะนาว (อ้างถึงใน อาภรณ์ วงษ์ 
วิจารณ์, 2529) และการเตรียมยาแอสไพริน ช่วยในการละลายของยาถ่ายและยาบรรเทาอาการ 
เจ็บปวด ใช้เป็นสารกันการตกตะกอน ใช้เป็นสารทำให้เกิดความคงตัวของกรดแอสคอบิก ใช้ 
เป็นสารเพ่ิมรสชาติของยา และเกลือแคลเซียมชิเทรตช่วยป้องกันการแข็งตัวของเลือด
นอกจากน้ันยังใช้เฟร์ริกแอมโมเนียมชิเทรดช่วยในการรักษาโรคโลหิตจาง และช่วยป้องกัน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันในการเตรียมวิตามิน (Bouchard and Merritt, 1979)

1 .4  ป ระโยชน ์ขอ งกรดม ะน าว
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1.4.3 อุตสาหกรรมเคร่ืองสำอาง
ใช้เป็นส่วนผสมโนครีมนวดผม นกยาเซท และโลช่ัน ซ่ึงจะควบคุมระดับพีเอชของ 

ผลิตภัณฑ์ และยังทำให้เกิดความแวววาว เพ่ิมความอ่อนนุ่มให้นายา และใช้เป็นสารป้องกันการ 
หืนของเคร่ืองสำอาง (อ้างถึงใน Prescott and Dunn, 1983)

1.4.4 อุตสาหกรรมอ่ืนๆ
ใช้เป็นส่วนผสมในน้ํายาข้ดโลหะ นายาล้างสนิม หมึกพิมพ์ และสี และใช้เกลือ 

ไทรโซเดียมซิเทรตแทนสารเททระโพแทสเซียมไพโรฟอสเฟตเน่ืองจากย่อยสลายง่ายไม่ส่งเสริม 
การเจริญเติบโตของวัชพืชนา และไม่เป็นพิษต่อสัตว์น้ํา ใช้เอสเทอร์ของกรดมะนาวโดยเฉพาะ 
ไทรเอทิล ไทรบิวทิล และแอซีทิลไทรบิวทิลเอสเทอร์เป็น plasticizer ท่ีไม่เป็นอันตรายในการทำ 
หิเล์มพลาสติก ใช้ไดไฮโดรเจนซิเทรตในการขจัดซัลเฟอร์ไดออกไซด์จากก๊าซเช้ือเพลิงในโรง
ไฟฟ้าและเตาหลอมโลหะ และ'ใช้ป้องกันการเกิดเมือกและตะกรัน'ในอุปกรณ์บำบัดนาเสีย
แบบออสโม1ซิสผั'นกสับ (reverse osmosis) (Bouchard and Merritt, 1979)

1.5 การผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรีย

จากการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียของ Tanaka และคณะ ในปี 1968 ราย 
งานการผลิตกรดมะนาวโดยเช้ือ A rth robac te r para ffineus  ATCC 15591 ในอาหารท่ีมี 5% 
ของสารไฮโดรคาร์บอน (n-dodecane) เป็นแหล่งคาร์บอน โตยก''รหมักแบบให้อากาศ อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 96 ช่ัวโมงสามารถผลิตกรดมะนาวได้ 10 กรัมต่อลิตร (Tanaka; 
Kimura and Yamaguchi, 1968) ต่อมา ในปี 1973 Sardinas และคณะ ได้ศึกษาการผลิตกรด 
มะนาวจาก B ac illus  lichen ifo rm is  ATCC 21667 พบว่า ร. lichen ifo rm is  ATCC 21667 จะ 
ผลิตกรดมะนาวได้สูงสุด เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี cerelose 150 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส โดยผลิตกรดมะนาวได้ 42 กรัมต่อลิตรในเวลา 120 ช่ัวโมง (Sardinas and Conn, 
1973)

