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แป้งมนัส าปะหลงัถูกน ามาประเมินการผลิตกรดซักซินิกดว้ย การท าให้เป็นน ้ าตาลควบคู่
กบัการหมกั (simultaneous saccharification and fermentation; SSF) ดว้ยเช้ือเอสเชอริเชียโคไล สาย
พนัธ์ุ KJ122 ท่ีถูกดดัแปลงพนัธุกรรมแลว้ โดยเช้ืออีโคไลสายพนัธ์ุ KJ122 ท่ีถูกดดัแปลงพนัธุกรรม
เพื่อปรับปรุงการผลิตกรดซักซินิกดว้ยการก าจดัยีนบางยีนบางยีนออกไป (ldhA adhE ackA (focA-
pflB) mgsA poxB tdcDE citF aspC sfcA) เช้ือสายพนัธ์ุดงักล่าวน้ีสามารถผลิตกรดซกัซินิกในระดบั
ผลผลิต่ีดีเยี่ยม (0.96 กรัมต่อกรัมกลูโคส) ความเขม้ขน้ และอตัราผลิตผลท่ีสูงในอาหารเล้ียงเช้ือ
เกลือแร่ท่ีมีกลูโคสภายใตส้ภาวะการหมกัแบบกะแบบไร้ออกซิเจน อย่างไรก็ตามเช้ือสายพนัธ์ุ
ดงักล่าวไม่สามารถใชแ้ป้งไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพไดเ้น่ืองจากการยบัย ั้งกระบวนการสลาย ดว้ยเหตุ
น้ีเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสถูกน ามาใช้เพื่อปลดปล่อยน ้ าตาลจากแป้งมนัส าปะหลงั ผลกระทบของ
อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง ความเขม้ขน้ของเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส ปริมาณหวัเช้ือเร่ิมตน้ และ
ความเขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัต่อการผลิตกรดซกัซินิกถูกน ามาศึกษา การหมกัถูกทดสอบดว้ย
การท าให้เป็นน ้ าตาลควบคู่กบัการหมกั (SSF) แบบกะในขวดเล้ียงเช้ือขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงบรรจุ
อาหารเล้ียงเช้ือ 350 มิลลิลิตร และด าเนินการท่ีค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเล้ียงเช้ือท่ี 5.5, 6.0, 
6.5 และ 7.0 อุณหภูมิ 37, 39, 41 และ 43 องศาเซลเซียส, ความเขม้ขน้ของแป้งส าปะหลงัท่ี 70, 90, 
110, 130 และ 150 กรัมต่อลิตร, ความเข้มข้นของเอนไซม์กลูโคอะไมเลสท่ี 300, 500, 700, 900, 
1,100 และ 1,300 ยูนิตต่อกรัมแป้งมนัส าปะหลงั, ปริมาณหัวเช้ือเร่ิมตน้ถูกทดสอบท่ี 0.1, 0.2, 0.3, 
0.6, 0.9, 1.2 และ 1.5 OD550 

 

ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมคือ ค่าความเป็นกรดด่างท่ี 6.5 อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส ความ
เขม้ขน้ของแป้งมนัส าปะหลงัเท่ากบั 70 กรัมต่อลิตร ปริมาณหวัเช้ือท่ี 0.6 OD550 และ 500 ยนิูตของ
เอนไซม์กลูโคอะไมเลสต่อกรัมแป้งมนัส าปะหลงั กรดซกัซินิกท่ีความเขม้ขน้ 70.08±0.12 กรัมต่อ
ลิตรถูกผลิตข้ึนหลงัจาก 72 ชัว่โมงของการหมกัในกระบวนการท าใหเ้ป็นน ้ าตาลควบคู่กบัการหมกั 
(SSF) โดยผลผลิตเท่ากบั 1.01±0.013 กรัมต่อกรัมแป้งมนัส าปะหลงัท่ีถูกใช้ไป ซ่ึงเทียบไดเ้ท่ากบั
0.91±0.013 กรัมต่อกรัมกลูโคสท่ีถูกใช้ไป และผลิตผลเท่ากบั 0.97±0.001 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง
ดงันั้นผลผลิตท่ีไดเ้ป็นจริงตามผลผลิตทางทฤษฏีซ่ึงเท่ากบัร้อยละ 81.25 ความเขม้ขน้ของกรดซัก
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ซินิกถูกผลิตข้ึนท่ีความเขม้ขน้สูงข้ึนท่ี 82.46±0.51 กรัมต่อลิตร ผลผลิตท่ี 1.03±0.010 กรัมต่อกรัม
แป้งมนัส าปะหลงัท่ีถูกใชไ้ปซ่ึงเทียบไดเ้ท่ากบั 1.00±0.010 กรัมต่อกรัมกลูโคสท่ีถูกใชไ้ปและผลิต 
ผลท่ี1.15±0.008 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงถูกผลิตหลงัจาก 72 ชัว่โมงในกระบวนการท าให้เป็นน ้ าตาล
ควบคู่กบัการหมกั (SSF) แบบก่ึงกะจากผลการทดลองพบว่ากระบวนการท าให้เป็นน ้ าตาลควบคู่
กบัการหมกั (SSF) แบบก่ึงกะสามารถเพิ่มความเขม้ขน้ ผลผลิต และผลิตผลของกรดซกัซินิกไดถึ้ง
ร้อยละ 17.67, 2.0 และ 18.56 ภายใต้สภาวะในกระบวนการท าให้เป็นน ้ าตาลควบคู่กบัการหมกั 
(SSF) ผลผลิตท่ีไดเ้ป็นจริงตามผลผลิตทางทฤษฏีซ่ึงเท่ากบัร้อยละ 89.3 ตามล าดบั  ดงันั้นแป้งมนั
ส าปะหลงัจึงเป็นวตัถุดิบทางเลือกส าหรับการผลิตกรดซักซินิกท่ีมีประสิทธิภาพโดยใชเ้ช้ืออีโคไล 
สายพนัธ์ุ KJ122 ท่ีถูกดดัแปลงพนัธุกรรมแลว้ 
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SUCCINIC ACID/E. COLI/CASSAVA STARCH/SIMULTANEOUS 

SACCHARIFICATION AND FERMENTATIO  

 

Succinic acid production by simultaneous saccharification and fermentation 

(SSF) or cassava starch using engineered Escherichia coli KJ122 strain was 

evaluated. The E. coli KJ122 was engineered to improve succinic acid production by 

elimination of some genes (∆ldhA ∆adhE ∆ackA ∆(focA-pflB) ∆mgsA ∆poxB ∆tdcDE 

∆citF ∆aspC ∆sfcA). It produced excellent succinate yield (0.96 g/g glucose), high 

titer and productivity in mineral salts medium containing glucose under simple-batch 

anaerobic conditions. However, this strain does not efficiently utilize starch due to 

catabolic repression, thus glucoamylase was used to release sugar from cassava 

starch. The effects of temperature, pH, glucoamylase load, inoculum size and cassava 

starch concentration on succinic acid production were investigated. The fermentation 

was performed by batch SSF process in a 500 mL vessel with 350 mL working 

volume. The processes were carried out with pH of the medium adjusted to 5.5, 6.0, 

6.5 and 7.0; temperature at 37, 39, 41 and 43oC; different cassava starch 

concentrations of 70, 90, 110, 130 and 150 g/L; various enzyme loading of 300, 500, 

700, 900, 1100 and 1300 U/g-cassava starch. An initial biomass concentration was
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provided at the different value of 0.1, 0.2, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 and 1.5 OD550.  

Under the optimum conditions (pH 6.5, 41oC, 70 g/L of cassava starch 

concentration, 0.6 OD550 cell density, and 500 U/g-cassava starch of glucoamylase), 

70.08±0.12 g/L of succinic acid was produced after 72 h of fermentation in SSF 

process, with a yield of 1.01±0.013 g/g cassava starch which was equivalent to 

0.91±0.013 g/g glucose consumed and productivity of 0.97±0.001 g/L/h. Therefore, 

the theoretical yield of 81.25% was achieved. A higher succinic acid concentration of 

82.46±0.51 g/L, with a yield of 1.03±0.010 g/g cassava starch which was equivalent 

to 1.00±0.010 g/g glucose consumed and productivity of 1.15±0.008 g/L/h was 

produced after 72 h in fed-batch SSF. The result showed that the fed-batch SSF 

procedure was able to increase succinate concentration, yield and productivity 

considerably by about 17.67%, 2.00% and 18.56%, respectively. Under fed-batch SSF 

condition, 89.30% of the theoretical yield was achieved. Therefore, cassava starch 

would be an alternative raw material for an efficient production of succinic acid by 

engineered E. coli KJ122. 
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