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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

กรดมะนาว (citric acid) เปนกรดอินทรียสําคัญชนิดหนึ่ง เปนสารตัวกลางใน 
วัฏจักรเครปส (Krebs cycle) พบทั่วไปทั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย กรดมะนาวเปนสารที่มีรส
เปรี้ยว มีความเปนพิษต่ําและความสามารถในการละลายสูง จึงมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ 
เชน อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม เภสัชกรรม และเครื่องสําอาง เปนตน (Milsom และ Meers, 
1985) ปจจุบันทั่วโลกมีความตองการใชเพิม่สูงขึ้นและมปีริมาณการผลิตตอปประมาณ 880,000 ตัน 
(Venter และคณะ, 2004)  

กรดมะนาวผลิตไดดวยจุลินทรีย โดยเฉพาะเชื้อรา Aspergillus niger ซ่ึงสามารถ
ผลิตกรดมะนาวไดดีในอาหารที่มีน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่คาความเปนกรดดางต่ํา การผลิตใน
ระดับอุตสาหกรรมผลิตโดยการหมักบนอาหารแข็ง (solid state process) บนผิวหนาอาหาร (surface 
process) และในอาหารเหลว (submerged process) (Milsom และ Meers, 1985) นอกจากนี้มยีีสต
หลายสายพนัธุโดยเฉพาะ Candida sp. สามารถผลิตกรดมะนาวไดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่คาความเปน
กรดดางคอนขางเปนกลาง โดยยีสตสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนดิ เชน กลูโคส 
ไฮโดรคารบอน และกากน้ําตาล เปนตน (Kapoor และคณะ, 1983) ขอดีของการผลิตกรดมะนาว
ดวยยีสต คือ ยสีตมีอัตราการเจริญเร็วจึงใชเวลาในการหมกัสั้นและสามารถพัฒนากระบวนการหมกั
เปนแบบตอเนือ่งไดสะดวกกวาการผลิตดวยเชื้อรา (Marison, 1988) ดังนั้นเพื่อเปนการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดมะนาวจึงสนใจทีจ่ะนํายีสตมาผลิตรวมกับวิธีการอื่น เชน การผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตตรึง (Kautola และคณะ, 1991) ซ่ึงชวยลดขั้นตอนการเตรียมเซลลปริมาณมาก เซลล
ตรึงสามารถนํามาใชซํ้าและนํามาใชในการผลิตแบบตอเนื่องอีกทั้งชวยใหการแยกผลผลิตได
สะดวกขึ้น (Bódalo และคณะ, 1995)  

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตองควบคุมภาวะในการหมักใหเหมาะสมตอการ
เจริญเพราะเมือ่มีการสะสมกรดมะนาวในอาหารเลี้ยงเชือ้เพิ่มขึ้นจะทําใหคาความเปนกรดดางของ
อาหารเลี้ยงเชือ้ต่ําลง และมีผลยับยั้งการเจริญของยีสตทําใหการผลิตกรดมะนาวลดลง (Moresi และ
คณะ, 1980) ดังนั้นจึงตองเติมสารบางอยางลงไปเพื่อควบคุมความเปนกรดดาง โดยสารที่นิยมใช 
เชน แคลเซียมคารบอเนต แคลเซียมไฮดรอกไซด (Kautola และคณะ, 1991) และโซเดียมไฮดรอก
ไซด (Tisnadjaja และคณะ, 1996) เปนตน แตสารเหลานี้มีผลกระทบตอการเจริญของยีสตและการ
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แยกกรดมะนาว วิธีที่สามารถนํามาลดปญหานี้ คือการแยกผลิตภณัฑควบคูการหมัก ซ่ึงไดมีการ
นําไปใชศกึษาการผลิตกรดแลคติก (Ye และคณะ, 1996) และการผลิตเม็ดสี (Kim และคณะ, 1999) 
พบวาชวยลดปฏิกิริยาการยบัยั้งจากการสะสมของผลผลิต ไดผลผลิตเพิ่มขึ้น ลดของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตและนํามาใชควบคูกับการผลิตแบบตอเนื่องได และมีรายงานการศึกษาการผลิต
กรดมะนาวดวยเชื้อราและแยกกรดมะนาวระหวางการหมกัพบวา ไดผลผลิตเพิ่มขึ้นและลดเวลาการ
หมัก (Jianlong และคณะ, 2000) นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มผลผลิตไดโดยการเลีย้งเซลลในระบบ 
perfusion ใชรวมกับ spinfilter ซ่ึงถูกนําไปใชในการผลิตโมโนโคลนอลแบบตอเนือ่ง โดยสามารถ
แยกเซลลและอนุภาคขนาดเล็กออกจากน้ําหมักระหวางการหมักผาน spinfilter โดยที่เซลลไมหลุด
ออกจากระบบ พบวาไดอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะเพิ่มขึน้ (Gautam และ 
Carole, 1995)  

ดังนั้นในงานวจิัยนีจ้ึงทําการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตควบคูกบัแยกกรด
มะนาวออกจากน้ําหมกัดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออนเพื่อใหไดขอมูลที่จะนําไปใชในการพัฒนา
กระบวนการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 

 
1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง 
1.2.2 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในระบบ perfusion  
1.2.3 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตควบคูกบัการแยกกรดมะนาวดวย 

เรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
 
1.3 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

สามารถนําวิธีการแยกผลิตภณัฑมาใชควบคูในกระบวนการผลิตกรดมะนาวดวย
ยีสต Candida oleophila NNU-62 เพื่อเพิ่มผลผลิตใหสูงขึ้นในระดับหองปฏบิัติการและเปน
แนวทางสําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 

 
1.4 ขอบเขตและวิธีดําเนินการวิจัย 

1.4.1 คนควาและรวบรวมขอมูล 
1.4.2 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
1.4.3 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงดวยวิธีกักขังในแคลเซียมอัลจิเนต

ทั้งในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด แลวเปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่
ผลิตได 
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1.4.4 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรในระบบ 
perfusion ใชรวมกับ spinfilter แลวเปรียบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดกับการผลิตดวยยีสต
อิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรและ 5 ลิตร โดยไมใช spinfilter 

 
  1.4.5 วิเคราะหคาตางๆ ดังนี้ 
   1.4.5.1 น้ําหนกัเซลลแหง 

1.4.5.2 ปริมาณกรดมะนาวโดยใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิด 
โครมาโทกราฟ (HPLC) 
   1.4.5.3 ปริมาณกลูโคสที่เหลือ โดยวิธี Bernfeld (Bernfeld, 1955) 
 
  1.4.6 ศึกษาการแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมักโดยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
   1.4.6.1 ศึกษาเวลาที่สมดุลของเรซิน 
   เตรียมเรซิน 3 ชนิด ไดแก เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดแรง (Dowex 
1x4-400) เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดออน (Dowex Marathon WBA) และเรซินแบบไมมีประจุ 
(Amberlite XAD-7) เปรียบเทียบเวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรดมะนาวกับปริมาณกรด
มะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซินแตละชนดิ เลือกเรซินที่สามารถดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุดที่เวลา
สมดุล นําเรซินที่คัดเลือกมาใชในการทดลองขั้นตอไป 
   1.4.6.2 ศึกษารูปแบบ ion exchange isotherm การดูดซับกรดมะนาว
ของเรซิน 
   1.4.6.3 หาภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวจากน้ําหมักดวย
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ดังนี ้
    1.4.6.3.1 ขั้นตอนการดูดซบักรดมะนาว ศึกษา Breakthrough 
curve และแปรอัตราการไหลของน้ําหมัก 
    1.4.6.3.2 ขั้นตอนการชะดวยกรดซัลฟูริก แปรความเขมขนของ
กรดซัลฟูริกในการชะ 
 
  1.4.7 ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตควบคูการแยกดวยเรซินแลกเปลี่ยน
ไอออน โดยเลี้ยงเซลลในถังหมักขนาด 2 ลิตร ระบบ perfusion ใชรวมกับ spinfilter ทําการแยกกรด
มะนาวระหวางการหมักดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนโดยผานน้ําหมักเขาคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนแลวเวยีนกลับเขาไปยังถังหมัก 

1.4.8 วิเคราะหขอมูล และทําการทดลองเพิ่มเตมิเพื่อเสริมในสวนที่จําเปน 
1.4.9 สรุปผลการทดลองและเขียนผลงานวิจยั 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1 ประวัติความเปนมา 
 

กรดมะนาว (citric acid) หรือกรด 2-ไฮดรอกซี-1,2,3-โพรเพนไตรคารบอกซิลิก 
เปนกรดอินทรียสําคัญชนิดหนึ่ง เปนสารตัวกลางในวัฏจักรเครปส (Krebs cycle) พบทั่วไปทั้งใน
พืช สัตว และจุลินทรีย พบมากในพืชตระกูลสม เชน มะนาว สม องุน สับปะรด เปนตน (Milsom 
และ Meers, 1985) การผลิตกรดมะนาวในระยะแรกผลติโดยการตกตะกอนสารละลายกรดมะนาว
ในน้ําผลไมในรูปของเกลือแคลเซียมซิเตรทแตไดผลผลิตต่ําจึงไดมกีารศึกษาการผลิตกรดมะนาว
ดวยวิธีอ่ืน (Kapoor และคณะ, 1983) ตอมามีการผลิตกรดมะนาวดวยการสังเคราะหกรดมะนาวจาก
กลีเซอรอล แตตนทุนสูงและผลผลิตมีคุณภาพต่ําไมเหมาะสําหรับผลิตทางการคา (Mattey, 1992; 
Milsom และ Meers, 1985) และไดมกีารคนพบการผลิตกรดมะนาวจากจุลินทรียโดยพบวาเชื้อรา 2 
ชนิด คือ Mucor และ Penicillium สามารถผลิตกรดมะนาวในอาหารที่มีซูโครสเปนแหลงคารบอน
แตผลผลิตคอนขางต่ํา (Kapoor และคณะ, 1983) ตอมามีการศึกษาการผลิตกรดมะนาวโดยเชื้อรา  
A. niger พบวาสามารถผลิตกรดมะนาวไดดีในอาหารที่มีน้ําตาลเปนแหลงคารบอนที่คาความเปน
กรดดางต่ําซึ่งชวยลดปญหาการปนเปอนจากจุลินทรียชนิดอื่นๆ จึงถูกนําไปผลิตกรดมะนาวใน
ระดับอุตสาหกรรมโดยการหมักบนผวิหนาอาหาร (surface culture) จากวัตถุดิบที่เปนน้ําตาล
ซูโครสและกากน้ําตาล และไดพัฒนาการผลิตเปนการหมักในอาหารเหลว (submerged culture) 
จากวัตถุดิบทีเ่ปนกลูโคสไซรัปและกากน้ําตาล (Klasson และคณะ, 1989) นอกจากเชื้อราแลวยัง
พบวามียีสตหลายสายพันธุสามารถผลิตกรดมะนาวไดดีเชนกันแตสําหรับแบคทีเรียไมไดรับความ
สนใจเพราะใหผลผลิตต่ํา (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 

 
2.2 สมบัติของกรดมะนาว 
 
  กรดมะนาวมช่ืีอทางเคมีวา กรด 2-ไฮดรอกซี-1,2,3-โพรเพนไตรคารบอกซิลิก เปน
กรดอินทรียทีป่ระกอบดวยหมูคารบอกซิล 3 หมู และหมูไฮดรอกซลิ 1 หมู มีโครงสรางทางเคมีดัง
รูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2.1 โครงสรางทางเคมีของกรดมะนาว 
 
  กรดมะนาวทีป่ราศจากน้ํา (anhydrous citric acid) มีสูตรโมเลกุล C6H8O7 น้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 192.13 ไดจากการตกผลกึสารละลายเขมขนของกรดมะนาวที่อุณหภูมิสูงกวา 36.6 
องศาเซลเซียส มีจุดหลอมเหลวที่อุณหภูมิ 153 องศาเซลเซียส ความหนาแนนเทากับ 1.665 สําหรับ
กรดมะนาวชนิดที่มีน้ําอยู 1 โมเลกุล (citric acid monohydrate) มีสูตรโมเลกุล C6H8O7.H2O น้ําหนกั
โมเลกุลเทากับ 210.14 ไดจากการตกผลึกสารละลายที่อุณหภูมิต่ํากวา 36.6 องศาเซลเซียส มีจุด
หลอมเหลวทีอุ่ณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กรดมะนาวมคีา pKa ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ดังนี้ 
pKa1 = 3.128, pKa2 = 4.761และ pKa3 = 6.396 ลักษณะทัว่ไปเปนผลึกสีขาว มีรสเปรี้ยว มีความเปน
พิษต่ํา ยอยสลายงาย และละลายในน้ําไดด ี(Bouchard และ Merritt, 1979)  

 
2.3 ประโยชนของกรดมะนาว 
 
  ปจจุบันทัว่โลกมีความตองการกรดมะนาวเพิ่มขึ้น เนื่องจากกรดมะนาวมี
ความสามารถในการละลายสูง ความเปนพิษต่ํา มีรสเปรี้ยวและมีคณุสมบัติในการจับไอออนของ
โลหะหนกัและการเปนบฟัเฟอร ดังนั้นจงึมีการนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรม
อาหารและเครือ่งดื่ม เภสัชกรรม และอุตสาหกรรมอื่นๆ (Marison, 1988) ดังนี ้

2.3.1 อุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม  
เปนสารใหความเปรี้ยวและเพิ่มรสชาติในน้ําผลไม อาหารกระปอง เจลลี่ ปองกัน

การบูดเสียในเครื่องดื่ม เนยแข็งและเนยเหลว ปองกนัการขุนและการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันใน
ไวน เปนตน (Marison, 1988) 

2.3.2 อุตสาหกรรมเภสัชกรรม  
ใชผสมกับไบคารบอเนต และคารบอเนตในการผลิตยาลดกรดในกระเพาะอาหาร 

ใชเตรียมสารละลายสําหรับการปองกันการแข็งตัวของเลือดและชวยปองกันการเกดิปฏิกิริยา
ออกซิเดชันในการเตรียมวติามิน เปนตน (Bouchard และ Merritt, 1979) 
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2.3.3 อุตสาหกรรมอื่นๆ เชน  
อุตสาหกรรมผงซักฟอกใชในรูปเกลือไตรโซเดียมซิเตรทแทนสารเตตระ

โพแทสเซียมไพโรฟอสเฟต เพราะยอยสลายงาย และไมเปนพิษตอสัตวน้าํ อุตสาหกรรม
เครื่องสําอางใชเปนสารละลายบัฟเฟอรเพือ่ควบคุมคาความเปนกรดดางในเครื่องสําอาง และ
อุตสาหกรรมโลหะใชเปนสวนผสมในน้ํายาขัดโลหะ น้าํยาลางสนิม เปนตน (Bouchard และ 
Merritt, 1979) 
 
2.4 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อราพบวาใชเวลาในการหมกันานและสายพนัธุไมคงที่ 
และมียีสตหลายสายพันธุทีส่ามารถผลิตกรดมะนาวได เชน 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., เปนตน (Marison, 1988) การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตไดรับความสนใจมาก
ขึ้นเนื่องจากยสีตมีขอดีหลายประการเมื่อเปรียบเทียบกบัเชื้อรา เชน ใชสารแหลงคารบอนไดหลาย
ชนิดและทนตอความเขมขนของสับสเตรทสูง และยีสตเจริญเร็วกวาทําใหเวลาในการหมักสั้นลง
รูปแบบการหมักดวยยีสตสวนมากเปนการหมักในอาหารเหลวและสามารถหมักแบบแบทช(batch 
fermentation process) (Maddox and Kingston, 1983) แบบตอเนื่อง (continuous fermentation 
process) (Rymowicz และคณะ, 1993; Klasson และคณะ, 1989) และแบบเฟดแบทช (fed-batch 
fermentation process) (Rane และ Simst, 1995; Crolla และ Kennedy, 2004) นอกจากนีย้ังมีการ
นําเอาวิธีตางๆ มาใชรวมในการผลิตเพื่อเพิ่มผลผลิต เชน การเวียนเซลลเพื่อนํากลับมาใชใหม (Rane 
และ Simst, 1995; Enzminger และ Asenjo, 1986) การตรึงเซลล (cell immobilization) (Maddox 
and Kingston, 1983; Kautola และคณะ, 1991; Tisnadjaja และคณะ, 1996; Rymowicz และคณะ, 
1993) และการแยกผลิตภณัฑควบคูกับกระบวนการหมกั (extractive fermentation) (Jianlong และ
คณะ, 2000) เปนตน 
 
2.5 ชีวเคมีของการผลติกรดมะนาวดวยยีสต 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตนั้น กลูโคสถูกเปลี่ยนเปนไพรูเวท (pyruvate) โดยวิถี
ไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) ไพรูเวทถูกเปลี่ยนไปเปนอะซิติล-โคเอ (acetyl-CoA) และรวม
กับออกซาโลอะซิเตท (oxaloacetate) โดยเอนไซมซิเตรทซินเตส (citratesynthase) ไดกรดมะนาว
ซ่ึงเปนสารตัวกลางในวัฎจักรเครปส (รูปที่ 2.2) การสะสมกรดมะนาวเกิดขึน้เนื่องจากมีความ
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ผิดปกติของวฏัจักรเครปสโดยมีเอนไซมสําคัญ 2 ชนิด คอื อะโคนิเตส (aconitase) และไอโซซิเตรท 
ดีไฮโดรจิเนส (isocitrate dehydrogenase) ชวงที่มีการผลิตกรดมะนาวนั้นเอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะมี
กิจกรรมลดลง ในขณะที่เอนไซมซิเตรทซินเตสมีกิจกรรมสูงขึ้น (Marison, 1988) 
 

 
 

รูปที่ 2.2 วิถีการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตผานทางวัฏจักรเครปส 
    หมายถึง การยบัยั้งแบบยอนกลับ (feedback inhibition) 
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2.6 ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
 

2.6.1 สายพันธุยีสต 
  มียีสตหลายสายพันธุโดยเฉพาะในกลุม Candida sp.สามารถผลิตกรดมะนาวไดดี 
การเลือกสายพันธุยีสตตองเลือกยีสตที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตกรดมะนาว ใชแหลงคารบอน
ไดหลายชนิด ใหกรดชนดิอื่นที่ไมตองการในปริมาณนอย ทนตอโลหะหนกั มีกิจกรรมของ
เอนไซมอะโคนิเตสต่ํา และใชเวลาในการหมักสั้น (Crolla และ Kennedy, 2004) 
 

2.6.2 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
   2.6.2.1 สารแหลงคารบอน 
   ยีสตสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนดิ ไดแก กลูโคส ฟรุกโทส 
กากน้ําตาล แปงมันสําปะหลังที่ถูกยอยดวยเอนไซม เซลลูโลสที่ผานการยอย (Rane และ Simst, 
1995) แอลกอฮอล (Wojtatowicz และคณะ, 1991) กลีเซอรอล (Venter และคณะ, 2004) สาร
ไฮโดรคารบอน (Moresi และคณะ, 1980) เปนตน โดยที่ชนดิและปริมาณของแหลงคารบอนที่
เหมาะสมขึ้นอยูกับสายพนัธุที่ใช นอกจากนี้ควรเปนสารที่หาไดสม่ําเสมอและราคาถูกเพื่อให
สามารถขยายไปสูระดับอุตสาหกรรมได (Marison, 1988) 
   2.6.2.2 สารแหลงไนโตรเจน 
   การผลิตกรดมะนาวโดยยีสตจําเปนจะตองควบคุมปริมาณสารแหลง
ไนโตรเจนใหเพียงพอตอการเจริญเทานั้นเนือ่งจากยีสตจะสะสมกรดมะนาวหลังจากทีแ่หลง
ไนโตรเจนในอาหารถูกใชหมดแลว (Rane และ Simst, 1995) สําหรับชนิดของสารแหลงไนโตรเจน
พบวา ยีสตสามารถใชไดทั้งในรูปของอินทรียไนโตรเจน ไดแก สารสกัดจากยีสต เปปโตน น้ําแช
ขาวโพด (cornstreep liquor) และอนินทรยีไนโตรเจน ไดแก แอมโมเนยีมซัลเฟต แอมโมเนียม 
คลอไรด (Wojtatowicz และคณะ, 1991) แอมโมเนียมไนเตรท เปนตน ชนดิของสารแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมจะขึ้นอยูกับสายพนัธุยีสต ซ่ึงอาจเลือกใชชนิดใดชนิดหนึง่หรือใชควบคูกัน 
(Hamissa และคณะ, 1981) 

