
4 

 

บทที ่2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 กรดมาลกิ 
  
กรดมาลิก (Malic acid) เป็นสารประกอบอินทรียใ์นกลุ่มกรดไดคาร์บอกซิลิกท่ีมีคาร์บอน 4 อะตอม 
และมีตาํแหน่งคาร์บอกซิลิกท่ีตาํแหน่ง 1 และ 4 ซ่ึงมีสูตรโมเลกุลคือ HO2CCH2CHOHCO2H 
(C4H6O5) ช่ือทางเคมี IUPAC คือ hydroxybutanedioic acid เป็นองคป์ระกอบของเน้ือเยือ่ และเป็นสาร
ตวักลางในวฎัจกัร Tricaboxylic acid cycle (TCA cycle) กรดมาลิกมีสูตรโครงสร้างดงัรูปท่ี 2.1 และ
รูปท่ี 2.2 มีคุณสมบติัทางกายภาพ ดงัตารางท่ี 2.1 กรดมาลิกท่ีเป็นชนิดแอล-กรดมาลิกพบมากใน
ธรรมชาติ เป็นองคป์ระกอบในผกัและผลไม ้เช่น แอปเปิล องุ่น แตงโม เชอร่ี พลมั บลอ็กโคลี เป็นตน้ 
ในขณะท่ีชนิด ดี-กรดมาลิก จะถูกสังเคราะห์ข้ึน (Holler และคณะ, 1999 ; Michielsen และคณะ, 2000 ; 
Leathers และคณะ, 2013) 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.1 สูตรโครงสร้างของแอล-กรดมาลิก ( L-malic acid)  
               (Michielsen และคณะ, 2000) 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.2 สูตรโครงสร้างของดี-กรดมาลิก ( D-malic acid)  
               (Michielsen และคณะ, 2000)  
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ตารางที ่2.1 คุณสมบติัทางกายภาพของกรดมาลิก (ดดัแปลงจาก Goldberg และ Williams, 1991) 
 
คุณสมบติั ค่า 
มวลโมเลกลุ (ดอลตนั) 134.09 
ค่าถ่วงจาํเพาะ 1.601 
จุดหลอมเหลว (องศาเซลเซียส) 128.5 - 129 
pKa 3.4 
ความสามารถในการละลายท่ี 25 องศาเซลเซียส (กรัม/100 มิลลิลิตร) 
- นํ้า 
- แอลกอฮอล ์
- อีเทอร์ 

 
5.8 (25 องศาเซลเซียส) 
39.16 
1.41 

 
 

2.1.1 ประโยชน์ของกรดมาลกิ 
 
กรดมาลิกเป็นสารมูลค่าสูง มีความจาํเป็นต่อมนุษยใ์นชีวิตประจาํวนัอยา่งมาก โดยใชเ้ป็นสารปรุงแต่ง
กล่ินและรส ซ่ึงกรดมาลิกมีความสามารถในการดูดความช้ืนสูงมาก จึงมีการนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรม
อาหาร เพื่อช่วยลดการดูดความช้ืน การไม่จับกันเป็นก้อน การเกิดปฏิกิริยาสีนํ้ าตาล (browning 
reaction) และยืดอายุการเก็บอาหาร ดงันั้นจึงไม่จาํเป็นตอ้งใชส้ภาวะการเก็บอาหารท่ีพิเศษ และ
สามารถป้องกนัอุณหภูมิและความช้ืนได ้  
 
ในดา้นอุตาสาหกรรมอ่ืนๆ เช่น ในอุตสาหกรรมโพลิเมอร์ กรดมาลิกเป็นสารตั้งตน้ในการผลิตกรดโพ
ลีมาลิก  ซ่ึงกรดโพลีมาลิกจะนาํไปใชใ้นอุตสาอุตสาหกรรมยา คือใชเ้ป็นสารเคลือบตวัยาและนาํยา
ไปสู่กลุ่มเป้าหมาย (Huang และคณะ, 2012) ส่วนอนุพนัธ์ุของกรดโพลีมาลิกมีคุณสมบติัท่ีไม่ละลาย
นํ้ านาํมาประยุกตใ์ชใ้นอุตสาหกรรม เคลือบ หรือทาํหน้าท่ีเป็น micro particles และ nanoparticles 
เป็นตน้ (Vert, 1998) นอกจากน้ีกรดมาลิกยงัทาํหนา้ท่ีเป็นสารยอ่ยสลาย เช่นในอุตสาหกรรมยอ่ย
พลาสติก และเป็นสารเคมีท่ีใชใ้นการทาํความสะอาดโลหะต่างๆ เป็นตน้ (Liu และ Steinbuchel, 
1996) (รูปท่ี 2.3)  
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รูปที ่2.3 สารเคมีต่างๆ และผลิตภณัฑท่ี์สงัเคราะห์ไดจ้ากรดมาลิก 
               (Zhou และคณะ, 2013) 
 

2.1.2 มูลค่ากรดมาลกิ 
 
 นอกจากประโยชน์ของกรดมาลิกท่ีสามารถนําไปใช้ได้ในวงการอาหาร เคร่ืองสําอาง  ยา และ
อุตสาหกรรม พอลิเมอร์แลว้ และเม่ือนาํมูลค่าของกรดมาลิกมาเปรียบเทียบกบักรดอินทรียช์นิดอ่ืนๆ 
พบว่ากรดมาลิกยงัคงมีมูลค่าสูงกรดอินทรียบ์างชนิดอีกดว้ย (ตารางท่ี 2.2)  และในปัจจุบนักรดมาลิก
ยงัเป็นกรดอินทรียท่ี์กระทรวงพลงังานของประเทศสหรัฐอเมริกาสนใจและใหค้วามสาํคญัในการผลิต
เน่ืองจากกรดอินทรียถู์กจดัเป็นสาร Building – Block ท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในอุตสาหกรรมต่างๆได้
หลากหลาย (Werpy และคณะ, 2004) ท่ีสามารถใชจุ้ลินทรียผ์ลิตจากวสัดุลิกโนเซลลูโลส และคาดว่า
ในอนาคตกรดมาลิกจะเป็นสารเคมีท่ีได้รับความสนใจและต้องการใช้กันแพร่หลายในวงการ
อุตสาหกรรมต่างๆ มากกว่า 200,000 ตนั/ปี (Sauer และคณะ, 2008) ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงสนใจคดัเลือก
เช้ือจุลินทรียท่ี์ผลิตกรดมาลิกจากนํ้ าตาลไซโลสและศึกษากระบวนการผลิตกรดมาลิเพื่อท่ีตน้ทุนการ
ผลิตในระดบัอุตสาหกรรม 

(s) – Malic acid (R) – Malic acid 
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ตารางที ่2.2 มูลค่าของกรดมาลิกเม่ือเปรียบกบักรดอินทรียอ่ื์นๆ (http://www.sigmaaldrich.com/) 

*SGD = Singapore Dollar   
 

2.2 การผลติกรดมาลกิ 
 
การเตรียมกรดมาลิกโดยวิธีดั้งเดิม คือ การสกดันํ้ าแอปเป้ิล (มีกรดมาลิกประมาณ 0.4-0.7เปอร์เซ็นต)์ 
ปัจจุบนัสามารถผลิตกรดมาลิกไดจ้ากกระบวนการทางเคมีและชีวภาพ 
 

2.2.1 กระบวนการทางเคมี 
 
การผลิตกรดมาลิกจากทัว่โลกประมาณ 85 เปอร์เซ็นต ์เป็นการสังเคราะห์ทางเคมีโดยปฏิกิริยไฮเดร
ชนัของกรดมาเลอิกหรือฟูมาริกและนํ้ า 2 โมเลกุลnท่ีอุณหภูมิและความดนัสูง ผลผลิตท่ีไดเ้ป็น
สารประกอบผสมดี-กรดมาลิก และ แอล-กรดมาลิก (Goldberg และคณะ, 2006) 
 

2.2.2 กระบวนการทางชีวภาพ 
 
การผลิตกรดมาลิกโดยกระบวนการทางชีวภาพจะใชจุ้ลินทรียเ์ปล่ียนนํ้ าตาลให้เป็นกรดมาลิก โดย
ส่วนใหญ่จะใช้นํ้ าตาลท่ีราคาไม่แพง และมีจํานวนมากท่ีได้มาจากวัสดุลิกโนเซลลูโลสหรือ  
ชีวมวล (นํ้าตาล) ซ่ึงชีวมวลท่ีสามารถนาํมาใชไ้ดแ้บ่งไดเ้ป็น 3 ประเภท   
 
 

Reagents Units Price (SGD*) 

Malic acid 100 g 105.0 

Succinic acid 100 g 62.00 

Fumaric acid 100 g 65.70 

Itaconic acid 100 g 49.30 

Propionic acid 100 ml 82.30 

Acetic acid 500 ml 122.00 



8 

 

1. วตัถุดิบท่ีมีนํ้ าตาลสูง เช่น ออ้ย กากนํ้ าตาล และผลไมต่้างๆ ซ่ึงสามารถนาํเขา้สู่กระบวนการ
หมกัไดโ้ดยตรง 

2. วตัถุดิบประเภทแป้ง เช่น ขา้วโพด ขา้วฟ่าง ขา้วสาลี และมนัสําปะหลงั โดยก่อนท่ีจะเขา้สู่
กระบวนการหมกั ตอ้งเปล่ียนวตัถุดิบประเภทน้ีเป็นนํ้ าตาลก่อนโดยใชเ้อนไซมแ์ละเขา้สู่การ
หมกัต่อไป 