Oomori และ Suzue ในปี 1973 ได้รายงานการผลิตกรดมะนาว จาก A e ro b a c te r 1 
P seudom onas 1 M icrococcus  และ B acillus  ในอาหารท่ีมึ ไอโซซิทริก หรือไอโชซิทริก 
แลกโตนเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีภาวะต่าง  ๆพบว่า A e ro b a c te r IAM 1019 จะผลิตกรดมะนาวได้สูง 
สุดคือ 93 กรัมต่อลิตร เม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 10% ไอโซ 
ซิทริก ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.4 ในเวลา 25 ช่ัวโมง ส่วน Pseudom onas dacunhae  IAM 
1089 สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 85.1 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 10% ไอโซซิทริก ท่ี 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในเวลา 28 ช่ัวโมง ขณะท่ี M icrococcus lysod ick ticus  IAM 1056 
สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 88.5 กรัมต่อลิตร เม่ือเล้ียงในภาวะเดียวกัน สำหรับ Bacillus  
sub tilis  ธ-201-7 ATCC สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 58.6 กรัมต่อลิตร เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี
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0.3% กลูโคสและ 6% ไอโซซิทริก ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 39 ช่ัวโมง 
(Oomori and Suzue, 1973)

Suzuki และคณะ โนปี ค.ศ. 1974 รายงานการผลิตกรดมะนาวโดยศึกษาท้ังสายพันธุ 
ปกติ และสายพันธุกลายท่ีทำการกลายพันธุด้วยแสงอัลตราไวโอเลท ว่าสามารถผลิตกรดมะนาว 
ได้อย่างมีประสิทธิภาพและไม่เกิดกรดไอโซชิทริก พบว่า B revibacte rium  flavum  ATCC 
14067 ซ่ึงเป็นสายพันธุเดิม สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 45 กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช่ือท่ีมี 
กลูโคส 10% ส่วนสายพันธุกลายคือ Brevibacterium  flavum  ATCC 21682 สามารถผลิตกรด 
มะนาวได้ 73 กรัมต่อลิตร A ch rom obac te r nuc leoacidoves  IFO 13268 ซ่ึงเป็นสายพันธุเดิม 
สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 0.6 กรัมต่อลิตร'ในอาหารเล้ียงเช่ือท่ีมีนอร์มอลพาราหิเน 6% สาย 
พันธุกลายคือ A c h ro m o b a c te r nuc leoacidoves  ATCC 21683 สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 72 
กรัมต่อลิตร และ C orynebacte rium  fasc ians  ATCC 21461 ซ่ึงเป็นสายพันธุเดิมสามารถผลิต 
กรดมะนาวได้ 43 กรัมต่อลิตร'ในอาหารเล้ียงเช่ือท่ีมีนอร์มอลพาราหิเน 6% สายพันธุกลายคือ 
C orynebacte rium  faéc ians  ATCC 21684 สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 61 กรัมต่อลิตร 
(Suzuki é ta l, 1974)

Kimura และ Nakanishi ในปี 1975 ได้ศึกษาการผลิตกรดมะนาวจาก A rth ro b a c te r 
para ffineus  ATCC 15591 จากอาหารท่ีมี'ไฮโดรคารับอน(C12-C14) เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า 
การเติมสารพวกเฟร์โรไซยาไนด์ลงในอาหารเล้ียงเช่ือ จะส่งเสริมการผลิตกรดไอโซชิฑริก และ 
การเติมกรดโมโนฟลูออโรแอชีติก หรือ เกลือของมัน จะส่งเสริมการผลิตกรดมะนาว เม่ือ
เล้ียง A rth ro b a c te r pa ra ffin e u s  ATCC 15591 ในอาหาร'ท่ีมีนอร์มอลพาราหิเน 5% เป็นแหล่ง 
คาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสด้วยเคร่ืองเขย่าแบบเส้นตรง พบว่าสามารถผลิต 
แคลเซียมชิเทรดได้ 9.3 กรัมต่อลิตร และถ้ามีการเติม 0.1% ของโซเดียมโมโนฟลูออโรแอซีติก 
ลงไปท่ีช่ัวโมงท่ี 6 ของการหมัก จะผลิตแคลเซียมชิเทรตได้เหิมช่ืนเป็น 18.2 กรัมต่อลิตร 
(Kimura and Nakanishi, 1975)