2.6.2.3 ฟอสเฟต 
   ฟอสเฟตเปนสารที่จําเปนตอการเจริญและการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
ฟอสฟอรัสเปนปจจยัที่จําเปนตอเมตาบอลิซึมเพื่อใหไดพลังงานและยงัเปนองคประกอบของสวน
สําคัญตางๆในเซลล เชน กรดนิวคลีอิก นิวคลีโอไทด และฟอสฟอลิปด เปนตน ดังนั้นการจํากัด
ปริมาณฟอสเฟตซึ่งมีผลตอการทํางานของเอนไซมและการไมแสดงออกของยีนทําใหเกิดการ
สะสมของกรดมะนาว (Kubicek และ Rohr, 1986) โดยรูปของฟอสเฟตที่นิยมใชคือ โพแทสเซียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
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   2.6.2.4 แรธาตุ 
   แรธาตุหลายชนิดมีผลตอการเจริญและการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต เชน 
แมกนีเซยีม แมงกานีส เหล็ก ทองแดง สังกะสี ตะกัว่ เปนตน มีการศึกษาพบวาแมกนีเซียมซัลเฟต 
และแมงกานีสซัลเฟต เปนแรธาตุที่จําเปนตอการผลิตกรดมะนาว (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
และแมกนีเซียมยังเปนโคแฟคเตอรของเอนไซมหลายชนดิภายในเซลลที่สําคัญคือ เอนไซมจําพวก
ไคเนส (Marison, 1988) เมื่อเติมเหล็กซัลเฟตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อทําใหเชื้อ Candida sp. ผลิตกรด
มะนาวไดนอยลงแตผลิตกรดไอโซซิตริกมากขึ้น (Furukawa และคณะ, 1977) ในขณะที่เมื่อเติม
ทองแดงซัลเฟตความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตรเชื้อยีสตจะผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึ้น และในอาหาร
ที่เติมสารตะกัว่ปริมาณ 0.5 - 1.5 กรัมตอลิตร เชื้อยีสตจะผลิตกรดมะนาวสูงกวาในอาหารที่ไมมีการ
เติมสารตะกั่ว (Fired, 1972) สวนเหล็กไอออนจะกระตุนการทํางานของเอนไซมอะโคนิเตสทําให
กรดมะนาวถูกเปลี่ยนเปนกรดไอโซซิตริก (Marison, 1988) 

2.6.2.5 สารเสริมอื่นๆ  
   นอกจากสารตางๆ ดังกลาวขางตนแลวยงัมีการเติมสารบางชนิดซึ่งเปน
สารที่จําเปนสําหรับการเจรญิและการผลิตกรดมะนาวของยีสต เชน ไธอะมีน ซ่ึงใชอยูในรูปของ
ไธอะมีนไฮโดรคลอไรด กรดนิโคตินิก และไบโอติน หรือเติมสารประกอบอินทรยี เชน สารสกัด
จากยีสต และน้ําแชขาวโพด (Abou-Zeid และ Ashy, 1984) 
   2.6.2.6 คาความเปนกรดดาง 
   การผลิตกรดมะนาวโดยยีสต เมื่อมีการสะสมกรดมะนาวระหวางการหมัก
จําเปนตองเติมสารที่ใชปรับคาความเปนกรดดางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ เชน แคลเซียมคารบอเนต 
(Kautola และคณะ, 1991)โซเดียมไฮดรอกไซด (Tisnadjaja และคณะ, 1996; Wojtatowicz และ
คณะ, 1991) โซเดียมคารบอเนต แคลเซียมไฮดรอกไซด และโปแตสเซยีมไฮดรอกไซด เปนตน เพื่อ
ควบคุมคาความเปนกรดดางที่ลดลงซึ่งจะมีผลยับยั้งการเจริญและการผลิตกรดมะนาว (Moresi และ
คณะ, 1980) โดยที่คาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อจะอยูในชวง 4.5 – 6.5 ในการเลือกใช
สารใดยอมขึ้นอยูกับความเหมาะสม สําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดบัขวดเขยานิยมใชแคลเซียม
คารบอเนต โดยการเติมลงในอาหารเลี้ยงเชือ้ตั้งแตเร่ิมตน (Kubicek และ Rohr, 1986)  
   2.6.2.7 อุณหภมูิ 
   อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตกรดมะนาวนั้นขึ้นอยู
กับสายพันธุทีใ่ช โดยท่ัวไปอยูระหวาง 25 – 30 องศาเซลเซียส (Marison, 1988) มีการศึกษาผลของ
อุณหภูมิตอการผลิตกรดมะนาวโดยยีสต Candida citrica MT-1001 พบวาที่อุณหภูมิสูงหรือต่ํา
เกินไปจะทําใหการผลิตกรดมะนาวลดลง เนื่องจากยีสตนําสับสเตรทไปใชในการเจริญเติบโตมาก 
และใชสรางกรดอินทรียอ่ืนๆ แทนกรดมะนาว เชน กรดไอโซซิตริก เปนตน (Furukawa และคณะ, 
1977) 
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   2.6.2.8 การใหอากาศและการกวน 
   การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตเปนการหมกัในภาวะที่ตองการอากาศ ดังนัน้
ในระหวางการหมักโดยเฉพาะในชวงที่เชือ้มีการเจริญจาํเปนตองใหอากาศอยางเพยีงพอซึ่งการ
ถายเทออกซิเจนในถังหมกัขึน้กับองคประกอบหลายอยางเชน อัตราการใหอากาศ และอัตราการ
กวนซึ่งตองใชควบคูกันอยางเหมาะสม และหากมกีารเพิ่มคาออกซิเจนที่ละลายในน้ําหมักจะมีผล
ทําใหประสิทธิภาพการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตสูงขึ้น (Rane และ Simst, 1995) 
 
2.7 วิธีการตรึงเซลลจุลินทรีย 
 

การตรึงเซลลจุลินทรียเปนการจํากัดเซลลใหอยูในขอบเขตที่กําหนด แตยังคง
คุณสมบัติในการเปนแหลงผลิตเอนไซมและมีความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยาสามารถใช
ในการผลิตแบบตอเนื่องได (Chibata, 1978) เซลลตรึงมีสมบัติที่ดีเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอิสระ 
ไดแก มีความเสถียรมากกวาเซลลอิสระ นํากลับมาใชซํ้าได ชวยใหแยกผลผลิตไดงายและชวยเพิ่ม
อัตราการผลิตเนื่องจากมีเซลลจํานวนมากที่ถูกกักอยูในตัวกลางที่ใชตรึง (Tisnadjaja และคณะ, 
1996; Santos และคณะ, 2005) แตเซลลตรึงมีขอเสียบางประการเมื่อนําไปใชในการหมัก เชน มี
เซลลหลุดออกจากตวักลางที่ใชตรึง ขอจํากัดของการแพรผานของสารที่มีความจําเปนตอการเจริญ
ของเซลล เชน สับสเตรท อากาศ เปนตน  

การตรึงเซลลตามเทคนิคของ Chibata (1978) มี 3 วิธีคือ วิธีการยึดดวยสารตัวกลาง 
(Carrier-binding method) วธีิการเชื่อมไขว (Cross-linking method) และวิธีการกกัขัง (Entrapment 
method) ดังนี้ 
  2.7.1 วิธีการยดึดวยสารตัวกลาง หมายถึง การเชื่อมเซลลกับสารตัวกลางโดยตรง 
แบงได 2 วิธี ดังนี ้
   2.7.1.1 การเกาะกันดวยพันธะโควาเลนต (Covalent binding method)  

เปนการเชื่อมเซลลโดยตรงกับสารตัวกลาง โดยสารตัวกลางที่ใชสามารถ
เชื่อมตอกับสวนประกอบทีย่ดึเซลล เชนกลุมอะมิโน กลุมคารบอกซิล กลุมไฮดรอกซิล ของโปรตีน 
ขอดีของวิธีนีค้ือ เซลลถูกเชื่อมอยูที่ผิวหนาของสารตัวกลางอยางสม่ําเสมอทําใหมคีวามคงตัวและมี
การหลุดของเซลลนอย (Cheetham, 1980) ขอเสียของการตรึงเซลลดวยวิธีนี้คือความเปนพษิของ
สารตัวกลางที่ใชอาจทําใหเซลลสูญเสียกิจกรรมได 
   2.7.1.2 วิธีการดูดซับ (Adsorption method)  

เซลลจะดูดซับบนกับสารตัวกลางดวยพันธะไอออนิคหรือพันธะ
ไฮโดรเจนโดยอาศัยหลักทางธรรมชาติเคมีเนื่องจากผนงัของเซลลประกอบดวยกรดไดอะมิโนไพเล
มิค (Diaminopimelic acid) และเฮกโซซามิน (Hexosamines) ซ่ึงสามารถเกิดพันธะไอออนิคกับสาร
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ตัวกลางได การตรึงเซลลดวยวิธีนี้สามารถทําไดงายแตแรงดูดซับคอนขางออนทําใหเซลลหลุดได
งายเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดางหรือการไหลของเหลวในน้ําหรือการเกิดฟองอากาศ
หรือขณะมกีารแบงเซลล (Cheetham, 1980; Koshcheenko, 1981) 
 
  2.7.2 วิธีการเชือ่มไขว (Cross-linking method)  

เปนการเชื่อมเซลลเขากับสารตัวกลางโดยใชสารพวก 2 หมูฟงกชัน่ (bi-functional 
reagent) หรือสารมัลติฟงชั่น (Multifunctional reagent) เชน กลูทารัลดีไฮด (Glutaraldehyde) และ
โทลูอิน ไดไอโซไซยาเนต (Toluene diisocyanate) เปนตน การตรึงเซลลดวยวิธีนีจ้ะตองทําภายใต
ภาวะที่รุนแรงอาจทําใหเซลลตายได 

 
  2.7.3 การกักขงั (Entrapment method) แบงได 2 วิธี ดังนี ้
   2.7.3.1 การตรึงเซลลแบบไมโครแคปซูล (Microencapsulation)  

เปนการกกัขังเซลลในสารตัวกลางที่มีสมบัติเปนเยื่อกึ่งผาน 
(Semipermeable membrane) เชน สารพวกคอลลอยด หรือซิลิโคน ซ่ึงสามารถปองกันการซึมผาน
เยื่อของเซลลแตยอมใหสับสเตรทและผลผลิตผานเยื่อไดอยางอิสระ เปนวิธีที่งายแตเซลลตรึงไม
แข็งแรงพอที่จะใชในอุตสาหกรรมและอาจมีปญหาการตกตะกอนของเซลลเกิดขึ้นดวย (Cheetham, 
1980) 
   2.7.3.2 การตรึงเซลลแบบแลททิช (Lattic type)  

เปนวิธีที่ไดรับความนิยมเพราะสามารถใชไดกับเซลลทุกชนิด โดยการ
กักขังเซลลไวภายในชองวาง 3 มิติในเจลของสารตัวกลางที่เปนสารโพลิเมอรซ่ึงนิยมใชสารพวก 
biochemically inert hydrogel และใชหลักการเกิดเจลซึ่งทําใหเกดิโครงสราง 3 มิติ ที่มีลักษณะเปนรู
พรุน  
  ในการเตรยีมเซลลตรึงมีหลายวิธีขึ้นอยูกับสมบัติของสารตัวกลางที่ใชในการตรึง
เซลลซ่ึงแตละวิธีมีขอปลีกยอยแตกตางกันได แตโดยทั่วไปแลวปจจัยที่สําคัญในการพิจารณาคอื 
สมบัติทางกลศาสตร (Mechanical property) สมบัติทางกายภาพ (Physical property) ความแข็งแรง 
(Strength) ความชอบน้ํา (Hydrophilicity) สภาพใหซึมผาน (Permeability) ความทนตอ
สภาพแวดลอมทางกายภาพ สารเคมี และการยอยสลายของจุลินทรีย เปนตน นอกจากนีก้ารตรงึ
เซลลตองใหอยูในภาวะที่ปลอดเชื้อจึงตองเลือกสารที่ทนตอความรอนและความดันสูง สารตัวกลาง
ตองไมเปนอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอม และไมกระทบกระเทือนตอระบบเมตาบอลิซึมของ
เซลล และควรพิจารณาในดานราคา การยอมรับ และความสามารถในการนํากลับมาใชใหมไดอีก 
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2.8 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรงึ 
  

มีการศึกษาโดยนําวิธีการตรึงเซลลมาใชในกระบวนการหมัก เชน การผลิต
แอลกอฮอลดวยเซลลตรึง Saccharomyces cerevisiae (Najafpour และคณะ, 2004) การผลิตกรด 
แลคติกดวยเซลลตรึง Rhizopus oryzae (Xuenmei และคณะ, 1999) การผลิตไซลิทอลดวยเซลลตรึง 
Candida guilliermondii (Silva และคณะ, 2003) การผลิตกลูโคอะไมเลสดวยเซลลตรึง 
Kluyveromyces lactis (Alteriis และคณะ, 2004) เปนตน และยังมกีารนาํเอาวิธีการตรงึเซลลมาใชใน
การผลิตกรดมะนาวเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว 

มีรายงานการศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง ไดแก การตรงึเซลลยีสต 
Saccharomycopsis lipolytica ดวยวิธีกกัขังในพอลิเอไครลาไมด (polyacrylamide) เล้ียงเซลลใน
อาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาเซลลตรึงมีอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 50 มิลลิกรัม
ตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงใหคาสูงกวาการผลิตดวยเซลลอิสระ (อัตราการผลิตเทากับ 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตรตอช่ัวโมง) สามารถเก็บเซลลตรึงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วันโดยไมสูญเสีย
ความสามารถในการเปนตัวเรงปฏิกิริยา (Maddox และ Kingston, 1983) ตอมามีการศึกษาผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตตรึง Yarrowia lipolytica ทั้งในขวดเขยาและถังหมักแบบแอรลิฟต เปรียบเทียบสาร
ตัวกลางชนิดตางๆ ที่ใชตรึง คือ แคลเซียมอัลจิเนต แคปปาคารราจิแนน พอลียูรีเทนเจล ไนลอนเวป 
พบวาการหมกัในขวดเขยาเมื่อใชแคลเซียมอัลจิเนตเปนสารตัวกลางใหอัตราการผลิตกรดมะนาว
สูงสุดเทากับ 155 มิลลิกรัมตอลิตรตอชั่วโมง สําหรับการหมักในถังหมักแบบแอรลิฟต (air-lift 
fermentor) เมื่อใชแคปปาคารราจิแนนเปนสารตัวกลางใหอัตราการผลิตกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 
120 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Kautola และคณะ, 1991)  

นอกจากนี้ยังนําเอาการตรึงเซลมาใชรวมกับการผลิตกรดมะนาวแบบตอเนื่องโดย
ตรึงเซลลยีสต Yarrowia lipolytica A-101 ในแคลเซียมอัลจิเนตและผลิตกรดมะนาวในถังหมัก 
แอรลิฟตแบบตอเนื่อง พบวาใหอัตราการผลิตสูงสุดเทากับ 350 มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
(Rymowicz และคณะ, 1993) และมีการศึกษาตรึงเซลลเพื่อผลิตกรดมะนาวโดยวธีิดูดซับบนวัสดุ
เหลือใชทางการเกษตร ซ่ึงเปนวิธีที่ประหยัด ทําไดงาย โดยตรึงเซลลยีสต Candida guilliermondii 
บนขี้เล่ือยและหมักในถังหมกั bubble column แบบตอเนื่อง พบวาใหอัตราการผลิตกรดมะนาว
เทากับ 0.24 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ในขณะทีก่ารผลิตกรดมะนาวดวยเซลลอิสระในการหมักแบทช
ใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพียง 0.18 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง (Tisnadjaja และคณะ, 1996) 
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2.9 การหมักดวยระบบ perfusion ใชรวมกับ spinfilter 
 
  ระบบ perfusion เปนระบบที่ถูกนํามาใชในการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก
ไฮบริโดมาเซลล โดยทั่วไปไฮบริโดมาเซลลเจริญคอนขางชา ตองใชระยะเวลาการหมักนาน ดังนัน้
จึงตองทําการควบคุมภาวะในการหมักใหมีความเหมาะสมตอการเจริญและตองปอนสาร 
อาหารเขาไปในถังหมักพรอมกับดึงเอาผลิตภัณฑออกระหวางการหมักแบบตอเนื่อง ดังนั้นจึงตอง
ใช spinfilter ซ่ึงเปนอุปกรณที่มีขนาดรูพรุนขนาดเล็ก มีผิวเรียบมาชวยในการหมัก โดยนํามาแยก
เซลลออกจากผลิตภัณฑระหวางการหมกั ชวยใหการแยกทําไดสะดวกเพราะไมตองปนแยกเซลล
ออกจากน้ําหมักภายนอกถังหมัก สามารถผลิตแบบตอเนื่องไดดี เซลลไมหลุดออกจากระบบและ
เซลลเจริญไดเปนระยะเวลานานในถังหมกัทําใหอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพิ่มขึ้น 
  มีรายงานการใชระบบ perfusion โดยใช spinfilter สําหรับแยกผลิตภัณฑในการ
ผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดยศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีจากไฮบริโดมาเซลล
ไลน H22 แบบตอเนื่อง พบวาที่อัตรา perfusion เทากับ 0.75, 2.0 และ 2.9 ตอวัน ทําใหไดความ
หนาแนนของเซลลสูงสุดเทากับ 2x107 เซลลตอมิลลิลิตร และภายใตภาวะของการหมักพบวาอัตรา
การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะมีคาเพิ่มขึ้นตามความหนาแนนเซลลที่เพิ่มขึ้นและอัตรา
การใชสารอาหารและอัตราการผลิตมีคาเพิ่มขึ้นตามอัตราการเจริญจําเพาะของเซลลที่เพิ่มขึ้น 
(Gautam และ Carole, 1995) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีแบบเฟด
แบทชเพอรฟวชัน (feb-batch and perfusion) เพื่อเพิ่มอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดใีนถัง
หมักขนาด 5 ลิตร และใช spinfilter ขนาดรูพรุนเทากับ 10 ไมโครเมตร พบวาไดความหนาแนนของ
เซลลปริมาณสูงมากกวา 1.9x107 เซลลตอมิลลิลิตร ทําใหอัตราการผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี
เพิ่มขึ้นเทากับ 325 มิลลิกรัมตอลิตรตอวัน (Feng และคณะ, 2005)  
  เนื่องจากการหมักระบบ perfusion โดยใช spinfilter มีขอดีที่คลายคลึงกับการตรึง
เซลลคือ ทําใหเซลลไมหลุดออกจากระบบและเซลลสามารถเจริญไดเปนระยะเวลานานในถังหมกั
โดยไมสูญเสียแอคติวิตี ชวยใหการแยกผลิตภัณฑระหวางการหมักทําไดสะดวก และหมกั
แบบตอเนื่องได ดังนัน้จึงเปนอีกวิธีการหนึ่งที่นาสนใจที่จะนํามาประยุกตใชกับการผลิตกรดมะนาว
ดวยเซลลอิสระเพื่อเปนการพัฒนากระบวนการผลิตและชวยเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว 
 
2.10 การแยกกรดมะนาว 
 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตนั้น ยีสตจะใชแหลงคารบอนผานกระบวนการไกล
โคไลซิสแลวเขาสูวัฏจักรเครปส (Krebs cycle) ดังนั้นในน้ําหมักจึงมีส่ิงปนเปอนและสารประกอบ
พลอยได จึงตองมีขั้นตอนการแยกกรดมะนาวและทําใหบริสุทธิ์ โดยแยกจุลินทรียออกจากน้ําหมัก
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โดยการกรอง (filtration) หรือการปนเหวี่ยง (centrifugation) (Widiasa และคณะ, 2004) แลวนําน้ํา
หมักมาแยกกรดมะนาว วิธีการแยกกรดมะนาวทีใ่ชทัว่ไปในเชิงการคามี 2 วิธี ดังนี ้

 
2.10.1 การแยกกรดมะนาวโดยการตกตะกอน (Classical method) 

  เปนวิธีการแยกดั้งเดิม ทําไดโดยนําน้ําหมักที่แยกเซลลออกแลวมาตกตะกอนดวย
แคลเซียมออกไซด แคลเซียมไฮดรอกไซด หรือแคลเซยีมคารบอเนต แลวกรองแยกกรดมะนาวใน
รูปเกลืออัลคาไลนเอิรทออกจากน้ําหมัก นาํตะกอนมาละลายดวยกรดซัลฟูริก ไอออนของแคลเซียม
จะรวมตวักับไอออนซัลเฟตเปนเกลือแคลเซียมซัลเฟตซึ่งมีสมบัติละลายน้ําไดนอยจึงสามารถแยก
ออกจากสารละลายกรดมะนาวดวยการกรอง ขอเสียของการแยกดวยวิธีนี้คือ เกดิของแข็งเหลือทิง้
แคลเซียมซัลเฟตในปริมาณมาก และอาจเกิดการปนเปอนของเศษแคลเซียมซัลเฟตที่แตกหักดวย 
(Annadurai และคณะ, 1996; Bailly และคณะ, 2001; Pazouki และ Panda, 1998) 
 

