
ผลการทดลอง

3.1 อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมสำหรับใช้!,นการเตรียมหัวเช้ือ

งานวิจ้ยน้ีจะศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรีย ซ่ึงสายพันธุท่ีนำมาคัดเลือกได้มา 
จาก American Type Culture Collection (ATCC) ซ่ึงแนะนาใหใช้อาหาร Brain Heart Infusion 
(BHI) (ภาคผนวก ก 1.1) เน่ืองจากเป็นอาหารสูตรสำเร็จสำหรับการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
ท่ีมีราคาแพง ไม่เหมาะท่ีจะนำมาใช้เป็นอาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ ซ่ึงต้องใช้หัวเช้ือปริมาณ 
มาก ด้งน้ันใน-'ทนวิจัยน้ีจึงได้คัดเลือกอาหารสำหรับการเตรียมห ัว เช้ือแบคทีเรียท่ีมีราคาไม่แพง 
และให้ผลการเจริญท่ีดี จึงทำการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียในอาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ
Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก 1.3) ซ่ึงเป็นอาหารท่ีใช้ในการเล้ียงแบคทีเรียโดยท่ัวไป 
เปรียบเทียบคับอาหาร BHI ตามวิธีการทดลองในข้อ 2.3.2.1 ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 
3-1.รูปท่ี 3-1 และตารางท่ี 3-2, รูปท่ี 3-2 พบว่าท่ังเช้ือ Bacillus sub tilis ATCC 21610 และ 
B ac illus  lich e n ifo rm is ATCC 21667 เจริญในอาหาร BHI ได้ดีกว่าอาหาร NB โดยเช้ือ 
B ac illus  su b tilis ATCC 21610และ Bacillus licheniform is ATCC 21667 มีระยะการเจริญ 
แบบทวีคูณในอาหาร BHI ท่ีช่ัวโมงท่ี 6 และ 8 ท่ีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตรเป็น 0.55 
และ 0.75 ตามลำดับ นํต่'ในอาหาร NB แบคทีเรียท่ังสอง มีระยะการเจริญแบบทวีคูณท่ีช่ัวโมง 
ท่ี 8 และ 11 ท่ีค่าการดูดกลืนแสงเท่าคับ 0.30 และ 0.50 ตามลำดับ
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ตารางท่ี 3-1 เปรียบเทียบการเจริญของ B.licheniformis ATCC 21667 เม่ือเล้ียงเช้ือ1นอาหาร
สำหรับเตรียมหัวเช๋ึอ BHI และ NB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

เวลา ค่าการดูคกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร
(ช่ัวโมง) อาหาร BHI อาหาร NB

0 0.02 0.02
1 0.02 0.02
2 0.04 0.02
3 0.06 0.02
4 0.12 0.02
5 0.26 0.03
6 WÊmm 0.10
7 0.80 0.15
8 0.85 1 ' 5,30
9 0.94 0.40
10 0.95 0.50
11 0.95 0.50
12 0.96 0.52
13 0.96 0.52
14 0.95 0.55
15 0.93 0.55

หมายเหตุ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

รูปท่ี 3-1 เปรียบเทียบ.การเจริญของ B.licheniformis ATCC 21667 เม่ือเล้ียงเช้ีอ
ในอาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ BHI และNB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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ตารางท่ี 3-2 เปรียบเทียบการเจริญของ B.subtilis ATCC 21610 เม่ือเล้ีเยงเช้ือ'ในอาหารสำหรับ
เตรียมหัวเช้ือ BHI และ NB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส

เวลา ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร
(ช่ัวโมง) อาหาร BHI อาหาร NB

0 0.01 0.01
1 0.01 0.01
2 0.01 0.01
3 0.02 0.02
4 0.04 0.02
5 0.07 0.03
6 0.18 0.03
7 0.37 0.04
8 0.08
9 1.00 0.15
10 1.20 0.30
11 1.30 Y "V û 'm  *  ■ 1
12 1.30 0.62
13 1.40 0.71
14 1.40 0.75
15 1.40 0.73

หมายเหตุ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

\r>

ir•<£
เวลา(ช่ัวโมง)

อาหาร BHI —H— อาหาร NB

รฺปท่ี 3-2 เปรียบเทียบการเจริญของ B.subtilis ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือใน
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ BHI และ NB ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
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จะเห็นได้ว่าในอาหาร NB การเจริญของแบคทีเรียต่ํากว่าในอาหาร BHI เม่ือพิจารณาสูตร 
อาหาร BHI พบว่ามีกลูโคสเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย การเพ่ิมกลูโคสลงไปในอาหาร NB อาจ 
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต เน่ืองจากนาตาลเป็นแหล่งของคาร์บอน ดังน้ันจึงทำการปร้บปรุง 
อาหาร NB โดยการเพ่ิมกลูโคสลงไปเป็น 2 ระดับคือ 5 และ 10 กรัมต่อลิตร ดำเนินการทดลอง 
ตามข้อ 2.3.2.1 ผลการทดลองแสดงดัง ตารางท่ี 3-3 รูปท่ี 3-2 และ ตารางท่ี 3-4 รูปท่ี 3-4
จากผลการทดลองพบว่าการเติมกลูโคสมีผลทำให้การเจริญเร็วข้ึนและความเข้มข้นของกลูโคส 
ท้ังสองระดับให้ผลการเจริญของ B. lichen ifo rm is ATCC 21667 และ B. sub tilis ATCC 21610 
ไม่แตกต่างกัน ทำให้เข้ึอท้ังสองมีระยะการเจริญแบบทวีคูณท่ีช่ัวโมงท่ี 6 ซ่ึงเร็วกว่าท่ีไม่เติม 
กลูโคส เม่ือนำไปเปรียบเทียบกับอาหาร BHI แล้ว พบ'ว่าเช้ีอ B. lichen ifo rm is ATCC 21667 
มีค่าการดูดกลืนแสงในอาหาร BHI เป็น 0.55 ในอาหาร NB ท่ีมีกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตร 
เป็น 0.38 และ 0.41 ตามลำดับ ท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณเดียวกันคือ ช่ัวโมงท่ี 6 ส่วน B. 
sub tilis ATCC 21610 มีค่าการดูดกลืนแสงในอาหาร BHI เป็น 0.75 ท่ีช่ัวโมงท่ี 8 และในอาหาร 
NB ท่ีมีกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตรมีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากันคือ 0.43 ท่ีช่ัวโมงท่ี 6
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ตารางท่ี 3-3 เปรียบเทียบการเจริญของ B.licheniformis ATCC 21667 เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร
สำหรับเตรียมหัวเช้ือ NB ท่ีไม่มีล้ีาตาลกลูโคสและมีล้ีาตาลกลูโคสท่ีระดับ 5 และ 10 กรัมต่อ
ลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซียส

เวลา ค่าการคูดกสินแสงท่ี 600 นาโนเมตร
นาตาลกลูโคส (กรัมต่อลิตร)

(ช่ัวโมง) 0 5 10
0 0.01 0.01 0.01
1 0.01 0.01 0.01
2 0.02 0.02 0.02
3 0.02 0.02 0.03
4 0.02 0.06 0.06
5 0.03 0.17 0.20
6 0.10 C-.38 1 0.41
7 0.15 ลี้).44 047
8 030 0.50 0.50
9 0.40 0.53 0.53
10 0.50 0.54 0.54
11 0.50 0.54 0.54
12 0.52 0.55 0.58
13 0.52 0.55 0.58
14 0.55 0.56 0.60
15 0.55 0.56 0.62

หมายเหตุ ดัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีคำ หมายสีง ค่าการดูคกสินแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

รูปท่ี 3-3 เปรียบเทียบการเจริญของ B.licheniformis ATCC 21667 เม่ือเล้ียงเช้ือใน
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ NB ท่ีไม่มีกลูโคส,มีกลูโคสท่ีระดับ5 และ 10 กรัมต่อลิตร
ท่ี 30 องศาเซลเซียส
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ตารางท่ี 3-4 เปรียบเทียบการเจริญของ B. subtil is ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารสำหรับ
เตรียมหัวเช้ือ NB ท่ีไม่มีน้ําตาลกลูโคสและมี'นาตาลกลูโคสท่ีระดับ 5 และ 10 กรัมต่อลิตร ท่ี 30
องศาเซลเซียส

เวลา ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 60C นาโนเมตร
นาตาลกลูโคส (กรัมต่อลิตร)

(ช่ัวโมง) 0 5 10
0 0.01 0.02 0.02
1 0.01 0.02 0.02
2 0.02 0.02 0.02
3 0.02 0.03 0.03
4 0.02 0.05 0.06
5 0.03 0.17 0.17
6 0.03 0.43 0.43
7 0.04 0.47 0.48
8 0.08 0.50 0.52
9 0.15 0.52 0.54
10 0.30 0.52 0.54
11 0.50 0.62 0.63
12 0.62 0.70 0.75
13 0.71 0.70 0.75
14 0.75 0.70 0.80
15 0.73 0.62 0.80

หมายเหตฺ ดัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายลืง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

5 กรัมต่อลิตร —B — 10 กรัมต่อลิตร 1 à . ~ ไม่มีนาตาล

รูปท่ี 3-4 เปรียบเทียบการเจริญของ B.subtilis ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือใน
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ NB ท่ีไม่มีกลูโคส,มีกลูโคสท่ีระดับ 5 และ 10 กรัมต่อลิตไ
ที 30 องศาเซลเชยส
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อย่างไรก็ตามแม้การน้ัาตาลลงในอาหาร NB สามารถให้ผลการเจริญดีข้ึนแล้ว แต่ยังให้ค่าการ 
ดูดกลืนแสงสูงสุดต่ํากว่าสูตร BHI และสูตรอาหาร NB ยังคงมีราคาแพงเน่ืองจากมีสารสกัดจาก 
เน้ือ (beef extract) และ peptone เป็นองคประกอบ ดังน้ืนจึงทำการคัดเลือกสูตรอาหารใหม่
ท่ีมีองค์ประกอบของสูตรอาหารเป็นสารประกอบอนินทรีย์เป็นส่วนใหญ่ ราคาไม่แพง คือสูตร 
อาหาร Bacillus medium (BM) (Cote, 1989) (ภาคผนวก ก 1.6) ซ่ึงองค์ประกอบในสูตรอาหาร 
BM ใกล้เคียงกับอาหารท่ีใชในการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรีย (Suzuki é ta l, 1974; Kimura 
and Nakanishi, 1975) เน่ืองจากการทดลองเติมน้ืาตาลลงในอาหาร NB มีผลทำให้การเจริญ 
ของ ร. lich e n ifo rm is ATCC 21667 และ ร. subtilis ATCC 216'0 ดีข้ึน ในสูตรอาหาร BM มี 
น้ืาตาลเพียง 1 กรัมต่อลิตร ดังน้ันในการทดลองน้ืจึงเติมน้ืาตาลลงในอาหารท่ีระดับน้ืาตาล 5 
และ 10 กรัมต่อลิตร จากการเปรียบเทียบ พบว่าการเติมน้ัาตาล 10 กรัมต่อลิตรให้ค่าการดูด 
กลืนแสงมากกว่าการเติมน้ัาตาล 5 กรัมต่อลิตร แสดงว่าน้ัาตาลท่ีเติมลงไปในอาหาร BM ทำให้ 
ผลการเจริญเพ่ิมข้ึนท้ังเข้ึอ ร. lichen ifo rm is ATCC 21667 และ ร. sub tilis ATCC 21610 เม่ือ 
นำไปเปรียบเทียบกับอาหาร NB ท่ีระดับน้ัาตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตรแล้วพบว่าท้ัง
ร. lich e n ifo rm is ATCC 21667 และ ร. subtilis ATCC 21610 ให้ผลการเจริญในอาหาร NB ท่ีมี 
นำตาล 5 กรัมต่อลิตรสูงกว่าอาหาร BM ท่ีมีการเพ่ิมนำตาลแต่มีระยะการเจริญแบบทวีคูณเท่า 
กันคือท่ี 6 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 3-5, 3-6 และ รูปท่ี 3-5, 3-6)
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ดารางท่ี 3-5 เปรียบเทียบการเจริญของ B.licheniformis ATGC 21667 เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหาร
สำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีฟ้าตาลกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตร และในอาหาร NB ท่ีมีฟ้า
ตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซียส

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร -
นาตาลกลูโคส (กรันต่อลืตร)

NB + กลูโคส 5 g/l BM + กลูโคส 5 g/l BM +กลูโคส 10 g/l
0 0.02 0.02 0.02
1 0.02 0.02 0.02
2 0.02 0.02 0.02
3 0.02 0.02 0.02
4 0.06 0.04 0.04
5 0.17 0.08 0.12
6 0.38 012 j§§§|§§ 0,231
7 0.44 0.23 0.30
8 0.50 0.26 0.32
9 0.53 0.30 0.35
10 0.54 0.32 0.40
11 0.54 0.35 0.42
12 0.55 0.40 0.48
13 0.55 0.40 0.50
14 0.56 0.45 0.56
15 0.56 0.45 0.54