จะเห็นได้ว่าการศึกษาการผลิตกรดมะนาวจากแบคทีเรีย มีการศึกษายังไม่กว้างขวาง
นัก แต่โดยท้ัวไปแล้วแบคทีเรียมีการเจริญเพ่ิมจำนวนได้เร็วกว่ายีสต์และรา และสามารถทนต่อ 
อุณหภูมิสูงได้มากกว่า ซ่ึงน่าจะเป็นประโยชนในด้านการลดด้นทุนการผลิต ในด้านการควบคุม 
อุณหภูมิ และเพ่ิมพูนความรูในการผลิตกรดมะนาวในแง่ของแบคทีเรีย งานวิจัยคร้ังน้ีจึงมุ่ง
เน้นเพ่ือจะทดลองผลิตกรดมะนาวโดยการหมักด้วยแบคทีเรียท่ีมีกลูโคสท่ีได้จากแป้งมัน 
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอน เพ่ือเป็นแนวทางในการศึกษาและ
พัฒนาการผลิตต่อไป
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1.6 ชีวเคมีของการผลิตกรดมะนาว

กลไกการสังเคราะห์กรดมะนาวจากน้ําตาลกลูโคสแบ่งออกเป็น 3 ข้ันตอน โดยข้ันแรก 
เป็นการเปล่ียนน้ีาตาลกลูโคสเป็นไพรูเวท (pyruvate) และแอซีทิลโคเอนไซม์เอ(acetyl Co-A,
02)โดยกลไกไกลโคลิซีส และไพรูเวทรวมตัวกับคาร์บอนไดออกไซด์โดยเอนไซม์!พรูเวทคาร์ 
บอกซิเลต เป็นออกซาโลแอซิเทต(04)โดยใช้ปฏิกิริยาการสร้างทดแทน (anaplerotic reaction) 
(รูปท่ี 1-3) ข้ันสุดท้ายเป็นการสะสมกรดมะนาวโดยการเกิดความผิดปกติในวัฏจักรเครบสั ซ่ึงมี 
เอนไซม์หลักคือ อะโคนิเทส และไอโซซิเทรตดีไฮโดรจีเนส โดยกิจกรรม 2 ชนิดน้ีจะอยู่ในระดับ 
ต่ํามากในระหว่างการผลิตกรดมะนาว ส่วนเอนไซม์ซิเทรตซินเฑส จะมีกิจกรรมในระดับสูง
(Ermakova é ta l, 1986; Shah é ta l, 1993)( รูปท่ี 1-2)
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รปท่ี 1-2 วัฎจักรเ.ครบส์หรือวัฎจักรกรดมะนาว 
ท่ีมา Singleton and Sainsbury, 1988
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รูปท่ี 1-3 ความสัมพันธ์ของวัฏจักรเครบส์ และปฏิกิริยาการสร้างทดแทน 
ท่ีมา Singleton and Sainsbury, 1988
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1.7 ปัจจัยท่ีมีอิทธิ'พลต่อการผลิตกรดมะนาว

การผลิตกรดมะนาวโดยจุลินทรีย์น้ัน ข้ึนอยู่กบปัจจัย 2 ประการ คือสายพันธุท่ีใช้ และ 
ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต ความแตกต่างก้นของชนิดแบคทีเรีย และวิธีการท่ีใช้จึงมีความ 
สำค้ญ ดังน้ันจะต้องมีการศึกษาปัจจัยท้ัง 2 ประการน้ีควบคู่ก้นไป

1.7.1 สายพันธุของแบคทีเรีย
แบคทีเรียหลายสายพันธุมีความสามารถในการผลิตกรดมะนาว เช่น Bacillus, 