3. วสัดุลิกโนเซลลูโลส เช่น ฟางขา้ว ชานออ้ย ไมเ้น้ืออ่อนเป็นตน้ ก่อนนาํวสัดุลิกโนเซลลูโลส
ไปใชจ้ะตอ้งผา่นการปรับสภาพ และถูกเปล่ียนเป็นนํ้ าตาลก่อนโดยใชเ้อนไซม ์ และนาํไป
หมกัเพื่อผลิตกรดมาลิก 
 

 เ น่ืองจากการผลิตกรดมาลิกจากวัตถุดิบท่ีมีแป้งและนํ้ าตาลสูงนั้ น  มีข้อจํากัดคือ  มีราคาสูง 
และสามารถเปล่ียนเป็นวตัถุดิบขั้นตน้เป็นผลิตภณัฑ์อย่างอ่ืนไดแ้ก่ อาหารคนและสัตวซ่ึ์งถือว่ามี
ความสาํคญัมากกว่านาํมาผลิตกรดอินทรียห์รือพลงังาน ปัจจุบนัจึงมีความสนใจท่ีจะผลิตกรดมาลิก 
จากวสัดุลิกโนเซลลูโลส ท่ีไดม้าจากวสัดุเหลือท้ิงแหล่งต่างๆ เช่น ฟางขา้ว ชานออ้น ไมเ้น้ืออ่อน  
เป็นตน้ เน่ืองจากมีราคาถูก และมีปริมาณมากพอท่ีนาํไปกรดมาลิกและพลงังานทางเลือกอ่ืนๆได ้ 
(รูปท่ี 2.4) 
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กระบวนการปรับสภาพ 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.4 กระบวนการผลิตสารมูลค่าสูงจากนํ้าตาล แป้ง และวสัดุลิกโนเซลลูโลสโดย กระบวนการ
  ทางชีวภาพ 
  (ดดัแปลงจาก Glazer และ Nikaido, 2007) 
 
 

วสัดุลิกโนเซลลูโลส 

ไฮโดรไลซ์ดว้ยสารเคมี 
หรือเอนไซม ์

สตาร์ช 
(ขา้วโพด, มนัฝร่ัง, และหวั

สาคู) 

ลิกนินส่วนท่ีเหลือ 

นํ้าตาลชนิดต่างๆ 
(mixed-sugar) 

นํ้าตาลโมเลกลุเด่ียว 
นํ้าตาลโมเลกลุคู่ 

และออลิโกแซ็กคาไรด ์

ไฮโดรจิเนชนั 
(hydrogenation) 

ฟีนอล (phenols) 
สารประกอบแอโรมาติก

(aromatic compound)  
โอเลฟิน (olefins) เช่น  
เอทิลีน (ethylene) และ  
บิวทาไดอีน (butadiene) 

กรดไดเบสิก (dibasic acid) 

เฟอฟิวรอน (furfural) 
เฟอแรน (furands) 
ไกลคอล (glycols) 

"OXYCHEMICALS" 
กรดมาลิก เอทานอล, กรดแอ
ซิติก, ไอโซโพรพานอล, แอซิ
โทน,กลีเซอรอล, บิวทานอล, 

กรดซิทริก, ซอร์บิทอล 
กรดไพรพีโอนิก, 
กรดฟมูาริก เป็นตน้ 

สารใหค้วามหวาน  
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2.2.2.1 วสัดุลกิโนเซลลูโลส 
 
วสัดุลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulosic Material) เป็นพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีมีมากท่ีสุดในธรรมชาติท่ี
สามารถปลูกไดใ้หม่ในระยะเวลาอนัสั้น  เพราะเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลลพ์ืชส่วนประกอบท่ีพบ
ในพืชเป็นส่วนใหญ่ ทั้งพืชตระกูลหญา้ ไมเ้น้ือแข็ง และไมเ้น้ืออ่อน มีองคป์ระกอบเป็นเซลลูโลส 
(Cellulose) เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) และลิกนิน (Lignin) ( Sjostrom, 1981) (รูปท่ี 2.5)โดย
เซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของนํ้ าตาลกลูโคสต่อกนัเป็นสายยาว แต่ละสายของเซลลูโลสจะเกิดพนัธะ
ไฮโดรเจนสร้างเป็นรูปแบบผลึก (Crystalline) และแบบโครงสร้างหลวม (Amorphous)  มีลกัษณะ
เป็นเส้นใยเหนียว และไม่ละลายนํ้ า เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของนํ้ าตาลเพนโทส (Pentose) ซ่ึงมี
นํ้ าตาลไซโลสเป็นองคป์ระกอบหลกั นอกจากน้ีประกอบดว้ยนํ้ าตาล แมนโนส (Mannose) กลูโคส 
(Glucose) และ อะราบิโนส (Arabinose) เป็นตน้ ส่วนลิกนินเป็นพอลิเมอร์ของฟีนิลโพรเพน 
(Phenylpropane) มีโครงสร้างซบัซอ้นท่ีทาํหนา้ท่ีสร้างความแขง็แรงจึงทนต่อการยอ่ยสลาย วสัดุลิก
โนเซลลูโลสส่วนมากเป็นผลพลอยไดจ้ากผลผลิตทางการเกษตร เช่น เศษเหลือใชจ้ากการทาํสวน
ปาลม์ ตน้ปาลม์ เสน้ใยปาลม์ ทางใบปาลม์ ทะลายปาลม์ จากพืชไร่และนาขา้วไดแ้ก่ ฟางขา้ว ชานออ้ย 
ซงัขา้วโพด รําขา้ว อุตสาหกรรมแปรรูปไม ้และกระดาษ เช่น เศษไม ้เศษกระดาษ ข้ีเล่ือย วชัพืช เป็น
ตน้ (สถาบนัคน้ควา้และพฒันาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร, 2549) องคป์ระกอบ
ของวสัดุลิกโนเซลลูโลสของพืชแต่ละชนิดดงัแสดงในตารางท่ี 2.3  

 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 2.5  โครงสร้างลิกโนเซลลูโลสซ่ึงเป็นส่วนประกอบในผนงัเซลลพ์ืช 
     (Zhang  และ  Lynd, 2004) 
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ตารางที ่2.3 ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินในพืชต่างๆ (Reshamwala และคณะ, 1995) 
 
ประเภท ชนิดชีวมวล เซลลูโลส  

( ร้อยละ ) 
เฮลิเซลลูโลส  
( ร้อยละ ) 

ลิกนิน 
 ( ร้อยละ ) 

ขา้ว 
 
ออ้ย 
 
 
ปาลม์นํ้ามนั 
 
 
มนัสาํปะหลงั 
ขา้วโพด 
ผกัตบชวา 
สบัปะรด 

แกลบ 
ฟางขา้ว 
ชานออ้ย 
ใบ/ยอด (สด) 
ใบ/ยอด (อบแหง้) 
ลาํตน้ปาลม์ 
ทะลาย เสน้ใย 
ทางใบปาลม์ 
ลาํตน้ 
ซงั 
ลาํตน้และใบ 
ลาํตน้และใบ 

28-36 
32-47 
34.08 
30.0 
Na 
37.14 
25-50 
25-50 
82.14 
34.3 
43-44 
49.22 

12 
19-27 
20.31 
29.7 
27.02 
30.59 
20-35 
20-35 
11.41 
39.0 
Na 
Na 

9-20 
5-24 
8.93 
7.2 
5.36 
22.32 
18-35 
18-35 
6.45 
14.4 
12-13 
17.41 

หมายเหตุ  Na  คือ  not  available 
 
2.2.2.2 ขั้นตอนการผลติกรดมาลกิจากวสัดุลกิโนเซลลูโลส 
 
การผลิตกรดมาลิก หรือไบโอร่ีไฟเนอร่ีต่างๆ รวมถึงพลงังานทางเลือกอ่ืนๆ ท่ีผลิตจากวตัถุดิบพวกลิก
โนเซลลูโลสจะตอ้งผ่านขั้นตอน 3 ขั้นตอนหลกัๆ คือ ขั้นตอนแรกเป็นการปรับสภาพวตัถุดิบ 
(pretreatment) เพื่อทาํลายโครงสร้างและกาํจดัลิกนินเพื่อให้ง่ายต่อการย่อยสลาย ในขั้นตอน 
ท่ีสองเรียกว่า การไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เพื่อย่อยสลายเซลลูโลสเป็นนํ้ าตาลกลูโคส และเฮมิ
เซลลูโลสเป็นนํ้ าตาล ไซโลส แมนโนส กาแลตโตส และ อะราบิโนส ขั้นตอนท่ีสามเป็นขั้นตอนการ
หมกั (Fermentation) โดยใชจุ้ลินทรียห์มกันํ้ าตาลเพ่ือเปล่ียนเป็นกรดมาลิกหรือสารมูลค่าสูง (Olsson 
และ Hahn-Hagerdal, 1996)   
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1. การปรับสภาพขั้นต้น (Pretreatment) 
ลิกโนเซลลูโลสเป็นสารท่ีมีความแขง็แรงยากต่อการยอ่ยสลายจึงตอ้งมีการการปรับสภาพวสัดุลิกโน
เซลลูโลส มีวตัถุประสงคเ์พื่อกาํจดัลิกนิน ออกจากเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เพื่อเพิ่มความเป็นรู
พรุนของวตัถุดิบ  และช่วยใหก้ารยอ่ยสลายดว้ยเอนไซมมี์ประสิทธิภาพมากข้ึนเน่ืองจากเป็นการกาํจดั
ลิกนินท่ีอยู่บริเวณรอบๆ  เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ช่วยเพิ่มพื้นท่ีผิวในการเขา้ทาํปฏิกิริยาของ
เอนไซม ์(รูปท่ี 2.6) (Mcmillan, 1994)  

