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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

กรดมะนาว (citric acid) เปนกรดอินทรียสําคัญชนิดหนึ่ง เปนสารตัวกลางใน 
วัฏจักรเครปส (Krebs cycle) พบทั่วไปทั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย กรดมะนาวเปนสารที่มีรส
เปรี้ยว มีความเปนพิษต่ําและความสามารถในการละลายสูง จึงมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ 
เชน อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม เภสัชกรรม และเครื่องสําอาง เปนตน (Milsom และ Meers, 
1985) ปจจุบันทั่วโลกมีความตองการใชเพิม่สูงขึ้นและมปีริมาณการผลิตตอปประมาณ 880,000 ตัน 
(Venter และคณะ, 2004)  

กรดมะนาวผลิตไดดวยจุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา Aspergillus niger ซ่ึงสามารถ
ผลิตกรดมะนาวไดดีในอาหารที่มีน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่คาความเปนกรดดางต่ํา การผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรมผลิตโดยการหมักบนอาหารแข็ง (solid state process) บนผิวหนาอาหาร (surface 
process) และในอาหารเหลว (submerged process) (Milsom และ Meers, 1985) นอกจากนี้มยีีสต
หลายสายพนัธุโดยเฉพาะ Candida sp. สามารถผลิตกรดมะนาวไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่คาความเปน
กรดดางคอนขางเปนกลาง โดยยีสตสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนดิ เชน กลูโคส 
ไฮโดรคารบอน และกากน้ําตาล เปนตน (Kapoor และคณะ, 1983) ขอดีของการผลิตกรดมะนาว
ดวยยีสต คือ ยสีตมีอัตราการเจริญเร็วจึงใชเวลาในการหมกัสั้นและสามารถพัฒนากระบวนการหมกั
เปนแบบตอเนือ่งไดสะดวกกวาการผลิตดวยเชื้อรา (Marison, 1988) ดังนั้นเพื่อเปนการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดมะนาวจึงสนใจทีจ่ะนํายีสตมาผลิตรวมกับวิธีการอื่น เชน การผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตตรึง (Kautola และคณะ, 1991) ซ่ึงชวยลดขั้นตอนการเตรียมเซลลปริมาณมาก เซลล
ตรึงสามารถนํามาใชซํ้าและนํามาใชในการผลิตแบบตอเนื่องอีกทั้งชวยใหการแยกผลผลิตได
สะดวกขึ้น (Bódalo และคณะ, 1995)  

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตองควบคุมภาวะในการหมักใหเหมาะสมตอการ
เจริญเพราะเมือ่มีการสะสมกรดมะนาวในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่มขึ้นจะทําใหคาความเปนกรดดางของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ต่ําลง และมีผลยับยั้งการเจริญของยีสตทําใหการผลิตกรดมะนาวลดลง (Moresi และ
คณะ, 1980) ดังนั้นจึงตองเติมสารบางอยางลงไปเพื่อควบคุมความเปนกรดดาง โดยสารที่นิยมใช 
เชน แคลเซียมคารบอเนต แคลเซียมไฮดรอกไซด (Kautola และคณะ, 1991) และโซเดียมไฮดรอก
ไซด (Tisnadjaja และคณะ, 1996) เปนตน แตสารเหลานี้มีผลกระทบตอการเจริญของยีสตและการ
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แยกกรดมะนาว วิธีที่สามารถนํามาลดปญหานี้ คือการแยกผลิตภณัฑควบคูการหมัก ซ่ึงไดมีการ
นําไปใชศกึษาการผลิตกรดแลคติก (Ye และคณะ, 1996) และการผลิตเม็ดสี (Kim และคณะ, 1999) 
พบวาชวยลดปฏิกิริยาการยบัยั้งจากการสะสมของผลผลิต ไดผลผลิตเพิ่มขึ้น ลดของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตและนํามาใชควบคูกับการผลิตแบบตอเนื่องได และมีรายงานการศึกษาการผลิต
กรดมะนาวดวยเชื้อราและแยกกรดมะนาวระหวางการหมกัพบวา ไดผลผลิตเพิ่มขึ้นและลดเวลาการ
หมัก (Jianlong และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดโดยการเลีย้งเซลลในระบบ 
perfusion ใชรวมกับ spinfilter ซ่ึงถูกนําไปใชในการผลิตโมโนโคลนอลแบบตอเนือ่ง โดยสามารถ
แยกเซลลและอนุภาคขนาดเล็กออกจากน้ําหมักระหวางการหมักผาน spinfilter โดยที่เซลลไมหลุด
ออกจากระบบ พบวาไดอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะเพิ่มขึน้ (Gautam และ 
Carole, 1995)  

ดังนั้นในงานวจิัยนีจ้ึงทําการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตควบคูกบัแยกกรด
มะนาวออกจากน้ําหมกัดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออนเพื่อใหไดขอมูลที่จะนําไปใชในการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง 
1.2.2 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในระบบ perfusion  
1.2.3 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตควบคูกบัการแยกกรดมะนาวดวย 

เรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
 
1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถนําวิธีการแยกผลิตภณัฑมาใชควบคูในกระบวนการผลิตกรดมะนาวดวย
ยีสต Candida oleophila NNU-62 เพื่อเพิ่มผลผลิตใหสูงขึ้นในระดับหองปฏบิัติการและเปน
แนวทางสําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 

 
1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1 คนควาและรวบรวมขอมูล 
1.4.2 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
1.4.3 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงดวยวิธีกักขังในแคลเซียมอัลจิเนต

ทั้งในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด แลวเปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่
ผลิตได 
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1.4.4 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรในระบบ 
perfusion ใชรวมกับ spinfilter แลวเปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดกับการผลิตดวยยีสต
อิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรและ 5 ลิตร โดยไมใช spinfilter 

 
  1.4.5 วิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 
   1.4.5.1 น้ําหนกัเซลลแหง 

1.4.5.2 ปริมาณกรดมะนาวโดยใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิด 
โครมาโทกราฟ (HPLC) 
   1.4.5.3 ปริมาณกลูโคสที่เหลือ โดยวิธี Bernfeld (Bernfeld, 1955) 
 
  1.4.6 ศึกษาการแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมักโดยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
   1.4.6.1 ศึกษาเวลาที่สมดุลของเรซิน 
   เตรียมเรซิน 3 ชนิด ไดแก เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดแรง (Dowex 
1x4-400) เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดออน (Dowex Marathon WBA) และเรซินแบบไมมีประจุ 
(Amberlite XAD-7) เปรียบเทียบเวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรดมะนาวกับปริมาณกรด
มะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซินแตละชนดิ เลือกเรซินที่สามารถดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุดที่เวลา
สมดุล นําเรซินที่คัดเลือกมาใชในการทดลองขั้นตอไป 
   1.4.6.2 ศึกษารูปแบบ ion exchange isotherm การดูดซับกรดมะนาว
ของเรซิน 
   1.4.6.3 หาภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวจากน้ําหมักดวย
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ดังนี ้
    1.4.6.3.1 ขั้นตอนการดูดซบักรดมะนาว ศึกษา Breakthrough 
curve และแปรอัตราการไหลของน้ําหมัก 
    1.4.6.3.2 ขั้นตอนการชะดวยกรดซัลฟูริก แปรความเขมขนของ
กรดซัลฟูริกในการชะ 
 
  1.4.7 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตควบคูการแยกดวยเรซินแลกเปลี่ยน
ไอออน โดยเลี้ยงเซลลในถังหมักขนาด 2 ลิตร ระบบ perfusion ใชรวมกับ spinfilter ทําการแยกกรด
มะนาวระหวางการหมักดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนโดยผานน้ําหมักเขาคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนแลวเวยีนกลับเขาไปยังถังหมัก 

1.4.8 วิเคราะหขอมูล และทําการทดลองเพิ่มเตมิเพื่อเสริมในสวนที่จําเปน 
1.4.9 สรุปผลการทดลองและเขียนผลงานวิจยั 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ประวัติความเปนมา 
 

กรดมะนาว (citric acid) หรือกรด 2-ไฮดรอกซี-1,2,3-โพรเพนไตรคารบอกซิลิก 
เปนกรดอินทรียสําคัญชนิดหนึ่ง เปนสารตัวกลางในวัฏจักรเครปส (Krebs cycle) พบทั่วไปทั้งใน
พืช สัตว และจุลินทรีย พบมากในพืชตระกูลสม เชน มะนาว สม องุน สับปะรด เปนตน (Milsom 
และ Meers, 1985) การผลิตกรดมะนาวในระยะแรกผลติโดยการตกตะกอนสารละลายกรดมะนาว
ในน้ําผลไมในรูปของเกลือแคลเซียมซิเตรทแตไดผลผลิตต่ําจึงไดมกีารศึกษาการผลิตกรดมะนาว
ดวยวิธีอ่ืน (Kapoor และคณะ, 1983) ตอมามีการผลิตกรดมะนาวดวยการสังเคราะหกรดมะนาวจาก
กลีเซอรอล แตตนทุนสูงและผลผลิตมีคุณภาพต่ําไมเหมาะสําหรับผลิตทางการคา (Mattey, 1992; 
Milsom และ Meers, 1985) และไดมกีารคนพบการผลิตกรดมะนาวจากจุลินทรียโดยพบวาเชื้อรา 2 
ชนิด คือ Mucor และ Penicillium สามารถผลิตกรดมะนาวในอาหารที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน
แตผลผลิตคอนขางต่ํา (Kapoor และคณะ, 1983) ตอมามีการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยเชื้อรา  
A. niger พบวาสามารถผลิตกรดมะนาวไดดีในอาหารที่มีน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่คาความเปน
กรดดางต่ําซึ่งชวยลดปญหาการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ จึงถูกนําไปผลิตกรดมะนาวใน
ระดับอุตสาหกรรมโดยการหมักบนผวิหนาอาหาร (surface culture) จากวัตถุดิบที่เปนน้ําตาล
ซูโครสและกากน้ําตาล และไดพัฒนาการผลิตเปนการหมักในอาหารเหลว (submerged culture) 
จากวัตถุดิบทีเ่ปนกลูโคสไซรัปและกากน้ําตาล (Klasson และคณะ, 1989) นอกจากเชื้อราแลวยัง
พบวามียีสตหลายสายพันธุสามารถผลิตกรดมะนาวไดดีเชนกันแตสําหรับแบคทีเรียไมไดรับความ
สนใจเพราะใหผลผลิตต่ํา (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 

 
2.2 สมบัติของกรดมะนาว 
 
  กรดมะนาวมช่ืีอทางเคมีวา กรด 2-ไฮดรอกซี-1,2,3-โพรเพนไตรคารบอกซิลิก เปน
กรดอินทรียทีป่ระกอบดวยหมูคารบอกซิล 3 หมู และหมูไฮดรอกซลิ 1 หมู มีโครงสรางทางเคมีดัง
รูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมีของกรดมะนาว 
 
  กรดมะนาวทีป่ราศจากน้ํา (anhydrous citric acid) มีสูตรโมเลกุล C6H8O7 น้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 192.13 ไดจากการตกผลกึสารละลายเขมขนของกรดมะนาวที่อุณหภูมิสูงกวา 36.6 
องศาเซลเซียส มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 153 องศาเซลเซียส ความหนาแนนเทากับ 1.665 สําหรับ
กรดมะนาวชนิดที่มีน้ําอยู 1 โมเลกุล (citric acid monohydrate) มีสูตรโมเลกุล C6H8O7.H2O น้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 210.14 ไดจากการตกผลึกสารละลายที่อุณหภูมิต่ํากวา 36.6 องศาเซลเซียส มีจุด
หลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กรดมะนาวมคีา pKa ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดังนี้ 
pKa1 = 3.128, pKa2 = 4.761และ pKa3 = 6.396 ลักษณะทัว่ไปเปนผลึกสีขาว มีรสเปรี้ยว มีความเปน
พิษต่ํา ยอยสลายงาย และละลายในน้ําไดด ี(Bouchard และ Merritt, 1979)  

 
2.3 ประโยชนของกรดมะนาว 
 
  ปจจุบันทัว่โลกมีความตองการกรดมะนาวเพิ่มขึ้น เนื่องจากกรดมะนาวมี
ความสามารถในการละลายสูง ความเปนพิษต่ํา มีรสเปรี้ยวและมีคณุสมบัติในการจับไอออนของ
โลหะหนกัและการเปนบฟัเฟอร ดังนั้นจงึมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรม
อาหารและเครือ่งดื่ม เภสัชกรรม และอุตสาหกรรมอื่นๆ (Marison, 1988) ดังนี ้

2.3.1 อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม  
เปนสารใหความเปรี้ยวและเพิ่มรสชาติในน้ําผลไม อาหารกระปอง เจลลี่ ปองกัน

การบูดเสียในเครื่องดื่ม เนยแข็งและเนยเหลว ปองกนัการขุนและการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
ไวน เปนตน (Marison, 1988) 

2.3.2 อุตสาหกรรมเภสัชกรรม  
ใชผสมกับไบคารบอเนต และคารบอเนตในการผลิตยาลดกรดในกระเพาะอาหาร 

ใชเตรียมสารละลายสําหรับการปองกันการแข็งตัวของเลือดและชวยปองกันการเกดิปฏิกิริยา
ออกซิเดชันในการเตรียมวติามิน เปนตน (Bouchard และ Merritt, 1979) 
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2.3.3 อุตสาหกรรมอื่นๆ เชน  
อุตสาหกรรมผงซักฟอกใชในรูปเกลือไตรโซเดียมซิเตรทแทนสารเตตระ

โพแทสเซียมไพโรฟอสเฟต เพราะยอยสลายงาย และไมเปนพิษตอสัตวน้าํ อุตสาหกรรม
เครื่องสําอางใชเปนสารละลายบัฟเฟอรเพือ่ควบคุมคาความเปนกรดดางในเครื่องสําอาง และ
อุตสาหกรรมโลหะใชเปนสวนผสมในน้ํายาขัดโลหะ น้าํยาลางสนิม เปนตน (Bouchard และ 
Merritt, 1979) 
 
2.4 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อราพบวาใชเวลาในการหมกันานและสายพนัธุไมคงที่ 
และมียีสตหลายสายพันธุทีส่ามารถผลิตกรดมะนาวได เชน Candida utilis, Candida lipolytica, 
Candida tropicalis (Hamissa และ Aboud-Zeid, 1981; Rane และ Simst, 1995), Yarrowia 
lipolytica (Venter และคณะ, 2004), Kloeckera sp., Saccharomysis sp., Rhodotorula sp., 
Sporobolomysis sp., เปนตน (Marison, 1988) การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตไดรับความสนใจมาก
ขึ้นเนื่องจากยสีตมีขอดีหลายประการเมื่อเปรียบเทียบกบัเชื้อรา เชน ใชสารแหลงคารบอนไดหลาย
ชนิดและทนตอความเขมขนของสับสเตรทสูง และยีสตเจริญเร็วกวาทําใหเวลาในการหมักสั้นลง
รูปแบบการหมักดวยยีสตสวนมากเปนการหมักในอาหารเหลวและสามารถหมักแบบแบทช(batch 
fermentation process) (Maddox and Kingston, 1983) แบบตอเนื่อง (continuous fermentation 
process) (Rymowicz และคณะ, 1993; Klasson และคณะ, 1989) และแบบเฟดแบทช (fed-batch 
fermentation process) (Rane และ Simst, 1995; Crolla และ Kennedy, 2004) นอกจากนีย้ังมีการ
นําเอาวิธีตางๆ มาใชรวมในการผลิตเพื่อเพิ่มผลผลิต เชน การเวียนเซลลเพื่อนํากลับมาใชใหม (Rane 
และ Simst, 1995; Enzminger และ Asenjo, 1986) การตรึงเซลล (cell immobilization) (Maddox 
and Kingston, 1983; Kautola และคณะ, 1991; Tisnadjaja และคณะ, 1996; Rymowicz และคณะ, 
1993) และการแยกผลิตภณัฑควบคูกับกระบวนการหมกั (extractive fermentation) (Jianlong และ
คณะ, 2000) เปนตน 
 
2.5 ชีวเคมีของการผลติกรดมะนาวดวยยีสต 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตนั้น กลูโคสถูกเปลี่ยนเปนไพรูเวท (pyruvate) โดยวิถี
ไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ไพรูเวทถูกเปลี่ยนไปเปนอะซิติล-โคเอ (acetyl-CoA) และรวม
กับออกซาโลอะซิเตท (oxaloacetate) โดยเอนไซมซิเตรทซินเตส (citratesynthase) ไดกรดมะนาว
ซ่ึงเปนสารตัวกลางในวัฎจักรเครปส (รูปที่ 2.2) การสะสมกรดมะนาวเกิดขึน้เนื่องจากมีความ
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ผิดปกติของวฏัจักรเครปสโดยมีเอนไซมสําคัญ 2 ชนิด คอื อะโคนิเตส (aconitase) และไอโซซิเตรท 
ดีไฮโดรจิเนส (isocitrate dehydrogenase) ชวงที่มีการผลิตกรดมะนาวนั้นเอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะมี
กิจกรรมลดลง ในขณะที่เอนไซมซิเตรทซินเตสมีกิจกรรมสูงขึ้น (Marison, 1988) 
 

 
 

รูปที่ 2.2 วิถีการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตผานทางวัฏจักรเครปส 
    หมายถึง การยบัยั้งแบบยอนกลับ (feedback inhibition) 
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2.6 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
 

2.6.1 สายพันธุยีสต 
  มียีสตหลายสายพันธุโดยเฉพาะในกลุม Candida sp.สามารถผลิตกรดมะนาวไดดี 
การเลือกสายพันธุยีสตตองเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตกรดมะนาว ใชแหลงคารบอน
ไดหลายชนิด ใหกรดชนดิอื่นที่ไมตองการในปริมาณนอย ทนตอโลหะหนกั มีกิจกรรมของ
เอนไซมอะโคนิเตสต่ํา และใชเวลาในการหมักสั้น (Crolla และ Kennedy, 2004) 
 

2.6.2 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
   2.6.2.1 สารแหลงคารบอน 
   ยีสตสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนดิ ไดแก กลูโคส ฟรุกโทส 
กากน้ําตาล แปงมันสําปะหลังที่ถูกยอยดวยเอนไซม เซลลูโลสที่ผานการยอย (Rane และ Simst, 
1995) แอลกอฮอล (Wojtatowicz และคณะ, 1991) กลีเซอรอล (Venter และคณะ, 2004) สาร
ไฮโดรคารบอน (Moresi และคณะ, 1980) เปนตน โดยที่ชนดิและปริมาณของแหลงคารบอนที่
เหมาะสมขึ้นอยูกับสายพนัธุที่ใช นอกจากนี้ควรเปนสารที่หาไดสม่ําเสมอและราคาถูกเพื่อให
สามารถขยายไปสูระดับอุตสาหกรรมได (Marison, 1988) 
   2.6.2.2 สารแหลงไนโตรเจน 
   การผลิตกรดมะนาวโดยยีสตจําเปนจะตองควบคุมปริมาณสารแหลง
ไนโตรเจนใหเพียงพอตอการเจริญเทานั้นเนือ่งจากยีสตจะสะสมกรดมะนาวหลังจากทีแ่หลง
ไนโตรเจนในอาหารถูกใชหมดแลว (Rane และ Simst, 1995) สําหรับชนิดของสารแหลงไนโตรเจน
พบวา ยีสตสามารถใชไดทั้งในรูปของอินทรียไนโตรเจน ไดแก สารสกัดจากยีสต เปปโตน น้ําแช
ขาวโพด (cornstreep liquor) และอนินทรยีไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนยีมซัลเฟต แอมโมเนียม 
คลอไรด (Wojtatowicz และคณะ, 1991) แอมโมเนียมไนเตรท เปนตน ชนดิของสารแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมจะขึ้นอยูกับสายพนัธุยีสต ซ่ึงอาจเลือกใชชนิดใดชนิดหนึง่หรือใชควบคูกัน 
(Hamissa และคณะ, 1981) 

2.6.2.3 ฟอสเฟต 
   ฟอสเฟตเปนสารที่จําเปนตอการเจริญและการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
ฟอสฟอรัสเปนปจจยัที่จําเปนตอเมตาบอลิซึมเพื่อใหไดพลังงานและยงัเปนองคประกอบของสวน
สําคัญตางๆในเซลล เชน กรดนิวคลีอิก นิวคลีโอไทด และฟอสฟอลิปด เปนตน ดังนั้นการจํากัด
ปริมาณฟอสเฟตซึ่งมีผลตอการทํางานของเอนไซมและการไมแสดงออกของยีนทําใหเกิดการ
สะสมของกรดมะนาว (Kubicek และ Rohr, 1986) โดยรูปของฟอสเฟตที่นิยมใชคือ โพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
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   2.6.2.4 แรธาตุ 
   แรธาตุหลายชนิดมีผลตอการเจริญและการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต เชน 
แมกนีเซยีม แมงกานีส เหล็ก ทองแดง สังกะสี ตะกัว่ เปนตน มีการศึกษาพบวาแมกนีเซียมซัลเฟต 
และแมงกานีสซัลเฟต เปนแรธาตุที่จําเปนตอการผลิตกรดมะนาว (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
และแมกนีเซียมยังเปนโคแฟคเตอรของเอนไซมหลายชนดิภายในเซลลที่สําคัญคือ เอนไซมจําพวก
ไคเนส (Marison, 1988) เมื่อเติมเหล็กซัลเฟตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหเชื้อ Candida sp. ผลิตกรด
มะนาวไดนอยลงแตผลิตกรดไอโซซิตริกมากขึ้น (Furukawa และคณะ, 1977) ในขณะที่เมื่อเติม
ทองแดงซัลเฟตความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตรเชื้อยีสตจะผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึ้น และในอาหาร
ที่เติมสารตะกัว่ปริมาณ 0.5 - 1.5 กรัมตอลิตร เชื้อยีสตจะผลิตกรดมะนาวสูงกวาในอาหารที่ไมมีการ
เติมสารตะกั่ว (Fired, 1972) สวนเหล็กไอออนจะกระตุนการทํางานของเอนไซมอะโคนิเตสทําให
กรดมะนาวถูกเปลี่ยนเปนกรดไอโซซิตริก (Marison, 1988) 

2.6.2.5 สารเสริมอื่นๆ  
   นอกจากสารตางๆ ดังกลาวขางตนแลวยงัมีการเติมสารบางชนิดซึ่งเปน
สารที่จําเปนสําหรับการเจรญิและการผลิตกรดมะนาวของยีสต เชน ไธอะมีน ซ่ึงใชอยูในรูปของ
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด กรดนิโคตินิก และไบโอติน หรือเติมสารประกอบอินทรยี เชน สารสกัด
จากยีสต และน้ําแชขาวโพด (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
   2.6.2.6 คาความเปนกรดดาง 
   การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต เมื่อมีการสะสมกรดมะนาวระหวางการหมัก
จําเปนตองเติมสารที่ใชปรับคาความเปนกรดดางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน แคลเซียมคารบอเนต 
(Kautola และคณะ, 1991)โซเดียมไฮดรอกไซด (Tisnadjaja และคณะ, 1996; Wojtatowicz และ
คณะ, 1991) โซเดียมคารบอเนต แคลเซียมไฮดรอกไซด และโปแตสเซยีมไฮดรอกไซด เปนตน เพื่อ
ควบคุมคาความเปนกรดดางที่ลดลงซึ่งจะมีผลยับยั้งการเจริญและการผลิตกรดมะนาว (Moresi และ
คณะ, 1980) โดยที่คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อจะอยูในชวง 4.5 – 6.5 ในการเลือกใช
สารใดยอมขึ้นอยูกับความเหมาะสม สําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดบัขวดเขยานิยมใชแคลเซียม
คารบอเนต โดยการเติมลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ตั้งแตเร่ิมตน (Kubicek และ Rohr, 1986)  
   2.6.2.7 อุณหภมูิ 
   อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตกรดมะนาวนั้นขึ้นอยู
กับสายพันธุทีใ่ช โดยท่ัวไปอยูระหวาง 25 – 30 องศาเซลเซียส (Marison, 1988) มีการศึกษาผลของ
อุณหภูมิตอการผลิตกรดมะนาวโดยยีสต Candida citrica MT-1001 พบวาที่อุณหภูมิสูงหรือต่ํา
เกินไปจะทําใหการผลิตกรดมะนาวลดลง เนื่องจากยีสตนําสับสเตรทไปใชในการเจริญเติบโตมาก 
และใชสรางกรดอินทรียอ่ืนๆ แทนกรดมะนาว เชน กรดไอโซซิตริก เปนตน (Furukawa และคณะ, 
1977) 



 10

   2.6.2.8 การใหอากาศและการกวน 
   การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตเปนการหมกัในภาวะที่ตองการอากาศ ดังนัน้
ในระหวางการหมักโดยเฉพาะในชวงที่เชือ้มีการเจริญจาํเปนตองใหอากาศอยางเพยีงพอซึ่งการ
ถายเทออกซิเจนในถังหมกัขึน้กับองคประกอบหลายอยางเชน อัตราการใหอากาศ และอัตราการ
กวนซึ่งตองใชควบคูกันอยางเหมาะสม และหากมกีารเพิ่มคาออกซิเจนที่ละลายในน้ําหมักจะมีผล
ทําใหประสิทธิภาพการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตสูงขึ้น (Rane และ Simst, 1995) 
 
2.7 วิธีการตรึงเซลลจุลินทรีย 
 

การตรึงเซลลจุลินทรียเปนการจํากัดเซลลใหอยูในขอบเขตที่กําหนด แตยังคง
คุณสมบัติในการเปนแหลงผลิตเอนไซมและมีความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถใช
ในการผลิตแบบตอเนื่องได (Chibata, 1978) เซลลตรึงมีสมบัติที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอิสระ 
ไดแก มีความเสถียรมากกวาเซลลอิสระ นํากลับมาใชซํ้าได ชวยใหแยกผลผลิตไดงายและชวยเพิ่ม
อัตราการผลิตเนื่องจากมีเซลลจํานวนมากที่ถูกกักอยูในตัวกลางที่ใชตรึง (Tisnadjaja และคณะ, 
1996; Santos และคณะ, 2005) แตเซลลตรึงมีขอเสียบางประการเมื่อนําไปใชในการหมัก เชน มี
เซลลหลุดออกจากตวักลางที่ใชตรึง ขอจํากัดของการแพรผานของสารที่มีความจําเปนตอการเจริญ
ของเซลล เชน สับสเตรท อากาศ เปนตน  

การตรึงเซลลตามเทคนิคของ Chibata (1978) มี 3 วิธีคือ วิธีการยึดดวยสารตัวกลาง 
(Carrier-binding method) วธีิการเชื่อมไขว (Cross-linking method) และวิธีการกกัขัง (Entrapment 
method) ดังนี้ 
  2.7.1 วิธีการยดึดวยสารตัวกลาง หมายถึง การเชื่อมเซลลกับสารตัวกลางโดยตรง 
แบงได 2 วิธี ดังนี ้
   2.7.1.1 การเกาะกันดวยพันธะโควาเลนต (Covalent binding method)  