2.10.2 การแยกกรดมะนาวดวยตวัทําละลาย (Solvent extraction) 
  การแยกดวยวธีินี้มีขอดีคือ ไมมีของเหลือทิ้งจากการแยก การแยกสามารถใชตัวทํา
ละลายอินทรีย ตัวทําละลายเอมีน หรือดวยเกลือเอมีน (Beniel, 1982) หลังจากแยกกรดมะนาวจาก
น้ําหมักใหอยูในตัวทําละลายแลว แยกกรดมะนาวออกจากตวัทําละลายเอมีนอีกครั้งดวยน้ํา 
ประสิทธิภาพการแยกขึ้นอยูกับสารเคมีที่ใช ภาวะของการแยก และจาํนวนขัน้ตอนที่ใชในการแยก
เพื่อใหสูญเสียกรดมะนาวนอยที่สุด การแยกกรดมะนาวดวยวิธีนี้มีขอเสีย คือมีสารปนเปอนจากน้ํา
หมักปนออกมามากจึงไมเหมาะสมที่จะนํามาใช (Sarmidi และคณะ, 2002) 

ขั้นตอนการแยกกรดมะนาวเปนสวนที่เพิ่มคาใชจายในการกระบวนการผลิต เพื่อ
ลดคาใชจายและใหการแยกเปนไปอยางมปีระสิทธิภาพจึงไดมีการศกึษานําเอาเทคนคิอ่ืนๆ มาใช
รวมในกระบวนการหลังการผลิต เชน การใชเมมเบรน (membrane) การใชอิเลคโทรไดอะไลซีส 
(electrodialysis) การใชอิเลคโทรดีไอออนไนซ (electrodeionization) (Widiasa และคณะ, 2004) 
และการแยกผลิตภัณฑระหวางผลิตโดยการแลกเปลี่ยนไอออนบนเรซิน (extractive fermentation) 
(Jianlong และคณะ, 2000) ซ่ึงเปนอีกวิธีการหนึ่งที่มีการศึกษาและนํามาใชในการผลิตระดับ
อุตสาหกรรมเพราะทําไดงาย ไมกอใหเกดิของเหลือทิ้งจากการแยก สามารถขยายขนาดจากระดบั
ตนแบบใหเปนระดับอุตสาหกรรมได และเมือ่ทําการหมักแบบตอเนื่องจะใหอัตราการผลิตสูง
เพราะชวยลดปญหาการยับยั้งการเกดิผลิตภัณฑเนื่องจากการสะสมผลิตภัณฑในระหวางการหมัก 
(Ye และคณะ, 1996; Cao และคณะ, 2002) 
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2.11 การแลกเปล่ียนไอออน (Ion exchange) 
 

การแลกเปลี่ยนไอออนเปนปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนไอออนกลับไปกลบัมา 
(reversible interchange) ระหวางตวักลาง 2 ชนิด คือตัวกลางของเหลวและของแข็ง โดยไมเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางดานโครงสรางของตัวกลางของแข็งที่ใชมากจะเปนเรซิน (resin) การแลกเปลี่ยน
ไอออนถูกนํามาประยุกตใชในหลายๆ ดาน เชน การแกความกระดางของน้ํา การทําใหน้ําบริสุทธิ์ 
การกําจัดสารอินทรีย เปนตน 

 
2.11.1โครงสรางของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
เรซินมีโครงสรางที่ประกอบดวย 2 สวนสําคัญ คือ โครงรางที่ไมมีประจไุฟฟาและ

หมูไอออนที่มปีระจุไฟฟา (functional group) โครงรางของเรซินเปนสวนที่ทําใหเรซนิคงรูปโดยไม
ละลายน้ําและไมแตกหัก สรางขึ้นจากสารประกอบไฮโดรคารบอนจํานวนมากที่เปนชนิดเดียวกนั
ซ่ึงตอกันเปนเสนยาวและมีไฮโดรคารบอนอีกชนิดหนึ่งมาทําหนาที่ประสานเพื่อใหเกดิเปนรูป 3 
มิติ ที่มีความโปรงหรือความพรุนซึ่งมีความสําคัญตอความสามารถในการแลกเปลีย่นไอออน และ
หมูไอออนที่มปีระจุไฟฟาจะเกาะจับอยูบนโครงรางไฮโดรคารบอนทําใหเรซินมีประจบุวกหรือลบ  

โครงรางไฮโดรคารบอนและหมูไอออนที่มปีระจุไฟฟาจบัตัวกันเปสวนประกอบ
ถาวรของเรซินและจําเปนตองมีไอออนอิสระที่มีประจตุรงขามมาทําใหเรซินเปนกลาง โดยเรซินจะ
มีไออน H+, Na+, Cl-, OH- ตัวใดตวัหนึง่เปนไอออนอสิระ ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนดิของเรซินและสิ่งที่
ตองการกําจัดออกจากสารละลาย ไอออนอิสระนี้จะจับอยูกับหมูไอออนของเรซินแบบชั่วคราวและ
พรอมที่จะแลกเปลี่ยนไอออนกับไอออนอืน่ที่ตองการกําจัดออกจากสารละลาย 

 
2.11.2 ประเภทของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
ชนิดของไอออนที่เกาะบนเรซินมีผลตอสมดุลและความจําเพาะเจาะจงของเรซิน 

สามารถแบงประเภทของเรซนิไดดังนี ้
2.11.2.1 เรซินแลกเปลี่ยนไอออนบวก (Cation-exchange resin)  
 คือเรซินที่ประกอบดวยหมูไอออน เชน –OH, -COOH, -PO(OH)2, SO3H 

เปนตน ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับไอออนบวก (cation) จากสารละลายที่อยูใกลเคียงได แบงยอยได
เปน เรซินแบบกรดแก (strong acid ion exchange resin) และ เรซินแบบกรดออน (weak acid ion 
exchange resin) มีปฏิกิริยาดงันี้ 
R-A+ + B+      R-B+ +  A+ ....................................(2.11.2.1) 
เรซินแลก      ไอออนที่อยู                        เรซินเมื่อ                ไอออนที่เรซิน  
เปลี่ยนไอออนบวก  ในสารละลาย แลกเปลี่ยนไอออนแลว          ปลอยออกมา 
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2.11.2.2 เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ (Anion-exchange resin)  
 คือเรซินที่ประกอบดวยหมูไอออน เชน หมูอะมิโน (-NH2) ทั้ง Primary, 

Secondary และTertiary amine และหมู Quaternary Ammonium ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับไอออนลบ 
(Anion) จากสารละลายที่อยูใกลเคยีงได แบงยอยไดเปนเรซินแบบดางแก (strong basic ion 
exchange resin) และ เรซินแบบดางออน (weak basic ion exchange resin) มีปฏิกิริยาดังนี ้

 
R+A- + B-     R+B- +  A- …………………………(2.11.2.2) 
เรซินแลก      ไอออนที่อยู                        เรซินเมื่อ                 ไอออนที่เรซิน  
เปลี่ยนไอออนลบ ในสารละลาย แลกเปลี่ยนไอออนแลว           ปลอยออกมา 
 

2.11.3 สมดุลของเรซิน  
  การแลกเปลี่ยนไอออนไมใชปฏิกิริยาทางเคมีแตเปนการดูดซับ (adsorption) ของ
ตัวถูกละลายบริเวณผิวของเรซินที่สมดุลเปนสมดุลระหวางความเขมขนของตัวถูกละลายใน
สารละลายกับความเขมขนของตัวถูกละลายบนเรซิน เปนความสัมพันธระหวางความเขมขนตัวถูก
ละลายบนเรซิน (q) มีหนวย กิโลกรัมตัวถูกละลายตอกโิลกรัมเรซินและความเขมขนตัวถูกละลาย
ในสารละลาย (c) มีหนวยกิโลกรัมตัวถูกละลายตอปริมาตรของสารละลาย เรียกวา Adsorption 
isotherm แบงไดเปน 3 ประเภท (ดังรูปที่ 2.3) ดังนี ้
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 2.3 Adsorption isotherm ทั้ง 3 ประเภท 
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2.11.3.1 Linear isotherm 
 สมดุลลักษณะนี้จะพบเมื่อทําการดูดซับสารละลายที่ความเขมขนของ

สารละลายต่ําๆ มีสมการความสัมพันธสอดคลองกับสมการของ Henry (Henry’s law)  
 

q = Kc ……………………………..(2.11.3.1) 
  เมื่อคา K เปนคาคงที่ มีหนวย ลิตรตอกิโลกรัมเรซิน 
 

2.11.3.2 Freundlich isotherm 
   สมดุลลักษณะนี้มักจะถูกนําไปอธิบายระบบที่มีการดูดซบัแบบกายภาพ มี
ความสัมพันธ ดังนี ้
 

q = Kcn ……………………………..(2.11.3.2) 
เมื่อคา K และ n เปนคาคงที่ และถาทําการเขียนกราฟ log-log ระหวางคา q และ c  

คา slopeที่ไดเปนคา n โดยทีค่า K จะขึ้นกบัคาของ n (Geankoplis, 1993) 
 

2.11.3.3 Langmuir isotherm มีสมการความสัมพันธ ดังนี ้
 

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

เมื่อคา q0 และ K เปนคาคงที ่มีหนวย กิโลกรัมตัวถูกละลายตอกิโลกรัมเรซิน และ 
กิโลกรัมตอลิตร ตามลําดับ ใชอธิบายการดูดซับบริเวณผิวของเรซินแบบ monolayer ที่สมดุล 
สามารถหาคาตัวแปรตางๆในสมการไดโดยเขียนความสมัพันธระหวางคา 1/q และ 1/c โดยทีค่า 
slopeที่ไดคือคา K/q0 และintercept คือคา 1/q0โดยทั่วไประบบของการดูดซับจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิ 
โดยที่ถาเพิ่มอณุหภูมิมีผลทําใหปริมาณของตัวถูกละลายที่ดูดซับบนเรซินลดลง ดังนั้นเพื่อใหการ
ดูดซับมีประสิทธิภาพจึงตองกระทําที่อุณหภูมิหองเพราะมีสภาวะทีใ่กลเคียงกับสภาวะเชิงปฏิบัติ
และสามารถทําไดงาย (Geankoplis, 1993) 

 
2.11.4 การทํางานของระบบการแลกเปลี่ยนไอออน แบงได 2 ประเภท คือ 

2.11.4.1 การทํางานแบบแบทช (Batch process) 
   เปนกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนที่งายทีสุ่ด สวนมากจะใชดูดซับตัว
ถูกละลายที่มปีริมาณนอย สารละลายจะถูกกวนผสมกบัเรซินในถังจากนั้นจึงแยกเรซินออกโดยการ
กรองหรือตกตะกอน ความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนของวิธีนี้ขึ้นอยูกับคาคงที่สมดุลของ
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ระบบการแลกเปลี่ยนไอออนและพบวาจะมสีมดุลแบบ Freundlich หรือ Langmuir และตองอาศัย
หลักการของ material balance ดังแสดงในสมการที่ 2.11.4.1 
 

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

โดยที ่ cF คือ ความเขมขนเริ่มตนของตวัถูกละลาย (กรัมตอลิตร)  
  c คือ ความเขมขนของตัวถูกละลายที่สมดุล (กรัมตอลิตร) 
  qF คือ ความเขมขนเริ่มตนของตวัถูกละลายที่ดดูซับบนเรซิน (กรัมตอลิตร) 
  q คือ ความเขมขนของตัวถูกละลายที่ดูดซับบนเรซินที่สมดุล (กรัมตอลิตร) 
  M  คือ ปริมาณของเรซิน (กรัมหรือกิโลกรัม) 
  S คือ ปริมาตรของสารละลาย (ลิตร) 

เมื่อแปรคา q และเขียนความสัมพันธระหวางคา q และ c ไดกราฟเสนตรง 
 
   2.11.4.2 การทาํงานแบบคอลัมน (Column process) 
   ใชในการศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ เพื่อหาคาความสามารถในการ
แลกเปลี่ยนไอออนและสภาวะที่เหมาะสมของคอลัมน บรรจุเรซินลงคอลัมนแลวผานสารละลายเขา
คอลัมนที่อัตราการไหลคงที ่ ภาวะของการทํางานแบบคอลัมนจะมีความซับซอนมากกวาแบบ
แบทชความเขมขนของตัวถูกละลายที่ถูกดดูซับบนเรซินจะมีการเปลีย่นแปลงและมตีําแหนงที่
เปล่ียนไปในคอลัมนตามระยะเวลาของการดูดซับ ดังรูปที่ 2.4 เร่ิมตนพบวาไมมีความเขมขนของตัว
ถูกละลายบนเรซินแตเมื่อทําการผานสารละลายเขาคอลัมน ตําแหนงแรกของการสัมผัสระหวาง
สารละลายกับเรซินจะเริ่มเกดิการดูดซับ (adsorption) ทนัที เมื่อสารละลายไหลผานคอลัมนและทาํ
การเก็บสารละลายเปนลําดบัสวนจะพบวาความเขมขนของสารละลายบริเวณดานลางของคอลัมน
จะมีคาเทากับศูนย ไดความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายที่เวลา t1 เมื่อเขียน
ความสัมพันธระหวางคา c/c0 และความยาวคอลัมนหรือเวลา (เมื่อ c0 คือความเขมขนเริ่มตนของ
สารละลาย และ c คือความเขมขนของสารละลายที่ตําแหนงใดๆ ในคอลัมน) ดังรูปที่ 2.4 (a) เมื่อ
เวลาผานไปจะเกิดการดูดซบั (adsorption) หางจากดานบนคอลัมน เชน ที่เวลา t2 ความเขมขน
สารละลายมีการเปลี่ยนแปลงและเคลื่อนตามความยาวคอลัมน และเรซินจะอิ่มตวัดวยตวัถูกละลาย
และมีคาคงที่ เสนประบริเวณ t3 แสดงถึงสมดุลระหวางความเขมขนของตัวถูกละลายในสารละลาย
กับเรซิน 
   พิจารณาจากรปูที่ 2.4 (b) ที่เวลา t4 ความเขมขนของสารละลายดานลาง
คอลัมนก็ยังคงมีคาเทากับศูนยตอมาที่เวลา t5 พบวาความเขมขนของสารละลายจะเพิม่สูงขึ้น และ
สังเกตเห็นจุดที่เรียกวา break point เรียกความเขมขน ณ จุดนีว้า cb หลังจากจดุนี้ไปแลวความ
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เขมขนจะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆจนถงึจุดที่เรียกวา cd ซ่ึงเปนจุดสุดทายของ breakthrough curve แสดงให
เห็นวาคอลัมนไมมีความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนแลว ลักษณะของ breakthrough curve ที่
ดีควรจะแคบและมีความชันซึ่งแสดงถึงความสามารถในการแลกเปลี่ยนไอออนของคอลัมนที่จุด 
break point และประสิทธิภาพของเรซินในการแลกเปลีย่นไอออน ซ่ึงนํามาพิจารณาถึงการใชภาวะ
ที่เหมาะสมในการแยกไอออนจะชวยลดพลังงานและคาใชจายในขั้นตอนการแยก  

การทํางานแบบคอลัมนสามารถทําแบบตอเนื่องไดโดยบรรจุเรซินในคอลัมนและ
ปลอยสารละลายที่ตองการแยกสารไหลผานชั้นเรซินอยางตอเนื่องทําใหการแลกเปลีย่นไอออน
เกิดขึ้นตลอดเวลาเมื่อใชงานไปนานๆ เรซินจะหมดประสิทธิภาพ (Exhausted resin) จะตองฟน
ประสิทธิภาพ (regeneration) โดยใชสารละลายกรดหรือดาง ขึ้นกบัชนิดของเรซิน (Geankoplis, 
1993) 

 
 
รูปที่ 2.4 ความเขมขนของตัวถูกละลายในการดูดซับในคอลัมน (a) คา c/c0 ที่ตําแหนงและเวลา
ตางๆของการดูดซับในคอลมัน (b) breakthrough curve ของสารละลาย 
 
2.12 การประยุกตใชการแลกเปล่ียนไอออนในกระบวนการหมัก  
 

การแลกเปลี่ยนไอออนโดยการดูดซับบนเรซิน เปนวิธีที่นยิมใชในระดับ
อุตสาหกรรมเพราะทําไดงาย ประหยัดและลดคาใชจายในกระบวนการผลิต (Cao และคณะ, 2002)
เปนอีกวิธีที่ถูกนํามาศึกษาในระดับหองปฏิบัติการ โดยนาํคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาแยก
แอลกอฮอลออกจากน้ําหมกั (Pitt และคณะ, 1983) เพื่อพัฒนากระบวนการแยกและลดพลังงานใน
กระบวนการผลิต พบวาในขั้นตอนการดูดซับ (adsorption) และขั้นตอนการฟนประสิทธิภาพ
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คอลัมน (regeneration) ใชระยะเวลาเพียง 1 ชั่วโมงตอรอบ เมื่อเปรียบเทียบพลังงานที่ใชในการแยก
แอลกอฮอลพบวาการแยกดวยเรซินใชพลังงานเพียง 16 เปอรเซ็นต ในขณะที่วธีิการแยกเดิมใช
พลังงานถึง 30-60 เปอรเซ็นตของพลังงานทั้งหมด  

มีการศึกษาแยกกรดอินทรยีออกจากน้ําหมักโดยวิธีการดูดซับบนเรซิน เชน ศกึษา
แยกกรดแอล-แลคติก (L-(+)-lactic acid) ออกจากน้ําหมักดวยเรซิน Amberlite IRA-400 และศึกษา
สมบัติของเรซิน เชน adsorption isotherm, breakthrough curve ที่พีเอช 5.00 และ 2.00 และคา
ความสามารถในการดดูซับสูงสุด (qm) การแยกกรดแลคติกในระดับขวดเขยาพบวาภาวะที่
เหมาะสมในการแยกคือที่พเีอช 5.00 ใหลักษณะ isotherm แบบ Langmuir และ คา qm เทากับ 
222.46 มิลลิกรัมตอกรัมเรซิน และการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนภาวะที่เหมาะสมคือทีพ่ี
เอช 2.00 จาก breakthrough curve ใหคา qm เทากับ 106.0 มิลลิกรัมตอกรัมเรซิน ขั้นตอนการชะ
เพื่อใหไดกรดแลคติก ตวัชะที่เหมาะสมคือ น้ํากลั่น และใหเปอรเซน็ตของผลผลิตที่แยกไดสูงถึง 
92.11 เปอรเซ็นต จากผลการทดลองไดวาวิธีการนี้เปนวธีิการที่ประหยดั เพราะในขัน้ตอนการชะตวั
ชะที่ใชคือน้ํากลั่น และยังมคีวามเปนไปไดที่จะนําไปใชแยกผลผลิตควบคูกับการหมักแบบตอเนือ่ง 
(Cao และคณะ, 2002) และมีการศึกษาแยกกรดแอล-แลคติก (L(+)-lactic acid) ออกจากน้ําหมักดวย
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ Amberlite IRA-92 โดยแปรปจจยัในการแยกกรดแลคติก เชน อัตรา
การไหล ปริมาตรสารละลาย พีเอชของสารละลาย เพื่อใหไดคาบริสุทธิ์และอัตราการแยกกรด
เพิ่มขึ้น ในขัน้ตอนการทําใหบริสุทธิ์พบวาพีเอชของสารละลายชวง 5.00 ถึง 6.00 ที่อัตราการไหล
ต่ําๆ ใหผลผลิต และอัตราการผลิตเทากับ 82.6 เปอรเซ็นต และ 1.16 กรัมตอกรัมเรซินตอวัน 
ตามลําดับ (Tong และคณะ, 2004)  

ในกระบวนการหมักดวยจุลินทรียแบบแบทช เมื่อระยะเวลาในการหมกัผานไปจะ
เกิดการสะสมผลิตภัณฑและเปนผลใหเกดิปฏิกิริยาการยบัยั้งการผลิตจากการสะสมของผลผลิต ทํา
ใหผลผลิตที่ไดลดลง จึงมีการพัฒนากระบวนการผลิตโดยนําการหมักควบคูกับการแยก (Extractive 
fermentation) มาใชเพื่อนํามาลดปฏิกิริยาการยับยั้งการผลิตจากการสะสมของผลผลิตและเพื่อให
กระบวนการแยกมีประสิทธภิาพมากขึน้ วิธีการแยกที่ถูกนําใชควบคูกับการหมักก็คือการดดูซับ
ดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน ไดนํามาศึกษาการผลิตเม็ดสีควบคูการแยกโดยเรซินHP-20 พบวา ที่
ปริมาณเรซินเทากับ 10 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ใหอัตราการผลิตเม็ดสีสูงสุดเทากับ 6.92 
กรัมตอลิตร ไดอัตราการผลิตเพิ่มขึ้นเทากบั 31 เปอรเซ็นต (Kim และคณะ, 1999) ในการผลิตกรด
มะนาวไดนําวธีิการดังกลาวมาใชโดยศกึษาการผลิตกรดมะนาวดวยเชือ้รา A. niger ผานน้ําหมักจาก
ถังหมักไปยังคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบและแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมกัในขณะผลิต พบวา
ไดผลผลิตเพิ่มขึ้นจาก 0.338 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง เปน 0.543 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และลดเวลา
การหมักจาก 8 วันเหลือเพียง 6 วัน (Jianlong และคณะ, 2000) 



 

บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและสารเคมี 
 

3.1.1 อุปกรณ 
เครื่องกําเนิดคลื่นอุลตราโซนิค (sonicator) รุน Ultrasonic Cleaner D 200 ยี่หอ Delta 

ของบริษัท D.S.C. group ประเทศไตหวนั 
เครื่องเขยาผสม (vortex mixer) รุน K-550-GE ของบริษัท Scientific Industries, Inc. 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมแิบบหมุน (rotary incubator shaker) รุน G-25 ของบริษัท 

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

ญี่ปุน 
เครื่องชั่งแบบหยาบ (electronic balance) รุน FX-3000 ของบริษัท A&D ประเทศญี่ปุน 
เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) รุน KR-20000T ของบริษัท Kubota Corporation ประเทศ

ญี่ปุน 
เครื่องเพอริสตอลติกปม รุน 7554-20 ยี่หอ Masterflex ของบริษทั Cole Parmer 

Instrument Co., Ltd. ประเทศสหรัฐอเมริกา และรุน CH2A#459 ของบริษัท Amicon Co., Ltd. ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 21 ของบริษัท 
Bausch&Lomb ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องไฮเพอรฟอแมนซลิควดิโครมาโตกราฟฟ (HPLC) รุน LC-8A ชุดควบคุมระบบ 
SLC-8A และเครื่องวิเคราะหผล C-R4A Chromatopac ของบริษัท Shimadzu Corporation ประเทศญีปุ่น 

ตูบมเชื้อควบคมุอุณหภูมิ (incubator) รุน MIR 152 ของบริษัท Sanyo Electronic Co., 
Ltd. ประเทศญี่ปุน 

ตูปลอดเชื้อ (larminar flow hood) รุน NK System Clean Bench ประเทศญี่ปุน 
ตูอบเชื้อแบบแหง (hot air oven) รุน 94788 ของบริษัท Contherm Scientific Ltd. 