หมายเหตุ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายถง ค่าการดูดกลนแสงระยะการเจริญแบบทวีคูถ;

อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีมีกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตร 
ก้บอาหาร NB ท่ีมีกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร
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ตารางท่ี 3-6 เปรียบเทียบการเจริญซอง B. subtil is ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารสำหรับ
เตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีน้ําตาลกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตร และในอาหาร NB ท่ีมี น๋ําตาล
กลูโคส 5 กรัมต่อลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซียส

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร
'นาตาลกลูโคส (กริมต่อลิตร)

NB + กลูโคส 5 g/l BM + กลูโคส 5 g/l BM +กลูโคล 10 g/l
0 0.02 0.02 0.02
1 0.02 0.02 0.02
2 0.02 0.02 0.03
3 0.02 0.03 0.04
4 0.05 0.04 0.05
5 0.17 0.08 0.17
6 043 0.28
7 047 0.27 0.30
8 0.50 0.29 0.35
9 0.52 0.30 0.40
10 0.52 0.32 0.45
11 0.62 0.36 0.48
12 0.70 0.38 0.50
13 0.70 0.41 0.54
14 0.70 0.46 0.58
15 0.62 0.45 0.54

หมายเหตฺ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายถึง ค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
เวลา(ช่ัวโมง)

I " ♦  glu 5 g/l+yst ext 1 g/l - H —  glu 10 gfl + yst ext 1 g/i —À — NB + กรูโคล: 5 g/l

รฺปท่ี 3-6 เปรียบเทียบการเจริญของ B.subtilis ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือใน 
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีมีกลูโคส 5 และ 10 กรัมต่อลิตร
กับอาหาร NB ท่ีมีกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร
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แต่เน่ืองจากโ น อาหาร N B  น ั้น มีสารสกัดจากเน้ือถึง 3 กรัมต่อลิตร ขณะท่ีใ น อาหาร B M  มีสาร 
สกัดจากยีสต์เพียง 1 กรัมต่อลิตร ดังน ั้น ใน การทดลองต่อไปจึงทำการศึกษาการเจริญของเช้ือ 
B. lich e n ifo rm is ATCC 21667 และ B. subtilis ATCC 21610 ในอาหารสูตร B M  ท่ีมีน้ัาตาล 5 
กรัมต่อลิตร (เน่ืองจากปริมาณกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร ให้ผลการเจริญไม่แตกต่างกับท่ีระดับ 5 
กรัมต่อลิตรมากนัก) และสารสกัดจากยีสต์แตกต่างกัน 1, 2, 3, 4 และ 5 กรัมต่อลิตร ผลการ 
ทดลองดังตารางท่ี 3-7 รูปท่ี 3-7 และตารางท่ี 3 -8  รูปท่ี 3 -8  จากผลการทดลองพบว่า 
B. lich e n ifo rm is ATCC 21667 และ B. subtilis ATCC 21610 ให้ผลการเจริญคล้ายคลึงกัน 
คือ ท่ีระดับสารสกัดจากยีสต์ 4 กรัมต่อลิตรให้ผลการเจริญดีท่ีสุด โดย B. lichen ifo rm is ATCC 
21667และ B. su b tilis ATCC 21610 ให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณเท่ากับ
0.56 และ 0.65 ตามลำดับ เม่ือเปรียบเทียบกับอาหาร BHI แล้วพบว่าให้ค่าการดูดกลืนแสงสูง 
สุดต่างกันเพียงเล็กน้อย ดังน้ันจึงเลือกใช้อาหารสูตร BM ท่ีมีน้ัาตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตรและ 
สารสกัดจากยีสต์ 4 กรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ก 1.7) เป็นอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือใช้เตรียมเป็นหัว 
เช้ือต่อไป เน่ืองจากให้ผลการเจริญใกล้เคียงกับอาหาร BHI แม้ว่าจะใช้เวลาในการเช้าสู่ระยะ 
การเจริญแบบทวีคูณนานกว่าเล็กน้อย
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ตารางท่ี 3-7 เปรียบเทียบการเจริญของ B.licheniformis ATCC 21667 เม่ือเล้ีเยงเช้ือ'โนอาหาร
สำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีมีนาตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตรและสารสกัดจากยีสต์ท่ีระดับ 1,
2, 3, 4 และ 5 กรัมต่อลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซียส

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าการดูดกลืนแลงท่ี 600 นาโนเมตร
ปริมาณลารสกัดจากยีสต์ (กร้นต่อลิตร)

1 2 3 4 5
0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
1 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
2 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
3 0.02 0.02 0.01 0.01 0.01
4 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01
5 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01
6 0.06 0.06 0.04 0.06 0.04
7 น.10 0.10 0.12 0.19 0.10
8 0.20 0.25 0.21 0.32 0.020
9 0.30 0.34 0.30 0.58 0.40
10 0.32 0.43 0.45 0.73 0.65
11 0.35 0.45 001 0.80 0.90
12 0.40 0.56 0.70 0.90 0.95
13 0.40 0.70 1.00 1.10 1.10
14 0.45 0.75 0.95 1.10 0.95
15 0.45 0.75 0.95 1.10 0.95

หมายเหตุ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีคำ หมายสีง ค่าการดูคกสืนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

1.4 -1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
___________________ ทรา(ช'วโมง)______________________

♦  ~ 1 g/l yst ext ~ g — 2 g/l yst ext A - 3 g/l yst ext
X 4 g/l yst ext — 5 g/l yst ext

รูปท่ี 3-7 เปรียบเทียบการเจริญของ B .lichen ifo rm is ATCC 21667 เม่ือเลียงเชือใน 
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ท่ีมีกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร 
และสารสกัดจากยีสต์ท่ีระดับ 1, 2. 3, 4 และ 5 กรัมต่อลิตร
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ตารางท ี่ 3 -8  เป ร ียบ เท ียบการเจร ิญ ของ B. subtil is  A T C C  21610  เมื่อ เล ี้เยงเช ื้อ '1นอาหารสำหรับ

เตร ียมห ัว เช ื้อส ูต ร BM ท ี่ม ีน าตาลกล ูโคส  5 กร ัมต ่อล ิตรและสารสก ัดจากย ีสต ์ท ี่ระด ับ  1, 2, 3,

4 และ 5 กรัมต่อลิตร ท่ี 30 องศาเซลเซ ียส

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร
ปริมาณสารสกัดจากยีสต์ (กรัมต่อลิตร)

1 2 3 4 5
0 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02
1 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02
2 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02
3 0.04 0.03 0.02 0.02 0.04
4 0.04 0.05 0.06 0.05 0.05
5 0.08 0.10 0.10 0.10 0.05
6 0.15 0.16 0.02 0.18 0.20
7 0.27 0.30 0.35 0.36 0.38
8 0.29 0.45 0.56 0.65 0.60
9 0.30 0.75 0.75 095 1.0
10 0.32 0.85 1.10 1.10 1.0
11 0.36 1.00 1.10 1.10 1.0
12 0.38 1.00 1.10 1.10 1.0
13 0.41 1.10 1.10 1.10 1.10
14 0.46 1.10 1.10 1.10 1.10
15 0.45 1.10 1.10 1.10 1.10

หมายเหตุ ตัวเลขท่ีอยู่ในแถบสีดำ หมายถึง ค่าการดูดกสีนแสงท่ีระยะการเจริญแบบทวีคูณ

รูปท่ี 3-8 เปรียบเทียบการเจรีฌของ B .sub tilis ATCC 21610 เม่ือเล้ียงเช้ือใน 
อาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือสูตร BM ที่มีกลูโคส 5 กรัมต่อลิตร 
และสารสกัดจากยีสต์ท่ีระดับ 1, 2, 3, 4 และ 5 กรัมต่อลิตร

X  ไค 2 ค b ° ! ‘ร ิ3



36

3.2 การเจริญของแบคทีเรียที่ผลิตกรดมะนาวในอาหาร Bacillus Medium  (BM ) สูตรปร้บปรุง

หลังจากได้สูตรอาหารท่ีใช้เตรียมหัวเช้ือท่ีเหมาะสมแล้ว คือสูตรอาหาร BM ท่ีมีการเพ่ิม 
นาตาลกลูโคส 5 กรัมต่อลิตรและสารสกัดจากยีสต์ 4 กรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ก 1.7) นำสูตร 
อาหารที่ได้มาเล้ียงแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดมะนาว 5 สายพันธุได้แก่ Bacillus  
lichen ifo rm is ATCC 21667, B acillus  subtilis ATCC 21610, B revibacte rium  flavum  ATCC 
21682, A c h ro m o b a c te r nuc leoacidoves ATCC 21683 และ C orynebacterium  fasc ians  
ATCC 21684 เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียท่ีลามารถเจริญได้ดีในอาหารด้งกล่าว โดยเก็บผลทุก 
ชั่วโมงจนถึง 15 ชั่วโมง

ผลการทดลองพบว่า B revibacterium  flavum  ATCC 21682, B ac iiius  subtilis ATCC 
21610, B a c illu s  lich e n ifo rm is ATCC 21667, A ch rom obac te r nuc leac idoves ATCC 21683 
และ C orynebacte rium  fasc ians ATCC 21684 มีระยะการเจริญกึ่งกลางทวีคูณเป็น 6, 8, 9, 5 
และ 11 ชั่วโมง ตามลำดับ ท่ีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.58, 0.65, 0.56, 0.15 และ 0.15

ด้งตารางที่ 3-9 และรูปท่ี 3-9 จะเห็นว่า Bacillus sub tilis ATCC 21610 และ 
B revibacte rium  flavum  ATCC 21682 มีการเจริญในอาหารท่ีคัดเลือกไต์ดีกว่า B acillus  
lichen ifo rm is ATCC 21667, A chrom obac te r nuc leoac idoves ATCC 21683 และ 
C orynebacte rium  fasc ians ATCC 21684 จึงเลือก B .subtilis ATCC 21610 ท่ีระยะการเจริญ 
กึ่งกลางทวีคูณที่ 8 ชั่วโมง และ B revibacterium  flavum  ATCC 21682 ท่ีระยะการเจริญ 
กึ่งกลางทวีคูณที่ 6 ชั่วโมง เพ่ือศึกษาการผลิตกรดมะนาวต่อไป
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ตารางท่ี 3-9 เปรียบเทียบการเจริญของเชือ B acillus lichen ifo rm is ATCC 21667, B. subtilis  
ATCC 21610, B rev ibac te rium  flavum  ATCC 21682, A ch rom obac te r nuc leoac idoves  
ATCC 21683 และ C orynebacte rium  fasc ians ATCC 21684 โนอาหารสำหรับเตรียมห้วเซี'อ 
BM ที่ปรับปรุงแล้ว ท่ี 30 องศาเซลเซียส

เวลา ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร
(ชั่วโมง) ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

21610 21667 21682 21683 21684
0 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
1 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
2 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01
3 0.02 0.01 0.05 0.01 0.01
4 0.05 0.02 0.13 0.03 0.01
5 0.10 0.02 035 0.15 0.01
6 0.18 0.06 0.58 0.23 0.01
7 0.36 0.19 0.75 0.29 0.03
8 0.65 0.32 0.95 0.30 0.05
9 0.95 0.56 1.00 0.30 0.07
10 1.10 0.73 1.00 0.30 0.10
11 1.10 0.85 1.00 0.30 0.15
12 1.10 0.90 1.00 0.30 0.25
13 1.10 1.11 1.00 0.30 0.30
14 1.10 1.11 1.00 0.30 0.30
15 1.10 1.11 1.00 0.30 0.30



เวลา (ช่ัวโมง)

■ ATCC 21610

■ ATCC 21667

- ^ - ATCC 21682 

- H - ATCC 21683 

-3 6 —  ATCC 21684

รูปท 3-9 เปรียบเทียบการเจริญของ B a c illu s  lichen ifo rm is  ATCC 21667 1 B ac illus  su b tilis  ATCC 21610 ,B revibactenum  flavum  
ATCC 21682, A ch ro m o b a c te r n u c leoac idoves ATCC 21683 และ C orynebactenum  fa sc ia n s  ATCC 21684 
ในอาหาร BM ท่ีดัดแปลง

COCO



3.3 เปรียบเทียบสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีดวามสามารถในการผลิตกรดมะนาวโนระดับขวดเขย่า