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที ่ 2.6 การปรับสภาพโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส 
   (http://www.ucl.ac.uk/chemeng/people/academic-researchers/ramirez) 
 
การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสอาจทาํไดโ้ดยใชว้ิธีทางกายภาพ  วิธีทางเคมี  วิธีทางกายภาพร่วมกบัวิธี
ทางเคมี และวิธีทางชีวภาพ  ตวัอยา่ง เช่น  mechanical  pretreatment, dilute  acid  pretreatment  และ  
steam  hot  water  ซ่ึงสามารถละลายลิกนิน งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคท่ี์จะคดัแยกจุลินทรียท่ี์มี
ความสามารถในการหมกันํ้านํ้ าตาลไซโลสเป็นกรดมาลิก  วิธีท่ีเหมาะสมต่อการปรับสภาพวสัดุลิกโน
เซลลูโลสเพื่อสกดัเฮมิเซลลูโลส คือ Alkaline peroxide ซ่ึงขอ้ดีของวิธีน้ีคือ เป็นวิธีทาํท่ีง่ายและใช้
เวลาสั้น สามารถยอ่ยสลายลิกนินไดม้าก  และเฮมิเซลลูโลสไม่ถูกยอ่ย หลงัจากการปรับสภาพดว้ยวิธี
น้ีจะทาํให้ขนาดของสับเสตรทมีขนาดเลก็ลง จึงทาํให้ง่ายต่อการทาํงานของเอนไซมใ์นขั้นตอนของ
การย่อยสลาย (hydrolysis) (Toquero และ Bolado, 2014) แต่มีขอ้เสียคือไม่สามารถย่อยสลาย
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสได ้จึงจาํเป็นตอ้งผา่นกระบวนการไฮโดรไลซิลดว้ยเอนไซม ์
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2. การไฮโดรไลซีส (Hydrolysis) 
การไฮโดรไลซีส คือ กระบวนการเปล่ียนเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสเป็นนํ้ าตาล  เม่ือเซลลูโลสถูก
ยอ่ยดว้ยเอนไซมแ์ละเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์จะไดน้ํ้ าตาลกลูโคสอยา่งเดียว  แต่กรณีท่ียอ่ยเกิดไม่สมบูรณ์
จะเกิดทั้งกลูโคส  เซลโลไบโอส  และโอลิโกแซคคาไรด์  ส่วนเฮมิเซลลูโลสจะไดน้ํ้ าตาลหลายชนิด
ปะปนกัน  ข้ึนอยู่กับโครงสร้างของนํ้ าตาลในเฮมิเซลลูโลส การไฮโดรไลซีสเซลลูโลสและเฮมิ
เ ซล ลู โลส มีอยู่ ด้ ว ย กันหล า ย วิ ธี   แ ต่ ใน ปั จ จุบัน น้ี ก า ร ไฮโดรไล ซีส ท่ี ย ัง เ ป็น ท่ีสนใจ 
ท่ีวิจยัและพฒันาอย่างต่อเน่ืองคือการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม ์ เน่ืองจากสภาวะท่ีทาํปฏิกิริยาไม่
รุนแรง ปริมาณนํ้าตาลท่ีไดบ้ริสุทธ์ิ ราคาประหยดั และเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 

 
เอนไซม์ในกลุ่มเซลลูเลส (Cellulolytic enzyme system) 
ลิกโนเซลลูโลสเม่ือผ่านการปรับสภาพ (pretreatment) มีองค์ประกอบหลักคือ เซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส แต่ละองคป์ระกอบน้ีมีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนั  จึงตอ้งใชเ้อนไซมใ์นการย่อยสลายท่ี
แตกต่างกนั  เซลลูโลสมีโครงสร้างท่ีเป็นกลูโคส  ต่อกนัดว้ยพนัธะ  β-1, 4-Glucosidic linkage 
เพราะฉะนั้นในการยอ่ยสลายเซลลูโลส จึงตอ้งใชเ้อนไซมก์ลุ่ม Cellulolytic enzymes ซ่ึงประกอบดว้ย
เอนไซมเ์ชิงซอ้น 3 ส่วนดงัน้ี Endoglucanase (1,4-β-D-glucan-4-glucanohydrolase; EC 3.2.1.4)   
ทาํหนา้ท่ียอ่ย β-1,4-Glucosidic  linkage  โดยจะตดัแบบสุ่มภายในสายจะได ้ cello-oligosaccharide, 
glucose, cellobiose เอนไซมช์นิดต่อมาคือExoglucanase (1,4-β-D-glucan cellobiohydrolase; EC  
3.2.1.91)  ทาํหนา้ท่ีร่วมกบั  Endoglucanase  ในการยอ่ยสลายเซลลูโลสจากปลายดา้น  non-reducing  
ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการยอ่ย (รูปท่ี 2.7) 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2.7 การทาํงานร่วมกนัของเอนไซมใ์นกลุ่มเซลลูเลส 
     (Ratanakhanokchai และคณะ, 2013) 
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เอนไซม์ในกลุ่มไซลาเนส (Xylanolytic enzyme system) 
เฮมิเซลลูโลสเป็น heteropolysaccharide ท่ีมีไซโลสเป็นโครงสร้างหลกัและมี branch chain เป็น
นํ้ าตาลและอนุพนัธ์ของนํ้ าตาลชนิดอ่ืน ดงันั้นเฮมิเซลลูโลสจึงตอ้งการกิจกรรมของระบบเอ็นไซม์
หลายชนิดท่ีทาํงานร่วมกนั  (รูปท่ี 2.4) เช่น  เอนไซมท่ี์ย่อยโครงสร้างหลกั (endoxylanase และ  

β-xylosidase)  และเอนไซมท่ี์ยอ่ย branch chain (α-glucuronidase, acetyl xylan esterase และ  

α-arabinofuranosidase) โดยเอนไซมท์ั้งสองกลุ่มทาํงานร่วมกนัในการเปล่ียนไซแลนใหเ้ป็นไซโลส  
(รูปท่ี 2.8) (Maheshwari และคณะ, 2000 ; Kosugi และคณะ, 2001 ; Lama และคณะ, 2004) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.8 การทาํงานร่วมกนัของเอนไซมใ์นกลุ่มไซลาเนส 
               (Ratanakhanokchai และคณะ, 2013) 
  
องค์ประกอบของนํา้ตาลทีอ่ยู่ในวสัดุลกิโนเซลลูโลส 
หลงัจากเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสถูกไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม์คือ เซลลูโลโลไลติก และ ไซลา
โนไลติก โดยยอ่ยเซลลูโลสเป็นนํ้าตาลกลูโคส และยอ่ยเฮมิเซลลูโลสเป็นนํ้าตาล ไซโลส แมนโนส กา
แลตโตส และ อะราบิโนส ตามลาํดบั (Taher zadeh และ Karimi, 2008; Jeffries และ Sreenath, 1988) 
นํ้าตาลท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายเฮมิเซลลูโลสส่วนใหญ่ร้อยละ 30 – 45 ของนํ้ าตาลทั้งหมดเป็นนํ้ าตาล
เพนโตส (Lin and Cheng, 2006) (ตารางท่ี 2.4) จากนั้นในกระบวนการหมกัใชจุ้ลินทรียห์มกันํ้ าตาล
เพื่อเปล่ียนเป็นกรดมาลิก จากรายงานของ Wang และคณะ (2013) ศึกษา Penicillium sclerotiorum 
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K302 พบว่าการผลิตแคลเซียมมาลิกสูงสุด 88.6 กรัม/ลิตร มีค่าผลไดเ้ท่ากบั 0.81 กรัม/กรัมนํ้ าตาล
กลูโคส ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 1.23 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง โดยใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตร 
และเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 50 กรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 96 ชัว่โมง และจากรายงานของ Ma และคณะ (2013) พบว่า Aureobasidium sp. P6 สามารถ
ผลิตดกรดโพลีมาลิกไดสู้งสุดได ้100.7 กรัม/ลิตร เม่ือใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตร เติม
แคลเซียมคาร์บอเนต 65 กรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 180 รอบ/นาที เป็นเวลา 
7 วนั ซ่ึงเห็นว่าจุลินทรียท่ี์ใชใ้นการผลิตส่วนใหญ่มีความสามารถในการหมกันํ้ าตาลกลูโคสไดเ้พียง
ชนิดเดียว ทาํให้กรดมาลิกท่ีได้จากการหมกัมีปริมาณน้อย เพราะนํ้ าตาลเพนโตสไม่สามารถถูก
เปล่ียนเป็นกรดมาลิก   
 
ตารางที่ 2.4 องคป์ระกอบนํ้ าตาลของวสัดุลิกโนเซลลูโลสหลงัจากการไฮโดรไลซีสดว้ยเอนไซม ์
       (Alvira และคณะ, 2010) 
 