เปนการเชื่อมเซลลโดยตรงกับสารตัวกลาง โดยสารตัวกลางที่ใชสามารถ
เชื่อมตอกับสวนประกอบทีย่ดึเซลล เชนกลุมอะมิโน กลุมคารบอกซิล กลุมไฮดรอกซิล ของโปรตีน 
ขอดีของวิธีนีค้ือ เซลลถูกเชื่อมอยูที่ผิวหนาของสารตัวกลางอยางสม่ําเสมอทําใหมคีวามคงตัวและมี
การหลุดของเซลลนอย (Cheetham, 1980) ขอเสียของการตรึงเซลลดวยวิธีนี้คือความเปนพษิของ
สารตัวกลางที่ใชอาจทําใหเซลลสูญเสียกิจกรรมได 
   2.7.1.2 วิธีการดูดซับ (Adsorption method)  

เซลลจะดูดซับบนกับสารตัวกลางดวยพันธะไอออนิคหรือพันธะ
ไฮโดรเจนโดยอาศัยหลักทางธรรมชาติเคมีเนื่องจากผนงัของเซลลประกอบดวยกรดไดอะมิโนไพเล
มิค (Diaminopimelic acid) และเฮกโซซามิน (Hexosamines) ซ่ึงสามารถเกิดพันธะไอออนิคกับสาร
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ตัวกลางได การตรึงเซลลดวยวิธีนี้สามารถทําไดงายแตแรงดูดซับคอนขางออนทําใหเซลลหลุดได
งายเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางหรือการไหลของเหลวในน้ําหรือการเกิดฟองอากาศ
หรือขณะมกีารแบงเซลล (Cheetham, 1980; Koshcheenko, 1981) 
 
  2.7.2 วิธีการเชือ่มไขว (Cross-linking method)  

เปนการเชื่อมเซลลเขากับสารตัวกลางโดยใชสารพวก 2 หมูฟงกชัน่ (bi-functional 
reagent) หรือสารมัลติฟงชั่น (Multifunctional reagent) เชน กลูทารัลดีไฮด (Glutaraldehyde) และ
โทลูอิน ไดไอโซไซยาเนต (Toluene diisocyanate) เปนตน การตรึงเซลลดวยวิธีนีจ้ะตองทําภายใต
ภาวะที่รุนแรงอาจทําใหเซลลตายได 

 
  2.7.3 การกักขงั (Entrapment method) แบงได 2 วิธี ดังนี ้
   2.7.3.1 การตรึงเซลลแบบไมโครแคปซูล (Microencapsulation)  

เปนการกกัขังเซลลในสารตัวกลางที่มีสมบัติเปนเยื่อกึ่งผาน 
(Semipermeable membrane) เชน สารพวกคอลลอยด หรือซิลิโคน ซ่ึงสามารถปองกันการซึมผาน
เยื่อของเซลลแตยอมใหสับสเตรทและผลผลิตผานเยื่อไดอยางอิสระ เปนวิธีที่งายแตเซลลตรึงไม
แข็งแรงพอที่จะใชในอุตสาหกรรมและอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลลเกิดขึ้นดวย (Cheetham, 
1980) 
   2.7.3.2 การตรึงเซลลแบบแลททิช (Lattic type)  

เปนวิธีที่ไดรับความนิยมเพราะสามารถใชไดกับเซลลทุกชนิด โดยการ
กักขังเซลลไวภายในชองวาง 3 มิติในเจลของสารตัวกลางที่เปนสารโพลิเมอรซ่ึงนิยมใชสารพวก 
biochemically inert hydrogel และใชหลักการเกิดเจลซึ่งทําใหเกดิโครงสราง 3 มิติ ที่มีลักษณะเปนรู
พรุน  
  ในการเตรยีมเซลลตรึงมีหลายวิธีขึ้นอยูกับสมบัติของสารตัวกลางที่ใชในการตรึง
เซลลซ่ึงแตละวิธีมีขอปลีกยอยแตกตางกันได แตโดยทั่วไปแลวปจจัยที่สําคัญในการพิจารณาคอื 
สมบัติทางกลศาสตร (Mechanical property) สมบัติทางกายภาพ (Physical property) ความแข็งแรง 
(Strength) ความชอบน้ํา (Hydrophilicity) สภาพใหซึมผาน (Permeability) ความทนตอ
สภาพแวดลอมทางกายภาพ สารเคมี และการยอยสลายของจุลินทรีย เปนตน นอกจากนีก้ารตรงึ
เซลลตองใหอยูในภาวะที่ปลอดเชื้อจึงตองเลือกสารที่ทนตอความรอนและความดันสูง สารตัวกลาง
ตองไมเปนอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอม และไมกระทบกระเทือนตอระบบเมตาบอลิซึมของ
เซลล และควรพิจารณาในดานราคา การยอมรับ และความสามารถในการนํากลับมาใชใหมไดอีก 
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2.8 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรงึ 
  

มีการศึกษาโดยนําวิธีการตรึงเซลลมาใชในกระบวนการหมัก เชน การผลิต
แอลกอฮอลดวยเซลลตรึง Saccharomyces cerevisiae (Najafpour และคณะ, 2004) การผลิตกรด 
แลคติกดวยเซลลตรึง Rhizopus oryzae (Xuenmei และคณะ, 1999) การผลิตไซลิทอลดวยเซลลตรึง 
Candida guilliermondii (Silva และคณะ, 2003) การผลิตกลูโคอะไมเลสดวยเซลลตรึง 
Kluyveromyces lactis (Alteriis และคณะ, 2004) เปนตน และยังมกีารนาํเอาวิธีการตรงึเซลลมาใชใน
การผลิตกรดมะนาวเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว 

มีรายงานการศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง ไดแก การตรงึเซลลยีสต 
Saccharomycopsis lipolytica ดวยวิธีกกัขังในพอลิเอไครลาไมด (polyacrylamide) เล้ียงเซลลใน
อาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเซลลตรึงมีอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 50 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงใหคาสูงกวาการผลิตดวยเซลลอิสระ (อัตราการผลิตเทากับ 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตรตอช่ัวโมง) สามารถเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วันโดยไมสูญเสีย
ความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Maddox และ Kingston, 1983) ตอมามีการศึกษาผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตตรึง Yarrowia lipolytica ทั้งในขวดเขยาและถังหมักแบบแอรลิฟต เปรียบเทียบสาร
ตัวกลางชนิดตางๆ ที่ใชตรึง คือ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปาคารราจิแนน พอลียูรีเทนเจล ไนลอนเวป 
พบวาการหมกัในขวดเขยาเมื่อใชแคลเซียมอัลจิเนตเปนสารตัวกลางใหอัตราการผลิตกรดมะนาว
สูงสุดเทากับ 155 มิลลิกรัมตอลิตรตอชั่วโมง สําหรับการหมักในถังหมักแบบแอรลิฟต (air-lift 
fermentor) เมื่อใชแคปปาคารราจิแนนเปนสารตัวกลางใหอัตราการผลิตกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 
120 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Kautola และคณะ, 1991)  

นอกจากนี้ยังนําเอาการตรึงเซลมาใชรวมกับการผลิตกรดมะนาวแบบตอเนื่องโดย
ตรึงเซลลยีสต Yarrowia lipolytica A-101 ในแคลเซียมอัลจิเนตและผลิตกรดมะนาวในถังหมัก 
แอรลิฟตแบบตอเนื่อง พบวาใหอัตราการผลิตสูงสุดเทากับ 350 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
(Rymowicz และคณะ, 1993) และมีการศึกษาตรึงเซลลเพื่อผลิตกรดมะนาวโดยวธีิดูดซับบนวัสดุ
เหลือใชทางการเกษตร ซ่ึงเปนวิธีที่ประหยัด ทําไดงาย โดยตรึงเซลลยีสต Candida guilliermondii 
บนขี้เล่ือยและหมักในถังหมกั bubble column แบบตอเนื่อง พบวาใหอัตราการผลิตกรดมะนาว
เทากับ 0.24 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะทีก่ารผลิตกรดมะนาวดวยเซลลอิสระในการหมักแบทช
ใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพียง 0.18 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Tisnadjaja และคณะ, 1996) 
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2.9 การหมักดวยระบบ perfusion ใชรวมกับ spinfilter 
 
  ระบบ perfusion เปนระบบที่ถูกนํามาใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก
ไฮบริโดมาเซลล โดยทั่วไปไฮบริโดมาเซลลเจริญคอนขางชา ตองใชระยะเวลาการหมักนาน ดังนัน้
จึงตองทําการควบคุมภาวะในการหมักใหมีความเหมาะสมตอการเจริญและตองปอนสาร 
อาหารเขาไปในถังหมักพรอมกับดึงเอาผลิตภัณฑออกระหวางการหมักแบบตอเนื่อง ดังนั้นจึงตอง
ใช spinfilter ซ่ึงเปนอุปกรณที่มีขนาดรูพรุนขนาดเล็ก มีผิวเรียบมาชวยในการหมัก โดยนํามาแยก
เซลลออกจากผลิตภัณฑระหวางการหมกั ชวยใหการแยกทําไดสะดวกเพราะไมตองปนแยกเซลล
ออกจากน้ําหมักภายนอกถังหมัก สามารถผลิตแบบตอเนื่องไดดี เซลลไมหลุดออกจากระบบและ
เซลลเจริญไดเปนระยะเวลานานในถังหมกัทําใหอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพิ่มขึ้น 
  มีรายงานการใชระบบ perfusion โดยใช spinfilter สําหรับแยกผลิตภัณฑในการ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากไฮบริโดมาเซลล
ไลน H22 แบบตอเนื่อง พบวาที่อัตรา perfusion เทากับ 0.75, 2.0 และ 2.9 ตอวัน ทําใหไดความ
หนาแนนของเซลลสูงสุดเทากับ 2x107 เซลลตอมิลลิลิตร และภายใตภาวะของการหมักพบวาอัตรา
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะมีคาเพิ่มขึ้นตามความหนาแนนเซลลที่เพิ่มขึ้นและอัตรา
การใชสารอาหารและอัตราการผลิตมีคาเพิ่มขึ้นตามอัตราการเจริญจําเพาะของเซลลที่เพิ่มขึ้น 
(Gautam และ Carole, 1995) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีแบบเฟด
แบทชเพอรฟวชัน (feb-batch and perfusion) เพื่อเพิ่มอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนถัง
หมักขนาด 5 ลิตร และใช spinfilter ขนาดรูพรุนเทากับ 10 ไมโครเมตร พบวาไดความหนาแนนของ
เซลลปริมาณสูงมากกวา 1.9x107 เซลลตอมิลลิลิตร ทําใหอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
เพิ่มขึ้นเทากับ 325 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน (Feng และคณะ, 2005)  
  เนื่องจากการหมักระบบ perfusion โดยใช spinfilter มีขอดีที่คลายคลึงกับการตรึง
เซลลคือ ทําใหเซลลไมหลุดออกจากระบบและเซลลสามารถเจริญไดเปนระยะเวลานานในถังหมกั
โดยไมสูญเสียแอคติวิตี ชวยใหการแยกผลิตภัณฑระหวางการหมักทําไดสะดวก และหมกั
แบบตอเนื่องได ดังนัน้จึงเปนอีกวิธีการหนึ่งที่นาสนใจที่จะนํามาประยุกตใชกับการผลิตกรดมะนาว
ดวยเซลลอิสระเพื่อเปนการพัฒนากระบวนการผลิตและชวยเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว 
 
2.10 การแยกกรดมะนาว 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตนั้น ยีสตจะใชแหลงคารบอนผานกระบวนการไกล
โคไลซิสแลวเขาสูวัฏจักรเครปส (Krebs cycle) ดังนั้นในน้ําหมักจึงมีส่ิงปนเปอนและสารประกอบ
พลอยได จึงตองมีขั้นตอนการแยกกรดมะนาวและทําใหบริสุทธิ์ โดยแยกจุลินทรียออกจากน้ําหมัก
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โดยการกรอง (filtration) หรือการปนเหวี่ยง (centrifugation) (Widiasa และคณะ, 2004) แลวนําน้ํา
หมักมาแยกกรดมะนาว วิธีการแยกกรดมะนาวทีใ่ชทัว่ไปในเชิงการคามี 2 วิธี ดังนี ้

 
2.10.1 การแยกกรดมะนาวโดยการตกตะกอน (Classical method) 

  เปนวิธีการแยกดั้งเดิม ทําไดโดยนําน้ําหมักที่แยกเซลลออกแลวมาตกตะกอนดวย
แคลเซียมออกไซด แคลเซียมไฮดรอกไซด หรือแคลเซยีมคารบอเนต แลวกรองแยกกรดมะนาวใน
รูปเกลืออัลคาไลนเอิรทออกจากน้ําหมัก นาํตะกอนมาละลายดวยกรดซัลฟูริก ไอออนของแคลเซียม
จะรวมตวักับไอออนซัลเฟตเปนเกลือแคลเซียมซัลเฟตซึ่งมีสมบัติละลายน้ําไดนอยจึงสามารถแยก
ออกจากสารละลายกรดมะนาวดวยการกรอง ขอเสียของการแยกดวยวิธีนี้คือ เกดิของแข็งเหลือทิง้
แคลเซียมซัลเฟตในปริมาณมาก และอาจเกิดการปนเปอนของเศษแคลเซียมซัลเฟตที่แตกหักดวย 
(Annadurai และคณะ, 1996; Bailly และคณะ, 2001; Pazouki และ Panda, 1998) 
 

2.10.2 การแยกกรดมะนาวดวยตวัทําละลาย (Solvent extraction) 
  การแยกดวยวธีินี้มีขอดีคือ ไมมีของเหลือทิ้งจากการแยก การแยกสามารถใชตัวทํา
ละลายอินทรีย ตัวทําละลายเอมีน หรือดวยเกลือเอมีน (Beniel, 1982) หลังจากแยกกรดมะนาวจาก
น้ําหมักใหอยูในตัวทําละลายแลว แยกกรดมะนาวออกจากตวัทําละลายเอมีนอีกครั้งดวยน้ํา 
ประสิทธิภาพการแยกขึ้นอยูกับสารเคมีที่ใช ภาวะของการแยก และจาํนวนขัน้ตอนที่ใชในการแยก
เพื่อใหสูญเสียกรดมะนาวนอยที่สุด การแยกกรดมะนาวดวยวิธีนี้มีขอเสีย คือมีสารปนเปอนจากน้ํา
หมักปนออกมามากจึงไมเหมาะสมที่จะนํามาใช (Sarmidi และคณะ, 2002) 

ขั้นตอนการแยกกรดมะนาวเปนสวนที่เพิ่มคาใชจายในการกระบวนการผลิต เพื่อ
ลดคาใชจายและใหการแยกเปนไปอยางมปีระสิทธิภาพจึงไดมีการศกึษานําเอาเทคนคิอ่ืนๆ มาใช
รวมในกระบวนการหลังการผลิต เชน การใชเมมเบรน (membrane) การใชอิเลคโทรไดอะไลซีส 
(electrodialysis) การใชอิเลคโทรดีไอออนไนซ (electrodeionization) (Widiasa และคณะ, 2004) 
และการแยกผลิตภัณฑระหวางผลิตโดยการแลกเปลี่ยนไอออนบนเรซิน (extractive fermentation) 
(Jianlong และคณะ, 2000) ซ่ึงเปนอีกวิธีการหนึ่งที่มีการศึกษาและนํามาใชในการผลิตระดับ
อุตสาหกรรมเพราะทําไดงาย ไมกอใหเกดิของเหลือทิ้งจากการแยก สามารถขยายขนาดจากระดบั
ตนแบบใหเปนระดับอุตสาหกรรมได และเมือ่ทําการหมักแบบตอเนื่องจะใหอัตราการผลิตสูง
เพราะชวยลดปญหาการยับยั้งการเกดิผลิตภัณฑเนื่องจากการสะสมผลิตภัณฑในระหวางการหมัก 
(Ye และคณะ, 1996; Cao และคณะ, 2002) 
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2.11 การแลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange) 
 

การแลกเปลี่ยนไอออนเปนปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนไอออนกลับไปกลบัมา 
(reversible interchange) ระหวางตวักลาง 2 ชนิด คือตัวกลางของเหลวและของแข็ง โดยไมเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางดานโครงสรางของตัวกลางของแข็งที่ใชมากจะเปนเรซิน (resin) การแลกเปลี่ยน
ไอออนถูกนํามาประยุกตใชในหลายๆ ดาน เชน การแกความกระดางของน้ํา การทําใหน้ําบริสุทธิ์ 
การกําจัดสารอินทรีย เปนตน 

 
2.11.1โครงสรางของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
เรซินมีโครงสรางที่ประกอบดวย 2 สวนสําคัญ คือ โครงรางที่ไมมีประจไุฟฟาและ

หมูไอออนที่มปีระจุไฟฟา (functional group) โครงรางของเรซินเปนสวนที่ทําใหเรซนิคงรูปโดยไม
ละลายน้ําและไมแตกหัก สรางขึ้นจากสารประกอบไฮโดรคารบอนจํานวนมากที่เปนชนิดเดียวกนั
ซ่ึงตอกันเปนเสนยาวและมีไฮโดรคารบอนอีกชนิดหนึ่งมาทําหนาที่ประสานเพื่อใหเกดิเปนรูป 3 
มิติ ที่มีความโปรงหรือความพรุนซึ่งมีความสําคัญตอความสามารถในการแลกเปลีย่นไอออน และ
หมูไอออนที่มปีระจุไฟฟาจะเกาะจับอยูบนโครงรางไฮโดรคารบอนทําใหเรซินมีประจบุวกหรือลบ  

โครงรางไฮโดรคารบอนและหมูไอออนที่มปีระจุไฟฟาจบัตัวกันเปสวนประกอบ
ถาวรของเรซินและจําเปนตองมีไอออนอิสระที่มีประจตุรงขามมาทําใหเรซินเปนกลาง โดยเรซินจะ
มีไออน H+, Na+, Cl-, OH- ตัวใดตวัหนึง่เปนไอออนอสิระ ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนดิของเรซินและสิ่งที่
ตองการกําจัดออกจากสารละลาย ไอออนอิสระนี้จะจับอยูกับหมูไอออนของเรซินแบบชั่วคราวและ
พรอมที่จะแลกเปลี่ยนไอออนกับไอออนอืน่ที่ตองการกําจัดออกจากสารละลาย 

 
2.11.2 ประเภทของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
ชนิดของไอออนที่เกาะบนเรซินมีผลตอสมดุลและความจําเพาะเจาะจงของเรซิน 

สามารถแบงประเภทของเรซนิไดดังนี ้
2.11.2.1 เรซินแลกเปลี่ยนไอออนบวก (Cation-exchange resin)  
 คือเรซินที่ประกอบดวยหมูไอออน เชน –OH, -COOH, -PO(OH)2, SO3H 

เปนตน ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับไอออนบวก (cation) จากสารละลายที่อยูใกลเคียงได แบงยอยได
เปน เรซินแบบกรดแก (strong acid ion exchange resin) และ เรซินแบบกรดออน (weak acid ion 
exchange resin) มีปฏิกิริยาดงันี้ 
R-A+ + B+      R-B+ +  A+ ....................................(2.11.2.1) 
เรซินแลก      ไอออนที่อยู                        เรซินเมื่อ                ไอออนที่เรซิน  
เปลี่ยนไอออนบวก  ในสารละลาย แลกเปลี่ยนไอออนแลว          ปลอยออกมา 
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2.11.2.2 เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ (Anion-exchange resin)  
 คือเรซินที่ประกอบดวยหมูไอออน เชน หมูอะมิโน (-NH2) ทั้ง Primary, 

Secondary และTertiary amine และหมู Quaternary Ammonium ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับไอออนลบ 
(Anion) จากสารละลายที่อยูใกลเคยีงได แบงยอยไดเปนเรซินแบบดางแก (strong basic ion 
exchange resin) และ เรซินแบบดางออน (weak basic ion exchange resin) มีปฏิกิริยาดังนี ้

 
R+A- + B-     R+B- +  A- …………………………(2.11.2.2) 
เรซินแลก      ไอออนที่อยู                        เรซินเมื่อ                 ไอออนที่เรซิน  
เปลี่ยนไอออนลบ ในสารละลาย แลกเปลี่ยนไอออนแลว           ปลอยออกมา 
 

2.11.3 สมดุลของเรซิน  
  การแลกเปลี่ยนไอออนไมใชปฏิกิริยาทางเคมีแตเปนการดูดซับ (adsorption) ของ
ตัวถูกละลายบริเวณผิวของเรซินที่สมดุลเปนสมดุลระหวางความเขมขนของตัวถูกละลายใน
สารละลายกับความเขมขนของตัวถูกละลายบนเรซิน เปนความสัมพันธระหวางความเขมขนตัวถูก
ละลายบนเรซิน (q) มีหนวย กิโลกรัมตัวถูกละลายตอกโิลกรัมเรซินและความเขมขนตัวถูกละลาย
ในสารละลาย (c) มีหนวยกิโลกรัมตัวถูกละลายตอปริมาตรของสารละลาย เรียกวา Adsorption 
isotherm แบงไดเปน 3 ประเภท (ดังรูปที่ 2.3) ดังนี ้
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.3 Adsorption isotherm ทั้ง 3 ประเภท 
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2.11.3.1 Linear isotherm 
 สมดุลลักษณะนี้จะพบเมื่อทําการดูดซับสารละลายที่ความเขมขนของ

สารละลายต่ําๆ มีสมการความสัมพันธสอดคลองกับสมการของ Henry (Henry’s law)  
 

q = Kc ……………………………..(2.11.3.1) 
  เมื่อคา K เปนคาคงที่ มีหนวย ลิตรตอกิโลกรัมเรซิน 
 

2.11.3.2 Freundlich isotherm 
   สมดุลลักษณะนี้มักจะถูกนําไปอธิบายระบบที่มีการดูดซบัแบบกายภาพ มี
ความสัมพันธ ดังนี ้
 

q = Kcn ……………………………..(2.11.3.2) 
เมื่อคา K และ n เปนคาคงที่ และถาทําการเขียนกราฟ log-log ระหวางคา q และ c  

คา slopeที่ไดเปนคา n โดยทีค่า K จะขึ้นกบัคาของ n (Geankoplis, 1993) 
 

2.11.3.3 Langmuir isotherm มีสมการความสัมพันธ ดังนี ้
 

q = q0c ……………………………..(2.11.3.3) 
      K + c 

เมื่อคา q0 และ K เปนคาคงที ่มีหนวย กิโลกรัมตัวถูกละลายตอกิโลกรัมเรซิน และ 
กิโลกรัมตอลิตร ตามลําดับ ใชอธิบายการดูดซับบริเวณผิวของเรซินแบบ monolayer ที่สมดุล 
สามารถหาคาตัวแปรตางๆในสมการไดโดยเขียนความสมัพันธระหวางคา 1/q และ 1/c โดยทีค่า 
slopeที่ไดคือคา K/q0 และintercept คือคา 1/q0โดยทั่วไประบบของการดูดซับจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิ 
โดยที่ถาเพิ่มอณุหภูมิมีผลทําใหปริมาณของตัวถูกละลายที่ดูดซับบนเรซินลดลง ดังนั้นเพื่อใหการ
ดูดซับมีประสิทธิภาพจึงตองกระทําที่อุณหภูมิหองเพราะมีสภาวะทีใ่กลเคียงกับสภาวะเชิงปฏิบัติ
และสามารถทําไดงาย (Geankoplis, 1993) 

 
2.11.4 การทํางานของระบบการแลกเปลี่ยนไอออน แบงได 2 ประเภท คือ 

2.11.4.1 การทํางานแบบแบทช (Batch process) 
   เปนกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนที่งายทีสุ่ด สวนมากจะใชดูดซับตัว
ถูกละลายที่มปีริมาณนอย สารละลายจะถูกกวนผสมกบัเรซินในถังจากนั้นจึงแยกเรซินออกโดยการ
กรองหรือตกตะกอน ความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนของวิธีนี้ขึ้นอยูกับคาคงที่สมดุลของ
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ระบบการแลกเปลี่ยนไอออนและพบวาจะมสีมดุลแบบ Freundlich หรือ Langmuir และตองอาศัย
หลักการของ material balance ดังแสดงในสมการที่ 2.11.4.1 
 

qFM + cFS = qM + cS ……………………………..(2.11.4.1) 
 

โดยที ่ cF คือ ความเขมขนเริ่มตนของตวัถูกละลาย (กรัมตอลิตร)  
  c คือ ความเขมขนของตัวถูกละลายที่สมดุล (กรัมตอลิตร) 
  qF คือ ความเขมขนเริ่มตนของตวัถูกละลายที่ดดูซับบนเรซิน (กรัมตอลิตร) 
  q คือ ความเขมขนของตัวถูกละลายที่ดูดซับบนเรซินที่สมดุล (กรัมตอลิตร) 
  M  คือ ปริมาณของเรซิน (กรัมหรือกิโลกรัม) 
  S คือ ปริมาตรของสารละลาย (ลิตร) 

เมื่อแปรคา q และเขียนความสัมพันธระหวางคา q และ c ไดกราฟเสนตรง 
 
   2.11.4.2 การทาํงานแบบคอลัมน (Column process) 
   ใชในการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ เพื่อหาคาความสามารถในการ
แลกเปลี่ยนไอออนและสภาวะที่เหมาะสมของคอลัมน บรรจุเรซินลงคอลัมนแลวผานสารละลายเขา
คอลัมนที่อัตราการไหลคงที ่ ภาวะของการทํางานแบบคอลัมนจะมีความซับซอนมากกวาแบบ
แบทชความเขมขนของตัวถูกละลายที่ถูกดดูซับบนเรซินจะมีการเปลีย่นแปลงและมตีําแหนงที่
เปล่ียนไปในคอลัมนตามระยะเวลาของการดูดซับ ดังรูปที่ 2.4 เร่ิมตนพบวาไมมีความเขมขนของตัว
ถูกละลายบนเรซินแตเมื่อทําการผานสารละลายเขาคอลัมน ตําแหนงแรกของการสัมผัสระหวาง
สารละลายกับเรซินจะเริ่มเกดิการดูดซับ (adsorption) ทนัที เมื่อสารละลายไหลผานคอลัมนและทาํ
การเก็บสารละลายเปนลําดบัสวนจะพบวาความเขมขนของสารละลายบริเวณดานลางของคอลัมน
จะมีคาเทากับศูนย ไดความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายที่เวลา t1 เมื่อเขียน
ความสัมพันธระหวางคา c/c0 และความยาวคอลัมนหรือเวลา (เมื่อ c0 คือความเขมขนเริ่มตนของ
สารละลาย และ c คือความเขมขนของสารละลายที่ตําแหนงใดๆ ในคอลัมน) ดังรูปที่ 2.4 (a) เมื่อ
เวลาผานไปจะเกิดการดูดซบั (adsorption) หางจากดานบนคอลัมน เชน ที่เวลา t2 ความเขมขน
สารละลายมีการเปลี่ยนแปลงและเคลื่อนตามความยาวคอลัมน และเรซินจะอิ่มตวัดวยตวัถูกละลาย
และมีคาคงที่ เสนประบริเวณ t3 แสดงถึงสมดุลระหวางความเขมขนของตัวถูกละลายในสารละลาย
กับเรซิน 
   พิจารณาจากรปูที่ 2.4 (b) ที่เวลา t4 ความเขมขนของสารละลายดานลาง
คอลัมนก็ยังคงมีคาเทากับศูนยตอมาที่เวลา t5 พบวาความเขมขนของสารละลายจะเพิม่สูงขึ้น และ
สังเกตเห็นจุดที่เรียกวา break point เรียกความเขมขน ณ จุดนีว้า cb หลังจากจดุนี้ไปแลวความ
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เขมขนจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนถงึจุดที่เรียกวา cd ซ่ึงเปนจุดสุดทายของ breakthrough curve แสดงให
เห็นวาคอลัมนไมมีความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนแลว ลักษณะของ breakthrough curve ที่
ดีควรจะแคบและมีความชันซึ่งแสดงถึงความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนของคอลัมนที่จุด 
break point และประสิทธิภาพของเรซินในการแลกเปลีย่นไอออน ซ่ึงนํามาพิจารณาถึงการใชภาวะ
ที่เหมาะสมในการแยกไอออนจะชวยลดพลังงานและคาใชจายในขั้นตอนการแยก  