ประเทศนวิซีแลนด 
ตูอบไมโครเวฟ รุน MR-6650 ของบริษัท Hitachi Ltd. ประเทศญี่ปุน 
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ตูอบแหง (oven) รุนUL-80 บริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน 
ถังหมัก (fermentor) ขนาด 5 ลิตร รุน MD-300-5L ใบพัดแบบกังหัน 6 ใบ (6-blade 

turbine) เครื่องควบคุมภาวะ (Bioprocess controller) รุน MDIAC-SS ของบริษัท Marubishi ประเทศ
ญี่ปุน เครื่องอัดอากาศ (Air compressor) ของบริษัท Hitachi ประเทศญี่ปุน เครื่องควบคุมระบบน้าํหลอ
เย็น (Circulation type hardy cooler) รุน TRL-108 ของบริษัท Thomas Kagaka ประเทศญี่ปุน 

ถังหมัก (fermentor) ขนาด 2 ลิตร รุน BIOSTAT Bplus ของบริษัท Sartorious ใบพดั 3 
ใบ (3-blade segment impellers) ควบคุมการทํางานดวย Digital controller สามารถปอนโปรแกรมผาน
หนาจอแบบสัมผัส (Touch Screen Technology) 

มาตรวัดความเปนกรดดาง (pH meter) รุน F-13 ของประเทศญี่ปุน และมาตรวัดความ
เปนกรดดาง (pH Combination Electrode) สําหรับถังหมักขนาด 5 ลิตร รุน D-26 ของบริษัท TOA 
Electronics, Ltd. ประเทศญีปุ่น 

หมอนึ่งฆาเชื้อความดันไอน้ํา (autoclave) รุน KT-30 SD ของบริษัท ALP  
Co., Ltd. ประเทศญี่ปุน 
 

3.1.2 สารเคมี 
สารเคมี     บริษัทผูผลิต  ประเทศ  เกรด 
 
กรดซัลฟูริก    MERCK  เยอรมัน  Lab 
กรดไดไนโตรซาลิไซลิก   FLUKA   สวิสเซอรแลนด Analytical 
กรดฟอสฟอริก    CARLO ERBA  อิตาลี  Analytical 
กรดมะนาว    วิทยาศรม  ไทย  Commercial 
กรดมะนาวชนิดปราศจากน้าํ  SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
กรดไอโซซิตริก    SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
กรดทารทาริก    SIGMA   สหรัฐอเมริกา Analytical 
แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต            MERCK  เยอรมัน  Lab 
โซเดียมไฮดรอกไซด   MERCK  เยอรมัน  Lab 
เดรกซโทรส (กลูโคส)   สงวนชัยเคม ี  ไทย  Commercial 
ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต MERCK  เยอรมัน  Lab 
โปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  MERCK  เยอรมัน  Lab 
เปปโตน    DIFCO   สหรัฐอเมริกา Lab 
แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต  FLUKA   สวสิเซอรแลนด Lab 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  MERCK  เยอรมัน  Lab 
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สารเคมี     บริษัทผูผลิต  ประเทศ  เกรด 
 
สารสกัดจากยสีต   IBGE   ไทย  Lab 
สารสกัดจากมอลต   DIFCO   สหรัฐอเมริกา Lab 
วุนผง     พัฒนสินเอ็นเตอรไพรส ไทย  Commercial 
อัลจิเนต     SIGMA   สหรัฐอเมริกา Lab 
เอทานอล 95%    กรมสรรพสามิต  ไทย  Commercial 
แอมโมเนียมคลอไรด   FLUKA   สวิสเซอรแลนด Lab 
หมายเหต ุIBGE = สถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
 
3.2 เชื้อจุลินทรีย 
 
  เชื้อยีสต Candida  oleophila สายพันธุ NNU-62 
 
3.3 การเก็บรักษาเชื้อ 
 
  เขี่ยเชื้อโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อแลวลากบนอาหารแข็งลาดเอียง (agar slant) สูตรอาหาร YM 
(ภาคผนวก ก.1) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชัว่โมง เก็บในตูแชแข็งที่อุณหภูม-ิ70 
องศาเซลเซียส 
 
3.4 การเล้ียงเชื้อและการผลิตกรดมะนาว 
 

3.4.1 การเตรียมหวัเชื้อในขวดเขยา 
เล้ียงยีสตบนอาหารแข็งลาดเอียง บมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ถายเชื้อลงในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชื้อ (ภาคผนวก ก.1) เติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 2.5 
มิลลิลิตรตอหลอดอาหารแขง็ลาดเอียง ปเปตเซลลแขวนลอยปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในอาหารสําหรับ
เตรียมหวัเชื้อในขวดรูปชมพขูนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเครื่องเขยา ควบคุม
การหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เขยาดวยความเรว็ 300 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

 
3.4.2 การเตรียมหวัเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

  ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 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 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ํา
หมักตอนาที เปนเวลา 9 ช่ัวโมง 
 

3.4.3 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร 
  ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 3.4.1 ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ลงในถังหมกัขนาด 5 ลิตร 
ที่มีปริมาตรอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตร 2.7 ลิตร ควบคุมการหมักที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที ควบคมุคาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที เปนเวลา 120 ช่ัวโมง 
 

3.4.4 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร  
ถายหัวเชื้อทีเ่ตรียมไดจากขอ 3.4.1 ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ลงในถังหมักขนาด 2 ลิตรที่

มีปริมาตรอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตร 1.35 ลิตร ควบคุมการหมกัที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 600 รอบตอนาที ควบคมุคาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที เปนเวลา 120 ชั่วโมง  
 
3.5 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาว 
 
  เล้ียงยีสตตามวิธีขอ 3.4.2 นําเซลลแขวนลอยมาปนแยกเซลลดวยเครื่องปนแยก 
ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แยกสวนใสทิ้ง ลางเซลลดวย
น้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อ 2 คร้ัง เก็บเซลลไวทําการตรึงเซลล 
 

3.5.1 การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต 
  ผสมเซลลยีสตประมาณ 8.15 กรัม (น้ําหนกัเซลลแหง) ตอลิตร ปริมาตร 75 มิลลิลิตร 
ในสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขมขนรอยละ 4 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ปริมาตร 75 มิลลิลิตร แลว
หยดลงในสารละลายแคลเซยีมคลอไรดความเขมขน 0.5 โมลาร กวนเบาๆ ลางเซลลตรึงดวยน้ํากล่ันที่
ผานการฆาเชือ้ เซลลตรึงที่ไดจะมีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร เก็บเซลลตรึงเพื่อนําไป
ผลิตกรดมะนาว 
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3.5.2 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมกัขนาด 5 
ลิตร 
  ถายเซลลตรึงที่เตรียมไดจากวิธีขอ 3.5.1 ลงในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
สําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตรเริ่มตน 3.0 ลิตร กวนผสมที่ความเร็วรอบ 50 รอบตอ
นาทีและควบคุมภาวะการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอ
ปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด
ความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
 

3.5.3 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมักแบบ 
ฟลูอิดไดซเบด 
  ถายเซลลตรึงที่เตรียมไดจากวิธีขอ 3.5.1 ลงในถังหมักแบบฟลูอิไดซเบด ที่มีอาหาร
เล้ียงเชื้อสําหรบัผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) ปริมาตรเริ่มตน 2.0 ลิตร ควบคมุการหมักที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส อัตราการใหอากาศเทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอ
ปริมาตร) 
 
3.6 การศึกษาสมบัติของเรซินแลกเปล่ียนไอออนที่จะนําไปใชในการแยกกรดมะนาว 
  

3.6.1 เวลาที่สมดุลของเรซินในการดูดซับกรดมะนาว 
กรองเรซินแลวถายลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เทสารละลายกรดมะนาว

ความเขมขน 100 กรัมตอลิตรที่ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนดวยโซเดียมไฮดรอกไซดลงในขวด
บรรจุเรซินเขยาที่ความเร็วรอบ 300 รอบตอนาที เร่ิมจบัเวลา เก็บตัวอยางทุกๆ 1 ช่ัวโมง เปนเวลา 5 
ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC เปรียบเทียบเวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรด
มะนาวกับปรมิาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับบนเรซิน 3 ชนิด ไดแก Dowex 1x4-400 Dowex Marathon 
WBA และ Amberlite XAD-7 และแปรคาความเปนกรดดางของสารละลายกรดมะนาว ดังนี้ ชดุควบคุม 
(คาความเปนกรดดางเทากับ 1.90) และชุดทดลอง (คาความเปนกรดดางเทากับ 2.00, 3.00, 4.00, 5.00 
และ 6.00) คัดเลือกเรซินที่สามารถดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุดที่เวลาสมดุลของเรซิน  

 
3.6.2 ศึกษา ion exchange isotherm 
นําเรซินที่คัดเลือกจากขอ 3.6.1 มาศึกษา ion exchange isotherm โดยเตรียมสารละลาย

กรดมะนาวทีม่ีความเขมขนตั้งแต 0 ถึง 100 กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากบั 5.00 
ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ถายเรซิน 1.0 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร เติมสารละลายกรด
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มะนาวแตละความเขมขนปรมิาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที เปนเวลา 12 
ชั่วโมง เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาว วิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณความเขมขน
กรดมะนาวทีส่มดุลและปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับตอกรัมเรซิน แปรลักษณะของสารละลายกรด
มะนาว ไดแก สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา ที่ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และกรด
มะนาวที่มีใน production medium ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 

Ion exchange isotherm จะแสดงถึงคาความสามารถในการดูดซับกรดมะนาวของ 
เรซินซึ่งจะนําไปใชคํานวณหาปริมาณเรซนิที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลก 
เปล่ียนไอออนตอไป 
 
3.7 การหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปล่ียนไอออน 
 

3.7.1 การเตรียมเรซนิแลกเปลี่ยนไอออน 
  เตรียมเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ Dowex Marathon WBA ใหมีเคานเตอรไอออน
(counter ion) อยูในรูปของไฮดรอกไซดไอออน (OH-) โดยถายเรซินปริมาณ 15 กรัม ลงคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออน ผานสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นจนน้าํลางเรซินมีสภาพเปนกลาง  
 

3.7.2 คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
  คอลัมนแกว 2 ช้ัน ช้ันในมีขนาดเสนผานศนูยกลางเทากบั 0.8 เซนติเมตร ความยาว 40 
เซนติเมตร บรรจุเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ Dowex Marathon WBA ปริมาณ 15 กรัม มีปริมาตรวาง
ระหวางเรซิน (void volume) 4.0 มิลลิลิตร  
  ปริมาตรวางระหวางเรซิน (void volume) ไดจากการวดัปริมาตรน้ําที่อยูระหวาง
อนุภาคของเรซิน โดยบรรจเุรซิน 15 กรัม ลงคอลัมน เติมน้ํากลั่นใหเต็มคอลัมน แลวปลอยใหน้าํไหล
ออกจากคอลัมนจนคอลัมนแหง  
 

3.7.3 ขั้นตอนการดดูซับ 
  แปรปจจยั ไดแก อัตราการไหลของสารละลาย และลักษณะของสารละลายกรดมะนาว
ที่ผานเขาคอลัมน เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมน 

3.7.3.1 อัตราการไหลของสารละลาย 
3.7.3.1.1 เวลาที่สมดุลของเรซินในการดดูซับกรดมะนาว 
ทดลองเชนเดยีวกับขอ 3.6.1 โดยถายเรซิน Dowex Marathon WBA 
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ปริมาณ 1.0 กรัม เติมสารละลายกรดมะนาวความเขมขน 100 กรัมตอลิตร ปรับคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด เก็บตัวอยางทุกๆ 10 นาที เปนเวลา 1 ช่ัวโมง วิเคราะหปริมาณ
กรดมะนาวที่เหลืออยูในสารละลายดวยวิธี HPLC เวลาที่สมดุลของเรซินจะนําไปใชเปนขอมูลในการ
หาอัตราการไหลเบื้องตนสําหรับการดูดซบักรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนตอไป 
 

3.7.3.1.2 สารละลายกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
3.7.3.1.2.1 น้าํหมักของกรดมะนาว คาความเปนกรดดางเทากบั 

5.30 ทําการกรองน้ําหมักผานกระดาษกรอง GF/C (very fine glass microfiber filter) แลวผาน
สารละลายกรดมะนาวเขาคอลัมนบรรจุเรซินดวยอัตราการไหลที่เหมาะสม  

3.7.3.1.2.2 สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา คาความเปน
กรดดางเทากบั 5.00 ละลายกรดมะนาวความเขมขน 100 กรัมตอลิตรในน้ํากลั่นแลวผานเขาคอลัมน
บรรจุเรซินดวยอัตราการไหลที่เหมาะสม 

 
3.7.3.1.3 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการดูดซับของคอลัมน

แลกเปลี่ยนไอออน 
 ผานสารละลายกรดมะนาวเขาคอลัมนดวยอัตราการไหลเทากับ 3.75 

และ 7.5 มิลลิลิตรตอช่ัวโมงตอปริมาตรวางระหวางเรซิน เก็บสารที่ผานออกจากคอลัมนเปนลําดบัสวน 
นํามาวิเคราะหปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณหาอัตราสวนของปริมาณกรดมะนาวที่ผานออก
จากคอลัมนตอกรดมะนาวเริ่มตน เขียนกราฟ breakthrough curve เพื่อเปรียบเทียบหาอัตราการไหลที่
เหมาะสม  
 

3.7.4 ขั้นตอนการชะ 
ตัวชะทีใ่ช คือ กรดซัลฟูริก แปรความเขมขนของกรดซัลฟูริก 

3.7.4.1 เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินดวยกรดซัลฟริูก 
เตรียมเรซินทีดู่ดซับกรดมะนาว โดยทดลองเชนเดยีวกบัการทดลองที่ 3.6.1  

เขยาดวยอัตราเร็ว 300 รอบตอนาทีเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กรองแยกเรซินแลวลางเรซินดวยน้ํากลั่นเพือ่ลาง
กรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับแลวกรองแยกน้ํากลั่นออก ถายเรซินลงขวดรูปชมพู เติมสารละลายกรด 
ซัลฟูริก แปรความเขมขนเทากับ 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงใน
ขวดรูปชมพูทีบ่รรจุเรซิน เขยาดวยความเรว็ 150 รอบตอนาที เร่ิมจับเวลา เก็บตัวอยางทุก ๆ 1 ช่ัวโมง 
เปนเวลา 5 ชัว่โมง กรองแยกเรซินออก นําสารละลายไปวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC 
เขียนกราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวทีช่ะไดกับระยะเวลาในการชะเพื่อหาเวลาที่สมดุลของการชะ 
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3.8 การผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 2 ลิตรดวยระบบ perfusion โดยใช spinfilter ควบคูกับการ
แยกดวยคอลัมนแลกเปล่ียนไอออน 
 

กอนการใชคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบทําการฆาเชื้อโดยผานแอลกอฮอลความเขมขน 
70 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ผานคอลัมน แลวลางตามดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว สําหรับการ
เล้ียงเชื้อเพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร ตามวิธีขอ 3.4.4 ควบคุมคาความเปนกรดดาง
ในชวงกอนการทํางานของระบบแลกเปลีย่นไอออนโดยปอนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดรอยละ 40 
(น้ําหนักตอปริมาตร) เขาไปในถังหมัก เมือ่ทําการหมักถึงชั่วโมงที่ 24 หยุดปอนสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซดเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) และดึงน้ําหมกัออกจากถังหมกัผาน spinfilter ที่มี
ขนาดรูพรุนเทากับ 20 ไมโครเมตร ผานน้ําหมักเขาคอลัมนแลกเปลี่ยนประจุลบแลวเวยีนน้ําหมกักลับ
เขาถังหมัก เกบ็ตัวอยางทกุ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และ น้ําตาลกลูโคส
ที่เหลือ 
 
3.9 วิธีการวิเคราะห 
 

3.9.1 วัดการเจริญของเชื้อโดยวิธีหาน้ําหนกัเซลลแหง 
  ปเปตน้ําหมกัปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง Whatman GF/C ที่ทราบ
น้ําหนกัแหงแนนอน โดยใชเครื่องกรองอยางละเอียด (Millipore filter) และเครื่องสูบสุญญากาศ ลาง
เซลลดวยน้ํากล่ันที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 20.0 มิลลิลิตร นํากระดาษกรองที่มีเซลลไปอบที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทิ้งไวใหเยน็ในเดสิเคเตอรแลวช่ังน้าํหนักดวยเครือ่งชั่ง
ละเอียด หักน้ําหนกักระดาษกรองออกจะไดน้ําหนกัเซลลแหงหนวยเปนกรัมตอลิตร สวนสารละลาย
กรดมะนาว นาํไปวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และน้ําตาลกลูโคสที่เหลือ 
 

3.9.2 การวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวโดยใชเครื่องไฮเพอรฟอรแมนซลิควิดโคร 
มาโตกราฟฟ (HPLC)  
  ปเปตสารละลายตัวอยางปรมิาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง เตมิสารละลายตัว
พาปริมาตร 9.0 มิลลิลิตร แลวเติมสารมาตรฐานเปรียบเทยีบภายในปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขา
กัน กรองผานกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตท ฉีดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 ไมโครลิตรเขาเครื่อง 
HPLC โดยมีภาวะดังนี ้
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คอลัมน    : Selectosil 5 C18 ขนาด (I.D.) 4.6 มิลลิเมตร ยาว 25 เซนติเมตร 
สารละลายตัวพา   : ไดแอมโมเนยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต [(NH4)2HPO4]  

5 กรัมตอลิตร ในน้ําที่ปราศจากไอออน แลวปรับคาความเปนกรด
ดางเทากับ 2.00 ดวยกรดฟอสฟอริก 

สารมาตรฐานเปรียบเทียบ : กรดทารทาริก ความเขมขน 80 กรัมตอลิตร ในน้ําปราศจาก 
ไอออน 

อุณหภูมิที่ใช   : 40 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหล   : 1.0 มิลลิลิตรตอนาที 
เครื่องตรวจวดั   : สเปกโทรมิเตอรที่ความยาวคลื่น 214 นาโนเมตร 
 

เวลาที่อยูในคอลัมน (retention time) ของกรดมะนาวประมาณ 5.6 นาที และกรด 
ไอโซซิตริกประมาณ 3.8 นาที คาํนวณหาปริมาณกรดมะนาว และกรดไอโซซิตริก จากกราฟมาตรฐาน
กรดมะนาวในชวงความเขมขน 0.0-5.0 กรัมตอลิตร และกราฟมาตรฐานของกรดไอโซซิตริกในชวง
ความเขมขน 0.0-1.0 กรัมตอลิตร กราฟมาตรฐานเปนกราฟระหวางความเขมขนของกรดมะนาวหรือ
กรดไอโซซิตริกกับอัตราสวนของพื้นที่ใตกราฟของกรดตอสารละลายมาตรฐานเปรยีบเทียบภายใน 
(ภาคผนวก ค.1 และ ภาคผนวก ค.2) หนวยกรัมตอลิตร 

