
บทท 1

บทนำ

1 คุณสมบฅฃองกรดมะนาว

ก รด ม ะน าว เป ็น ก รด อ ิน ท ร ีย ์ช น ิด ห น ึ่ง  พ บ ใน ธ รร ม ช าต ิแ ล ะ ใน ส ิ่งม ีช ีว ิต  ช ื่อท างเคม  ี

ข อ งก รด ม ะน าวม ี 2 ช ื่อค ือ  กรด 2 ไ ฮ ด ร อ ก ซ ี- ! ,2 ,ร -โพ ร เพ น ไต รค าร ์บ อ ก ช ิล ิก  (2 -h y d ro x y -  

1,2,3 -p ropane  tr ic a rb o x y l ic  a c id ) ห ร ือ  ก รด บ ต าไฮ ด รอ ก ช ไต รค ารบ อ ก ช ล ก  (p -h y d ro x y  

t r ic a rb o x y l ic  a c id ) ก รด ม ะน าว เป ็น ส ารต ัวก ล าง  (k e y  in te rm ed ia te ) ท ี่ส ำค ัญ ใน ว ัฎ จ ัก ร เค รป  

(K re b 's  c y c le  ห ร ือ  t r ic a rb o x y l ic  a c id  c y c le ) ข อ งระบ บ ส ิ่งม ีช ีว ิต ท ั้งห ล าย  โค ร งส ร ้า งข อ งก ร ด  

ม ะน าว  แ ส ด งต ัง ใน ร ูป ท ี่ 1

C H , -----------  C O O H

H O  -----------------C ---------------  C O O H

C H 2 -----------C O O H

ร ูป ท ี่ 1 โค ร งส ร ้า งท าง เค ม ีข อ งก รด ม ะน าว  (C a s id a , 1964)
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ก ารผล ิต กรด ม ะน าวใน เช ิงพ าณ ิชย ์ม ี 2 ร ูป แบ บ ค ือ  ในร ูปท ี่ป ราศจากนำ (anhyd rous , 

C 6H 80 7)  ซ ึ่งจ ะม ีอ ุค ห ล อ ม เห ล วท ี่ 153 องศาเซลเซ ียส  แ ล ะใน ร ูป ท ี่ม ีน ํ้า อ ย ู่ 1 โม เล ก ุล  

(m onohyd ra te , C 6H 80 7.H 20 )  ซ ึ่งม ีอ ุด ห ลอ ม เห ล วท ี่ 100 อ งศาเซล เซ ียส  (ด ว งพ ร , 2537 ) 

ก ร ด ม ะ น า ว ส า ม า ร ถ ล ะ ล า ย ไ ด ้ด ีใ น น ิ้า แ ล ะ อ ัล ก อ ฮ อ ล ์แ ต ่ล ะ ล า ย ไ ด ้ไ ม ่ด ีใ น อ ีเ ธ อ ร  ์

(D oug la s , 1974) ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารล ะล าย น าข อ งก รด ม ะน าวจ ะแ ป รผ ัน โด ย ต รงก ับ

อ ุณ ห ภ ูม ิ ด ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ 1

ตใรใงที่ 1 ความสามารถในการถะอายนํ้าฃองกรดมะนาว (Kirk, 1964)

อ ุณ หภ ูม  ิ

(อ งศาเซล เซ ียส )

ปร ิม าณ ร ้อยละของ  

กรด มะน าว

ร ูป ข อ งก รด ม ะน าว

10 54 .0 C 6H 80 7. h 20

20 59 .2 c 6h 80 7. h 20

30 64.3 < w > r  H , 0

40 68 .6 C 6H 8๐ 7

50 70 .9 C 6H 80 7

60 73 .5 C fiH 8๐ 7

70 76 .2 C 6H 8๐ 7

80 78 .8 C 6H 8๐ 7

90 81 .4 C 6H 8๐ 7

100 84 .0 ๐ 6H 8๐ 7



2 ประโยชน์ของกรดมะนาว

องค ์การอนาม ัยโลกและองค ์การอาหารและยา ให ้การยอมร ับว ่ากรดมะนาวเป ็นสารท ี่

สามารถใช ้เต ิมลงในอาหารไค ้โดยไม ่เป ็นอ ันตราย เพราะเป ็นกรดท ี่ม ีรสชาต ิด ี ย ่อยสลายไค ้ง ่ายใน  

ธรรมชาต ิ และสามารถละลายนาไค ้ด ี (K ub icek และ Rohr, 1984; R oh r และคณ ะ, 1983) มีการนำ 

กรดมะนาวไปใช ้ในอ ุตสาหกรรมชน ิดต ่างๆ  โดยเฉพาะอย ่างย ิ่งอ ุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด ื่ม

(food  and beverage industries) ซ ึ่งพบว ่าม ีการนำกรดมะนาวไปใช ้ส ูงถ ึงร ้อยละ 70 นอกจากน ี้ย ัง

นำไปใช ้ในอ ุตสาหกรรมการผล ิตยาประมาณ ร ้อยละ 12 และนำไปใช ้ในอ ุตสาหกรรมชน ิดอ ื่นๆ อ ีก  

ประมาณร ้อยละ 18 (วราว ุฒ ิ และร ุ่งนภา, 2532)

ร าย ล ะ เอ ีย ด ข อ งก ารน ำก รด ม ะน าวไป ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รรม ต ่า งๆ ม ีด ังต ่อ ไป น ี้

2.1 อุตสาหกรรมอาหารและ เครื่องดื่ม

ม ีก ารน ำก รด ม ะน าว ไป ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รรม อ าห ารแ ล ะ เค ร ื่อ งด ื่ม ส ูงม าก  เพราะ  

ก รด ม ะน าวม ีค วาม ส าม ารถ ใน ก ารล ะล ายน ี้าส ูง  ความ เป ็นพ ิษ ต ํ่า  แ ล ะ เป ็น ก รด ท ี่ม ีรส ช าต ิด  ี

น อ ก จาก น ี้ย ังส าม ารถย ่อ ยส ลาย ได ้ง ่าย ใน ธรรม ชาต ิ (K u b ic e k  และ R oh r, 1984) โด ย จ ะ ใช  ้

ก รด ม ะน าว เป ็น ต ัวป ร ับ ก รด  (a c id u la n t) ใน อ าห ารก ระป ้อ งห ร ือ น ี้าอ ัด ล ม  (M e n lo , 1981) 
เป ็น ต ัวช ่วย เพ ิ่ม ก ล ิ่น รส  ลดความฝาด ค วบ ค ุม ค วาม เป ็น ก รด แ ล ะป ้อ งก ัน ก ารข ุ่น ข อ งเค ร ื่อ งด ื่ม  

ท ี่ท ำจ าก น ี้าผ ล ไม ้ (R o h r และ K u b ice k , 1980) แ ล ะย ัง ใช ้เป ็น ต ัวป ร ับ ให ้ม ีรส ช าต ิด ีโด ย ก าร  

ผ ส ม ใน ซ อ ส ป ร ุง ร ส  ไซ ร ับ  ล ูกอม ล ูกกวาด แ ล ะม ีค ุณ ส ม บ ัต ิใน ก ารช ่วย เก ็บ ร ัก ษ าอ าห าร  

ใช ้เป ็น สารก ัน บ ูด แล ะช ่วยย ืด อ าย ุผล ิต ภ ัณ ฑ ์พ วก เน ย แข ็งแล ะ เน ย เห ล ว  น อ ก จาก น ี้ย ังพ บ ว ่า

ก ร ด ม ะ น า ว ย ัง ช ่ว ย ใ น ก า ร ป ้อ ง ก ัน ก า ร เป ล ี่ย น ส ีข อ ง เน ื้อ ส ัต ว ์จ ำ พ ว ก ป ล า แ ล ะ ก ุ้ง ท ี่ม ีไ ข ม ัน  

โด ย ก ารน ำไป จ ุ่ม ล งใน ส ารล ะล าย ผ ส ม ระห ว ่า งก รด ม ะน าวก ับ ก รด แ อ ส ค อ น ิก  ใช ้เป ็น ส ารป ้อ ง  

ก ัน ก าร เห ม ็น ห ืน ใน อ าห ารท ี่ม ีไข ม ัน  ต ัวอ ย ่างข อ งอ าห ารแ ล ะ เค ร ื่อ งด ื่ม ท ี่ใช ้ก รด ม ะน าว  ได ้แก  ่

น ี้าอ ัด ล ม  เยลล ี่ แยม น ี้า เช ื่อม  ไอ ศ กร ีม  ไวน ์ชน ิด ต ่างๆ  อ าห ารแช ่แ ข ็ง  ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์น ม  และ  

น ี้าต าล อ ิน เวอร ์ต  เป ็นด ้น



2.2 อุตสาหกรรมทางเภสชกรรม

ใน ก ารผ ล ิต ย าบ างช น ิด จ ะ ใช ้ก รด ม ะน าว เป ็น ส ่วน ผ ส ม เพ ื่อ ค ว บ ค ุม ค ว าม เป ็น  

กรด ห ร ือ เพ ื่อ ใช ้เป ็น ต ัวท ำล ะล าย  ช ่วย ให ้ย าม ีก ารแต กต ัว ได ้ด ีข ึ้น  น อ ก จาก น ี ย ัง ใช ้ผ ส ม ใน ย า  

เพ ื่อ ให ้เก ิด ฟ อ งฟ ูใน น าด ื่ม โด ย ใช ้ร ่วม ก ับ ค าร ์บ อ เน ต แ ล ะใช ้ป ้อ งก ัน ก ารจ ับ ต ัว เป ็น ก ้อ น ข อ งย า  

โด ย ใช ้เป ็น ส ่วน ผ ส ม ใน ร ูป ข อ งเก ล ือ ห ร ือ เอ ส เท อ ร ์ข อ งก รด ม ะน าว

2 3  อุตสาหกรรมเครื่องสำอาง

ใน อ ุต ส าห ก รรม ก ารผล ิต เค ร ื่อ งส ำอ าง  ก รด ม ะน าวจ ะถ ูก ใช ้เพ ื่อ ป ้อ งก ัน

ก ารอ อ ก ช ิได ซ ์ ป ร ับ ค วาม เป ็น ก รด ด ่าง  เป ็น บ ัฟ เฟ อร ์ (b u f fe r )  ใน เค ร ื่อ งส ำอ าง  เช ่น  ใช ้เป ็น  

ส ่วน ผ ส ม ข อ งน าย า เซ ท ผ ม  ค ร ีม น วด ผ ม  แ ล ะ โล ช ั่น ท าผ ิว  โด ย ก รด ม ะน าวจ ะท ำให ้เก ิด ค วาม  

แ วววาว  แ ล ะท ำให ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ม ีค วาม อ ่อ น น ุ่ม ม าก ย ิ่งข ึ้น

2.4 อุตสาหกรรมอื่นๆ

น อ ก จาก อ ุต ส าห ก รรม ส ำค ัญ ท ั้งห ม ด ท ี่ก ล ่า วม าแ ล ้วช ้า งด ้น  ก รด ม ะน าวย ังถ ูก  

น ำไป ใช ้ใน อ ุต ส าห ก รร ม อ ื่น ๆ อ ีก  เช ่น  ใน อ ุต ส าห ก รรม ก ารผ ล ิต ผ งช ัก ฟ อ ก จ ะ ใช ้

โซ เด ีย ม ช ิเต รท แ ท น ก ารใช ้ฟ อ ส เฟ ต  (M e n lo , 1981) ใช ้ก รด ม ะน าว เป ็น บ ัฟ เฟ อ ร ์ใน

อ ุต ส าห ก รรม ก ารถ ่ายภ าพ  ใช ้ผ ส ม ท ำค วาม ส ะอ าด ห ม ้อ ต ้ม น า  (b o ile r )  ท ำค วาม ส ะอ าด

โล ห ะ  ล ้า งส น ิม  ห ม ึก พ ิม พ ์ นา 'หม ึก  ส ี แ ล ะพ บ ว ่าม ิก ารน ำก รด ม ะน าว ไป ใช ้ใน ก ารบ ำบ ัด  

นาเส ียด ้วย
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3 ช ีว เค ม ีฃ อ งก ารผ อ ิฅ ก รด ม ะน าว

ก รด ม ะน าวจ ัด เป ็น ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ป ฐม ภ ูม ิข อ งฌ ต าบ อ ล ิส ม  (p r im a ry  m e ta b o lic  p ro d u c t)  

ซ ึ่ง ใน ภ าวะป ก ต ิจ ุล ิน ท ร ีย ์จ ะผ ล ิต ก รด ช น ิด น ี้อ อ ก ม าน อ ก เช ล ล ์ใน ป ร ิม าณ ต ํ่า  ก รด ม ะน าว เป ็น  

สารต ัวกล าง ( in te rm e d ia te ) ใน ว ัฎ จ ัก ร เค รป  ใน รา  Aspergillus niger ก ารส ัง เค ราะห  

ก รด ม ะน าว  เร ิ่ม ต ้น จ าก ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งน ี้าต าล ก ล ูโค ส ใน ว ิถ ีไก ล โค ไล ช ีส  (g ly c o ly t ic

p a thw ay , E M P ) แ ล ะ ใน ว ิถ ีเพ ็น โต ส ฟ อ ส เฟ ต  (pen tose phosphate pa thw ay , PPP ) โด ย พ บ ว ่า  

น ี้าต าล ก ล ูโค ส ป ระม าณ ร ้อ ย ล ะ  80 จะถ ูกสลาย โดยผ ่าน ว ิถ ี E M P  ส ่วน น ี้า ต าล ก ล ูโค ส ท ี่เห ล ือ  

ป ระม าณ ร ้อยละ 20 จ ะถ ูก สล าย โด ยผ ่าน ว ิถ ี PPP เพ ื่อ ให 'ไต ้เป ็น ไพ ณ ูวต  (p y ru v a te )  

ต ังแ ส ด งใน ร ูป ท ี่ 2  ไพ ล ูเวต  จะเก ิดด ีคาร ์บอกช ิเลช ั่น  (d e c a rb o x y la t io n ) ไต ้เป ็น

อะซ ิต ิล  โค  เอ (a c e ty l-C o  A )  แล ้ว เข ้าส ่ว ัฎ จ ักรเครป  โดย อ ะช ิต ิล  โค  เอ จ ะรวม ก ับ  

อ อ ก ซ าโล อ ะช ิเต ท  (o x a lo a c e ta te ^ ต ้เป ็น ก รด ม ะน าว  ต ังแ ส ด งใน ร ูป ท ี่ 3



D - g lucose

4
D -g lu co se  6-phosphate

D -fru c to se  6-phosphate

;
D -fru c to s e  1,6-d iphosphate

C H 20 H .C 0 .C H 20 P 0 3

D -g ly c e ra ld e h yd e  3 -phospho te d ih yd ro xya ce to n e  phospha te

i r
C O O -C H O H -C H 2OP32 

3 -phospho -D -g lyce ra te

i

C O O -C H O P 32"-C H 2O H

2-phospho -D -g ly ce ra te

c o o ~-c o p o 32= c h 2 - > c o o 'c o - c h 2c o o

phosphoeno lpy ruva te oxa loace ta tei
c o o ‘- c o -c h 3 - > C H 3C O .S -C oA

py ru va te a c e ty l-C o A

ร ูป ท ี่ 2 แ ส ด งว ิธ ีไก ล โค ไล ซ ีส  (E m b d e n -M e y e rh o f-P a rn a s  (E M P )  p a th w a y )  