สูตรอาหารสำหรับการหมักเพื่อผลิตกรดมะนาวจากแบคทีเรียที่มีผู้รายงานไว้มีความ 
หลากหลาย(Sardinas and Conn 1 1973; Oomori and Suzue, 1973; Suzuki e t al, 1974; 
Kimura and Nakanishi, 1975) และองค์ประกอบของสูตรอาหารท่ึใช้สำหรับผลิตกรดมะนาวท่ีมี 
รายงานไว้นั้นมีความคล้ายคลึงกับที่มีอยู่โนสูตรอาหาร BM ดังนั้นโนงานวิจัยนั้จึงใช้สูตรอาหาร 
BM ที่ไดัปรับปรุงแล้วจากข้อ 3.2 แต่ให้มีปริมาณน้ัาตาลกลูโคสเริ่มดันเป็น 100 กรัมต่อลิตร 
และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตเป็นสารควบคุมความเป็นกรดเป็นต่าง 50 กรัมต่อลิตร (Suzuki et 
al, 1974) (ภาคผนวก ก 2.1) เพ่ือใช้ในการเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิตกรดมะนาว เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยทำการทดลองเพ่ือดัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต 
กรดมะนาวไดดีไปพร้อมกับการหาอายุที่เหมาะสมของหัวเชื้อต้ังดันด้วย ใช้อายุหัวเช้ือที่ระยะ
ก่อนระยะกึ่งกลางทวิคูณ (early log phase) ระยะก่ึงกลางทวีคูณ (mid log phase) และระยะ 
หลังจากระยะกึ่งกลางทวีคูณ (late log phase) โดยทำการทดลองทั้งสองเช้ือ คือ ร. sub tilis  
ATCC 21610 และ B revibacterium  flavum  ATCC 21682 ที่ดัดเลือกได้จากการทดลองท่ี 3.2 
แล้วว่าสามารถเจริญได้ดีท่ีสุดในอาหารสำหรับเตรียมหัวเช้ือ ร. sub tilis ATCC 21610 มีระยะ 
ก่อนระยะกึ่งกลางทวีคูณ, ระยะก่ึงกลางทวีคูณ และระยะหลังจากระยะก่ึงกลางทวีคูณ เป็น 6 
ชั่วโมง, 8 ชั่วโมง และ 9 ชั่วโมงตามลำดับ ส่วน B revibacterium  flavum  ATCC 21682 เป็น 4 
ชั่วโมง, 6 ชั่วโมง และ 8 ชั่วโมงตามลำดับ ผลการทดลองดังตารางท่ี 3-10, 3-11 และรูปท่ี 3-10,
3-11 จากผลการทดลองพบว่าการผลิตกรดมะนาวที่ใช้หัวเชื้อที่มีอายุอยู่ช่วงระยะกึ่งกลางทวีคูณ 
ให้ผลการผลิตกรดมะนาวสูงสุด และการใช้หัวเช้ือท่ีมีอายุอยู่ในช่วงการเจริญท่ีระยะหลังระยะก่ึง 
กลางทวีคูณให้ผลการผลิตกรดมะนาวรองลงมา และการใช้หัวเช้ือท่ีมีอายุอยู่ในช่วงการเจริญท่ี 
ระยะก่อนระยะกึ่งกลางทวีคูณ ให้ผลการผลิตกรดมะนาวต่ําสุด โดข B. sub tilis ATCC 21610 
ที่อายุหัวเชื้ออยู่ในระยะการเจริญก่ึงกลางทวีคูณ สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 45.17 กรัมต่อลิตร 
ท่ี 120 ชั่วโมง ส่วน Brevibacterium  flavum  ATCC 21682 ที่อายุหัวเชื้ออยู่ในช่วงระยะการ 
เจริญกึ่งกลางทวีคูณ สา'มารถผลิตกรดมะนาวได้ 35.45 กรัมต่อลิตรท่ี 120 ชั่วโมง ดังน้ันในการ 
ทดลองต่อไปจึงจะใช้แบคทีเรีย B. subtilis ATCC 21610 เป็นแบคทีเรียเพ่ือใช้ในการศึกษาหา 
ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียต่อไป โดยใช้อายุหัวเชื้อที่ระยะการเจริญ 
กึ่งกลางทวีคูณ 8 ชั่วโมง เน่ืองจากให้ผลการผลิตกรดมะนาวดีกว่า B revibacte rium  flavum  
ATCC 21682
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ตารางท่ี 3-10 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง, ฟ้าหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว และ 
นาตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต่าง  ๆของการหมักเช้ือ B. sub tilis ATCC 21610 เพ่ือผลิตกรด 
มะนาวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยใช้หัวเช้ือท่ี 
เวลา 6, 8 และ 9 ช่ัวโมงตามลำดับ

อายุ เวลา ค่าความเป็น ฟ้าหนัก กรดมะนาว กลูโคส ผลผลิตกรด
หัวเช้ือ (ช่ัวโมง) กรด-ต่าง เซลล์แห้ง (กรัมต่อ ท่ีเหลือ มะนาว
(ช่ัวโมง) (กรัมต่อ ลิตร) (กรัมต่อ (ร้อยละ)

ลิตร) ลิตร)
6 0 7.90 0.09 0.48 86.96 -

24 7.16 3.84 0.94 62.65 1.89
48 6.95 4.46 13.43 36.96 25.90
72 7.05 4.44 15.94 30.57 27.41
96 6.95 4.74 20.96 24.65 32.86
120 6.97 4.80 27.42 15.76 37.83

8 0 7.84 1.14 0.48 86.96 -
24 6.89 3.61 1.84 57.70 4.64
48 6.84 3.95 15.00 43.12 33.12
72 6.87 4.38 25.00 28.84 42.18
96 6.75 4.69 39.80 20.16 58.86
120 6.75 4.70 45.17 13.96 กุ: 61.21

9 0 7.60 1.22 0.48 86.96 -
24 6.83 3.68 1.63 61.27 4.47
48 6.98 4.40 14.48 30.35 36.47
72 6.82 4.63 23.61 24.25 36.88
96 6.79 4.72 32.64 20.52 48.40
120 6.76 4.75 42.81 12.47 56.82

หมายเหตุ ผลผลิตกรดมะนาว (ร้อยละ) = [(P1-P0)/(S0-S1)] X 100
คือ กุรดมะนาวท่ีได้ (กรัมต่อลิตร) X 100 

ฟ้าตาลกลูโคสท่ีใช้ไป (กรัมต่อลิตร)
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รฺปท่ี 3-10 ปริมาณกรดมะนาวท่ีไดัจากการหมักโดยเช้ือ ร. sub tilis ATCC 21610 
ในอาหารท่ีมีน้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเม่ือมีอายุหัวเช้ือเป็น 6(รูปก) 8(รูปข) 
9 ช่ัวโมง(รูปค)ตามล่าดับ
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ตารางท่ี 3-11 เปรียบเทียบค่าดวามเป็นกรด-ด่าง, นาหนักเชลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว และ 
นาตาลท่ีเหลือ โนช่วงระยะเวลาต่าง  ๆของการหมักเช้ือ Brevibacterium  flavum  ATCC 21682 
เพ่ือผลิตกรดมะนาวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดย 
ใช้หัวเช้ือท่ีเวลา 4, 6 และ 8 ช่ัวโมงตามลำดับ

อายุ เวลา ค่าความเป็น น้ําหนัก กรดมะนาว กลูโคส ผลผลิตกรด
หัวเช้ือ (ช่ัวโมง) กรด-ต่าง เซลล์แห้ง (กรัมต่อ ท่ีเหลือ มะนาว
(ช่ัวโมง) (กรัมต่อ ลิตร) (กรัมต่อ (ร้อยละ)

ลิตร) ลิตร)
4 0 7.93 0.12 0.35 86.96 -

24 7.03 4.92 0.57 69.84 0.70
48 6.89 5.04 2.27 43.76 4.44
72 6.94 5.46 7.67 36.75 14.57
96 6.90 5.60 14.80 32.57 26.56
120 6.90 5.80 22.14 31.60 39 28

6 0 7.88 1 08 0.35 86.96 -
24 6.89 4.36 1.24 60.17 3.02
48 6.77 4.56 6.64 41.00 13.68
72 6.80 5.09 15.28 28.06 25.34
96 6.76 5.22 29.55 25.80 47.74

Ï B P I ! 6.76 526 35.45 20.65 58.96
8 0 7.80 1 18 035 86.96 -

24 6.90 4.22 0.66 65.76 1.46
48 6.87 4.28 3.21 43.00 6.50
72 6.65 4.47 12.67 29.40 21.40
96 6.67 4.64 24.56 25.65 39.48
120 6.65 4.80 32.02 20.42 47.59

หมายเหตฺ ผลผลิตกรดมะนาว (ร้อยละ) = [(P1-P0)/(S0-S1)j X 100
คือ กุรดมะนาวท่ีไดั (กรัมต่อลิตร) X 100 

มัาตาลกลูโคสท่ีใช้ไป (กรัมต่อลิตร)
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เวลา(ช่ัวโมง)
□  กรดมะนาว 
แ  น้ําหนักเชลล์แห้ง

รูป ค
1§I
*•5

เวลา(ช่ัวโมง)
□  กรดมะนาว 
แ  นาหนักเชลล์แห้ง

รุปท่ี 3-11 ปริมาณกรดมะนาวท่ีได้จากการหมักโดยเช้ือ B revibactenum  flavum  
ATCC 21682 ในอาหารท่ีมีใเาตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเม่ือมีอายุหัวเช้ือเป็น 
4(รูปก) 6(รูปข) และร ช่ัวโมง(รูปค)ตามลำดับ
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จากการทดลองท่ี 3.3 พบว่า B. subtilis ATCC 21610 สามารถผลิตกรดมะนาวได้มาก 
กว่า B re v ibac te rium  flavum  ATCC 21682 ดังนัน่ในงาน,วิจัยนีจะ'ใช้ ธ. sub tilis ATCC 21610 
ในการศึกษาและหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป ในรายงานวิจัยน้ี มุ่งเน้น
ศึกษาการผลิตกรดมะนาวจากแปังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์ (hydrolysed starch)ดังน้ัน 
ในการทดลองต่อไป จึงทำการเล้ียง ร. subtilis ATCC 21610 เพ่ือศึกษาการเจริญและการผลิต 
กรดมะนาวในอาหารสูตร BM ท่ีปรับปรุงแล้วตามการทดลองท่ี 3.2 (ภาคผนวก ก 2.1) และ 
เปล่ียนจากน้ัาตาลกลูโคสเป็นแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้ว (ภาคผนวก ก 2.2 ) เป็น 
แหล่งคาร์บอน ท่ีมี'ระดับน้าตาลกลูโคส 100 กรัมต่อลิตร ทำการเล้ียงท่ี 30 องศาเซลเซียส ท่ี 
ความเร็ว 300 รอบต่อนาที ใช้หัวเช้ือท่ีอายุ 8 ช่ัวโมงเก็บตัวอย่างทุก 6 ช่ัวโมง จนครบ 120 
ช่ัวโมง หาน้าหนักเซลล์แหัง น้ัาตาลกลูโคสท่ีเหลือ และปริมาณกรดมะนาวโดยวิธีเพนทะ 
โบรโมแอซีโทน ตามวิธีการข้อ 2.4.3 1 2.4.4, 2.4.5 และ 2.4.6 คามลำดับ ผลการทดลองดัง 
ตารางท่ี 3-12 และรูปท่ี 3-12 จากผลการทดลองพบว่า ร. sub tilis ATCC 21610 มีการเจริญ 
เพ่ิมช้ืนเร่ือย  ๆ ในระหว่างช่ัวโมงท่ี 0-60 หลังจากน้ันการเจริญค่อนช้างดงท่ี จนได้น้าหนักเซลล์ 
แห้งสูงสุดประมาณ 5.12 กรัมต่อลิตร ในระหว่างการหมักเช้ือผลิตกรดมะนาวเพ่ิมมากช้ืนหลัง 
จาก 48 ช่ัวโมง และปริมาณกรดมะนาวสูงช้ืนเร่ือย  ๆ จนเป็น 20.24 กรัมต่อลิตรท่ี 120 ช่ัวโมง 
คิดเป็นผลผลิตกรดมะนาวร้อยละ 34.53 การเพ่ิมช้ืนของกรดมะนาวสอดคล้องกับปริมาณ
น้าตาลท่ี'ใช้ และจากผลการวิเคราะห์น้าตาลท่ีได้พบว่าค่าความแตกต่างของปริมาณน้ัาตาล
รีดิวซ และน้ัาตาลกลูโคสค่อนช้างคงท่ีตลอดการหมัก แสดงว่าเช้ือ ธ. sub tilis ATCC 21610 จะ 
ไม่ใช้สารท่ีมีดุณสมบ้ตในการริดิวช์ชนิดอ่ืนในขณะท่ียังมีกลูโคสอยู่