 
3.9.3 การวิเคราะหหาปริมาณกลูโคสที่เหลือ (Bernfeld, 1955) 

  ปเปตสารละลายตัวอยางที่เจอืจางที่เหมาะสม ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลอง เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข.2) ผสมใหเขากัน ปดฝา
หลอดทดลอง นําไปตมในอางน้ําเดือด 5 นาที ตั้งทิ้งไวใหเย็นในอางน้ําแข็ง 5 นาที เติมน้ําที่ปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 10.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร ใชน้ําปราศจากไอออนเปนตัวเปรียบเทียบ คํานวณหาปริมาณกลโูคสที่เหลือไดจากกราฟ
มาตรฐานของกลโูคส ในชวงความเขมขน 0.0-2.0 กรัมตอลิตร (ภาคผนวก ค.3) หนวยเปนกรัมตอลิตร 



 

 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และอภปิรายผล 
 
4.1 รูปแบบการเจรญิของเชือ้ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชือ้ในขวดเขยา 
 

ศึกษาการเจรญิของเชื้อ C.  oleophila NNU-62 เพ่ือหาอายุหัวเชื้อที่เหมาะสมโดยเลี้ยง
ในอาหารเหลว YM (ภาคผนวก ก.1) ตามวิธีขอ 3.4.1 เก็บตัวอยางทกุ 3 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหงตามวิธีขอ 3.9.1 ใหผลดังตารางที่ จ.1 (ภาคผนวก จ) และ รปูที่ 4.1 พบวาเชื้อ
อยูในระยะพักตัว (lag phase) เปนชวงเวลาส้ันๆ และเริ่มเขาสูระยะของการเจรญิแบบทวีคูณ (log 
phase) ตั้งแตช่ัวโมงท่ี 3 จนถึงช่ัวโมงที่ 15 จากนั้นเซลลจะไมเจรญิเพ่ิมขึ้นอีก เมื่อพิจารณาคาอัตราการ
เจรญิเติบโตจําเพาะพบวาช่ัวโมงที่ 12 ใหคาอัตราการเจรญิเติบโตจําเพาะสูงสุดเทากับ 0.707 ช่ัวโมง-1 
นํ้าหนักเซลลแหงเทากับ 4.23 กรัมตอลิตร ดังนั้นจึงเลือกใชอายุหัวเช้ือที่ช่ัวโมงที่ 12 สําหรับการเตรียม
หัวเชื้อในขวดเขยา 
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รูปที ่4.1 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรยีมหัวเช้ือใน 
ขวดเขยา 
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4.2 รูปแบบการเจรญิของเชือ้ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรียมหวัเชือ้ในถังหมักขนาด  
5 ลิตร 
 

ศึกษาการเจรญิของเชื้อ C. oleophila NNU-62 เพื่อหาอายุหัวเชื้อที่เหมาะสมใชในการ
ตรึงเซลล โดยเลี้ยงในอาหารเหลว (YM medium) ตามวธิีขอ 3.4.2 ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส อัตราการกวน 300 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอ
นาที เก็บตวัอยางทุก 3 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วิเคราะหนํ้าหนักเซลลแหงตามวธิขีอ 3.9.1 ใหผลดัง
ตารางที่ จ.2 (ภาคผนวก จ) และ รูปท่ี 4.2 พบวาเชื้ออยูในระยะพักตวั (lag phase) เปนชวงเวลาสั้นๆ 
และเริ่มเขาสูระยะของการเจรญิแบบทวีคณู (log phase) ตั้งแตช่ัวโมงที่ 3 เชื้อเจรญิเพิ่มขึ้นอยางรวดเรว็
จนถึงช่ัวโมงที ่ 12 จากนั้นเซลลจะไมมีการเจรญิเพิ่มขึ้นอีก ดังนัน้ในการตรึงเซลลในแคลเซียมอลัจเินต
จึงเลือกใชอายหัุวเชื้อช่ัวโมงที่ 9 มีคาอัตราการเจรญิเตบิโตจําเพาะสงูสุดเทากับ 1.367 ช่ัวโมง-1 และ
นํ้าหนักเซลลแหงเทากับ 8.15 กรัมตอลิตร  
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รูปที ่4.2 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับเตรยีมหัวเช้ือใน 
ถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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4.3 การผลติกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 

เลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว (ภาคผนวก ก.2) 
ตามวิธกีารทดลองขอ 3.4.3 เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหนํ้าหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว 
กรดไอโซซิตริก และกลูโคสที่เหลือ ใหผลตามตารางที่ จ.3 (ภาคผนวก จ) และรูปที ่4.3 และ 4.4 พบวา 
เชื้อเจรญิเพิ่มขึน้ตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 จนถึงชัว่โมงท่ี 120 และมีน้ําหนกัเซลลแหงสูงสุดที่ช่ัวโมงท่ี 48 
เทากับ 15.38 กรัมตอลิตร เชื้อเริ่มผลิตกรดมะนาวตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 เมื่อสิ้นสุดการหมักไดกรดมะนาว
เทากับ 76.61 กรัมตอลิตร เหลือปริมาตรน้ําหมักในถังหมักเทากับ 2,200 มิลลลิิตร คิดเปนปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดเทากับ 168.54 กรัม และใหอัตราการผลติกรดมะนาวเทากับ 0.638 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมง 

จากรูปที่ 4.4 แสดงคาการคาํนวณทางจลนพลศาสตรตัง้แตเริ่มตนจนถึงท่ีเวลาการหมัก
น้ัน พบวาความสามารถการใชกลโูคสในการผลิตกรดมะนาวของยีสต (Yp/s) มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมง
ท่ี 12 จนส้ินสุดการหมัก โดยเชื้อจะใชกลโูคสในการเจริญและผลิตกรดมะนาว ปริมาณกลูโคสในถัง
หมักจะลดลงในขณะที่ความเขมขนกรดมะนาวเพิ่มขึ้นตามลําดับจึงทาํใหคา Yp/s มีคาเพิ่มขึ้น คา
ความสามารถที่ยีสตมีกิจกรรมในการผลิตกรดมะนาว (Yp/x) มีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 เชื้อจะผลิต
กรดมะนาวเมือ่ใชสารแหลงไนโตรเจนหมดและเซลลอยูในระยะเจริญคงที่ จากนัน้เซลลจะผลิตกรด
มะนาวโดยใชกลโูคสผานวถิีไกลโคไลซิสเขาสูวัฎจักรเครปสไดกรดมะนาวเกดิขึ้นทําใหคา Yp/x มีคา
เพิ่มขึ้นจนส้ินสุดการทดลอง สําหรับคาความสามารถในการใชกลโูคสในการสรางเซลล (Yx/s) มีคา
เพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 และมีคาสูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 24 จากนั้นคา Yx/s จะมีคาลดลงจนสิ้นสุดการหมัก
เนื่องจากเซลลเจริญเขาสูระยะคงท่ีตั้งแตช่ัวโมงที่ 24 แลวไมเจริญเพิ่มอกีแตยังมีความสามารถในการใช
กลโูคสเพื่อผลติกรดมะนาว ปริมาณกรดมะนาวและคาทางจลนพลศาสตรที่ไดจากการทดลองนี้จะถกู
นําไปเปรียบเทียบกับการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงและยีสตอิสระในระบบ perfusion โดยใช 
spinfilter ในขั้นตอนตอไป 
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ
 

รูปที่ 4.3 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซิตริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือ ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร 
สําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 5 ลิตร 
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รูปที่ 4.4 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
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4.4 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลติร 
 

ตรึงเซลลตามวิธีขอ 3.5.1 (รูปที่ 4.5) โดยวธิีกกัขัง (Entrapment) ในสารละลาย
แคลเซียมอัลจเินต เลีย้งเชื้อตามผลการทดลองขอ 4.2 เปนเวลา 9 ช่ัวโมง อัตราการเจรญิเติบโต
จําเพาะสูงสุดเทากับ 1.367 ช่ัวโมง-1 และน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 8.15 กรัมตอลิตร เซลลตรึงทีไ่ดมี
รูปรางเปนทรงกลมและมีขนาดเสนผานศนูยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร (รูปที่ 4.6) นําเซลลตรึงมา
ผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร ตามวิธีขอ 3.5.2 (รูปที่ 4.7) 

 

   
 

รูปที่ 4.5 การเตรียมเซลลตรงึโดยวธิีกกัขังบน  รูปที่ 4.6 ขนาดเซลลตรงึที่นาํไปใช
แคลเซียมอัลจเินต     ในการผลิตกรดมะนาว 
 

 
 

รูปที่ 4.7 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลิตร
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ควบคุมการหมักที่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซียส ความเรว็รอบ 50 รอบตอนาที อัตรา
การใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปรมิาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 
5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) เก็บตวัอยาง
ทุกๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และกลโูคสที่
เหลือ ใหผลดงัตารางที่ จ.4 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.8 และ 4.9 

จากรูปที่ 4.8 พบวาในระหวางการหมักมีเซลลทีถู่กกกัในแคลเซยีมอัลจิเนตหลุด
ออกมาเพราะเมื่อนําน้ําหมักมาวิเคราะหหาน้ําหนักเซลลแหงพบวามีคาเพิ่มขึ้นตามชั่วโมงการหมัก
จนสิ้นสุดการหมัก เซลลตรงึเริ่มผลติกรดมะนาวตั้งแตชัว่โมงที่ 48 และปริมาณกรดมะนาวเพิ่มขึน้
เล็กนอยจนสิ้นสุดการหมัก เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 0.73 กรัมตอลิตร 
ปริมาตรน้ําหมักที่เหลอืในถังหมักเทากับ 2,650 มิลลิลติร คิดเปนปรมิาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 
1.93 กรัม และใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.006 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง สําหรับปริมาณกรด
มะนาวที่ผลิตดวยเซลลตรึงในการทดลองนี้พบวามีปริมาณที่นอยมากเมื่อเปรยีบเทียบกับการผลิต
กรดมะนาวดวยเซลลอิสระ (168.54 กรัม) ทําใหกลโูคสในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวถูก
นําไปใชเพื่อผลิตกรดมะนาวเพียงเล็กนอยเชนกัน  

จากรูปที่ 4.9 แสดงคาการคาํนวณทางจลนพลศาสตรตัง้แตเริ่มตนจนถึงที่เวลาการ
หมักนั้น เนื่องจากเปนการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง เซลลจะถูกกกัอยูในสารตัวกลางและมเีซลล
บริเวณผวิเม็ดตรึงเทานั้นที่สัมผัสกับอากาศและอาหารเลี้ยงเชื้อจึงทําใหคา Yp/s เพิ่มขึ้นเลก็นอย คา 
Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 48 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลเริ่มผลิตกรดมะนาว และเนื่องจากเซลลที่
นํามาตรึงเจรญิอยูในระยะชวงทายของการเจรญิแบบทวคีูณเซลลจึงไมเจรญิเพิ่มขึ้นอกีและระหวาง
การหมักพบวามีเซลลหลดุออกจากเมด็ตรงึจึงทําใหคา Yx/s ไมคงที่  

การตรึงเซลลเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเลือกใชวธิีกกัขังในแคลเซียมอัลจเินต เพราะ
เปนวธิีที่ทําไดงาย ราคาถกู ไมเปนพิษตอเซลลและเปนวธิทีี่ไดรับความนิยม (Gosmann และ Rehm, 
1988) และจากงานวจิัยของภรณี (2538) ไดศึกษาภาวะที่เหมาะสมเพื่อผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง 
C. oleophila C-73 พบวาตัวกลางที่เหมาะสมในการตรึงเซลลคือแคลเซียมอัลจิเนตที่ความเขมขน
รอยละ 4 (น้ําหนักตอปริมาตร) จึงไดนําภาวะดังกลาวมาใชในการตรงึเซลล C. oloephila NNU-62 
เพื่อผลิตกรดมะนาวในการทดลองนี้ ซ่ึงเมือ่ทําการตรึงแลวพบวาขนาดของเม็ดตรึงที่ไดมีขนาดเลก็
ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ซ่ึงจากงานวิจยัของ Horitsu และคณะ (1988)ไดรายงานถึงการแปรขนาด
ของเม็ดตรึงทีใ่ชในการผลิตกรดมะนาวพบวาเม็ดตรึงขนาดเล็กสามารถผลิตกรดมะนาวปริมาณสูง
กวาเมด็ตรึงขนาดใหญ และจากงานวจิัยของKautola และคณะ (1991) ก็พบเชนเดียวกันวาเมื่อลด
ขนาดเม็ดตรึงทําใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึน้ แตในการทดลองนี้พบวาเมื่อใชเม็ดตรึงขนาด
เล็กมาผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร ไดกรดมะนาวในปรมิาณที่นอยมากและยังพบวา
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.8 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซิตริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ใน 
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 
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รูปที่ 4.9 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร  
อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 
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ระหวางการหมักมีเซลลหลดุออกมาจากเม็ดตรึง ซ่ึงอาจเกิดจากเมด็ตรึงไมคงตวัเพราะแคลเซียมอัล
จิเนตถูกจับดวยไอออนตางๆ ในน้ําหมัก สารอาหาร หรือกรดมะนาวทีผ่ลิตออกมาระหวางหมัก 
(Rymowicz และคณะ, 1993) ทําใหเม็ดตรงึเสียสภาพ นอกจากนีไ้ดควบคุมคาความเปนกรดดางของ
อาหารเลีย้งเชือ้ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ทําใหแคลเซียมไอออนที่เชื่อมกับอัลจเินตถกู
แยงจับดวยโซเดียมไอออนจากโซเดยีมไฮดรอกไซดทําใหใหเม็ดตรึงเสียสภาพได และ
สภาพแวดลอมในถังหมักอาจเปนอีกปจจยัหนึ่งที่ทําใหเซลลหลดุออกจากเม็ดตรึงเชน การให
อากาศผานหัวพนอากาศและการกวนผสมดวยใบพดั เปนตน พิจารณาน้ําหนักเซลลแหงที่มีคา
เพิ่มขึ้นตามชั่วโมงการหมักซึง่น้ําหนักเซลลแหงที่วัดไดเปนน้ําหนักของโซเดยีมอัลจิเนตที่
แขวนลอยอยูรวมกับเซลลยีสตที่หลุดออกมาและเติบโตภายนอกเมด็ตรงึ (Godia และคณะ, 1987)  

เมื่อพิจารณาคา Yp/s พบวามีคาต่ํามากทําใหกรดมะนาวทีผ่ลิตไดมีปริมาณนอย
มากเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลอิสระ ซ่ึงสาเหตุอาจเกิดจากสิ่งแวดลอมทั้งทางกายภาพและเคมี เชน 
ขอจํากัดในการแพรผานสารเขาและออกเมด็เจล อีกทัง้ในน้ําหมักซึง่ประกอบดวยสารหลายชนิด
รวมทั้งออกซิเจนที่ละลายน้ําไดอาจถูกขัดขวางการแพรผานดวยแผนฟลมบางๆ ของสารละลาย
แคลเซียมอัลจเินตทําใหเซลลภายในเม็ดตรึงไมสามารถใชสารอาหารและออกซิเจนที่ละลายน้ําได
เต็มที่มีผลตอการผลิตกรดมะนาวและลดความสามารถในการผลิตกรดมะนาวของเซลลตรึง 
(Maddox และ Kingston, 1983)  

จากปญหาดังกลาวในการทดลองขั้นตอไปจึงทดลองผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึง
ตามวิธีขอ 3.5.1 และขอ 3.5.2 และเพือ่ลดปญหาการหลุดของเซลลจากเซลลตรงึอันเนื่องมาจาก
ส่ิงแวดลอมภายในถังหมักเชน การกวนผสมดวยใบพดั จึงไมทําการกวนผสมดวยใบพัดแตยังคงให
อากาศผานหัวพนอากาศ ที่อัตราการใหอากาศสูงสุดเทากับ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมัก
ตอนาทีทั้งนี้เนื่องจากยีสตจะเจรญิและผลติกรดมะนาวในภาวะที่มีออกซิเจนเทานั้น  
 
4.5 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยไมกวน
ผสม 
 

ทดลองตามวิธขีอ 3.5.1 และ 3.5.2 ควบคมุการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
อัตราการใหอากาศ 1.5 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ไม
กวนผสม เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ช่ัวโมง วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซ 
ซิตริก และกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังตารางที่ จ.5 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.10 และ 4.11  

จากรูปที่ 4.10 พบวาน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาวหลังจากชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงเวลาของการผลิตกรดมะนาวเร็วกวา



 

 

40

ผลการทดลองที่ 4.4 โดยกรดมะนาวทีผ่ลิตไดอาจเกดิจากยีสตอิสระที่หลุดออกจากเม็ดตรึงเพราะ
น้ําหนักเซลลแหงมีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 0 เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 
3.47 กรัมตอลิตร เหลือปริมาตรน้ําหมักประมาณ 2,700 มิลลลิิตร คิดเปนปริมาณกรดมะนาว
ทั้งหมด 9.37 กรัม เมื่อส้ินสดุการหมักใหอัตราการผลติเทากับ 0.029 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ใหคาสูง
กวาผลการทดลองขอ 4.4 

จากรูปที่ 4.11 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงทีเ่วลา
การหมักนัน้ คา Yp/s เพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 36 และสูงกวาผลการทดลองที่ 4.4 แตยังนอยกวาการ
ผลิตดวยยีสตอิสระในผลการทดลองที่ 4.3 เพราะเชื้อทีถ่กูตรึงอยูในเมด็เจลไมสามารถนํากลโูคสมา
ใชเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเนือ่งจากขอจํากดัของการแพรผานของสารดงัที่ไดกลาวมาแลว คา Yp/x 
มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาว และมีคามากกวาผลการ
ทดลองขอ 4.4 จากการทดลองนี้มีน้ําหนกัเซลลแหงเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 กรดมะนาวที่ผลิตได
อาจเกิดจากการผลิตโดยเซลลอิสระที่หลุดออกจากเมด็ตรึงแตเซลลถกูผสมเปนเนื้อเดียวกันกับ
สารละลายอลัจิเนตอาจทําใหเซลลไมสามารถใชสารอาหารเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเต็มที่ จึงทําใหคา 
Yp/x ยังมีคาต่ํากวาการผลติดวยยีสตอิสระ และเนื่องจากเซลลที่นํามาตรึงเจรญิอยูในระยะชวงทาย
ของการเจรญิแบบทวีคณูเซลลจึงไมเจรญิเพิ่มขึ้นอีกจึงทาํใหคา Yx/s ไมคงที่ โดยมรีปูแบบคลายกบั
ผลการทดลองที่ 4.4 

การผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลติรโดยไมกวนผสม เมื่อ
ส้ินสุดการทดลองจะไดความเขมขนกรดมะนาวมากกวาการเลีย้งเซลลตรึงที่อัตราการกวน 50 รอบ
ตอนาที ซ่ึงมีคาเทากับ 3.47 และ 0.73 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แตความเขมขนกรดมะนาวกย็ังมคีา
นอยกวาเมื่อผลิตดวยเซลลอิสระและยังมเีซลลหลดุออกจากเม็ดตรึง เมื่อพิจารณารูปแบบการผลิต
ตามผลการทดลองนี้กลาวไดวามีรูปแบบคลายกับการใชถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด ดังนั้นเพื่อลด
ปญหาการหลดุของเซลลออกจากเมด็ตรึงและพัฒนากระบวนการผลิตเพื่อใหไดผลผลิตกรดมะนาว
เพิ่มขึ้น ในการทดลองตอไปจึงทําการผลติกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 
 
4.6 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลติกรดมะนาวในถังหมักแบบฟลูอดิไดซเบด 
 

ตรึงเซลลตามวิธีขอ 3.5.1 และนําเซลลตรงึไปผลิตกรดมะนาวในถังหมักแบบ 
ฟลูอิดไดซเบด ตามวธิีขอ 3.5.3 ดังแสดงในรูปที่ 4.12 กอนทําการหมักตองฆาเชื้อในถังหมักดวย
แอลกอฮอลความเขมขนรอยละ 70 แลวลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลวจากนัน้จึงเติมอาหาร 
สําหรับผลิตกรดมะนาวปริมาตรเริ่มตน 2.0 ลิตรแลวนําเซลลตรึงที่เตรยีมไวเติมลงในถังหมัก 
ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส กวนผสมโดยการใหอากาศซึ่งอัตราการใหอากาศ
เทากับ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.10 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62  
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร โดยไมกวนผสม
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รูปที่ 4.11 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักขนาด 5 ลิตร  
โดยไมกวนผสม
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โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง 
วิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก และกลโูคสที่เหลอื ใหผลดังตาราง
ที่ จ.6 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.13 และ 4.14 
 

 
 

รูปที่ 4.12 การตรึงเซลล C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวในถงัหมักแบบฟลอิูดไดซเบด 
 