Aerobacter, P seudom onas, M icrococcus (Oomori and Suzue, 1973) ควรดัดเลือกสาย 
พันธุท่ีมีประสิทธิภาพการผลิตกรดมะนาวสูง และมีการผลิตกรดมะนาวท่ีเสถียร ให้ผลการผลิต 
สฟ้าเสมอ ซ่ึงอาจทำไดโดยทำการปรับปรุงสายพันธุให้มีความสามารถในการผลิตมากข้ึนโดยใช้ 
รังสีท่ีมีพลังงานสูง เช่น อัลตราไวโอเลฑ รังสีแกมมา หรือใช้สารก่อการกลายพันธุ เช่น 
N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine เพ่ือกระตุ้นให้เกิดพันธุกลายท่ีให้ผลผลิตสูง นอกจากน้ัน 
สายพันธุท่ีใช้ควรจะสามารถใช้แหล่งคาร์บอนไต้หลายชนิด ให้กรดอินทรีย์ท่ีไม่ต้องการใน
ปริมาณน้อยท่ีสุด สายพันธุท่ีไต้ควรทนต่อเกลือแร่ และใช้ระยะเวลาในการหมักส้ัน

1.7.2 ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิต
1.7.2.1 สารแหล่งคาร์บอน

สารแหล่งคาร์บอน เป็นปัจจัยท่ีสำคัญท่ีสุดปัจจัยหน่ึงในการผลิตกรด 
มะนาว ซ่ึงต้องคำนึงถึงชนิดและปริมาณเพ่ือให้เหมาะสมต่อการผลิตกรดมะนาว มีรายงานการ 
ผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียจากแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง  ๆ เช่น กลูโคส (Oomori and Susue, 
1973; Suzuki e t al, 1974)นอร์มอลพาราหิเน (Suzuki é ta l, 1974) ชนิดและปริมาณของแหล่ง 
คาร์บอนท่ีเหมาะสมกับการผลิตกรดมะนาวน้ันข้ึนอยู่กับสายพันธุท่ีใช้ การเลือกสารแหล่ง
คาร์บอนท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตควรเป็นสารท่ีหาไต้สม่ําเสมอและราคาถูกและไม่เป็นพิษต่อ 
จุลินทรีย์ท่ี'ใช้ อย่างเช่น กากน้าตาลมีราคาถูกแต่มักมีปัญหาเก่ียวกับปริมาณโลหะหนักท่ีปน 
เปีอนและสารยับย้ังการเจริญ จึงต้องมีการบำบัดสารแหล่งคาร์บอนดังกล่าวก่อนน้าไปใช้เพ่ือให้ 
สามารถขยายไปสู่ระดับอุตสาหกรรมไต้ นอกจากน้ีความเข้มข้นของน้ัาตาลท่ีใช้เป็นส่ิงสำคัญ
เน่ืองจากปริมาณน้ัาตาลท่ีมากเกินอาจยับย้ังการเจริญและการผลิต หริอปริมาณน้าตาลท่ีน้อย 
เกินไปอาจทำให้เกิดการ์สะสมกรดอินทรีย์ชนิดอ่ืนท่ีไม่ต้องการ (Prescott and Dunn, 1983; 
Grewal and Kalra, 1995)

1.7.2.2 สารแหล่งไนโตรเจน
สารแหล่งไนโตรเจน มีท้ังสองรูปแบบคืออินทรีย์ไนโตรเจน เช่นสาร 

สกัดจากยีสต์ (Sardinas and Conn, 1973) น้าแช่ข้าวโพด (Suzuki e t al, 1974) น้ามันถ่ัว 
เหลือง (Kimura and Nakanishi, 1975) เป็นต้น สารอนินทริย์ในโตรเจน มักใช่ในรูป 
แอมโมเนียมชัลเฟต หรือ แอมโมเนียมไนเทรต นอกจากน้ันยังใช้โซเดียมไนเทรต โพแทสเซียม
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ไนเทรต และยูเรีย มีรายงานการผลิตกรดมะนาวในราและยีสต์ว่า ปริมาณไนโตรเจนสูงจะ
ส่งเสริมการเจริญแต่จะทำให้การผลิตกรดมะนาวช้าลง (Prescott and Dunn, 1983) และ 
ไนโตรเจนเป็นสารจำกัดการเจริญสำหรับการผลิตกรดมะนาว โดยเร่ิมมีการผลิตกรดมะนาวเม่ือ 
ไนโตรเจนถูกใช้เกือบหมด (Mckay; Maddox and Brooks, 1994)