(M ic h a e l และคณ ะ, 1993)
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H jC  —  c —  COOH 
Pvruvic acid

NADCo ASH 
CO; - N A D H

H , c —  c —  ร —  Co A

N A D H

NAD

COOHIH —  c  —  OH

COOH
น  '
CM2
rCOOH

Oxaloacetic
acid

Acctvl Co A
®

CoASH
COOH
น

HO— c —  COOH
CII;
1COOH 

Citric acid

I
CH; Malic acid

COOH

๏
H , 0 - COOH

Fumaric
acid

Enzymes
©  Pyruvic dehydrogenase complex 
(D C itrate synthase 
®  Aconitasc
(1) Isocitric dehydrogenase
(3) Q’-kctoglutaratc dehydrogenase 
©  Succinyl thiokinase 
©  Succinic dehydrogenase
(2) Fumarasc
®  Malic dehydrogenase

COOHT
Clio

แ —  c  —  COOHI
H — c — o n  I

c o o n

f a d h 2
CoASH

CH;
Ç

t o
COOH

cc-kctoglutaric
acid

0  =  c —  ร — CoA
Succinyl 
CoA

ร ูป ท ี่ 3  ว ้ฎ จ ัก ร เค รป  (M ic h a e l แอะคณ ะ, 1993)



4 กระบวนการผลิตกรดมะนาว

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวใน ป ีจ จ ุม ัน น ิย ม ผ ล ิต โด ย ใช ้ว ิธ ีก ารห ม ัก ซ ึ๋งพ บ ว ่าร ้อ ย ล ะ  99 ของ  

ก รด ม ะน าว  ผล ิต มาจาก ก ารห ม ักด ้วยจ ุล ิน ท ร ีย ์ (C ruege r และ C ruege r, 1982) ได ้แ ก ่ร า  ย ีส ต ์ 

และแบ คท ีเร ีย  แ ต ่ก ารผ ล ิต ใน ระด ับ อ ุต ส าห ก รรม น ิย ม ผ ล ิต ก รด ม ะน าวด ้วย ก ารห ม ัก โด ย ใช ้ร า  

Aspergillus niger (B ig e lis  และ A ro ra , 1992) ท ั้งน ี้เพ ราะ A. niger เป ็น ส าย พ ัน ธ ุท ี่ให ้ก รด  

ม ะน าวม ากก ว ่าส ายพ ัน ธ ุอ ื่น ๆ  โด ย เฉ พ าะอ ย ่างย ิ่งถ ้า เป ็น ส ายพ ัน ธ ุท ี่ผ ่าน ก ารป ร ับ ป ร ุงพ ัน ธ ุแล ้ว  

ก ีจ ะช ่วย ให ้เพ ิ่ม ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวม าก ย ิ่งข ึ้น อ ีก  (S hu  และ  Johnson , 1948; 

C ruege r และ C ruege r, 1982; R oh r และคณ ะ, 1983) น อ ก จ าก น ี้ ก าร ใช ้ร า ใน ก ารห ม ัก เพ ื่อ  

ผ ล ิต ก รด ม ะน าว  ย ังม ีช ้อ ได ้เป ร ียบ ก ว ่าก ารใช ้จ ุล ิน ท ร ีย ์ช น ิด อ ื่น อ ีก ห ล าย ป ระก าร  ได ้แ ก ่ ราม ี

ค วาม ค งต ัวส ูง  เพ าะเล ี้ย งง ่ายแล ะย ังส าม ารถ ใช ้ว ัต ถ ุด ิบ ท ั้งด ้น ท ี่ม ีร าค าถ ูก ได ้ห ล ายชน ิด

ก ระบ วน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว ใน ระด ับ อ ุต ส าห ก รรม โด ย ว ิธ ีก ารห ม ัก ม ี 3 แบ บ

(S odeck  แ ล ะค ณ ะ , 1981) ได ้แก ่
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4.1 กระบวนการหมักบนอาหารแข็ง (Solid state fermentation)

เป ็น ก ระบ วน ก ารท ี่อ าศ ัย ก าร เจ ร ิญ ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์บ น อ าห าร เล ีย ง เช ือ ท ี่เป ็น ข อ ง  

แข ็ง ว ัต ถ ุด ิบ ท ี่ใช ้ส ่วน ม าก เป ็น ว ัส ด ุเห ล ือ ท ิ้งท างก าร เก ษ ต ร  เช ่น  ก าก ม ัน ส ำป ะห ล ัง

กากม ัน เท ศ  เศ ษ ข ้าว โพ ด  รำข ้าวสาล ี ชานอ ้อย  เป ็นด ้น  ใน ก ระ บ ว น ก ารห ม ัก บ น อ าห ารแ ข ็ง  

จะใช ้รา  A. niger ท ไ ม ่ไ ว ( in se n s it iv e ) ต ่อธาต ุอาหารรอง (tra ce  e lem en t) บ รรจ ุว ัต ถ ุด ิบ ใน  

ถาด โด ย ให ้ม ีค ว าม ห น าป ระม าณ  3 -5  เซนต ิเมตร ป ร ับ ค ่าค วาม เป ็น ก รด ต ่างข อ งว ัต ถ ุด ิบ เร ิ่ม  

ด ้น เป ็น  4 -5  ก ่อน การฆ ่า เช ื้อ  ห ล ังจ าก ฆ ่า เช ื้อ แ ล ้วถ ่าย ส ป อ ร ์แ ข วน ล อ ย ข อ งเช ื้อ ราล งไป ใน  

ว ัตถ ุด ิบ  บ ่ม โด ย ค วบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิร ะห ว ่า ง  25 -30  องศาเซลเซ ียส  เป ็น เวล าน าน  6 -7  ว ัน  จึงทำ 

ก าร เก ็บ เก ี่ย วก รด ม ะน าวโด ย การส ก ัด ด ้วยน ี้า ร ้อ น  (C ruege r และ C ruege r, 1982) ใน ก ร ะ บ ว น  

ก ารห ม ัก ก รด ม ะน าวบ น อ าห ารแ ข ็งท ี่ใช ้แ ป ้ง เป ็น ว ัต ถ ุด ิบ เร ิ่ม ด ้น พ บ ว ่า  ถ ้าม ีก าร เต ิม เอ น ไซ ม ์

ศ ัลฟ าอะม ิเลส  (G C -am y lase ) ล ง ไป ต อ น เร ิ่ม ด ้น ก ระบ วน ก ารห ม ัก  จะสาม ารถ เพ ิ่ม

ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว ได ้ (K u b ic e k  และ R oh r, 1984) อ ย ่า ง ไรก ็ต าม ก ารห ม ัก  เพ ือ  

ผ ล ิต ก รด ม ะน าว  โดย กระบ วน ก ารแ บ บ น ีจ ำ เป ็น ต ้อ งค ำน ึงถ ึงป ็จจ ัยต ่า งๆ ท ีส ำค ัญ  ได ้แก ่
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ความช ืน เร ิ่มต ้น  โดยความช ื้นท ี่เหมาะสมต ่อการผล ิตจะม ีค ่าประมาณ  40 เปอร ์เซ ็นต ์ การถ ่ายเท  

ออกซ ิเจน ซ ึ่งต ้อ งอาศ ัยความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างขนาดว ัตถ ุด ิบ  ความช ื้น ท ี่ม ีอย ู่ใน ว ัตถ ุด ิบ  ช ่องว ่าง  

ระหว ่างว ัตถ ุด ิบและการส ่งถ ่ายมวล  นอกจากน ีย ังต ้องคำน ึงถ ึงการถ ่ายเทความร ้อน  และความช ื้น  

ส ัม พ ัท ธ ์ เพ ื่อ ให ้ก ารห ม ักม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ส ูงส ุด

4.2 กระบวนการหมักบนผิวหน้าอาหารเหลว (Surface culture)

ก ระบ วน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว แ บ บ น ี้ เป ็น ก ระบ วน ก ารผ ล ิต ท ี่เก ่าแ ก ่ท ี่ส ุด  โดย  

การเล ี้ย งจ ุล ิน ท ร ีย ์ ให ้เจ ร ิญ บ น ผ ิวห น ้าข อ งอ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่เป ็น ข อ งเห ล ว  ด ังน ั้น จ ึงต ้อ ง ให ้ม ี 

พ ื้น ท ี่ผ ิวม าก เพ ื่อ ให ้เช ล ล ์ส ัม ผ ัส ก ับ อ าก าศ ได ้ม าก  จ ึงน ิย ม ห ม ัก ใน ถาด ท รงเต ีย  (s h a llo w  pan  

process) ก ารห ม ัก ด ้วย ว ิธ ีน ี้ม ัก ใช ้ก าก น ั้าต าล เป ็น ว ัต ถ ุด ิบ  ป ก ต ิน ิย ม ใช ้ก าก น ั้าต าล ท ี่ม ี

ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งน ี้าต าล ป ระม าณ  1 5 0  กร ัมต ่อล ิตร (C ruege r และ C ruege r, 1 9 8 2 )  จากน ั้นนำ 

ไป ผ ่าน ก ารฆ ่า เช ือ  ท ิงให ้เย ็น ก ่อ น ท ี่จ ะถ ่ายอ าห ารล งใน ถ าด อ ล ูม ิเน ียม ท ี่เร ีย ง เป ็น ช ัน ๆ ภ าย ใน  

ห ้อ งท ี่ม ีก ารระบ ายอ าก าศ  โด ย ให ้ม ีค วาม ส ูงข อ งก าก น ั้าต าล ป ระม าณ  5 0 - 2 0 0  เซน ต ิเมตร  

จ ุส ิน ท ร ีย ์ท ี่'ใช ้ส ่วน ม าก เป ็น  A. tliger ส าย พ ัน ธ ์ท ี่ท น ต ่อ โล ห ะได ้เป ็น พ ิเศ ษ  โดย เฉพ าะอย ่างย ิ่ง  

เหล ็ก  ห ล ังจ าก ใส ่ส ป อ ร ์ท ี่ม ีค ว าม เข ้ม ข ้น ป ระม าณ  2 .5  x i o 7 ส ป อ ร ์ต ่อต ารางเม ต ร บ น ผ ิว ห น ้า  

ขอ งอ าห ารแล ้ว  ราจะ เจ ร ิญ บ น ผ ิวห น ้าข อ งอ าห าร  ใน ข ณ ะท ี่ท ำก ารห ม ัก ต ้อ งผ ่าน อ าก าศ ท ี ่

ฆ ่า เช ือ แ ล ้ว เช ้า ไป ใน ห ้อ ง  เพ ื่อ เพ ิ่มป ร ิม าณ ออกซ ิเจน  แ ล ะ เพ ื่อ เป ็น ก ารระบ ายค วาม ร ้อ น ท ี่เก ิด  

จาก ก ารห ม ัก อ อ ก ไป  โด ย ต ้อ งค วบ ค ุม อ ัต รา เร ็วข อ งอ าก าศ ให ้เห ม าะส ม เพ ื่อ ค วบ ค ุม อ ุณ ห ภ ูม ิให  ้

อ ย ู่ใน ช ่ว ง  3 0  องศ าเซล เซ ียส  ก ารห ม ัก ด ้วย ว ิธ ีน ึจ ะ ใช ้เวล าท ั้งส ัน ป ระม าณ  8 - 1 4  ว ัน  แล้วจ ึงทำ 

ก ารแ ยก กรดม ะน าวอ อก จากอ าห ารด ้วยว ิธ ีก ารต ก ตะกอ น  ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวด ้ว ย ว ิธ ีน ี้ จ ะ ให ้ 

ผลผล ิต ป ระม าณ  8 0 -8 5  ก ร ัม ข อ งก รด ม ะน าวต ่อ  1 0 0  กร ัม ของน ี้าต าล เร ิ่ม ต ้น  (ด ว งพ ร , 2 5 3 7 )

4 3  กระบวนการหมักในอาหารเหลว (Submerged culture)

ในป็จจ ุบ ันมากกว่าร ้อยละ 80 ของปริมาณการผลิตกรดมะนาว ในระดับ 
อ ุตสาหกรรมทั่วโลกใช้ว ิธ ีการหมักในอาหารเหลว (Crueger และ Crueger, 1982) ว ิธ ีน ี้เป ็น 
การหมัก'ให้เชื้อจุลิ'นทรีย์เจริญ ในอาหารท ี่ม ีล ักษณะเป ็นของเหลว โดยจุส ินทรีล ์จะถูกผสม 
เป ็นเน ื้อเด ียวก ันก ับอาหารเล ี้ยงเช ื้อ ว ัตถ ุด ิบท ี่ใช ้ส ่วนมากเป ็นน ี้าเช ื่อมท ี่ม ีความเข ้มข ้นของ
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ก ล ูโค ส ส ูง  นำอ ้อย  ธ ัญ พ ืช พ วก ข ้าว โพ ด  ข ้าวฟาง แป ้งม ัน เท ศ  แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก าร  

ย ่อยด ้วย เอน ไซน ์ ห ร ือ  กากน ํ้าตาล  เป ็น ด ้น  ห ล ังจ ากท ี่ผ ่าน การฆ ่า เช ื้อ ใน อาห ารเล ี้ย ง เช ื้อ แล ้ว  

จะถ ่ายกล ้าเช ื้อ  ( in o c u lu m  c u ltu re ) ล ง ไป เพ ื่อ ให ้เช ื้อ เจ ร ิญ ใน ส ภ าพ ท ี่ม ีก ารก วน แ ล ะก ารให  ้

อากาศท ี่เห มาะสม  ว ิธ ีก ารน ี้ใช ้ร ะย ะ เวล าใน ก ารห ม ัก ป ระม าณ  5 -14  ว ัน

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวด ้วย ก ระบ วน ก ารห ม ัก ใน อ าห าร เห ล ว  ม ีข ้อ ได ้เป ร ีย บ ก ว ่า  

ก ารห ม ัก ด ้วยก ระบ วน ก ารอ ื่น ๆ ห ล ายป ระก าร  เช ่น  อ ัต ราการผล ิต ก รด ม ะน าวด ้วยก ระบ วน ก าร  

น ี้จ ะส ูงก ว ่าก ารผ ล ิต ด ้วย ก ระบ วน ก ารอ ื่น ๆ  ท ั้งน ี้เพ ราะภ าวะต ่างๆ ใน ระห ว ่างก ารห ม ัก ส าม ารถ  

ค ว บ ค ุม ได ้โด ย ก าร ใช ้อ ุป ก รณ ์ท ี่ท ัน ส ม ัย  และ ใช ้เท ค โน โล ย ีช ื้น ส ูง ใน ก ารผ ล ิต  ด ังน ั้น จ ึง เป ็น  

ก ารล ด ก ารใช ้แ รงงาน ล ง น อ ก จ า ก น ี้ ก ระบ วน ก ารห ม ัก ใน อ าห าร เห ล วย ังส าม ารถ ใช ้ว ัต ถ ุด ิบ ท ี ่

ม ีน ี้าต าล เป ็น อ งค ์ป ระก อ บ ได ้ท ุก ช น ิด  ใช ้พ ื้น ท ี่ใน ก ารผ ล ิต น ้อ ย  แ ล ะส าม ารถ ค วบ ค ุม ส ภ าพ  

ป ลอด เช ื้อ ได ้ง ่าย  (Sikyta, 1983) แต ่ข ้อ เส ีย ขอ งก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวด ้วย ว ิธ ีน ี้ ค ือจำเป ็น ต ้อ ง 'ใช  ้