จากการทดลองพบวาตั้งแตชัว่โมงที่ 0 ถงึ 120 ในน้ําหมักมีน้ําหนักเซลลแหง
เพิ่มขึ้นตามชั่วโมงของการหมัก เซลลตรึงเริ่มผลิตกรดมะนาวหลังจากชั่วโมงที ่36 เปนตนไป จนถึง
ช่ัวโมงที ่ 120 ไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 2.65 กรัมตอลิตร หลังสิ้นสดุการหมักเหลอื
ปริมาตรน้ําหมัก 1,100 มิลลิลิตร คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 2.92 กรัม ปริมาณกรด
มะนาวที่ผลิตดวยเซลลตรึงในระบบนี้มีปริมาณทีน่อยกวาผลการทดลองที่ 4.5 (9.37 กรัม) เมือ่
ส้ินสุดการหมกัใหอัตราการผลิตเทากับ 0.022 กรัมตอลติรตอนาที  

จากรูปที่ 4.14 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงทีเ่วลา
การหมักนัน้ พบวาคา Yp/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 36 และคา Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที ่
36 ซ่ึงเปนชั่วโมงที่เซลลตรงึเริ่มผลติกรดมะนาว สําหรับคา Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 ซ่ึง
ทั้งคา Yp/s Yp/x และ Yx/s จากผลการทดลองนี้มีคามากกวาการผลิตในถังหมักขนาด 5 ลิตรโดยไม
กวนผสม (ผลการทดลองที่ 4.5) 

การเลือกใชถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบดรวมกับการตรึงเซลลเปนอีกวธิหีนึ่งที่ถูก
นํามาใชในการหมักระดับอตุสาหกรรมเนือ่งจากมีขอดีคอื ในระบบมีเซลลจํานวนมากทําใหอัตรา
การผลิตผลิตภณัฑเพิ่มขึน้ สะดวกตอการเก็บเกีย่วผลิตภณัฑเมื่อส้ินสุดการหมัก นอกจากนี้ถังหมกั
แบบฟลูอิดไดซเบดยังชวยใหระบบการหมักมีการถายเทมวลสารที่ดแีละชวยลดแรงเฉือนจากการ
กวนในถังหมักแบบกวน (Santos และคณะ, 2005) แตจากการทดลองตรึงเซลลในสารละลาย 
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก  กลูโคสที่เหลือ 
 

รูปที่ 4.13 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก และปริมาณกลูโคสที่เหลือ ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อตรึง C. oleophila NNU-62  
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัแบบฟลูอิดไดซเบด 
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รูปที่ 4.14 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถงัหมักแบบฟลูอิดไดซเบด
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แคลเซียมอัลจเินตและนํามาใชรวมกับถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด พบวาเม็ดตรึงไมคงตัวเพราะยังมี
เซลลอิสระบางสวนหลุดออกจากเมด็ตรึงซึ่งสาเหตุอาจเกิดจากแคลเซียมอัลจเินตทีใ่ชเปนสาร
ตัวกลางในการตรึงถกูจับดวยไอออนตางๆ สารอาหาร และกรดมะนาวที่ถกูผลติขึ้นในน้ําหมกั 
(Rymowicz และคณะ, 1993) ดังที่ไดกลาวมาแลว  

จากงานวิจยัของ Rymowicz และคณะ (1993) ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต
ตรึงในถังหมักแบบแอรลฟิท โดยในขัน้ตอนการตรึงเซลลไดใชแคลเซยีมอัลจเินตรวมกับ 
กลูตาอลัดีไฮด (glutaraldehyde) เพื่อใหเม็ดเจลมคีวามแข็งแรงมากขึ้น และพบวาเมื่อใช
แคลเซียมอัลจเินตที่ความเขมขนตั้งแต 2 ถึง 4 เปอรเซนตรวมกับกลตูาราลดีไฮดทีค่วามเขมขนไม
เกิน 0.5 เปอรเซ็นต เม็ดตรึงที่ไดมีความแข็งแรงเพิ่มขึ้นและทําใหไดผลผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึน้ 25 
เปอรเซ็นต ดังนั้นเพื่อเปนการปรับปรุงวธิีการตรึงเซลลเพือ่ใชในการผลติกรดมะนาวจงึควรเลือกใช
แคลเซียมอัลจเินตรวมกบักลตูาราลดีไฮดเพื่อใหไดเม็ดตรึงที่คงตัวและลดปญหาการหลุดของเซลล
และสามารถนาํเซลลตรึงมาใชซํ้าในการหมักแบบตอเนื่องไดอีกดวย เพื่อใหไดผลผลิตกรดมะนาว
เพิ่มขึ้น ทั้งนี้ตองคํานึงถึงผลกระทบของกลูตาราลดีไฮดที่มีตอกิจกรรมของเซลลดวย 

 
เปรยีบเทียบการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถงัหมักขนาด 5 ลิตรกับยีสตตรึง

ในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด ดังตารางที่ 4.1  
 

ตารางที่ 4.1 คาทางจลนพลศาสตรของการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระ C oleophila NNU-62 ใน
ถังหมักขนาด 5 ลิตรกับยีสตตรึงในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 

รูปแบบการหมัก 
ยีสตตรึงในถังหมัก 5 ลิตร 

คาจากการทดลอง 
ยีสตอิสระ 
ถังหมัก 
5 ลิตร 

อัตราการกวน 
50 รอบตอนาที 

ไมกวนผสม 
ยีสตตรึง 

ถังหมักฟลูอิดไดซเบด 

กรดมะนาว (กรัมตอลิตร) 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 
(กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 

0.638 0.006 0.029 0.022 
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จากตารางที่ 4.1 การผลิตกรดมะนาวดวยยสีตอิสระในถงัหมักขนาด 5 ลิตรสามารถผลิตกรดมะนาว
สูงสุดและมีอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 76.61 กรมัตอลิตรและ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
ซ่ึงสูงกวาการผลิตดวยยีสตตรึงทั้งในถังหมักขนาด 5 ลิตรและถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด เมื่อ
พิจารณาถึงขั้นตอนการตรงึเซลลยีสตนั้นใชระยะเวลาในการเตรยีมเซลลและตรึงเซลลคอนขางนาน
ซ่ึงอาจมีผลตอการมีชีวิตและกิจกรรมของเซลลยีสตได เมื่อนําเซลลตรึงไปทําการผลิตกรดมะนาว
จึงทําใหเชื้อไมสามารถผลิตกรดมะนาวไดเต็มที่และการผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึงมีขอจํากดั
ตางๆ ในการหมักดังที่ไดกลาวมาแลว ดังนั้นการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระจึงมคีวามเหมาะสม
ที่จะนําไปใชในการผลิตกรดมะนาวในขัน้ตอนตอไป 

การทดลองขั้นตอไปจะศกึษาการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 
2 ลิตร ในระบบ perfusion โดยใช spinfilter รูปแบบการหมักแบบ extractive fermentation 
 
4.7 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในระดับถงัหมักขนาด 2 ลติร ระบบ 
perfusion 
 
  เนื่องจากการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตทั้งในถงัหมัก
ขนาด 5 ลิตรและถังหมักฟลอิูดไดซเบด มขีอจํากัดหลายประการ เชน ความคงตัวของเม็ดตรึง การ
ถายเทมวลสาร และการควบคุมระบบขณะผลิต เปนตน ดังนั้นจึงทดลองผลิตกรดมะนาวดวยยีสต
อิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตรระบบ perfusion โดยใช spin filter ซ่ึงเปนอุปกรณที่ชวยแยกเซลลและ
อนุภาคขนาดเล็กออกจากน้ําหมักและทําใหเซลลไมหลดุออกจากระบบ สะดวกตอการหมัก
แบบตอเนื่อง สามารถทําการหมักโดยใชเซลลอิสระอีกทั้งชวยลดระยะเวลาในการเตรียมเซลล  

ทําการทดลองตามวิธีขอ 3.4.4 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 ทําการหมักในถังหมักขนาด 
2 ลิตรใชอุปกรณเสริมคือ spin filter ควบคุมการหมักที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส อัตราการกวน 
600 รอบตอนาที ควบคุมคาความเปนกรดดางเทากับ 5.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 อัตราการใหอากาศ 1 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีโดยใหอากาศ
ผานหัวพนอากาศแบบ micro sparger และเปอรเซ็นตออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดเทากับ 50 เปอรเซ็นต 
เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง วัดคาความเปนกรดดาง คาออกซิเจนที่ละลายน้ําได และวิเคราะห
น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังตารางที ่ จ.7 
(ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.16 และ 4.17  

จากผลการทดลองพบวาในชวงการหมักตั้งแตช่ัวโมงที่ 0 ถึง 120 เชื้อมีการเจริญ
เพิ่มขึ้นจนสิ้นสุดการทดลอง พิจารณาเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําไดพบวาเมื่อเริม่ตนการหมัก
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายน้ําไดยังมีคาสูงแตเมื่อเชื้อเริ่มมกีารเจริญจะมกีารใชออกซิเจนเพิ่มมากขึ้น
ทําใหปริมาณออกซิเจนจึงลดลง เมื่อน้ําหนักเซลลแหงคงที่ คาเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได
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รูปที่ 4.15 การผลิตกรดมะนาวดวยยีสต C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
ก็มีคาคงที่ดวยเชนกัน เชื้อจะเริ่มมีการผลิตกรดมะนาวหลังจากชัว่โมงที่ 12 และเมื่อส้ินสุดการหมัก
ไดความเขมขนกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 73.79 กรัมตอลิตร เหลือปรมิาตรน้ําหมัก 1,100 มิลลิลติร 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเทากับ 81.17 กรัม ใหอัตราการผลติเทากับ 0.615 กรัมตอลิตรตอ
ช่ัวโมง 

จากรปูที่ 4.17 แสดงคาการคํานวณทางจลนพลศาสตรตั้งแตเริ่มตนจนถึงที่เวลาการ
หมักนั้น พบวาคาYp/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 คา Yp/x มีคาเพิ่มตั้งแตชั่วโมงที่ 12 และคา 
Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 ทั้งคา Yp/s Yp/x และYx/s มีรูปแบบคลายกับการผลิตกรด
มะนาวดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร (ผลการทดลองขอ 4.3) 

การผลิตกรดมะนาวโดยยีสตเปนการหมักในภาวะที่ตองการอากาศ โดยออกซิเจน
จะไปทําปฏิกริิยาออกซิเดชนัใหกลโูคสเปลี่ยนเปนกรดมะนาว การผลิตกรดมะนาวจะไดสูงสุดเมื่อ
เลี้ยงเชื้อในอาหารที่มีการใหออกซิเจนอยางเพียงพอ นอกจากการกวนผสมดวยใบพดัแลวการให
อากาศเขาไปในถังหมักโดยตรงกเ็ปนอีกวธิีหนึ่งในการเพิ่มออกซิเจนลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Rane 
และ Simst, 1994) ในการผลติกรดมะนาวดวยเซลลยีสตในถังหมักขนาด 5 ลิตร ใหอากาศผานหัว
พนอากาศแบบ ring sparger ซ่ึงสามารถครอบคลุมการใหอากาศไดอยางทั่วถึงทําใหมีการกระจาย
อากาศที่ดี (สาโรจนและคณะ, 2544) และกวนผสมดวยใบพัดแบบเทอรไบน (disc turbine) ที่อัตรา
การใหอากาศเทากับ 1.0 ปรมิาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาทีเมื่อส้ินสุดการหมักไดความ
เขมขนกรดมะนาวสูงสุดเทากับ 76.61 กรัมตอลิตร ซ่ึงเมื่อเปรยีบเทียบกบัการหมักในถังหมักขนาด
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว  กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ  เปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได 
 

 
รูปที่ 4.16 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว ปริมาณกรดไอโซซติริก ปริมาณกลูโคสที่เหลือและออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดทีเ่วลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ  
C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
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รูปที่ 4.17 คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่เวลาตางๆ เมื่อเลี้ยงเซลล C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร 
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2 ลิตร ที่มกีารใหอากาศผานหัวพนอากาศแบบ micro sparger และควบคุมเปอรเซ็นตออกซิเจนที่
ละลายน้ําดวยการกวนและกวนผสมดวยใบพัดแบบมารนี (marine propeller) ที่อัตราการใหอากาศ
เทากับ 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที เมื่อส้ินสุดการหมักไดความเขมขนกรด
มะนาวสูงสุดเทากับ 73.79 กรัมตอลติร ซ่ึงใกลเคียงกับการผลิตดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 
ลิตร และเมื่อพิจารณาคา Yp/x พบวาในถังหมักขนาด 5 ลิตรใหคาที่ใกลเคียงกับถังหมักขนาด 2 
ลิตรดวยเชนกนั (เมื่อส้ินสุดการหมักมีคาเทากับ 5.269 และ 5.842 ตามลําดับ) ดังนั้นในขัน้ตอน
ตอไปจึงเลือกใชถังหมักขนาด 2 ลิตรในการผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระ ในระบบ perfusion โดย
ใช spin filter  
 
4.8 ศึกษาสมบตัิของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน 
 

4.8.1 เวลาท่ีสมดุลของเรซินในการดูดซับกรดมะนาว 
 

ทดลองตามวิธขีอ 3.6.1 โดยเลือกศกึษาเรซนิ 3 ชนิด คือ เรซินแลกเปลีย่นไอออน
ลบชนิดแรง (Dowex 1x4-400) เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบชนิดออน (Dowex Marathon WBA) 
และ เรซินแบบไมมีประจุ (Amberlite XAD-7) เปรยีบเทยีบสมบัติของเรซินทั้ง 3 ชนิด แปรคาความ
เปนกรดดางของสารละลายกรดมะนาว เพื่อคัดเลือกเรซินที่มคีวามเหมาะสมในการดดูซับกรด
มะนาว เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาวทุก ๆ 1 ช่ัวโมง เปนเวลา 5 ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรด
มะนาวดวย HPLC คํานวณหาปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดูดซับบนเรซินแตละชนิด ใหผลดังรูปที่ 4.18 
ถึง 4.20 พบวาการดูดซับกรดมะนาวบนเรซินทั้ง 3 ชนิดจะเพิ่มขึน้ในชวงแรกจากนัน้การดูดซับกรด
มะนาวจะเริ่มคงที่จนถึงชวงทายของการทดลองเมื่อเปรยีบเทียบชวงเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวัของเรซิน
และปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซินแตละชนดิที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ พบวาเรซินทั้ง 
3 ชนิด จะเริ่มเขาสูสมดุลในชวง 1 ช่ัวโมงแรกของการทดลอง และมปีริมาณการดูดซับกรดมะนาว
ที่คาความเปนกรดดางตางๆ ใหคาแตกตางกันไปดังแสดงในตารางที ่ จ.8 ถึง จ.10 (ภาคผนวก จ) 
โดยทั่วไปแลวเรซินจะเขาสูสมดุลของการดูดซับสารละลายภายในเวลา 1 ชั่วโมง (Zihao และ 
Kefeng, 1995) อธิบายไดวาในการแลกเปลี่ยนไอออนของเรซินจะมกีารดูดซับและปลอยไอออน
ออกจากเรซินตลอดเวลาโดยในชวงตนของการแลกเปลีย่นไอออน อัตราการดูดซับมีมากกวาอัตรา
การปลอยไอออนทําใหเห็นการเปลีย่นแปลงของปริมาณกรดมะนาวไดชัดเจนจนถงึจุดอิ่มตัวของเร
ซินซึ่งเปนจุดที่ไมสังเกตเห็นการเปลีย่นแปลงของปริมาณสารเนื่องจากเกิดสมดลุของการ
แลกเปลีย่นไอออนซึ่งไอออนที่ถูกดูดซับบนเรซินเทากบัปริมาณไอออนที่ถูกปลอยออกจากเรซิน 
(Hilfferich, 1962) 
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รูปที่ 4.18 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Dowex 1x4-400 ที่คาความเปนกรดดางตางๆ 
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รูปที่ 4.19 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่คาความเปนกรดดาง
ตาง ๆ 
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รูปที่ 4.20 ปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับบนเรซิน Amberlite XAD-7 ที่คาความเปนกรดดางตาง ๆ 
 
  เปรยีบเทียบการดดูซับกรดมะนาวสูงสุดในเรซินแตละชนิดพบวาเรซิน Dowex 
1x4-400 ดูดซับกรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.19 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 1.90 เรซิน Dowex Marathon WBA ดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.33 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และเรซิน Amberlite XAD-7 ดูดซับกรด
มะนาวไดสูงสดุเทากับ 0.32 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซินที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดัง
แสดงในตารางที่ จ.11 (ภาคผนวก จ) และเนื่องจากในขั้นตอนการผลิตกรดมะนาวดวยยีสต 
C. oleophila NNU-62 คาความเปนกรดดางที่เหมาะสมตอการเจริญเทากับ 5.00 ดังนั้นในขัน้ตอน
การดูดซับดวยเรซินจึงเลือกทําการแยกกรดมะนาวทีภ่าวะเดยีวกันซึ่งพบวาที่ภาวะดังกลาวเรซิน 
Dowex Marathon WBA และเรซิน Amberlite XAD-7 สามารถดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 
0.33 และ 0.32 กรัมกรดมะนาวตอกรมัเรซินตามลําดับ แตในการดดูซับกรดมะนาวของเรซนิ 
Amberlite XAD-7 มีความแตกตางในการดดูซับกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางอื่นๆ
คอนขางมากอาจเนื่องมาจากคุณสมบัติในการแลกเปลีย่นไอออนของเรซิน Amberlite XAD-7 ซ่ึง
เปนเรซินแบบไมมีประจุเหมาะสมที่จะใชแยกสารที่มนี้ําหนักโมเลกลุสูงๆ ตั้งแต 60,000 เปนตนไป 
เชน อินซูลิน (insulin), แอนติไบโอติค (antibiotics) เปนตน สําหรับเรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดออนมีคณุสมบัติเหมาะสมในการแยกกรดอินทรยีและไดมกีารนาํเรซินชนดิดังกลาวไปใชใน
การแยกและทาํใหบริสุทธิ์ของกรดแลคติก (Tong และคณะ, 2003) ดังนั้นในขัน้ตอนตอไปจึง 
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เลือกใชเรซิน Dowex Marathon WBA ในการแยกกรดมะนาวเพราะดูดซับกรดมะนาวไดมากที่สุด
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
 

4.8.2 เวลาท่ีสมดุลของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาว 
 
 ทดลองตามวิธขีอ 3.6.1 เทสารละลายกรดมะนาวลงในขวดบรรจเุรซินที ่

ความเขมขนเริม่ตน 84.83 กรัมตอลิตรปรมิาตร 25 มิลลลิิตรปรับคาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากบั 
5.00 ดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด ปริมาณกรดมะนาวเริ่มตนเทากับ 2.11 กรัม เขยาที่ความเรว็รอบ 300 
รอบตอนาท ี เริ่มจับเวลาทันทีเก็บตัวอยางทุกๆ 10 นาท ี เปนเวลา 60 นาที วเิคราะหหาปริมาณกรด
มะนาวดวย HPLC เวลาที่สมดุลของเรซินจะถูกนําไปใชเปนขอมูลในการหาอัตราการไหลเบื้องตน
สําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนตอไป  

จากการทดลองใหผลดังตารางที่ จ.12 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.21 พบวามีการ
ลดลงของปริมาณกรดมะนาวอยางรวดเรว็ในชวง 10 นาทีแรก จากนั้นจะพบการลดลงของปริมาณ
กรดมะนาวอยางชาๆ จนไมสังเกตเห็นความเปลี่ยนแปลงในชวงทายของการทดลอง อธิบายไดวา
ในการแลกเปลี่ยนไอออนของเรซินจะมีการดดูซับและปลอยไอออนทําใหเห็นการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณกรดมะนาวอยางชัดจนถึงจุดอิ่มตวัของเรซินซึ่งเปนจุดที่ไมสังเกตเห็นการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณสารเนือ่งจากเกดิสมดุลของการแลกเปลีย่นไอออนซึ่งไอออนที่ถูกดดูซับบนเรซินเทากบั
ปริมาณไอออนที่ถูกปลอยออกจากเรซิน (Hilfferich, 1962) 

หาเวลาที่สมดลุของเรซนิในการดูดซับกรดมะนาว โดยวาดกราฟระหวางปริมาณ
กรดมะนาวที่ไมถูกดดูซับกับเวลาในการดูดซับแสดงดังรปูที่ 4.21 ลากเสนสัมผัสลากเสนสัมผัสโคง
ตามแนวตั้งและแนวนอนของเสนกราฟ จัดตัดของเสนตรง 2 เสน คือเวลาที่สมดุลของเรซินในการ
ดูดซับกรดมะนาว ซ่ึงมีคาเทากับ 8 นาที  