1.7.2.3 ฟอสเฟต
ฟอสเฟต เป็นสารท่ีใช้ในการเจริญของเซลล์ เป็นองต์ประกอบท่ีสำคัญ 

ของสารชีวโมเลกุลซ่ึงอยู่ภายในเซลล์ เช่นกรดนิวคลีอิก นิวคลิโอไทต์ และ'ฟ่อส'โฟลิปิด เป็นต้น 
ด้งน้ันจึงต้องมีการเติมฟอสเฟตในการผลิตกรดมะนาว การผลิตกรดมะนาวในราพบว่าปริมาณ 
ฟอสเฟตมากจะส่งเสริม'การเจริญแต่จะให้ผลผลิตกรดต่ํา และการผลิตกรดมะนาวจะเร่ิมหลังจาก 
ฟอสเฟตถูกใช้หมด (Szucs, 1944 อ้างถึงใน Prescott and Dunn, 1983) การเติมฟอสเฟตต้อง 
เติมในปริมาณท่ีพอเหมาะคือท่ีประมาณร้อยละ 0.1-0.2 เพราะการใช้ฟอสเฟตท่ีมีความเข้มข้น 
สูงเกินไป จะทำให้เกิดกรดอ่ืนจากการเมแทบอลิซึมของน้ัาตาล (Mall, 1978)

1.7.2.4 แร่ธาตุ
แร ่ธาตุหลายชนิดมีผลต่อการเจริญและการผลิตกรดมะนาว เช่น 

แมกนีเซียม เหล็ก และแมงกานีส เป็นต้น แมกนีเซียมเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์หลายตัวใน 
วัฎจักรเครบล์ เอนไซม์ท่ีมีแมกนีเซียมเป็นโคแฟกเตอรใต้แก่ ไอโชชิทริกดีไฮโดรจีเนส และ
2-ออกโซกสูตาเรทดีไฮโดรจึเนสคอมเพล็กช์ เน่ืองจากผลของแร่ธาตุชนิดต่าง  ๆ ท่ีมี'ในอาหาร'ท่ี 
ใช้เล้ียงเช้ือเพ่ือการผลิตกรดมะนาวจากแบคทีเรียไม่มีรายงาน จึงต้องอาศัยข้อมูลจากการผลิต 
กรดมะนาวจากราและยีสต์ และจากการผลิตกรดมะนาวโดยราและยีสต์พบว่า แมกนีเซียมเป็น 
สารประกอบท่ีมีความจำเป็นต่อการผลิตกรดมะนาว (Marison, 1988) โดยปกติซิเทรตมีผล 
ยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม์ฟอสโฟฟรุกโทไคเนส (PFK ) ในวิถีไกลโคลิซิส แต่ถ้าเพ่ิมความ 
เข้มข้นของ Mg2+ หรือ NH4+ จะช่วยให้เอนไซม์ด้งกล่าวสามารถจับเกาะกับสับสเตรตไต้ดีช้ืน จึง 
ไม่ถูกยับย้ังด้วยซิเทรต ความเข้มข้นของแมกนีเซียม ท่ีเหมาะสมประมาณ 0.20-0.25 กรัมต่อ 
ลิตร ส่วนเหล็กเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์อะโคนิเทส ทำให้มีผลยับย้ังการสะสมกรดมะนาว 
จึงควรใช้ความเข้มข้นของเหล็กต่ํา ซ่ึงมีปริมาณท่ีเหมาะสมต่างกันในแต่ละสายพันธุ อย่างไรก็ 
ตาม พบว่า การเติมทองแดงท่ีมีความเข้มข้นระหว่าง 0.1-500 พีพีเอ็ม มีผลยับย้ังผลของ Fe2+ 
ทำให้กรดมะนาวเพ่ิมช้ืน และกรดไอโซซิทริกลดลง ส่วนสังกะสี พบว่า มีผลในการกระตุ้นการ 
เจริญของเช้ือ และมีผลยับย้ังการผลิตกรดมะนาว มีรายงานว่าปริมาณ Zn2+1-2 ไมโครโมล 
กระตุ้นการเจริญ แต่ท่ีปริมาณ'น้อยกว่า 1 ไมโครโมล จะจำกัดการเจริญและกระตุ้นการผลิตกรด 
การสะสมกรดมะนาวจะเร่ิมเม่ือมีปริมาณแมงกานีสต่ํามากในอาหารเล้ียงเช้ือ (Marison,1988)
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1.7.2.5 สารเสริมอ่ืนๆ  '
โนการผลิตกรดมะนาว จะมีการเติมสารบางอย่างซ่ึงจำเป็นต่อการ

