
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

งานวิจัยน้ีได้เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตกรดมะนาวจากแป้งมัน 
สำปะหลังท่ีผ่านการย่อยแล้วด้ายเอนไซม์ ของแบคทีเรีย 5 ชนิดท่ีมี'รายงาน'ว่ามีความสามารถ 
ในการผลิตกรดมะนาว ได้แก่ B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ATCC 21667 (Sardinas and Conn, 
1973), B a c i l l u s  s u b t i l i s  ATCC 21610(Oomori and Suzue, 1973), B r e v i b a c t e r i u m  f la v u m  

ATCC 21682, A c h r o m o b a c t e r  n u c l e o a c i d o v e s  ATCC 21683 และ C o r y n e b a c t e r i u m  

f a s c i a n s  ATCC 21684 (Suzuki e t  a l ,  1974) นำแบคทีเรียท้ัง 5 ชนิดมาเปรียบเทียบการเจริญ 
ในอาหาร BiVi ท่ีเพ่ิมปริมาณนำตาลในอาหารจากเดิม 1 กรัมต่อลิตรเป็น 5 กรัมต่อลิตร และสาร 
สก้ดจากยีสต์จากเดิม 1 กรัมต่อลิตรเป็น 4 กรัมต่อลิตร พบว่า B a c i l l u s  s u b t i l i s  ATCC 21610, 
B r e v i b a c t e r i u m  f l a v u m  ATCC 21682 และ B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ATCC 21667 เจริญได้ดี 
กว่า A c h r o m o b a c t e r  n u c l e o a c i d o v e s  ATCC 21683 และ C o r y n e b a c t e r i u m  f a s c i a n s  ATCC 
21684 เน่ืองจากนำตาลอาจเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีไม่เหมาะสมต่อการเจริญสำหรับแบคทีเรียท้ัง 
สองสายพันธุ เพราะรายงานการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียท้ังสองใช้แหล่งคาร์บอนเป็น
นอร์มอลพาราหิเน (Suzuki e t  a l ,  1974) เน่ืองจาก B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 และ 
B r e v i b a c t e r i u m  f l a v u m  ATCC 21682 มีการเจริญดีกว่า ร. l i c h e n i f o r m i s  ATCC 21667 ใน 
อาหารเตรียมหัวเช้ือ จึงนำมาคัดเลือกสายพันธุท่ีสามารถผลิตกรดมะนาวได้สูง ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส โดยมีนำตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า B a c i l l u s  s u b t i l i s  ATCC 21610 มี 
ประสิทธิภาพในการผลิตกรดมะนาวสูงกว่า B r e v i b a c t e r i u m  f la v u m  ATCC 21682 โดยสามารถ 
ผลิตกรดมะนาวได้ประมาณ 45 กรัมต่อลิตรท่ีระยะเวลาการหมัก 120 ช่ัวโมง

นำ ร. s u b t i l i s  ATCC 21610 มาศึกษาการผลิตกรดมะนาวในอาหาร BM ท่ีใช้ 
แหล่งคาร์บอนเป็นน้ีาตาลท่ีได้จากการย่อยแป้งมันสำปะหลังด้วยเอนไซม์ พบว่าเร่ิมมีการผลิต 
มากช้ืนท่ีช่ัวโมงท่ี 48 ของการหมัก และมีการผลิตมากช้ืนเร่ือยๆ  จนท่ีช่ัวโมงสุดท้ายของการ 
หมัก (120 ช่ัวโมง) สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 20.24 กรัมต่อลิตร จากผลผลิตกรดมะนาวจาก 
แป้งท่ีผ่านการย่อยแล้ว พบว่าให้ผลการผลิตต่ํากว่าการใช้น้ีาตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ให้ 