บ ุค ล าก รท ี่ม ีค ว าม ส าม ารถ แ ล ะ เช ี่ย วช าญ ส ูง ใน ก ารค ว บ ค ุม แ ล ะด ูแ ล อ ุป ก รณ ์เค ร ื่อ งม ือ ท ี่ใช ้ใน  

การผล ิต

5 ป้จจัยท่ีมีผลต่อการผลิตกรดมะนาว

เพ ื่อ ให ้ก า รผ ล ิต ก รด ม ะน าวม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ส ูงส ุค ด ้อ งม ีก า รค วบ ค ุม ป ิจ จ ัย ต ่า งๆ ท ี่ม ีผ ล  

ต ่อการผล ิต  ซ ึ๋งป ีจ จ ัยด ังกล ่าว  ได ้แก ่

5.1 สายพันธุของอุอินทรีย์

จ ุล ิน ท ร ีย ์ห ล ายส ายพ ัน ธ ุม ีค วาม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว  โดย เฉ พ าะรา  

แล ะย ีส ต ์เป ็น จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีก ารศ ึก ษ าก ัน อ ย ่างก ว ้า งข วาง  โด ย พ บ ว ่าห ล ัก ใน ก ารก ัด เล ือ ก

ส าย พ ัน ธ ุท ี่จ ะ ใช ้ใน ก าร ผลิตค วรม ีค ุณ ส ม บ ัต ิต่อไปนี (Prescott และ Dunn, 1959)
5.1.1 ให ้ผลผลิตกรดมะนาวสูงและสม ํ่าเสมอ
5.1.2 สามารถแยกกรดมะนาวออกจากนำหมักได้ง ่าย
5.1.3 เช ื้อท ี่ใช ้ไม ่เก ิดการกลายพ ันธุ
5.1.4 ผล ิตกรดชนิดอ ื่นท ี่ไม ่ต ้องการในปริมาณน้อยหรือไม ่ผล ิตเลย
5.1.5 ทนต่อโลหะหนักท ี่ม ีผลต ่อการผลิตได ้ส ูง



5 .1 .6  ส าม ารถ ใช ้ว ัต ถ ุด ิบ ท ี่ม ีร าค าถ ูก แ ล ะห าได ้ต ล อ ด ท ั้งป ี

11

5.2 ชนิดและความเข้มข้นของวัตถุดิบ

ม ีรายงาน ว ่า  จ ุล ิน ท ร ีย ์ชน ิดต ่างๆ  ท ี่ส าม ารถ ผ ล ิต ก รด ม ะน าว ได ้น ั้น  ส ามารถ  

ใช ้ส ารป ระก อ บ ท ี่ม ีค าร ์บ อ น ต ั้งแ ต ่ 2 -1 2  อ ะต อ ม เป ็น ว ัต ถ ุด ิบ ได ้ โด ย ข ึ้น ก ับ ช น ิด ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย  ์

ด ังแ ส ด งใน ต ารางท ี่ 2  แ ล ะพ บ ว ่าน ั้า ต าล ซ ูโค รส แ ล ะฟ ร ุค โต ส  จ ะ ให ้ผ ล ผ ล ิต ส ูงก ว ่า ก ล ูโค ส  

กากน ั้าตาลจากอ ้อย และกาคน ั้าต าลจาก 'ห ัวบ ีท  ตามลำด ับ  ค วาม เข ้ม ข ้น ข อ งน ั้าต าล ท ี่

เห ม าะส ม ต ่อ ก ารผ ล ิต โด ย ท ั่ว ไป อ ย ู่ร ะห ว ่า ง  14-20 เป อร ์เซ ็น ต ์ (P e r lm an  และ S ih , 1960)

53 เกลืออนินฑรีอ์

เก ล ือ อ น ิน ท ร ีย ์ท ี่ม ีค วาม ส ำค ัญ ต ่อ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวได ้แ ก ่ เก ล ือ อ น ิน ท ร ีย  ์

ข อ งธ าต ุโพ แ ท ส เซ ีย ม  ฟ อ ส ฟ อ ร ัส  แม กน ีเซ ียม  เหล ็ก  แ ล ะส ังก ะส ี เป ็น ด ้น  โด ย ค วาม เข ้ม ข ้น  

ข อ งเก ล ือ อ น ิน ท ร ีย ์ข อ งธ าต ุต ่า งๆ เห ล ่าน ี้ แ ต ก ต ่า งก ัน ไป ข ึ้น ก ับ ช น ิด ข อ งส าย พ ัน ธ ุจ ุล ิน ท ร ีย ์

(P e rlm an  แล ะคณ ะ, 1946b; W o ld  และ S uzuk i, 1976; C la rk  แ ล ะค ณ ะ , 1966)

5.4ค่ใควใมเป็นกรดด'ไงเร่ิมต้นของอาหารเอ้ียงเช้ือ

ค ่า ค ว าม เป ็น ก ร ด ต ่า ง เร ิ่ม ด ้น ข อ ง อ า ห า ร เล ี้ย ง เช ื้อ ม ีค ว า ม ส ำ ค ัญ ต ่อ ก า ร ผ ล ิต  

กรดมะนาว จากการทดลองพบว ่าท ี่ค ่าความ เป ็นกรดด ่างของอาหารเร ิ่มด ้นประมาณ  1.6-2.2 จะม ี 

ผลด ีต ่อการผล ิตกรดมะนาว โดยพบว ่าท ี่ค ่าความ เป ็นกรดด ่างด ังกล ่าว จะม ีผลย ับย ั้งการผล ิต  

กรดออกชาล ิก  นอกจากน ี้การท ี่ค ่าความเป ็นกรดด ่างเร ิ่มด ้นต ํ่า  ย ังส ามารถป ้อ งก ัน การป น เป ีอน  

จากจ ุล ินทร ีย ์ชน ิดอ ื่น ได ้อ ีกด ้วย



5 .5  ป ร ิม าณ อ อ ก ซ ิเจน

ใน ก ารห ม ัก เพ ื่อ ผ ล ิต ก รด ม ะน าว  ราจ ะใช ้น ั้าต าล บ างส ่วน ใน ก ารผ ล ิต ก รด

ส ่วน ท ี่เห ล ือ จะถ ูก น ำไป ใช ้เพ ื่อ ก าร เจ ร ิญ แ ต ่เน ื่อ งจ าก อ อ ก ซ ิเจ น ม ีค วาม ส ำค ัญ ต ่อ ก าร เจ ร ิญ ข อ ง  

เช ื้อ ค ังน ั้น ก รณ ีท ี่ผ ล ิต โด ย ก ระบ วน ก ารห ม ัก บ น ผ ิวห น ำอ าห าร เห ล ว  โด ย ใช ้ภ าช น ะป าก ก ว ้า ง  

และต ื้น  จะช ่วย ให ้ม ีก ารถ ่าย เท อ าก าศแ ละอ อ ก ซ ิเจน ได ้ด ีก ว ่าภ าช น ะป าก แค บ แล ะล ึก  น อกจาก  

น ี้ภ าช น ะต ื้น จ ะท ำให ้เช ื้อ ส ัม ผ ัส ค ับ อ าห ารได ้ม าก ก ว ่าด ้วย

ส ่ว น ก ร ณ ีก า ร ผ ล ิต ก ร ด ม ะ น า ว ด ้ว ย ก ร ะ บ ว น ก า ร ห ม ัก ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  

(subm erged  c u ltu re ) พ บ ว ่าป ร ิม าณ ออก ซ ิเจน ท ี่เห ม าะส ม ต ่อก ารผ ล ิต ค ือ  0 .2  ป ร ิม าตรอาก าศ  

ต ่อป ร ิม าต รอาห ารต ่อ น าท ี (A n d re w , 1952) แ ล ะส ำห ร ับ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวด ้วย ก ระบ วน ก าร  

ห ม ัก ใน อ าห าร เห ล ว โด ย ใช ้ร า  A. niger ป ร ิม าณ อ อ ก ซ ิเจน ท ี่เห ม าะสม ต ่อ การผล ิต ม ีค ่า

3 -4  X 10^ ก ร ัม โม ล อ อ ก ซ ิเจน ต ่อ ม ิล ล ิล ิต รต ่อ น าท ี (U sam i, 1978)
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5 .6 อ ุณ ห ถ ูม ิ

อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม าะส ม ต ่อ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว ข ึ้น อ ย ู่ค ับ ช น ิด ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ใช  ้

แ ล ะภ าวะอ ื่น ๆ ท ี่ใช ้ใน ก ารห ม ัก  จากการศ ึกษ าของ Pe rlm an และ S il l (1 96 0 ) พ บ ว ่า โด ย ท ั่ว ไป  

อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่เห ม าะส ม อ ย ู่ร ะห ว ่า ง  25 -35  องศาเซล เซ ียส  ส ่วน ใน ส าย พ ัน ธ ุ A. niger อ ุณ ห ภ ูม  ิ

ท ี่เห ม าะส ม อ ย ู่ร ะห ว ่า ง  2 8 -3 0  อ งศาเซล เซ ียส  (P resco tt และ D unn , 1959 ) แล ะพ บ ว ่า  

อ ุณ ห ภ ูม ิท ี่ท ำก ารห ม ัก ส ูง เก ิน ไป  จ ะท ำให ้เก ิด ก ารส ะส ม ก รด อ อ ก ช าล ิก แ ล ะก รด ก ล ูโค น ิก
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ตารางที่ 2 วัตถุดิบที่สามารถนำมาใชในการผลิตกรดมะนาว

ป ระเภ ท ของ  

ว ัตถ ุด ิบ

ต ัวอย ่างว ัตถ ุด ิบ ช ุล ินทร ีย ์และล ักษ ณ ะ  

การหม ัก

รายการอ ้างอ ิง

ไฮ โด รค า ร ์บ อ น n -a lkane  (9 -2 0  C -  

a tom )

n -p a ra ffm  ( 9 - 3 0 0  

a tom )

ห ม ัก ใน ระต ับ ขวด เขย ่า

โด ย ใช  Candida sp.
M ils o m  และ M ee rs ,  

1985

นาตาล ก ล ูโค ส  ซ ูโค ร ส  

ม อ ล โต ส ฟ ร ุค โต ส  

แ ม น โน ส  กากนำตาล  

จากอ ้อยและห ัวบ ีท  น ํ้า  

ผ ล ไม ้เช ่น  ส ับ ป ะรด  

แ ล ะน าม ะพ ร ้าว เข ้ม ข ้น

ห ม ัก ใน ระต ับ ขวด เขย ่า  

และล ังหม ัก  โด ย ใช ้ได  ้

ท ั้งแบคท ีเร ีย  ย ีส ต ์แ ล ะ  

ราท ี่ผ ล ิต ก รด ม ะน าวได ้

K u b ic e k  และ R o h r  

(1 9 8 4 )

แป ้ง แป ้งจ าก ธ ัญ พ ืช  เช ่น  

ข ้าว  ข ้าว โพ ด  ข ้าวฟาง  

ม ัน ฝ ร ั่ง  ม ัน ส ำป ะห ล ัง  

กากม ัน  รำข ้าว แกลบ

ห ม ัก ใน ระต ับ ขาด เขย ่า  

แ ล ะล ังห ม ัก โด ย ใช ้ร า

น ิม ล  (2 5 3 2 )  

V o ra p u th a p o m  และ  

คณ ะ (1 9 8 5 )

ไข ม ัน ไข ม ัน  ก รด ไข ม ัน  และ  

น ํ้าม ัน ธ รรม ช าต ิ

ห ม ัก ใน ระด ับ ข วด เข ย ่า  

โด ย ใช  Candida sp. 
Hansemda sp. และ  

Pichia sp.

N is h io  และ K a m ik u b o  

(1 9 7 1 )

Y am a da  และ Y o g o  

(1 9 7 0 )



6 แป้งมันสํใปะหอัง

แ ป ้ง เ ป ็น ค า ร ์โ บ ไ ฮ เ ด ร ต ท ี่ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  ค า ร ์บ อ น  ไ ฮ โ ด ร เ จ น  แ ล ะ อ อ ก ซ ิเ จ น  ใ น อ ัต ร า  

ส ่ว น  6 :10 :5  ม ีส ูต ร เ ค ม ีโ ด ย ท ั่ว ไ ป  ค ือ  (C 6H , 0 O 5 ) 11 แ ป ้ง เ ป ็น พ อ ล ีฌ อ ร ์ข อ ง ก ล ูโ ค ส  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย  

พ อ ล ีฌ อ ร ์เ ช ิง เ ส ้น  ค ือ  อ ะ ไ ม โ ล ส  (am y lo se ) ท ี่ห น ่ว ย ก ล ูโ ค ส เ ช ื่อ ม ต ่อ ก ัน ด ้ว ย พ ัน ธ ะ  O C - D -

( l ,4 ) -g lu c o s id ic  lin g ka ge  โ ด ย ม ีห น ่ว ย ก ล ูโ ค ส ป ร ะ ม า น  2 ,000  ห น ่ว ย  แ ล ะ พ อ ล ีเ ม อ ร ์เ ช ิง ก ิ่ง  

ค ือ อ ะ ไ ม โ ล เ พ ค ต ิน  (a m y lo p e c tin ) ซ ึ่ง ห น ่ว ย ก ล ูโ ค ส เ ช ื่อ ม ต ่อ ก ัน ด ้ว ย พ ัน ธ ะ  ( l ,4 ) - g lu c o s id ic  

lin g ka ge  เ ป ็น ส ่ว น ใ ห ญ ่ แ ล ะ ส ่ว น ท ี่แ ต ก ส า ข า น ัน เ ช ื่อ ม ต ่อ ก ัน ด ้ว ย พ ัน ธ ะ  ( l ,6 ) - g lu c o s id ic  

lin g ka ge  แ ต ่ล ะ ส า ข า ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย ห น ่ว ย ก ล ูโ ค ส ป ร ะ ม า ณ  15-25 ห น ่ว ย  ส ำ ห ร ับ

แ ป ้ง ม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย อ ะ ไ ม โ ล ส ค ิด เ ป ็น ค ่า เ ฉ ล ี่ย ร ้อ ย ล ะ  17 (S w in k le s , 1983) ม ี 

น า ห น ัก โ ม เ ล ก ุล ข อ ง อ ะ ไ ม โ ล ส แ ล ะ อ ะ ไ ม โ ล เ พ ค ต ิน ป ร ะ ม า ณ  2 .1 x l0 4 แ ล ะ  3 xio6 ด า ล ต ัน  

ต า ม ล ำ ด ับ  (Peat, 1954) โ ด ย ทั่ว ไ ป เ ม ็ด แ ป ้ง จ ะ ม ีข น า ด ต ั้ง แ ต ่ 2 -100  ไ ม ค ร อ น

6.1 อักษฌะความหนืดที่เกิดจากแป้งอะอายในนํ้ใร้อนแอะนํ้าเย็น

6.1.1 การเกิดเจอาดในเซชัน (gelatinization) ของแป้ง

เม ็ด แ ป ้ง ไม ่ล ะล าย ใน น ำเย ็น  โม เล ก ุล ข อ งแ ป ้งป ระก อ บ ด ้ว ย ห ม ู่