เจริญและการผลิตกรดมะนาว เช่น สารประกอบอินทรีย์ อย่างเช่นน้ําแช่ข้าวโพด (Oomori and 
Conn, 1973) และสารสกัดจากยีสต์ ซ่ึง Sikyta (1983) ศึกษาเก่ียวกับองค์ประกอบของสารสกัด 
จากยีสต์ พบว่าประกอบด้วยวิตามินชนิดต่าง  ๆ ท่ีสำคัญได้แก่ ไทอะมีน ไรโบฟลาวิน
กรดนิโคฑินิก กรดแพน'โททีนิก ไพริดอกชิน ไบโอทิน อินโนชิทอล และโคลีน ซ่ึงส่งเสริมการ 
เจริญเป็นด้น นอกจากน้ีมีรายงานว่าการเติมแอลกอฮอล์ท่ีชนิดและปริมาณท่ีพอเหมาะจะส่ง
เสริมการเจริญและการผลิตกรดมะนาว (Kimura and Nakanishi, 1975) และจากการผลิตกรด 
มะนาวในยีสต์พบว่า แอลกอฮอล์มีผลในการต่อด้านสารโลหะหนักท่ีปนเปีอนในสารแหล่ง
คา'!โบไฮเดรต หรือสารไขมันท่ีช่วยเป็นสารกำจ้ดฟองและเพ่ิมผลผลิต (Marison, 1988)

1.7.2.6 ค่าความเป็นกรด-ต่าง
การหมักเพ่ือการผลิตกรดมะนาวน้ัน ในระหว่างการหมักต้องมีการ

ควบคุมค่าความเป็นกรด-ต่างอย่างพอเหมาะ สำหรับรา เน่ืองจากราสามารถทนต่อความเป็น 
กรดสูงได้ ด้งน้ันจึงไม่มีการเติมสารเพ่ือช่วยปรับค่าความเป็นกรด-ต่าง อย่างเช่นแคลเซียม 
คาร์บอเนตลงไปในการผลิต แต่การควบคุมระดับค่าความเป็นกรด-ต่างท่ีเหมาะสมยังเป็นส่ิงท่ี 
จำเป็น การใช้ค่าความเป็นกรด-ด่างต่ํา (pH 3) จะให้ผลดีเน่ืองจากท่ีค่าความเป็นกรด-ต่างสูงจะ 
ชักนิาให้เกิดการสะสมกรดชนิดอ่ืน (Shadafza e t al, 1976 อ้างถึงใน Prescott and Dunn, 
1983) การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์พบว่าค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีไม่เหมาะสมจะยับย้ังการเจริญ 
และการผลิตกรดมะนาว และยังอาจเกิดการสะสมของกรดชนิดอ่ืนได้ด้วย (Moresi e t al., 
1980) ด้งน้ันจึงจำเป็นต้องเติมสารท่ีใชัปรับความเป็นกรด-ด่างลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เช่น
แคลเซียมคาร์บอเนต แคลเซียมไฮดรอกไซด์ โปแทสเชียมไฮดรอกไซด์ สำหรับการผลิตกรด 
มะนาวโดยแบคทีเรีย จะใช้แคลเซียมคาร์บอเนตเติมลงในอาหารเล้ียงเช้ือต้ังแต่ด้นเพ่ือควบคุม 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเช่นเดียวกันกับยีสต์ (Sardinas and Conn, 1973)