ผลตรงกับท่ี Shah และคณะ (1993) และประเสริฐ หาญเมืองใจ (2537) ศึกษาถึงการใช้แป้งท่ี 
ผ่านการย่อยแล้วในการผลิตกรดมะนาวโดย Y e r r o w ia  l i p o l y t i c a  และ C a n d i d a  o l e o p h i l a  C-73
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ตามลำดับ พบว่าให้ผลการผลิตตํ่ากว่าการใช้นํ้าตาลกลูโคส ซึ่งอาจเนื่องมาจากสารเจือปนอื่นๆ 
ในแป้งที่ผ ่านการย่อยแล้ว มีผลทำให้เชื้อผลิตกรดมะนาวลดลง ในการหาภาวะที่เหมาะสม
ในการผลิตกรดมะนาว เริ่มจากการศึกษาผลของสารสกัดจากยีสต์ที่มีต่อการผลิตกรดมะนาว
เนื่องจาก Mckay และคณะ (1994) และ Sokolov และคณะ (1996) รายงานว่าการผลิตกรด 
มะนาวจะเริ่มผลิตหลังจากแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อถูกใช้หมดแล้ว และจากรายงาน
ของ Suzuki และคณะ (1974) ใช้สารสกัดจากยีสต์ 1 กรัมต่อลิตรในการผลิตกรดมะนาวโดย 
แบคทีเรีย แต่อาหาร BM ที่ใช้นั้นมีสารสกัดจากยีสต์อยู่ถึง 4 กรัมต่อลิตรอาจมากเกินไปที่จะใช้ 
ในการเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อผลิตกรดมะนาว จากการทดลองพบว่า B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 
สามารถผลิตกรดมะนาว1ในอาหารที่มีสารสกัดจากยีสต์ 4 กรัมต่อลิตร ที่ 72 ชื้วโมง สามารถ 
ผลิตได้เพียง 12.97 กรัมต่อลิตรเท่านั้น แต่เมื่อไม่เติมสารสกัดจากยีสต์สามารถผลผลิตได้สูงถึง
25.30 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีแหล่งไนโตรเจนอีกชนิดหนึ่งคือ
แอมโมเนียมซัลเฟต ซ ึ่งเป ้นอนินทรีย ัในโตรเจน พบว่าต้องใช้ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเพิ่ม 
ช ื้นจากเติมที่ใช ้ 1.30 กรัมต่อลิตรเป็น 2 กรัมต่อลิตรจึงจะให้ผลการผลิตกรดมะนาวสูงที่สุด เท่า 
กับ 28.51 กรัมต่อลิตรที่ 72 ชั่วโมง แสดงว่า ร. s u b t i l i s  ATCC 21610 สามารถใช้อนินทรีย์ 
ไนโตรเจนได้ด ีกว่าอ ินทรีย ัในโตรเจน และสารเสริมต่าง  ๆ ในสารสกัดจากยีสต์อาจไม่จำเป็นต่อ 
การผลิตกรดมะนาวของแบคทีเรียดังกล่าว สำหรับผลของอุณหภูมิต่อการผลิตกรดมะนาว
เนื่องจากมีรายงานการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรียว่าสามารถผลิตกรดมะนาวได้ท ี่อ ุณหภูม ิ 
28 , 30 และ 37 องศาเซลเซียส (Sardinas and Conn. 1973; Suzuki e t  a l ,  1974) ในการ 
ทดลองจึงแปรผันอุณหภูมิเป็น 5 ระดับคือ 28, 30, 33, 37 และ 40 องศาเซลเซียส พบว่า เม่ือ 
อุณหภูมิเพิ่มขึ้นจาก 28 เป็น 37 องศาเซลเซียส ความสามารถในการผลิตกรดมะนาวของ 
ร. s u b t i l i s  ATCC 21610 เพิ่มขึ้น แต่เมื่ออุณหภูมิเป็น 40 องศาเซลเซียส ความสามารถในการ 
ผลิตกรดมะนาวลดลง ซึ่งตรงกันข้ามกับการผลิตกรดมะนาวในยีสต์ ดังที่สมเกียรติ พรพีส ุทธิ 
มาศ (2539) รายงานว่ายีสต์ C a n d i d a  o l e o p h i l a  NNU-48 ให้ผลผลิตที่อุณหภูมิ 33 องศา 
เซลเซียสตํ่ากว่าที่อ ุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เนื่องจากอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเหมาะ 