Lignocellulose Cellulose Hemicellulose 

  Glucan xylan Arabinan Mannan Galactose 

Sugarcane bagase 40.2 22.5 2 0.5 1.4 

Wheat straw 32.1 19.5 2.8 0.6 1.1 

Corn stover 37.5 21.7 2.7 0.6 1.6 

Switch grass 34.2 22.8 3.1 0.3 1.4 

Pine wood 44.8 17 2 2.1 2 
 
 
3.การหมัก (Fermentation) 
การหมกั (Fermentation) ในทางชีวเคมีหมายถึงการสร้างพลงังานจากกระบวนการย่อยสลาย
สารประกอบอินทรีย  ์หรือการเปล่ียนแปลงทางเคมีของสารประกอบอินทรีย  ์ การหมกัในทางจุล
ชีววิทยาอุตสาหกรรมหมายถึงกระบวนการผลิตใดๆ ก็ตามท่ีได ้จากการเพาะเล้ียงจุลินทรียจ์าํนวน 
มาก (mass culture) ซ่ึงจะครอบคลุมทั้งกระบวนการแบบใชแ้ละไม่ใชอ้อกซิเจน ซ่ึงกระบวนการ 
หมกันาํมาใชเ้พื่อเปล่ียนนํ้าตาลเป็นสารมูลค่าสูง เช่น กรดมาลิก  
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2.3 การผลติกรดมาลกิจากจุลนิทรีย์ 
 
นํ้ าตาลเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหน่ึงเป็นแหล่งพลงังานท่ีสําคญัของส่ิงมีชีวิตร่วมถึงจุลินทรีย ์ดงันั้น
จุลินทรียจึ์งมีกลไกลต่างๆท่ีเปล่ียนนํ้ าตาลเป็นแหล่งพลงังานเพื่อใชเ้จริญและผลิตสารต่างๆรวมถึง
กรดมาลิก 
 

2.3.1 วิถีเพนโตสฟอสเฟต (Pentose phosphate pathway : PPP หรือ Hexose 
monophosphate shunt : HMS) 
 
นํ้ าตาลไซโลสเป็นนํ้ าตาล 5 คาร์บอน ซ่ึงจุลินทรียไ์ม่สามารถเปล่ียนใชเ้ป็นพลงังานไดโ้ดยตรง จึง
จาํเป็นตอ้งเปล่ียนนํ้ าตาลไซโลสเป็นไซลูโลส-5-ฟอสเฟต (xylulose-5-phosphate, X5P) หลงัจากนั้น 
X5P จึงเขา้สู่วิถีเพนโตสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway, PPP) และเขา้สู่กระบวนการไกลโคไล
ซีสเพื่อใหไ้ดพ้ลงังาน ใชใ้นการเจริญ และสร้างสารต่างๆดว้ย 
ในยีสตท่ี์หมกันํ้ าตาลไซโลสไดส่้วนใหญ่นํ้ าตาลไซโลสถูกเปล่ียนเป็นไซลิทอลดว้ยเอนไซมไ์ซโลส   
รีดกัเตส (xylose reductase, XR) จากนั้นไซลิทอลถูกเปล่ียนเป็นดีไซลูโลส (D-xylulose )  
ดว้ยเอนไซมไ์ซลิทอลดีไฮโดรจีเนส (xylitol dehydrogenase, XDH) และมีการเติมหมู่ฟอสเฟต 
(phosphate) โดยเอนไซม์ไซลูโลไคเนส (xylulokinase)ได้ไซลูโลส-5-ฟอสเฟต (xylulose-5-
phosphate, X5P) หลงัจากนั้น X5P จึงเขา้สู่วิถีเพนโตสฟอสเฟต (Hahn-Hagerdal และคณะ, 2007)  
ในส่วนของแบคทีเรียไซโลสถูกเมตาบอไลทไ์ปเป็นไซลูโลส(xylulose) ในหน่ึงขั้นตอนโดยเอนไซม์
ไอโซเมอเรส (isomerase) (Vongsuvanlert และ Tani, 1988) (รูปท่ี 2.9) 
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รูปที ่2.9  กระบวนการเปล่ียนนํ้าตาลไซโลสเป็นไซลูโลสของเช้ือจุลินทรีย ์
                (Hahn-Hagerdal และคณะ, 2007)       
 
เ ม่ื อ นํ้ า ต า ล ไ ซ โ ลส ถู ก เ ป ล่ี ย น เ ป็ น  ดี –ไ ซ ลู โ ล ส -5-ฟอส เ ฟส  (D-Xylulose-5-phosphate,  
D-X5P)   D-X5P  มีการเคล่ือนยา้ยคาร์บอนสองตวัจาก D-X5P ไปยงัดี-ไรโบส-5-ฟอสเฟต  
(D-Ribose-5-phosphate, D-R5P) กลายเป็น D-Sedoheptulose-7-phosphate (ซ่ึงมีเจ็ดคาร์บอน)  
และ D-Glyceraldehyde-3-phosphate  (มีสามคาร์บอน) ตามลาํดบั โดยใชเ้อนไซม ์Transketolase 
จากนั้นคาร์บอนสามตวัจะถูกโอนยา้ยจาก D-Sedoheptulose-7-phosphate ไปยงั Glyceraldehyde-3-
phosphate ซ่ึงมีสามคาร์บอนกลายเป็น D-Fructose-6-phosphate (ซ่ึงมีหกคาร์บอน) และ D-Erythrose-
4-phosphate (มีส่ีคาร์บอน) ซ่ึง D-Erythrose-4-phosphate (มีส่ีคาร์บอน) จะรวมตวักบั D-Xylulose-5-
phosphate จะเร่งปฏิกิริยาดว้ยเอนไซม ์Transketolase กลายเป็นD-Fructose-6-phosphate และ 
Glyceraldehyde-3-phosphate ซ่ึง Fructose-6-phosphate และGlyceraldehyde-3-phosphate จะเขา้สู่ 
วฏัจกัรไกลโคไลซิส (Glycolysis Pathway)  (รูปท่ี 2.10) (David และ Michael, 2004) 
 
 
 
 
 

Pentose phosphate pathway 

Bacteria Yeast 



18 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.10 การหมกันํ้าตาลไซโลสดว้ยวิถีเพนโตสฟอสเฟตและเขา้สู่วิถีไกลโคไลซีส 
                 (Mohagheghi และคณะ, 2014) 
 

2.3.2 วถิไีกลโคไลซีล (Glycolysis) 
  
ไกลโคไลซิส (Glycolysis) หรือขบวนการเผาผลาญกลูโคส ในขบวนการน้ีกลูโคสจะถูกเปล่ียนเป็น
ผลิตภณัฑ์หลายประเภทข้ึนอยู่กบัส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด เช่น ในเซลลก์ลา้มเน้ือจะเปล่ียนกลูโคสเป็น
กรดแลคติคในสภาวะท่ีขาดออกซิเจน เรียกกระบวนการน้ีว่า Homolactic fermentation   ส่วนในการ
หมกัสุรา (Alcoholic fermentation) กลูโคสจะถูกเปล่ียนเป็นเอทานอล และกระบวนการหายใจแบบ
ใช้ออกซิเจน (Aerobic oxidation) จะได้กรดอินทรีย์ต่างรวมถึงกรดมาลิกด้วย ซ่ึงเกิดใน 
วฏัจกัรเครบส์ (Kreb’s cycle or Tricarboxylic acid cycle)  
 
ไกลโคไลซิล หรือ EMP Pathway เป็นกระบวนการสลายกลูโคส (6C) ให้เป็นกรดไพรูวิก (3C) 
เกิดข้ึนในส่วนไซโทรซอล (ไซโตรพลาสซึม) ของเซลล ์(รูปท่ี 11) ในปฏิกิริยาท่ี 1 เป็นปฏิกิริยา
ฟอสฟอริเลชัน่ของกลูโคสให้กลายเป็น Glucose-6-phosphate (G6P) โดยรับพลงังานจาก ATP 
ปฏิกิริยาน้ีเป็นปฏิกิริยาท่ีไม่ทวนกลบั (Irreversible) ปฏิกิริยาท่ี 2 เป็นปฏิกิริยาการเปล่ียน G6P เป็น 