ไฮ ด รอ ก ซ ิล  (h y d ro x y l g ro u p ) เป ็น จ ำน วน ม าก แ ล ะอ ึด ก ัน ด ้วย พ ัน ธ ะ ไฮ โด ร เจ น  เม ื่อ อฐ ่ใน น ํ้า  

เม ็ด แ ป ้งจ ะด ูด ซ ึม น ำแ ล ะพ อ งต ัว ได ้เล ็ก น ้อ ย  (W u rzb u rg , 1972) เน ื่อ งจ าก พ ัน ธ ะระห ว ่า ง  

โม เล ก ุล ข อ งเม ็ด แ ป ้ง ใน บ ร ิเวณ ท ี่เป ็น ผ ล ึก  (c ry s ta ll in e  re g io n ) ม ีค ว าม แ ข ็งแ รงท ี่จ ะท น ต ่อ ก าร  

ล ะลาย ได ้ (O sm an , 1965) เม ื่อ ให ้ค ว าม ร ้อ น ก ับ น ื่าแ ป ้งจ ะ ไม ่เห ็น ก าร เป ล ี่ย น แ ป ล งใด ๆ ข อ งเม ็ด  

แป ้ง จ น ก ระท ั่งอ ุณ ห ภ ูม ิป ระม าณ  60-80 องศาเซล เซ ียส  ค ว าม ร ้อ น จ ะม ีผ ล ท ำ ให ้พ ัน ธ ะ

ไฮ โด ร เจ น ท ี่อ ึด โค รงส ร ้า ง ใน เม ็ด แ ป ้ง เข ้าด ้ว ย ก ัน แ ต ก อ อ ก ท ำให ้ด ูด ซ ึม น ื่า ได ้ม าก ข ึ้น  ท ำ ให ้

แป ้ง เก ิด การพ องต ัว  ม ีขน าดให ญ ่กว ่า เต ิมห ลาย เท ่า  (O sm an, 1965) การพ องต ัวของเม ็ดแป ้งทำ  

ให ้แ ป ้งล ะล าย น ื่า ได ้ด ีข ึ้น  แป ้งเป ียก  (pas te ) จ ะม ีค ว าม ใส แ ล ะค วาม ห น ืด ม าก ข ึ้น  ป ิจจ ัยท ี่ค วบ  

ค ุม ก ารพ อ งต ัวขอ งเม ็ด แป ้ง  ค ือ แ รงอ ึด ระห ว ่า งพ ัน ธ ะ ไฮ โด ร เจ น ภ าย ใน เม ็ด แ ป ้ง  ส ำห ร ับ แ ป ้ง  

ม ัน ส ำป ะห ล ังจ ะ เก ิด เจ ล าต ิไน เซ ช ัน  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิต ํ่าก ว ่าแป ้งจ าก ธ ัญ ญ พ ืช  และ แ ป ้งข ้า ว โพ ด

า4



6.1.2 การเกิดรีโทรเกรเดชัน (rethogradation)
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เม ื่อ ผ ส ม แ ป ้งก ับ น ิ้าแ ล ะน ำไป ให ้ค วาม ร ้อ น  แ ล ้วป ล ่อ ย ให ้เย ็น ต ัวล ง  โม เล ก ุล  

ข อ งอ ะ ไม โล ส ท ี่อ ย ู่ใก ล ้ก ัน จ ะม า เร ีย งต ัว ก ัน แ ล ้ว เก ิด พ ัน ธ ะ ไฮ โด ร เจ น ระห ว ่า ง โม เล ก ุล  ท ำ ให  ้

เก ิด โค ร งส ร ้า ง ให ม ่ท ี่อ ุ้ม น ํ้า ได ้ด ี ม ีผ ล ให ้ค วาม ห น ืด เพ ิ่ม ข ึ้น  เม ื่ออ ุณ ห ภ ูม ิเย ็น ลง ค วาม แ ข ็งแ รง  

ข อ ง โค ร งส ร ้า งน ี้จ ะ ส ูงข ึ้น อ ีก  เร ียกว ่า ค วาม ห น ืด ส ุดท ้าย  ( f in a l v is c o s ity )  ซ ึ่งป ร าก ฎ ก ารณ ์ท ี่ 

เก ิด ข ึ้น น ี้เร ีย ก ว ่าร ีโท ร เก ร เด ช ัน

7 ชน ิด ข อ งเอ น ไซ ม ์ท ี่เก ี่ย วข ้อ งก ับ ก ารย ่อ ย แ ป ้ง

7 .1 เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะน ิเอ ส

เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะ ม ิเล ส  ห ร ือ  a - i ,4 -g lu c a n  g lu c o h yd ro la se  ห ร ือ ม  ี

ชออ ืน   ๆ เช ่น  am ilo g lu co s id a se , m ytase , sacoharogen ic  am y lase  และ 8  - am y la se  จัด 

เป ็น เอ น ไซ ม ์ ป ระ เภ ท  e x o s p lit t in g  enzym e ส าม ารถ ย ่อ ย โพ ล ีแ ช ก ค าไรด ้ ห ร ือ  โอ ค ิโ ก

แ ช ก ค า ไร ด ้ได ้ โด ย ย ่อ ยพ ัน ธะ  g ly c o s id ic  lin kag e  ท ี่ต ำแหน ่ง a - 1 ,4  แล ะ  a - 1 ,6  จาก  

ปลายด ้าน  n o n re d u c in g  เข ้าม า เร ื่อ ยๆ ให ้ผล ผ ล ิต เป ็น ก ล ูโค ส ท ีล ะห น ่วย  เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะม ิเล ส  

ส าม ารถ ย ่อ ยม อ ล โต ส , น ี้าแ ป ้ง  แ ล ะม อ ล โต ไต ร โอ ส ได ้เร ็ว ม าก  ย ่อ ย ซ ูโค รส , ra ffm o se ,  

isom a lto te tro se  และ  panose ได ้ช ้าม าก  และไม ่ย ่อย  m e th y l-a -D -g lu c o p y ra n o s id e ,

m e th y l-p -D -g lu c o p y ra n o s id e , n iga rose , isom a ltose  cex tran , ce llu b io se  และ lac tose  

(B ir c h  และ B la n ke b ro u g h , 1981)

7 .2  เอ น ไซ ม ์ก ัอ ฟ ใอ ะน ิเอ ส

ช ื่อ ส าม ัญ ข อ ง เอ น ไซ ม ์น ีค ือ ได แ อ ส เท ส  (d ias tase ) ช ื่อตาม  C o m is s io n  on  

enzyme คือ a -( l,4 )-g lu can -4 -g lu ca no hyd ro la se  EC  3.2.1.1 เป ็น เอ น ไซ ม ช น ิด เอ น โด อ ะม ิเล ส  

(endoamylase) โดยจะย ่อยแป ้งแบ บ ส ุ่มท ตำแห น ่ง a - ( l,4 ) -g ly c o s id ic  linkgage  ถ ้าย ่อยไม ่

ส ม บ ูร ณ ์จ ะ ได ้ก ล ูโค ส  ม อ ล โต ส  แล ะ เด ก ซ ์ต ร ิน  ถ ้าก ารย ่อ ย ส ม บ ูรณ ์จ ะ ได ้ม อ ล โต ส  และ  

ก ล ูโค ส  เอ น ไซ ม ์น ีจ ะ ไม ่ย ่อ ย ส ล า ย พ ัน ธ ะ ไก ล โค ไล ช ิล ของแป ้งท ี่ a - 1-6 lin g ka g e  ใน ล ัก ษ ณ ะ



16

ท ี่ต ัด ภ าย ใน ส าย โพ ล ีเม อ ร ็แ บ บ เอ น โด ไฮ โด ร เล ส  (endohyd ro lase ) (W h ita k e r, 1972 ) การต ัด  

ส าย โพ ล ีฌ อ ร ์ข อ งแ ป ้งด ้วย เอ น ไซ ม ์อ ัล ฟ าอ ะม ิเล ส  ส าม ารถ แ ส ด งได ้ต ังร ูป ท ี่ 4

รูปที่ 4 แสดงการย่อยภายในโมเอคุอของแป้งด้วยการใช้เอนไซม์อัอฟาอะมิเอส
(Bernfeld, 1955)

8 การปรับปรูงสายพันธุ (Strain improvement)

จ ุล ีน ท ร ีย ์ท ี่แ ย ก ได ้ต าน ธรรม ชาต ิ โด ย ท ั่ว ไป ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารส ร ้า งผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ จะ 

ถ ูก จ ำก ัด โด ย ส ารพ ัน ธ ุก รรม  ห ร ือ  ย ีน ท ี่เป ็น ต ัวค วบ ค ุม  ก ารป ร ับ ป ร ุงส าย พ ัน ธ ุจ ุล ิน ทรีย์เป ็น  

ว ิธ ีก ารห น ึ๋งท ี่น ิยม น ำม าใช ้เพ ื่อ เพ ิ่ม ผ ล ผ ล ิต  ก ารป ร ับ ป ร ุงส ายพ ัน ธ ุม ีห ล ายว ิธ ี (S in g le to n  และ  

S a insbu ry , 1988) ได ้แก ่

8.1 การกอายพันธุ (Mutation) ค ือ ก ารเป ล ี่ย น แป ลงพ ัน ธ ุก รรม โด ย เก ิด จ าก ก ารเป ล ี่ยน  

แ ป ล งช น ิด  จ ำน วน  ห ร ือ ล ำต ับ ข อ งน ิวค ล ีโอ ไท ด ์ใน ส ารพ ัน ธ ุก ร รม  ซ ึ่งอ าจ เก ิด ได ้เอ งต าม ธ รรม -  

ชาต ิโด ยจะม ีอ ัต ราการ เก ิด ค ่อน ช ้างต ํ่า  ค ือน ้อยกว ่า  1 ใน ล ้าน เซ ล ล ์ ก ารก ล ายพ ัน ธ ุเป ็น ว ิธ ีท ี่ง ่าย  

ส ะด วก แ ล ะป ล อ ด ภ ัย ท ี่ส ุด  ใช ้ค ว าม ร ู้ท า งพ ัน ธ ุก ร รม ข อ งจ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ด ้อ งก ารป ร ับ ป ร ุง ไม ่ม าก  

เท ค น ิค ท ี่ใ ช ไ้ม ่ย ุ่งย ากซ ับ ช ้อ น  และม ีราคาถ ูก  แ ต ่จ ะ ให ้ผ ล แ บ บ ส ุ่ม  ซ ึ่งต ้อ งม ีก ารค ัด เล ือ ก เป ็น  

จำน วน มาก
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8 .2 ก ารร ีค อ ม บ ิเน ช ัน  (R e c o m b in a t io n )  ค ือ ก ารรวน ก ัน ข อ งส ารพ ัน ธ ุก รรม ข อ ง

ส ิ่งม ีช ีว ิต ช น ิด เค ีย วก ัน  ห ร ือ ต ่า งช น ิด ก ัน ม า เช ื่อ ม ก ัน ต รงต ำแ ห น ่งท ี่ม ีล ำด ับ น ิวค ล ีโอ ไท ค ์

เห ม ือน ก ัน  (h om o lo g u s ) ซ ึ่ง ว ิธ ีก ารน ี้ต ้อ งอ าศ ัย ค วาม ร ู้พ ื้น ฐ าน ท างด ้าน พ ัน ธ ุก รรม รวม ท ั้ง  

ค ุณ สมบ ัต ิ ท างช ีว เคม ี,ข อ งเช ี้อ จ ุส ิน ท ร ีย ์ท ี่ท ำก ารศ ึก ษ า 'ใน ระด ับ ห น ึ่ง

8 .3  ก ารท ำ โป ร โต พ อ ใส พ ัว ช ัน  (P ro to p la s t  fu s io n ) ค ือ ก า ร ร วม โป ร โต พ ล าส ข อ ง  

เซ ล ล ์ท ี่ต ่า งชน ิด ก ัน เข ้าด ้วยก ัน  โดยการท ำล ายผน ัง เซล ล ์ออกก ่อน  แ ล ้วจ ึง เห น ี่ย วน ำให ้เช ล ล ์ม า  

รวม ก ัน  ห ล ังจ าก น ี้น ก ระต ุ้น ให ้เช ล ล ์ส ัง เค ราะห ์ผ น ัง เช ล ล ์ให ม ่ข ึ้น ม าแ ท น  ซ ึ่ง ว ิธ ีก ารด ังก ล ่า ว  

ต ้อ ง อ า ศ ัย ค ว า ม ร ู้พ ื้น ฐ า น ท ั้ง ท า ง ด ้า น พ ัน ธ ุก ร ร ม แ ล ะ ท า ง ด ้า น ช ีว เค ม ีข อ ง จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ท ำ ก า ร  

ศ ึก ษ าระด ับ ห น ี่ง

8.4 พันธุวิศวกรรม (Genetic engineering) คือการดัดต่อ'ยีนท่ีมีคุณสมบัติท่ีด้องการ 
จากเชลล์หน่ึงไปให้อีกเชลล์หน่ึงท่ีด้องการให้มีคุณสมบัติน้ัน โดยวิธีการดังกล่าวต้องอาศัย 
ความรู้เก่ียวกับพันธุกรรมของจุลินทรีย์ท่ีทำการศึกษาอย่างลึกซ้ึง เป็นวิธีการท่ีค่อนข้างยุ่งยาก 
ลุปกรณ์ท่ีใข้มีราคาแพง แต่มีประสิทธิภาพสูง

9 ช น ิด ข อ งก ารก อ าย พ ัน ธ ุ

9.1 ก ารก อ ายพ ัน ธ ุท ี่เก ิด เอ งต าม ธรรม ช าต ิ (S p o n ta n e o u s  m u ta t io n )

เป ็น ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ใ น ส า ร พ ัน ธ ุก ร ร ม โด ย ว ิธ ีท า ง ธ ร ร ม ช า ต ิ 

ซ ึ่งอ าจ เก ิด จ าก ค วาม ผ ิด พ ล าด ใน ระห ว ่า งก ารแ บ ่ง เช ล ล ์ ห ร ือจากร ัเจจ ัยบางอย ่างท ี่ม ีอย ู่

ใน ส ิ่งแ วด ล ้อ ม  เช ่น  ร ังส ีอ ัลตราไวโอ เลต ห ร ือ ร ังส ีเอ ็ก ช ์ แต ่จ ะ เก ิด ใน อ ัต ราท ี่ต ํ่าม าก  เช ่น  

แ บ ค ท ีเร ีย ม ีอ ัต ร าก าร เก ิด ก ารผ ่า เห ล ่าต าม ธ รรม ช าต ิเพ ีย งห น ึ่ง ใน ห ม ื่น ล ้าน ถ ึงห น ึ่ง ใน ล ้าน เช ล ล  ์

(10 10-1(ห ์) แ ต ่ใน เช ล ล ์สิ่งม ีช ีว ิต ก ล ุ่ม ย ูค าร โิอต (eukaryote) อ ัต ราการเก ิดการผ ่าเห ล ่าตาม  

ธรรม ช าต ิจ ะสูงข ึ้น เล ็ก น ้อยค ือป ระม าณ หนึ่งใน แ ส น  ( 10 5)  เซลล ์ (ส ม ใจ , 2537)
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เน ื่อ งจากการเก ิด การกลายพ ัน ธ ุเอ งต าม ธรรม ชาต ิเก ิด ข ึ้น ใน อ ัต ราท ี่ต ํ่าม าก  ด ัง 