จากเวลาทีถ่ึงจดุอิ่มตัวของเรซินในการดดูซับกรดมะนาวนี้ นํามาคํานวณหาอัตรา
การไหลสูงสุดของสารละลายที่ผานเขาคอลัมน โดยอาศยัหลักการทีว่า ระยะเวลาที่สารละลายกรด
มะนาวสัมผัสกับเรซิน (contact time) ตองมากกวาหรือเทากับระยะเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวัของเรซิน 
เพื่อใหเกิดการแลกเปลีย่นไอออนไดอยางมปีระสิทธิภาพสูงสุด คํานวณหาอัตราการไหลจากสมการ 
 

อัตราการไหล  = ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
(มิลลิลติร/นาที)   ระยะเวลาที่กรดมะนาวสัมผสักับเรซิน 

ปริมาตรวางระหวางเรซินของคอลัมนที่ทดลองเทากับ 4.0 มิลลลิิตร และเวลาที่
ต่ําสุดที่สารละลายกรดมะนาวสัมผัสกับเรซิน คือ 8.0 นาที 
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รูปที่ 4.21 ปรมิาณกรดมะนาวที่ไมถูกดดูซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เวลาในการดูดซบั
ตางๆ  
 

อัตราการไหลสูงสุดของสารละลาย =  4.0 / 8.0  มิลลลิิตร/นาท ี
      = 0.5  มิลลลิิตร/นาท ี
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากับ 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน  

ดังนั้น ในการทดลองดดูซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรตอง
ควบคุมอัตราการไหลของสารละลายใหต่ํากวาหรือเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน  
 
  4.8.3 ศึกษา ion exchange isotherm 
 

นําเรซิน Dowex Marathon WBA มาศึกษา ion exchange isotherm ซ่ึงแสดงถึง
ความสามารถในการดดูซับกรดมะนาวของเรซิน และนําขอมูลไปคํานวณหาปริมาณเรซินที่
เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนในขั้นตอนตอไป ทดลองตามวธิีขอ 
3.6.2 โดยถายเรซินปริมาณ 1.0 กรัม ลงในขวดรูปชมพูขนาด 125 มลิลลิิตร เติมสารละลายกรด
มะนาวแตละความเขมขนปรมิาตร 25 มิลลลิิตร เขยาที่ความเรว็รอบ 150 รอบตอนาท ี เปนเวลา 12 
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ช่ัวโมง เก็บตวัอยางสารละลายกรดมะนาว วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC คํานวณความ
เขมขนกรดมะนาวที่สมดลุและปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดูดซับตอกรัมเรซิน แปรลักษณะสารละลาย 
ไดแก สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและกรดมะนาวที่มีในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ที่
คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 วาดกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล,c 
(กรัมตอลิตร) และ ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับ,q0 (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน) เพื่อทราบ
รูปแบบของการดดูซับของเรซินและคํานวณหาคาความสามารถในการดดูซับสูงสุด (maximum 
adsorption capacity, q0) และ คาคงที่ของการดูดซับ (adsorption constant, K) 

จากผลการทดลอง Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ใน
การดูดซับกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ใหผลแสดงดังตารางที่ จ.13 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.22 พบวา ion exchange isotherm ที่ไดมี
ลักษณะแบบ Langmuir isotherm ซ่ึงมีรูปแบบความสัมพันธของตวัแปรตางๆ ดังนี ้

q = q0c 

      K + c 
โดยที ่ q0 คือ คาความสามารถในการดดูซับสูงสุด หนวย กรัมสารที่ถกูดดูซับตอกรัมเรซิน 

K คือ คาสัมประสิทธิ์การเลอืก หนวย กรมัตอลิตร 
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รูปที่ 4.22 Ion exchange isotherm ของเรซนิ Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาวใน
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
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จากรูปแบบของ isotherm ที่ไดสามารถใชอธิบายการดดูซับสารแบบ monolayer 
และเรซินอยูในภาวะอิ่มตวักบัสารละลายทีถู่กดดูซับ และเพื่อหาคาตัวแปรตางๆ ทาํการวาดกราฟ
ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q เพื่อหาคาตัวแปร q0 และคา K ซ่ึงมีความสัมพันธดังนี้คอื 
slope = K/ q0 และ intercept = 1/ q0 ดังแสดงในรูปที่ 4.23 จะไดวาq0 มีคาเทากับ 0.74 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซิน และ K มีคาเทากับ 65.84 กรัมตอลิตร จากคาตวัแปรดังกลาวจะพบวาเรซิน 
Dowex Marathon WBA สามารถดูดซบักรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาทีค่า
ความเปนกรดดางเทากับ 5.00 มากที่สุดประมาณ 0.74 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซิน  
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รูปที่ 4.23 ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับ 
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 

สําหรับ isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาวใน
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ใหผลแสดงดังตารางที่ จ.14 
(ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.24 พบวาที่ไดมลีักษณะแบบ Langmuir isotherm เชนเดียวกับ isotherm 
ของการดดูซับกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 วาดกราฟระหวางคา 
1/c และ 1/q เพื่อหาคาตัวแปร q0  และคา K ซ่ึงมีความสัมพันธดังนี้คือ slope = K/ q0 และ  
intercept = 1/ q0 ดังแสดงในรูปที่ 4.25 

จากรูปที่ 4.25 จะไดวา q0 มีคาเทากับ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน และ K มี
คาเทากับ 31.42 กรัมตอลิตร จากคาตัวแปรดังกลาวจะพบวา เรซิน Dowex Marathon WBA จะดดู
ซับกรดมะนาวในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว ไดปริมาณมากที่สุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 
5.00 ไดประมาณ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน เมือ่เปรียบเทียบคาดังกลาวกับการดูดซับกรด
มะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดการคา (0.74 กรมักรดมะนาวตอกรัมเรซิน) พบวาคาการ
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รูปที ่4.24 Ion exchange isotherm ของเรซิน Dowex Marathon WBA ในการดูดซับกรดมะนาว 
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
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รูปที่ 4.25 ความสัมพันธระหวางคา 1/c และ 1/q ของเรซิน Dowex Marathon WBA ที่ดูดซับกรด
มะนาวในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทีค่าความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 
ดูดซับที่ไดนอยกวาซึ่งอาจเกดิจากในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทีป่ระกอบดวยไอออนลบอื่นๆ
ที่เปนสารอาหารที่จําเปนในการเจริญของเชื้อยีสต เชน ฟอสเฟตไอออน (PO4

3-), คลอไรดไอออน  
(Cl-) และซลัเฟตไอออน (SO4

2-) เปนตน ซ่ึงมีผลในการแยงจับกับเรซินของซิเตรทไอออน จึงทําให
คาการดดูซับนอยกวาในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่ไมมไีอออนลบอื่นเจือปน จาก
งานวิจยัของ Jianlong และคณะ (2000) ศึกษาการผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อรา A. niger ควบคูกับการ
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แยกผลิตภณัฑดวยการดูดซับดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน และไดศกึษาเปรียบเทียบผลของเรซินที่มี
ตอองคประกอบตางๆ ในน้าํหมัก เชน ว น้ําตาลรีดวิซ แอมโมเนียมคลอไรด และโปแตสเซียม 
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต พบวาหลังทําการแยกดวยเรซินแลกเปลี่ยนไอออน ปริมาณของน้ําตาลรีดวิซ 
และแอมโมเนยีมคลอไรดไมเปลี่ยนแปลง แตความเขมขนของโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตมี
คาลดลงจนมีคาเทากับ 0.00 กรัมตอลิตร ซ่ึงทําใหสารอาหารที่จําเปนในการเจรญิของเซลลถูกดึง
ออกจากน้ําหมัก มีผลตอการเจรญิของเชื้อราและฟอสเฟตไอออนจะแยงจับกับซิเตรทไอออนทําให
ประสิทธิภาพการแยกของเรซินลดลงดวย 
 
4.9 ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรบัการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
 
  4.9.1 ขั้นตอนการดดูซับ  
 
  หาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
ทดลองโดยใชคอลัมนแกวขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.8 เซนติเมตร ความยาว 40 เซนติเมตร บรรจ ุ
เรซินแลกเปลีย่นไอออนลบ Dowex Marathon WBA ปริมาณ 15 กรมั มีปริมาตรวางระหวางเรซิน 
(void volume) 4.0 มิลลลิิตร โดยแปรปจจัยคือ ลักษณะของสารละลายกรดมะนาวทีผ่านเขาคอลัมน
และอัตราการไหลของสารละลาย ไดผลการทดลองดังนี ้
 
  4.9.1.1 Breakthrough curve 
 
  ทดลองผานสารละลายกรดมะนาวเขาคอลมัน เตรียมสารละลายกรดมะนาวตามวธิี
ทดลองขอ 3.7.3.1.2 สารละลายกรดมะนาวที่นํามาทดลองในขั้นตอนนี้ไดแก สารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาความเขมขน 100 กรัมตอลิตรที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และน้ําหมัก
ของกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ควบคุมอัตราการไหลของสารละลายใหคงที่
เทากับ 3.75 และ 7.50  มลิลิลิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ซ่ึงอัตราการ
ไหลตองต่ํากวาหรือเทากับอตัราการไหลสูงสุดที่คํานวณไดจากผลการทดลองขอ 4.8.2 ทดลองที่
อุณหภูมิหอง เก็บสารละลายทีไ่หลออกจากคอลัมนเปนลําดับสวน วิเคราะหหาความเขมขนของ
กรดมะนาวในแตละลาํดับสวน คํานวณหาอัตราสวนของความเขมขนกรดมะนาวในแตละลําดับ
สวนตอความเขมขนเริ่มตน (Ci/C0) ปรมิาณสะสมของกรดมะนาวทีผ่านเขาคอลัมน ปริมาณกรด
มะนาวที่ถกูดดูซับ และเปอรเซ็นตการดูดซับ 

Breakthrough curve แสดงถึงประสิทธภิาพในการดดูซับกรดมะนาวของคอลัมน
โดยพิจารณาจากปริมาณกรดมะนาวที่คอลัมนดดูซับไดกอนถึงจุดที่พบการรัว่ของกรดมะนาวออก
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จากคอลัมน (breakthrough point) ซ่ึงคือจุดแรกทีก่ราฟเริ่มมีความชนั ถากรดมะนาวที่คอลัมนดูด
ซับไดกอนถึงจุดที่พบการรัว่มีปริมาณมาก การดดูซับกรดมะนาวของคอลัมนจะมีประสิทธิภาพสูง 
เนื่องจาก breakthrough curve ในการทดลองนี้ทําการวาดกราฟความสัมพันธระหวางคา Ci/C0 กับ
เวลา จึงอธิบายลกัษณะของ breakthrough curve โดยเลือกเวลา 2 คา ไดแก breakthrough time, tB 
คือเวลาที่สารละลายกรดมะนาวเริ่มรั่วออกจากคอลัมนและ exhaustion time, tE คือเวลาที่คอลมัน
หมดประสิทธภิาพในการดดูซับ (Zihao และ Kefeng, 1995) 

Breakthrough curve ของการดดูซับกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนที่อัตราการไหลเทากบั 
3.75 และ 7.50  มิลลิลิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.15 
และ จ.16 (ภาคผนวก จ) ตามลําดับ โดยวาดกราฟความสัมพันธระหวางคา Ci/C0 กับเวลา ดังแสดง
ในรูปที่ 4.26  
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รูปที่ 4.26 Breakthrough curve ของการดดูซับกรดมะนาวจากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 ของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลตางๆ  

 
จากรูปที่ 4.26 พบวาเมือ่เริ่มผานสารละลายเขาคอลมันและเก็บสารละลายเปน

ลําดับสวน ความเขมขนของสารละลายที่เก็บไดจะมีคาเทากับศูนยและเมื่อเวลาผานไปจะเกิดการดูด
ซับ (adsorption) ระหวางตวัถกูละลายในสารละลายกับเรซินและความเขมขนของสารละลายมกีาร
เปลี่ยนแปลงโดยจะมีการเคลื่อนที่ตามความยาวคอลัมนจากนั้นเรซนิจะอิ่มตัวดวยตัวถูกละลายและ
มีคาคงที่โดยคา Ci/C0 จะมีคาเขาใกล 1 ซ่ึงแสดงถึงสมดลุระหวางความเขมขนของตัวถกูละลายใน
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สารละลายกับเรซิน ที่อัตราการไหลเทากบั 3.75 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซนิ จะไดคา tB และ tE เทากับ 12 นาทีและ 252 นาที ตามลําดบั และที ่tB เทากับ 12 นาทจีะ
มีปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดดูซับเทากับ 0.29 กรัม ที่อัตราการไหลเทากับ 7.50 มลิลลิิตรตอช่ัวโมง
ตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซนิ จะไดคา tB และ tE เทากับ 18 นาทีและ 132 นาที 
ตามลําดับ และที ่tB เทากับ 18นาทีจะมีปรมิาณกรดมะนาวที่ถกูดูดซับเทากับ 0.86 กรมั  
 

สําหรับ Breakthrough curve ของการดูดซบักรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 และ 7.50 
มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ใหผลดงัตารางที่ จ.17 และ จ.18 
(ภาคผนวก จ) ตามลําดับ และจากรูปที่ 4.27 พบวาที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 มิลลลิิตรตอช่ัวโมง
ตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซนิจะไดคา tB และ tE เทากับ 24 นาทีและ 228 นาทีตามลําดับ 
และที ่ tB เทากบั 24 นาทีจะมีปริมาณกรดมะนาวที่ถกูดดูซับเทากับ 0.56 กรัม และที่อัตราการไหล
เทากับ7.50 มลิลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน จะไดคา tB และ tE เทากบั 
12 นาทีและ 120 นาทีตามลาํดับ และที ่ tB เทากับ 12 นาทีจะมีปริมาณกรดมะนาวทีถู่กดดูซับเทากบั 
0.56 กรัม  
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รูปที่ 4.27 Breakthrough curve ของการดูดซับกรดมะนาวจากน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.30 ของคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่อัตราการไหลตางๆ  
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เมื่อเปรยีบเทียบอัตราการไหลที่ 3.75 และ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซนิ ในการแยกกรดมะนาวในสารละลายทั้ง 2 ลักษณะ พบวา breakthrough time จะลดลง
เมื่ออัตราการไหลเพิ่มขึ้นและเมื่อเปรียบเทยีบลกัษณะกราฟพบวาที่อัตราการไหลเทากับ 7.50
มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลติรของปริมาตรวางระหวางเรซิน กราฟทีไ่ดมีลกัษณะชนักวาและแคบ
กวาที่อัตราการไหลเทากับ 3.75 มิลลลิิตรตอชั่วโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน ซ่ึง
ลักษณะของ breakthrough curve ที่ดีควรจะแคบและมีความชันมาก เนื่องจากคาที่ไดจาก 
breakthrough curve จะนําไปพิจารณาเลือกอัตราการไหลที่เหมาะสมในการแยกไอออนและเพื่อลด
พลังงานและคาใชจายในขั้นตอนการแยกผลิตภณัฑ (Geankoplis, 1993)  
 
4.10 ภาวะท่ีเหมาะสมสําหรบัการชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 
 
  ทดลองชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนที่ผานการดดูซับกรด
มะนาวจากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและน้ําหมักกรดมะนาว เนื่องจากในการหมักได
ควบคุมความเปนกรดดางของน้ําหมักดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด โซเดียมไอออนจะ
รวมตัวกับซิเตรทไอออนเปนสารละลายโซเดียมซิเตรท และเมื่อนําไปแยกดวยเรซินแลกเปลีย่น
ไอออนที่เหนี่ยวนาํไฮดรอกไซดไอออน โซเดียมไอออนในสารละลายโซเดยีมซิเตรทจะแลก
ไอออนกับไฮดรอกไซดไอออนเกิดเปนโซเดียมไฮดรอกไซด สําหรับซิเตรทไอออนจะดดูซับอยู
บนเรซิน เพื่อแยกใหไดกรดมะนาวออกจากเรซินมาจึงนําสารละลายกรดซัลฟรูิกมาใชเปนตวัชะ 
โดยทดลองแปรความเขมขนสารละลายกรดซลัฟูริก ไดผลดังนี ้
  
  4.10.1 เวลาท่ีสมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน 
 
  หาเวลาที่สมดลุของการชะ เพื่อใชคํานวณหาอัตราการไหลเบื้องตนของสารละลาย
ตัวชะในการผานเขาคอลัมนแลกเปลีย่นไอออน โดยทดลองชะเรซินที่ผานการดดูซับกรดมะนาว
จากสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาและน้ําหมักกรดมะนาว คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
และ 5.30 ตามลําดับ ที่เวลาตางๆ กัน ตามวิธีทดลองขอ 3.7.4.1 แปรความเขมขนสารละลายตวัชะ
เทากับ 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 โมลาร เก็บตวัอยางสารละลายทกุ 1 ชัว่โมงเปนเวลา 5 
ชั่วโมง วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC วาดกราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดกบั
ระยะเวลาในการชะเพื่อหาเวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ไดผลดังนี้ 
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   4.10.1.1 สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาท่ีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ใหผลดังตารางที่ จ.19 (ภาคผนวก จ) และรปูที่ 4.28 แสดงใหเห็นวาในชวงชั่วโมงแรก
ของการชะ กรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นตามเวลาในการชะที่ทุกๆ คาความ
เขมขนของสารละลายตวัชะ จนถึงระยะเวลาหนึ่งพบวาปริมาณกรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินมี
คาคงที่ นั่นคือเวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงจะเกดิสมดุลระหวางอัตราการ
ปลอยและการดูดซับกรดมะนาวของเรซินดังที่ไดอธิบายไวในผลการทดลองขอ 4.8.1  
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รูปที่ 4.28 ปรมิาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ ที่เวลาในการชะตางๆกนั 
 

พิจารณาปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการดดูซับดังแสดงในตารางที่ 
จ.20 (ภาคผนวก จ) และรปูที่ 4.29 สารละลายตวัชะที่ความเขมขน 2.0 โมลาร สามารถชะกรด
มะนาวออกจากเรซิน คิดเปนเปอรเซ็นตการชะสูงสุดเทากับ 66.32 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน 
1.0 และ 2.5โมลารใหเปอรเซ็นตการชะสูงสุดรองลงมาเทากับ 61.34 และ 60.00 เปอรเซ็นต 
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ตามลําดับ ดังนั้นในการเลือกความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมที่จะนํามาใชในการชะ
กรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาออกจากเรซิน จึงเลือกที่ความเขมขน 1.0  
โมลารเพราะใหเปอรเซ็นตการดดูซับที่คอนขางสูงและเพื่อประหยัดสารละลายตวัชะในขัน้ตอน 
การชะตอไป 
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รูปที่ 4.29 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซนิดวยสารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขนตางๆ 
 
   4.10.1.2 น้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
   
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปน
กรดดางเทากบั 5.30 ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.21 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.30 จากผลการ
ทดลองแสดงใหเห็นวาลักษณะการชะกรดมะนาวดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ มี
รูปแบบคลายกับการทดลองในขอ 4.10.1.1 โดยพบวาชั่วโมงแรกของการทดลองกรดมะนาวที่ถกู
ชะออกจากเรซินจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นตามเวลาในการชะที่ทุกๆ คาความเขมขนของสารละลายตวัชะ 
จนถึงระยะเวลาหนึ่งพบวาปริมาณกรดมะนาวที่ถกูชะออกจากเรซินมีคาคงที่ ซ่ึงเปนเวลาที่สมดุล
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ของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินและเกดิสมดุลระหวางอัตราการปลอยและการดดูซับกรด
มะนาวของเรซินดังที่ไดอธบิายไวในผลการทดลองขอ 4.8.1  
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รูปที่ 4.30 ปรมิาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.3 ที่ถูกชะดวย
สารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขนตางๆ ที่เวลาในการชะตางๆกัน 
 

พิจารณาปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการดดูซับดังแสดงในตารางที่ 
จ.22 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.31 พบวาสารละลายตวัชะที่ความเขมขน 2.5 โมลาร สามารถชะกรด
มะนาวออกจากเรซิน คิดเปนเปอรเซ็นตการชะสูงสุดเทากับ 47.14 เปอรเซ็นต และที่ความเขมขน 
2.0 และ 1.5 โมลารใหเปอรเซ็นตการชะสูงสุดรองลงมาเทากับ 42.44 และ 41.02 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ ดังนั้นในการเลือกความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกที่เหมาะสมที่จะนํามาใชในการชะ
กรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวออกจากเรซินในขั้นตอนการหมักแบบ extractive fermentation 
จะเลือกใชสารละลายกรดซัลฟรูิกที่ความเขมขน 1.5 โมลารเพราะใหเปอรเซน็ตการดูดซับที่
คอนขางสูงและเพื่อประหยดัสารละลายตวัชะในขัน้ตอนการชะ 

 
4.10.2 อัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายตวัชะ 
 

  จากผลการทดลองจากขอ 4.10.1.1 และ 4.10.1.2 สามารถเลือก
ความเขมขนของตัวชะที่เหมาะสมคือ การชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา 
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รูปที่ 4.31 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดางเทากับ 5.30 
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิที่ความเขมขนตางๆ 
 