การทํางานแบบคอลัมนสามารถทําแบบตอเนื่องไดโดยบรรจุเรซินในคอลัมนและ
ปลอยสารละลายที่ตองการแยกสารไหลผานชั้นเรซินอยางตอเนื่องทําใหการแลกเปลีย่นไอออน
เกิดขึ้นตลอดเวลาเมื่อใชงานไปนานๆ เรซินจะหมดประสิทธิภาพ (Exhausted resin) จะตองฟน
ประสิทธิภาพ (regeneration) โดยใชสารละลายกรดหรือดาง ขึ้นกบัชนิดของเรซิน (Geankoplis, 
1993) 

 
 
รูปที่ 2.4 ความเขมขนของตัวถูกละลายในการดูดซับในคอลัมน (a) คา c/c0 ที่ตําแหนงและเวลา
ตางๆของการดูดซับในคอลมัน (b) breakthrough curve ของสารละลาย 
 
2.12 การประยุกตใชการแลกเปล่ียนไอออนในกระบวนการหมัก  
 

การแลกเปลี่ยนไอออนโดยการดูดซับบนเรซิน เปนวิธีที่นยิมใชในระดับ
อุตสาหกรรมเพราะทําไดงาย ประหยัดและลดคาใชจายในกระบวนการผลิต (Cao และคณะ, 2002)
เปนอีกวิธีที่ถูกนํามาศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ โดยนาํคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาแยก
แอลกอฮอลออกจากน้ําหมกั (Pitt และคณะ, 1983) เพื่อพัฒนากระบวนการแยกและลดพลังงานใน
กระบวนการผลิต พบวาในขั้นตอนการดูดซับ (adsorption) และขั้นตอนการฟนประสิทธิภาพ
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คอลัมน (regeneration) ใชระยะเวลาเพียง 1 ชั่วโมงตอรอบ เมื่อเปรียบเทียบพลังงานที่ใชในการแยก
แอลกอฮอลพบวาการแยกดวยเรซินใชพลังงานเพียง 16 เปอรเซ็นต ในขณะที่วธีิการแยกเดิมใช
พลังงานถึง 30-60 เปอรเซ็นตของพลังงานทั้งหมด  

มีการศึกษาแยกกรดอินทรยีออกจากน้ําหมักโดยวิธีการดูดซับบนเรซิน เชน ศกึษา
แยกกรดแอล-แลคติก (L-(+)-lactic acid) ออกจากน้ําหมักดวยเรซิน Amberlite IRA-400 และศึกษา
สมบัติของเรซิน เชน adsorption isotherm, breakthrough curve ที่พีเอช 5.00 และ 2.00 และคา
ความสามารถในการดดูซับสูงสุด (qm) การแยกกรดแลคติกในระดับขวดเขยาพบวาภาวะที่
เหมาะสมในการแยกคือที่พเีอช 5.00 ใหลักษณะ isotherm แบบ Langmuir และ คา qm เทากับ 
222.46 มิลลิกรัมตอกรัมเรซิน และการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนภาวะที่เหมาะสมคือทีพ่ี
เอช 2.00 จาก breakthrough curve ใหคา qm เทากับ 106.0 มิลลิกรัมตอกรัมเรซิน ขั้นตอนการชะ
เพื่อใหไดกรดแลคติก ตวัชะที่เหมาะสมคือ น้ํากลั่น และใหเปอรเซน็ตของผลผลิตที่แยกไดสูงถึง 
92.11 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองไดวาวิธีการนี้เปนวธีิการที่ประหยดั เพราะในขัน้ตอนการชะตวั
ชะที่ใชคือน้ํากลั่น และยังมคีวามเปนไปไดที่จะนําไปใชแยกผลผลิตควบคูกับการหมักแบบตอเนือ่ง 
(Cao และคณะ, 2002) และมีการศึกษาแยกกรดแอล-แลคติก (L(+)-lactic acid) ออกจากน้ําหมักดวย
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ Amberlite IRA-92 โดยแปรปจจยัในการแยกกรดแลคติก เชน อัตรา
การไหล ปริมาตรสารละลาย พีเอชของสารละลาย เพื่อใหไดคาบริสุทธิ์และอัตราการแยกกรด
เพิ่มขึ้น ในขัน้ตอนการทําใหบริสุทธิ์พบวาพีเอชของสารละลายชวง 5.00 ถึง 6.00 ที่อัตราการไหล
ต่ําๆ ใหผลผลิต และอัตราการผลิตเทากับ 82.6 เปอรเซ็นต และ 1.16 กรัมตอกรัมเรซินตอวัน 
ตามลําดับ (Tong และคณะ, 2004)  

ในกระบวนการหมักดวยจุลินทรียแบบแบทช เมื่อระยะเวลาในการหมกัผานไปจะ
เกิดการสะสมผลิตภัณฑและเปนผลใหเกดิปฏิกิริยาการยบัยั้งการผลิตจากการสะสมของผลผลิต ทํา
ใหผลผลิตที่ไดลดลง จึงมีการพัฒนากระบวนการผลิตโดยนําการหมักควบคูกับการแยก (Extractive 
fermentation) มาใชเพื่อนํามาลดปฏิกิริยาการยับยั้งการผลิตจากการสะสมของผลผลิตและเพื่อให
กระบวนการแยกมีประสิทธภิาพมากขึน้ วิธีการแยกที่ถูกนําใชควบคูกับการหมักก็คือการดดูซับ
ดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน ไดนํามาศึกษาการผลิตเม็ดสีควบคูการแยกโดยเรซินHP-20 พบวา ที่
ปริมาณเรซินเทากับ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ใหอัตราการผลิตเม็ดสีสูงสุดเทากับ 6.92 
กรัมตอลิตร ไดอัตราการผลิตเพิ่มขึ้นเทากบั 31 เปอรเซ็นต (Kim และคณะ, 1999) ในการผลิตกรด
มะนาวไดนําวธีิการดังกลาวมาใชโดยศกึษาการผลิตกรดมะนาวดวยเชือ้รา A. niger ผานน้ําหมักจาก
ถังหมักไปยังคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบและแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมกัในขณะผลิต พบวา
ไดผลผลิตเพิ่มขึ้นจาก 0.338 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เปน 0.543 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และลดเวลา
การหมักจาก 8 วันเหลือเพียง 6 วัน (Jianlong และคณะ, 2000) 



 

บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและสารเคมี 
 

3.1.1 อุปกรณ 
เครื่องกําเนิดคลื่นอุลตราโซนิค (sonicator) รุน Ultrasonic Cleaner D 200 ยี่หอ Delta 

ของบริษัท D.S.C. group ประเทศไตหวนั 
เครื่องเขยาผสม (vortex mixer) รุน K-550-GE ของบริษัท Scientific Industries, Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมแิบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท 

New Brunswick scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เครื่องชั่งแบบละเอียด (electronic balance) รุน FX-180 ของบริษัท A&D ประเทศ

ญี่ปุน 
เครื่องชั่งแบบหยาบ (electronic balance) รุน FX-3000 ของบริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท Kubota Corporation ประเทศ

ญี่ปุน 
เครื่องเพอริสตอลติกปม รุน 7554-20 ยี่หอ Masterflex ของบริษทั Cole Parmer 

Instrument Co., Ltd. ประเทศสหรัฐอเมริกา และรุน CH2A#459 ของบริษัท Amicon Co., Ltd. ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท 
Bausch&Lomb ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องไฮเพอรฟอแมนซลิควดิโครมาโตกราฟฟ (HPLC) รุน LC-8A ชุดควบคุมระบบ 
SLC-8A และเครื่องวิเคราะหผล C-R4A Chromatopac ของบริษัท Shimadzu Corporation ประเทศญีปุ่น 

ตูบมเชื้อควบคมุอุณหภูมิ (incubator) รุน MIR 152 ของบริษัท Sanyo Electronic Co., 
Ltd. ประเทศญี่ปุน 

ตูปลอดเชื้อ (larminar flow hood) รุน NK System Clean Bench ประเทศญี่ปุน 
ตูอบเชื้อแบบแหง (hot air oven) รุน 94788 ของบริษัท Contherm Scientific Ltd. 

ประเทศนวิซีแลนด 
ตูอบไมโครเวฟ รุน MR-6650 ของบริษัท Hitachi Ltd. ประเทศญี่ปุน 
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ตูอบแหง (oven) รุนUL-80 บริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร รุน MD-300-5L ใบพัดแบบกังหัน 6 ใบ (6-blade 

turbine) เครื่องควบคุมภาวะ (Bioprocess controller) รุน MDIAC-SS ของบริษัท Marubishi ประเทศ
ญี่ปุน เครื่องอัดอากาศ (Air compressor) ของบริษัท Hitachi ประเทศญี่ปุน เครื่องควบคุมระบบน้าํหลอ
เย็น (Circulation type hardy cooler) รุน TRL-108 ของบริษัท Thomas Kagaka ประเทศญี่ปุน 

ถังหมัก (fermentor) ขนาด 2 ลิตร รุน BIOSTAT Bplus ของบริษัท Sartorious ใบพดั 3 
ใบ (3-blade segment impellers) ควบคุมการทํางานดวย Digital controller สามารถปอนโปรแกรมผาน
หนาจอแบบสัมผัส (Touch Screen Technology) 

มาตรวัดความเปนกรดดาง (pH meter) รุน F-13 ของประเทศญี่ปุน และมาตรวัดความ
เปนกรดดาง (pH Combination Electrode) สําหรับถังหมักขนาด 5 ลิตร รุน D-26 ของบริษัท TOA 
Electronics, Ltd. ประเทศญีปุ่น 

หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา (autoclave) รุน KT-30 SD ของบริษัท ALP  
Co., Ltd. ประเทศญี่ปุน 
 

3.1.2 สารเคมี 
สารเคมี     บริษัทผูผลิต  ประเทศ  เกรด 
 
กรดซัลฟูริก    MERCK  เยอรมัน  Lab 
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก   FLUKA   สวิสเซอรแลนด Analytical 
กรดฟอสฟอริก    CARLO ERBA  อิตาลี  Analytical 
กรดมะนาว    วิทยาศรม  ไทย  Commercial 
กรดมะนาวชนิดปราศจากน้าํ  SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
กรดไอโซซิตริก    SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
กรดทารทาริก    SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต            MERCK  เยอรมัน  Lab 
โซเดียมไฮดรอกไซด   MERCK  เยอรมัน  Lab 
เดรกซโทรส (กลูโคส)   สงวนชัยเคม ี  ไทย  Commercial 
ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต MERCK  เยอรมัน  Lab 
โปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  MERCK  เยอรมัน  Lab 
เปปโตน    DIFCO   สหรัฐอเมริกา Lab 
แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต  FLUKA   สวสิเซอรแลนด Lab 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  MERCK  เยอรมัน  Lab 
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สารเคมี     บริษัทผูผลิต  ประเทศ  เกรด 
 
สารสกัดจากยสีต   IBGE   ไทย  Lab 
สารสกัดจากมอลต   DIFCO   สหรัฐอเมริกา Lab 
วุนผง     พัฒนสินเอ็นเตอรไพรส ไทย  Commercial 
อัลจิเนต     SIGMA   สหรัฐอเมริกา Lab 
เอทานอล 95%    กรมสรรพสามิต  ไทย  Commercial 
แอมโมเนียมคลอไรด   FLUKA   สวิสเซอรแลนด Lab 
หมายเหต ุIBGE = สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
 
3.2 เชื้อจุลินทรีย 
 
  เชื้อยีสต Candida  oleophila สายพันธุ NNU-62 
 
3.3 การเก็บรักษาเชื้อ 
 
  เขี่ยเชื้อโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อแลวลากบนอาหารแข็งลาดเอียง (agar slant) สูตรอาหาร YM 
(ภาคผนวก ก.1) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชัว่โมง เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูม-ิ70 
องศาเซลเซียส 
 
3.4 การเล้ียงเชื้อและการผลิตกรดมะนาว 
 

3.4.1 การเตรียมหวัเชื้อในขวดเขยา 
เล้ียงยีสตบนอาหารแข็งลาดเอียง บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ถายเชื้อลงในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชื้อ (ภาคผนวก ก.1) เติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตรตอหลอดอาหารแขง็ลาดเอียง ปเปตเซลลแขวนลอยปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารสําหรับ
เตรียมหวัเชื้อในขวดรูปชมพขูนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยา ควบคุม
การหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 300 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

 
3.4.2 การเตรียมหวัเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

  ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 3.4.1 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงในถังหมกัขนาด 5 ลิตร 
ที่มีปริมาตรอาหารสําหรับเตรียมหัวเชื้อ (ภาคผนวก ก.1) ปริมาตร 2.7 ลิตร ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 
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28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 300 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ํา
หมักตอนาที เปนเวลา 9 ช่ัวโมง 
 

3.4.3 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร 
  ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 3.4.1 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงในถังหมกัขนาด 5 ลิตร 
ที่มีปริมาตรอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตร 2.7 ลิตร ควบคุมการหมักที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที ควบคมุคาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที เปนเวลา 120 ช่ัวโมง 
 

3.4.4 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร  
ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 3.4.1 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงในถังหมักขนาด 2 ลิตรที่

มีปริมาตรอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตร 1.35 ลิตร ควบคุมการหมกัที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที ควบคมุคาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที เปนเวลา 120 ชั่วโมง  
 
3.5 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาว 
 
  เล้ียงยีสตตามวิธีขอ 3.4.2 นําเซลลแขวนลอยมาปนแยกเซลลดวยเครื่องปนแยก 
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แยกสวนใสทิ้ง ลางเซลลดวย
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง เก็บเซลลไวทําการตรึงเซลล 
 

3.5.1 การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต 
  ผสมเซลลยีสตประมาณ 8.15 กรัม (น้ําหนกัเซลลแหง) ตอลิตร ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ในสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขนรอยละ 4 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ปริมาตร 75 มิลลิลิตร แลว
หยดลงในสารละลายแคลเซยีมคลอไรดความเขมขน 0.5 โมลาร กวนเบาๆ ลางเซลลตรึงดวยน้ํากล่ันที่
ผานการฆาเชือ้ เซลลตรึงที่ไดจะมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร เก็บเซลลตรึงเพื่อนําไป
ผลิตกรดมะนาว 
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3.5.2 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมกัขนาด 5 
ลิตร 
  ถายเซลลตรึงที่เตรียมไดจากวิธีขอ 3.5.1 ลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตรเริ่มตน 3.0 ลิตร กวนผสมที่ความเร็วรอบ 50 รอบตอ
นาทีและควบคุมภาวะการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
 

3.5.3 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมักแบบ 
ฟลูอิดไดซเบด 
  ถายเซลลตรึงที่เตรียมไดจากวิธีขอ 3.5.1 ลงในถังหมักแบบฟลูอิไดซเบด ที่มีอาหาร
เล้ียงเชื้อสําหรบัผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตรเริ่มตน 2.0 ลิตร ควบคมุการหมักที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 
 
3.6 การศึกษาสมบัติของเรซินแลกเปล่ียนไอออนที่จะนําไปใชในการแยกกรดมะนาว 
  

3.6.1 เวลาที่สมดุลของเรซินในการดูดซับกรดมะนาว 
กรองเรซินแลวถายลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เทสารละลายกรดมะนาว

ความเขมขน 100 กรัมตอลิตรที่ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนดวยโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวด
บรรจุเรซินเขยาที่ความเร็วรอบ 300 รอบตอนาที เร่ิมจบัเวลา เก็บตัวอยางทุกๆ 1 ช่ัวโมง เปนเวลา 5 
ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC เปรียบเทียบเวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรด
มะนาวกับปรมิาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับบนเรซิน 3 ชนิด ไดแก Dowex 1x4-400 Dowex Marathon 
WBA และ Amberlite XAD-7 และแปรคาความเปนกรดดางของสารละลายกรดมะนาว ดังนี้ ชดุควบคุม 
(คาความเปนกรดดางเทากับ 1.90) และชุดทดลอง (คาความเปนกรดดางเทากับ 2.00, 3.00, 4.00, 5.00 
และ 6.00) คัดเลือกเรซินที่สามารถดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุดที่เวลาสมดุลของเรซิน  

 
3.6.2 ศึกษา ion exchange isotherm 
นําเรซินที่คัดเลือกจากขอ 3.6.1 มาศึกษา ion exchange isotherm โดยเตรียมสารละลาย

กรดมะนาวทีม่ีความเขมขนตั้งแต 0 ถึง 100 กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากบั 5.00 
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ถายเรซิน 1.0 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด
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มะนาวแตละความเขมขนปรมิาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 12 
ชั่วโมง เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาว วิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณความเขมขน
กรดมะนาวทีส่มดุลและปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับตอกรัมเรซิน แปรลักษณะของสารละลายกรด
มะนาว ไดแก สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา ที่ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และกรด
มะนาวที่มีใน production medium ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 

Ion exchange isotherm จะแสดงถึงคาความสามารถในการดูดซับกรดมะนาวของ 
เรซินซึ่งจะนําไปใชคํานวณหาปริมาณเรซนิที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลก 
เปล่ียนไอออนตอไป 
 
3.7 การหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปล่ียนไอออน 
 

3.7.1 การเตรียมเรซนิแลกเปลี่ยนไอออน 
  เตรียมเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ Dowex Marathon WBA ใหมีเคานเตอรไอออน
(counter ion) อยูในรูปของไฮดรอกไซดไอออน (OH-) โดยถายเรซินปริมาณ 15 กรัม ลงคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออน ผานสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นจนน้าํลางเรซินมีสภาพเปนกลาง  
 

3.7.2 คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
  คอลัมนแกว 2 ช้ัน ช้ันในมีขนาดเสนผานศนูยกลางเทากบั 0.8 เซนติเมตร ความยาว 40 
เซนติเมตร บรรจุเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ Dowex Marathon WBA ปริมาณ 15 กรัม มีปริมาตรวาง
ระหวางเรซิน (void volume) 4.0 มิลลิลิตร  
  ปริมาตรวางระหวางเรซิน (void volume) ไดจากการวดัปริมาตรน้ําที่อยูระหวาง
อนุภาคของเรซิน โดยบรรจเุรซิน 15 กรัม ลงคอลัมน เติมน้ํากลั่นใหเต็มคอลัมน แลวปลอยใหน้าํไหล
ออกจากคอลัมนจนคอลัมนแหง  
 

3.7.3 ขั้นตอนการดดูซับ 
  แปรปจจยั ไดแก อัตราการไหลของสารละลาย และลักษณะของสารละลายกรดมะนาว
ที่ผานเขาคอลัมน เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมน 

3.7.3.1 อัตราการไหลของสารละลาย 
3.7.3.1.1 เวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรดมะนาว 
ทดลองเชนเดยีวกับขอ 3.6.1 โดยถายเรซิน Dowex Marathon WBA 
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ปริมาณ 1.0 กรัม เติมสารละลายกรดมะนาวความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด เก็บตัวอยางทุกๆ 10 นาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง วิเคราะหปริมาณ
กรดมะนาวที่เหลืออยูในสารละลายดวยวิธี HPLC เวลาที่สมดุลของเรซินจะนําไปใชเปนขอมูลในการ
หาอัตราการไหลเบื้องตนสําหรับการดูดซบักรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนตอไป 
 

3.7.3.1.2 สารละลายกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
3.7.3.1.2.1 น้าํหมักของกรดมะนาว คาความเปนกรดดางเทากบั 

5.30 ทําการกรองน้ําหมักผานกระดาษกรอง GF/C (very fine glass microfiber filter) แลวผาน
สารละลายกรดมะนาวเขาคอลัมนบรรจุเรซินดวยอัตราการไหลที่เหมาะสม  

3.7.3.1.2.2 สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา คาความเปน
กรดดางเทากบั 5.00 ละลายกรดมะนาวความเขมขน 100 กรัมตอลิตรในน้ํากลั่นแลวผานเขาคอลัมน
บรรจุเรซินดวยอัตราการไหลที่เหมาะสม 

 
3.7.3.1.3 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการดูดซับของคอลัมน

แลกเปลี่ยนไอออน 
 ผานสารละลายกรดมะนาวเขาคอลัมนดวยอัตราการไหลเทากับ 3.75 

และ 7.5 มิลลิลิตรตอช่ัวโมงตอปริมาตรวางระหวางเรซิน เก็บสารที่ผานออกจากคอลัมนเปนลําดบัสวน 
นํามาวิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณหาอัตราสวนของปริมาณกรดมะนาวที่ผานออก
จากคอลัมนตอกรดมะนาวเริ่มตน เขียนกราฟ breakthrough curve เพื่อเปรียบเทียบหาอัตราการไหลที่
เหมาะสม  
 

3.7.4 ขั้นตอนการชะ 
ตัวชะทีใ่ช คือ กรดซัลฟูริก แปรความเขมขนของกรดซัลฟูริก 

3.7.4.1 เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินดวยกรดซัลฟริูก 
เตรียมเรซินทีดู่ดซับกรดมะนาว โดยทดลองเชนเดยีวกบัการทดลองที่ 3.6.1  

เขยาดวยอัตราเร็ว 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กรองแยกเรซินแลวลางเรซินดวยน้ํากลั่นเพือ่ลาง
กรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับแลวกรองแยกน้ํากลั่นออก ถายเรซินลงขวดรูปชมพู เติมสารละลายกรด 
ซัลฟูริก แปรความเขมขนเทากับ 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพูทีบ่รรจุเรซิน เขยาดวยความเรว็ 150 รอบตอนาที เร่ิมจับเวลา เก็บตัวอยางทุก ๆ 1 ช่ัวโมง 
เปนเวลา 5 ชัว่โมง กรองแยกเรซินออก นําสารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC 
เขียนกราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวทีช่ะไดกับระยะเวลาในการชะเพื่อหาเวลาที่สมดุลของการชะ 
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3.8 การผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 2 ลิตรดวยระบบ perfusion โดยใช spinfilter ควบคูกับการ
แยกดวยคอลัมนแลกเปล่ียนไอออน 
 

กอนการใชคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบทําการฆาเชื้อโดยผานแอลกอฮอลความเขมขน 
70 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ผานคอลัมน แลวลางตามดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว สําหรับการ
เล้ียงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร ตามวิธีขอ 3.4.4 ควบคุมคาความเปนกรดดาง
ในชวงกอนการทํางานของระบบแลกเปลีย่นไอออนโดยปอนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 40 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เขาไปในถังหมัก เมือ่ทําการหมักถึงชั่วโมงที่ 24 หยุดปอนสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) และดึงน้ําหมกัออกจากถังหมกัผาน spinfilter ที่มี
ขนาดรูพรุนเทากับ 20 ไมโครเมตร ผานน้ําหมักเขาคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบแลวเวยีนน้ําหมกักลับ
เขาถังหมัก เกบ็ตัวอยางทกุ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และ น้ําตาลกลูโคส
ที่เหลือ 
 
3.9 วิธีการวิเคราะห 
 

3.9.1 วัดการเจริญของเชื้อโดยวิธีหาน้ําหนกัเซลลแหง 
  ปเปตน้ําหมกัปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง Whatman GF/C ที่ทราบ
น้ําหนกัแหงแนนอน โดยใชเครื่องกรองอยางละเอียด (Millipore filter) และเครื่องสูบสุญญากาศ ลาง
เซลลดวยน้ํากล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร นํากระดาษกรองที่มีเซลลไปอบที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเยน็ในเดสิเคเตอรแลวช่ังน้าํหนักดวยเครือ่งชั่ง
ละเอียด หักน้ําหนกักระดาษกรองออกจะไดน้ําหนกัเซลลแหงหนวยเปนกรัมตอลิตร สวนสารละลาย
กรดมะนาว นาํไปวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และน้ําตาลกลูโคสที่เหลือ 
 

3.9.2 การวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวโดยใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโคร 
มาโตกราฟฟ (HPLC)  
  ปเปตสารละลายตัวอยางปรมิาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลายตัว
พาปริมาตร 9.0 มิลลิลิตร แลวเติมสารมาตรฐานเปรียบเทยีบภายในปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กัน กรองผานกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตรเขาเครื่อง 
HPLC โดยมีภาวะดังนี ้
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คอลัมน    : Selectosil 5 C18 ขนาด (I.D.) 4.6 มิลลิเมตร ยาว 25 เซนติเมตร 
สารละลายตัวพา   : ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต [(NH4)2HPO4]  

5 กรัมตอลิตร ในน้ําที่ปราศจากไอออน แลวปรับคาความเปนกรด
ดางเทากับ 2.00 ดวยกรดฟอสฟอริก 

สารมาตรฐานเปรียบเทียบ : กรดทารทาริก ความเขมขน 80 กรัมตอลิตร ในน้ําปราศจาก 
ไอออน 

อุณหภูมิที่ใช   : 40 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหล   : 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
เครื่องตรวจวดั   : สเปกโทรมิเตอรที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร 
 

เวลาที่อยูในคอลัมน (retention time) ของกรดมะนาวประมาณ 5.6 นาที และกรด 
ไอโซซิตริกประมาณ 3.8 นาที คาํนวณหาปริมาณกรดมะนาว และกรดไอโซซิตริก จากกราฟมาตรฐาน
กรดมะนาวในชวงความเขมขน 0.0-5.0 กรัมตอลิตร และกราฟมาตรฐานของกรดไอโซซิตริกในชวง
ความเขมขน 0.0-1.0 กรัมตอลิตร กราฟมาตรฐานเปนกราฟระหวางความเขมขนของกรดมะนาวหรือ
กรดไอโซซิตริกกับอัตราสวนของพื้นที่ใตกราฟของกรดตอสารละลายมาตรฐานเปรยีบเทียบภายใน 
(ภาคผนวก ค.1 และ ภาคผนวก ค.2) หนวยกรัมตอลิตร 

 
3.9.3 การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสที่เหลือ (Bernfeld, 1955) 

  ปเปตสารละลายตัวอยางที่เจอืจางที่เหมาะสม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลอง เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข.2) ผสมใหเขากัน ปดฝา
หลอดทดลอง นําไปตมในอางน้ําเดือด 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นในอางน้ําแข็ง 5 นาที เติมน้ําที่ปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร ใชน้ําปราศจากไอออนเปนตัวเปรียบเทียบ คํานวณหาปริมาณกลโูคสที่เหลือไดจากกราฟ
มาตรฐานของกลโูคส ในชวงความเขมขน 0.0-2.0 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ค.3) หนวยเปนกรัมตอลิตร 



 

 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และอภปิรายผล 
 
4.1 รูปแบบการเจรญิของเชือ้ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชือ้ในขวดเขยา 
 