สมต่อการเจริญของแบคทีเรียมากกว่ายีสต์จึงท่าให้สามารถผลิตกรดมะนาวได้ดีกว่า ดังนั้นจึงใช้ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในการหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับปัจจัยอื่นๆ ต่อไป การผลิต
กรดมะนาวจากการทดลองที่ผ ่านมาใช้ความเข้มข้นนี้าตาลเริ่มด้น 100 กรัมต่อลิตรท่าให้มี
นั้าตาลเหลือหลังการหมักอยู่มาก (20 กรัมต่อลิตร) จึงลดระดับความเข้มข้นนั้าตาลเป็น 75 กรัม 
ต่อลิตร พบว่าผลการผลิตกรดมะนาวที่ได้น้อยกว่าที่ความเข้มข้นของนํ้าตาลกลูโคส 100 กรัม 
ต่อลิตรมาก จึงยังใช้ความเข้มข้นนั้าตาลเริ่มด้นเป็น 100 กรัมต่อลิตรต่อไป เนื่องจาก
แมกนีเซ ียมเป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไชมิในวัฏจักรเครบส์ ได้แก่ ไอโชซ ิเทรตด ีไฮโดรจ ึเนส
และ 2-ออกโชกลูตาเรทดีไฮโดรจึเนสคอมเพล็กซ์ ในการทดลองพบว่าเมื่อมีปริมาณแมกนีเซียม
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ซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตเพ ิ่มขึ้น (0 - 0.25 กรัมต่อลิตร) ปริมาณกรดมะนาวเพิ่มขึ้น แต่เมื่อปริมาณ 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตมีมากกว่า 0.25 กรัมต่อลิตร (ระดับที่ใช้อยู่เดิม) การผลิตกรด 
มะนาวจะลดลง สำหรับผลของโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตนั้น เนื่องจากฟอสฟอรัส
เป ็น ป ัจจ ัยท ี่จำ เป ็น ต ่อการเจร ิญ และการผ ล ิต กรดม ะนาวแล ะแห ล ่งฟ อสฟ อร ัส ท ี่น ิยม ค ือ  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ในการทดลองพบว่าปริมาณโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตที่เหมาะสมคือ 0.3 กรัมต่อลิตร โดยจะให้ผลผลิตกรดมะนาวเป็น 45.35 กรัมต่อลิตร ท่ี 
ระยะเวลาการหมัก 72 ชั่วโมง ซึ่งจากผลการทดลองจะเห้นได้ว ่าโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน 
ฟอสเฟตมีผลต่อการผลิตกรดมะนาวของ B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 มาก และที่ปริมาณ 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมากกว่า 0.3 กรัมต่อลิตร จะให้กรดมะนาวลดลง ซึ่งอาจ 
เนื่องมาจากฟอสเฟตที่มากเกินมีผลส่งเสริมการเจริญแต่จะลดการผลิตกรดมะนาว (Miall, 1978) 
ผลของเฟร์ริกคลอไรด์ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งในสูตรอาหาร แม้ว่าจะมีรายงานว่าในการผลิต
กรดมะนาวโดยยีสต์'นั้น เหล็กจะทำให้กรดไอโซซิทริกเพิ่มมากขึ้นและกรดมะนาวลดลง
(Furukawa, 1977) แต่ Takayama และคณะ (1975) รายงานว่าสายพันธ์กลายของยีสต์ 
C a n d i d a  z e y l a n o i d e s  เจริญได้ดีในอาหารที่มีเหล็กซัลเฟตปริมาณ 0.2-1.0 มีลลิกรัมต่อลิตร 
จากการทดลองพบว่าที่ปริมาณ 0.02 กรัมต่อลิตรซึ่งเป็นปริมาณที่ใช้อยู่เดิมให้ผลการผลิตดีที่ส ุด 
และในอาหารที่ไม่มีเฟร์ริกคลอไรต์อยู่เลยก็ให้ผลการผลิตน้อยกว่า และจากการวิเคราะห์ผลการ 