1.7.2.7 อุณหภูมิและระยะเวลาในการหมัก
เน่ืองจากอุณหภูมิเป็นปัจจัยหน่ึงท่ีสำคัญต่อการผลิตกรดมะนาว จาก 

รายงานการผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์น้ัน พบว่าท่ีอุณหภูมิการผลิตสูงช้ืนการผลิตกรดมะนาวจะ 
ลดลง (Nakanishi é ta l, 1972; Furukawa é ta l, 1977) แด่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับการ 
เจริญและการผลิตกรดมะนาวแตกต่างกันไปตามสายพันธุท่ีใชั (Sardinas and Conn, 1973; 
Suzuki e t al, 1974; Kimura and Nakanishi, 1975) โดยท่ัวไปอยู่ในช่วง 28-37 องศา 
เซลเซียส
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1.7.2.8 การให้อากาศและการกวน
การผลิตกรดมะนาวน้ัน เป็นกระบวนการหมักท่ีต้องการอากาศ ดังน้ัน 

จึงต้องให้ออกซิเจนในระหว่างการหมักมากพอ และมีระบบกวนพร้อมกับการให้อากาศ เพ่ือให้มี 
การกระจายของออกซิเจน เน่ืองจากการให้จุลินทรีย็ไต้รับออกซิเจนเพียงพอจะทำให้การเจริญ 
และการผลิตกรดมะนาวท่ีดี Usami และคณะ ในปี 1960 รายงานว่าเม่ือมีการเพ่ิมอัตราการให้ 
อากาศ จะใช้เวลาในการผลิตน้อยลงและผลผลิตกรดมะนาวเพ่ิมข้ึน (อ้างถึงใน Prescott and 
Dunn, 1983) สำหรับการผลิตกรดมะนาวโดยใช้ยีสต์มีรายงานว่า เม่ือมีปริมาณค่าออกซิเจน 
ละลายมากข้ึน ความสามารถในการผลิตกรดมะนาวจะสูงข้ึน (Rane and Sims, 1993) ปริมาณ 
ออกซิเจน'ข้ึนอยู่กับสายพันธุ'ฃองจุลินทริย อุณหภูมิในการหมัก และขนาดของกังหมัก สำหรับ 
การเล้ียงในระดับขวดเขย่า ใช้วิธีการเขย่าแบบหมุนมากกว่าแบบเส้นตรง เน่ืองจากการเขย่า 
แบบเส้นตรงจะเกิดการกระเด็นของสับสเตรตไปติดตามผนังขวดมากกว่าการเขย่าแบบหมุน 
(เรวดี เลิศไตรรักษ์, 2535)

1.8 มูลเหตุจูงใจในการทำวิจัย

กรดมะนาวเป็นกรดอินทรีย์ท่ีนำมาใช้กันมากในอุตสาหกรรม สำหรับประเทศไทยน้ันมี 
การนำเช้ากรดมะนาวจากต่างประเทศปริมาณมากทุกปี ดังแสดงในตารางท่ี 1-2 ประเทศไทยได้ 
เปรียบในแง่วัตถุดิบ ท้ังวัตถุดิบทางการเกษตรและวัสดุเหลือใช้ในทางเกษตรและอุตสาหกรรม 
มากมายท่ีหาได้ง่าย ราคาถูก ดังน้ันเพ่ือลดปริมาณการนำเช้ากรดมะนาวจากต่างประเทศ จึง 
ควรมีการพัฒนาปรับปรุงวิธีการผลิตท้ังด้านการควบคุมการผลิตและปรับปรุงสายพันธุจุลินทริย์ 
เพ่ือท่ีจะสามารถผลิตกรดมะนาวออกมาสนองความต้องการท้ังในและนอกประเทศ ท้ังน้ีอาจจะ 
เป็นแนวทางหน่ึงในการแก้ปัญหาการขาดดุลการค้าระหว่างประเทศ