ศึกษาการเจรญิของเชื้อ C.  oleophila NNU-62 เพ่ือหาอายุหัวเชื้อที่เหมาะสมโดยเลี้ยง
ในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก.1) ตามวิธีขอ 3.4.1 เก็บตัวอยางทกุ 3 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีขอ 3.9.1 ใหผลดังตารางที่ จ.1 (ภาคผนวก จ) และ รปูที่ 4.1 พบวาเชื้อ
อยูในระยะพักตัว (lag phase) เปนชวงเวลาส้ันๆ และเริ่มเขาสูระยะของการเจรญิแบบทวีคูณ (log 
phase) ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 3 จนถึงช่ัวโมงที่ 15 จากนั้นเซลลจะไมเจรญิเพ่ิมขึ้นอีก เมื่อพิจารณาคาอัตราการ
เจรญิเติบโตจําเพาะพบวาช่ัวโมงที่ 12 ใหคาอัตราการเจรญิเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.707 ช่ัวโมง-1 
นํ้าหนักเซลลแหงเทากับ 4.23 กรัมตอลิตร ดังนั้นจึงเลือกใชอายุหัวเช้ือที่ช่ัวโมงที่ 12 สําหรับการเตรียม
หัวเชื้อในขวดเขยา 
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รูปที ่4.1 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรยีมหัวเช้ือใน 
ขวดเขยา 
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4.2 รูปแบบการเจรญิของเชือ้ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชือ้ในถังหมักขนาด  
5 ลิตร 
 

ศึกษาการเจรญิของเชื้อ C. oleophila NNU-62 เพื่อหาอายุหัวเชื้อที่เหมาะสมใชในการ
ตรึงเซลล โดยเลี้ยงในอาหารเหลว (YM medium) ตามวธิีขอ 3.4.2 ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส อัตราการกวน 300 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอ
นาที เก็บตวัอยางทุก 3 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วิเคราะหนํ้าหนักเซลลแหงตามวธิขีอ 3.9.1 ใหผลดัง
ตารางที่ จ.2 (ภาคผนวก จ) และ รูปท่ี 4.2 พบวาเชื้ออยูในระยะพักตวั (lag phase) เปนชวงเวลาสั้นๆ 
และเริ่มเขาสูระยะของการเจรญิแบบทวีคณู (log phase) ตั้งแตช่ัวโมงที่ 3 เชื้อเจรญิเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็
จนถึงช่ัวโมงที ่ 12 จากนั้นเซลลจะไมมีการเจรญิเพิ่มขึ้นอีก ดังนัน้ในการตรึงเซลลในแคลเซียมอลัจเินต
จึงเลือกใชอายหัุวเชื้อช่ัวโมงที่ 9 มีคาอัตราการเจรญิเตบิโตจําเพาะสงูสุดเทากับ 1.367 ช่ัวโมง-1 และ
นํ้าหนักเซลลแหงเทากับ 8.15 กรัมตอลิตร  
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รูปที ่4.2 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรยีมหัวเช้ือใน 
ถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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4.3 การผลติกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 

เลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) 
ตามวิธกีารทดลองขอ 3.4.3 เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหนํ้าหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว 
กรดไอโซซิตริก และกลูโคสที่เหลือ ใหผลตามตารางที่ จ.3 (ภาคผนวก จ) และรูปที ่4.3 และ 4.4 พบวา 
เชื้อเจรญิเพิ่มขึน้ตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 จนถึงชัว่โมงท่ี 120 และมีน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดที่ช่ัวโมงท่ี 48 
เทากับ 15.38 กรัมตอลิตร เชื้อเริ่มผลิตกรดมะนาวตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 เมื่อสิ้นสุดการหมักไดกรดมะนาว
เทากับ 76.61 กรัมตอลิตร เหลือปริมาตรน้ําหมักในถังหมักเทากับ 2,200 มิลลลิิตร คิดเปนปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดเทากับ 168.54 กรัม และใหอัตราการผลติกรดมะนาวเทากับ 0.638 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมง 

จากรูปที่ 4.4 แสดงคาการคาํนวณทางจลนพลศาสตรตัง้แตเริ่มตนจนถึงท่ีเวลาการหมัก
น้ัน พบวาความสามารถการใชกลโูคสในการผลิตกรดมะนาวของยีสต (Yp/s) มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมง
ท่ี 12 จนส้ินสุดการหมัก โดยเชื้อจะใชกลโูคสในการเจริญและผลิตกรดมะนาว ปริมาณกลูโคสในถัง
หมักจะลดลงในขณะที่ความเขมขนกรดมะนาวเพิ่มขึ้นตามลําดับจึงทาํใหคา Yp/s มีคาเพิ่มขึ้น คา
ความสามารถที่ยีสตมีกิจกรรมในการผลิตกรดมะนาว (Yp/x) มีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 เชื้อจะผลิต
กรดมะนาวเมือ่ใชสารแหลงไนโตรเจนหมดและเซลลอยูในระยะเจริญคงที่ จากนัน้เซลลจะผลิตกรด
มะนาวโดยใชกลโูคสผานวถิีไกลโคไลซิสเขาสูวัฎจักรเครปสไดกรดมะนาวเกดิขึ้นทําใหคา Yp/x มีคา
เพิ่มขึ้นจนส้ินสุดการทดลอง สําหรับคาความสามารถในการใชกลโูคสในการสรางเซลล (Yx/s) มีคา
เพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 และมีคาสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 24 จากนั้นคา Yx/s จะมีคาลดลงจนสิ้นสุดการหมัก
เนื่องจากเซลลเจริญเขาสูระยะคงท่ีตั้งแตช่ัวโมงที่ 24 แลวไมเจริญเพิ่มอกีแตยังมีความสามารถในการใช
กลโูคสเพื่อผลติกรดมะนาว ปริมาณกรดมะนาวและคาทางจลนพลศาสตรที่ไดจากการทดลองนี้จะถกู
นําไปเปรียบเทียบกับการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงและยีสตอิสระในระบบ perfusion โดยใช 
spinfilter ในขั้นตอนตอไป 
 



 

 

33 
 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
เวลา (ชั่วโมง)

น้ํา
หน

ักเซ
ลล

แห
ง, ก

รด
มะ

นา
ว 

(กรั
มต

อล
ิตร

)

0

50

100

150

200

250

กร
ดไ
อโ
ซซ

ิตริ
ก, 
กล

ูโค
สท

ี่เหล
ือ 

(กร
ัมต

อลิ
ตร

)

น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ
 

รูปที่ 4.3 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซิตริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือ ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร 
สําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 5 ลิตร 
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รูปที่ 4.4 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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4.4 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 

ตรึงเซลลตามวิธีขอ 3.5.1 (รูปที่ 4.5) โดยวธิีกกัขัง (Entrapment) ในสารละลาย
แคลเซียมอัลจเินต เลีย้งเชื้อตามผลการทดลองขอ 4.2 เปนเวลา 9 ช่ัวโมง อัตราการเจรญิเติบโต
จําเพาะสูงสุดเทากับ 1.367 ช่ัวโมง-1 และน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 8.15 กรัมตอลิตร เซลลตรึงทีไ่ดมี
รูปรางเปนทรงกลมและมีขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร (รูปที่ 4.6) นําเซลลตรึงมา
ผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร ตามวิธีขอ 3.5.2 (รูปที่ 4.7) 

 

   
 

รูปที่ 4.5 การเตรียมเซลลตรงึโดยวธิีกกัขังบน  รูปที่ 4.6 ขนาดเซลลตรงึที่นาํไปใช
แคลเซียมอัลจเินต     ในการผลิตกรดมะนาว 
 

 
 

รูปที่ 4.7 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลิตร
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ควบคุมการหมักที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส ความเรว็รอบ 50 รอบตอนาที อัตรา
การใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปรมิาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 
5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) เก็บตวัอยาง
ทุกๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และกลโูคสที่
เหลือ ใหผลดงัตารางที่ จ.4 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.8 และ 4.9 

จากรูปที่ 4.8 พบวาในระหวางการหมักมีเซลลทีถู่กกกัในแคลเซยีมอัลจิเนตหลุด
ออกมาเพราะเมื่อนําน้ําหมักมาวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหงพบวามีคาเพิ่มขึ้นตามชั่วโมงการหมัก
จนสิ้นสุดการหมัก เซลลตรงึเริ่มผลติกรดมะนาวตั้งแตชัว่โมงที่ 48 และปริมาณกรดมะนาวเพิ่มขึน้
เล็กนอยจนสิ้นสุดการหมัก เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 0.73 กรัมตอลิตร 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลอืในถังหมักเทากับ 2,650 มิลลิลติร คิดเปนปรมิาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 
1.93 กรัม และใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.006 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง สําหรับปริมาณกรด
มะนาวที่ผลิตดวยเซลลตรึงในการทดลองนี้พบวามีปริมาณที่นอยมากเมื่อเปรยีบเทียบกับการผลิต
กรดมะนาวดวยเซลลอิสระ (168.54 กรัม) ทําใหกลโูคสในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวถูก
นําไปใชเพื่อผลิตกรดมะนาวเพียงเล็กนอยเชนกัน  

จากรูปที่ 4.9 แสดงคาการคาํนวณทางจลนพลศาสตรตัง้แตเริ่มตนจนถึงที่เวลาการ
หมักนั้น เนื่องจากเปนการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง เซลลจะถูกกกัอยูในสารตัวกลางและมเีซลล
บริเวณผวิเม็ดตรึงเทานั้นที่สัมผัสกับอากาศและอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทําใหคา Yp/s เพิ่มขึ้นเลก็นอย คา 
Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 48 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลเริ่มผลิตกรดมะนาว และเนื่องจากเซลลที่
นํามาตรึงเจรญิอยูในระยะชวงทายของการเจรญิแบบทวคีูณเซลลจึงไมเจรญิเพิ่มขึ้นอกีและระหวาง
การหมักพบวามีเซลลหลดุออกจากเมด็ตรงึจึงทําใหคา Yx/s ไมคงที่  

การตรึงเซลลเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเลือกใชวธิีกกัขังในแคลเซียมอัลจเินต เพราะ
เปนวธิีที่ทําไดงาย ราคาถกู ไมเปนพิษตอเซลลและเปนวธิทีี่ไดรับความนิยม (Gosmann และ Rehm, 
1988) และจากงานวจิัยของภรณี (2538) ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมเพื่อผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง 
C. oleophila C-73 พบวาตัวกลางที่เหมาะสมในการตรึงเซลลคือแคลเซียมอัลจิเนตที่ความเขมขน
รอยละ 4 (น้ําหนักตอปริมาตร) จึงไดนําภาวะดังกลาวมาใชในการตรงึเซลล C. oloephila NNU-62 
เพื่อผลิตกรดมะนาวในการทดลองนี้ ซ่ึงเมือ่ทําการตรึงแลวพบวาขนาดของเม็ดตรึงที่ไดมีขนาดเลก็
ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ซ่ึงจากงานวิจยัของ Horitsu และคณะ (1988)ไดรายงานถึงการแปรขนาด
ของเม็ดตรึงทีใ่ชในการผลิตกรดมะนาวพบวาเม็ดตรึงขนาดเล็กสามารถผลิตกรดมะนาวปริมาณสูง
กวาเมด็ตรึงขนาดใหญ และจากงานวจิัยของKautola และคณะ (1991) ก็พบเชนเดียวกันวาเมื่อลด
ขนาดเม็ดตรึงทําใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึน้ แตในการทดลองนี้พบวาเมื่อใชเม็ดตรึงขนาด
เล็กมาผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร ไดกรดมะนาวในปรมิาณที่นอยมากและยังพบวา
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.8 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซิตริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ใน 
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.9 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร  
อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 
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ระหวางการหมักมีเซลลหลดุออกมาจากเม็ดตรึง ซ่ึงอาจเกิดจากเมด็ตรึงไมคงตวัเพราะแคลเซียมอัล
จิเนตถูกจับดวยไอออนตางๆ ในน้ําหมัก สารอาหาร หรือกรดมะนาวทีผ่ลิตออกมาระหวางหมัก 
(Rymowicz และคณะ, 1993) ทําใหเม็ดตรงึเสียสภาพ นอกจากนีไ้ดควบคุมคาความเปนกรดดางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ทําใหแคลเซียมไอออนที่เชื่อมกับอัลจเินตถกู
แยงจับดวยโซเดียมไอออนจากโซเดยีมไฮดรอกไซดทําใหใหเม็ดตรึงเสียสภาพได และ
สภาพแวดลอมในถังหมักอาจเปนอีกปจจยัหนึ่งที่ทําใหเซลลหลดุออกจากเม็ดตรึงเชน การให
อากาศผานหัวพนอากาศและการกวนผสมดวยใบพดั เปนตน พิจารณาน้ําหนักเซลลแหงที่มีคา
เพิ่มขึ้นตามชั่วโมงการหมักซึง่น้ําหนักเซลลแหงที่วัดไดเปนน้ําหนักของโซเดยีมอัลจิเนตที่
แขวนลอยอยูรวมกับเซลลยีสตที่หลุดออกมาและเติบโตภายนอกเมด็ตรงึ (Godia และคณะ, 1987)  

เมื่อพิจารณาคา Yp/s พบวามีคาต่ํามากทําใหกรดมะนาวทีผ่ลิตไดมีปริมาณนอย
มากเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอิสระ ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากสิ่งแวดลอมทั้งทางกายภาพและเคมี เชน 
ขอจํากัดในการแพรผานสารเขาและออกเมด็เจล อีกทัง้ในน้ําหมักซึง่ประกอบดวยสารหลายชนิด
รวมทั้งออกซิเจนที่ละลายน้ําไดอาจถูกขัดขวางการแพรผานดวยแผนฟลมบางๆ ของสารละลาย
แคลเซียมอัลจเินตทําใหเซลลภายในเม็ดตรึงไมสามารถใชสารอาหารและออกซิเจนที่ละลายน้ําได
เต็มที่มีผลตอการผลิตกรดมะนาวและลดความสามารถในการผลิตกรดมะนาวของเซลลตรึง 
(Maddox และ Kingston, 1983)  

จากปญหาดังกลาวในการทดลองขั้นตอไปจึงทดลองผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง
ตามวิธีขอ 3.5.1 และขอ 3.5.2 และเพือ่ลดปญหาการหลุดของเซลลจากเซลลตรงึอันเนื่องมาจาก
ส่ิงแวดลอมภายในถังหมักเชน การกวนผสมดวยใบพดั จึงไมทําการกวนผสมดวยใบพัดแตยังคงให
อากาศผานหัวพนอากาศ ที่อัตราการใหอากาศสูงสุดเทากับ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมัก
ตอนาทีทั้งนี้เนื่องจากยีสตจะเจรญิและผลติกรดมะนาวในภาวะที่มีออกซิเจนเทานั้น  
 
4.5 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยไมกวน
ผสม 
 

ทดลองตามวิธขีอ 3.5.1 และ 3.5.2 ควบคมุการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
อัตราการใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ไม
กวนผสม เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซ 
ซิตริก และกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังตารางที่ จ.5 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.10 และ 4.11  

จากรูปที่ 4.10 พบวาน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาวหลังจากชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงเวลาของการผลิตกรดมะนาวเร็วกวา
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ผลการทดลองที่ 4.4 โดยกรดมะนาวทีผ่ลิตไดอาจเกดิจากยีสตอิสระที่หลุดออกจากเม็ดตรึงเพราะ
น้ําหนักเซลลแหงมีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 0 เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 
3.47 กรัมตอลิตร เหลือปริมาตรน้ําหมักประมาณ 2,700 มิลลลิิตร คิดเปนปริมาณกรดมะนาว
ทั้งหมด 9.37 กรัม เมื่อส้ินสดุการหมักใหอัตราการผลติเทากับ 0.029 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ใหคาสูง
กวาผลการทดลองขอ 4.4 

จากรูปที่ 4.11 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงทีเ่วลา
การหมักนัน้ คา Yp/s เพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 36 และสูงกวาผลการทดลองที่ 4.4 แตยังนอยกวาการ
ผลิตดวยยีสตอิสระในผลการทดลองที่ 4.3 เพราะเชื้อทีถ่กูตรึงอยูในเมด็เจลไมสามารถนํากลโูคสมา
ใชเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเนือ่งจากขอจํากดัของการแพรผานของสารดงัที่ไดกลาวมาแลว คา Yp/x 
มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาว และมีคามากกวาผลการ
ทดลองขอ 4.4 จากการทดลองนี้มีน้ําหนกัเซลลแหงเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 กรดมะนาวที่ผลิตได
อาจเกิดจากการผลิตโดยเซลลอิสระที่หลุดออกจากเมด็ตรึงแตเซลลถกูผสมเปนเนื้อเดียวกันกับ
สารละลายอลัจิเนตอาจทําใหเซลลไมสามารถใชสารอาหารเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเต็มที่ จึงทําใหคา 
Yp/x ยังมีคาต่ํากวาการผลติดวยยีสตอิสระ และเนื่องจากเซลลที่นํามาตรึงเจรญิอยูในระยะชวงทาย
ของการเจรญิแบบทวีคณูเซลลจึงไมเจรญิเพิ่มขึ้นอีกจึงทาํใหคา Yx/s ไมคงที่ โดยมรีปูแบบคลายกบั
ผลการทดลองที่ 4.4 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลติรโดยไมกวนผสม เมื่อ
ส้ินสุดการทดลองจะไดความเขมขนกรดมะนาวมากกวาการเลีย้งเซลลตรึงที่อัตราการกวน 50 รอบ
ตอนาที ซ่ึงมีคาเทากับ 3.47 และ 0.73 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตความเขมขนกรดมะนาวกย็ังมคีา
นอยกวาเมื่อผลิตดวยเซลลอิสระและยังมเีซลลหลดุออกจากเม็ดตรึง เมื่อพิจารณารูปแบบการผลิต
ตามผลการทดลองนี้กลาวไดวามีรูปแบบคลายกับการใชถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด ดังนั้นเพื่อลด
ปญหาการหลดุของเซลลออกจากเมด็ตรึงและพัฒนากระบวนการผลิตเพื่อใหไดผลผลิตกรดมะนาว
เพิ่มขึ้น ในการทดลองตอไปจึงทําการผลติกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 
 
4.6 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักแบบฟลูอดิไดซเบด 
 

ตรึงเซลลตามวิธีขอ 3.5.1 และนําเซลลตรงึไปผลิตกรดมะนาวในถังหมักแบบ 
ฟลูอิดไดซเบด ตามวธิีขอ 3.5.3 ดังแสดงในรูปที่ 4.12 กอนทําการหมักตองฆาเชื้อในถังหมักดวย
แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 70 แลวลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวจากนัน้จึงเติมอาหาร 
สําหรับผลิตกรดมะนาวปริมาตรเริ่มตน 2.0 ลิตรแลวนําเซลลตรึงที่เตรยีมไวเติมลงในถังหมัก 
ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส กวนผสมโดยการใหอากาศซึ่งอัตราการใหอากาศ
เทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย



 

 

41 
 

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

เวลา (ชั่วโมง)

น้ํา
หนั

กเซ
ลล

แห
ง, ก

รด
มะ

นา
ว (
กรั
มต

อลิ
ตร

)

0

50

100

150

200

250

กร
ดไ
อโ
ซซิ

ตริ
ก, 
กลู

โค
สที่

เหลื
อ (

กรั
มต

อลิ
ตร

)

น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.10 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62  
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร โดยไมกวนผสม
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รูปที่ 4.11 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 5 ลิตร  
โดยไมกวนผสม
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โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง 
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และกลโูคสที่เหลอื ใหผลดังตาราง
ที่ จ.6 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.13 และ 4.14 
 

 
 

รูปที่ 4.12 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวในถงัหมักแบบฟลอิูดไดซเบด 
 

จากการทดลองพบวาตั้งแตชัว่โมงที่ 0 ถงึ 120 ในน้ําหมักมีน้ําหนักเซลลแหง
เพิ่มขึ้นตามชั่วโมงของการหมัก เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาวหลังจากชั่วโมงที ่36 เปนตนไป จนถึง
ช่ัวโมงที ่ 120 ไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 2.65 กรัมตอลิตร หลังสิ้นสดุการหมักเหลอื
ปริมาตรน้ําหมัก 1,100 มิลลิลิตร คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 2.92 กรัม ปริมาณกรด
มะนาวที่ผลิตดวยเซลลตรึงในระบบนี้มีปริมาณทีน่อยกวาผลการทดลองที่ 4.5 (9.37 กรัม) เมือ่
ส้ินสุดการหมกัใหอัตราการผลิตเทากับ 0.022 กรัมตอลติรตอนาที  

จากรูปที่ 4.14 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงทีเ่วลา
การหมักนัน้ พบวาคา Yp/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 36 และคา Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที ่
36 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลตรงึเริ่มผลติกรดมะนาว สําหรับคา Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ซ่ึง
ทั้งคา Yp/s Yp/x และ Yx/s จากผลการทดลองนี้มีคามากกวาการผลิตในถังหมักขนาด 5 ลิตรโดยไม
กวนผสม (ผลการทดลองที่ 4.5) 

การเลือกใชถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบดรวมกับการตรึงเซลลเปนอีกวธิหีนึ่งที่ถูก
นํามาใชในการหมักระดับอตุสาหกรรมเนือ่งจากมีขอดีคอื ในระบบมีเซลลจํานวนมากทําใหอัตรา
การผลิตผลิตภณัฑเพิ่มขึน้ สะดวกตอการเก็บเกีย่วผลิตภณัฑเมื่อส้ินสุดการหมัก นอกจากนี้ถังหมกั
แบบฟลูอิดไดซเบดยังชวยใหระบบการหมักมีการถายเทมวลสารที่ดแีละชวยลดแรงเฉือนจากการ
กวนในถังหมักแบบกวน (Santos และคณะ, 2005) แตจากการทดลองตรึงเซลลในสารละลาย 
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก  กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.13 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือ ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อตรึง C. oleophila NNU-62  
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัแบบฟลูอิดไดซเบด 
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รูปที่ 4.14 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักแบบฟลูอิดไดซเบด

Nkam
Text Box
45
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แคลเซียมอัลจเินตและนํามาใชรวมกับถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด พบวาเม็ดตรึงไมคงตัวเพราะยังมี
เซลลอิสระบางสวนหลุดออกจากเมด็ตรึงซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากแคลเซียมอัลจเินตทีใ่ชเปนสาร
ตัวกลางในการตรึงถกูจับดวยไอออนตางๆ สารอาหาร และกรดมะนาวที่ถกูผลติขึ้นในน้ําหมกั 
(Rymowicz และคณะ, 1993) ดังที่ไดกลาวมาแลว  

จากงานวิจยัของ Rymowicz และคณะ (1993) ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต
ตรึงในถังหมักแบบแอรลฟิท โดยในขัน้ตอนการตรึงเซลลไดใชแคลเซยีมอัลจเินตรวมกับ 
กลูตาอลัดีไฮด (glutaraldehyde) เพื่อใหเม็ดเจลมคีวามแข็งแรงมากขึ้น และพบวาเมื่อใช
แคลเซียมอัลจเินตที่ความเขมขนตั้งแต 2 ถึง 4 เปอรเซนตรวมกับกลตูาราลดีไฮดทีค่วามเขมขนไม
เกิน 0.5 เปอรเซ็นต เม็ดตรึงที่ไดมีความแข็งแรงเพิ่มขึ้นและทําใหไดผลผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึน้ 25 
เปอรเซ็นต ดังนั้นเพื่อเปนการปรับปรุงวธิีการตรึงเซลลเพือ่ใชในการผลติกรดมะนาวจงึควรเลือกใช
แคลเซียมอัลจเินตรวมกบักลตูาราลดีไฮดเพื่อใหไดเม็ดตรึงที่คงตัวและลดปญหาการหลุดของเซลล
และสามารถนาํเซลลตรึงมาใชซํ้าในการหมักแบบตอเนื่องไดอีกดวย เพื่อใหไดผลผลิตกรดมะนาว
เพิ่มขึ้น ทั้งนี้ตองคํานึงถึงผลกระทบของกลูตาราลดีไฮดที่มีตอกิจกรรมของเซลลดวย 

 
เปรยีบเทียบการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถงัหมักขนาด 5 ลิตรกับยีสตตรึง

ในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด ดังตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1 คาทางจลนพลศาสตรของการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระ C oleophila NNU-62 ใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตรกับยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 

รูปแบบการหมัก 
ยีสตตรึงในถังหมัก 5 ลิตร 

คาจากการทดลอง 
ยีสตอิสระ 
ถังหมัก 
5 ลิตร 

อัตราการกวน 
50 รอบตอนาที 

ไมกวนผสม 
ยีสตตรึง 

ถังหมักฟลูอิดไดซเบด 

กรดมะนาว (กรัมตอลิตร) 76.61 0.73 3.47 2.65 
เวลาในการหมัก (ช่ัวโมง) 120 120 120 120 
Yx/s 0.076 -0.060 0.334 0.534 
Yp/s 0.403 0.020 0.070 0.183 
Yp/x 5.269 -0.329 0.209 0.343 
อัตราการผลิต 
(กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 

0.638 0.006 0.029 0.022 
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จากตารางที่ 4.1 การผลิตกรดมะนาวดวยยสีตอิสระในถงัหมักขนาด 5 ลิตรสามารถผลิตกรดมะนาว
สูงสุดและมีอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 76.61 กรมัตอลิตรและ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
ซ่ึงสูงกวาการผลิตดวยยีสตตรึงทั้งในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด เมื่อ
พิจารณาถึงขั้นตอนการตรงึเซลลยีสตนั้นใชระยะเวลาในการเตรยีมเซลลและตรึงเซลลคอนขางนาน
ซ่ึงอาจมีผลตอการมีชีวิตและกิจกรรมของเซลลยีสตได เมื่อนําเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดมะนาว
จึงทําใหเชื้อไมสามารถผลิตกรดมะนาวไดเต็มที่และการผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึงมีขอจํากดั
ตางๆ ในการหมักดังที่ไดกลาวมาแลว ดังนั้นการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระจึงมคีวามเหมาะสม
ที่จะนําไปใชในการผลิตกรดมะนาวในขัน้ตอนตอไป 

การทดลองขั้นตอไปจะศกึษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 
2 ลิตร ในระบบ perfusion โดยใช spinfilter รูปแบบการหมักแบบ extractive fermentation 
 
4.7 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในระดับถงัหมักขนาด 2 ลติร ระบบ 
perfusion 
 
  เนื่องจากการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตทั้งในถงัหมัก
ขนาด 5 ลิตรและถังหมักฟลอิูดไดซเบด มขีอจํากัดหลายประการ เชน ความคงตัวของเม็ดตรึง การ
ถายเทมวลสาร และการควบคุมระบบขณะผลิต เปนตน ดังนั้นจึงทดลองผลิตกรดมะนาวดวยยีสต
อิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรระบบ perfusion โดยใช spin filter ซ่ึงเปนอุปกรณที่ชวยแยกเซลลและ
อนุภาคขนาดเล็กออกจากน้ําหมักและทําใหเซลลไมหลดุออกจากระบบ สะดวกตอการหมัก
แบบตอเนื่อง สามารถทําการหมักโดยใชเซลลอิสระอีกทั้งชวยลดระยะเวลาในการเตรียมเซลล  

ทําการทดลองตามวิธีขอ 3.4.4 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 ทําการหมักในถังหมักขนาด 
2 ลิตรใชอุปกรณเสริมคือ spin filter ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 
600 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีโดยใหอากาศ
ผานหัวพนอากาศแบบ micro sparger และเปอรเซ็นตออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดเทากับ 50 เปอรเซ็นต 
เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง วัดคาความเปนกรดดาง คาออกซิเจนที่ละลายน้ําได และวิเคราะห
น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังตารางที ่ จ.7 
(ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.16 และ 4.17  