Pentose Phosphate Pathway Glycolysis Pathway 
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Fructose –6- phosphate  (F6P) ปฏิกิริยาน้ีทวนกลบัได ้(Reversible) จากนั้น F6P จะถูกฟอสฟอริเลท 
กลายเป็น Fructose - 1 ,6 - diphosphate  (FDP) ในปฏิกิริยาท่ี 3 ซ่ึงเป็นปฏิกิริยาไม่ทวนกลบั  
ในปฏิกิริยาท่ี 4 FDP จะแตกตวัเป็น C3 สองตวัคือ Hydroxyacetone phosphate (DHAP) กบั 
Glyceraldehyde –3- phosphate (GAP) และปฏิกิริยาสุดทา้ยของตอนท่ี 1 น้ี (ปฏิกิริยาท่ี 5) คือปฏิกิริยา
ไอโซเมอไรเซชนั (Isomerization) ระหว่าง DHAP กบั GAP ในตอนท่ี 2 เร่ิมดว้ยปฏิกิริยาออกซิเดชนั
ของ GAP   โดย NAD+  ใหก้ลายเป็น 1,3 - Diphosphoglycerate  (DPG)  ให ้NADH เกิดในปฏิกิริยาท่ี 
6 จากนั้นในปฏิกิริยาท่ี 7 DPG จะใหฟ้อสเฟตแก่ ADP ได ้3-Phosphoglycerate (3PGA) กบั ATP 
ปฏิกิริยาน้ีเป็นปฏิกิริยาไม่ทวนกลบัและเป็นปฏิกิริยาแรกในไกลโคไลซิสท่ีใหพ้ลงังาน ATP  จากนั้น
ในปฏิกิริยาท่ี  8 3PGA เปล่ียนเป็น 2-Phosphoglycerate (2PGA) ต่อดว้ยปฏิกิริยาท่ี 9 2PGA 
เปล่ียนเป็น 2-Phosphoenolpyruvate (PEP) ปฏิกิริยาท่ี 10  PEP ใหฟ้อสเฟตแก่ ADP เพื่อสร้าง ATP 
แลว้กลายเป็นไพรูเวท (Pyruvate) เป็นปฏิกิริยาท่ีสองท่ีให ้ ATP แลว้ไพรูเวทจะถูกรีดิวซ์โดย NADH 
ดงันั้นในวิถีไกลโคไลซิสน้ีไดพ้ลงังาน  2ATP ต่อหน่ึงโมเลกลุของกลูโคสดงัน้ี 
 Glucose + 2ADP + 2Pi                                                            2Lactate + 2ATP + 2H2O 
และ ATP ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาทั้งสอง เกิดข้ึนขณะสับเตรทมีการเปล่ียนแปลงโดยตรงจึงเรียกว่า 
Substrate-level phosphorylation (David และ Michael, 2004) 
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รูปที่ 2.11  กระบวนการไกลโคไลซิส ซ่ึงประกอบดว้ยปฏิกิริยายอ่ย 10 ขั้นตอน แต่ละขั้นตอนถูกเร่ง
     ดว้ยปฏิกิริยาไกลโคไลติกเอนไซม ์(glycolytic enzyme) 10 ชนิด 
                  (Soroka, 2013) 
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2.3.3 วฎัจกัรเครบส์ (Kreb’s cycle or Tricarboxylic acid cycle) 
 
วฏัจกัรเครบส์หรือวฏัจกัรกรดซิตริก มีการเร่ิมตน้จากไพรูเวตถูกออกซิไดส์ไดค้าร์บอนไดออกไซด ์1 
โมเลกุล และไดส้ารท่ีมีหมู่แอซีทิล (acetyl group) อีก 1 โมเลกุล ซ่ึงทาํปฏิกิริยากบัโคเอนไซมเ์อ 
(coenzyme A, CoA) ได้เป็นแอซีทิล-โคเอ และเข้าสู่ว ัฏจักรเครบส์โดย 
วฏัจกัรเครบส์เร่ิมตน้ (รูปท่ี 2.12) ปฏิกิริยาท่ี 1 Acetyl CoA (มีสองคาร์บอน) เขา้รวมตวักบักรด 
Oxaloacetic (มีส่ี คาร์บอน) ไดเ้ป็นกรด Citric acid (มีหกคาร์บอน) ปฏิกิริยาท่ี 2 กรด Citric มีการ
สูญเสียนํ้ ากลายเป็น กรด Cis - aconitic (มีหกคาร์บอน) แลว้เปล่ียนเป็นกรด Isocitric (มีหกคาร์บอน) 
ปฏิกิริยาท่ี 3 กรด Isocitric  จะมีการสูญเสีย 2H+ ไดเ้ป็นกรด a - ketoglutaric (มีหา้คาร์บอน) และก๊าซ 
CO2 โดย H+ จะมีสาร NADH+ มารับกลายเป็น NADH+H+ปฏิกิริยาท่ี 4 กรด a - ketoglutaric (มีหา้
คาร์บอน) จะถูกออกซิไดส์ได ้Succinyl CoA (มีส่ีคาร์บอน) และก๊าซ CO2 ปฏิกิริยาท่ี 5 Succinyl CoA 
(มีส่ีคาร์บอน) เป็นสารพลงังานสูงจะแตกตวัเป็นกรด Succinic (ม่ีส่ีคาร์บอน) และมีการปล่อยหลงังาน 
GTP ออกมาแลว้เปล่ียนเป็น ATP ปฏิกิริยาท่ี 6 กรด Succinic (มีส่ีคาร์บอน) จะมีการสูญเสีย 2H+ ได้
กรด Fumaric (4 คาร์บอน) ส่วน 2H+ จะมี FAD มารับกลายเป็น FADH2 ปฏิกิริยาท่ี 7 กรด Fumaric จะ
ถูกไฮโดรไลดเ์ป็นกรด Malic (มีส่ีคาร์บอน) ปฏิกิริยาท่ี 8 กรด Malic (มีส่ีคาร์บอน) มีการสูญเสีย 2H+ 
ให ้ NAD+ กลายเป็นกรด Oxaloacetic กลบัคืนมาพร้อมท่ีจะเร่ิมตน้ของวฏัจกัรเครบส์ต่อไป (Garrett 
และ Charles, 2008) 
 
วฏัจกัรเครบส์ประกอบดว้ย 8 ปฏิกิริยา มีเอนไซมท่ี์ใชใ้นการเร่งแตกต่างกนั โดยปฏิกิริยาท่ี  3, 4, 6 
และ 8 เป็นปฏิกิริยาออกซิเดชนั (Oxidation reaction)  ซ่ึงปฏิกิริยาท่ี 3, 4, 6 และ 8 มี NAD+ เป็นตวั
ออกซิไดซ์ ส่วนปฏิกิริยาท่ี 6 ใช ้FAD เป็นตวัออกซิไดส์ สาํหรับปฏิกิริยาท่ี 5 มีการเติมหมู่ฟอสเฟต 
(ฟอสฟอเรชัน่) (Phosporylation) ใหก้บั GDP (กวัโนซีนไดฟอสเฟต) (Guanosine diphosphate) ทาํให้
เกิดสารพลงังานสูง คือ GTP ข้ึน 1 โมเลกุล ซ่ึงปฏิกิริยาน้ีจะเทียบไดก้บัปฏิกิริยาการสร้าง ATP 
เน่ืองจากการยา้ยหมู่ฟอสเฟตน้ีไปให้กบั ADP น้ีเกิดข้ึนไดง่้ายทาํให้เกิด ATP ข้ึน (Garrett และ 
Charles, 2008) 
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รูปที ่2.12 วฎัจกัรเครบส์   (Krebs cycle or Tricarboxylic acid cycle) 
                 (Garrett และ Charles, 2008)  
  
2.3.3.1 การผลติกรดมาลกิจากวฎัจักรเครบส์  
 
กรดมาลิกสามารถผลิตได้จากวัฏจักรเครบส์เ น่ืองจากกรดมาลิกเป็นสารตัวกลางท่ีอยู่ใน 
วฏัจกัรเครบส์และสามารถผลิตไดโ้ดยวิถีต่างๆ ดงัน้ี 
 
วิถีที่ 1 เกิดการรวมตวัของออกซาโลแอซีเทตกบัแอซีทิล-โคเอเป็นกรดซิทริก ต่อมาเปล่ียนเป็นสาร
ตัวกลางชนิด อ่ืนๆ  ตามวัฏจักร เครบส์จนกระทั่งได้ เ ป็นมาเลต  จากนั้ นมา เลต ท่ี เ กิด ข้ึน 
จะถูกส่งออกสู่ของเหลวภายในเซลล ์และส่วนหน่ึงเปล่ียนเป็นออกซาโลแอซีเทตกลบัคืนมาพร้อมท่ี
จะเร่ิมตน้ของวฏัจกัรเครบส์ต่อไป รูปท่ี 2.13 (Christoph Knuf, 2014) 
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รูปที ่2.13 การผลิตกรดมาลิกตามวฏัจกัรเครบส์ 
                 (Jensen และคณะ, 2008) 
 
วิถีที่ 2 การสร้างมาเลตเกิดจากการรวมตวัของแอซีทิล-โคเอ 2 โมเลกุล โดยผา่น glyoxylate cycle ซ่ึง
เป็นวิถีการออกซิเดชนัทางเลือกของการผลิตมาเลตอีกทางหน่ึง รูปท่ี 2.14 (Christoph Knuf, 2014) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.14 การรวมตวัของแอซีทิล-โคเอ 2 โมเลกลุโดยผา่น glyoxylase cycle เพื่อผลิตมาเลต 
                 (Erb และคณะ, 2004) 

Intracellular 

Extracellular Intracellular 

Malate 

Extracellular 
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วถีิที ่3 การสร้างมาเลตเกิดจากกระบวนการ glyoxylate cycle เป็นแบบไม่เตม็วง (non cyclic pathway) 
(รูปท่ี 2.15) แต่ออกซาโลแอซีเทตจะถูกสร้างจากปฏิกิริยาไพรูเวตคาร์บอกซิเลชัน (pyruvate 
decarboxylation) (รูปท่ี 2.16) (Christoph Knuf, 2014) 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.15 ออกซาโลแอซีเทตจะถูกสร้างจากปฏิกิริยาไพรูเวตคาร์บอกซิเลชนั (pyruvate decarboxylation) 
                 (Zella และคณะ, 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.16  การสร้างมาเลตเกิดจากกระบวนการ glyoxylate cycle แต่เป็นแบบไม่เตม็วง (non cyclic 
     pathway  
                 (Erb และคณะ, 2004) 
 

Pyruvate 



25 

 