น ั้น จ ึงม ีก ารใช ้ส ารก ่อ ก ารก ล าย พ ัน ธ ุ (m u tagen ) เพ ื่อ ช ักน ำให ้เก ิด การกลายพ ัน ธ ุและ  เพ ื่อ

เพ ิ่ม อ ัต ราก ารก ล ายพ ัน ธ ุให ้ส งข ึ้น  พบว ่าก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารกล ายพ ัน ธ ุส าม ารถท ำให ้เก ิด

การก ล ายพ ัน ธ ุได ้ม าก ก ว ่าก ารก ลายพ ัน ธ ุต าม ธรรม ชาต ิป ระม าณ  100 เท ่า ก ารช ัก น ำให ้เก ิด  

ก ารก ล ายพ ัน ธ ุโด ย ใช ้ส ารก ่อ ก ารก ล ายพ ัน ธ ุ แบ ่งออก เป ็น  2 ว ิธ ี ค ือ

9.2 .1  ว ิธ ีทางกายภาพ (P h y s ic a l m u ta ge ne s is ) ใช ้ร ังส ีเป ็น ส ารก ่อ ก ารก ล าย  

พ ัน ธ ุ ( ra d ia t io n  m u ta tio n ) ส ่วน ม าก เป ็น ร ังส ีท ี่ม ีค ล ื่น ส ั้น แ บ ่งอ อ ก เป ็น

9.2.1.1 ไอออนไ น ช ิง เรดิเอช ัน (Ionizing radiation) ร ังส ีกล ุ่มนี้ได ้แก ่ ร ังส ี 

เอกช ์ ร ังส ีแกมมา ร ังส ีแอลฟา ร ังส ีฒ ด ้า น ิวตรอน ซ ึ่งร ังส ีเหล ่าน ี้มาความสามารถในการทะล ุทะลวง  

ได ้ส ูง  สามารถทำให ้สารต ัวกลางแตกต ัวได ้ โดยพล ังงานของร ังส ีจะไปทำลายพ ันธะฟอสโฟไดเอส  

เธอร์ (phosphodiester ๖0๗ )  ของสายดีเอ ็นเอ ทำให ้เก ิดการต ัดช ี่นส ่วนของย ีน ออกจากสายดีเอ ็นเอ 

สายใดสายหน ื่งหร ือท ั้งสองสาย (Fantin i, 1975; Drake, 1970) เม ื่อส ่วนท ี่ห ักกล ับมาต ่อก ันจะเก ิด  

ความผ ิดพลาดค ืออาจกล ับมาต ่อก ันแบบสล ับข ้าง สล ับตำแหน ่ง หร ือการขาดหายไป ทำให ้เก ิดการ 

กลายพ ันธ ุแบบ ท ราน ช ิช ัน  (transition) อ ินเวอร ์ช ัน  (invertion ) ทรานสโลเคช ัน  (translocation) หร ือ  

ดลช ัน  (dele tion) ได ้ (Hopwood , 1970)

92 .1 2  นอนไอออไนชิง เรดิเอชัน (Non-ionizing radiation) ร ังส ีใน กล ุ่ม  

น ี้ ได ้แก ่ แสงขาว (v is ib le ligh t) ร ังส ีอ ินฟาเรด คล ื่น ไม โครเวฟ  และร ังส ีอ ัลตรา1ไวโอเลต ซ ึ่ง รังสีกลุ่ม 

น ี้ม ีพ ล ังงานต ํ่ากว ่าร ังส ีในกล ุ่ม ไอออไนช ิง  เรดิเอชัน จ ึงเป ็นอ ันตรายน ้อยกว ่าแต ่พบว ่าสามารถช ักนำ  

ให ้เก ิดการกลายพ ันธ ุได ้เช ่นก ัน

ร ังส ีอ ัลตราไวโอเลต (U ltrav io le t ligh t, U V ) เป ็นร ังส ีก ่อการกลายพ ันธ ุ ทางด ้านกายภาพ ที่ 

น ิยมใช ้มากท ี่ส ุดในการช ักนำให ้เก ิดการกลายพ ันธ ุในจ ุล ินทร ีย ์ โดยปกต ิร ังส ี U V  ม ีความยาวคล ื่นอย ู ่

ในช ่วง 200-400 นาโนเมตร แต ่ช ่วงความยาวคล ื่นท ี่เหมาะสมต ่อการช ักนำให ้เก ิดการกลายพ ันธ ุได ้ด  ี

จะม ีความยาวคล ื่น 254 น าโน ฌ ตร เพราะเป ็นช ่วงความยาวคล ื่นท ี่ด ีเอ ็นเอด ูดช ับร ังส ีได ้มากท ี่ส ุด
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โดยร ังส ี U V  จะม ีผลทำให ้เก ิดพ ันธะระหว ่างโมเลก ุลของเบสไทม ีน  2 โมเลก ุลท ี่อย ู่ต ิดก ันในสาย  

โพ ล ีน ิวค ล ีโอ ไท ด ์ (po lynucleotide) เค ียวกัน เกิดไใพีนไดเบอร์ (tfiymne-dimer) (ร ูปท ี่ 5) ไท ม ีน -  

ไซ โต ซ ีน  ไดฌ อร (thym ine-cytosine d imer) แล ะไช โต ซ น  ไคฒอร (cytosine-dimer) โดยพบว ่า  

อ ัตราส ่วนของการเก ิดไดฌอร์เป ็น 2:1:1 (สมใจ, 2537) ม ีผลทำให ้โครงสร ้างด ีเอ ็น เอผ ิดร ูป  พ ันธะ  

ไฮโดรเจนถ ูกทำลาย ช ึ๋งทำให ้เซลล ์ตาย เม ื่อเก ิดการสังเคราะห์ด ีเอ ็นเอ นอกจากน ี้ย ังพบว ่า การเกิด 

การกลายพ ันธ ุไม ่ม ีความส ัมพ ันธ ์ก ับปร ิมาณการฉายร ังส ี U V  (Strickberger, 1985; Sm ith และ Kea iy , 

1991)

H H

Thymine Thymine

A  T T  c G 

T A  A  G c

A  T ~ T  C  G

T  A  A  G C

ร ูป ท ี่ 5 การเก ิด  ไท ม ีน  ได ฌ อ ร ์จ าก ก าร ฉ าย ร ัง ส ี U V  (G o o d e n o u g h , 1984)

เม ื่อ เชล ล ์ถ ูก ร ังส ี U V  จะเก ิด ไท ม ีน  ได เม อ ร ์ บนสายด ีเอ ็น เอ  เซ ล ล ์จ ะมีก ล ไก  

การแ ก ้ไข ค วาม ผ ิด พ ลาด ท ี่เก ิด ข ึ้น  ป ราก ฎ การณ ์ท ี่ท ำให ้ก าร เก ิด ได เม อ ร ์ ส าม ารถ ก ล ับ ส ู่ส ภ าพ  

ป ก ต ิได ้โด ย แ ส งข าว  (v is ib le  l ig h t )  เร ียกว ่า โฟ โต ร ีแ อ ค ต ิเวช 'น  (p h o to re a c tiv a tio n ) ห ร ือ  

โฟ โต เร ส โต ร เร ช ั่น  (p h o to re s to ra tio n ) เป ็น ก ารซ ่อ ม แ ช ม ด ีเอ ็น เอ โด ย ม ีเอ น ไซ ม ์โฟ โต ไล เอ ส  

(p ho to lya se ) ซ ึ่งท ำ งาน โด ย ม ีแ ส ง เป ็น ต ัวก ระต ุ้น ม าต ัด พ ัน ธ ะ โค ว า เล น ต ์ ท ี่เช ื่อ ม ได เม อ ร ์ ออก  

จากก ัน  กลายเป ็น  โม โน เม อ ร ์ (m onom e r) ข อ ง เบ ส ไพ ร ิม ิด ีน  (p y r im id in e )  ก รณ ีท ี่เก ิด ข บ วน  

การซ ่อม แซม ด ีเอ ็น เอจากป ฏ ิก ิร ิย าข ้างด ้น  จ ะ ไม ่ส าม ารถ ต รวจ พ บ ก ารก ล าย พ ัน ธ ุ ต ังน ัน

ใน ก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ุต ้อ งพ ย าย าม ไม ่ให ้ส ป อ ร ์ท ี่ผ ่าน ก ารฉ าย ร ังส ี U V  แล ้ว

ถ ูก แ ส งท ัน ท ีโด ย ก ารท ำก ารท ด ล อ งใน ท ี่ม ืด  ห ร ือ ท ำก ารท ค ล อ งภ าย ใต ้ห ล อ ด ไฟ ส ีเห ล ือ ง  และ  

ต ้อ งท ำก ารบ ่ม เช ื้อ ใน ท ี่ม ืด ด ้วย  (H o p w o od , 1970; C la d w e ll, 1995)
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è ô è ô è è ô è è ô ô è è ô ô
ULTRAVIOLET LIGHT

B

c

à ô è 6 4-fc ô érb ô 6 àré 6 ô

4 ô  4  ô  ô  ô  ô  4sÿ 6  ô
VISIBLE LIGHT

D ' 4 6 4 6 4 4 6 4 4 6 6 4 4 6 6

รูปที่ 6 การซ่อมแซมสายดีเอ็นเอที่ผิดปกติเนื่องจากการฉายรังสี UV ด้วย 
กระบวนการ โฟโตรีแอคติเวช,พ (Cladwell, 1995)

น อ ก จ าก น ี้ ใน ท ี่ไม ่ม ีแ ส งส ว ่า งก ็ส าม ารถ เก ิด ก ระบ วน ก ารซ ่อ ม แ ซ ม ด ีเอ ็น เอ ได ้ เร ียกว ่า  

ก ารซ ่อ ม แ ซ ม ใน ท ี่มืด (d a rk  re p a ir) เร ีย ก ก ระบ วน ก ารซ ่อ ม แ ซ ม ว ่า  เอ ็ก ซ ิช ัน ร ีแ พ ร ์ (e x c is io n  

re pa ir) (ร ูป ท ี่ 7 ) โด ย ไท ม ีน ได เม อ ร ์ จ ะถ ูกตัดออกจากด ีเอ ็น เอ โด ย ใช ้เอ น ไซ ม ์เอ ็น โด  

น ิว คล ีเอส (endonuc lease ) ม ีผ ล ท ำ ให ้เก ิดช ่อ งว ่า งก ่อ น ต ำแ ห น ่งท ีเ่กิดไดเมอ ร ์ ห ล ังจ าก น ัน จ ะ  

มีการเต ิม เบส ด้วยเอ น ไซ ม ์ ดีเอ ็น เอโพลีเมอเรส (DNA polymerase) โด ย ใช ้ส ายนิวคลีโอ ไ ท ด ์ 

ท ี่ส ม บ ูรณ ์ท ี่อ ย ูต่รงข้ามเป ็น แม่แบบ ตังน ั้น จึงไ ด ้สายด ีเอ ็น เอท ี่เป ็นปกติ ใน ก รณ ีน ีก ็จ ะไม ่ท ำ  

ให้เกิดการกลายพ ัน ธ ุเช ่น เดียวกัน
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4 ô è ô ô 4-4 ô é -é  6 ô ô * ô è  
A 3- 9 y ? y t 9 9 t 9 ? t y y ? y 9  ?

I
 ̂ 6 6 y ô ô ô y-y 9 6 9 y 6 y 3

y  9y 9 y y 9 9 y 9 9 y y y 9 y 9  5

!ซTุ
4 6 4 6 6  6 6 6 4 6 4  3

c  y 9 y 9 y y 9 9 y 9 ° y y y 9 y 9  5

I
5 1 6 4 6 6 4 4 0 4 4 6 6 6 4 6 4  3
3. 9 f 9 f f 9 9 t 9 9 t f f 9 f 9 5

I
g  '  1 6 4 6 6 •  •  O •  9 :■ \  1.;, e  O

, 9 ? 9 f t 9 9 f 9 9 î ? ? 9 ? 9  5

รูปท่ี 7 การซ่อมแซมสายสีเอึนเอแบบ เอึกซิชัน(E x c is io n )  (Cladwell,1995)

หากการซ่อมแชมทั้ง 2 แบบข้างต้นไม่ทำงานและเชลล์อยู่ในที่มืด เซลล์จะมีการซ่อมแซม 
ดีเอ็นเออีกระบบหนึ่งเรียกว่า โพสต์เรปพิเคชน (post replication) หรือรีคอมบิเนชันรีแพร์
(recombination repair) โดยการซ่อมแซมจะเกิดระหว่างการสร้างสายดีเอ็นเอใหม่ เนื่องจากเอนไซม์ 
ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสจะหยุดการทำงานที่ตำแหน่งที่เกิดไดเมอร์ และข้ามไปทำงานอีกครังเมือพบรหัส 
เริ่ม (start codon) หลังไดฌอร์นั้นออกไปทำให้สายนิวคลีโอไทด์ที่สร้างใหม่เกิดช่องว่าง (gap) แต่ 
สายนิวคลีโอไทดีที่เกิดช่องว่างนี้ สามารถใช้สายนิวคลีโอไทด์อีกเส้นหนึ่งที่ถูกสังเคราะห์มาพร้อมๆ 
กัน เป็นต้น แบบในการสังเคราะห์ส่วนของนิวคลีโอไทด์ที่หายไปแทนเพื่อซ่อมแซมช่องว่างทีเกิด 
ขึ้นไต้ (Singleton และ Sainsbury, 1988 ; Cladwell, 1995) ดังแสดงในรูปที 8
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Postrepl îca li บก 

R epa ir

Recombinationa!
exchanges by  

recomb, enzymes
I

Repair rep lica tion  
and sealing by liaase

i

Continuous o a n n h T P r  
strands

I
Replication  

[D in n e rs  r e ta in e d ]

ร ูป ท ี่ 8  ก ารซ ่อ ม แ ซม สาอ ส ืเอ ็น เอ แ บ บ โพ สฅ เรป พ ิเค ช ั่'น  ( G o o d e n o u g h  , 1984)

ด ังน ั้น จ ุล ิน ท ร ีย ์ท ี่ผ ่าน ก ารก ล าย พ ัน ธ ุด ้วย ร ังส ี U V  ม ีโอ ก าส เก ิด ก ารย ้อ น ก ล ับ  (re ve rse )  

เป ็น สายพ ัน ธ ุเด ิม  เม ื่อผ ่านการเพ าะเล ี้ย งเป ็น เวลานานๆ

ก รณ ีท ี่เก ิด ก าร เป ล ี่ยน แ ป ล งพ ัน ธ ุก รรม เน ื่อ งจ าก ก ารช ัก น ำด ้วย ร ังส ี U V  เก ิดจากเม ื่อ  

เก ิด ได เม อ ร ์ข ึ้น  บ ร ิเวณ น ัน จ ะไม ่ส าม ารถ จ ับ ด ัน เป ็น ด ีเอ ็น เอ ส ายค ู่ (d ou b le  h e lix )  เน ื่อ งจาก เบ ส  

ไท ม ีน ไม ่ส า ม า ร ถ ส ร ้า ง พ ัน ธ ะ ไฮ โด ร เจ น ด ับ เบ ส อ ะ ด ิน ีน ใน ส า ย น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ส า ย ต ร ง ข ้า ม ได  ้

พ บ ว ่าบ ร ิเวณ ได เม อ ร ์น ั้จ ะ เป ็น ต ำแ ห น ่งท ี่ไม ่แ อ ค ท ีฟ  แล ะ เม ื่อ เก ิด ก ารถอ ด รห ัส  ( tra n s c r ip t io n )  

ม าถ ึงบ ร ิเวณ น ีก ารถ อ ด รห ัส จ ะห ย ุด ไป
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ห ร ือ อ ีก ก รณ ีห น ึ่ง เก ิด จาก  ค วาม ผ ิด พ ลาด ใน การซ ่อ ม แซม  ซ ึ่ง เป ็น ก ร ะบ วน ก ารต าม  

ธรรม ช าต ิข อ งส ิ่งม ีช ีว ิต  เร ีย ก ว ่าก ระบ วน ก ารซ ่อ ม แ ซ ม เอ ส โอ เอ ส  (S O S  re p a ir )  (ร ูป ท ี่ 9 )

เป ็น การซ ่อมแซม ท ี่เก ิด ข ึ้น ห ล ังจากม ีก ารแยกสายด ีเอ ็น เอออ ก  ใน ข ณ ะจ ำล อ งต ัว เอ ง  และเม ื่อม ี 

ก ารอ ่าน รห ัส ม าถ ึงบ ร ิเวณ น ี้ เอ น ไซ ม ์ด ีเอ ็น เอ โพ ล ีเม อ เรส จะน ำเบ ส ม า เต ิม บ ร ิเวณ ท ี่ข าด ไป

แบ บ ส ุ่ม  แล ะใช ีด ีเอ ็น เอ ส ายท ี่ซ ่อ ม แ ซม แ ล ้ว เป ็น แ ม ่แ บ บ แ ท น  ม ีผ ล ท ำ ให ้ล ำ ด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด  ์

ไม ่เห ม ือ น เต ิม

X  Proteose 
/  octiviry “V

LexA repressor ***^

Cfeavad LexA

t
Derepression of lexA 

recA, uvrA, uvrP.