3 .4  การเจร ิญ และการผล ิตกรดมะนาวของ ธ. subtilis  A T C C  2 1 61 0  ในอาหารท่ีมีแปังมัน
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอนในระดับขวดเขย่า
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ตารางท่ี 3-12 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง, นาหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว และ 
นาตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต่าง  ๆของการหม้กเช้ือ B. sub tilis ATCC 21610 เพ่ือผลิตกรด 
มะนาวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในอาหารท่ีมีนาตาลท่ีได้จากแป้งท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็น 
แหล่งคาร์บอน

เวลา ค่าความเป็น นาหนัก กรดมะนาว ปริมาณ กลูโคสท่ี ผลผลิต
(ช่ัวโมง) กรด-ด่าง เซลล์แห้ง (กรัมต่อ ห้าตาล เหลือ กรด

(กรัมต่อลิตร) ลิตร) รีดิาซ์ (กรัมต่อ มะนาว
(กรัมต่อลิตร) ลิตร) (ร้อยละ)

0 7.6 1.12 0.28 96.70 81.47 -
6 7.6 3.24 0.47 85.65 69.76 1.62
12 7.1 3.46 0.55 78.86 63.57 1.51
18 7.1 3.62 0.79 65.06 49.60 1.60
24 7.1 3.75 1.04 57.80 41.93 1.92
30 7.1 3.97 1.11 55.20 39.96 1.99
36 7.1 4.14 1.12 53.25 37.83 1.92
42 7.1 4.29 2.97 50.82 35.13 5.80
48 7.0 4.40 10.13 48.66 33.29 20.44
54 7.0 4.44 10.59 46.51 30.69 20.30
60 7.0 4.66 10.87 44.55 29.19 20.25
66 7.0 4.80 11.29 42.09 26.73 20.09
72 7.0 4.85 12.20 40.42 24.79 21.03
78 6.6 4.90 13.30 39.40 23.70 22.53
84 6.5 4.92 14.31 38.70 23.61 24.24
90 6.5 4.97 14.66 38.76 23.82 24.94
96 6.5 5.02 15.46 39.22 23.52 26.19
102 6.5 5.10 15.96 39.18 23.58 27.08
108 6.5 5.12 16.74 39.02 23.61 28.44
114 6.5 5.08 17.47 38.61 23.64 29.72
120 6.5 5.05 20.24 38.51 23.67 34.53



1วลา(ช่ัวโมงไ

รุ่ะ

1 1
r*(£

I
*•5

■ กรดมะนาว •ปรํมาณน้าตาลรดวซ์’ ■ กลโคลท่ีเหลอ -♦ — ค่าความเป็นกรด-ด่าง ■ น้าหนักเซลล์แห้ง

รูปท 3-12 เปรยบเทียบค่าความเยนกรด-ด่าง■ น้าหนักเซลลํแห้ง■ ปริมาณกรดมะนาว■ นัาตาลทีเหลีอ ไนช่วงระยะเวลาต่าง  ๆของการหมักเซล 
ร. sub tilis ATCC 21610 เพ่ือผลิตกรดมะนาวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในอาหารท่ีมีน้าตาลท่ีได้จากแปิงท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่ง
คาร์บอน
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3.5.1 ผลของสารสกัดจากยีสด้ต่อการผลิตกรดมะนาว

3 .5  ภ าวะท ี่เห มาะสมใน การผล ิตกรดม ะน าวของ ธ. subtilis  A T C C  2 1 6 1 0  ในระด ับ ขวด เขย ่า  ใน

อาห ารท ี่ม ีแป ังม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อยแล ้วด ้วย เอน ไซม ์เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อน

เน่ืองจากการสะสมกรดมะนาวจะสะสมหลังจากแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียง 
เช้ือถูกใช้หมดแล้ว ดังน้ันจะต้องควบคุมสารแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือให้พอเหมาะกับ 
การเจริญเท่าน้ัน (Mckay e t al, 1994; Sokolov et al, 1996) ในอาหารเล้ียงเช้ือมีแหล่ง 
ไนโตรเจน 2 แหล่งคือ อนินทรีย์ไนโตรเจนคือ แอมโมเนียมชัลเฟต และอินทรีย์ไนโตรเจนคือ 
สารสกัดจากยีสต์ ดังน้ันในการทดลองน้ีจึงทำการศึกษาผลของสารสกัดจากยีสต์[นการผลิตกรด 
มะนาวโดยเล้ียง ธ. sub tilis ATCC 21610 ในอาหารสำหรับการผลิตกรดมะนาว(ภาคผนวก ก
2.3) แปรปริมาณสารสกัดจากยีสต์ท่ีระดับ 1, 2, 3 และ 4 กรัมต่อลิตร เก็บผลทุกวัน เป็นเวลา 3 
วัน (เน่ืองจากในการทดลองท่ีผ่านมาปริมาณกรดมะนาวในน้ีาหมักวันท่ี 3 และวันท่ี 5 ไม่แตก 
ต่างกันมากนัก) ผลการทดลองดังตารางท่ี 3-13 และ รูปท่ี 3-13 จากผลการทดลองพบว่า เม่ือ 
ปริมาณสารสกัดจากยีสต์เพ่ิมช้ืน การผลิตกรดมะนาวลดลงโดยในการทดลองน้ีสารสกัดจากยีสต์ 
1 กรัมต่อลิตรให้ผลการผลิตกรดมะนาวมากท่ีสุด ท่ี 72 ช่ัวโมงเท่ากับ 19.65 กรัมต่อลิตร
ดังน้ันในการทดลองต่อไป จึงทำการลดปริมาณสารสกัดจากยีสต์ลงอีกเป็น 0, 0.25, 0.5 และ 1 
กรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังตารางท่ี 3-14 และรูปท่ี 3-14 จากผลการทดลองจะเห็นว่าให้ผล 
คล้ายกันกับการทดลองท่ีผ่านมา เม่ือปริมาณสารสกัดจากยีสต์เพ่ิมมากช้ืน จะทำให้การเจริญ 
ของเช้ือเพ่ิมช้ืน แต่การผลิตกรดมะนาวจะลดลง แสดงว่าเม่ือมีลารสกัดจากยีสต์มาก เช้ือจะใช้ 
น้ีาตาลไปเพ่ีอการเจริญ มากกว่าท่ีจะผลิตกรดมะนาว และอาหารท่ีไม่เติมสารสกัดจากยีสต์ ให้ 
ผลการผลิตกรดมะนาวดีท่ีสุด คือ 25.30 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 41.20 ท่ี 72 ช่ัวโมง ดังน้ัน 
ในการทดลองต่อไปจึงจะใช้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีการเติมสารสกัดจากยีสต์ เพ่ือใช้ในการผลิต 
กรดมะนาวต่อไป



ตารางท่ี 3-13 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง, ฟ้าหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว และ นาตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต่าง  ๆ ของการ'หม้กเช้ือ
B.subtilis ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณสารสกัดจากยีสต์ ต้ังแต่ 1-4 กรัมต่อลิตร ในอาหารท่ีมีฟ้าตาลท่ีได้จากแป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็น
แหล่งคาร์บอน
ปริมาณรทใสกัด 

จากยีสต์ 
(กรัมต่อลัดร)

เวลา 
(ช'วโมง)

ค่าความเป็นกรด-ต่าง ฟ้าหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลัดร)

กรดมะนาวด้วยวิธี เพนทะ 
โบรโมแอซีโทน 
(กรัมต่อลัดร)

กรดมะนาวด้วยวิธี HPLC 
(กรัมต่อลัดร)

กลูโคสทีเหลัอ 
(กรัมต่อลัดร)

ผลผลัดกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

1. 0 7.5 1.14 0.33 - 86.32 0
24 7.3 3.04 1.23 - 63.30 2.72
48 7.3 3.16 17.27 - 46.75 31.62
72 7.2 3.32 19.65 20.45 34.50 31 .25

2 0 7.5 1.14 0.33 - 86.32 0
24 7.3 3.18 1.17 - 60.42 2.33
48 7.3 3.74 14.62 - 45.40 28.06
72 7.2 3.98 16.77 17.57 34.60 26 .63

3 0 7.5 1.14 0.33 - 86.32 0
24 7.3 3.58 1.08 - 63.32 2.27
48 7.3 3.90 12.23 - 46.50 23.88
72 7.2 4.36 14.65 16.16 34.50 23.16

4 0 7.4 1.14 0.33 - 86.32 0
24 7.3 3.71 1.05 - 65.80 2.35
48 7.3 4.48 10.53 - 46.65 19.00
72 7.2 4.84 12.97 14.08 32.55 19.82

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เนื่องจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจช่า จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

๐0



ตารางท่ี 3-14 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง. ใ]ภหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาวและน๋ําตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต ่างๆ  ของการหม ัก เช ื้อ

B.subtilis ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณสารสกัดจากยีสต์ ต้ังแต่ 0-1 กรัมต่อลิตร ในอาหารท่ีมีน้ําตาลท่ีได้จากแป้งมันสำปะหล้งท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็น
แหล่งคาร์บอน

ปริมาณ
สารสกัดจากยสต์ 

(กรัมต่อลิตา)

เวลา 
(ชวโมง)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

ฟ้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธ 
เพนฑะโบรโมแอชโทน 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธ HPLC 
(กรัมต่อลิดร)

กลูโคสท่ีเหลิอ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผล ิตกรดมะนาว  
(ร้อยละ)

0 0 7.4 1.14- 0.74 - 85.32 0
24 7.3 2.43 2.74 - 58.62 7.57
48 7.0 2.92 21.64 - 32.00 39 .19
72 7.0 3.02 25.30 24.93 24.35 40.28

0.25 0 7.4 1.13 0.743 - 85.32 0
24 7.4 2.86 1.74 - 57.52 4.26
48 7.0 3.06 19.53 - 38.60 36.39
72 7.0 3.10 20.81 21.61 35.10 33.43

0.50 0 7.4 1.13 0.74 - 85.32 0
24 7.4 3.02 1.61 - 58.12 3 .94
48 7.3 3.08 17.69 - 38.45 32.81

72 7.2 3.20 19.44 17.80 38.45 31.37
1.0 0 7.4 1.14 0.74 - 87.32 0

24 7.4 3.07 1.42 - 58.27 3.36
48 7.3 3.20 17.04 - 38.60 31.67

72 7.3 3.48 19.62 17.61 38.30 31 .59

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจช่า จึงไม่ได้ปาการวิเคราะห์ปริมาณกรด
มะนาวในทุกช่วงเวลา

CD
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ปริมาณสารสกัดจากยีสต์
____________________________________ ('กรัมต่อสิต )ๆ_____________________

■  0 ช่ัวโมง □  24 ช่ัวโมง แ  48 ช่ัวโมง แ  72 ช่ัวโมง

รฺปท่ี 3-13 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวในช่วงระยะเวลาต่าง  ๆของการหมัก 
B. su b til is  ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณสารสกัดจากยีสต์ต้ังแต่ 1-4 กรัมต่อลิตร 
ในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน

B .su b tilis ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณสารสกัดจากยีสต์ต้ังแต่ 0-1 กรัมต่อลิตร 
ในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน
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3.5.2 ผลของแอมโมเนียมซัลเฟตต่อการผลิตทรุดมะนาว

แหล่งไนโตรเจนในอาหาร BM มี 2 แหล่งคือ สารสกัดจากยีสต์ และ 
แอมโมเนียมชัลเฟต ((ผแ4)2ร04) จากการทดลองในข้อ 3.5.1 พบว่าปริมาณสารสกัดจากยีสต์มี 
ผลต่อการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียมาก ด้งน้ันในการทดลองน้ีจงทำการศึกษาผลของ
แอมโมเนียมช้ลเฟตต่อการผลิตกรดมะนาว โดยเล้ียง B. subtilis ATCC 21610 ในอาหาร 
สำหรับการผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก 2.4) โดยใช้ภาวะท่ีได้จากข้อ 3.5.1 ทำการแปร 
ปริมาณแอมโมเนียมชัลเฟต ต้ังแต่ 1, 1.3 (ปริมาณท่ีใช้อยู่เดิม), 2, 3, 4 และ 5 กรัมต่อลิตร 
เก็บผลท่ีระยะเวลาการหมัก 48 และ 72 ช่ัวโมง (เน่ืองจากเป็นระยะเวลาท่ีเช้ือเร่ิมผลิตกรด 
มะนาวคงท่ี) ผลการทดลองด้งตารางท่ี 3-15 และรูปท่ี 3-15 พบว่าเม่ือปริมาณแอมโมเนียม 
ชัลเฟตเพ่ิมช้ืนหริอปริมาณไนโตรเจนเพ่ิมชื้น น้ีาหนักเซลล์แห้งเพ่ิมชื้น และเม่ือปริมาณ
แอมโมเนียมชัลเฟตมากกว่า 2 กรัมต่อลิตร ปริมาณกรดมะนาวลดลง โดยท่ีแอมโมเนียมชัลเฟต 
2 กรัมต่อลิตรหรือท่ีปริมาณไนโตรเจนเป็น 0.424 กรัมต่อลิตร ให้ผลการผลิตดิท่ีสุดท่ี 72 ช่ัวโมง 
เป็น 28.51 กรัมต่อลิตรคิดเป็นร้อยละ 42.52 ด้งน้ันในการทดลอง ต่อไปจึงเลือกใช้อาหารเล้ียง 
เช้ือเพ่ือผลิตกรดมะนาวท่ีมีปริมาณแอมโมเนียมชัลเฟต 2 กรัมต่อลิตร ในการศึกษาหาภาวะท่ี 
เหมาะสมในการผลิตต่อไป