วิถีที่ 4 การสร้างมาเลตเกิดจากปฏิกิริยาคาร์บอกซิเลชนัของไพรูเวต โดย biotin-dependent pyruvate 
carboxylase โดยในปฎิกิริยาคาร์บอนไดออกไซดเ์พื่อช่วยทาํงานในปฏิกิริยา pyruvate carboxylase 
เพื่อเปล่ียนไปเป็นออกซาโลแอซีเทต ต่อมาเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของออกซาโลแอซีเทตไดเ้ป็นมาเลต 
(รูปท่ี 2.17) (Christoph Knuf, 2014)  
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.17 เกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของออกซาโลแอซีเทตไดเ้ป็นมาเลต 
                 (Goldberg และคณะ, 2006) 

 

PYC  = Pyruvate carboxylase 

MDC  = Malate dehydrogenase 
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2.4 จุลนิทรีย์ทีส่ามารถผลติกรดมาลกิ 

 
Aspergillus flavus เป็นจุลินทรียช์นิดแรกท่ีสามารถผลิตกรดมาลิกได ้โดยมีการศึกษาการหมกักรดมา
ลิกโดยเช้ือ A. flavus ประกอบดว้ย 2 ระยะ คือ ระยะการเจริญเติบโตและระยะการผลิตกรด ในระยะท่ี 
2 กลูโคสส่วนมากจะถูกเปล่ียนเป็นกรดมาลิก กรดซกัซินิกเป็นผลผลิตท่ีไดเ้ป็นจาํนวนมากอนัดบั 2 
ตามด้วยกรดฟูมาริก จากการตรวจด้วยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดทาํให้พบว่า A. 
flavus จะสร้างผลึกในระยะผลิตกรดมาลิก จาํนวนผลึกจะสร้างบนเสน้ใยของรา และเจริญเป็นเพลเลต 
(pellets) ขนาดและจาํนวนของผลลึกจะเพิ่มข้ึนในระหว่างท่ีมีการหมกัพร้อมกบัการสะสมกรดมาลิก 
ผลึกประกอบดว้ยแคลเซียมมาเลต (calcium malate) และมีแคลเซียมซกัซิเนต (calcium succinate), 
แคลเซียมฟมูาเลต (calcium fumarate) จาํนวนเลก็นอ้ย ในวนัท่ี 5 ของการหมกั   มีปริมาณกรดมาลิกป
ระมาณร้อยละ 9 ท่ีอยูใ่นรูปผลึก ซ่ึงเช้ือ A. flavus ขบักรดจากเส้นใยออกมาสู่อาหารเล้ียงเช้ือ การขบั
ออกมาอยา่งรวดเร็วทาํใหก้รดทาํปฏิกิริยากบัแคลเซียมคาร์บอเนตท่ีมีในอาหารไดเ้กลือแคลเซียมท่ีไม่
ละลายนํ้ าเป็นผลึกอยูบ่นเส้นใย (Abe และคณะ, 1962 ; Peleg และคณะ, 1988 ; Battle และคณะ, 
1991) 
 
นอกจากน้ียงัมีรายงานอ่ืนๆมากมายท่ีนาํราไปผลิตกรดมาลิกเป็นจาํนวนมาก เช่น Aspergillus flavus , 
Rhizopus arrhizuz , Paecilomyces varioti, Monascus araneosus, และ Schizophyllum commune เป็น
ตน้ (ตารางท่ี 2.5) 
 
ตารางที ่2.5 การผลิตกรดมาลิกจากเช้ือราโดยกระบวนการหมกั (Zella และคณะ, 2008) 
 

Microorganism 
Malic acid 
(g/L) 

Productivity 
(g/L/h) 

reference 

Aspergillus flavus 60 0.1 Abe และคณะ, 1962 
 36 0.19 Peleg และคณะ, 1988 
 113 0.59 Battle และคณะ, 1991 
Rhizopus arrhizuz และ 48 0.34 

Takao และคณะ, 1983 
Paecilomyces varioti   
Schizophyllum commune 18 0.16 Kawagoe และคณะ, 1997 
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การผลิตกรดมาลิกในกระบวนการทางอุตสาหกรรมจํานวนมากเป็นการผลิตแบบต่อเน่ือง 
จากกรดฟูมาริกโดยใชเ้อนไซม์ fumarase เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาเพื่อย่อยกรดฟูมาริกเปล่ียนไปเป็น 
กรดมาลิก เทคนิคท่ีสาํคญัท่ีสุดคือการตรึงเซลลข์องเช้ือ Brevibacterium ammoniagenes หรือเช้ือ  
B. flavum ซ่ึงผลิตเอนไซม ์fumarase ท่ีมีกิจกรรมสูง 
 
Yamamoto และคณะ (1976) ไดท้าํการทดลองผลิตแอล-กรดมาลิก (L-malic acid) แบบต่อเน่ืองจาก
กรดฟูมาริก  โดยเช้ือ  B. ammoniagenes IAM 1645 และจากจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ  
ท่ีถูกตรึงในพอลิอะคริลาไมด์เจล แสดงกิจกรรมเอนไซม ์fumarase ของแบคทีเรียชนิดต่างๆ ท่ีถูก 
ตรึงในพอลิอะคริลาไมด์ โดยเช้ือ B. ammoniagenes IAM 1645 มีกิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด  
ทั้งในปฏิกิริยาท่ีมีและไม่มี cetylpyridinium chloride (CPC) ผสมอยู ่(ตารางท่ี 2.6) โดยอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมสําหรับกิจกรรมของเอนไซม ์ fumarase คือ 60 องศาเซลเซียส และ pH ท่ีเหมาะสมมี
ช่วงกวา้งคือ 6.5-8.0 แต่ในผลิตภณัฑมี์ผลิตผลพลอยไดท่ี้ไม่ตอ้งการคือกรดซกัซินิก ดงันั้นการเล้ียง
เซลล์ท่ีทรีต (treat) ดว้ยนํ้ าดี ท่ีมีความเขม้ขน้เหมาะสมร้อยละ 0.3 เพื่อยบัย ั้งการผลิตกรดซักซินิก 
เพื่อส่งเสริมอตัราการสร้างกรดมาลิก  
 
ตารางที่ 2.6 ปริมาณกรดมาลิกของเซลลจุ์ลินทรียท่ี์ถูกตรึงในพอลิอะคริลาไมดเ์จล (Yamamoto และ
        คณะ, 1976) 
 

จุลนิทรีย์ 
การสร้างกรดมาลกิ (L-malic acid) 
(โมล/ช่ัวโมง/กรัมเซลล์) 

ไม่เติม CPC เติม CPCa 
Brevibacterium ammoniagenes IAM 1645 0.49 3.37 
Corynebacterium qui IAM 1038 0.09 0.42 
Escherichia coli ATCC 11303 0.27 0.32 
Microbacterium flavum IAM 1642 0.20 0.48 
 
CPC : Cetylpyridinium chloride 
CPCa : เติม Cetylpyridinium chloride ท่ีความเขม้ขน้ 0.02 เปอร์เซ็นต ์
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2.4.1 จุลนิทรีย์สายพนัธุ์ต่างๆทีส่ามารถผลติกรดโพลมีาลกิและกรดมาลกิในกระบวนการหมัก 
 

ตารางที ่2.7 จุลินทรียส์ายพนัธุ์ต่างๆที่สามารถผลิตโพลีมาลิกและกรดมาลิกในกระบวนการหมกั (Zou และคณะ, 2011) 

*PMA = Polymalic acid; [PMA] (g/L) = 0.87 x [malic acid] (g/L) 

Microorganisn Bioreactor Time 
(h) 

MA* 
L) 

Malic acid 
(g/L) 

Productivity 
(g/L/h) 

Yield 
(g/g) 

Referent 

Natural malic acid producers        
  Aspergillus niger ATCC 9142 Shake flask 192 - 113 0.1 0.80 West, 2011 
  Zygosaccharomyces rouxii Test tube 140 - 75 0.52 0.40 Taing และ Taing, 2007 
  Monascus areneosus ST91 Shake flask 120 - 28 0.23 0.37 Lumyong และ Tomita, 1993 
  Aurebasidium pullulans ZD-3d 10 L fermentor 162 57.2 65.7 0.35 0.47 Zhang และคณะ, 2011a 
  A. pullulans CBS591.75 1 L fermentor 216 13.9 16.0 0.06 0.15 Liu และ Steinbuchel, 1997 
        
Engineered strains        
 Escherichia coli WGS - 10 5 L fermentor 12 - 9.25 0.74 0.42 Moon และคณะ, 2008 
Escherichia coli XZ658 3 L fermentor 72 - 34 0.47 1.06 Zhang และคณะ, 2011b 
Saccharomyces cerevisiae  Shake flask 310 - 59 0.19 0.31 Zelle และคณะ 2008 
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2.4.2 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้องสําหรับการผลติกรดมาลกิจากทางชีวภาพ 
 
Khan และคณะ (2013) รายงานว่า Penicillium viticola 152 ผลิตแคลเซียมมาเลทไดสู้งสุดเท่ากบั 132 
กรัม/ลิตร เม่ือใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตร และเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 40 กรัม/ลิตร โดย
เปล่ียนแหล่งไนโตรเจนเป็น corn steep liquor ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.5 ปริมาตร/ปริมาตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 180 รอบ/วินาที เป็นเวลา 96 ชั่วโมง เม่ือนาํ  
P.  viticola 152 มาผลิตในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชส้ภาวะตามขา้งตน้ พบว่าสามารถผลิต
แคลเซียมมาเลท 168 กรัม/ลิตร มีค่าผลไดเ้ท่ากบั 1.288 กรัม/กรัมนํ้ าตาลกลูโคส ค่ากาํลงัการผลิต
เท่ากบั 1.75 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง 
 