Increased expression 

Of repair genes

ร ูป ท ี่ 9 ก ระบ วน ก าร  SOS r e p a ir  ( A t la s  ,1995 )

9 .2 .2  วธฑ ใงเคม  (C h e m ic a l m u ta ge ne s is ) สารเคมีที่นำมาใช้เพื่อชักนำให้ 
เกิดการกลายพันธุ มีกลไกที่ทำให้เกิดการกลายพันธุแตกต่างกันไป แบ่งได้เป็น 4 กลุ่ม ตาม 
ลักษณะการทำงานคือ
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9.2.2.1 เบสธนไออก (Base analogs) เป็นการแทนท่ีของสารเคมีท่ีมี 
โครงสร้างคล้ายเบสในดีเอ็นเอ เช่น 2-อะมิโนเพียวรีน (2-aminopurine) ซ๋ึงมีโครงสร้างคล้าย 
อะดีนีน (adenine) และ ร-โบรโมยูราชิล (5-bromouracil) ซ่ึงมีโครงสร้างคล้ายไทมีน 
(thymine) (รูปที่10) เม่ือมีสารเหล่านีไปแทนท่ีดีเอ็นเอเบสในขณะท่ีมีการจำลองตัวของ
ดีเอ็นเอ จะทำให้เกิดการจำลองตัวผิดเพราะสารเหล่าน้ีไม่สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนไล้ 
เหมือนในเบสปกติ ตังน้ีนกระบวนการสังเคราะห์ดีเอ็นเอซ่ึงต้องอาศัยความจำเพาะของเบส 
และการเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่างเบส จึงไม่สามารถเกิดข้ึนไล้ตามปกติ และส่งผลให้เกิด 
การกลายพันธุ (สมใจ,2537) ! ปท่ี 11 เป็นตัวอย่างการแทนท่ีของ ร-โบรโมยูราชิล ซ่ึงจะไป 
แทนท่ีไทมีน โดยมีบางภาวะท่ี ร-โบรโมยูราชิล จะถูกเปล่ียนแปลง!ปร่าง (tautomeric shift) 
จาก!ปคีโตนไปอยู่ใน!ปอีนอล ทำให้สามารถเกิดพันธะกับกัวนีนไล้

H -  .๕!’h
^ - CA,SN ^ ' ' ' ' ร .,

Adenine

1น ี้^ ^ / H

\
2 -  Am inopurine

๐
ç r ^  ไ ‘ผ — H

๐ ๐
H i C ^ c A >  J :  ร .\  t  i  « N  H  ç ,  « .  ผ - ̂'  ฯ ’ IIs I

. c  (  4 JC  = 0  JT • .1 J,Q

I I
H  H

T h y m i n e  5 - B r o m o u r o c i t

N o r m o l  b o s e s  A n a l o g s

ฐ ป ท ี่ 1 0  ต ัว อ ย ่า ง ส า ร เ ค ม ีท ี่ม ีโ ค ร ง ส ร ้า ง ค ล ้า ย เ บ ส ใ น ด ีเ อ ็น เ อ  ( ส ม ใ จ  ,  2 5 3 7 )
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Guanine 5 -8  บ*
(rarer enol state ]

(cl

รูปท่ี 11 คุณสมบต๊การแทนท่ีสีเอ็นเอเบสของ ร-โบรโมคูราชิล(Aver, 1984)
(a) การเกิดพันธะระหว่างโมเอคุอ ร-โบรโมยูราชิอในรูปคีโตนกับอะดินีน
(b) การเกิดพันธะระหว่างโมเอคุอ ร-โบรโมคูราชิอในรูปสินออกับกัวนีน

92 2 2  อินเตอร์คาเอท ิง เอเจนท์ (Intercalating agent) เป ็นสาร

ป ระกอบ ท ี่ม ีโม เลค ุลแบ บ ราบ เป ็น วง (aromatic) 3 วงป ระกอบ ก ัน  และ สามารถสอดแทรกเข ้า  

ไป ในระหว ่างด ู่เบสท ี่อย ู่ต รงกลางของด ีเอ ็น เอ เกล ียวค ู่ได ้ ท ำให ้โครงสร ้างของด ีเอ ็น เอฉ ีกขาดและ  

เก ิดความผ ิดปกต ิในกระบวนการส ังเคราะห ์ด ีเอ ็น เอในระหว ่างการถ ่ายทอดพ ันธ ุกรรม  หรือทำ

ให ้เก ิดการต ัดท ิ้ง  และทำให ้เก ิด เฟ รมช ิปม ิว เตช ัน  จน เป ็นผลทำให ้เก ิดการกลายพ ันธ ุได ้ ต ัวอย ่าง  

สารเคม ีใน กล ุ่ม น ี้ได ้แก ่ 9 -อ ะม ิโน อ ะค ร ิด ีน  (9 -am inoac rid ine ) เอ ท ธ ิเค ียม โบ รไม ด ์

(ethidiumbromide) โป รฟ าวน  (proflavin) แ ล ะไน โต ร เจ น มัสตาด (nitrogen mustard) เปนตน
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9 .2 .2 3  กรดไนตรัส (Nitrus a c id ) เป็นสารเคมีท่ีสามารถทำปฏิกิริยา 
กับเบสในดีเอ็นเอ แล้วมีผลให้โครงสร้างของเบสผิดปกติไปจากเดิมไดี'โดยกรดไนตรัสจะไป 
ทำปฏิกิริยาตัดกลุ่มอะมิโนในโมเลกุลของดีเอ็นเอเบสแล้วเดิมออกซิเจนลงไป (o x id a t io n )

ช๋ึงจะส่งผลให้โมเลกุลของดีเอ็นเอเบส เปล่ียนแปลงจากอะดีนีนเป็นไฮโปแชนทีน
(h yp o xa n th in ) ไซโตซีนเป็นยูราชิล และกัวนีนเป็นแซนทีน เม่ือเกิดการถ่ายทอดพันธุกรรม 
ไฮโปแซนทีนจะจับค ู่ก ับไชโตซีน ยูราชิลจะจับคู่กับอะดีนีน ส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ 
(R ede i, 1982)

ร ูป ท ี่ 12 ก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ุด ้วย ก รด ไน ต ร ัส  (A v e r ,  1984)

( a )  การเก ิดปฏ ิก ิร ิย าระหว ่างอะด ีน ีนก ับกรด 'ในต 'ร ิก  ได ีๆ ฮ โป แซ น ท ีน  

และการเก ิด พ ัน ธ ะ ระห ว ่า ง ไฮ โป แ ซ น ท ีน ก ับ ไช โต ช ิน  

( ๖ )  ก าร เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ร ะ ห ว ่า ง ไซ โต ช ิน ก ับ ก รด ไน ฅ ร ิก  ๆ ด ้ย ูราช ิอ  

แ ล ะก าร เก ิด พ ัน ธ ะระห ว ่า งค ูร าช ิล ก ับ อ ะด ีน ืน



9 .2 .2 .4  อ ้อค ีเอส ิงเอ เจนท ี ( A lk y la t in g  a g e n t)  เป ็น ส ารท ี่ก ่อ ก าร  

กลายพ ัน ธ ุโด ย  จะ 'ใช ้ส ่วน อ ัล ค ิล  (a lk y l)  เช ่น เมธ ิล  (m e th y l, C H 3) เอธ ิล  (e th y l,  C H 3C H 2) 

ห ร ือ  อ ะล ิฟ าต ิก ไฮ โด รค าร ์บ อ น (a lip h a t ic  hyd ro ca rbon  g roup ) อ ื่นๆ  จ ับ ท ี่ต ำแ ห น ่งต ่า งๆ ข อ ง  

ด ีเอ ็น เอ เบส  ท ำให ้ก ารจ ับ ค ู่ข อ งด ีเอ ็น เอน ั้น ผ ิด พ ลาด  ต ัวอ ย ่า งข อ งส าร ใน ก ล ุ่ม น ี้ได ้แ ก ่

ไน โต ร เจ น ช ัล เฟ อ ร ์ม ัส ต าด  (n itro g e n  s u lfe r m us ta rd ) เอ ธ ิล อ ีเธ น ช ัล โฟ เน ต  (e th y l e thane  

su lfona te , E E S ) เอ ธ ิล ม ีเท น ช ัล โฟ เน ต  (e th y l m ethane su lfona te , E M S ) และ เอ ็น -เม ธ ิล -เอ ็น -  

ไ น โต ร - เอ น -ไ น โต ร โช ก ัว น ิด น  (N -m e th y l-N  -n itro -N -n itro s o g u a n id in e , N T G , M N N G ,  

N G ) (D ra ke , 1970; A v e r , 1984)

N T G  เป ็น ส ารป ระก อ บ ท ี่น ิย ม ใช ้ใน ก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ุ ท ั้ง ใน ส ิ่ง ม ีช ีว ิต  

ช ัน ส ูงแ ล ะช ั้น ต ํ่า เพ ราะ เป ็น ส ารท ี่ม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ส ูง  โด ย ส ่ว น ม าก น ิย ม ใช ้เป ็น ส า ร ช ัก น ำ ให ้

เก ิด ก ารก ล ายพ ัน ธ ุใน ช ั้น ท ี่ 2  (seconda ry  m u ta t io n ) (M il le r ,  1972)

N T G  ส ัง เค ราะห ์ข ึ้น ค ร ั้งแ รก โด ย  M c k a y  และ W r ig h t ใน ป ี ค .ศ . 1947 จากป ฏ ิก ิร ิย า  

ไน โต ร เช ช ัน  (n itro s a t io n ) ของ เม ธ ล ไน โต รก ัวน ด น  (m e th y ln it ro g u a n id in e )  และ  

โซ เด ีย ม ไน ไต ร ต ์ (s o d ium  n it r ite )  N T G  ม ีส ูต รเคม ีเป ็น  C ,H 5N 5O 3 น ี้า ห น ัก โม เล ก ุล  147 .10  

ม ีล ัก ษ ณ ะเป ็น ผ ล ึก ส ีเห ล ือ ง  จ ุดห ลอม เห ลว  118 องศาเซล เซ ียส  จ ุดเด ือด 123.5 อ งศ า เซ ล เซ ีย ส  

โค รงส ร ้า งท าง เค ม ีข อ ง  N T G  ต ังแ ส ด งใน ร ูป ท ี่ 13

N ------  C  ---------- N

O  =  N  N 0 2

ร ูป ท ี 13 โค ร งส ร ้า งท าง เค ม ีข อ ง  N T G  (M c k a y  a n d  W r ig h t ,  1947)
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การท ำงานของ N T G  ต ้อ งม ีก ารแต ก ต ัวจ ึงจะม ีส ม บ ัต ิเป ็น ส ารช ัก น ำให ้เก ิด การก ลาย  

พ ัน ธ ุ ใน ส ภ าวะท ี่เป ็น ก รด  N T G  จ ะแ ต ก ต ัว ให ้ก รด ไน ต ร ัส  ส ่วน ใน ส ภ าวะท ี่เป ็น ค ่า งจ ะแ ต ก ต ัว  

ให ้ได อ ะ โซ ม ีเท น  (d iazom e thane , C H 2N 2) N T G  จะท ำป ฏ ิก ิร ิย าโด ยการช ักน ำให ้เก ิด การเต ิม  

ห ม ู่อ ัลค ิล  1 ห ม ู่ให ้ก ับ เบ ส  แล ้วช ักน ำให ้ค ู่เบ ส ท ี่เก ิด ก ารเป ล ี่ยน แป ล ง เข ้าม าอย ู่แท น ท ี่ค ู่เบ สท ี่ 

ป ก ต ิใน ระห ว ่างก ารจำล อ งต ัว เอ ง  ท ำให ้เบ สบ น ส ายด ีเอ ็น เอ เก ิด ก ารเป ล ี่ยน แป ล งไป  การเต ิม  

ห ม ู่อ ัล ค ิล จ ะ เก ิด ท ี่ต ำแ ห น ่ง ไน โต ร เจ น ห ร ือ อ อ ก ซ ิเจ น ข อ งเบ ส แ ค ่ล ะช น ิด  เช ่น  การเต ิมหม ู่เมธ ิล  

ท ี่ตำแหน ่ง N -3  ของอะค ิน ีน  กลายเป็น N 3•เมธ ีลอะด ิน ีน  (N 3-methyladenine) ห ร ือ ไฮ โป แ ซ น ท ีน  ซ ึ่ง  

จะสามารถจ ับ ก ับ ไช โตซ ีนแทนก ัวน ีน  การเต ิมหม ู่เมธ ีลท ี่ตำแหน ่ง N -7  ของ ก ัวน ีน  กลายเป ็น

n ’ - เม ธ ิล ก ัวน ีน  (N 7-m e th y lg u a n in e ) ห ร ือ แ ช น ท ีน  (C raddock , 1969) ห ร ือ เต ิม เม ธ ีลท ี ่

ตำแห น ่ง  0 - 6  ข อ งก ัวน ีน  กลายเป ็น  0 6-เม ธ ีล ก ัวน ีน  ( 0 6-m e th y lg u an in e ) ซ ึ่งส าม ารถ ไป จ ับ ก ับ  

ไท ม ีน แ ท น อ ะต ิน ีน  เป ็น ส าเห ต ุให ้เก ิด การกล ายพ ัน ธ ุ ( เ ป ท ี่14) (S in g le to n  และ S a in bu ry ,  

1988) พ บ ว ่าก ารกลายพ ัน ธ ุด ้วย  N T G  ป ระม าณ  90 เป อร ์เซ ็น ต ์ม ัก เก ิดการเป ล ี่ยน แป ลงจาก  