จากผลการทดลองพบวาในชวงการหมักตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 ถึง 120 เชื้อมีการเจริญ
เพิ่มขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง พิจารณาเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําไดพบวาเมื่อเริม่ตนการหมัก
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําไดยังมีคาสูงแตเมื่อเชื้อเริ่มมกีารเจริญจะมกีารใชออกซิเจนเพิ่มมากขึ้น
ทําใหปริมาณออกซิเจนจึงลดลง เมื่อน้ําหนักเซลลแหงคงที่ คาเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได



 

 

48

 

 
 

รูปที่ 4.15 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสต C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
ก็มีคาคงที่ดวยเชนกัน เชื้อจะเริ่มมีการผลิตกรดมะนาวหลังจากชัว่โมงที่ 12 และเมื่อส้ินสุดการหมัก
ไดความเขมขนกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 73.79 กรัมตอลิตร เหลือปรมิาตรน้ําหมัก 1,100 มิลลิลติร 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 81.17 กรัม ใหอัตราการผลติเทากับ 0.615 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง 

จากรปูที่ 4.17 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงที่เวลาการ
หมักนั้น พบวาคาYp/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 คา Yp/x มีคาเพิ่มตั้งแตชั่วโมงที่ 12 และคา 
Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 ทั้งคา Yp/s Yp/x และYx/s มีรูปแบบคลายกับการผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร (ผลการทดลองขอ 4.3) 

การผลิตกรดมะนาวโดยยีสตเปนการหมักในภาวะที่ตองการอากาศ โดยออกซิเจน
จะไปทําปฏิกริิยาออกซิเดชนัใหกลโูคสเปลี่ยนเปนกรดมะนาว การผลิตกรดมะนาวจะไดสูงสุดเมื่อ
เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีการใหออกซิเจนอยางเพียงพอ นอกจากการกวนผสมดวยใบพดัแลวการให
อากาศเขาไปในถังหมักโดยตรงกเ็ปนอีกวธิีหนึ่งในการเพิ่มออกซิเจนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Rane 
และ Simst, 1994) ในการผลติกรดมะนาวดวยเซลลยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร ใหอากาศผานหัว
พนอากาศแบบ ring sparger ซ่ึงสามารถครอบคลุมการใหอากาศไดอยางทั่วถึงทําใหมีการกระจาย
อากาศที่ดี (สาโรจนและคณะ, 2544) และกวนผสมดวยใบพัดแบบเทอรไบน (disc turbine) ที่อัตรา
การใหอากาศเทากับ 1.0 ปรมิาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีเมื่อส้ินสุดการหมักไดความ
เขมขนกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 76.61 กรัมตอลิตร ซ่ึงเมื่อเปรยีบเทียบกบัการหมักในถังหมักขนาด
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว  กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ  เปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได 
 

 
รูปที่ 4.16 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก ปริมาณกลูโคสที่เหลือและออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดทีเ่วลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ  
C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
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รูปที่ 4.17 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลล C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร 

 

Nkam
Text Box
50



 

 

51

2 ลิตร ที่มกีารใหอากาศผานหัวพนอากาศแบบ micro sparger และควบคุมเปอรเซ็นตออกซิเจนที่
ละลายน้ําดวยการกวนและกวนผสมดวยใบพัดแบบมารนี (marine propeller) ที่อัตราการใหอากาศ
เทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรด
มะนาวสูงสุดเทากับ 73.79 กรัมตอลติร ซ่ึงใกลเคียงกับการผลิตดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 
ลิตร และเมื่อพิจารณาคา Yp/x พบวาในถังหมักขนาด 5 ลิตรใหคาที่ใกลเคียงกับถังหมักขนาด 2 
ลิตรดวยเชนกนั (เมื่อส้ินสุดการหมักมีคาเทากับ 5.269 และ 5.842 ตามลําดับ) ดังนั้นในขัน้ตอน
ตอไปจึงเลือกใชถังหมักขนาด 2 ลิตรในการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระ ในระบบ perfusion โดย
ใช spin filter  
 
4.8 ศึกษาสมบตัิของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
 

4.8.1 เวลาท่ีสมดุลของเรซินในการดูดซับกรดมะนาว 
 

ทดลองตามวิธขีอ 3.6.1 โดยเลือกศกึษาเรซนิ 3 ชนิด คือ เรซินแลกเปลีย่นไอออน
ลบชนิดแรง (Dowex 1x4-400) เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดออน (Dowex Marathon WBA) 
และ เรซินแบบไมมีประจุ (Amberlite XAD-7) เปรยีบเทยีบสมบัติของเรซินทั้ง 3 ชนิด แปรคาความ
เปนกรดดางของสารละลายกรดมะนาว เพื่อคัดเลือกเรซินที่มคีวามเหมาะสมในการดดูซับกรด
มะนาว เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาวทุก ๆ 1 ช่ัวโมง เปนเวลา 5 ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรด
มะนาวดวย HPLC คํานวณหาปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดูดซับบนเรซินแตละชนิด ใหผลดังรูปที่ 4.18 
ถึง 4.20 พบวาการดูดซับกรดมะนาวบนเรซินทั้ง 3 ชนิดจะเพิ่มขึน้ในชวงแรกจากนัน้การดูดซับกรด
มะนาวจะเริ่มคงที่จนถึงชวงทายของการทดลองเมื่อเปรยีบเทียบชวงเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวัของเรซิน
และปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซินแตละชนดิที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ พบวาเรซินทั้ง 
3 ชนิด จะเริ่มเขาสูสมดุลในชวง 1 ช่ัวโมงแรกของการทดลอง และมปีริมาณการดูดซับกรดมะนาว
ที่คาความเปนกรดดางตางๆ ใหคาแตกตางกันไปดังแสดงในตารางที ่ จ.8 ถึง จ.10 (ภาคผนวก จ) 
โดยทั่วไปแลวเรซินจะเขาสูสมดุลของการดูดซับสารละลายภายในเวลา 1 ชั่วโมง (Zihao และ 
Kefeng, 1995) อธิบายไดวาในการแลกเปลี่ยนไอออนของเรซินจะมกีารดูดซับและปลอยไอออน
ออกจากเรซินตลอดเวลาโดยในชวงตนของการแลกเปลีย่นไอออน อัตราการดูดซับมีมากกวาอัตรา
การปลอยไอออนทําใหเห็นการเปลีย่นแปลงของปริมาณกรดมะนาวไดชัดเจนจนถงึจุดอิ่มตัวของเร
ซินซึ่งเปนจุดที่ไมสังเกตเห็นการเปลีย่นแปลงของปริมาณสารเนื่องจากเกิดสมดลุของการ
แลกเปลีย่นไอออนซึ่งไอออนที่ถูกดูดซับบนเรซินเทากบัปริมาณไอออนที่ถูกปลอยออกจากเรซิน 
(Hilfferich, 1962) 
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รูปที่ 4.18 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Dowex 1x4-400 ที่คาความเปนกรดดางตางๆ 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0 1 2 3 4 5

WBA control

pH 2.0

pH3.0

pH4.0

pH5.0

pH6.0

C
A 

ad
so

rb
ed

 o
n 

re
si

n 
(g

 C
A/

1.
0 

g 
re

si
n)

time (h.)
 

รูปที่ 4.19 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่คาความเปนกรดดาง
ตาง ๆ 
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รูปที่ 4.20 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Amberlite XAD-7 ที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ 
 
  เปรยีบเทียบการดดูซับกรดมะนาวสูงสุดในเรซินแตละชนิดพบวาเรซิน Dowex 
1x4-400 ดูดซับกรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.19 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 1.90 เรซิน Dowex Marathon WBA ดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.33 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และเรซิน Amberlite XAD-7 ดูดซับกรด
มะนาวไดสูงสดุเทากับ 0.32 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดัง
แสดงในตารางที่ จ.11 (ภาคผนวก จ) และเนื่องจากในขั้นตอนการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
C. oleophila NNU-62 คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเจริญเทากับ 5.00 ดังนั้นในขัน้ตอน
การดูดซับดวยเรซินจึงเลือกทําการแยกกรดมะนาวทีภ่าวะเดยีวกันซึ่งพบวาที่ภาวะดังกลาวเรซิน 
Dowex Marathon WBA และเรซิน Amberlite XAD-7 สามารถดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 
0.33 และ 0.32 กรัมกรดมะนาวตอกรมัเรซินตามลําดับ แตในการดดูซับกรดมะนาวของเรซนิ 
Amberlite XAD-7 มีความแตกตางในการดดูซับกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางอื่นๆ
คอนขางมากอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติในการแลกเปลีย่นไอออนของเรซิน Amberlite XAD-7 ซ่ึง
เปนเรซินแบบไมมีประจุเหมาะสมที่จะใชแยกสารที่มนี้ําหนักโมเลกลุสูงๆ ตั้งแต 60,000 เปนตนไป 
เชน อินซูลิน (insulin), แอนติไบโอติค (antibiotics) เปนตน สําหรับเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดออนมีคณุสมบัติเหมาะสมในการแยกกรดอินทรยีและไดมกีารนาํเรซินชนดิดังกลาวไปใชใน
การแยกและทาํใหบริสุทธิ์ของกรดแลคติก (Tong และคณะ, 2003) ดังนั้นในขัน้ตอนตอไปจึง 
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เลือกใชเรซิน Dowex Marathon WBA ในการแยกกรดมะนาวเพราะดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุด
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
 

4.8.2 เวลาท่ีสมดุลของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาว 
 
 ทดลองตามวิธขีอ 3.6.1 เทสารละลายกรดมะนาวลงในขวดบรรจเุรซินที ่

ความเขมขนเริม่ตน 84.83 กรัมตอลิตรปรมิาตร 25 มิลลลิิตรปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากบั 
5.00 ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด ปริมาณกรดมะนาวเริ่มตนเทากับ 2.11 กรัม เขยาที่ความเรว็รอบ 300 
รอบตอนาท ี เริ่มจับเวลาทันทีเก็บตัวอยางทุกๆ 10 นาท ี เปนเวลา 60 นาที วเิคราะหหาปริมาณกรด
มะนาวดวย HPLC เวลาที่สมดุลของเรซินจะถูกนําไปใชเปนขอมูลในการหาอัตราการไหลเบื้องตน
สําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนตอไป  

จากการทดลองใหผลดังตารางที่ จ.12 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.21 พบวามีการ
ลดลงของปริมาณกรดมะนาวอยางรวดเรว็ในชวง 10 นาทีแรก จากนั้นจะพบการลดลงของปริมาณ
กรดมะนาวอยางชาๆ จนไมสังเกตเห็นความเปลี่ยนแปลงในชวงทายของการทดลอง อธิบายไดวา
ในการแลกเปลี่ยนไอออนของเรซินจะมีการดดูซับและปลอยไอออนทําใหเห็นการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณกรดมะนาวอยางชัดจนถึงจุดอิ่มตวัของเรซินซึ่งเปนจุดที่ไมสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณสารเนือ่งจากเกดิสมดุลของการแลกเปลีย่นไอออนซึ่งไอออนที่ถูกดดูซับบนเรซินเทากบั
ปริมาณไอออนที่ถูกปลอยออกจากเรซิน (Hilfferich, 1962) 

หาเวลาที่สมดลุของเรซนิในการดูดซับกรดมะนาว โดยวาดกราฟระหวางปริมาณ
กรดมะนาวที่ไมถูกดดูซับกับเวลาในการดูดซับแสดงดังรปูที่ 4.21 ลากเสนสัมผัสลากเสนสัมผัสโคง
ตามแนวตั้งและแนวนอนของเสนกราฟ จัดตัดของเสนตรง 2 เสน คือเวลาที่สมดุลของเรซินในการ
ดูดซับกรดมะนาว ซ่ึงมีคาเทากับ 8 นาที  

จากเวลาทีถ่ึงจดุอิ่มตัวของเรซินในการดดูซับกรดมะนาวนี้ นํามาคํานวณหาอัตรา
การไหลสูงสุดของสารละลายที่ผานเขาคอลัมน โดยอาศยัหลักการทีว่า ระยะเวลาที่สารละลายกรด
มะนาวสัมผัสกับเรซิน (contact time) ตองมากกวาหรือเทากับระยะเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวัของเรซิน 
เพื่อใหเกิดการแลกเปลีย่นไอออนไดอยางมปีระสิทธิภาพสูงสุด คํานวณหาอัตราการไหลจากสมการ 
 

อัตราการไหล  = ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
(มิลลิลติร/นาที)   ระยะเวลาที่กรดมะนาวสัมผสักับเรซิน 

ปริมาตรวางระหวางเรซินของคอลัมนที่ทดลองเทากับ 4.0 มิลลลิิตร และเวลาที่
ต่ําสุดที่สารละลายกรดมะนาวสัมผัสกับเรซิน คือ 8.0 นาที 
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รูปที่ 4.21 ปรมิาณกรดมะนาวที่ไมถูกดดูซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เวลาในการดูดซบั
ตางๆ  
 

อัตราการไหลสูงสุดของสารละลาย =  4.0 / 8.0  มิลลลิิตร/นาท ี
      = 0.5  มิลลลิิตร/นาท ี
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากับ 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน  

ดังนั้น ในการทดลองดดูซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรตอง
ควบคุมอัตราการไหลของสารละลายใหต่ํากวาหรือเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน  
 
  4.8.3 ศึกษา ion exchange isotherm 
 

นําเรซิน Dowex Marathon WBA มาศึกษา ion exchange isotherm ซ่ึงแสดงถึง
ความสามารถในการดดูซับกรดมะนาวของเรซิน และนําขอมูลไปคํานวณหาปริมาณเรซินที่
เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนในขั้นตอนตอไป ทดลองตามวธิีขอ 
3.6.2 โดยถายเรซินปริมาณ 1.0 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มลิลลิิตร เติมสารละลายกรด
มะนาวแตละความเขมขนปรมิาตร 25 มิลลลิิตร เขยาที่ความเรว็รอบ 150 รอบตอนาท ี เปนเวลา 12 
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ช่ัวโมง เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาว วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณความ
เขมขนกรดมะนาวที่สมดลุและปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดูดซับตอกรัมเรซิน แปรลักษณะสารละลาย 
ไดแก สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและกรดมะนาวที่มีในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ที่
คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 วาดกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล,c 
(กรัมตอลิตร) และ ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับ,q0 (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน) เพื่อทราบ
รูปแบบของการดดูซับของเรซินและคํานวณหาคาความสามารถในการดดูซับสูงสุด (maximum 
adsorption capacity, q0) และ คาคงที่ของการดูดซับ (adsorption constant, K) 

จากผลการทดลอง Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ใน
การดูดซับกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ใหผลแสดงดังตารางที่ จ.13 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.22 พบวา ion exchange isotherm ที่ไดมี
ลักษณะแบบ Langmuir isotherm ซ่ึงมีรูปแบบความสัมพันธของตวัแปรตางๆ ดังนี ้

q = q0c 

      K + c 
โดยที ่ q0 คือ คาความสามารถในการดดูซับสูงสุด หนวย กรัมสารที่ถกูดดูซับตอกรัมเรซิน 

K คือ คาสัมประสิทธิ์การเลอืก หนวย กรมัตอลิตร 
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รูปที่ 4.22 Ion exchange isotherm ของเรซนิ Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาวใน
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
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จากรูปแบบของ isotherm ที่ไดสามารถใชอธิบายการดดูซับสารแบบ monolayer 
และเรซินอยูในภาวะอิ่มตวักบัสารละลายทีถู่กดดูซับ และเพื่อหาคาตัวแปรตางๆ ทาํการวาดกราฟ
ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q เพื่อหาคาตัวแปร q0 และคา K ซ่ึงมีความสัมพันธดังนี้คอื 
slope = K/ q0 และ intercept = 1/ q0 ดังแสดงในรูปที่ 4.23 จะไดวาq0 มีคาเทากับ 0.74 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซิน และ K มีคาเทากับ 65.84 กรัมตอลิตร จากคาตวัแปรดังกลาวจะพบวาเรซิน 
Dowex Marathon WBA สามารถดูดซบักรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาทีค่า
ความเปนกรดดางเทากับ 5.00 มากที่สุดประมาณ 0.74 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซิน  
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รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับ 
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 

สําหรับ isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาวใน
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ใหผลแสดงดังตารางที่ จ.14 
(ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.24 พบวาที่ไดมลีักษณะแบบ Langmuir isotherm เชนเดียวกับ isotherm 
ของการดดูซับกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 วาดกราฟระหวางคา 
1/c และ 1/q เพื่อหาคาตัวแปร q0  และคา K ซ่ึงมีความสัมพันธดังนี้คือ slope = K/ q0 และ  
intercept = 1/ q0 ดังแสดงในรูปที่ 4.25 

จากรูปที่ 4.25 จะไดวา q0 มีคาเทากับ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน และ K มี
คาเทากับ 31.42 กรัมตอลิตร จากคาตัวแปรดังกลาวจะพบวา เรซิน Dowex Marathon WBA จะดดู
ซับกรดมะนาวในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ไดปริมาณมากที่สุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 
5.00 ไดประมาณ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน เมือ่เปรียบเทียบคาดังกลาวกับการดูดซับกรด
มะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดการคา (0.74 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซิน) พบวาคาการ
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รูปที ่4.24 Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาว 
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
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รูปที่ 4.25 ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q ของเรซิน Dowex Marathon WBA ที่ดูดซับกรด
มะนาวในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทีค่าความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 
ดูดซับที่ไดนอยกวาซึ่งอาจเกดิจากในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทีป่ระกอบดวยไอออนลบอื่นๆ
ที่เปนสารอาหารที่จําเปนในการเจริญของเชื้อยีสต เชน ฟอสเฟตไอออน (PO4

3-), คลอไรดไอออน  
(Cl-) และซลัเฟตไอออน (SO4

2-) เปนตน ซ่ึงมีผลในการแยงจับกับเรซินของซิเตรทไอออน จึงทําให
คาการดดูซับนอยกวาในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่ไมมไีอออนลบอื่นเจือปน จาก
งานวิจยัของ Jianlong และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อรา A. niger ควบคูกับการ
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แยกผลิตภณัฑดวยการดูดซับดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน และไดศกึษาเปรียบเทียบผลของเรซินที่มี
ตอองคประกอบตางๆ ในน้าํหมัก เชน ว น้ําตาลรีดวิซ แอมโมเนียมคลอไรด และโปแตสเซียม 
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต พบวาหลังทําการแยกดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน ปริมาณของน้ําตาลรีดวิซ 
และแอมโมเนยีมคลอไรดไมเปลี่ยนแปลง แตความเขมขนของโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมี
คาลดลงจนมีคาเทากับ 0.00 กรัมตอลิตร ซ่ึงทําใหสารอาหารที่จําเปนในการเจรญิของเซลลถูกดึง
ออกจากน้ําหมัก มีผลตอการเจรญิของเชื้อราและฟอสเฟตไอออนจะแยงจับกับซิเตรทไอออนทําให
ประสิทธิภาพการแยกของเรซินลดลงดวย 
 
4.9 ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรบัการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
 
  4.9.1 ขั้นตอนการดดูซับ  
 
  หาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
ทดลองโดยใชคอลัมนแกวขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.8 เซนติเมตร ความยาว 40 เซนติเมตร บรรจ ุ
เรซินแลกเปลีย่นไอออนลบ Dowex Marathon WBA ปริมาณ 15 กรมั มีปริมาตรวางระหวางเรซิน 
(void volume) 4.0 มิลลลิิตร โดยแปรปจจัยคือ ลักษณะของสารละลายกรดมะนาวทีผ่านเขาคอลัมน
และอัตราการไหลของสารละลาย ไดผลการทดลองดังนี ้
 
  4.9.1.1 Breakthrough curve 
 
  ทดลองผานสารละลายกรดมะนาวเขาคอลมัน เตรียมสารละลายกรดมะนาวตามวธิี
ทดลองขอ 3.7.3.1.2 สารละลายกรดมะนาวที่นํามาทดลองในขั้นตอนนี้ไดแก สารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาความเขมขน 100 กรัมตอลิตรที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และน้ําหมัก
ของกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ควบคุมอัตราการไหลของสารละลายใหคงที่
เทากับ 3.75 และ 7.50  มลิลิลิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ซ่ึงอัตราการ
ไหลตองต่ํากวาหรือเทากับอตัราการไหลสูงสุดที่คํานวณไดจากผลการทดลองขอ 4.8.2 ทดลองที่
อุณหภูมิหอง เก็บสารละลายทีไ่หลออกจากคอลัมนเปนลําดับสวน วิเคราะหหาความเขมขนของ
กรดมะนาวในแตละลาํดับสวน คํานวณหาอัตราสวนของความเขมขนกรดมะนาวในแตละลําดับ
สวนตอความเขมขนเริ่มตน (Ci/C0) ปรมิาณสะสมของกรดมะนาวทีผ่านเขาคอลัมน ปริมาณกรด
มะนาวที่ถกูดดูซับ และเปอรเซ็นตการดูดซับ 

Breakthrough curve แสดงถึงประสิทธภิาพในการดดูซับกรดมะนาวของคอลัมน
โดยพิจารณาจากปริมาณกรดมะนาวที่คอลัมนดดูซับไดกอนถึงจุดที่พบการรัว่ของกรดมะนาวออก
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จากคอลัมน (breakthrough point) ซ่ึงคือจุดแรกทีก่ราฟเริ่มมีความชนั ถากรดมะนาวที่คอลัมนดูด
ซับไดกอนถึงจุดที่พบการรัว่มีปริมาณมาก การดดูซับกรดมะนาวของคอลัมนจะมีประสิทธิภาพสูง 
เนื่องจาก breakthrough curve ในการทดลองนี้ทําการวาดกราฟความสัมพันธระหวางคา Ci/C0 กับ
เวลา จึงอธิบายลกัษณะของ breakthrough curve โดยเลือกเวลา 2 คา ไดแก breakthrough time, tB 
คือเวลาที่สารละลายกรดมะนาวเริ่มรั่วออกจากคอลัมนและ exhaustion time, tE คือเวลาที่คอลมัน
หมดประสิทธภิาพในการดดูซับ (Zihao และ Kefeng, 1995) 

Breakthrough curve ของการดดูซับกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนที่อัตราการไหลเทากบั 
3.75 และ 7.50  มิลลิลิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.15 
และ จ.16 (ภาคผนวก จ) ตามลําดับ โดยวาดกราฟความสัมพันธระหวางคา Ci/C0 กับเวลา ดังแสดง
ในรูปที่ 4.26  
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รูปที่ 4.26 Breakthrough curve ของการดดูซับกรดมะนาวจากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 ของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลตางๆ  

 
จากรูปที่ 4.26 พบวาเมือ่เริ่มผานสารละลายเขาคอลมันและเก็บสารละลายเปน

ลําดับสวน ความเขมขนของสารละลายที่เก็บไดจะมีคาเทากับศูนยและเมื่อเวลาผานไปจะเกิดการดูด
ซับ (adsorption) ระหวางตวัถกูละลายในสารละลายกับเรซินและความเขมขนของสารละลายมกีาร
เปลี่ยนแปลงโดยจะมีการเคลื่อนที่ตามความยาวคอลัมนจากนั้นเรซนิจะอิ่มตัวดวยตัวถูกละลายและ
มีคาคงที่โดยคา Ci/C0 จะมีคาเขาใกล 1 ซ่ึงแสดงถึงสมดลุระหวางความเขมขนของตัวถกูละลายใน
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สารละลายกับเรซิน ที่อัตราการไหลเทากบั 3.75 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซนิ จะไดคา tB และ tE เทากับ 12 นาทีและ 252 นาที ตามลําดบั และที ่tB เทากับ 12 นาทจีะ
มีปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดดูซับเทากับ 0.29 กรัม ที่อัตราการไหลเทากับ 7.50 มลิลลิิตรตอช่ัวโมง
ตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซนิ จะไดคา tB และ tE เทากับ 18 นาทีและ 132 นาที 
ตามลําดับ และที ่tB เทากับ 18นาทีจะมีปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับเทากับ 0.86 กรมั  
 

สําหรับ Breakthrough curve ของการดูดซบักรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 และ 7.50 
มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ใหผลดงัตารางที่ จ.17 และ จ.18 
(ภาคผนวก จ) ตามลําดับ และจากรูปที่ 4.27 พบวาที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 มิลลลิิตรตอช่ัวโมง
ตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซนิจะไดคา tB และ tE เทากับ 24 นาทีและ 228 นาทีตามลําดับ 
และที ่ tB เทากบั 24 นาทีจะมีปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดดูซับเทากับ 0.56 กรัม และที่อัตราการไหล
เทากับ7.50 มลิลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน จะไดคา tB และ tE เทากบั 
12 นาทีและ 120 นาทีตามลาํดับ และที ่ tB เทากับ 12 นาทีจะมีปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดดูซับเทากบั 
0.56 กรัม  
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รูปที่ 4.27 Breakthrough curve ของการดูดซับกรดมะนาวจากน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.30 ของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลตางๆ  
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เมื่อเปรยีบเทียบอัตราการไหลที่ 3.75 และ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซนิ ในการแยกกรดมะนาวในสารละลายทั้ง 2 ลักษณะ พบวา breakthrough time จะลดลง
เมื่ออัตราการไหลเพิ่มขึ้นและเมื่อเปรียบเทยีบลกัษณะกราฟพบวาที่อัตราการไหลเทากับ 7.50
มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของปริมาตรวางระหวางเรซิน กราฟทีไ่ดมีลกัษณะชนักวาและแคบ
กวาที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 มิลลลิิตรตอชั่วโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ซ่ึง
ลักษณะของ breakthrough curve ที่ดีควรจะแคบและมีความชันมาก เนื่องจากคาที่ไดจาก 
breakthrough curve จะนําไปพิจารณาเลือกอัตราการไหลที่เหมาะสมในการแยกไอออนและเพื่อลด
พลังงานและคาใชจายในขั้นตอนการแยกผลิตภณัฑ (Geankoplis, 1993)  
 
4.10 ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรบัการชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
 
  ทดลองชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่ผานการดดูซับกรด
มะนาวจากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและน้ําหมักกรดมะนาว เนื่องจากในการหมักได
ควบคุมความเปนกรดดางของน้ําหมักดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมไอออนจะ
รวมตัวกับซิเตรทไอออนเปนสารละลายโซเดียมซิเตรท และเมื่อนําไปแยกดวยเรซินแลกเปลีย่น
ไอออนที่เหนี่ยวนาํไฮดรอกไซดไอออน โซเดียมไอออนในสารละลายโซเดยีมซิเตรทจะแลก
ไอออนกับไฮดรอกไซดไอออนเกิดเปนโซเดียมไฮดรอกไซด สําหรับซิเตรทไอออนจะดดูซับอยู
บนเรซิน เพื่อแยกใหไดกรดมะนาวออกจากเรซินมาจึงนําสารละลายกรดซัลฟรูิกมาใชเปนตวัชะ 
โดยทดลองแปรความเขมขนสารละลายกรดซลัฟูริก ไดผลดังนี ้
  