ตารางท ี่ 3-15 เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง . ฟ ้าห น ้ก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ ‘นกตาลท ี่เหล ือ ใน ช ่วงระยะเวลา 48 และ 72 ช ั่ว โม งของ

การห ม ัก เช ี้อ  B .sub tilis  ATCC 21610 เม ื่อ ม ีป ร ิม าณ แอ ม โม เน ียม ช ัล เฟ ต [(NH4)2S04] ต ั้งแต ่ 1-5 กร ัมต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 30 องศาเซล เซ ียส  ในอาหารท ี่ม ี

ฟ ้าต าลท ี่ได ้จ ากแป ้งม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก ารย ่อยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อน
ระยะเวลา 
(ชวโมง)

ปริมาณ 
(NH4)2s o 4 

(กรัมต่อลิดร)

ปริมาณ
ไนโดรเจน (กรัม 

ต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

นาหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิดร)

กรดมะนาวด้วยวิธ 
เพนทะโบรโมแอซีโทน 

(กรัมต่อลิดร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิดร)

นัาดาลกลูโคส 
(กรัมต่อล ิด ร)

ผ ล ผ ล ิด ก ร ด ม ะ น า ว  
(ร ้อ ย ล ะ )

48 1 0.212 7.0 2.69 19.46 - 32.61 34.29
1.3 0.275 7.0 2.74 21.89 - 32.00 38.23
2 0.424 7.0 3.28 25.40 - 30.24 43.10
3 0.636 7.0 3.76 11.02 - 33.60 19.51
4 0.848 7.0 3.80 11.11 - 31.92 19.09
5 1.060 7.0 3.78 10.69 - 31.11 18.09

72 1 0.212 7.0 3.04 22.60 21.52 24.41 34.80
1.3 0.275 7.0 3.08 25.72 24.93 24.35 36.25
2 0.424 7.0 3.34 28.51 27.56 22.13 42.52
3 0.636 7.0 3.83 12.65 13.69 32.70 22.23
4 0.848 7.0 3.87 12.11 12.57 31.38 20.06
5 1.060 7.0 3.88 11.20 11.00 30.95 18.93

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เนื่องจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจช่า จึงไม่ได้ปาการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

enFo
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ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต(กรัมต่อลิตร)

□  กรดมะนาว ®  นาหนักเซลล์แห้ง

รปท่ี 3-15 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและนัาหนักเซลล์แห้งท่ีหมักโดย B .sub tili 

ATCC 21610เม่ือมีปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตต้ังแต่ 1.0-5.0 กรัมต่อลิตร 
ท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง
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3.5.3 ผล'ของอุณหภูมิที่มีต่อการผลิตกรดมะนาว

จากการทดลองท่ีผ่านมาใช้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในการเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิต 
กรดมะนาว ซ่ึงเป็นอุณหภูมิท่ีใช้โดยมากในการผลิตกรดมะนาวจากแบคทีเรีย (Oomori and 
Suzue, 1973) แต่ยังมีรายงานว่าสามารถผลิตกรดมะนาวด้วยแบคทีเรียได้ท่ี 28 และ 37 องศา 
เซลเซียส (Sardinas and Conn, 1973; Suzuki e t a l1 1974) และจากรายงานการผลิตกรด 
มะนาวจากยีสต์น้ัน อุณหภูมิมีผลต่อการผลิตกรดมะนาวมาก คือเม่ืออุณหภูมิท่ีใช้ในการผลิต 
มากช้ืนการผลิตกรดมะนาวจะลดลง (Nakanishi é ta l, 1972; Furukawa é ta l, 1977) ด้งน้ัน 
ในการทดลองน้ีจึงทำการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิต่อการผลิตกรดมะนาวโดย ร. sub tilis ATCC 
21610 ทำการเล้ียงเช้ือโนอาหารสำหรับการผลิตกรดมะนาวโดยใช้ภาวะท่ีได้จากข้อ 3.5.2
แปรผันอุณหภูมิท่ี 28, 30, 33, 37 และ 40 องศาเซลเซียส เก็บผลท่ีระยะเวลาการหมัก 48 และ 
72 ช่ัวโมง ผลการทดลองด้งตารางท่ี 3-16 และรูปท่ี 3-16 พบว่าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ร. su b tilis  ATCC 21610 สามารถผลิตกรดมะนาวได้ดีท่ีสุด คือ 38.60 กรัมต่อลิตรท่ี 72 ช่ัวโมง 

ด้งน้ันในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในการศึกษาภาวะท่ี 
เหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป



ตารางท่ี 3-16 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง, ใ!าหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว และ นาตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลา 48 และ 72 ชั่วโมงของ 
การหมักเช้ือ B. su b til is ATCC 21610 ท่ีอุณหภูมิการหมักเป็น 28, 30, 33, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีใ!าตาลท่ีได้จากแป้งมันสำปะหลังท่ี 
ผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน
ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

อุณหภูมิ
(องศา

เซลเซียส)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

ใ!าหนัก 
เชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโม 

แอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

48 28 7.0 3.27 23.48 - 30.18 41.73
30 7.0 3.28 25.53 - 30.06 45.54
33 7.0 3.65 30.16 - 27.56 47.40
37 7.0 3.86 35.55 - 23.26 56.96
40 7.0 3.73 31.76 - 24.37 51.26

72 28 7.0 3.32 26.64 27.56 22.88 41.91
30 7.0 3.34 28.97 30.25 22.73 45.01
33 7.0 3.76 33.34 34.93 21.05 51.09
37 7.0 3.96 38.60 40.20 19.11 57.49
40 7.0 3.92 33.23 33.68 21.72 50.90

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจ'ซ้ํา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

çn๐า
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72 ช่ัวโมง

§ *15 '•เ
I fi
a J*s 5

«BaI >1 j|

28 30 33 37
____________ อุณหภูมิ(องศาเซลเซียส)

40

□  กรดมะนาว แ  นาหนักเชลล์แห้ง

รปท่ี 3-16 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาว และฟ้าหนักเซลล์แห้ง ของการหมักเช้ือ ร. sub tilis  
ATCC 21610 ท่ีอุณหภูมิการหมักเป็น 28,30,33,37 และ 40 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมี 
แป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง
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3.5.4 ผลของค ว า ม เข ้ม ข ้น นำตาลต่อการผลิตกรดม ะน าว

จากผลการทดลองคร้ังท่ี 3.5.3 อุณหภูมิในการผลิตกรดมะนาวท่ีดีท่ีสุดคือ 37 
องศาเซลเซียส ในการทดลองน้ีจะศึกษาถึงผลของความเข้มข้นน้ําตาลท่ีมีต่อการผลิตกรด
มะนาวโดยเช้ือ B. su b tilis  ATCC 21610 จากการทดลองท่ีผ่านมา ใช้ความเข้มข้นของน้ีาตาล 
กลูโคส 100 กรัมต่อลิตร แล้วพบว่ามีน้ีาตาลเหลือหลังการหมักอยู่มาก ดังน้ันในการทดลองน้ีจึง 
ทำการแปรผันความเข้มข้นของนำตาลกลูโคส (แป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้ว) เป็น 75 
และ 100 กรัมต่อลิตร (ภาคผนวก ก 2.5) ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3-17 และรูปท่ี 3-17 
พบว่าปริมาณน้ัาตาลท่ีเพ่ิมช้ืน จะทำให้น้ัาหนักเชลล์แห้งมากข้ึน และปริมาณกรดมะนาวเพ่ิมข้ึน 
ด้วย โดยท่ีความเข้มข้นของน้ัาตาลกลูโคส 100 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นความเข้มข้นเดิมท่ีใช้ ให้ผล 
การผลิตกรดมะนาวดีกว่าท่ีระดับ 75 กรัมต่อลิตร โดยผลการผลิตกรดมะนาวเป็น 36.27 กรัมต่อ 
ลิตร ท่ี 72 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คิดเป็นร้อยละการผลิตกรดมะนาว 54.88 ดังน้ัน 
ในการทดลองต่อไป จึงใช้ความเข้มข้นน้ัาตาลกลูโคสท่ีไดัจากแป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อย 
แล้วท่ี 100 กรัมต่อลิตร เล้ียงแบคทีเรียเพ่ือศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป



ตารางท ี่ 3 -1 7  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , น ํ้าห น ัก เซล ล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ นาตาลท ี่เหล ือ  ในช ่วงระยะเวลา 48  และ 72  ช ั่ว โม ง  ของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 61 0  เม ื่อม ีค วาม เข ้ม ข ้น น ัาต าลกล ูโคสจากแป ้งม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อยแล ้ว เร ิ่ม ด ้น ใน การผล ิต เป ็น  75 และ 100

กร ัมต ่อล ิต รท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ งศาเซล เซ ียส

เวลา
(ช่ัวโมง)

ความ
เข้มข้นกลูโคส 
(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

น้ําหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโมแอซีโทน 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคส 
ท่ีเหลือ 

(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

48 75 7.0 3.75 20.97 - 11.46 33.85
100 7.0 3.83 33.04 - 23.67 52.46

72 75 7.0 3.82 23.43 24.93 10.41 37.25
100 7.0 3.98 36.27 35.47 20.53 54.88

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจริเคราะห้ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจ1ซา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห้ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

๐า๐ว
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75 ^ 100
ความเข้มข้นนาตาลกลูโคส(กรัมต่อลิตร)

□  กรดมะนาว เแ นาหนักเซลล์แห้ง

75 100 ]
ความเข้มข้น'นาตาลกลูโคส(กรัมต่อลิตร) ร

□  กรดมะนาว U  'นาหนักเซลล์แห้ง
1ร

รปท่ี 3-17 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาว และนาหนักเซลล์แห้งของการหมักเช๋ึอ B. sub tilis  
ATCC 21610 เม่ือมีความเข้มข้นนัาตาลกลูโคสจากแป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเร่ิมต้น 
ในการผลิตเป็น 75 และ 100 กรัมต่อลิตรท่ี 37 องศาเซลเซียส ท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง
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3.5.5 ผลของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตท่ีมีต่อการผลิตกรดมะนาว

แมกนีเซียมเป็นธาตุที่เปีนโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์หลายชนิดที่สำคัญคือ 
เอนไซม์จำพวก ไคเนส Shimisu และคณะ (1970)ได้รายงานว่าแมกนีเซียมเป็นสารท่ี 
จำเป็นสำหรับการผลิตกรดมะนาว (อ้างถึงใน Abou-Zeid and Ashy, 1984) แมกนีเซียม 
ชัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (MgS04.7H20) ท่ีใชในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือการผลิตกรดมะนาวใน 
การวิจัยน้ีใช้ท่ีปริมาณ 0.25 กรัมต่อลิตร แต่เท่าท่ีมีรายงานการผลิตกรดมะนาวโดย
แบคทีเรียใช้ปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตท่ี 0.20-1.00 กรัมต่อลิตร (Sadinas and Conn 
1973; Suzuki e t al, 1974; Oomori and Suzue, 1973; Kimura and Nakanishi, 1975) 
ดังนั้นในการทดลองน้ีจึงศึกษาเพ่ือหาปริมาณแมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตาไฮเดรตเริ่มต้นท่ี 
เหมาะสม โดยเล้ียงเช้ือ B. subtilis ATCC 21610 ในอาหารสำหรับการผลิตกรดมะนาว 
(ภาคผนวก ก 2.6) โดยใช้ภาวะท่ีไดในข้อ 3.5.4 แปรผันปริมาณแมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตา 
ไฮเดรตเร่ิมต้นเท่ากับ 0, 0.25, 0.5 และ 1 กรัมต่อลิตร เก็บตัวอย่างท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง 
ของการหมัก ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 3-18 และรูปท่ี 3-18 จากผลการทดลองพบว่า 
B. sub tilis ATCC 21610 สามารถผลิตกรดมะนาวไต้สูงสุด 36.95 กรัมต่อลิตรเม่ือเล้ียงใน 
อาหารท่ีมีปริมาณแมกนีเซียม1ชัลเฟตเฮปตา'ไฮเดรตเร่ิมต้นเท่ากับ 0.25 กรัมต่อลิตร ใน 
ระยะเวลาการหมัก 72 ช่ัวโมง แต่เน่ืองจากปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตท่ี
0.25 กรัมต่อลิตรน้ันเป็นปริมาณท่ีใช้ต่ําท่ีสุดท่ีให้ผลการผลิตดีท่ีสุด ตังน้ันจึงทำการทดลอง 
แปรปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตอีกคร้ัง โดยแปรท่ี 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 และ
0.3 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองแสดงตังตารางท่ี 3-19 และ รูปท่ี 3-19 พบว่าปริมาณ 
แมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตาไฮเดรตเพ่ิมช้ืน น้ัาหนักเซลล์แห้งและกรดมะนาวเพ่ิมช้ืน แต่จะลด 
ลงเม่ือปริมาณแมกนีเซียมชัลเฟตเฮปตาไฮเดรตมากกว่า 0.25 กรัมต่อลิตร ตังน้ันจึงเลือก 
ใช้แมกนีเซียม1ซัลเฟตเฮปตา'ใฮเดรตเร่ิมต้น 0.25 กรัมต่อลิตรในการทดลองเพ่ือหาภาวะท่ี 
เหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป



ตารางท ี่ 3 -18  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , น าห น ัก เซลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ ฟ ้าตาลท ี่เหล ือ  ใน ช ่วงระยะเวลา 4 8  และ 72  ช ั่ว โม ง

ของการห ม ัก เช ื้อ  B .subtilis  A T C C  2 1 610  เม ื่อ ม ีป ร ิม าณ แม ก น ีเซ ียม ช ัล เฟ ต เฮป ด าไฮ เด รด  (M g S 0 4.7H 20 )  ใน อาห าร 0 .0 0 -1 .0 0  กร ัมต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ

37  อ งศาเซล เซ ียส  ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ้งม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อน

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ปริมาณ
MgS04.7H20
(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

ฟ้าหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาว 
(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรดมะนาว 
(ร้อยละ)

48 0 7.0 3.59 20.46 23.86 32.08
0.25 7.0 3.90 34.13 23.70 53.75
0.50 7.0 3.99 20.79 23.81 32.58
1.00 7.0 4.26 8.18 23.65 12.46

72 0 7.0 3.69 21.62 21.81 32.86
0.25 7.0 4.08 36.95 20.60 55.50
0.50 7.0 4.15 24.18 21.70 36.75
1.00 7.0 4.33 12.55 21.60 18.79

O)



ปริมาถเแมกนีเซียมชัลเฟุต (กรัมต่อลิตร)
□  กรดมะนาว El นาหนักเชลล์แห้ง

รูปท่ี 3-18 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและป้าหนักเชลล์แห้งท่ีหมักโดย B .su b tilis  
ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตในอาหาร 0.00-1.00 กรัมต่อลิตร 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีแปังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน 
ท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง



ตารางท ี่ 3 -1 9  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , ป ้าห น ัก เซล ล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ ป ้าตาลท ี่เหล ือ  ในช ่วงระยะเวลา 48  และ 72  ช ั่ว โม งของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 6 1 0  เม ื่อ ม ีป ร ิม าณ แม ก น ีเซ ียม ซ ัล เฟ ต เฮป ต าไฮ เด รด  (M g S 0 4.7H 20 )  ใน อ าห าร 0 .1 0 -0 .3 0  กร ัมต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37

อ งศ า เซล เซ ียส ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ังม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ปริมาณ
MgS04.7H20
(กรดมะนาว)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

ป้าหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโม 

แอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

48 0.10 7.0 3.30 26.60 - 24.31 42.59
0.15 7.0 3.58 31.72 - 23.90 50.56
0.20 7.0 3.84 33.78 - 23.64 53.65
0.25 7.0 3.91 35.48 - 23.95 53.44
0.30 7.0 4.01 33.95 - 22.58 53.02

72 0.10 7.0 3.47 28.74 27.56 22.45 44.71
0.15 7.0 3.63 33.20 33.68 21.99 55.43
0.20 7.0 3.85 35.58 36.37 22.53 55.55
0.25 7.0 4.08 37.55 36.73 20.08 56.99
0.30 7.0 4.12 35.09 36.38 20.64 53.19

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจช้ืา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา



รูปท่ี 3-19 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและไ!าหนักเชลล์แห้งท่ีหมักโดย B. su b til is  
ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณแมกนีเซียมซัลเฟตในอาหาร 0.10-0.30 กรัมต่อลิตร 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีแป้งท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน 
ท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง



3.5.6 ปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีเหมาะสม

ฟอสฟอรัสเป็นสารท่ีจำเป็นต่อการเจริญและการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรีย 
เน่ืองจาก ฟอสเฟตเป็นปัจจัยท่ีจำเป็นต่อกระบวนการเมแทบอลิซีมเพ่ิอให็ได้พลังงาน ในการ 
ทดลองน้ืใด้แปรผันปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) โดยเล้ียงเช้ือ
B. sub tilis ATCC 21610 ในอาหารสำหรับการผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก 2.7) โดยใช้ภาวะ 
ท่ีไดในข้อ 3.5.5 แปรผันปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเร่ิมตันในอาหารสำหรับการ 
ผลิตกรดมะนาวเป็น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.37 (ปริมาณท่ีใช้อยู่เดิม) และ 0.4 กรัมต่อลิตร เก็บตัว 
อย่างท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง

ผลการทดลองแสดงตังตารางท่ี 3-20 และรูปท่ี 3-20 จากผลการทดลองพบว่า 
ปริมาณ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในอาหารเล้ียงเช้ือ มีผลต่อการผลิตกรดมะนาวโดย 
เช้ือ B. sub tilis ATCC 21610 โดยการผลิตกรดมะนาวจะเพ่ิมช้ืนเม่ือปริมาณโพแทสเซียมได 
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเพ่ิมช้ืน แต่จะลดลงเม่ือปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมากเกิน
0.3 กรัมต่อลิตร ท่ี 72 ช่ัวโมงเช้ือสามารถผลิตกรดมะนาวได้ในอาหารท่ีมีโพแทสเซียมได
ไฮโดรเจนฟอสเฟตเร่ิมต้นท่ี 0.3 กรัมต่อลิตร เป็น 45.35 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลผลิตกรดมะนาว 
ร้อยละ 62.84 จะเห็นว่าปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมีผลต่อการผลิตกรดมะนาว 
โดย B. sub tilis ATCC 21610 มาก และปริมาณน้ําตาลท่ีเหลือหลังการหมักลดลงด้วย แสดงว่า 
เช้ือมีการใช้น้ําตาลเพ่ือการผลิตกรดมะนาวได้ดีช้ืน จึงเลือกใช้ปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน 
ฟอสเฟตเร่ิมด้นท่ี 0.3 กรัมต่อลิตร สำหรับเป็นแหล่งของฟอสเฟตในการศึกษาหาภาวะท่ี 
เหมาะสมสำหรับการผลิตกรดมะนาวต่อไป



ตารางท ี่ 3 -2 0  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง , น ัาห น ัก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ น าตาลท ี่เห ล ือ  ในช ่วงระยะเวลา 48  และ 72  ช ั่ว โม งของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 610  เม ื่อ ม ีป ร ิม าณ โพ แท ส เซ ียม ได ไฮ โด ร เจน ฟ อ ส เฟ ต  (K H 2P 0 4) ใน อาห ารเร ิ่ม ต ้น  0 .0 0 -0 .4 0  กร ัมต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ

37  อ งศ า เซล เซ ียส ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ้งม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ปริมาณ
kh2po4

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

น้ําหนักเซลล์ 
แห้ง

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโม 

แอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรดมะนาว 
(ร้อยละ)

48 0 7.0 3.60 31.39 - 29.00 53.75
0.1 7.0 3.88 34.65 - 25.92 56.38
0.2 7.0 4.12 37.89 - 21.71 57.72
0.3 7.0 4.12 42.13 - 17.56 60.38
0.37 7.0 4.07 35.34 - 23.22 55.08
0.4 7.0 4.16 33.83 - 24.04 53.39

72 0 7.0 3.68 32.79 33.68 27.46 54.71
0.1 7.0 3.98 36.25 38.85 23.28 56.36
0.2 7.0 4.14 40.76 41.36 19.93 60.47
0.3 7.0 4.19 45.35 46.57 15.15 62.84
0.37 7.0 4.12 37.95 35.46 20.59 56.83
0.4 7.0 4.19 34.98 34.72 21.08 52.73

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจซ้ํา จึงไม่ไต้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

Œ>0ไ>
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ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเร่ิมต้นในอาหาร 
ต้ังแต่ 0.0-0.4กรัมต่อลิตร ท่ี 37 องศาเซลเซียส ในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลัง 

ท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ี48 และ 72 ช่ัวโมง



68

3.5.7 ผลของเฟร์ริกคลอไรต์ที่มีต่อการผลิตกรดมะนาว

เหล็กเป็นสารจำเป็นสำหรับการทำงานของเอนไซม์อะโคนิเทส มีรายงานของ 
การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต์ว่าเหล็กในอาหารเล้ียงเช้ือจะกระตุ้นการทำงานของเอนไชม์อะโค 
นิเทส เปล่ียนกรดมะนาวเป็นกรดไอโซซิฑริก ดังน้ันหากมีเหล็กจะทำให้กรดมะนาวลดลง แต่จะ 
มีไอโซซิฑริกเพ่ิมช้ืน (Kamzolova e t al, 1996) ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีใช้ในงานวิจ้ยน้ีมีเหล็ก 
เป็นองค์ประกอบอยู่โดยอยู่ในรูปของเฟร์ริกคลอไรดในการทดลองน้ีต้องการศึกษาปริมาณเหล็ก 
ท่ีมีผลต่อการผลิตกรดมะนาว โดยเล้ียงเช้ือ 6. subtil is ATCC 21610 ในอาหารสำหรับผลิตกรด 
มะนาว (ภาคผนวก ก 2.8) ใช้ภาวะท่ีไดในข้อ 3.5.6 แปรผันปริมาณเฟร์ริกคลอไรต์เป็น 
0, 0.01, 0.02 (ปริมาณท่ีใช้อยู่เดิม), 0.03 และ 0.04 กรัมต่อลิตร เก็บตัวอย่างท่ี 48 และ 72 
ช่ัวโมง ผลการทดลองแสดงในตารางท่ี 3-21 และรูปท่ี 3-21 จากผลการทดลองพบว่าเช้ือ 
B. sub tilis ATCC 21610 ผลิตกรดมะนาวไต้เพ่ิมช้ืนเม่ือปริมาณเฟร์ริกคลอไรต์เพ่ิมช้ืนจนถึง
0.02 กรัมต่อลิตร แต่เม่ือปริมาณเฟร์ริกคลอไรต์มากกว่า 0.02 กรัมต่อลิตร การผลิตกรดมะนาว 
ลดลง ส่วนปริมาณกรดไอโซซิทริก จากการตรวจวิเคราะห์ผลด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซิลิควิด 
โครม'าโทกร'าหีเ พบว่าในการหมักเพ่ือผลิตกรดมะนาวโดย B. sub tilis ATCC 21610 ไม่มีการ 
สะสมไอโซซิทริกเกิดช้ืน (ภาคผนวก จ) แสดงว่าปริมาณเฟร์ริกคลอไรต์ ท่ีมีในอาหารไม่มีผลทำ 
ให้มีการสะสมกรดไอโชซิทริกเกิดช้ืน ดังน้ันจึงเลือกปริมาณเฟร์ริกคลอไรต์เร่ิมต้นท่ี 0.02 กรัม 
ต่อลิตรในการทดลองเพ่ือหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป

3.5.8 ผลของแคลเซียมคลอไรต์ต่อการผลิตกรดมะนาว

แคลเซียมคลอไรต์เป็นองค์ประกอบอีกตัวหน่ึงท่ีมีในอาหาร BM ดังน้ันจึงศึกษา 
ผลของแคลเซียมคลอไรด!ดไฮเดรตท่ีมีต่อการผลิตกรดมะนาวของ B .sub tilis ATCC 21610 
โดยเล้ียงเช้ือในอาหารสำหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก 2.9) ใช้ภาวะท่ีไต้จากข้อ 3.5.7 
แปรผันปริมาณแคลเซียมคลอไรดใดไฮเดรตเป็น 0, 0.03, 0.05, 0.07 (ปริมาณท่ีใช้อยู่เดิม),
0.09 และ 0.11 กรัมต่อลิตร เก็บตัวอย่างท่ีระยะเวลาการหมัก 48 และ 72 ช่ัวโมง ผลการทดลอง 
ดังตารางท่ี 3-22 และ รูปท่ี 3-22 จากผลการทดลองพบว่าเช้ือ B. sub tilis ATCC 21610 
สามารถผลิตกรดมะนาวไต้สูงสุด 45.28 กรัมต่อลิตรในอาหารท่ีมีแคลเซียมคลอไรด!ดไฮเดรต
0.07 กรัมต่อลิตร จึงเลือกปริมาณแคลเซียมคลอไรด!ดไฮเดรตเร่ิมต้นท่ี 0.07 กรัมต่อลิตร ใน 
การทดลองเพ่ือหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตกรดมะนาวต่อไป