G C  ไป เป ็น  A T  ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ุด ้วยส าร  N T G  ข ึ้น ก ับ ค ่าค วาม  

เป ็น ก รด ค ่างขณ ะท ี่ท ำป ฏ ิก ิร ิย า  แ ล ะส ัน น ิษ ฐ าน ว ่า  N T G  จ ะม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ใน ก ารช ัก น ำ ให ้ 

เก ิด ก ารก ล ายพ ัน ธ ุได ้ส ูง  ใน ข ณ ะท ี่เซ ล ล ์ก ำล ังม ีก ารแบ ่งต ัว เพ ราะ  N T G  จะ เข ้า ไป จ ับ ก ับ  

ด ีเอ ็น เอ ท ี่ก ำล ังจ ำล อ งต ัว เอ งใน ก ระบ วน ก ารถ อ ด รห ัส  (M il le r ,  1972)

ร ูป ท ี่ 14 โค รงสร ้า งโม เอ ค ุล ข อ งด ีเอ ็น เอ เบ ส เท ี่อ ท ำป ฏ ิก ิร ิย าก ับ  N T G  (R e d e i, 1982)



29

N T G  เป ็น ส ารท ี่น ิยม ใช ้ใน ก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล ายพ ัน ธ ุ เน ื่อ งจ าก เป ็น ส ารท ี่ให  ้

ค วาม ถ ี่ใน ก ารก ล าย พ ัน ธ สุ ูงใน ขณ ะท ี่ม ีก ารต ายน ้อย  พบว่าท ี่ช่วงค วาม เข ้ม ข ้น ข อ ง N T G  ที่ทำ 

ให ้เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก ารรอ ด อ ย ู่ร ะห ว ่า ง  0 -50  เป อร ์เซ ็น ต ์ จ ะม ีส ป อ ร ์ท ี่ก ล าย พ ัน ธ ุแ ล ้ว เป ็น จ ำน วน  

มาก (Miller, 1972; Fantini, 1975) ป ิจจ ัยส ำค ัญ ของการใช ้ N T G  เป ็น ส ารช ัก น ำให ้เก ิด ก าร  

กลายพ ัน ธ ุค ือ  ค ว าม เข ้ม ข ้น ท ี่ใช ้ โดยย ิ่งค วาม เข ้มข ้น ของ N T G  ส ูง เป อ ร ์เซ ็น ต ์ก ารรอ ด ข อ ง  

ส ป อ ร ์ย ิ่งต ํ่าล ง  น อ ก จาก น ี้ย ังพบว ่าก ารช ัก น ำให ้เก ิด ก ารกล ายพ ัน ธ ุโด ย ใช ้ส าร  N T G  สามารถ  

ท ำให ้เก ิด ก ารก ล าย พ ัน ธ ุได ้ส ูงก ว ่าว ิธ ีก ารท างธ รรม ช าต ิถ ึง  10,000 เท ่า แ ล ะให ้ผ ล ก ารด ีก ว ่าก าร  

ใช ้ร ัง ส ี U V  แ ล ะร ังส ีเล ็ก 'ช ์ ถ ึง 10 -100 เท่า (Sinha และ Chattoo, 1975) N T G  ส ามารถ  

ช ัก น ำให ้เก ิด ก า รก ล าย พ ัน ธ ุได ้ท ั้ง ใน ส ิ่งม ีช ีว ิต ช ั้น สูงและช ั้นต ํ่า  ด ังน ั้น ใน ข ณ ะท ี่ท ำก ารท ด ล อ ง  

ค วรท ำด ้วย ค วาม ระม ัด ระว ังอ ย ่า งส ูง

10 รายงานการวิจัยท่ีเก่ียวข้ธงกับการกลายพันธุชุลินทรีย์!พ่ิอผลิตกรดมะนาว

การผลิตกรดมะนาวระยะเริ่มแรก จะผลิตโดยการสคัดออกมาจากผลไม้ท ี่ม ีรสเปรียว 
เช่น มะนาว ต่อมาพบว่ารา Pénicillium  sp. สามารถผลิตกรดมะนาวได้ (W ehmer, 1903) 
และต่อมาพบว่า Aspergillus niger เป ็นราท ี่เหมาะสมต่อการผลิตกรดมะนาวมากที่ส ุด และมี 
การเพ ิ่มประสิทธิภาพการผลิตด้วยการปรับปรุงสายพ ันธุมาก (Bigelis และ Arora, 1992)

James และคณะ (1956) ได้เสนอวิธ ีการแยกเชือกลายพันธุของรา A. niger ที่สามารถ 
ผลิตกรดมะนาวได้ส ูง โดยการเลียงราท ี่เป ็นเช ือกลายพันธุบนกระดาษกรองท ี่ม ีอาหารเน ี้ยง
เช ื้อท ี่ประกอบด้วยน ั้าตาล เกลือแร่และโบรโมคลีชอลกรีน พบว่าขนาดของบริเวณกรด
จะสัมพ ันธ์ค ับผลที่ได ้จากการหมัก

Gardner และคณะ (1956) รายงานการปรับปรุงสายพันธุของ A. niger โดยใ ช ้ 

รังส ีเอ ็กช ์และรังส ี UV เป ็นสารชักนำให้เก ิดการกลายพันธุ พบว่าสามารถปรับปรุงค ุณภาพ 
ของการผลิตกรดมะนาวได้ส ูงเป ็น 80 เปอร์เซ ็นต์เม ื่อใช ้นำตาลเป ็นแหล่งคาร์บอน ในขณะที่ 
ราสายพ ันธุท ั้งด ้นสามารถผลิตกรดมะนาวได้เพ ียง 21 เปอร์เซ ็นต์
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Hannan และคณะ (1973) ทำการปรับปรุงสายพันธุของ A. n ig e r ด้วยการใช้รังสี 
แกมมาเป็นตัวชักนำให้เกิดการกลายพันธุ พบว่าเช้ือสายพันธุกลายสามารถผลิตกรดมะนาว 
ได้สูงถึง 110-118 เปอร์เซ็นต์ของนาหนักแห้ง ในขณะท่ีสายพันธุต้ังด้นผลิตได้ 29 
เปอร์เซ็นต์ของนาหนักแห้ง เม่ือใช้น้ีาตาลธุเโครสเป็นแหล่งคาร์บอน

Voraputhapom และคณะ (1985) ได้ทำการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยวิธีการหมัก 
ในอาหารเหลวโดยใช้ A. n ig e r ในระดับขวดเขย่าและถังหมักขนาด 2.5 ลิตร และ
แป้งมันสำปะหลังซ่ึงผ่านการย่อยบางส่วนด้วยเอนไซม์อะมิเลส ท่ีมีความเข้มข้นร้อยละ 10 
เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าความสามารถในการผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2.5 ลิตร ให้ 
ผลผลิตกรดมะนาวสูงกว่าในขวดรุปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยจะให้ผลผลิตสูงสุด 85.5 
กรัมต่อลิตร เม่ือหมักนาน 7 วัน

ศยามล (2534) ทำการทดลองคัดแยกราจากท๋ังหมด 12 สายพันธุและพบว่าสายพันธุ 
ที่กำหนดรหัสเป็น A185 สามารถผลิตกรดมะนาวได้สูงที่สุด และเมื่อนำมาเลี้ยงในระดับ 
ขวดเขย่าพบว่าสามารถผลิตกรดมะนาวได้ 120 กรัมต่อลิตร โดยการใช้แป้งมันสำปะหลัง 
เข้มข้น 450 กรัมต่อลิตร ที่ผ่านการย่อยแล้วเป็นวัตถุดิบเร่ิมด้น

จากที่กล่าวมาข้างด้นจะเห็นว่าในการผลิตกรดมะนาวด้วยวิธีการหมักในอาหารเหลว 
นิยมใช้นาตาลและแป้งที่ผ่านการย่อยแล้วเป็นวัตถุดิบเริ่มด้น ขณะที่การผลิตกรดมะนาวจาก 
แป้งมันสำปะหลังโดยตรงยังไม่มี เน่ืองจาก

Moyer (1953) พ บ ว ่าก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้งด ้วย ว ิธ ีก ารห ม ัก ใน อ าห าร เห ล ว โด ย  

A. n ig e r  ม ัก ให ้ผ ล ผ ล ิต ค ่อ น ข ้างต ํ่า  แ ต ่พ บ ว ่าล ้า ใช ้แ ป ้งท ี่ผ ่าน ก ารย ่อ ย ด ้วย เอ น ไซ ม ์ จ ะ ให ้ผ ล  

ผ ล ิต ก รด ม ะน าวส ูง  ส า เห ต สุำคัญท ี่ท ำ ให ้ผ ล ผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้ง โด ย  A. n ig e r  ม ีระค ับ ต ํ่า  

เน ือ งจาก  A. n ig e r  ท ี่ใช ้ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว ส ่ว น ให ญ ่ม ีค ว าม ส าม ารถ ใน ก าร ใช ้แ ป ้ง เป ็น  

ส ารด ้น ต อ ค าร ์บ อ น ได ้ต ํ่า  (U sam i และ T a ke to m i, 1960; R ugsasee l แ ล ะค ณ ะ , 1993) โดย  

พ บ ว ่า  A. n ig e r  ท ี่ใช ้ส าม ารถ ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง ได ้ต ํ่า ข ณ ะท ี่ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส  

(p ro tease ) ได ้ส ูง  ซ ึ่ง เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส ท ี่ A. n ig e r  ผ ล ิต ข ึ้น ม ีอ ิท ธ ิพ ล ท ี่ส ำค ัญ ต ่อ เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย  

แป ้ง ด ังร าย งาน ต ่า งๆ ส น ับ ส น ุน ดังต ่อ ไป น ี้



ใน ป ี 1981 H ayash id a  และ F lo r  พ บ ว ่า  A. awamori ส ายพ ัน ธ ุ kawachi ท ี่ถ ูก ท ำ ให ้ 

กลายพ ัน ธ ุแล ้วด ้วย ร ังส ี U V  และ N T G  ส าม ารถ ผล ิต เอน ไซม ์ย ่อ ยแป ้งชน ิด  ก ล ูโค อ ะม ิเล ส  

(g lu c o a m y la s e ) llต ่ไม ่ส าม ารถ ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส  จ ะม ีค ว าม ส าม ารถ ใน ก ารด ูด ซ ับ

แ ล ะย ่อ ย แ ป ้งด ิบ ได ้ม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ส ูง  ต รงข ้าม ก ับ เช ื้อ ท ี่ผ ่าน ก ารก ลาย พ ัน ธ ุท ี่ส าม ารถผ ล ิต

เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะ ม ิเล ส ได ้เช ่น ก ัน  แต ่ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ได ้ด ้วย  ซ ึ๋ง ม ีป ร ะส ิท ธ ิภ าพ ใน ก าร  

ด ูด ซ ับ แ ล ะย ่อ ยแป ้งด ิบ ได ้ต ํ่า

ป ี 1992 Fukuda และคณ ะได ้ทำการกลายพ ันธ ุ A. awamori สายพ ันธ ุ kawashi โด ย ใช ้ 

N T G  พ บว ่าเช ื้อสายพ ันธ ุกลายท ี่ได ้สามารถผล ิต เอน ไซม ์กล ูโคอะม ีเลส  แต ่ไม ่ส ามารถผล ิต

เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส แ ล ะ เอ น ไช ม ์ก ส ูโค ซ ิเด ส  (glucosidase) ได ้ โด ย ท ี่เอ น ไซม ์กล โค อ ะม ิเลส ท ี่ผ ล ิต  

ข ึ้น น ี้จ ะม ีส ่วน ป ระก อ บ ข อ งค าร ์โบ ไฮ เด รต อ ย ู่ใน โม เล ก ุล เป ็น จ ำน วน ม าก แ ล ะม ีน ี้าห น ัก โม เล ก ุล  

เท ่าก ับ 110,000 น อกจากน ี้ย ังพ บ ว ่าเอน ไซม ์ด ังกล ่าวม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ ใน การย ่อยแป ้งข ้าวโพ ดด ิบ  

ส ูงกว ่า เอน ไซม ์กล ูโคอะม ิเลสท ี่ได ้จ ากสายพ ัน ธ ุต ั้งด ้น

ป ี 1994 S a rangb in  และคณ ะ ได ้ท ำก ารท ด ล อ งเห น ี่ย วน ำให ้เก ิด ส ายพ ัน ธ ุท ี่ม ีค ุณ  

ส ม บ ัต ิเป ็น อ อ โต ต ิพ ล อ ย ด ์ (a u to d ip lo id )  จาก A. niger ส ายพ ัน ธ ุ พ บ - 2 2 2 3 L  โด ย ใช  ้

โค ช ิซ ิน  (c o lc h ic in e ) พ บ ว ่าอ อ โต ต ิพ ล อ ย ด ์ท ี่ได ้ม ีค ว าม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวได ้

67 .2  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร ใน ข ณ ะท ี่ส าย พ ัน ธ ุต ั้งด ้น ผ ล ิต ได ้ 62 .0  กร ัมต ่อล ิต ร  เม ื่อ ใช ้น ำต าล ก ล ูโค ส  

เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น  ย ิ่ง ไป ก ว ่าน ั้น  เม ื่อ น ำม าท ด ส อ บ ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว โด ย  

ใช ้แ ป ้ง  (s o lu b le  s ta rch ) เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น  พ บ ว ่าอ อ โต ต ิพ ล อ ย ด ์ส าม ารถ ผ ล ิต ก รด ม ะน าว ได ้

49 .6  ก ร ัม ต ่อ ล ิต รซ ึ่งส ูงก ว ่าส าย พ ัน ธ ุต ังด ้น ถ ึง  1.4 เท่า เม ื่อ น ำม าต รวจ ส อ บ ระด ับ เอ น ไซ ม  ์

ก ล ูโค อ ะม ิเล ส  พ บ ว ่า ไม ่ม ีค ว าม แ ต ก ต ่า งระห ว ่า งส าย พ ัน ธ ุต ั้งด ้น ก ับ อ อ โต ต ิพ อ ย ด ์ แ ต ่ระด ับ  

ข อ ง เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส  (a c id  p ro tease ) ข อ งอ อ โต ด ิพ ล อ ย ด ์น ั้น ส ูงก ว ่าส าย พ ัน ธ ุต ั้งด ้น

เม ื่อท ดลองเต ิม เพ บ สแตต ิน  (p ep s ta tin ) ซ ึ่ง เป ็น ส ารท ี่ม ีส ม บ ัต ิย ับ ย ั้งก า รผ ล ิต เอ น ไซ ม ์

โป รต ิเอ ส  พ บ ว ่า  ร ะด ับ เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะม ิเล ส ใน อ อ โต ด ิพ ล อ ย ด ์ส ูงข ึ้น  น อ ก จ าก น ี้ย ังพ บ ว ่า  

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว เม ื่อ เต ิม ส ารด ังก ล ่าวจ ะส ูงก ว ่า เม ื่อ ไม ่ม ีก าร เต ิม ส ารน ี้

จ ากงานว ิจ ัยของ Rugsaseel และคณ ะ (1 993 ) ท ี่ผ ่านมา ได ้ท ำก ารก ล ายพ ัน ธ ุ A. niger 
สายพ ันธ ุ พ บ -22 23L  โด ย ใช ้ร ัง ส ี บV  แล้วค ัด เล ือก เช ื้อสายพ ัน ธ ุกลาย  โด ย อ าศ ัย ส ม บ ัต ิท ี่
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ส าม ารถ ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะม ิเล ส แ ล ะก รด ได ้ส ูง  พ บ ว ่า เช ื้อ ส ายพ ัน ธ ุก ล ายท ี่ค ัด เล ือ ก ได ้