ทดลองด้วยวิธ ีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ล ิควิดโครมาโทกราฟพบว่าเหล็กไม ่ม ีผลทำให้ม ีการสะสมของ 
กรดไอโชซ ีทร ิก อาจเนื่องมาจากการที่ B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 สามารถเปลี่ยนไอโชซีทริก 
เป็นกรดมะนาวได้ เพราะ Oomori และคณะ(1973) รายงานว่าสามารถผลิตกรดมะนาวได้ถึง
58.6 กรัมต่อลิตรเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียด้งกล่าวในอาหารที่มี 0.3% กลูโคสและ 6% ไอโซซ ิทร ีก 
สำหรับปริมาณสารควบคุมความเป็นกรด-ต่าง ซึ่งที่ใช้ในการทดลองคือ แคลเซียมคาร์บอเนตนั้น 
พบว่าปริมาณที่ใช้อยู่คือ 50 กรัมต่อลิตรให้ผลการผลิตกรดมะนาวดีที่สุด และสามารถควบคุมค่า 
ความเป็นกรด-ต่างไว้ที่ 7.0 ได้ตลอดการทดลอง (ที่ 72 ช ั่วโมง) จะเห็นได้ว่าปริมาณองค์ 
ประกอบในอาหารทุกองค์ประกอบมีความสำคัญต่อการผลิตกรดมะนาวทั้งสิ้น หลังจากที่ได ้
ภาวะที่เหมาะสมแล้วนำมาทดลองเปรียบเทียบผลการผลิตกรดมะนาวอีกครั้งกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สูตรเดิมที่ย ังไม่ได้ปรับปรุง พบว่าให้ผลการผลิตกรดมะนาวต่างกันมาก ประมาณ 33 กรัมต่อ 
ลิตร ที่ระยะเวลาการหมักเท่ากันที่ 72 ชั่วโมง ซึ่งเมื่อคิดเป็นร้อยละของการผลิตกรดมะนาว 
เมื่อเทียบกับปริมาณนั้าตาลที่ใช้ไป สามารถผลิตได้ประมาณร้อยละ 60 จากการศึกษาการผลิต 
กรดมะนาวเมื่อได้ภาวะที่เหมาะสมแล้วในระดับขวดเขย่าพบว่า เริ่มมีการผลิตกรดมะนาวมาก 
ขึ้นท ี่ช ั่วโมงที่ 24 ของการหมัก ซึ่งเร็วกว่าภาวะที่เด ิมที่ย ังไม่ได้ทำการปรับปรุงให้เหมาะสมถึง 
24 ชั่วโมง โดยสามารถผลิตกรดมะนาวได้มากกว่า ความสามารถในการใช้นั้าตาลดีขึ้น แม้จะมี 
ปริมาณนั้าหนักเซลล์แห้งน้อยกว่า และยังสามารถควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างไว้ที่ 7.0 ได ้
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ตลอดการทดลองอีกด้วย และเม่ือนำภาวะด้งกล่าวมาทดลองผลิตกรดมะนาวในระดับถังหมัก
ขนาด 5 ลิตรพบว่าการผลิตกรดมะนาวจะเร็วข้ึนโดยเร่ิมมีการสะสมมากข้ึนท่ีช่ัวโมงท่ี 16 ของ 
การหมัก และท่ีช่ัวโมงสุดท้ายของการหมัก (72 ช่ัวโมง) สามารถผลิตกรดะนาวได้ 48.93 กรัม 
ต่อลิตร ในการผลิตกรดมะนาวจาก B. s u b t i l i s  ATCC 21610 ไม่มีปัญหาจากเก่ียวกับการ
หนืดของน้ําหมักท่ีได้จากการทดลองด้วย ซ่ึงเป็นปัญหามากในการผลิตกรดมะนาวโดยยีสด้

จากรายงานการผลิตกรดมะนาวโดย ร. s u b t i l i s  ATCC 21610 (Oomori and 
Conn, 1973) สามารถผลิตกรดมะนาวได้ 58.6 กรัมต่อลิตรจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี 0.3% 
กลูโคสและ 6% ไอโชซ ิทร ิก  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่เวลา 39 ชั่วโมง ซึ่งสามารถผลิตได้ 
มากกว่าที่งานวิจัยนี้ผลิตได้และใช้ระยะเวลาในการหมักน้อยกว่าด้วย เนื่องมาจากในการทดลอง 
ของ Oomori และคณะ เป็นการเปลี่ยนไอโซซิทริกมาเปลี่ยนเป็นกรดมะนาวโดยใช้แบคทีเรีย 