ตารางท ี่ 3 -21 เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , ฟ ้าห น ัก เซลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ ฟ ้าตาลท ี่เหล ือ  ใน ช ่วงระยะเวลา 48  และ 72  ช ั่ว โม งของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 6 1 0  เม ื่อ 'ในอาหารม ีเฟร ีร ิกคลอใรด ์( F e C y U tป ร ิม าณ  0 .0 0 -0 .0 4  กร ัมต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ งศาเซล เซ ียส  โน อาห าร

ท ี่ม ีแป ้งม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อยแล ้ว เป ็น แห ล ่งคาร ์บ อน

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ปริมาณ
FeCI3

(กรัมต่อลิตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ต่าง

นาหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโมแอซีโทน 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

48 0 7.0 3.95 34.55 35.47 24.28 54.80
0.01 7.0 4.07 39.39 40.41 19.71 58.28
0.02 7.0 4.14 42.51 42.13 17.05 60.54
0.03 7.0 4.02 36.41 34.94 23.22 56.81
0.04 7.0 4.03 35.90 32.75 25.26 57.87

72 0 7.0 4.06 35.99 36.73 22.74 55.73
0.01 7.0 4.12 41.56 43.44 18.00 59.99
0.02 7.0 4.17 45.50 48.80 15.96 63.83
0.03 7.0 4.06 37.44 38.57 21.33 50.75
0.04 7.0 4.07 37.01 37.98 23.35 57.88

CD
CD



รปท่ี 3-21 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและช่ัาหนักเชลล์แห้งท่ีหมักโดย B .su b tili 
ATCC 21610 เม่ือมีปริมาณเฟริริกคลอไรด์ 0.00-0.04กรัมต่อลิตรท่ี 37 องศา 
เซลเซียสในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอน 
ท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง



ตารางท ี่ 3 -22  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง , น ้าห น ัก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ น ้าตาลท ี่เหล ือ  ใน ช ่วงระยะเวลา 4 8  และ 72  ช ั่ว โม งของ

การห ม ้ก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 6 1 0  เม ื่อ 'ในอาหารม ีแคลเซ ียมคลอใรด ้(C aC I2.2H 20 ) l น ป ร ิม าณ 0 .00 -0 .11  กร ้มต ่อล ิตร ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ งศาเซล เซ ียส

ใน อ าห าร ท่ีมีแป ิงม ัน ส ์าป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อยแล ้ว เป ็น แห ล ่งคาร ์บ อน

ระยะเวลา ปริมาณ ค่าความ น้าหนัก กรดมะนาวด้วยวิธี กรดมะนาวด้วยวิธี กลูโคส ผลผลิตกรด
(ช่ัวโมง) CaCI2.2H20 เป็น เซลล์แห้ง เพนทะโบรโมแอชีโทน HPLC ท่ีเหลือ มะนาว(ร้อยละ)

(กรัมต่อลิตร) กรด-ด่าง (กรัมต่อลิตร) (กรัมต่อลิตร) (กรัมต่อลิตร) (กรัมต่อลิตร)
48 0 7.0 3.72 33.23 - 17.84 47.52

0.03 7.0 3.84 36.79 - 17.34 52.27
0.05 7.0 3.96 38.41 - 17.43 54.66
0.07 7.0 4.17 43.08 - 17.38 61.32
0.09 7.0 3.99 39.90 - 17.23 58.64
0.11 7.0 3.88 36.84 - 17.48 52.44

72 0 7.0 3.77 36.88 36.75 16.54 51.08
0.03 7.0 3.90 40.32 40.41 16.28 55.68
0.05 7.0 4.08 41.46 43.44 16.33 57.31
0.07 7.0 4.25 45.28 46.38 16.50 62.78
0.09 7.0 4.07 42.28 42.13 16.12 58.28
0.11 7.0 3.96 38.07 37.01 31.23 52.51

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจซา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา
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ปริมาณแคลเซียมคลอไรล์ (กรัมต่อลิตร)
□  กรดมะนาว m  นาหนักเซลล์แห้ง

__________________ปริมาณแคลเซียมคลอไรล์ (กรัมต่อลิตร)
□  กรดมะนาว บนาหนักเชลล์แห้ง

รปท่ี 3-22 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและน้าหนักเซลล์แห้งท่ีหมักโดย B .sub tili 
ATCC 21610เม่ือมีปริมาณแคลเซียมคลอไรด์ 0.00-0.11 กรัมต่อลิตร 
ท่ี 37 องศาเซลเซียสในอาหารท่ีมีแปังมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่ง 
คาร์บอนท่ี 48 และ 72 ช่ัวโมง



73

3.5.9 ปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตที่เหมาะสม

ในระหว่างการเล้ียงเช้ือเพ่ือผลิตกรดมะนาว การสะสมกรดทำให้ค่าความเป็น 
กรด-ด่างของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงอย่างรวดเร็ว เกิดเป็นพิษต่อเชลล์ ดังน้ันจึงได้มีการเติมสาร 
บางอย่างลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพ่ือควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างให้คงท่ี สารท่ีนิยมใช้ในระดับ 
ขวดเขย่าได้แก่ แคลเซียมคาร์บอเนต(CaC03) ปริมาณท่ีใช้ข้ึนกับปริมาณกรดมะนาวท่ีเช้ือผลิต 
ข้ึน จากการทดลองท่ี 3.5.8 พอจะคำนวณปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีใช้ว่าอยู่ท่ีประมาณ 30 
กรัมต่อลิตร แด่เน่ืองจากการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือเพ่ือควบคุมการ 
หมี'ก มักจะเติมลงไปให้มากเกินพอ ดังน้ันในการทดลองน้ัดัองการศึกษาเพ่ือหาปริมาณ
แคลเซียมคาร์บอเนตท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรดมะนาว โดยเล้ียงเช้ือ B .  s u b t i l i s  ATCC 
21610 ในอาหารสำหรับการผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก 2.10) ใช้ภาวะท่ีไดัจากข้อ 3.5.8 
แปรผันปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตเป็น 30, 40 และ 50 กรัมต่อลิตร เก็บตัวอย่างท่ี 48 และ 
72 ช่ัวโมง

ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3-23 และรูปท่ี 3-23 จากการทดลองพบว่าใน 
ระยะเวลาการหมัก 72 ช่ัวโมง เช้ือ B .  s u b t i l  i s  ATCC 21610 สามารถผลิตกรดมะนาวได้สูงเม่ือ 
เล้ียงในอาหารท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตท่ี 50 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเป็นระดับท่ีใช้อยู่เดิมและสามารถ 
ควบคุมระดับค่าความเป็นกรด-ด่างไว้ท่ี 7.0 ได้ ดังน้ันจึงเลือกใช้ปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนต 
50 กรัมต่อลิตรในการผลิตกรดมะนาวจาก B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 ในการผลิตกรดมะนาวต่อ 
ไป



ต ารางท ี่ 3 -23  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , ฟ ้าห น ัก เซลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ น าตาลท ี่เห ล ือ  ใน ช ่วงระยะเวลา 4 8  และ 72  ช ั่ว โม งของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 6 1 0 เม ื่อ ม ีป ร ิม าณ สารควบ ค ุม ค ่าค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง  (แคล เซ ียมคาร ์บ อ เน ต , C a C 0 3) 3 0 -5 0  กร ัมต ่อล ิตรท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 37

อ งศ า เซล เซ ียส ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ังม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ปริมาณ 
O3 OO3 

(กรัมต่อตร)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

น้ําหนัก 
เชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโม 

แอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคส 
ท่ีเหลือ 

(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว 
(ร้อยละ)

48 30 6.7 4.11 39.86 - 17.30 56.51
40 6.8 4.12 41.04 - 17.25 58.15
50 7.0 4.15 43.71 - 17.30 62.01

72 30 6.7 4.13 41.93 42.13 15.20 57.73
40 6.8 4.19 43.35 44.32 15.17 59.67
50 7.0 4.27 45.04 46.38 15.35 62.18

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจชา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา



7 5

30 40 50
ปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนต(กรัมต่อสิตร)

□  กรดมะนาว Ü  ป้าหนักเซลล์แห้ง

รูปท่ี 3-23 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและป้าหนักเซลล์แห้ง เม่ือเล้ียง B. S ub tilis  ATCC 
21610 ในอาหารที่มีปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนต 30 -50 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศา 
เซลเซียส ในอาหารที่มีแปังที่ผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอนที่ 48 และ 7 2 ชั่วโมง



76

3 .5 .1 0  เป ร ีย บ เท ีย บ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว  เม ื่อ ใช ้อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ส ูต ร เด ิม  และอาหาร

ท ี่ได ้จ ากก ารห าภ าวะท ี่เห ม าะส ม

หลังจากท่ีได้ภาวะท่ีเหมาะสมสํหรับการผลิตกรดมะนาวจาก B. su b til is ATCC 
21610 แล้วนำมาทดลองเปรียบเทียบกับอาหารสูตรเดิมท่ีไม่ได้ปรับปรุง ซ่ึงในอาหารประกอบ
ด้วย

อาหารสูตรเดิม อาหารสูตรปรับปรุง
(ภาคผนวก ก 2.11) (ภาคผนวก ก 2.2)

แป้งมันสำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้ว 
ด้วยเอนไซม์ซ่ึงมีน้ํกตาลกลูโคส

100.00 100.00 กรัมต่อลิตร

แอมโมเนียมซัลเฟต 2.00 1.30 กรัมต่อลิตร
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต 0.25 0.25 กรัมต่อลิตร
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.30 0.37 กรัมต่อลิตร
เฟร์ริกคลอไรด์ 0.02 0.02 กรัมต่อลิตร
แคลเซียมคลอไรด์ 0.07 0.07 กรัมต่อลิตร
และแคลเซียมคาร์บอเนต 50.00 50.00 กรัมต่อลิตร

ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3-24 และรูปท่ี 3-24 จากผลการทดลองพบว่าอาหาร 
สูตรเดิมให้ผลการผลิตกรดมะนาวน้อยกว่าอาหารสูตรท่ีปรับปรุงแล้วมาก โดยในอาหารสูตรเดิม 
สามารถให้ผลการผลิตกรดมะนาวได้ 13.07 กรัมต่อลิตรท่ี 72 ช่ัวโมง ส่วนในอาหารสูตรปรับ 
ปรุงแล้วสามารถให้ผลการผลิตกรดมะนาวถึง 45.53 กรัมต่อลิตร



ตารางท ี่ 3 -2 4  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง , น ัาห น ัก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ 'นกตาลท ี่เหล ือ ใน ช ่วงระยะเวลา 48  และ 72  ช ั่ว โม ง  ของ

การห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 6 1 0  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ งศา เซล เซ ียส ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ้งม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน การย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น  ระห ว ่างอ าห าร

ส ูต รเด ิม และอาห ารส ูต รท ี่ได ้ร ับ ก ารป ร ับ ป ร ุงแล ้ว (ส ูต รให ม ่)

สูตรอาหาร ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

น้ําหนัก 
เซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโม 

แอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรด 
มะนาว(ร้อยละ)

สูตรเดิม 48 7.0 4.45 10.97 - 34.96 20.80
72 7.0 4.90 13.03 14.08 25.07 20.80

สูตรใหม่ 48 7.0 4.16 43.27 - 16.65 61.79
72 7.0 4.27 45.53 46.38 14.02 62.66

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจช่า จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห์ปริมาณกรด
มะนาวในทุกช่วงเวลา
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รุปที่3-24 เปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวและฟ้าหนักเซลล์แห้ง ของร.รบb tiliร ATCC 
21610 เมื่อเลี๋ยงในอาหารสูตรเดิมและอาหารที่ได้ปรับปรุงแล้วในอาหารที่มีแปังมัน 
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วเป็นแหล่งคาร์บอนที่ 48 และ 72 ชั่วโมง



3.5.11 การเจริญและการผลิตกรดมะนาว โดยเชื้อ B . s u b t i l i s  ATCC 21610 ภายใต้ 
ภาวะที่เหมาะสม ในระดับขวดเขย่า