  4.10.1 เวลาท่ีสมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน 
 
  หาเวลาที่สมดลุของการชะ เพื่อใชคํานวณหาอัตราการไหลเบื้องตนของสารละลาย
ตัวชะในการผานเขาคอลัมนแลกเปลีย่นไอออน โดยทดลองชะเรซินที่ผานการดดูซับกรดมะนาว
จากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและน้ําหมักกรดมะนาว คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
และ 5.30 ตามลําดับ ที่เวลาตางๆ กัน ตามวิธีทดลองขอ 3.7.4.1 แปรความเขมขนสารละลายตวัชะ
เทากับ 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร เก็บตวัอยางสารละลายทกุ 1 ชัว่โมงเปนเวลา 5 
ชั่วโมง วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC วาดกราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดกบั
ระยะเวลาในการชะเพื่อหาเวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ไดผลดังนี้ 
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   4.10.1.1 สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาท่ีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ใหผลดังตารางที่ จ.19 (ภาคผนวก จ) และรปูที่ 4.28 แสดงใหเห็นวาในชวงชั่วโมงแรก
ของการชะ กรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นตามเวลาในการชะที่ทุกๆ คาความ
เขมขนของสารละลายตวัชะ จนถึงระยะเวลาหนึ่งพบวาปริมาณกรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินมี
คาคงที่ นั่นคือเวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงจะเกดิสมดุลระหวางอัตราการ
ปลอยและการดูดซับกรดมะนาวของเรซินดังที่ไดอธิบายไวในผลการทดลองขอ 4.8.1  
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รูปที่ 4.28 ปรมิาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ ที่เวลาในการชะตางๆกนั 
 

พิจารณาปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการดดูซับดังแสดงในตารางที่ 
จ.20 (ภาคผนวก จ) และรปูที่ 4.29 สารละลายตวัชะที่ความเขมขน 2.0 โมลาร สามารถชะกรด
มะนาวออกจากเรซิน คิดเปนเปอรเซ็นตการชะสูงสุดเทากับ 66.32 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน 
1.0 และ 2.5โมลารใหเปอรเซ็นตการชะสูงสุดรองลงมาเทากับ 61.34 และ 60.00 เปอรเซ็นต 
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ตามลําดับ ดังนั้นในการเลือกความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมที่จะนํามาใชในการชะ
กรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาออกจากเรซิน จึงเลือกที่ความเขมขน 1.0  
โมลารเพราะใหเปอรเซ็นตการดดูซับที่คอนขางสูงและเพื่อประหยัดสารละลายตวัชะในขัน้ตอน 
การชะตอไป 
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รูปที่ 4.29 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซนิดวยสารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขนตางๆ 
 
   4.10.1.2 น้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
   
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปน
กรดดางเทากบั 5.30 ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.21 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.30 จากผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาลักษณะการชะกรดมะนาวดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ มี
รูปแบบคลายกับการทดลองในขอ 4.10.1.1 โดยพบวาชั่วโมงแรกของการทดลองกรดมะนาวที่ถกู
ชะออกจากเรซินจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นตามเวลาในการชะที่ทุกๆ คาความเขมขนของสารละลายตวัชะ 
จนถึงระยะเวลาหนึ่งพบวาปริมาณกรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินมีคาคงที่ ซ่ึงเปนเวลาที่สมดุล
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ของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินและเกดิสมดุลระหวางอัตราการปลอยและการดดูซับกรด
มะนาวของเรซินดังที่ไดอธบิายไวในผลการทดลองขอ 4.8.1  
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รูปที่ 4.30 ปรมิาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.3 ที่ถูกชะดวย
สารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขนตางๆ ที่เวลาในการชะตางๆกัน 
 

พิจารณาปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการดดูซับดังแสดงในตารางที่ 
จ.22 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.31 พบวาสารละลายตวัชะที่ความเขมขน 2.5 โมลาร สามารถชะกรด
มะนาวออกจากเรซิน คิดเปนเปอรเซ็นตการชะสูงสุดเทากับ 47.14 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน 
2.0 และ 1.5 โมลารใหเปอรเซ็นตการชะสูงสุดรองลงมาเทากับ 42.44 และ 41.02 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ดังนั้นในการเลือกความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมที่จะนํามาใชในการชะ
กรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวออกจากเรซินในขั้นตอนการหมักแบบ extractive fermentation 
จะเลือกใชสารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขน 1.5 โมลารเพราะใหเปอรเซน็ตการดูดซับที่
คอนขางสูงและเพื่อประหยดัสารละลายตวัชะในขัน้ตอนการชะ 

 
4.10.2 อัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายตวัชะ 
 

  จากผลการทดลองจากขอ 4.10.1.1 และ 4.10.1.2 สามารถเลือก
ความเขมขนของตัวชะที่เหมาะสมคือ การชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา 
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รูปที่ 4.31 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดางเทากับ 5.30 
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิที่ความเขมขนตางๆ 
 
และน้ําหมักกรดมะนาวเลือกใชความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกเทากับ 1.0 และ 1.5 โมลาร
ตามลําดับ เวลาที่สมดลุของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินจะเกิดสมดุลระหวางอัตราการปลอย
และการดดูซับกรดมะนาวของเรซินในชวง 1 ชั่วโมงแรกของการชะ ดังนั้นเพื่อใหไดขอมูลเบื้องตน
เพื่อนําไปคํานวณหาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายกรดซัลฟูรกิจึงทําการทดลองตามวธิี
ทดลองขอ 3.7.4.1 โดยใชสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขน 1.0 และ 1.5 โมลารในการชะกรด
มะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา และน้ําหมักกรดมะนาวออกจากเรซินตามลําดับ 
และเก็บตวัอยางทุกๆ 10 นาทีเปนเวลา 60 นาที วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC วาด
กราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดกบัระยะเวลาในการชะใหผลดงันี้ 
 
   4.10.2.1 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.23 (ภาคผนวก จ) และ
หาเวลาที่สมดลุของการชะกรดมะนาวจากกราฟในรูปที ่ 4.32 โดยลากเสนสัมผัสกราฟตามแนวตัง้
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และแนวนอน จุดที่เสนสัมผัสตัดกนัคือ เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงมีคา
เทากับ 8 นาท ี
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รูปที่ 4.32 ปรมิาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.0 โมลาร ที่เวลาในการ
ชะตางๆ  
 

คํานวณอตัราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ โดยอาศัยหลักวาระยะเวลาที่
สารละลายกรดซัลฟรูิกสัมผสักับเรซิน (contact time) ตองมากกวาหรือเทากับเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวั
ของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน เพื่อใหไดประสิทธิภาพในการชะสูงสุด คํานวณหาอัตราการ
ไหลไดดังนี ้
 อัตราการไหล  =  ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
 (มิลลิลติร/นาที)   ระยะเวลาที่สารละลายกรดซัลฟูริกสัมผัสกบัเรซิน  
 

โดยปรมิาตรวางระหวางเรซินของคอลัมนที่ทดลองเทากบั 4.0 มิลลลิิตร เวลาที่
ต่ําสุดที่สารละลายกรดซัลฟรูกิสัมผัสกับเรซิน คือ 8.0 นาที
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อัตราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ  = 4/8 
       = 0.5 มิลลลิิตรตอนาที 
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 

ดังนั้น ในการทดลองหาการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรควบคุมอัตราการ
ไหลของสารละลายกรดซลัฟรูิกความเขมขน 1.0 โมลารใหต่ํากวาหรือเทากับ 7.5 มิลลลิิตรตอ
ช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน 
 
   4.10.2.2 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวในน้ําหมกักรด
มะนาวท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 
   เวลาที่สมดุลของตัวชะในการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ออกจากเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.24 (ภาคผนวก จ) และหาเวลาที่
สมดุลของการชะกรดมะนาวจากกราฟในรปูที่ 4.33  
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รูปที่ 4.33 ปรมิาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ที่ถูกชะออก
จากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลาร ที่เวลาในการชะตางๆ 



 

 

69

ลากเสนสัมผัสกราฟตามแนวตั้งและแนวนอน จุดที่เสนสัมผัสตัดกันคอื เวลาทีถ่ึงจดุอิ่มตัวของการ
ชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงมีคาเทากับ 8 นาที  

อัตราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ  = 4/8 
       = 0.5 มิลลลิิตรตอนาที 
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 

ดังนั้น ในการทดลองการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.30 ออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรควบคุมอัตราการไหลของสารละลาย
กรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลารใหต่าํกวาหรือเทากบั 7.5 มิลลิลติรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
 
4.11 การแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมกัดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนควบคูการหมักในระดับ 
ถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
  มีรายงานการผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ A. niger ควบคูการแยกผลิตภณัฑดวย 
เรซินแลกเปลีย่นไอออน (Extractive fermentation) พบวาทําใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึ้น
จาก 0.338 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงเปน 0.543 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง และเชื้อใชน้ําตาลเพิ่มขึน้จาก 
82.2 เปอรเซ็นตเปน 94.8 เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังลดระยะเวลาในการหมักใหส้ันลงจาก 8 วันเหลอื
เพียง 6 วนั (Jianglong และคณะ, 2000) ซ่ึงขอดีของการหมักแบบ extractive fermentation คือ ชวย
ลดปฏิกริิยาการยับยั้งจากการสะสมของผลผลิต ทําใหไดอัตราการผลิตเพิ่มขึ้นและลดของเหลือทิง้
จากกระบวนการแยกและสามารถนํามาใชควบคูกับการผลิตแบบตอเนื่องได ดังนัน้จึงมีความสนใจ
ที่จะนําเอาวธิกีารดังกลาวมาใชกับการผลติกรดมะนาวดวยเซลลยีสต 
  การทดลองนี้ไดนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาใชควบคูกับการหมักกรดมะนาว
ในถังหมักขนาด 2 ลิตร เพื่อนํามาชวยเพิ่มผลผลิตโดยการลดปฏกิิรยิาการยับยัง้ดวยผลิตภัณฑ 
(product inhibition) และลดปญหา osmolarity ที่สูงเนื่องจากการรกัษาคาความเปนกรดดางในถัง
หมักดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด ดังนั้นจึงตองมีการดึงโซเดียมซิเตรทออกบางสวนเพื่อควบคุมไมให
ภายในถังหมักมีโซเดยีมไอออนที่จับกับซิเตรทไอออนมากเกินไป โดยจะดงึน้ําหมักที่อยูในรูป
โซเดยีมซิเตรทจากถังหมักจากนั้นแยกซิเตรทไอออนดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน โดยโซเดียม 
ซิเตรทจะแลกเปลี่ยนไอออนลบกับเคานเตอรไอออนบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เหนี่ยวนาํ
เคานเตอรไอออนคือ ไฮดรอกไซดไอออน โดยที่ซิเตรทไอออนจะแลกเปลีย่นไอออนและดดูซับ
บนเรซินในขณะทีโ่ซเดยีมไอออนจะจับกบัไฮดรอกไซดไอออนไดโซเดียมไฮดรอกไซด น้ําหมักที่
ถูกแยกซิเตรทไอออนออกไปแลวยังคงมีสารอาหารเหลืออยูจึงนํามาเวยีนกลับเขาไปในถังหมัก
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พรอมกับโซเดยีมไฮดรอกไซดที่แยกไดเพื่อนํากลับไปควบคุมคาความเปนกรดดางในถังหมัก เมื่อ
ส้ินสุดกระบวนการหมักจึงนําคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนมาทําการรเีจนเนอเรทดวยสารละลายกรด 
ซัลฟูรกิเพื่อใหไดกรดมะนาวออกมา ใหผลดังนี ้
 
  4.11.1 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมง 24 
 
  ทดลองตามวิธขีอ 3.8 เลี้ยงเชื้อยีสตเพื่อผลิตกรดมะนาวในระดบัถังหมักขนาด 2 
ลิตร ควบคุมเปอรเซ็นตออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดใหคงที่เทากับ 50 เปอรเซ็นตและหยุดควบคุมคา
ความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 จากนั้นเริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนโดยภายในคอลัมนบรรจุเรซินปริมาณ 550 กรมั ซ่ึงเรซินถกูรีเจนเนอเรทดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารแลวลางเรซินดวยน้ํากลัน่จนน้ําลางมีคาความเปนกรด
ดางเทากับ 7.0 จากนั้นเวียนน้ําหมักกลับเขาสูถังหมักดวยอัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 
ดังแสดงในรูปที่ 4.34 เก็บตัวอยางน้ําหมักเพื่อวเิคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริกและ
กลโูคสที่เหลอืทุกๆ 12 ชัว่โมง ใหผลดังตารางที่ จ.25 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.35 และ 4.36 
 

 
 
รูปที่ 4.34 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการ
ผลิตแบบ extractive fermentation 
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รูปที่ 4.35 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่24 
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รูปที่ 4.36 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ทีร่ะยะเวลาตางๆ ของการหมกัเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 
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เนื่องจากการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตจะเกดิขึ้นหลังจากที่แหลงไนโตรเจนใน
อาหารถูกใชหมดแลว (Rane และ Simst, 1995) และจากผลการทดลองขอ 4.7 ซ่ึงเปนการผลิตกรด
มะนาวดวยเซลลอิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวาเชือ้เริ่มมีการผลติกรดมะนาวตัง้แตชั่วโมงที่ 12 
เปนตนไป ดงันั้นในการทดลองนีจ้ึงทําการเลี้ยงเชื้อโดยควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 
0 ถึง 24 เพื่อใหภาวะในถังหมักเหมาะสมตอการเจริญและเชื้อสามารถใชแหลงไนโตรเจนจนหมด 
จากผลการทดลองพบวาเชื้อจะเจรญิเขาสูชวงกึ่งกลางของการเจริญแบบทวีคูณ (mid-log phase) ใน
ชั่วโมงที่ 24 จากนั้นเริ่มดึงน้าํหมักออกจากถังหมักโดยเซลลจะถูกกรองภายในถังหมักโดยผาน  
spinfilter ที่มีขนาดรพูรนุเทากับ 20 ไมโครเมตรเพื่อควบคุมไมใหปริมาณเซลลในถังหมักลดลงซึ่ง
พบวาหลังจากชั่วโมงที่ 24 น้ําหนักเซลลแหงจะเพิ่มขึน้เล็กนอยและคงที่จนสิ้นสุดการทดลองและ
น้ําหมักกอนทีจ่ะเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนจะผานตัวกรองขนาด 0.45 และ 0.20 ไมโครเมตร
เพื่อกําจดัอนุภาคขนาดเลก็และสารแขวนลอยตางๆ แลวนําเขากระบวนการแลกเปลี่ยนไอออน 
ภาวะที่ใชในแยกกรดมะนาวคือ ที่อัตราการไหล 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตร
วางระหวางเรซิน ที่อุณหภูมิหอง หลังจากที่เริ่มกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนจะหยดุปอน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด น้ําหมักที่ผานการแลกเปลีย่นไอออนในคอลัมนแลวจะถูกเวยีน
กลับเขาไปในถังหมักเพื่อใหสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออนเปนตัว
ปรับคาความเปนกรดดางในถังหมักแตเนื่องจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการ
แลกเปลีย่นไอออนในคอลัมนมีปริมาณนอยไมสามารถควบคุมคาความเปนกรดดางไดอีกทั้งกรด
มะนาวที่ผลิตไดมีความเขมขนสูงขึ้นเรื่อยๆ ทําใหภาวะในถังหมักไมเหมาะสมตอการเจรญิของเชือ้
ซ่ึงคาความเปนกรดดางในถงัหมักจะลดลงตั้งแตชั่วโมงที ่ 24 และเมื่อส้ินสุดการทดลองมีคาความ
เปนกรดดางเทากับ 2.64  

พิจารณาคา Yp/s มีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 12 ซ่ึงเซลลอยูในระยะเจรญิแบบ
ทวีคูณและมีการใชกลโูคสเพื่อการเจรญิและผลิตกรดมะนาว เมื่อส้ินสุดการหมักกลโูคสที่เหลอืใน
ถังหมักมีคาลดลงจากเริ่มตนและกรดมะนาวมีคาเพิ่มขึน้ดังนั้นคา Yp/s จึงมีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวมงที่ 
12 จนสิ้นสุดการหมัก เนื่องจากการทดลองนี้ไดหยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตัง้แตช่ัวโมงที่ 24 
ซ่ึงเซลลจะเริ่มเขาสูระยะการเจรญิแบบคงที ่ และอัตราการแลกเปลีย่นไอออนมีคาต่ํากวาอัตราการ
ผลิตกรดมะนาวจึงทําใหภาวะในถังหมักไมเหมาะสําหรับการเจริญของเชื้อแตเชื้อยังสามารถผลิต
กรดมะนาวได ดังนั้นคา Yp/x ที่ไดจึงมคีาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 จากนัน้ะมแีนวโนมเพิ่มขึ้น
เรื่อยๆ จนสิ้นสุดการหมัก สําหรับคา Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 และมีคาสงูสุดที่ชั่วโมงที่ 
24 จากนั้นจะลดลงจนสิ้นสดุการทดลองอาจเนื่องมาจากเมื่อหยุดควบคมุคาความเปนกรดดางในถัง
หมักทําใหภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญ เซลลจึงไมเจรญิเพิ่มอกีเปนผลใหคา Yx/s ลดลง เมื่อ
ส้ินสุดการหมกัใหอัตราการผลิตเทากับ 0.128 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมงซึ่งมีคาต่ํากวาอัตราการผลิต
กรดมะนาวแบบที่ไมแยกระหวางการหมักตามผลการทดลองขอ 4.7 (อัตราการผลิตเทากับ 0.615 
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กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) ทั้งนี้อาจเนื่องจากการดึงผลิตภณัฑออกจากถงัหมักนอยไปจึงไมสามารถลด
ปญหา osmolarity ที่สูงได และสาเหตุที่ไมสามารถดึงผลิตภณัฑออกมามากนั้นเพราะอัตราการไหล
ของน้ําหมักเขาคอลัมนและเวียนกลับน้ําหมักเขาไปควบคุมคาความเปนกรดดางในถงัหมักคอนขาง
ชาจึงทําใหไมสามารถแยกกรดมะนาวออกมาใหสัมพันธกับอัตราการผลิตกรดมะนาวในถังหมักได 
ซ่ึงในการทดลองขั้นตอไปจะศึกษาการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับคาความเปน
กรดดางในถังหมัก 

ในสวนของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนมาชะดวยภาวะทีเ่หมาะสมตามผลการทดลองขอ 4.10 สารละลายตวัชะที่ใชคือ สารละลาย
กรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลาร อัตราการไหลเทากบั 7.50 มิลลลิติรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวงเรซิน ทีอุ่ณหภูมิหอง และเพื่อลดระยะเวลาในขัน้ตอนการแยกและรีเจนเนอเรท
คอลัมน ในขัน้ตอนการชะจึงทําการชะแบบ fast step โดยทําการผานสารละลายกรดซัลฟูรกิเขา
คอลัมนอยางรวดเรว็และเก็บสารละลายทีถ่กูชะเปนลําดับสวน นํามาวเิคราะหหาความเขมขนกรด
มะนาวดวยวิธ ี HPLC ใหผลดังตารางที่ จ.26 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.37 แลวคํานวณหาปริมาณ
กรดมะนาวทีช่ะไดทั้งหมด 
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รูปที่ 4.37 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) หยุดควบคุมคาความเปนกรด
ดางตั้งแตช่ัวโมง 24 
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ในขั้นตอนการชะนี้สารละลายกรดซัลฟรูิกจะแตกตวัไดซัลเฟตไอออน (SO4
2-) 

และไฮโดรเจนไอออน (H+) ซัลเฟตไอออนจะเขาแลกเปลี่ยนไอออนกบัเคานเตอรไอออนที่เปน 
ซิเตรทไอออน และไฮโดรเจนไอออนจะเขาจับกับซิเตรทไอออนไดเปนกรดมะนาวและถกูชะ
ออกมา ในขั้นตอนนี้พบวาปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมดเทากับ 12.87 กรมัและปริมาตร
สารละลายตวัชะท่ีใชเทากับ 1,800 มิลลลิิตร  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 16.26 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเทากับ 12.87 กรัม ดังนั้นปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดยหยุดควบคุมคาความ
เปนกรดดางตัง้แตช่ัวโมงที่ 24 เทากับ 29.13 กรัม 

 
4.11.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ

เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ทุกๆ 12 ชัว่โมงจนสิ้นสดุการทดลอง 
 

จากผลการทดลองขอ 4.11.1 เมื่อหยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 
24 และดึงสารละลายโซเดยีมซิเตรทออกจากถังหมักเพือ่ทําการแยกดวยเรซินและเวยีนน้ําหมักเขา
ถังหมักพบวาอัตราการแยกกรดมะนาวไมสัมพันธกับอัตราการผลติกรดมะนาวในถังหมัก ทําให
ภาวะในถังหมกัไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อจึงทําใหอัตราการผลติกรดมะนาวมคีาต่ํา อีกทัง้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแยกดวยเรซินมีปริมาณไมเพียงพอทีจ่ะชวยปรับคา
ความเปนกรดดางในถังหมัก นอกจากนี้เรซินกอนนาํไปใชไดทําการรีเจนเนอเรทดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร แลวลางดวยน้ํากลั่นจนน้ําลางมีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 7.00 ทาํใหภายในคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนจึงมคีาความเปนกรดดางเทากับ 7.00 ดวย เปน
ผลใหภาวะที่ใชในการแยกกรดมะนาวไมเปนไปตามที่ไดศึกษามาคือ เรซิน Dowex Marathon 
WBA จะมีความเหมาะสมในการแยกกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 

ดังนั้นในการทดลองนีไ้ดทาํการควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตเริม่การหมัก
จนถึงชัว่โมงที ่ 24 จากนั้นหยุดปอนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดแลวเริ่มดึงน้าํหมักออกจากถัง
หมักเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนโดยภายในคอลัมนบรรจเุรซินปริมาณ 550 กรัม และทําการรี
เจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารแลวเวียนน้ําหมักกลับ
เขาสูถังหมักดวยอัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที และทําการปรับคาความเปนกรดดางใน
ถังหมักทุกๆ 12 ชั่วโมงดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียม เก็บตวัอยางทกุๆ 12 
ชั่วโมง นําน้ําหมักมาวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และ กลโูคสที่เหลือ ใหผลดัง
ตารางที่ จ.27 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.38 และ 4.39 
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รูปที่ 4.38 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางทกุๆ 12 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.39 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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จากผลการทดลองในสวนของการหมักหลังจากชัว่โมงที่ 24 เมื่อหยดุปรับคาความเปนกรดดางแลว
เริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักและเวียนน้ําหมักกลับเขาถงัหมักเพื่อใหสารละลายโซเดยีมไฮดรอก
ไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออนไปปรบัคาความเปนกรดดางพบวาคาความเปนกรดดางในถัง
หมักมีคาอยูในชวง 3-4 และเมื่อปอนสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียมทกุๆ 12 
ช่ัวโมงพรอมกับการเก็บตวัอยางจนสิ้นสดุการทดลองพบวาภาวะในถังหมักยังไมเหมาะสมตอการ
เจรญิของเชื้อ โดยเชื้อจะเริ่มเจรญิเพิ่มขึ้นตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จากนัน้น้ําหนักเซลลแหงจะเริ่มคงที่ตั้งแต
ช่ัวโมงที ่ 36 และเชื้อเริ่มมีการผลิตกรดมะนาวตั้งแตช่ัวโมงที ่ 12 และผลิตกรดมะนาวไดสูงสดุ
เทากับ 61.25 กรัมตอลิตรทีช่ั่วโมง 96  

พิจารณาคา Yp/s พบวามีคามากกวาในผลการทดลองขอ 4.11.1 อาจเนื่องมาจาก
ในการทดลองนี้ไดควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง ทําใหเชื้อเจรญิไดเพิ่มขึ้นและ
สามารถใชกลโูคสเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเพิ่มขึ้นดวย เมื่อส้ินสุดการหมักกลโูคสที่เหลือในถังหมัก
เหลือนอยกวาในผลการทดลองขอ 4.11.1 คา Yp/x มีแนวโนมเพิ่มขึ้นเชนเดียวกับผลการทดลองขอ 
4.11.1 แตใหคาสูงกวาอาจเนื่องจากในผลการทดลองนีม้ีปริมาณเซลลมากกวาดังนัน้จึงสามารถผลิต
กรดมะนาวไดมากกวา สําหรับคา Yx/s ก็ใหคาสูงกวาเชนกันอาจเกิดจากปริมาณเซลลที่มากกวา
ดังนั้นคาความสามารถในการใชน้ําตาลเพือ่ผลิตเซลลจึงมีมากกวาดวย เมื่อส้ินสุดการหมักไดอัตรา
การผลิตกรดมะนาว 0.397 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงซึ่งสูงกวาผลการทดลองขอ 4.11.1 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยภาวะที่เหมาะสมตาม
ผลการทดลองขอ 4.10 นําสารละลายทีผ่านการชะมาวิเคราะหหาความเขมขนกรดมะนาวดวยวธิี 
HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.28 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.40 คํานวณหาปรมิาณกรดมะนาว
ที่ชะได พบวาปริมาณกรดมะนาวที่ชะออกจากคอลัมนเทากับ 8.89 กรัมและปริมาตรสารละลายตวั
ชะที่ใชเทากับ 1,500 มิลลลิติร ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากบั 57.16 กรัม 
ดังนั้นปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation ที่ควบคุม
คาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ช่ัวโมงจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรยีมไวรวมกับที่ไดจาก
การแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน เทากับ 66.05 กรัม  

เมื่อเปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวกับผลการทดลองขอ 4.11.1 พบวาปริมาณกรด
มะนาวที่ชะไดในการทดลองนี้มีปริมาณนอยกวาแตปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดในถงัมีคาเพิ่มขึ้น
จาก 16.26 กรัมไดเปน 57.16 กรัม และปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเพิ่มขึ้นจาก 29.13 กรัมไดเปน 
66.05 กรัม  

เนื่องจากการทดลองนีไ้ดทาํการปรับคาความเปนกรดดางในถงัหมักทุกๆ 12 
ช่ัวโมงดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียมทําใหปรมิาณกรดมะนาวในถังหมัก
เพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะเมื่อเชือ้มีการผลิตกรดมะนาวออกมาในรูปของซิเตรทไอออน สารละลาย
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โซเดยีมไฮดรอกไซดซ่ึงจะแตกตัวไดโซเดยีมไอออนและไฮดรอกไซดไอออน โดยโซเดยีมไอออน
จะเขาจับกับซิเตรทไอออนไดเปนโซเดยีมซิเตรท จะไปชวยลดปริมาณของซิเตรทไอออนทําใหเชื้อ 
ตองผลติซิเตรทไอออนเพิ่มขึ้นเพื่อใหอยูในสภาพสมดลุของการสรางกรดมะนาวจึงทําใหไดกรด
มะนาวเพิ่มมากขึ้น สําหรบัการแยกดวยคอลัมนในการทดลองนี้ไดปริมาณกรดมะนาวนอยกวาผล
การทดลองขอ 4.11.1 เกิดจากภาวะในคอลัมนไมเหมาะสมตอการแยกกรดมะนาวเพราะภายใน
คอลัมนบรรจดุวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 และเรซินถกูรเีจนเนอเรทดวย
สารละลายชนดิเดียวกนั ทําใหภาวะภายในถังหมักมีคาความเปนกรดดางสูง จึงทําใหการ
แลกเปลีย่นไอออนไมเปนไปตามขีดความสามารถของเรซินทําใหประสิทธิภาพในการแยกกรด
มะนาวลดลงดวย (Geankoplis, 1993) 
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รูปที่ 4.40 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ทกุๆ 12 ช่ัวโมง 
 