สำหรับแบคทีเรียน้ันแม้จะมีการศึกษาน้อยแต่ก็เป็นแนวทางในการผลิตกรดมะนาวอีก 
แนวทางหน่ึง เน่ืองจากแบคทีเรียน้ันสามารถผลิตกรดอินทรีย์โต้หลายชนิด และสามารถทนต่อ 
อุณหภูมิสูงได้มากกว่ายีสต์และรา ท้ังยังมีการเจริญเพ่ิมจำนวนได้รวดเร็วกว่า และสำหรับ
อุณหภูมิน้ันเป็นปัจจัยท่ีมีความสำคัญต่อการผลิตกรดมะนาว เน่ืองจากการผลิตกรดมะนาวโดย 
ยีสต์น้ัน อุณหภูมิท่ีใช้มีผลต่อการผลิตมาก เน่ืองจากเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนความสามารถในการผลิต 
กรดมะนาวของยีสต์จะลดลง (สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ, 2539) แต่สำหรับอุณหภูมิท่ีใช้ในการ 
ผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียน้ันการเล้ียงในสภาพอาหารเหลวอยู่ในช่วง 28-37 องศาเซลเซียส 
และประเทศไทยซ่ึงเป็นประเทศในเขตร้อนข้ึน การหมักในช่วงอุณหภูมิดังกล่าวจึงน่าจะเป็น
ประโยชน์ในด้านการลดต้นทุ่นการผลิต เน่ืองจากไม่ต้องเสียค่าใช้จ่ายของระบบทำความเย็นใน 
การลดอุณหภูมิของกังหมัก ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์ท่ีจะศึกษาการผลิตกรดมะนาว
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ของสายพันธุแบคทีเรีย โดยทำการคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตกรด 
มะนาว แล้วนำมาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวของสายพันธุท่ีคัดเลือกได้ต่อไป

ตารางท่ี 1-2 ปริมาณและมูลค่าการนำเข้ากรดมะนาวในประเทศไทย 
ระหว่างปีพ.ศ.2531-2542

ปี พ.ศ. ปริมาณ (กิโลกรัม) มูลค่า (บาท)
2531 777,111 26,127,593
2532 1,1460,893 45,802,953
2533 2,113,734 57,264,118
2534 2,398,451 64,844,372
2535 3,985,387 131,742,434
2536 2,222,539 72,735,321
2537 3,484,410 101,905,659
2538 5,568,146 171,830,940
2539 3,056,073 102,561,454
2540 4,535,422 150,003,744
2541 1,285,372 52,478,529

ม.ค.-ก.พ. 2542 323,554 12,307,281
ท่ีมา : กรมศุลกากร

1.9 วัตถุประสงค์ของการวิจัย

เพ่ือคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดมะนาวจากอาหารท่ีมีแปังมัน 
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน และหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรด
มะนาวในระดับขวดเขย่า
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1.10 ข้ันตอนงานวิจัย

1.10.1 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมสำหรับใช้ในการเตรียมพัวเช้ือ
1.10.2 การเจริญของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดมะนาวในอาหาร Bacillus Medium (BM)

สูตรปรับปรุง
1.10.3 เปรียบเทียบสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในภารผลิตกรดมะนาวในระดับ 

ขวดเขย่า
1.10.4 การเจริญและการผลิตกรดมะนาวของ B. subtilis ATCC 21610 ในอาหารท่ีมี 

แป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอนในระดับขวดเขย่า
1.10.5 ภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวของ B. subtilis ATCC 21610 ในระดับ 

ขวดเขย่าในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอน
1.10.6 การผลิตกรดมะนาวของ B. subtilis ATCC 21610 ในอาหารท่ีมีแปังมัน 

สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอนในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร
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