ส าม ารถ ผ ล ิต ก รด ม ะน าว ได ้ 48.0 กร ัมต ่อล ิตร ใน ข ณ ะท ี่ส าย พ ัน ธ ุต ั้ง ด ้น ผ ล ิต ได ้ 35.1  

กร ัมต ่อล ิต ร เม ื่อ ใช ้แป ึง  (s o lu b le  s ta rch ) เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น แ ล ะ เม ื่อ ต รวจส อ บ แ อ ค ต ิว ิต ีฃ อ ง  

เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะ ม ิเล ส  พ บ ว ่า  แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะม ิเล ส  ท ี่ได ้จ าก เช ื้อ ส ายพ ัน ธ  ุ

กลายเป ็น  3 .6 2  ห น ่วย ต ่อ ม ิล ล ิล ิต ร  ใน ข ณ ะ ท่ีแอ ค ต ิว ิด ีฃ อ ง เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะม ิเล ส  ท ี่ได ้จ าก  

ส ายพ ัน ธ ุต ังด ้น เป ็น  2.11 ห น ่ว ย ต่อม ิลล ิล ิตร ซ ึ่ง ใน งาน ว ิจ ัย น ีย ัง ไม ่ได ้ท ำก ารศ ึก ษ า เก ี่ย วค ับ  

เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส

ม ันสำปะหล ังจ ัด เป ็นผลผล ิตทางการเกษตรท ี่ส ำค ัญ มากของประเทศไทย ไทยเป ็น

ป ระ เท ศ ผ ู้ส ่งออก ม ัน ส ำป ะห ล ังราย ให ญ ่ท ี่ส ุด ใน โลก  เน ื่อ งจากม ันสำปะหล ังม ีราคาค ่อนข ้างต ํ่า  

ป ็จจ ุบ ัน ได ้ม ีก ารรณ รงค ์ให ้ท ำการว ิจ ัย เพ ื่อ แป รร ูป ม ัน สำป ะห ล ังจ ากร ูป ว ัต ถ ุด ิบ ไป เป ็น ผลผล ิต ท ี่ม ี 

ค ุณ ค ่าและราคาส ูงขน  (ม ูลน ิธ ิสถาบ ัน พ ัฒ น าม ัน สำป ะห ล ังแห ่งป ระเท ศไท ย , 2538)

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง โด ย  A . n ig e r  น ่าจ ะ เป ็น ว ิธ ีก า รห น ึ่งท ี่ 

ส าม ารถ เพ ิ่ม ค ุณ ค ่าผล ผล ิต ม ัน ส ำป ะห ล ังอ ย ่างม ีป ระส ิท ธ ิภ าพ  ถ ึงแ ม ้ว ่าป ็จ จ ุบ ัน ป ระ เท ศ ไท ย ม ี 

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง ใน ระด ับ อ ุต ส าห ก รรม แ ล ้ว  แ ต ่ก ารผ ล ิต จ ะ ใช ้

แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ังท ี่ผ ่าน ก ารย ่อ ย ด ้วย เอ น ไซ ม ์ ใน ข ณ ะท ี่ย ัง ไม ่ม ีก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก

แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง โด ย ต รง

เน ื่อ งจ าก ใน งาน ว ิจ ัย น ี้ม ีว ัต ถ ุป ร ะส งค ์ท ี่จ ะ ใช ้แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น ใน  

ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว  ซ ึ่งแป ้งจ ะถ ูก ย ่อ ย เป ็น น ึ่าต าล ก ล ูโค ส  โด ย เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง  (a m y lo ly t ic  

enzym e ) ได ้แ ก ่เอ น ไซ ม ์ก ล ูโค อ ะ ม ิเล ส  แล ะ เอ น ไซ ม ์อ ัล ฟ าอ ะม ิเล ส  ได ้เป ็น น ึ่า ต าล ก ล ูโค ส  จาก  

น ั้น น ึ่า ต าล ก ล ูโค ส ท ี่ได ้จ ะถ ูก น ำ เข ้าส ู่เช ล ล ์ แ ล ้ว ผ ่าน ก ร ะ บ ว น ก า ร ไก ล โค ไล ซ ีส ได ้เป ็น ก ร ด

ไพ ร ูว ิค ห ล ังจ าก น ั้น ก รด ไพ ร ูว ิค จ ะ เข ้าส ู่ว ัฎ จ ัก ร เค รป  ได ้เป ็น ก รด ม ะน าว  แต ่จ ากการศ ึกษ าท ี ่

ผ ่านมา พ บว ่าเม ื่อ เล ี้ย ง A . niger ใน ภ าวะท ี่ใช ้ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้ง  พ บ ว ่า ไม ่เพ ีย ง  

แ ต ่ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้งแ ต ่ย ังส าม ารถ ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส  ซ ึ่ง เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส ท ี่ผ ล ิต ข ึ้น  

น ํน จ ะ ไป ย ่อ ย เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้งท ำ ให ้ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก ารท ำงาน ข อ ง เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้งล ด ล ง  จ ึง 

เป ็น ผ ล ให ้ป ร ิม า ณ น ั้า ต า ล ก ล ูโค ส ท ี่จ ะ น ำ เข ้า ส ู่เซ ล ล ์เพ ื่อ ใช ้เป ็น แ ห ล ่ง ด ้น ต อ ใน ก า ร ผ ล ิต ก ร ด  

ม ะน าวล ด ล ง ส ่งผ ล ให ้ก รด ม ะน าวซ ึ่ง เป ็น ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ท ี่ด ้อ งก ารลดล งด้วย ด ังแ ส ด งใน ร ูป ท ี่ 15



33

รูปท่ี 15 แผนภไพแสดงข้ันตอนการเปล่ียนแปงเปีนกรดมะนาว รวมท้ังเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้อง

ด ังน ั้น เพ ื่อ เพ ิ่ม ป ระส ิท ธ ิภ าพ ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง  จ ึงจำเป ็นต ้อ ง  

ป ร ับ ป ร ุงส าย พ ัน ธ ุ A. niger ให ้ส าม ารถ ใช ้แ ป ้ง เป ็น แ ห ล ่งต ้น ต อ ค าร ์บ อ น ไต ้ด ีข ึ้น น ั้น ค ือ ต ้อ ง  

ด ัด เล ือก เช ื้อสายพ ัน ธ ุกลายของ A. niger ท ี่ส าม ารถ ผ ล ิต ก รด ม ะน าวแ ล ะ เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง ไต ้ 

ส ูง แ ต ่ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ไต ้ต ํ่า  ใน ภ าวะท ี่ใช ้ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าว

ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้ม ีว ัต ล ุป ร ะ ส ง ค ์เพ ื่อ เพ ิ่ม ป ร ะ ส ิท ธ ิภ า พ ก า ร ผ ล ิต ก ร ด ม ะ น า ว โ ด ย ใ ช  ้

แ ป ้งม ัน ป ะห ล ัง เป ็น แ ห ล ่งต ้น ต อ ค าร ์บ อ น ด ้วย ว ิธ ีก า รห ม ัก ใน อ าห าร เห ล ว  ซ ึ่งจ ะ ใช ้ว ิธ ีก ารก ล าย  

พ ัน ธ ุ ป ร ับ ป ร ุงส าย พ ัน ธ ุ A. niger พ บ - 22 2 3 L  ซ ึ่ง เป ็น ส าย พ ัน ธ ุท ี่ให ้ผ ล ผ ล ิต ก รด ม ะน าวส ูง ใน  

ก ระบ วน ก ารห ม ัก ใน อ าห าร เห ล ว  (U sam i และ T a ke to m i, 1960) เป ็น ส ายพ ัน ธ ุต ั้งต ้น  แ ล ะ ใช  ้

ร ังส ี U V  และสารเคม ี เอ ็น - เม ธ ิล - เอ ็น -ไน โต ร -เอ ็น -ไน โต ร โช ก ัว น ิด ีน  (N - ra e th y l-N  -n it ro -  

N -n itr is o g u a n id in e , N T G , M N N G , N G ) เป ็น ต ัวช ัก น ำให ้เก ิด ก ารก ล ายพ ัน ธ ุ แล ้วด ัด เล ือกเช ื้อ  

สายพ ัน ธ ุกลาย  ท ี่ม ีค ุณ ส ม บ ัต ิผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ไต ้ฅ ํ่า  ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้งแ ล ะก รด ไต ้
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ส ูงบ น อ าห ารท ี่ใช ้ค ัด เล ือ ก  เม ื่อ เท ียบ ค ับ สายพ ัน ธ ุต ั้งต ้น  พ บ - 22 2 3 L  โด ย ค วาม ส าม ารถ ใน ก าร  

ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส จะค ัด เล ือ ก จ าก ก ารงอ ก ข อ งส ป อ ร ์ใน อ าห ารส ูต ร  S L  ท ี่ม ีเค ซ ีน เป ็น  

แ ห ล ่งพ ล ัง งาน ใน ระย ะ เวล าท ี่พ บ ว ่าส ป อ ร ์ข อ ง  พ บ - 2223L  งอ ก ได ้ 100 เป อ ร ์เซ ็น ต ์แ ล ้ว  

ก ร อ งส ป อ ร ์ท ี่ง อ ก ท ิ้ง เพ ร าะ ค า ด ว ่าส ป อ ร ์ด ัง ก ล ่า ว เป ็น ส ป อ ร ์ท ี่ส าม าร ถ ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส  

ได ้ส ูง  (F u kuda  แ ล ะค ณ ะ , 1992) ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ยแ ป ้งจ ะค ัด เล ือ ก บ น  

จ าน อ าห ารแ ข ็งท ี่ใช ้แ ป ้งด ิบ เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น  ท ิ้งน ี้เพ ราะจากงาน ว ิจ ัยของ H a ya sh id a  และ  

F lo r  (1 98 1 ) พ บ ว ่า เช ื้อ ท ี่ส าม ารถ ย ่อ ย แ ป ้งด ิบ ได ้ค ีจ ะผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ต ํ่าแ ล ะจ ะผ ล ิต เอ ็น  

ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้งส ูง  ส ่วน ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต ก รด จะค ัด เล ือ ก บ น จ าก อ าห ารท ี่ใช ้น ี้าต าล

ก ล ูโค ส เข ้ม ข ้น  14 เป อ ร ์เซ ็น ต ์เป ็น แ ห ล ่งค าร ์บ อ น  ท ั้งน ี้เพ ราะม ีราย งาน ว ่าส ป อ ร ์ข อ ง  A . n ig e r  

ท ี่งอ ก ได ้เร ็วบ น อ าห ารท ี่ค วาม เข ้ม ข ้ใ เข อ งน ี้าต าล ค ่าน ี้จ ะม ี g ly c o ly t ic  c a p a c ity  ส ูง  ค ุณ ส ม บ ัต ิ 

ด ังก ล ่า ว เป ็น ป ็จ จ ัย ห น ึ่งท ี่ส ำค ัญ ต ่อ ก ารท ำให ้เช ื้อ น ั้น ผ ล ิต ก รด ม ะน าวได ้ส ูงด ้วย  ด ังน ั้น ค าด ว ่า  

เม ื่อ ใ ช ้ข ั้น ต อ น ก า ร ค ัด เล ือ ก ข ้า ง ด ้น จ ะ ส า ม า ร ถ ค ัด เล ือ ก เช ื้อ ส า ย พ ัน ธ ุก ล า ย ท ี่ส า ม า ร ถ ผ ล ิต  

ก ร ด ม ะ น า ว จ า ก แ ป ้ง ม ัน ส ำ ป ะ ห ล ัง ไ ด ้ส ูง ข ึ้น ร ว ม ท ั้ง ผ ล ิต เอ น ไ ซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง ไ ด ้ส ูง แ ต ่ผ ล ิต  

เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ได ้ต ํ่า  ภ าย ใต ้ภ าวะท ี่ใช ้ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวได ้

ประโยชน์ท่ีคาดว'ใจะได้รับ

สามารถค ัดเล ือก A. Iiige r สายพ ันธ ุท ี่ม ีความสามารถในการผล ิตกรดมะนาวจาก

แป ้งม ันสำปะหล ังโดยว ิธ ีการหม ักในอาหารเหลวได ้ส ูงและขณ ะเด ียวก ันผล ิต เอนไซม ์ย ่อยแป ้งได ้ส ูง  

แต ่ผล ิต เอนไซม ์โปรต ิเอสต ํ่า ซ ึ่งจะเป ็นพ ื้นฐานเบ ื้องด ้นท ี่สำค ัญ สำหร ับการเพ ิ่มประส ิทธ ิภาพในการ  

ผล ิตหร ือการเพ ิ่มผลผล ิตของกรดมะนาวจากแป ้งม ันสำปะหล ังในระด ับขยายส ่วนต ่อไป

ข้ันตอนการวิจัย

1. ศ ึกษาสมบ ัต ิเบ ื้องต ้นของ A . n ig e r  พ บ -2223L ต ่อการผล ิตกรดมะน าวจากแป ้ง 
ม ันสำปะหล ังโดยว ิธ ีการห ม ักในอาหารเหลวในระด ับขวดเขย ่า

2. ปรับปรุงสายพันธุ A . n ig e r  พ บ -2223L เพ ื่อเพ ิ่มความสามารถในการผล ิตกรดมะนาว 
จากแป้งม ันสำปะหลัง ด ้วยการกลายพ ันธุโดยใช ้ร ังส ีค ัลตราไวโอเลตสลับกับการใช ้สาร
เอ ็น-เมธ ิล-เอ ็น-ไนโตร-เอ ็น-ไนโตรโซกัวน ิด ีน แล ้วค ัดเล ือกเช ื้อสายพ ันธ ุกลายท ี่ม ีดวาม
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ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต เอ น ไซ ม ์โป รต ิเอ ส ล ด ล ง  แต ่ผ ล ิต เอน ไซม ์ย ่อ ยแป ้งแ ละก รด เพ ิ่ม ข ึ้น อ ย ่าง  

ช ัด เจน  ใน อ าห ารท ี่ใช ้ส ำห ร ับ ค ัด เล ือ ก เม ื่อ เท ียบ ก ับ ส ายพ ัน ธ ุต ั้งต ้น

3. ท ด ส อ บ ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารผ ล ิต ก รด ม ะน าวจ าก แ ป ้งม ัน ส ำป ะห ล ัง โด ย ว ิธ ีก าร

ห ม ัก ใน อ าห าร เห ล วด ้วย เช ื้อ ส าย พ ัน ธ ุก ล าย ท ี่ค ัด เล ือ ก ไต ้ พ ร ้อ ม ต ั้งต รวจ ส อ บ ค วาม ส าม ารถ ใน  

ก า ร ผ ล ิต เอ น ไซ ม ์ย ่อ ย แ ป ้ง แ ล ะ เอ น ไซ ม ์โป ร ต ิเอ ส ท ี่ส ร ้า ง ข ึ้น ภ า ย ใ ต ้ภ า ว ะ ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ผ ล ิต  

ก รด ม ะน าว

X 'ใ £  ZA & ~ A ^
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