4.11.3 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิ้นสดุการทดลอง 

 
จากผลการทดลองขอ 4.11.2 เมื่อทําการปรบัคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทีเ่ตรยีมไวทําใหน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นและมกีารผลิตกรด
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มะนาวเพิ่มขึ้นดวยแตปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนยังมี
ปริมาณนอย ดงันั้นในการทดลองนีใ้นสวนของการหมกัจะปรับคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดที่เตรียมไวตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองรวมกับสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออน และคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนบรรจดุวยเร
ซิน 550 กรัม และรีเจนเนอเรทดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) เริ่มดึงน้ําหมักเขาสูระบบแลกเปลีย่นไอออนตั้งแตชัว่โมงที่ 24 แลวเวยีนน้ําหมักกลับ 
เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริกและกลโูคสที่เหลือ ใหผล
ดังแสดงในตารางที่ จ.29 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.41 และ 4.42 

เมื่อทําการควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง 
พบวาคาความเปนกรดดางในถังหมักทีว่ัดไดมากกวาคาที่วัดไดจากการทดลองขอ 4.11.1 และ 
4.11.2 แตมีน้ําหนักเซลลแหงนอยกวาการทดลองขอ 4.11.2 อาจเนื่องจากมีการปรับคาความเปน
กรดดางดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดทั้งที่เตรียมไวรวมทั้งที่บรรจุอยูในคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนและทีไ่ดจากการแลกเปลีย่นไอออนในคอลัมน ทําใหปริมาณของโซเดียมไฮดรอกไซดทีใ่ช
มากเกินพอทําใหคาความเปนกรดดางในถงัหมักคอนขางสูงซึ่งมีผลตอการเจริญของเซลล  

พิจารณาคา Yp/s มีคามากกวาผลการทดลองที่ 4.11.2 อาจเนื่องมาจากการควบคุม
คาความเปนกรดดางตลอดการทดลองซึ่งเปนภาวะที่คลายกับการหมักยีสตอิสระในถังหมักขนาด 2 
ลิตรแตไมทําการแยกระหวางหมัก ทําใหเชื้อเจรญิไดดีและมีเซลลปริมาณมากสามารถใชกลโูคส
เพื่อผลิตกรดมะนาวไดมากขึน้ และคา Yp/s มีแนวโนมที่เพิ่มขึ้นหลงัจากสิ้นสุดการหมักชั่วโมงที่ 
120  ซ่ึงเปนผลดีหากทําการหมักแบบตอเนื่องซึ่งหากมีการเติมอาหารเลีย้งเชื้อเพิ่มจะทําใหไดผล
ผลิตเพิ่มขึ้นดวย คา Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตลอดการหมัก ซ่ึงอธิบายไดวามีเซลลปริมาณมากในถังหมัก
จึงทําใหสามารถผลิตกรดมะนาวไดมากดวย คา Yx/s  มีคาเพิ่มขึ้นตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 และสูงสุดที่
ชั่วโมงที ่36 จากนั้นคาดังกลาวจะลดลงจนสิ้นสุดการหมกัอาจเปนเพราะหลังจากชัว่โมงที่ 24 เซลล
เจรญิอยูในระยะเจรญิแบบคงที่ และไมเจรญิเพิ่มขึน้อีก ทําใหคา Yx/s หลังจากชัว่โมงที่ 36 มีคาลด
ต่ําลง เมื่อส้ินสุดการหมักไดคาอัตราการผลิตเทากับ 0.500 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง ซ่ึงมากกวาในผล
การทดลองที่ 4.11.1 และ 4.11.2 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยสารละลายกรด 
ซัลฟูรกิความเขมขน 1.5 โมลาร แบบ fast step เก็บสารละลายที่ถกูชะเปนลําดับสวน นํามาวเิคราะห
หาความเขมขนกรดมะนาวดวยวธิี HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.30 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 
4.43 คํานวณหาปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมด  

จากผลการทดลองพบวาปรมิาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมดเทากับ 4.33 กรัมและ
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใชเทากับ 1,000 มิลลลิิตร ซ่ึงปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากชะนี้เมื่อ
เปรยีบเทียบกบัการทดลองขอ 4.11.1 และ 4.11.2 พบวามปีริมาณที่นอยกวา ซ่ึงเนื่องมาจากเรซินถูก 
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รูปที่ 4.41 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ  
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง
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รูปที่ 4.42 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลอง 
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รีเจนเนอเรทดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 ทําใหเรซินเกิดการเสียสภาพและเมื่อ
นําไปทําการแยกกรดมะนาวจึงทําใหประสิทธิภาพในการแยกกรดมะนาวลดลงดวยเชนกัน  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 65.99 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเทากับ 4.33 กรัม ดังนัน้ปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดยควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรียมไว
รวมกับที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเทากับ 70.32 กรัม ซ่ึงปรมิาณกรดมะนาว
ทั้งหมดที่ไดจากการทดลองนี้จะมีคาใกลเคียงกับผลการทดลองขอ 4.11.2 (66.05 กรมั)  
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รูปที่ 4.43 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง 
 

4.11.4 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้าํหนกัตอปริมาตร) ตั้งแตชัว่โมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง และภายในคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออนลบบรรจดุวยอาหารสําหรับผลติกรดมะนาว 

 
จากผลการทดลองขอ 4.11.1 ถึง 4.11.3 เมือ่ทําการชะกรดมะนาวออกจากคอลัมน

ดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิพบวาปริมาณกรดมะนาวทีช่ะออกมาไดมปีริมาณนอยมาก และความ
เปนกรดดางในถังหมักอยูในภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจรญิของเชื้อ ดังนั้นในการทดลองนี้ใน
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สวนของการหมักจะปรับคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรยีมไวตัง้แต
ช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองรวมกับสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่น
ไอออน สําหรับคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเพื่อใหการแยกมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้นจึงเลือกใช
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนจํานวน 2 คอลัมนโดยแตละคอลัมนจะบรรจุเรซิน 550 กรัมพรอมกับ
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว เริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักตั้งแตช่ัวโมงที่ 24 แลวเวียนน้ําหมัก
กลับเขาสูถังหมัก เก็บตวัอยางน้ําหมักทุกๆ 12 ชั่วโมง วเิคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ
และน้ําตาลกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.31 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.44 และ 4.45 

เมื่อควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง พบวาคา
ความเปนกรดดางในถังหมักที่วัดไดมีคาประมาณ 4-5 น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 เทากับ 
21.19 กรัมตอลิตร เชื้อเริม่มีการผลิตกรดมะนาวตั้งแตชั่วโมงที ่ 12 กรดมะนาวที่ผลิตไดสูงสดุที่
ชั่วโมง 96 เทากับ 89.67 กรัมตอลิตร 

ทั้งคา Yp/s และ Yp/x มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 สําหรับคา Yx/s มีคา
เพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 0 และมีคาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 จากนั้นจะลดลงและคงที่ เมื่อส้ินสุดการหมกั 
ไดอัตราการผลิตเทากับ 0.602 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริก
ความเขมขน 1.5 โมลาร แบบ fast step เก็บสารละลายที่ถกูชะเปนลําดับสวน นาํมาวิเคราะหหา
ความเขมขนกรดมะนาวดวยวิธี HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.32 และ จ.33 (ภาคผนวก จ) และ
รูปที่ 4.46 

จากผลการทดลองพบวาสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลารสามารถ
ชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนที่ 1 เทากับ 8.50 กรัม ปรมิาตรสารละลายตัวชะที่ใช 1,100 มิลลลิติร 
และคอลัมนที่ 2 เทากับ 2.52 กรัม ปริมาตรละลายตัวชะทีใ่ชเทากับ 1,100 มิลลลิิตร  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 79.48 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนทั้ง 2 คอลัมนเทากับ 11.12 กรัม 
ดังนั้นปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดย
ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลองดวยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด ที่เตรยีมไวรวมกับที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเทากับ 90.50 กรมั 

เมื่อเปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดในผลการทดลองนีก้ับผลการทดลอง
ขอ 4.11.1 ถงึ 4.11.3 พบวาเมื่อทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตเริ่มตนจึงทําใหภาวะในถัง
หมักเหมาะสําหรับการเจรญิของเซลลและเซลลสามารถผลิตกรดมะนาวไดเพิ่มขึ้น ทําใหไดปริมาณ
กรดมะนาวเพิม่ขึ้นและปริมาณกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 79.48 กรมั และเมื่อเริ่มดึงน้ําหมักเขา
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนที่ภายในคอลมันบรรจดุวยอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวแลวเวยีนน้ํา 
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก pH %DO กลูโคสที่เหลือ 

รูปที่ 4.44 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 
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รูปที่ 4.45 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 
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รูปที่ 4.46 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง และทาํการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมน 2 คอลมัน 
 
หมักกลับเขาสูถังหมัก รูปแบบการหมักจะเปนแบบตอเนื่องทําใหเซลลไดรับสารอาหารที่จําเปนตอ
การเจริญและพบวาน้ําหนักเซลลแหงในถงัหมักมีปริมาณเพิ่มขึ้นเทากบั 21.19 กรัมตอลิตร แตเมือ่
นําคอลัมนมาชะดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิพบวาปริมาณกรดมะนาวยังมีนอยถึงแมวาจะใชคอลัมน
แลกเปลีย่นไอออนถึง 2 คอลัมนแลวก็ตาม ซ่ึงจะตองปรับปรุงวธิีการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมน
แลกเปลีย่นไอออนหรืออาจตองนําวธิีการอื่นๆ มาใชรวมกับการแยกดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออน 
เชน กระบวนการอิเลก็โทรไดแอลิซิส จากงานวจิัยของเรณนิทร (2547)ไดศึกษาผลของตัวแปรทีม่ี
ตอการแยกกรดมะนาวดวยกระบวนการอิเล็กโทรไดแอลซิิสและหาภาวะที่เหมาะสมเพื่อเปน
แนวทางในกานนํากระบวนการดังกลาวมาใชควบคูการหมักเพื่อเพิ่มผลผลิต พบวามีความเปนไป
ไดที่จะนําเอากระบวนการอเิล็กโทรไดแอลิซิสมาใชควบคูกับการหมักเพื่อชวยเพิ่มผลผลิต โดยท่ี
อัตราการการแยกและอัตราการผลิตควรจะมีคาใกลเคยีงกันจึงจะทําใหสามารถชวยลดปญหา 
osmolarity ที่สูงเนื่องจากการรักษาคาความเปนกรดดางในถังหมักดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  

ในทางปฏิบัตหิากตองการทีจ่ะนํากระบวนการแยกโดยอิเล็กโทรไดแอลซิิสมาใช
รวมกับคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเพื่อแยกกรดมะนาว น้ําหมักจะถูกถึงออกจากน้ําหมักแลวนําไป



 

 

88

แยกดวยกระบวนการอิเล็กโทรไดแอลิซิสกอนเพื่อแยกโซเดียมไอออนออกจากซิเตรทไอออน
รวมทั้งแยกไฮดรอกไซดไอออนดวย จากนัน้จึงเวยีนสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดทีไ่ดจาก
กระบวนการนี้กลับเขาถังหมักเพื่อควบคมุคาความเปนกรดดางภายในถังหมักรวมกับโซเดยีม 
ไฮดรอกไซดที่เตรยีมไว สําหรับซิเตรทไอออนทีแ่ยกไดนํามาผานคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนลบ
และทําการชะดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิเพื่อใหไดกรดมะนาวที่บริสุทธิ์ตอไป 
 

4.11.5 เปรียบเทียบการผลติกรดมะนาวดวยยีสต C. oleophila NNU-62 ดวยการ
หมักแบบไมแยกระหวางหมักและแบบ extractive fermentation ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
  พิจารณาผลผลติกรดมะนาวและคาจลนพลศาสตรจากการหมักแบบไมแยก
ระหวางหมักกบัแบบ extractive fermentation ในถังหมกัขนาด 2 ลติร ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 
พบวา เมื่อส้ินสุดการหมักที่ 120 ช่ัวโมง ความเขมขนกรดมะนาวในถังหมักจากการผลิตแบบ 
extractive fermentation ในผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 89.67 กรัมตอลิตร (คิดเปน
ปริมาณกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 79.48 กรัม) และเมื่อเปรยีบเทียบกับการผลิตแบบไมแยก
ระหวางหมักซึ่งใหความเขมขนกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 73.79 กรัมตอลติรพบวาใหความ
เขมขนกรดมะนาวที่ใกลเคียงกัน สําหรบัอัตราการผลติกรดมะนาวสูงสุด พบวา การผลิตแบบ 
extractive fermentation ในผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 0.602 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง
และใหคาใกลเคียงกับการผลิแบบไมแยกระหวางหมัก (0.615 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 

เปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดทีไ่ดจากการทดลอง พบวาการผลิตแบบ 
extractive fermentation ตามผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 90.50 กรมัซึ่งใหคามากกวา
การผลิตแบบไมแยกระหวางหมัก (81.17 กรัม) ซ่ึงจากปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากการ
ทดลองกลาวไดวามีความเปนไปไดทีจ่ะนาํเอากระบวนการหมักแบบ extractive fermentation มาใช
ในการผลิตกรดมะนาวเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว โดยตองศึกษาเพิม่เติมในสวนของการแยกกรด
มะนาวดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเพื่อใหการแยกมีความสัมพันธกับผลิตกรดมะนาว และ
สามารถลดปญหา osmolarity ที่เกิดจากการควบคุมคาความเปนกรดดางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด
ได หรืออาจพฒันากระบวนการแยกโดยนาํเอาเทคนิคอ่ืนๆ มาใชรวมดวย เชน การนําเทคนิคอิเลก็
โทรไดแอลิซิส มาชวยแยกกรดมะนาวออกจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เพือ่ใหการแยกกรด
มะนาวมีประสิทธิภาพมากขึ้นและไดกรดมะนาวที่บรสุิทธิ์เพิ่มขึ้น อีกทั้งสามารถทําการหมัก
แบบตอเนื่องโดยที่เซลลยังคงมีความสามารถในการผลิตกรดมะนาวซึ่งจะทําใหไดผลผลิตกรด
มะนาวเพิ่มขึ้นอีกดวย 
 
 



 

 

89 
ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบคาจลนพลศาสตรของการหมักยีสต C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวแบบไมแยกระหวางหมักและแบบ extractive 
fermentation 

กระบวนการหมักแบบ คาจากการทดลอง 
ไมแยก

ระหวางหมัก 
ผลการทดลองขอ 4.11.1 ผลการทดลองขอ 4.11.2 ผลการทดลองขอ4.11.3 ผลการทดลองขอ 4.11.4 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาว (กรัมตอลิตร) 
ระยะเวลาที่ใชในการหมัก (ชั่วโมง) 
ผลผลิตเซลลตอน้ําตาลที่ใช (Yx/s) 
ผลผลิตกรดมะนาวตอน้ําตาลที่ใช (Yp/s) 
ผลผลิตกรดมะนาวตอเซลล (Yp/x) 
อัตราการผลิตกรดมะนาว  
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
ปริมาณกรดมะนาวในถังหมัก(กรัม) 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออนที่ 1 (กรัม) 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออนที่ 2 (กรัม) 
ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด (กรัม) 

14.08 
73.79 
120 

0.069 
0.406 
5.842 
0.615 

 
81.17 

- 
 
- 
 

81.17 

10.14 
15.34 
120 

0.060 
0.108 
1.786 
0.128 

 
16.26 
12.87 

 
- 
 

29.13 

13.28 
47.63 
120 

0.068 
0.268 
3.953 
0.397 

 
57.16 
8.89 

 
- 
 

66.05 

11.26 
59.99 
120 

0.069 
0.382 
5.549 
0.500 

 
65.99 
4.33 

 
- 
 

70.32 

20.28 
72.25 
120 

0.078 
0.299 
3.843 
0.602 

 
79.48 
8.50 

 
2.52 

 
90.50 

หมายเหตุ เครื่องหมาย (-) หมายถึง ไมไดทําการทดลอง 
ผลการทดลองที่ 4.11.1 หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 24, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารและลางตามดวยน้ํากลั่น 
ผลการทดลองที่ 4.11.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร 
ผลการทดลองที่ 4.11.3 ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 
ผลการทดลองที่ 4.11.4 ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง, รีเจนเนอเรทเรซนิดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารและภายในคอลัมนบรรจุดวยอาหาร
สําหรับผลิตกรดมะนาว 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

5.1 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
พบวาเชื้อสามารถผลิตกรดมะนาวไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 76.61 กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณกรดมะนาวเทากับ 168.54 กรัม และไดอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.638 กรมัตอลติร
ตอช่ัวโมง  
 

5.2 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร ที่อัตราการกวน 50 รอบตอนาทีและไมกวนผสม (อัตราการใหอากาศเทากบั 1.5 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที) และในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด (อัตราการใหอากาศเทากบั 
1.0 ปริมาตรอากาศตอปรมิาตรน้ําหมักตอนาที) พบวาเซลลตรึงผลิตกรดมะนาวไดความเขมขน
สูงสุดเทากับ 0.73, 3.47 และ 2.65 กรมัตอลิตรตามลําดับ และอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 
0.006, 0.029 และ 0.022 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมงตามลําดบั ทั้งความเขมขนกรดมะนาวและอัตราการ
ผลิตจากการผลิตดวยเซลลตรึงมีคานอยกวาการผลิตดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงใหคา
เทากับ 76.61 กรัมตอลิตรและ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ 
 

5.3 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C.oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
พบวาเชื้อสามารถผลิตกรดมะนาวไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 73.79 กรัมตอลิตร และอัตรา
การผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.602 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง ซ่ึงมีคาใกลเคยีงกับการผลิตดวยยีสตอิสระ
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร (อัตราการผลติเทากับ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 
 

5.4 เปรียบเทียบการดดูซับกรดมะนาวสูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ของเรซิน 3 ชนิด ไดแก เรซินแลกเปลีย่นไออนลบชนดิแรง (Dowex 1x4-400), เรซินแลกเปลีย่น
ไอออนลบชนดิออน (Dowex Marathon WBA) และเรซินแบบไมมีประจุ (Amberlite XAD-7) 
พบวาเรซิน Dowex Marathon WBA สามารถดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.33 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซิน ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 

5.5 รูปแบบ ion exchange isotherm ของการดูดซับกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาและอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 ดวย 
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เรซิน Dowex Marathon WBA มีลักษณะแบบ Langmuir คาความสามารถในการดดูซับกรดมะนาว
สูงสุด (qm) เทากับ 0.74 และ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซินตามลําดับ และคาคงที่ของการดดู
ซับ (K) เทากบั 65.84 และ 31.42 กรัมตอลิตรตามลําดับ 
 

5.6 ภาวะทีเ่หมาะสมในการดูดซับกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน จาก 
breakthrough curve พบวาทีอั่ตราการไหลเทากับ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตร
วางระหวางเรซินมีความเหมาะสมในการดดูซับกรดมะนาว โดยสามารถดูดซบักรดมะนาวใน
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และในน้ําหมักกรดมะนาว
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ไดปริมาณสูงสุดเทากับ 0.86 และ 0.56 กรัมกรดมะนาว
ตามลําดับ 
 

5.7 ภาวะที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิ พบวาความ
เขมขนกรดซัลฟูริกเทากับ 1.0 โมลารสามารถชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซนิไดเปอรเซ็นตการชะมากทีสุ่ดเทากับ 61.34 
เปอรเซ็นต และความเขมขนกรดซัลฟรูิกเทากับ 1.5 โมลารสามารถชะกรดมะนาว ออกจากเรซินได
เปอรเซ็นตการชะมากที่สุดเทากับ 41.02 เปอรเซ็นต และอัตราการไหลของกรดซัลฟูริกทีเ่หมาะสม
คือ อัตราการไหลเทากับ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน 
 

5.8 พัฒนากระบวนการผลิตกรดมานวโดยผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถัง
หมักขนาด 2 รูปแบบการหมัก extractive fermentation พบวาสวนของการหมักตองควบคุมคาความ
เปนกรดดางดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองเพื่อใหภาวะในถังหมักมีความเหมาะสมตอการเจรญิของ
เซลล และสวนของการแยกดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนใช 2 คอลัมนโดยภายในบรรจดุวย
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทําใหไดปรมิาณกรดมะนาวทั้งหมดสูงสุดเมื่อเปรยีบเทียบกับการ
ผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระแบบไมแยกระหวางหมัก ซ่ึงมีความเปนไปไดทีจ่ะนาํวิธกีารดังกลาว
ไปใชในการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารสําหรับการเตรียมหัวเชื้อ (Yeast Malt Extract Medium) 
1.1 อาหารเหลว 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
สารสกัดจากยสีต   3.0 กรัม 
สารสกัดจากมอลต   3.0 กรัม 
เปปโตน (Peptone)   5.0 กรัม 
กลูโคส     10.0 กรัม 

 
ละลายอาหารในน้ําขจดัไอออน ใสอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

 
1.2 อาหารวุนแขง็ลาดเอียง 
เตรียมโดยเติมวุนผง 20.0 กรัม ลงในสูตรอาหารเหลวขอ 1.1 ตมใหวุนละลาย 

จากนั้นปเปตอาหารลงในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปดดวยจกุ
สําลี นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที จากนั้นนาํหลอดอาหารมาวางเอียงใหผิวหนาของอาหาร มีความยาวประมาณ 12 เซนติเมตร 
เมื่ออาหารแขง็ตัวจึงเก็บเขาตูเยน็เพื่อไวใชงานตอไป 
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2. อาหารสําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 

  กลูโคส      220.0  กรัม 
  แอมโมเนียมคลอไรด        2.0  กรัม 
  โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต      0.2  กรัม 
  แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต       0.5  กรัม 
  แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต       0.2  กรัม 
  สารสกัดจากยสีต        1.0  กรัม 
 
  แยกสารอาหารออกเปน 3 สวน คือ 

สวนที่ 1 กลูโคส 
สวนที่ 2 แอมโมเนียมคลอไรด โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต แมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  
สวนที่ 3 สารสกัดจากยีสต 
นําสารอาหารสวนที่ 1 ถึง 3 ไปนึ่งฆาเชื้อพรอมถังหมักและสารกําจัดฟอง ที่

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 7.2 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาทีและในการทดลอง
สารที่ใชควบคุมความเปนกรดดาง คือ โซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 
 
1. การตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหกรดมะนาวโดย HPLC 

1.1 การเตรียมสารละลายตัวพา (mobile phase) สําหรับการวิเคราะหกรดมะนาว
โดย HPLC 
  ละลายไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตร ในน้ําทีก่ําจัดไอออนแลว
อยางดี ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 2.00 ดวยกรดฟอสฟอริก แลวกรองผานกระดาษกรอง
เซลลูโลสอะซิเตตที่มีขนาด 0.45 ไมครอน กําจัดกาซโดยใชเครื่องกําเนดิคลื่นอัลตราโซนิค 
(sonicator) เปนเวลา 25 นาที 
  

1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดมะนาว 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดมะนาวความเขมขน 10 กรัมตอลิตร โดยช่ังกรด
มะนาวแอนไฮดรัสมาตรฐาน 0.2500 กรัม ละลายดวยน้ําที่กําจัดไอออนแลว ปรับปรมิาตรในขวด
วัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 
 

1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานสารเปรียบเทียบภายใน (กรดทารทาริก) 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดทารทาริกเขมขน 80 กรัมตอลิตร โดยช่ังกรดทาร
ทาริกมาตรฐาน 2.000 กรัม ละลายดวยน้ําที่กําจัดไอออนแลว ปรับปรมิาตรในขวดวดัปริมาตรขนาด  
25 มิลลิลิตร 
 
2. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกสําหรบัการวิเคราะหปริมาณกลูโคสที่เหลือ 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม
สารโพแทสเซียมทาเทรต (KNaC4H4O6.4H2O) ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
และเก็บสารละลายในขวดสชีา 
 
 
 
 



 

 

101

ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของกรดมะนาว โดยวิธี HPLC 
 

y = 1.0388x
R2 = 0.9988
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานของกรดมะนาวในชวงความเขมขน 0.0 – 5.0 กรัมตอลิตร 
 
กรดมะนาว = พื้นที่ใตกราฟของกรดมะนาวตอกรดทารทาริก x 1/ความชัน x ความเจอืจาง 
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2. กราฟมาตรฐานของกรดไอโซซิตริก โดยวิธี HPLC 
 

y = 0.5827x
R2 = 0.9989
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รูปที่ ค.2 กราฟมาตรฐานของกรดไอโซซิตริกในชวงความเขมขน 0.0 – 1.0 กรัมตอลิตร 
 
กรดไอโซซิตริก = พื้นที่ใตกราฟของกรดไอโซซิตริกตอกรดทารทาริก x 1/ความชนั x ความเจือจาง 
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3. กราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 

y = 0.5959x
R2 = 0.9989
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานของกลูโคสในชวงความเขมขน 0.0 -1.0 กรัมตอลิตร 
 
ปริมาณกลูโคส = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร x 1/ความชัน x ความเจือจาง 
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ภาคผนวก ง 
 

สูตรการคํานวณคาทางจลนพลศาสตร 
 

1. ผลผลิตเซลลตอสับสเตรทที่ใช, Yx/s 
 

    Yx/s  = (x-x0)/(s0-s) 
 
เมื่อ  x = ความเขมขนเซลลที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  x0 = ความเขมขนเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
 s = ความเขมขนสบัสเตรทที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 s0 = ความเขมขนสบัสเตรทเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 
2. ผลผลิตผลิตภัณฑตอสับสเตรทที่ใช, Yp/s 
 
    Yp/s  = (p-p0)/(s0-s) 
 
เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 s = ความเขมขนสบัสเตรทที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 s0 = ความเขมขนสบัสเตรทเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 
3. ผลผลิตผลิตภัณฑตอเซลล, Yp/x 
 
    Yp/x  = (p-p0)/(x-x0) 
 
เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
  x = ความเขมขนเซลลที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  x0 = ความเขมขนเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
 



 

 

105

4. อัตราการผลิตผลิตภัณฑ, Productivity (P) 
 

P = (p – p0)/(t  –t0) 
 

เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 

t คือ เวลานั้นๆ (ช่ัวโมง) 
  t0 คือ เวลาเริ่มตน (ช่ัวโมง) 
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ภาคผนวก จ 
 

ขอมูลในการทดลอง 
 

ตารางที่ จ.1 น้ําหนกัเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร
สําหรับเตรียมหัวเชื้อในระดบัขวดเขยาที่ชวงเวลาเพาะเลีย้งตาง ๆ 

ช่ัวโมงที่ น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

อัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ : ชั่วโมง-1) 

0 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

0.166 
0.202 
0.736 
2.11 
4.23 
6.17 
6.45 
6.33 
6.03 

- 
0.029 
0.178 
0.460 
0.707 
0.645 
0.093 
-0.038 
-0.099 

 
ตารางที่ จ.2 น้ําหนกัเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร
สําหรับเตรียมหัวเชื้อ ในระดบัถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่ชวงเวลาเพาะเลี้ยงตาง ๆ 

ชั่วโมงที่ น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

อัตราการเจริญจําเพาะ 
(µ : ช่ัวโมง-1) 