Leathers และ Manitchotpisit (2013) รายงานว่า Physarum polycephalum strain NRRL 50383 ผลิต
กรดโพลีมาลิก (PMA) สูงสุดเท่ากบั 18.8 กรัม/ลิตร โดยเล้ียงในนํ้ าตาลกลูโคสร้อยละ 5 นํ้ าหนกั/
ปริมาตรและเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 3 นํ้ าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 200 รอบ/วินาที เป็นเวลา 7 วนั และสามารถผลิต PMA จากซงัขา้วโพด และ ฟางขา้วสาลี ท่ี
ผา่นการปรับสภาพดว้ย H2O2 โดยเติมเอนไซมท์างการคา้คือ Celluclast 1.5 L, Novozyme 188 และ 
FibreZyme LBR ลงในซงัขา้วโพด และ ฟางขา้วสาลี และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 3 นํ้าหนกั/
ปริมาตร บ่มท่ีสภาวะเดียวกบัขา้งตน้ พบว่าสามารถผลิต PMA จากซงัขา้วโพด และจากฟางขา้วสาลี
เท่ากบั 10.1 และ 23.5 กรัม/ลิตร ตามลาํดบั 
 
Ma และคณะ (2013) รายงานวา่ Aureobasidium sp. P6 สามารถผลิตดกรดโพลีมาลิก (PMA) ไดสู้งสุด
ได้ 100.7 กรัม/ลิตร เม่ือใช้นํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนต  
65 กรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 180 รอบ/วินาที    เป็นเวลา 7 วนั จากนั้น 
นาํมาเล้ียงในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 120 กรัม/ลิตร และ 140 กรัม/ลิตร 
เติมแคลเซียมคาร์บอเนต 65 กรัม/ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300  รอบ/วินาที  
เป็นเวลา 7 วนั พบว่า สามารถผลิต PMA เม่ือใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 120 กรัม/ลิตร เท่ากบั 98.7  
กรัม/ลิตร และมีค่าผลไดเ้ท่ากบั 0.85 กรัม/กรัมนํ้ าตาลกลูโคส ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.63 กรัม/ลิตร/
ชัว่โมง และสามารถผลิต PMA จากนํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตรเท่ากบั 118 กรัม/ลิตร มีค่า
ผลไดเ้ท่ากบั 0.87 กรัม/กรัมนํ้าตาลกลูโคส ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.67 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง  
 
Wang และคณะ (2013) รายงานว่า Penicillium sclerotiorum K302 ผลิตแคลเซียมมาลิกไดสู้งสุด 88.6 
กรัม/ลิตร มีค่าผลไดเ้ท่ากบั 0.81 กรัม/กรัมนํ้ าตาลกลูโคส ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 1.23 กรัม/ลิตร/



30 

 

ชัว่โมง โดยใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ 140 กรัม/ลิตร และเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 50 กรัม/ลิตร โดยบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 300 รอบ/วินาที เป็นเวลา 96 ชัว่โมง และเม่ือนาํ  
P. sclerotiorum K302 มาผลิตในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชส้ภาวะตามขา้งตน้ พบวา่ผลิตกรดมาลิก
ได ้92 กรัม/ลิตร มีค่าผลไดเ้ท่ากบั 0.88 กรัม/กรัมนํ้ าตาลกลูโคส ค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 1.23 กรัม/
ลิตร/ชัว่โมง แต่ใชเ้วลาสั้นกวา่คือ 72 ชัว่โมง  
 
Zou และคณะ (2013) รายงานว่า A. pullulans strain ZX – 10 สามารถผลิตกรดโพลีมาลิก (PMA) ได้
สูงสุดเท่ากบั 87.6 กรัม/ลิตร และมีค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.61 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 500 รอบ/วินาที เป็นเวลา 120 ชัว่โมง และเม่ือนาํ
เซลลม์าทาํการตรึงในถงัหมกัชนิด Fibrous – bed พบวา่สามารถผลิตกรดโพลีมาลิกไดสู้งกว่าการหมกั
ธรรมดาเท่ากบั 144.2 กรัม/ลิตร มีค่าค่ากาํลงัการผลิตเท่ากบั 0.74 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง และ PMA 
 
Zhang และคณะ (2011) รายงานว่า A. pullulans คดัแยกไดจ้ากเศษพืชและนาํมาศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการผลิตกรดโพลีมาลิก (PMA) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบ/
วินาที เป็นเวลา 7 วนั ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดเท่ากบั 120 กรัม/ลิตร และเติม
แคลเซียมคาร์บอเนต 30 กรัม/ลิตร พบว่าแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน กรดอินทรียท่ี์เหมาะสมคือ 
นํ้ าตาลกลูโคส  แอมโมเนียไนเตรท และ กรดฟูมาลิก  สามารถผลิตกรดมาลิกเท่ากบั 53.65, 50.75 
และ 62.27 กรัม/ลิตร เม่ือนาํ A. pullulans มาผลิตในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร โดยใชก้ลูโคสท่ีความ
เขม้ขน้ 120 กรัม/ลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนคือ แอมโมเนียไนเตรท และเติมกรด 
ฟูมาลิก 5 กรัม/ลิตร บ่มท่ีสภาวะตามขา้งตน้ พบว่าสามารถผลิตกรดมาลิก 57.2 กรัม/ลิตรค่ากาํลงั 
การผลิตเท่ากบั 0.35 กรัม/ลิตร/ชัว่โมง 
 
Holler และ Lee (1999) ไดศึ้กษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตกรดโพลีมาลิก (PMA) ของเช้ือ                
P. polycephalum พบว่าเม่ือเล้ียง P. polycephalum ในอาหารท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสร้อยละ 1 นํ้ าหนกั/
ปริมาตร เติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1 นํ้ าหนัก/ปริมาตร และเติม bactotryptone ร้อยละ 1 
นํ้าหนกั/ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส ความเร็ว 150 รอบ/วินาที เป็นเวลา 3 วนั พบว่า
สามารถผลิตกรดมาลิกเท่ากบั 1.7 กรัม PMA/ลิตร และเม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลกลูโคสเป็น
ร้อยละ 4.5 นํ้าหนกั/ปริมาตร สามารถผลิตกรดโพลีมาลิกไดสู้งสุดเท่ากบั 2.7 กรัม PMA/ลิตร ท่ีเวลา 6 
วนั และค่าพีเอชท่ีเหมาะสมเท่ากบั 6.0 
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2.5 ข้อดแีละข้อเสียในการผลติกรดมาลกิด้วยวธีิทางเคมแีละทางชีวภาพ 

 
ในกระบวนการผลิตกรดมาลิกนั้นสามารถกระทาํได ้2 วิธีคือ ทางเคมีและทางชีวภาพ ซ่ึงจะมีขอ้ดีและ
ขอ้เสียแตกต่างกนั ดงัตารางท่ี 2.8 
 
ตารางที ่2.8 ขอ้ดีและขอ้เสียสาํหรับการผลิตกรดมาลิกดว้ยวิธีทางเคมีและทางชีวภาพ (Kajiyama และ  
                    คณะ 2003;Ma และคณะ, 2013;Vert, 1998) 
 
 
วธีิทางเคมี วธีิทางชีวภาพ 

ข้อด ี
1. ใชเ้วลาสั้นในการผลิต 
2. ไดผ้ลิตภณัฑ ์(กรดมาลิก) จาํนวนมาก  

ข้อด ี
1. สับสเตรทท่ีใชเ้ป็นสารตั้งตน้มีราคาถูก 
เช่นนํ้าตาลจากชีวมวล 
2. ปฏิกิริยาท่ีใชไ้ม่รุนแรง 
3. ใชเ้วลานอ้ยในการทาํใหก้รดมาลิกบริสุธ์ิ 
เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถเปล่ียนเป็นกรด
มาลิกไดโ้ดยตรง  
4. เป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม 

ข้อเสีย 
1. สับสเตรทท่ีใช ้เช่น ฟูมาลิก มาเลอิก เป็นสารตั้งตน้
ท่ีมีราคาแพง 
2. ผลิตภณัฑท่ี์ไดมี้ความบริสุทธ์ิตํ่าจึงตอ้งอาศยัหลาย
ขั้นตอนในการทาํใหก้รดมาลิกบริสุทธ์ิ 
3. ปฏิกิริยาท่ีใชรุ้นแรง 
4. ทาํลายส่ิงแวดลอ้ม  
 

ข้อเสีย 
1. ใชเ้วลานานในการผลิต 
วธีิแก้ไข 
1. ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมเพ่ือลดระยะเวลา
และเพิ่มผลผลิต 

 
ผลการเปรียบเทียบจากตารางข้างต้นพบว่ากระบวนการผลิตกรดมาลิกจากวิ ธีทางชีวภาพ 
มีประโยชน์หลายประการ และสามารถนาํมาประยกุตใ์ชไ้ดจ้ริง ดงันั้นในงานวิจยัน้ีจึงสนใจการผลิต
กรดมาลิกจากวิธีทางชีวภาพโดยใชจุ้ลินทรียเ์ปล่ียนนํ้าตาลไซโลสเป็นกรดมาลิก 
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2.6 กระบวนการแยกกรดมาลกิและการทาํให้บริสุทธ์ิ (Downstream processing) 
 