เล้ียงเช้ือ ร. s u b t i l i s  ATCC 21610 ในอาหารสำหรับการเตรียมหัวเช้ือ (ภาค 
ผนวก ก 1.7 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 300 รอบต่อนาที ใช้หัวเช้ือท่ีอายุ 8 
ช่ัวโมง เล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรดมะนาว ดืออาหาร BM ท่ีปรับปรุงแล้ว 
(ภาคผนวก ก 2.11) เล้ียงเช้ือท่ี 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 300 รอบต่อนาที เก็บ 
ตัวอย่างทุก 12 ช่ัวโมง ผลการทดลองแสดงดังตารางท่ี 3-25 และรูปท่ี 3-25 จากผลการทดลอง 
พบว่าเช้ือ ร. su b tilis  ATCC 21610 เช้ือมีการเจริญเพ่ิมช้ืนเร่ือย  ๆ จนค่อนข้างคงท่ีท่ีช่ัวโมงท่ี 
36 นาหนักเซลล์แห้งสูงสุดประมาณ 4.26 กรัมต่อลิตร ในระหว่างการหมักเช้ือจะผลิตกรด 
มะนาวสูงข้ึนหลังจาก 24 ช่ัวโมง และสูงช้ืนเร่ือยๆ  จนได้ประมาณ 46 กรัมต่อลิตรท่ี 72 ช่ัวโมง 
คิดเป็นผลผลิตกรดมะนาวประมาณร้อยละ 60 โดยมีการใช้น้ําตาลเพ่ือผลิตกรดมะนาวดีช ื้นกว่า 
อาหารสูตรเดิม และสามารถควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างไว้ท่ี 7.0 ได้ตลอดการทดลองสามารถ 
ผลิตกรดมะนาวได้ 45.96 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ระยะเวลาการหมัก 72 ช่ัวโมง คิดเป็นผลผลิต 
ร้อยละ 60.41 เม่ือเทียบกับปริมาณดวามเข้มข้นน้ําตาลกลโคสท่ีใชไป



ตารางท ี่ 3 -25  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น ก รด -ด ่าง , ฟ ้าห น ัก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ นาตาลท ี่เหล ือ  ใน ช ่วงระยะเวลาต ่างๆ  ของการ'หมกเช ื้อ

B. sub til is  A T C C  2 1 61 0  เม ื่อ เล ี้ย งใน อาห ารส ูต รท ี่ได ้ร ับ การป ร ับ ปร ุงให ้เหมาะสม  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  อ งศาเซล เซ ียส  ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ังม ัน สำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก าร

ย ่อยแล ้ว เป ็น แห ล ่งคาร ์บ อน ในระด ับ ขวด เขย ่า

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

'นาหนัก 
เชลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
เพนทะโบรโมแอซีโทน 

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วยวิธี 
HPLC

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

ผลผลิตกรดมะนาว 
(ร้อยละ)

0 7.3 1.18 0.73 - 89.90 0
12 7.1 2.85 1.30 6.38 58.84 1.83
24 7.1 3.61 12.60 11.00 45.21 26.56
36 7.0 4.12 32.93 31.28 20.44 46.35
48 7.0 4.18 42.18 40.20 18.83 58.32
60 7.0 4.20 43.39 43.44 17.67 59.06
72 7.0 4.26 45.96 47.67 15.03 60.41

มะนาวในทกช่วงเวลา

00๐
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—± — กรดมะนาว กลูโคสท่ีเหลือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง —B— น้าหนักเซลล์แห้ง

รุปท่ี 3-25 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง. น้าหนักเชลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว, น้าตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต่าง  ๆ
ของการหมักเช๋ึอ ร. sub tilis ATCC 21610 เม่ือเล๋ียงในอาหารสูตรท่ีได้รับการปรับปรุงให้เหมาะสม ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในระ.ดับขวดเขย่า

C0
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3.6 การผลิตกรดมะนาว โดยเช้ือ B .subtilis ATCC 21610 ในอาหารท่ีมีแป้งมัน
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์เป็นแหล่งคาร์บอน ในระดับถังหมักขนาด 
5 ลิตร

เล้ียงเช้ือ B .  s u b t i l i s  ATCC  21610 ในอาหารสำหรับการเตรียมหัวเช้ือ (ภาค 
ผนวก ก 1.7) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 300 รอบต่อนาที ใช้หัวเช้ือท่ีอายุ 8 
ช่ัวโมง เล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรดมะนาว BM ท่ีปรับปรุงแล้ว (ภาคผนวก ก 
2.11) เล้ียงเช้ือท่ี 37 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก 4 ช่ัวโมง 
ผลการทดลองแสดงตังตารางท่ี 3-26 และรูปท่ี 3-26 จากผลการทดลองพบว่าเช้ือ ร. s u b t i l i s  

ATC C  21610 มิการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วหลังช่ัวโมงท่ี 4 และเร่ิมเช้าสู่ระยะการเจริญคงท่ี 
หลังช่ัวโมงท่ี 8 หลังจากน้ัน น้ัาหนักเซลล์แห้งจะเพ่ิมช้ืนอย่างช้า  ๆจนได้น้ัาหนักเซลล์แห้งสูงสุด 
เท่ากับ 5.59 กรัมต่อลิตร สำหรับการผลิตกรดมะนาวจะเพ่ิมช้ืนอย่างรวดเร็วหลังจาก 16 ช่ัวโมง 
และสูงช้ืนเร่ือยๆ  จนได้ผลผลิตสูงสุดเท่ากับ 48.93 กรัมต่อลิตรท่ี 72 ช่ัวโมง คิดเป็นผลผลิตกรด 
มะนาวร้อยละ 56 เม่ือเทียบกับปริมาณความเข้มข้นน้ัาตาลกลูโคสท่ีใช้ไป การเพ่ิมช้ืนของกรด 
มะนาวสอดคล้องกับปริมาณน้ัาตาลท่ีใช้ พบว่าท่ีช่ัวโมงสุดท้ายของการหมักเหลือน้ัาตาลกลูโคส 
12.65 กรัมต่อลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.51 และจากรูปท่ี 3-28 พบว่าความสามารถท่ีเช้ือใช้ 
น้ัาตาลกลูโคสในการผลิตกรดมะนาวได้สูงสุดคือช่ัวโมงท่ี 44 ของการหมัก (Yp/s’) และเช้ือมี 
กิจกรรมในการสร้างกรดมะนาวได้สูงสุดท่ี 32 ช่ัวโมงของการหมัก (Yp/x’) สำหรับเวลาท่ีเช้ือ 
สามารถใช้น้ัาตาลกลูโคสในการสร้างเซลล์ใด้สูงสุดคือท่ี 8 ช่ัวโมงของการหมัก (Yx/s’)

จากการเปรียบเทียบผลผลิตกรดมะนาว พบว่าแม้จะมีการผลิตกรดมะนาวเร็วช้ืน 8 
ช่ัวโมง และมีปริมาณน้ัาหนักเซลล์แห้งสูงกว่า แต่ผลผลิตกรดมะนาวท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกับใน 
ระดับขวดเขย่า (72 ชั่วโมง) แสดงว่าภาวะท่ีใชในการหมักในกังหมักขนาด 5 ลิตร อาจยังไม่ 
เหมาะสม ตังน้ันในการขยายขนาดการผลิตเป็นกังหมักขนาด 5 ลิตรจะต้องมีการหาภาวะท่ี
เหมาะสมต่อไป



ต ารางy I 3 -26  เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , น าห น ัก เชลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ น าตาลท ี่เหล ือค ่า  Y p /s , Y x /s , Y p lx, Y p /s ’ , Y x /s ’ และ

Y p /x ' ใน ช ่วงระยะเวลาต ่างๆ  ของการห ม ัก เช ื้อ  B. su b til is  A T C C  2 1 61 0  เม ื่อ เช ื้ย งใน อาห ารส ูตรท ี่ได ้ร ับ การป ร ับ ป ร ุงให ้เห มาะสม  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  องศา

เซ ล เซ ียส  ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ังม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก ารย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น ใน ถ ังห ม ักข น าด  5 ล ิตร

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

น้ําหนักเชลล์ 
แห้ง

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วย 
วิธีเพนทะ 

โบรโมแอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาว 
ด้วยวิธี HPLC 
(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

Yp/s Yx/s Yp/x Yp/s’ Yx/s’ Yp/x’

0 6.90 1.16 0.69 - 97.65 0 0 0 0 0 0
4 6.93 1.24 1.06 - 72.62 0.01 0 0.29 0.01 0 4.62
8 6.90 3.54 1.16 - 64.76 0.01 0.07 0.13 0.01 0.29 0.04
12 6.90 4.00 2.13 8.34 58.63 0.04 0.07 0.36 0.15 0.07 2.10
16 6.93 4.18 8.18 - 51.92 0.16 0.07 1.79 0.90 0.02 33.6
20 6.93 4.40 13.20 - 47.87 0.25 0.07 2.84 1.23 0.05 22.8
24 6.90 4.68 25.30 27.56 35.33 0.39 0.06 5.25 0.96 0.02 43.2
28 6.85 4.78 30.95 - 30.78 0.42 0.05 6.33 1.24 0.02 56.5
32 6.84 4.87 37.62 - 25.29 0.51 0.05 7.58 1.21 0.02 74.1
36 6.83 5.11 39.93 40.20 21.94 0.52 0.05 7.67 0.68 0.07 9.62
40 6.85 5.21 42.48 - 20.34 0.54 0.05 8.02 1.59 0.06 25.5
44 6.85 5.30 43.60 - 19.74 0.55 0.05 8.09 1.86 0.15 12.4

CO63



ตารางท ี่ 3 -2 6 (ต ู่อ ) เป ร ียบ เท ียบ ค ่าค วาม เป ็น กรด -ด ่าง , น าห น ัก เซลล ์แห ้ง , ป ร ิม าณ กรดมะนาว และ น ํ้าตาลท ี่เหล ือค ่า Y p /s , Y x /s , Y pเ/x , Y p /s ’ , Y x /s ’ และ

Y p lx ' ใน ช ่วงระยะเวลาต ่างๆ  ของการห ม ัก เช ื้อ  B .sub tilis  A T C C  2 1 61 0  เม ื่อ เล ี้ย งใน อาห ารส ูตรท ี่ได ้ร ับ การป ร ับ ปร ุงให ้เหมาะสม  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 37  องศา

เซ ล เซ ียส  ใน อ าห ารท ี่ม ีแป ้งม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก ารย ่อ ยแล ้ว เป ็น แห ล ่งค าร ์บ อ น ใน ถ ังห ม ักข น าด  5 ล ิตร

เวลา
(ช่ัวโมง)

ค่าความเป็น 
กรด-ด่าง

น่ืาหนักเซลล์ 
แห้ง

(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาว 
ด้วยวิธีเพนทะ 
โบรโมแอซีโทน 
(กรัมต่อลิตร)

กรดมะนาวด้วย 
วิธี HPLC 

(กรัมต่อลิตร)

กลูโคสท่ีเหลือ 
(กรัมต่อลิตร)

Yp/s Yx/s Yp /X Yp/s’ Yx/s’ Yp/x’

48 6.77 5.35 44.67 43.44 18.65 0.56 0.05 8.22 0.98 0.04 21.4
52 6.81 5.40 45.08 - 17.69 0.56 0.05 8.22 0.42 0.05 8.20
56 6.54 5.45 45.85 - 16.52 0.56 0.05 8.28 0.65 0.04 15.4
60 6.51 5.51 46.37 47.67 15.34 0.55 0.05 8.29 0.44 0.05 8.66
64 6.51 5.55 46.72 - 14.74 0.55 0.05 8.29 0.58 0.06 8.75
68 6.51 5.57 47.84 - 13.66 0.56 0.05 8.46 1.03 0.02 56.0
72 6.51 5.59 48.93 49.94 12.65 0.56 0.05 8.62 1.07 0.02 54.2

ปริมาตรน้ําหมักท่ีเหลือในถังหมักประมาณ 2,810 มิลลิลิตร 
คิดเป็นกรดมะนาวประมาณ 137.4 กรัม

หมายเหตุ หมายถึงไม่มีผล เน่ืองจากผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกรดมะนาวโดยวิธี HPLC เป็นการตรวจ1ซา จึงไม่ได้ทำการวิเคราะห้ปริมาณ
กรดมะนาวในทุกช่วงเวลา

๐ว
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■ กรดมะนาว •กลูโคสท่ีเหสีอ •นาหนักเซลล์แห้ง ค่าความเป็นกรด-ด่าง

รุปท่ี 3-26 เปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่าง, นัาหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณกรดมะนาว, นัาตาลท่ีเหลือ ในช่วงระยะเวลาต่างๆ
ของการหมักเช้ือ ร. subtilis ATCC 21610 เม่ือเล้ียงในอาหารสูตร BM ท่ีได้รับการปรับปรุงแล้ว ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

ในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร COtn
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รูปท่ี 3-27 ค่า Yp/s, Yx/s และค่า Yp/x ในระยะเวลาต่าง  ๆของการหมัก เม่ือเลยงเชือ ร. su b tilis ATCC 21610 
ในอาหารสำหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร

00O)



รฺปท่ี 3-28 ด่า Yp/s', Yx/s' และด่า Yp/x' ในระยะเวลาต่าง  ๆของการหมัก เม่ือเล้ียงเช๋ึอ B. sub tilis ATCC 21610
ในอาหารสำหร้บผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร

CO
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