0 
3 
6 
9 
12 
15 
18 
21 
24 

0.595 
1.42 
4.05 
8.15 
8.73 
8.66 
8.62 
8.70 
8.72 

- 
0.275 
0.877 
1.367 
0.193 
-0.023 
-0.013 
0.027 
0.007 



ตารางที่ จ.3 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 0.48 0.00 0.00 215.05 - - - - 
12 4.50 0.00 0.00 181.99 0.000 0.000 0.122 0.000 
24 10.87 7.84 0.00 167.36 0.327 0.164 0.218 0.755 
36 14.06 19.98 4.36 126.50 0.555 0.226 0.153 1.471 
48 15.38 30.17 5.63 104.13 0.629 0.272 0.134 2.025 
60 15.23 35.88 6.13 77.69 0.598 0.261 0.107 2.433 
72 15.33 45.31 6.78 72.41 0.629 0.318 0.104 3.051 
84 15.22 64.20 8.46 54.55 0.764 0.400 0.092 4.355 
96 15.26 68.62 8.18 41.32 0.715 0.395 0.085 4.643 
108 15.07 75.39 9.24 38.02 0.698 0.426 0.082 5.167 
120 15.02 76.61 12.70 24.79 0.638 0.403 0.076 5.269 

ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 2,200 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 168.54 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.4 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร ที่อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 1.82 0.00 0.00 174.26 - - - - 
12 2.22 0.00 0.00 170.12 0.000 0.000 -0.043 0.000 
24 2.04 0.00 0.00 163.93 0.000 0.000 0.041 0.000 
36 2.64 0.00 0.00 159.79 0.000 0.000 0.133 0.000 
48 4.14 0.00 0.00 151.53 0.000 0.000 0.106 0.000 
60 4.64 0.39 0.09 149.46 0.007 0.016 0.140 0.113 
72 5.68 0.45 0.11 139.13 0.006 0.013 0.113 0.114 
84 6.18 0.47 0.11 139.13 0.006 0.013 0.135 0.099 
96 6.96 0.53 0.15 139.13 0.006 0.015 0.137 0.110 
108 7.02 0.56 0.16 137.07 0.005 0.015 0.158 0.095 
120 8.10 0.73 0.17 137.07 0.006 0.020 -0.060 -0.329 

 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 2,650 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 1.93 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.5 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร โดยไมกวนผสม 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 0.39 0.00 0.00 186.65 - - - - 
12 0.94 0.00 0.00 184.59 0.000 0.000 0.267 0.000 
24 2.53 0.00 0.00 180.45 0.000 0.000 0.345 0.000 
36 2.44 0.00 0.00 170.12 0.000 0.000 0.124 0.000 
48 4.60 0.31 0.02 168.06 0.006 0.017 0.226 0.074 
60 6.56 1.78 0.15 163.93 0.030 0.078 0.272 0.288 
72 9.37 1.40 0.17 157.73 0.019 0.048 0.311 0.156 
84 9.24 1.86 0.03 151.53 0.022 0.053 0.252 0.210 
96 9.42 2.02 0.04 145.33 0.021 0.049 0.219 0.224 
108 9.80 2.92 0.20 139.13 0.027 0.061 0.198 0.310 
120 16.97 3.47 0.22 137.07 0.029 0.070 0.334 0.209 

 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 2,700 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 9.37 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.6 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก เมื่อ
เลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 0.48 0.00 0.00 161.86 - - - - 
12 1.14 0.00 0.00 161.86 0.000 - - 0.000 
24 2.49 0.00 0.00 159.89 0.000 0.000 1.020 0.000 
36 3.90 0.00 0.00 153.60 0.000 0.000 0.414 0.000 
48 5.50 0.46 0.00 155.66 0.010 0.074 0.810 0.092 
60 5.89 1.70 0.11 155.66 0.028 0.274 0.873 0.314 
72 7.15 1.35 0.13 151.53 0.019 0.131 0.646 0.202 
84 6.81 2.10 0.16 151.53 0.025 0.203 0.613 0.332 
96 8.07 3.02 0.20 149.46 0.031 0.244 0.612 0.398 
108 8.23 2.45 0.17 147.40 0.023 0.169 0.536 0.316 
120 8.20 2.65 0.19 147.40 0.022 0.183 0.534 0.343 

 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,100 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 2.92 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.7 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก เมื่อ
เลี้ยงเซลล C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิ
ตริก 

(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่
เหลือ 

(กรัมตอลิตร) 

ออกซิเจนที่
ละลายน้ําได 
(เปอรเซ็นต) 

Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 1.45 0.00 0.00 221.78 72.4 - - - - 
12 4.14 0.00 0.00 176.32 14.1 0.000 0.000 0.059 0.000 
24 12.15 5.02 2.00 168.06 13.8 0.209 0.093 0.199 0.469 
36 14.78 17.30 4.34 159.79 50.5 0.481 0.279 0.215 1.298 
48 15.18 23.53 4.48 110.21 51.7 0.490 0.211 0.123 1.714 
60 15.86 39.28 7.03 106.10 53.6 0.655 0.340 0.125 2.726 
72 15.41 47.73 7.74 97.81 52.6 0.663 0.385 0.113 3.419 
84 15.24 49.11 8.04 93.68 52.6 0.585 0.383 0.108 3.561 
96 15.30 53.06 7.95 68.88 52.6 0.553 0.347 0.091 3.831 
108 14.45 63.53 9.14 48.22 52.6 0.588 0.366 0.075 4.887 
120 14.08 73.79 10.24 39.96 52.6 0.615 0.406 0.069 5.842 

 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,100 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 81.17 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.8 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซินDowex 1x4-400 ที่คาความเปนกรดดางตางๆ  
ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  

เวลา (ชม.) พีเอช 1.90 พีเอช 2.00 พีเอช 3.00 พีเอช 4.00 พีเอช 5.00 พีเอช 6.00 
0 
1 
2 
3 
4 
5 

0.00 
0.19 
0.14 
0.19 
0.17 
0.19 

0.00 
0.11 
0.12 
0.13 
0.13 
0.13 

0.00 
0.06 
0.11 
0.11 
0.15 
0.15 

0.00 
0.15 
0.16 
0.18 
0.18 
0.17 

0.00 
0.04 
0.11 
0.13 
0.13 
0.13 

0.00 
0.06 
0.06 
0.10 
0.07 
0.07 

 
ตารางที่ จ.9 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซิน Dowex Marathon W BAที่คาความเปนกรด
ดางตางๆ  

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  
เวลา (ชม.) พีเอช 1.90 พีเอช 2.00 พีเอช 3.00 พีเอช 4.00 พีเอช 5.00 พีเอช 6.00 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

0.00 
0.21 
0.21 
0.19 
0.22 
0.22 

0.00 
0.21 
0.21 
0.21 
0.27 
0.26 

0.00 
0.18 
0.25 
0.24 
0.27 
0.27 

0.00 
0.27 
0.28 
0.29 
0.26 
0.28 

0.00 
0.28 
0.33 
0.30 
0.33 
0.29 

0.00 
0.11 
0.09 
0.15 
0.16 
0.16 

 
ตารางที่ จ.10 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซิน Amberlite XAD-7 ที่คาความเปนกรดดาง
ตางๆ  

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  
เวลา (ชม.) พีเอช 1.90 พีเอช 2.00 พีเอช 3.00 พีเอช 4.00 พีเอช 5.00 พีเอช 6.00 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

0.00 
0.05 
0.06 
0.08 
0.10 
0.12 

0.00 
0.09 
0.10 
0.15 
0.17 
0.17 

0.00 
0.03 
0.04 
0.08 
0.11 
0.12 

0.00 
0.12 
0.22 
0.22 
0.20 
0.20 

0.00 
0.20 
0.22 
0.32 
0.31 
0.31 

0.00 
0.14 
0.11 
0.11 
0.08 
0.11 
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ตารางที่ จ.11 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับสูงสุดบนเรซินทั้ง 3 ชนิด 
เรซิน ชนิดของเรซิน ปริมาณกรดมะนาว 

ที่ถูกดูดซับสูงสุด 
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน) 

คาความ
เปนกรด
ดาง 

Dowex 1x4-400 
 
 
Dowex Marathon  
WBA 
 
Amberlite XAD-7 

เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดแรง 
 
เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดออน 
 
เรซินแบบไมมีประจ ุ

0.19 
 
 

0.33 
 

 
0.32 

1.90 
 
 

5.00 
 
 

5.00 
 
ตารางที่ จ.12 ปริมาณกรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เวลาในการ 
ดูดซับตางๆ 

เวลาในการดูดซับ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับ 
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ) 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 

2.11 
1.94 
1.95 
1.94 
1.93 
1.90 
1.91 
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ตารางที่ จ.13 Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดดูซับสารละลาย
กรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ความเขมขนกรดมะนาวเริ่มตน 

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล 

(กรัมตอลิตร) 
c 

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ  
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ ) 

q 
0.00 
10.23 
19.37 
29.27 
38.09 
52.89 
58.55 
68.72 
85.25 
96.40 
103.06 

0.00 
7.26 

14.28 
22.13 
27.65 
40.31 
45.27 
56.56 
73.36 
83.09 
89.50 

0.00 
0.07 
0.13 
0.18 
0.26 
0.31 
0.33 
0.30 
0.30 
0.33 
0.34 

ตารางที่ จ.14 Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาว
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ความเขมขนกรดมะนาวเริ่มตน 

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล 

(กรัมตอลิตร) 
c 

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ  
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ ) 

q 
0.00 
10.96 
19.44 
27.06 
37.50 
45.57 
55.53 
63.23 
72.57 
81.99 
91.09 

0.00 
7.77 

14.56 
21.72 
31.14 
37.54 
46.04 
55.47 
63.26 
71.63 
80.03 

0.00 
0.08 
0.12 
0.13 
0.16 
0.20 
0.24 
0.19 
0.23 
0.26 
0.28 
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ตารางที่ จ.16 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ  
เมื่อผานสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 7.5 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 100.88  กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
การดูดซับ 

0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0.00 
1 6 3 0.00 0.00 0.00 0.00 3 0.29 0.29 100.00 
2 12 3 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.57 0.57 100.00 
3 18 3 0.00 0.00 0.00 0.00 9 0.86 0.86 100.00 
4 24 3 8.72 0.03 0.03 0.09 12 1.15 1.12 97.72 
5 30 3 42.74 0.13 0.15 0.42 15 1.43 1.28 89.24 
6 36 3 59.70 0.18 0.33 0.59 18 1.72 1.39 80.62 
7 42 3 62.90 0.19 0.52 0.62 21 2.01 1.49 74.00 
8 48 3 64.03 0.19 0.71 0.63 24 2.29 1.58 68.88 
9 54 3 65.23 0.20 0.91 0.65 27 2.58 1.67 64.75 
10 60 3 65.43 0.20 1.11 0.65 30 2.87 1.76 61.44 
11 66 3 66.04 0.20 1.30 0.65 33 3.16 1.85 58.66 
12 72 3 66.48 0.20 1.50 0.66 36 3.44 1.94 56.31 
13 78 3 67.31 0.20 1.71 0.67 39 3.73 2.02 54.26 
14 84 3 73.99 0.22 1.93 0.73 42 4.02 2.09 52.00 
15 90 3 74.65 0.22 2.15 0.74 45 4.30 2.15 50.00 
16 96 3 88.83 0.27 2.42 0.88 48 4.59 2.17 47.31 
17 102 3 89.13 0.27 2.69 0.88 51 4.88 2.19 44.93 
18 108 3 95.46 0.29 2.97 0.95 54 5.16 2.19 42.44 
19 114 3 96.29 0.29 3.26 0.95 57 5.45 2.19 40.17 
20 120 3 96.78 0.29 3.55 0.96 60 5.74 2.19 38.10 
21 126 3 98.29 0.29 3.85 0.97 63 6.02 2.18 36.16 
22 132 3 99.98 0.30 4.15 0.99 66 6.31 2.16 34.31 
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ตารางที่ จ.17 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ เมือ่ผาน 
น้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 3.75 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 93.53 กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
การดูดซับ 

0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0.00 
1 12 3 0.00 0.00 0.00 0.00 3 0.28 0.28 100.00 
2 24 3 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.56 0.56 100.00 
3 36 3 13.77 0.04 0.04 0.15 9 0.84 0.80 95.03 
4 48 3 59.17 0.18 0.22 0.63 12 1.12 0.90 80.50 
5 60 3 79.51 0.24 0.46 0.85 15 1.40 0.95 67.40 
6 72 3 81.71 0.25 0.70 0.87 18 1.68 0.98 58.27 
7 84 3 82.04 0.25 0.95 0.88 21 1.96 1.02 51.70 
8 96 3 82.85 0.25 1.20 0.89 24 2.24 1.05 46.67 
9 108 3 83.77 0.25 1.45 0.90 27 2.53 1.08 42.64 
10 120 3 84.18 0.25 1.70 0.90 30 2.81 1.10 39.38 
11 132 3 85.30 0.26 1.96 0.91 33 3.09 1.13 36.60 
12 144 3 85.39 0.26 2.21 0.91 36 3.37 1.15 34.27 
13 156 3 85.86 0.26 2.47 0.92 39 3.65 1.18 32.27 
14 168 3 86.18 0.26 2.73 0.92 42 3.93 1.20 30.52 
15 180 3 86.29 0.26 2.99 0.92 45 4.21 1.22 29.01 
16 192 3 86.80 0.26 3.25 0.93 48 4.49 1.24 27.64 
17 204 3 86.91 0.26 3.51 0.93 51 4.77 1.26 26.43 
18 216 3 87.80 0.26 3.77 0.94 54 5.05 1.28 25.30 
19 228 3 88.24 0.26 4.04 0.94 57 5.33 1.29 24.27 

 
 



 

 

118
 
ตารางที่ จ.18 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ เมื่อผานน้ํา
หมักกรดมะนาวเกรดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 7.5 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 93.62 กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
การดูดซับ 

0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 0 0.00 0.00 0.00 
1 6 3 0.00 0.00 0.00 0.00 3 0.28 0.28 100.00 
2 12 3 0.00 0.00 0.00 0.00 6 0.56 0.56 100.00 
3 18 3 4.88 0.01 0.01 0.05 9 0.84 0.83 98.26 
4 24 3 25.45 0.08 0.09 0.27 12 1.12 1.03 91.90 
5 30 3 63.53 0.19 0.28 0.68 15 1.40 1.12 79.95 
6 36 3 78.84 0.24 0.52 0.84 18 1.69 1.17 69.26 
7 42 3 80.10 0.24 0.76 0.86 21 1.97 1.21 61.42 
8 48 3 81.60 0.24 1.00  0.87 24 2.25 1.24 55.35 
9 54 3 82.10 0.25 1.25 0.88 27 2.53 1.28 50.57 
10 60 3 83.14 0.25 1.50 0.89 30 2.81 1.31 46.63 
11 66 3 83.99 0.25 1.75 0.90 33 3.09 1.34 43.33 
12 72 3 84.14 0.25 2.00 0.90 36 3.37 1.37 40.56 
13 78 3 85.63 0.26 2.26 0.91 39 3.65 1.39 38.10 
14 84 3 87.68 0.26 2.52 0.94 42 3.93 1.41 35.83 
15 90 3 88.23 0.26 2.79 0.94 45 4.21 1.42 33.82 
16 96 3 89.67 0.27 3.06 0.96 48 4.49 1.44 31.97 
17 102 3 90.36 0.27 3.33 0.97 51 4.77 1.45 30.30 
18 108 3 91.15 0.27 3.60 0.97 54 5.06 1.45 28.76 
19 114 3 91.63 0.27 3.88 0.98 57 5.34 1.46 27.36 
20 120 3 92.54 0.28 4.15 0.99 60 5.62 1.46 26.05 
21 126 3 92.76 0.28 4.43 0.99 63 5.90 1.47 24.85 
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ตารางที่ จ.19 ปริมาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆที่เวลาในการชะ
ตางๆกัน 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะได 
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

 
เวลา 

(ชม.ที่) 0.25 โมลาร 0.50 โมลาร 1.0 โมลาร 1.5 โมลาร 2.0 โมลาร 2.5 โมลาร 
0 
1 
2 
3 
4 
5 

0.00 
0.20 
0.22 
0.21 
0.21 
0.20 

0.00 
0.24 
0.22 
0.23 
0.22 
0.23 

0.00 
0.25 
0.24 
0.24 
0.23 
0.23 

0.00 
0.23 
0.23 
0.23 
0.23 
0.23 

0.00 
0.25 
0.23 
0.24 
0.22 
0.22 

0.00 
0.21 
0.21 
0.22 
0.22 
0.20 

 
 
ตารางที่ จ.20 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริก
ที่ความเขมขนตางๆ  
ความเขมขน
กรดซัลฟูริก 

(โมลาร) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
กอนดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
หลังดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกชะ  
(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
การชะ 

0.25 
0.50 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 

2.33 
2.33 
2.33 
2.33 
2.33 
2.33 

1.59 
1.90 
1.94 
1.92 
1.98 
1.98 

0.74 
0.43 
0.39 
0.41 
0.35 
0.35 

0.21 
0.23 
0.24 
0.23 
0.23 
0.21 

27.97 
53.63 
61.34 
55.55 
66.32 
60.00 
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ตารางที่ จ.21 ปริมาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ที่ถูกชะ
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆที่เวลาในการชะตางๆกัน 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะได 
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

 
เวลา 

(ชม.ที่) 0.25 โมลาร 0.50 โมลาร 1.0 โมลาร 1.5 โมลาร 2.0 โมลาร 2.5 โมลาร 
0 
1 
2 
3 
4 
5 

0.00 
0.17 
0.17 
0.17 
0.18 
0.16 

0.00 
0.18 
0.20 
0.19 
0.20 
0.18 

0.00 
0.20 
0.18 
0.18 
0.18 
0.17 

0.00 
0.21 
0.21 
0.20 
0.21 
0.19 

0.00 
0.19 
0.19 
0.18 
0.18 
0.18 

0.00 
0.17 
0.17 
0.17 
0.16 
0.17 

 
 
ตารางที่ จ.22 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ  
ความเขมขน
กรดซัลฟูริก 

(โมลาร) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
กอนดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
หลังดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกชะ  
(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
การชะ 

0.25 
0.50 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 

2.33 
2.33 
2.33 
2.33 
2.33 
2.33 

1.81 
1.76 
1.82 
1.84 
1.90 
1.98 

0.52 
0.57 
0.51 
0.49 
0.43 
0.35 

0.17 
0.18 
0.18 
0.20 
0.18 
0.17 

32.12 
31.58 
35.29 
41.02 
42.44 
47.14 
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ตารางที่ จ.23 ปริมาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.30 ทีถู่กชะออกจากเรซิน ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.0 โมลาร ที่เวลาใน
การชะตางๆ กนั 

เวลาในการชะ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดในสารละลาย  
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 

0.00 
0.17 
0.16 
0.16 
0.15 
0.15 
0.16 

 
ตารางที่ จ.24 ปริมาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ที่ถูกชะ
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขน1.5 โมลาร ที่เวลาในการชะตางๆกัน 

เวลาในการชะ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดในสารละลาย  
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 

0.00 
0.11 
0.11 
0.11 
0.11 
0.11 
0.11 
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ตารางที่ จ.25 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรบัผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation หยดุควบคุมคาความ
เปนกรดดางตัง้แตชั่วโมงที่ 24 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

DO  
(%Sat) 

pH Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 1.55 0.00 0.00 207.31 90.0 5.76 - - - - 
12 2.72 0.00 0.00 174.26 50.0 5.22 0.000 0.000 0.035 0.000 
24 8.91 3.29 1.00 161.86 49.6 4.82 0.137 0.072 0.162 0.447 
36 12.39 7.34 2.19 126.74 70.9 3.16 0.204 0.091 0.135 0.677 
48 11.54 8.71 2.39 99.88 81.6 2.93 0.181 0.081 0.093 0.872 
60 12.28 10.66 2.87 95.74 88.7 2.82 0.178 0.096 0.096 0.993 
72 11.51 11.61 3.17 85.41 91.1 2.79 0.161 0.095 0.082 1.166 
84 11.24 12.16 3.51 75.08 88.6 2.71 0.145 0.092 0.073 1.255 
96 10.91 13.80 4.11 68.88 97.3 2.65 0.144 0.100 0.068 1.474 
108 10.72 13.45 4.21 68.88 88.6 2.64 0.125 0.097 0.066 1.467 
120 10.14 15.34 4.90 64.75 101.4 2.64 0.128 0.108 0.060 1.786 

ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,060 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  16.26 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   12.87 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        29.13 กรัม
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ตารางที่ จ.26 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร ของการหมักแบบ extractive 
fermentation ที่หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 

ลําดับสวนที่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว
ในสารละลาย 
(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูก
ชะออกจากคอลัมน(กรัม) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0.00 
4.42 
9.13 

14.51 
12.97 
8.81 
6.26 
6.20 
7.33 
7.44 
8.11 
8.16 
8.16 
7.85 
7.70 
6.42 
5.23 
0.00 

0.00 
0.442 
0.913 
1.451 
1.297 
0.881 
0.626 
0.620 
0.733 
0.744 
0.811 
0.816 
0.816 
0.785 
0.770 
0.642 
0.523 
0.000 

ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ชะได = 12.87 กรัม 
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใช =  1,800 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ จ.27 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

DO  
(%Sat) 

pH Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 1.23 0.00 0.00 201.12 93.6 5.54 - - - - 
12 2.39 0.00 0.00 186.65 50.4 5.25 0.000 0.000 0.080 0.000 
24 10.79 4.25 1.76 180.45 45.2 4.85 0.177 0.206 0.463 0.445 
36 13.66 14.56 5.79 139.13 49.9 3.39 0.404 0.235 0.201 1.171 
48 14.13 22.32 6.69 99.88 50.6 3.52 0.465 0.220 0.127 1.730 
60 14.18 25.10 6.37 73.02 49.8 3.48 0.418 0.196 0.101 1.938 
72 17.01 33.91 7.90 68.88 52.6 3.44 0.471 0.256 0.119 2.149 
84 14.39 41.65 9.25 52.36 70.9 3.41 0.496 0.280 0.088 3.165 
96 14.68 61.25 13.25 50.29 70.6 4.01 0.638 0.406 0.089 4.554 
108 16.19 53.74 11.48 35.83 77.0 3.98 0.498 0.325 0.091 3.592 
120 13.28 47.63 10.10 23.43 77.5 3.88 0.397 0.268 0.068 3.953 

ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,200 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  57.16 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   8.89 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        66.05 กรัม
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ตารางที่ จ.28 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจาก
การชะคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมกั
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ช่ัวโมง 

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ถูกชะออกจากคอลัมน

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

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0.00 
2.02 

29.48 
11.96 
10.13 
9.64 
6.81 
3.99 
3.55 
2.99 
2.72 
2.49 
1.54 
1.51 
0.00 

0.00 
0.202 
2.948 
1.196 
1.013 
0.964 
0.681 
0.399 
0.355 
0.299 
0.272 
0.249 
0.154 
0.151 
0.000 

ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ชะได = 8.89 กรัม 
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใช = 1,500 มิลลิลิตร
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ตารางที่ จ.29 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

DO  
(%Sat) 

pH Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 0.45 0.00 0.00 205.25 94.7 5.58 - - - - 
12 3.85 0.00 0.00 182.52 49.7 5.24 0.000 0.000 0.150 0.000 
24 12.30 6.23 3.19 176.32 49.8 4.95 0.260 0.215 0.410 0.526 
36 14.61 19.54 7.14 172.19 49.7 4.98 0.543 0.591 0.428 1.380 
48 14.89 29.92 7.98 116.40 51.7 4.94 0.623 0.337 0.163 2.072 
60 14.54 36.05 7.84 106.07 62.4 5.18 0.601 0.363 0.142 2.559 
72 14.19 43.20 8.75 97.81 83.2 4.95 0.600 0.402 0.128 3.144 
84 12.15 47.40 9.15 77.15 86.0 5.11 0.564 0.370 0.091 4.051 
96 11.68 51.45 9.80 60.62 105.2 4.95 0.536 0.356 0.078 4.581 
108 11.72 55.35 9.86 48.22 116.5 4.94 0.513 0.352 0.072 4.911 
120 11.26 59.99 10.40 48.22 120.6 4.95 0.500 0.382 0.069 5.549 

ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,100มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  65.99 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   4.33 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        70.32 กรัม
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ตารางที่ จ.30 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมกัแบบ extractive 
fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง 

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ถูกชะออกจากคอลัมน

(กรัม) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0.00 
0.39 
4.79 

19.57 
11.37 
4.78 
1.70 
0.60 
0.12 
0.00 

0.00 
0.039 
0.479 
1.957 
1.137 
0.478 
0.170 
0.600 
0.120 
0.000 

ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ชะได = 4.33 กรัม 
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใช =  1,000 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ จ.31 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนักเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

DO  
(%Sat) 

pH Productivity 
(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง) 

Yp/s Yx/s Yp/x 

0 1.48 0.00 0.00 268.32 95.5 5.59 - - - - 
12 3.19 0.00 0.00 228.08 39.9 5.26 0.000 0.000 0.042 0.000 
24 11.04 4.74 1.98 199.68 39.8 4.94 0.198 0.069 0.139 0.496 
36 16.72 13.11 3.69 171.27 40.0 4.94 0.364 0.135 0.157 0.860 
48 21.19 23.58 4.87 147.60 40.2 4.94 0.491 0.195 0.163 1.196 
60 17.13 55.03 10.77 112.10 47.1 4.94 0.917 0.352 0.100 3.516 
72 15.15 62.69 10.47 95.53 87.0 4.94 0.871 0.363 0.079 4.586 
84 16.34 62.54 9.01 69.49 98.3 4.94 0.745 0.315 0.075 4.209 
96 19.72 89.67 11.79 57.66 97.8 4.95 0.934 0.426 0.087 4.916 
108 19.12 76.99 9.79 42.27 107.1 4.94 0.713 0.341 0.078 4.365 
120 20.28 72.25 8.77 26.89 107.8 4.94 0.602 0.299 0.078 3.843 

ปริมาตรน้ําหมักที่เหลือในถังหมักประมาณ 1,100 มิลลิลิตร คิดเปนกรดมะนาวประมาณ    79.48 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ คอลัมนที่ 1 ประมาณ     8.50 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ คอลัมนที่ 2 ประมาณ     2.52 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        90.50 กรัม
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ตารางที่ จ.32 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนคอลัมนที่ 1 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมัก
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง  

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ถูกชะออกจากคอลัมน

(กรัม) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0.00 
1.48 

13.06 
18.63 
22.58 
12.92 
7.24 
4.15 
2.94 
1.99 
0.00 

0.00 
0.148 
1.306 
1.563 
2.258 
1.292 
0.724 
0.415 
0.294 
0.199 
0.00 

ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ชะได = 8.50 กรัม 
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใช =  1,100 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ จ.33 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนคอลัมนที่ 2 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมัก
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง  

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ถูกชะออกจากคอลัมน

(กรัม) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

0.00 
3.01 
3.38 
3.26 
3.24 
2.98 
2.71 
2.73 
2.39 
1.55 
0.00 

0.00 
0.301 
0.338 
0.326 
0.324 
0.298 
0.271 
0.273 
0.239 
0.155 
0.00 

ปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ชะได = 2.52 กรัม 
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใช =  1,100 มิลลิลิตร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

นางสาวอุดมพร มณีรัตน เกดิวันที่ 3 มกราคม พ.ศ. 2521 ที่จังหวดัเชียงราย สําเร็จ
การศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพทางอุตสาหกรรมเกษตร) คณะ
อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในปการศึกษา 2543 จากนั้นเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญา
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2545 
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