2.6.1 กระบวนการแยกกรดมาลกิ 
 
กระบวนการแยกกรดมาลิกเป็นการแยกกรดมาลิกออกจากผลิตภัณฑ์ทั้ งหมดท่ีอยู่ในนํ้ าหมัก 
(Bechthold  และคณะ, 2008) ซ่ึงกระบวนแยกประกอบดว้ย 1. การแยกเศษวสัดุลิกโนเซลลูโลส หรือ 
ตะกอนต่างๆออกดว้ยการกรองหรือการป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วสูง 2. ในขั้นตอนน้ีจะไดส่้วนนํ้ าหมกั
ออกมา และทาํการแยกส่วนท่ีเป็นกรดมาลิกออกมา ซ่ึงมีวิธีต่างๆดงัน้ีประกอบดว้ย 1.การทาํให้เกิด
ผลึก 2.การตกตะกอน   3.การแยกดว้ยกระดาษกรอง 4. การสกดัดว้ยสารละลายทางเคมี  
 
 1. การทาํให้เกิดผลึก (Direct crystallization) โดยการนาํกรดอินทรียไ์ปอบท่ีอุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เพื่อกําจัดสารอ่ืนๆท่ีไม่ใช่กรดอินทรีย์ จากนั้ นนําไปกลั่นโดยการลดความดัน  
(vacuum distillation) และนาํไปแช่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซีลส เพื่อจะทาํให้เกิดเป็นผลึกของ 
กรดอินทรีย ์(Cheng และคณะ, 2012) 
 2. การตกตะกอน (Precipitation) โดยการเติมแคลเซียทไดไฮดรอไซด ์(Ca(OH))2, แคลเซียม
ออกไซด ์(CaO) หรือ แอมโมเนียม (NH3) ในนํ้ าหมกั ซ่ึงจะเกิดเป็นตะกอนเกลือ และนาํตะกอนไป
กอนดว้ยกระดาษกรอง พบว่ากรดมาลิกและกรดอินทรียต่์างๆจะอยูบ่นกระดาษกรอง กาํจดัเซลลแ์ละ
โปรตีนโดยการลา้งออกดว้ยนํ้ ากลัน่ เราสามารถนาํตะกอนท่ีอยูด่า้นบนไปทาํใหบ้ริสุทธ์ิได ้ แต่วิธีน้ีมี
ขอ้เสียคือแคลเซียมไอออนจะเกิดเป็นยบิซมัทาํใหย้ากต่อการแยกมาลิกออกมาจากยบิซมั (Cheng และ
คณะ, 2012) 
 3.การแยกดว้ยกระดาษกรอง (Membrane separation) ซ่ึงกระดาษกรองท่ีใชค้วรเป็น 
microfiltration, ultrafiltration และ nano-filtration หรือ electro-dialysis ขอ้เสียของวิธีน้ีคือค่าผลได้
ของกรดอินทรียน์อ้ย (Cheng และคณะ, 2012) 
 4. การสกดัดว้ยสารละลายทางเคมี (Solvent extraction) คือการใช ้liquid/liquid extraction 
เป็นวิธีท่ีดีและใชก้นัอยา่งกวา้งขวาง แต่วิธีน้ีมีขอ้เสียคือไม่สามารถเก็บเก่ียวผลิตภณัฑห์ลกัออกมาได้
อยา่งสมบรูณ์ได ้(Cheng และคณะ, 2012) 
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2.6.2 กระบวนการทาํให้กรดมาลกิบริสุทธ์ิ 
 
2.6.2.1 กระบวนการทําให้กรดมาลิกบริสุทธ์ิด้วยเคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  
(High Performance Liquid Chromatography : HPLC) 
 
HPLC เป็นเคร่ืองมือท่ีสามารถนํามาประยุกต์ใช้ได้ 3 วิธี คือ การวิเคราะห์ชนิดของสาร  
การทาํให้บริสุทธ์ิ และการทาํใหแ้ยกออกจากกนัเป็นส่วนๆ ซ่ึง HPLC ใชส้าํหรับแยกสารประกอบท่ี 
สนใจท่ีผสมอยู่ในตวัอย่าง โดยกระบวนการแยกสารประกอบท่ีสนใจจะเกิดข้ึนระหว่างเฟส 2 เฟส  
คือ เฟสอยูก่บัท่ี (stationary phase)  หรือ คอลมัน์ (column) กบัเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) ซ่ึงจะถูก
แยกออกมาในเวลาท่ีต่างกนั สารผสมท่ีอยู่ในตวัอย่างสามารถถูกแยกออกจากกนัไดน้ั้นจะข้ึนอยู่กบั
ความสามารถในการละลายไดดี้ของสารนั้นกบัเฟสเคล่ือนท่ีหรือเฟสอยู่กบัท่ี โดยสารประกอบตวั
ไหนท่ีสามารถละลายไดดี้กบัเฟสเคล่ือนท่ี สารนั้นก็จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารท่ีละลายไดไ้ม่ดี
กบัเฟสเคล่ือนท่ี กจ็ะถูกแยกออกมาทีหลงัโดยสารท่ีถูกแยกออกมาไดน้ี้จะถูกตรวจวดัสัญญาณดว้ยตวั
ตรวจวดัสัญญาณ (detector)  และสัญญาณท่ีบนัทึกไดจ้ากตวัตรวจวดัจะมีลกัษณะเป็นพีค ซ่ึงจะ
เรียกว่า โครมาโตแกรม (chromatogram) กระบวนการทาํให้กรดมาลิก บริสุทธ์ิปัจจยัสาํคญัอยูท่ี่ชนิด
ของคอลมัน์ ซ่ึงคอลมัน์ท่ีเหมาะแก่การทาํให้กรดมาลิกบริสุทธ์ินั้นคือ ไอออนเอ็กซ์เชนจ์โครมาโต 
กราฟี ซ่ึงอาศยัหลกัการแลกเปล่ียนไอออนในสารละลายกบัไอออนในของแขง็ท่ีสัมผสักบัสารละลาย
นั้น ไอออนเอ็กซ์เชนจ์โครมาโตกราฟีสามารถใช้ได้อย่างกวา้งขวางในการวิเคราะห์ไอออนของ
สารอินทรีย ์  
 
Ma และคณะ (2013) ไดท้าํการวิเคราะห์หากรดอินทรียช์นิดแคลเซียมมาเลทในนํ้ าหมกั โดยใชเ้คร่ือง 
HPLC วิเคราะห์ คอลมัน์ท่ีใชคื้อ ZORBAXSB-C18 column (5.0 μm, 4.6 mm×150 mm) เฟส
เคล่ือนท่ีคือ (NH4)2HPO4  ละลายในเมทานอลร้อยละ 10 ปริมาตร/ปริมาตร ทาํการ degassed ดว้ย
ไมโครเวฟ และ flow rate คือ 1.0 มิลลิลิตร/นาที อุณหภูมิคอลมัน์คือ 30 องศาเซลเซียส ตวัตรวจวดั
สัญญาณคือ Diode-Array ความยาวคล่ืนคือ 210 นาโนเมตร สารละลายมาตรฐานคือแคลเซียมมาเลท 
จากบริษทัซิกมา (St. Louis, MO, USA) หลงัจากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC พบว่ากรดอินทรียท่ี์
เกิดข้ึนในนํ้ าหมกัเป็นแคลเซียมมาเลท เน่ืองจากแคลเซียมมาเลทในนํ้ าหมกัมีค่า Rentention time 
ใกลเ้คียงกบัสารละลายมาตรฐานแคลเซียมมาเลทท่ีซ้ือมาจากบริษทัซิกมา (รูปท่ี 2.18) คือมีค่า 
Retention time เท่ากบั 2.593 นาที (รูปท่ี 19) 
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รูปที ่2.18 กราฟมาตรฐานของสารละลายแคลเซียมมาเลทท่ีถูกวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
                 (Ma และคณะ, 2013) 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.19 สารละลายแคลเซียมมาเลทในนํ้าหมกัท่ีถูกวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง HPLC 
                 (Ma และคณะ, 2013) 
 
2.6.2.2 การทํางานร่วมกันของการแยกสลายด้วยไฟฟ้า และเมมเบรนแลกเปลี่ยนประจุบวก 
(Combianation of electrolysis and cation-exchange membrane) 

 
การทาํงานร่วมกันของการแยกสลายด้วยไฟฟ้า และเมมเบรนแลกเปล่ียนประจุบวก โดยบริเวณ
ขั้วบวกจะมีการสร้าง H+ ระหว่างการสลายตวัของนํ้ า ซ่ึงจะเขา้ไปแทนท่ีไอออน K+ (รูปท่ี 2.20) 
เน่ืองจากกรดมาลิกและกรดฟูมาริก มีค่าคงท่ีของการแตกตวัตํ่า ส่วนใหญ่ประจุบวกท่ีไปถึงขั้วลบได้

B
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โดยการแลกเปล่ียนประจุบวกผา่นเมมเบรนคือ K+ ซ่ึงมีประสิทธิภาพทางไฟฟ้าสูง (Korngold และ
คณะ, 2006) การทาํงานร่วมกนัของการแยกสลายดว้ยไฟฟ้าและเมมเบรนแลกเปล่ียนประจุบวกเป็น
การทดลองการแยกกรดมาลิกออกในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (laboratory unit)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่2.20  การแพร่ในสนามไฟฟ้าของโพแทสเซียมมาเลทในอิเลก็โทรด 2 ขั้ว C: Cation exchange   
                 membrane, A: Anion exchang, MK: potassium malate, MA: Malic acid, BP: bipolar 
                 (Korngold และคณะ, 2006) 