ด้งกล่าว ไม่ได้เป็นการผลิตกรดมะนาวจากนี้าตาลโดยตรง สำหรับงานวิจัยนี้เป็นการผลิตกรด 
มะนาวจากนี้าตาลที่ได้จากแป้งที่ผ ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์และใช้อาหารที่มีราคาถูก คือ
อาหาร BM เมื่อเริ่มด้นศึกษาการผลิตกรดมะนาวจากอาหารและมีแหล่งคาร์บอนด้งกล่าว ที่ 72 
ชั่วโมงของการหมัก สามารถผลิตกรดมะนาวได้เพียง 13 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อใช้ภาวะที่เหมาะสม 
ที่ได้จากงานวิจัยนี้สามารถผลิตได้เพิ่มขึ้นเป็น 46 กรัมต่อลิตร ซึ่งมากกว่าเดิมถึง 3.5 เท่า โดยที่ 
ภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากงานวิจัยสรุปได้ว่าในอาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย นำตาลที่ได้จากแป้ง 
มันสำปะหลังที่ผ ่านการย่อยแล้วด้วยเอนไซม์ 100 กรัม แอมโมเนียมชัลเฟต 2 กรัม, 
แมกนีเซ ียมชัลเฟตเฮปตาไฮเดรต 0.25 กรัม, โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.30 กรัม, 
เฟร์ร ิกคลอไรด์ 0.02 กรัม, แคลเซียมคลอ'ไรดได'ใฮเดรต 0.07 กรัม และแคลเซียมคาร์บอเนต 
50 กรัม เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

จากข้อมูลผลการทดลองท้ังหมด แม้ว่าในการผลิตกรดมะนาวของแบคทีเรียน้ัน 
จะใช้เวลาในการเตรียมห้วเช้ือและระยะเวลาในการหมักน้อยกว่ายีสต์ และอุณหภูมิท่ีใช้เล้ียงแม้ 
จะสูงกว่า คือสามารถเล้ียงเพ่ือใชในการผลิตได้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงในยีสต์น้ัน 
อุณหภูมิท่ีสูงยังเป็นปัญหา เพราะท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสมีผลทำให้การผลิตกรดมะนาว 
ของยีสต์ C a n d i d a  o l e o p h i l a  ต่ําลงมาก (สมเกียรติ พรพิสุทธิมาศ, 2539) แต่เม่ือนำผลผลิตท่ีได้ 
เทียบกับยีสต์แล้วถือว่ายังให้ผลผลิตน้อยกว่า และปริมาณน้ัาตาลท่ีใช้ถ้ามีความเข้มข้นมาก
จะส่งผลให้การผลิตกรดมะนาวลดลงอีกด้วย แต่ยีสต์สามารถใช้ปริมาณน้ีาตาลความเข้มข้นสูง 
ถึง 220 กรัมต่อลิตรได้ จากข้อสรุปด้งท่ีกล่าวมาแล้วทำให้ B. s u b t i l i s  ATCC 21610 ไม่น้าท่ีจะ 
เหมาะสมท่ีจะนำไปใชในการผลิตกรดมะนาวในระดับอุตสาหกรรม เน่ืองจากอาจจะไม่เป็น
ประโยชน์ในด้านการลดด้นทุนการผลิตเม่ือเปรียบเทียบกับยีสต์ ตามท่ีได้คาดหวังเอาไว้ เน่ือง 
จากแม้ว่าจะสามารถลดด้นทุนในด้านการควบคุมอุณหภูมิกังหมักได้ แต่ผลผลิตกรดมะนาวยังมี 
ปริมาณน้อยกว่าคือได้ประมาณ 39 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตท่ีได้จากยีสต์ (เซาวรีย์
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เรืองวิไลทรัพย์, 2539) สำหรับแนวทางการพัฒนาการผลิตกรดมะนาวโดยแบคทีเรีย หาก
ต้องการให้ B .  s u b t i l i s  ATCC 21610 มีความสามารถในการผลิตกรดมะนาวมากขึ้น อาจต้องทำ 
การปรับปรุงพ ันธุ และปรับปรุงกระบวนการสำหรับการหมักต่อไป
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