และน้ําหมักกรดมะนาวเลือกใชความเขมขนสารละลายกรดซัลฟูริกเทากับ 1.0 และ 1.5 โมลาร
ตามลําดับ เวลาที่สมดลุของการชะกรดมะนาวออกจากเรซินจะเกิดสมดุลระหวางอัตราการปลอย
และการดดูซับกรดมะนาวของเรซินในชวง 1 ชั่วโมงแรกของการชะ ดังนั้นเพื่อใหไดขอมูลเบื้องตน
เพื่อนําไปคํานวณหาอัตราการไหลที่เหมาะสมของสารละลายกรดซัลฟูรกิจึงทําการทดลองตามวธิี
ทดลองขอ 3.7.4.1 โดยใชสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขน 1.0 และ 1.5 โมลารในการชะกรด
มะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา และน้ําหมักกรดมะนาวออกจากเรซินตามลําดับ 
และเก็บตวัอยางทุกๆ 10 นาทีเปนเวลา 60 นาที วิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาวดวย HPLC วาด
กราฟระหวางปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดกบัระยะเวลาในการชะใหผลดงันี้ 
 
   4.10.2.1 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 
   เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.23 (ภาคผนวก จ) และ
หาเวลาที่สมดลุของการชะกรดมะนาวจากกราฟในรูปที ่ 4.32 โดยลากเสนสัมผัสกราฟตามแนวตัง้
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และแนวนอน จุดที่เสนสัมผัสตัดกนัคือ เวลาที่สมดุลของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงมีคา
เทากับ 8 นาท ี
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รูปที่ 4.32 ปรมิาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.0 โมลาร ที่เวลาในการ
ชะตางๆ  
 

คํานวณอตัราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ โดยอาศัยหลักวาระยะเวลาที่
สารละลายกรดซัลฟรูิกสัมผสักับเรซิน (contact time) ตองมากกวาหรือเทากับเวลาที่ถึงจุดอิ่มตวั
ของการชะกรดมะนาวออกจากเรซิน เพื่อใหไดประสิทธิภาพในการชะสูงสุด คํานวณหาอัตราการ
ไหลไดดังนี ้
 อัตราการไหล  =  ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
 (มิลลิลติร/นาที)   ระยะเวลาที่สารละลายกรดซัลฟูริกสัมผัสกบัเรซิน  
 

โดยปรมิาตรวางระหวางเรซินของคอลัมนที่ทดลองเทากบั 4.0 มิลลลิิตร เวลาที่
ต่ําสุดที่สารละลายกรดซัลฟรูกิสัมผัสกับเรซิน คือ 8.0 นาที
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อัตราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ  = 4/8 
       = 0.5 มิลลลิิตรตอนาที 
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 

ดังนั้น ในการทดลองหาการชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรควบคุมอัตราการ
ไหลของสารละลายกรดซลัฟรูิกความเขมขน 1.0 โมลารใหต่ํากวาหรือเทากับ 7.5 มิลลลิิตรตอ
ช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน 
 
   4.10.2.2 อัตราการไหลที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวในน้ําหมกักรด
มะนาวท่ีคาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 
   เวลาที่สมดุลของตัวชะในการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คา
ความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ออกจากเรซิน ใหผลดังตารางที่ จ.24 (ภาคผนวก จ) และหาเวลาที่
สมดุลของการชะกรดมะนาวจากกราฟในรปูที่ 4.33  
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รูปที่ 4.33 ปรมิาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 ที่ถูกชะออก
จากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลาร ที่เวลาในการชะตางๆ 
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ลากเสนสัมผัสกราฟตามแนวตั้งและแนวนอน จุดที่เสนสัมผัสตัดกันคอื เวลาทีถ่ึงจดุอิ่มตัวของการ
ชะกรดมะนาวออกจากเรซิน ซ่ึงมีคาเทากับ 8 นาที  

อัตราการไหลของสารละลายกรดซัลฟูรกิ  = 4/8 
       = 0.5 มิลลลิิตรตอนาที 
คิดอัตราการไหลในหนวย space velocity ไดเทากบั 7.5 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 

ดังนั้น ในการทดลองการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรด
ดางเทากับ 5.30 ออกจากคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน ควรควบคุมอัตราการไหลของสารละลาย
กรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลารใหต่าํกวาหรือเทากบั 7.5 มิลลิลติรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวางเรซิน 
 
4.11 การแยกกรดมะนาวออกจากน้ําหมกัดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนควบคูการหมักในระดับ 
ถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
  มีรายงานการผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ A. niger ควบคูการแยกผลิตภณัฑดวย 
เรซินแลกเปลีย่นไอออน (Extractive fermentation) พบวาทําใหอัตราการผลิตกรดมะนาวเพิ่มขึ้น
จาก 0.338 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงเปน 0.543 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง และเชื้อใชน้ําตาลเพิ่มขึน้จาก 
82.2 เปอรเซ็นตเปน 94.8 เปอรเซ็นต นอกจากนีย้ังลดระยะเวลาในการหมักใหส้ันลงจาก 8 วันเหลอื
เพียง 6 วนั (Jianglong และคณะ, 2000) ซ่ึงขอดีของการหมักแบบ extractive fermentation คือ ชวย
ลดปฏิกริิยาการยับยั้งจากการสะสมของผลผลิต ทําใหไดอัตราการผลิตเพิ่มขึ้นและลดของเหลือทิง้
จากกระบวนการแยกและสามารถนํามาใชควบคูกับการผลิตแบบตอเนื่องได ดังนัน้จึงมีความสนใจ
ที่จะนําเอาวธิกีารดังกลาวมาใชกับการผลติกรดมะนาวดวยเซลลยีสต 
  การทดลองนี้ไดนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาใชควบคูกับการหมักกรดมะนาว
ในถังหมักขนาด 2 ลิตร เพื่อนํามาชวยเพิ่มผลผลิตโดยการลดปฏกิิรยิาการยับยัง้ดวยผลิตภัณฑ 
(product inhibition) และลดปญหา osmolarity ที่สูงเนื่องจากการรกัษาคาความเปนกรดดางในถัง
หมักดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด ดังนั้นจึงตองมีการดึงโซเดียมซิเตรทออกบางสวนเพื่อควบคุมไมให
ภายในถังหมักมีโซเดยีมไอออนที่จับกับซิเตรทไอออนมากเกินไป โดยจะดงึน้ําหมักที่อยูในรูป
โซเดยีมซิเตรทจากถังหมักจากนั้นแยกซิเตรทไอออนดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน โดยโซเดียม 
ซิเตรทจะแลกเปลี่ยนไอออนลบกับเคานเตอรไอออนบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เหนี่ยวนาํ
เคานเตอรไอออนคือ ไฮดรอกไซดไอออน โดยที่ซิเตรทไอออนจะแลกเปลีย่นไอออนและดดูซับ
บนเรซินในขณะทีโ่ซเดยีมไอออนจะจับกบัไฮดรอกไซดไอออนไดโซเดียมไฮดรอกไซด น้ําหมักที่
ถูกแยกซิเตรทไอออนออกไปแลวยังคงมีสารอาหารเหลืออยูจึงนํามาเวยีนกลับเขาไปในถังหมัก
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พรอมกับโซเดยีมไฮดรอกไซดที่แยกไดเพื่อนํากลับไปควบคุมคาความเปนกรดดางในถังหมัก เมื่อ
ส้ินสุดกระบวนการหมักจึงนําคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนมาทําการรเีจนเนอเรทดวยสารละลายกรด 
ซัลฟูรกิเพื่อใหไดกรดมะนาวออกมา ใหผลดังนี ้
 
  4.11.1 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมง 24 
 
  ทดลองตามวิธขีอ 3.8 เลี้ยงเชื้อยีสตเพื่อผลิตกรดมะนาวในระดบัถังหมักขนาด 2 
ลิตร ควบคุมเปอรเซ็นตออกซิเจนทีล่ะลายน้ําไดใหคงที่เทากับ 50 เปอรเซ็นตและหยุดควบคุมคา
ความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 จากนั้นเริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนโดยภายในคอลัมนบรรจุเรซินปริมาณ 550 กรมั ซ่ึงเรซินถกูรีเจนเนอเรทดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารแลวลางเรซินดวยน้ํากลัน่จนน้ําลางมีคาความเปนกรด
ดางเทากับ 7.0 จากนั้นเวียนน้ําหมักกลับเขาสูถังหมักดวยอัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที 
ดังแสดงในรูปที่ 4.34 เก็บตัวอยางน้ําหมักเพื่อวเิคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริกและ
กลโูคสที่เหลอืทุกๆ 12 ชัว่โมง ใหผลดังตารางที่ จ.25 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.35 และ 4.36 
 

 
 
รูปที่ 4.34 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการ
ผลิตแบบ extractive fermentation 
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น้ําหนักเซลลแหง กรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ pH %DO
 

 
รูปที่ 4.35 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่24 
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รูปที่ 4.36 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ทีร่ะยะเวลาตางๆ ของการหมกัเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 
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เนื่องจากการผลิตกรดมะนาวโดยยีสตจะเกดิขึ้นหลังจากที่แหลงไนโตรเจนใน
อาหารถูกใชหมดแลว (Rane และ Simst, 1995) และจากผลการทดลองขอ 4.7 ซ่ึงเปนการผลิตกรด
มะนาวดวยเซลลอิสระในถังหมักขนาด 2 ลิตร พบวาเชือ้เริ่มมีการผลติกรดมะนาวตัง้แตชั่วโมงที่ 12 
เปนตนไป ดงันั้นในการทดลองนีจ้ึงทําการเลี้ยงเชื้อโดยควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 
0 ถึง 24 เพื่อใหภาวะในถังหมักเหมาะสมตอการเจริญและเชื้อสามารถใชแหลงไนโตรเจนจนหมด 
จากผลการทดลองพบวาเชื้อจะเจรญิเขาสูชวงกึ่งกลางของการเจริญแบบทวีคูณ (mid-log phase) ใน
ชั่วโมงที่ 24 จากนั้นเริ่มดึงน้าํหมักออกจากถังหมักโดยเซลลจะถูกกรองภายในถังหมักโดยผาน  
spinfilter ที่มีขนาดรพูรนุเทากับ 20 ไมโครเมตรเพื่อควบคุมไมใหปริมาณเซลลในถังหมักลดลงซึ่ง
พบวาหลังจากชั่วโมงที่ 24 น้ําหนักเซลลแหงจะเพิ่มขึน้เล็กนอยและคงที่จนสิ้นสุดการทดลองและ
น้ําหมักกอนทีจ่ะเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนจะผานตัวกรองขนาด 0.45 และ 0.20 ไมโครเมตร
เพื่อกําจดัอนุภาคขนาดเลก็และสารแขวนลอยตางๆ แลวนําเขากระบวนการแลกเปลี่ยนไอออน 
ภาวะที่ใชในแยกกรดมะนาวคือ ที่อัตราการไหล 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตร
วางระหวางเรซิน ที่อุณหภูมิหอง หลังจากที่เริ่มกระบวนการแลกเปลี่ยนไอออนจะหยดุปอน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด น้ําหมักที่ผานการแลกเปลีย่นไอออนในคอลัมนแลวจะถูกเวยีน
กลับเขาไปในถังหมักเพื่อใหสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออนเปนตัว
ปรับคาความเปนกรดดางในถังหมักแตเนื่องจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการ
แลกเปลีย่นไอออนในคอลัมนมีปริมาณนอยไมสามารถควบคุมคาความเปนกรดดางไดอีกทั้งกรด
มะนาวที่ผลิตไดมีความเขมขนสูงขึ้นเรื่อยๆ ทําใหภาวะในถังหมักไมเหมาะสมตอการเจรญิของเชือ้
ซ่ึงคาความเปนกรดดางในถงัหมักจะลดลงตั้งแตชั่วโมงที ่ 24 และเมื่อส้ินสุดการทดลองมีคาความ
เปนกรดดางเทากับ 2.64  

พิจารณาคา Yp/s มีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 12 ซ่ึงเซลลอยูในระยะเจรญิแบบ
ทวีคูณและมีการใชกลโูคสเพื่อการเจรญิและผลิตกรดมะนาว เมื่อส้ินสุดการหมักกลโูคสที่เหลอืใน
ถังหมักมีคาลดลงจากเริ่มตนและกรดมะนาวมีคาเพิ่มขึน้ดังนั้นคา Yp/s จึงมีคาเพิม่ขึ้นตั้งแตช่ัวมงที่ 
12 จนสิ้นสุดการหมัก เนื่องจากการทดลองนี้ไดหยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตัง้แตช่ัวโมงที่ 24 
ซ่ึงเซลลจะเริ่มเขาสูระยะการเจรญิแบบคงที ่ และอัตราการแลกเปลีย่นไอออนมีคาต่ํากวาอัตราการ
ผลิตกรดมะนาวจึงทําใหภาวะในถังหมักไมเหมาะสําหรับการเจริญของเชื้อแตเชื้อยังสามารถผลิต
กรดมะนาวได ดังนั้นคา Yp/x ที่ไดจึงมคีาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 จากนัน้ะมแีนวโนมเพิ่มขึ้น
เรื่อยๆ จนสิ้นสุดการหมัก สําหรับคา Yx/s มีคาเพิ่มขึ้นตั้งแตชั่วโมงที่ 12 และมีคาสงูสุดที่ชั่วโมงที่ 
24 จากนั้นจะลดลงจนสิ้นสดุการทดลองอาจเนื่องมาจากเมื่อหยุดควบคมุคาความเปนกรดดางในถัง
หมักทําใหภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญ เซลลจึงไมเจรญิเพิ่มอกีเปนผลใหคา Yx/s ลดลง เมื่อ
ส้ินสุดการหมกัใหอัตราการผลิตเทากับ 0.128 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมงซึ่งมีคาต่ํากวาอัตราการผลิต
กรดมะนาวแบบที่ไมแยกระหวางการหมักตามผลการทดลองขอ 4.7 (อัตราการผลิตเทากับ 0.615 
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กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) ทั้งนี้อาจเนื่องจากการดึงผลิตภณัฑออกจากถงัหมักนอยไปจึงไมสามารถลด
ปญหา osmolarity ที่สูงได และสาเหตุที่ไมสามารถดึงผลิตภณัฑออกมามากนั้นเพราะอัตราการไหล
ของน้ําหมักเขาคอลัมนและเวียนกลับน้ําหมักเขาไปควบคุมคาความเปนกรดดางในถงัหมักคอนขาง
ชาจึงทําใหไมสามารถแยกกรดมะนาวออกมาใหสัมพันธกับอัตราการผลิตกรดมะนาวในถังหมักได 
ซ่ึงในการทดลองขั้นตอไปจะศึกษาการเตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับคาความเปน
กรดดางในถังหมัก 

ในสวนของคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนมาชะดวยภาวะทีเ่หมาะสมตามผลการทดลองขอ 4.10 สารละลายตวัชะที่ใชคือ สารละลาย
กรดซัลฟรูิกความเขมขน 1.5 โมลาร อัตราการไหลเทากบั 7.50 มิลลลิติรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของ
ปริมาตรวางระหวงเรซิน ทีอุ่ณหภูมิหอง และเพื่อลดระยะเวลาในขัน้ตอนการแยกและรีเจนเนอเรท
คอลัมน ในขัน้ตอนการชะจึงทําการชะแบบ fast step โดยทําการผานสารละลายกรดซัลฟูรกิเขา
คอลัมนอยางรวดเรว็และเก็บสารละลายทีถ่กูชะเปนลําดับสวน นํามาวเิคราะหหาความเขมขนกรด
มะนาวดวยวิธ ี HPLC ใหผลดังตารางที่ จ.26 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.37 แลวคํานวณหาปริมาณ
กรดมะนาวทีช่ะไดทั้งหมด 
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รูปที่ 4.37 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) หยุดควบคุมคาความเปนกรด
ดางตั้งแตช่ัวโมง 24 
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ในขั้นตอนการชะนี้สารละลายกรดซัลฟรูิกจะแตกตวัไดซัลเฟตไอออน (SO4
2-) 

และไฮโดรเจนไอออน (H+) ซัลเฟตไอออนจะเขาแลกเปลี่ยนไอออนกบัเคานเตอรไอออนที่เปน 
ซิเตรทไอออน และไฮโดรเจนไอออนจะเขาจับกับซิเตรทไอออนไดเปนกรดมะนาวและถกูชะ
ออกมา ในขั้นตอนนี้พบวาปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมดเทากับ 12.87 กรมัและปริมาตร
สารละลายตวัชะท่ีใชเทากับ 1,800 มิลลลิิตร  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 16.26 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเทากับ 12.87 กรัม ดังนั้นปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดยหยุดควบคุมคาความ
เปนกรดดางตัง้แตช่ัวโมงที่ 24 เทากับ 29.13 กรัม 

 
4.11.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ

เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ทุกๆ 12 ชัว่โมงจนสิ้นสดุการทดลอง 
 

จากผลการทดลองขอ 4.11.1 เมื่อหยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 
24 และดึงสารละลายโซเดยีมซิเตรทออกจากถังหมักเพือ่ทําการแยกดวยเรซินและเวยีนน้ําหมักเขา
ถังหมักพบวาอัตราการแยกกรดมะนาวไมสัมพันธกับอัตราการผลติกรดมะนาวในถังหมัก ทําให
ภาวะในถังหมกัไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อจึงทําใหอัตราการผลติกรดมะนาวมคีาต่ํา อีกทัง้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแยกดวยเรซินมีปริมาณไมเพียงพอทีจ่ะชวยปรับคา
ความเปนกรดดางในถังหมัก นอกจากนี้เรซินกอนนาํไปใชไดทําการรีเจนเนอเรทดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร แลวลางดวยน้ํากลั่นจนน้ําลางมีคาความเปนกรดดาง
เทากับ 7.00 ทาํใหภายในคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนจึงมคีาความเปนกรดดางเทากับ 7.00 ดวย เปน
ผลใหภาวะที่ใชในการแยกกรดมะนาวไมเปนไปตามที่ไดศึกษามาคือ เรซิน Dowex Marathon 
WBA จะมีความเหมาะสมในการแยกกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 

ดังนั้นในการทดลองนีไ้ดทาํการควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตเริม่การหมัก
จนถึงชัว่โมงที ่ 24 จากนั้นหยุดปอนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดแลวเริ่มดึงน้าํหมักออกจากถัง
หมักเขาสูคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนโดยภายในคอลัมนบรรจเุรซินปริมาณ 550 กรัม และทําการรี
เจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารแลวเวียนน้ําหมักกลับ
เขาสูถังหมักดวยอัตราการไหลเทากับ 0.5 มิลลิลิตรตอนาที และทําการปรับคาความเปนกรดดางใน
ถังหมักทุกๆ 12 ชั่วโมงดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียม เก็บตวัอยางทกุๆ 12 
ชั่วโมง นําน้ําหมักมาวิเคราะหหาปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ และ กลโูคสที่เหลือ ใหผลดัง
ตารางที่ จ.27 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.38 และ 4.39 
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รูปที่ 4.38 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางทกุๆ 12 ชั่วโมง
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รูปที่ 4.39 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง 
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จากผลการทดลองในสวนของการหมักหลังจากชัว่โมงที่ 24 เมื่อหยดุปรับคาความเปนกรดดางแลว
เริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักและเวียนน้ําหมักกลับเขาถงัหมักเพื่อใหสารละลายโซเดยีมไฮดรอก
ไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออนไปปรบัคาความเปนกรดดางพบวาคาความเปนกรดดางในถัง
หมักมีคาอยูในชวง 3-4 และเมื่อปอนสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียมทกุๆ 12 
ช่ัวโมงพรอมกับการเก็บตวัอยางจนสิ้นสดุการทดลองพบวาภาวะในถังหมักยังไมเหมาะสมตอการ
เจรญิของเชื้อ โดยเชื้อจะเริ่มเจรญิเพิ่มขึ้นตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จากนัน้น้ําหนักเซลลแหงจะเริ่มคงที่ตั้งแต
ช่ัวโมงที ่ 36 และเชื้อเริ่มมีการผลิตกรดมะนาวตั้งแตช่ัวโมงที ่ 12 และผลิตกรดมะนาวไดสูงสดุ
เทากับ 61.25 กรัมตอลิตรทีช่ั่วโมง 96  

พิจารณาคา Yp/s พบวามีคามากกวาในผลการทดลองขอ 4.11.1 อาจเนื่องมาจาก
ในการทดลองนี้ไดควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง ทําใหเชื้อเจรญิไดเพิ่มขึ้นและ
สามารถใชกลโูคสเพื่อผลิตกรดมะนาวไดเพิ่มขึ้นดวย เมื่อส้ินสุดการหมักกลโูคสที่เหลือในถังหมัก
เหลือนอยกวาในผลการทดลองขอ 4.11.1 คา Yp/x มีแนวโนมเพิ่มขึ้นเชนเดียวกับผลการทดลองขอ 
4.11.1 แตใหคาสูงกวาอาจเนื่องจากในผลการทดลองนีม้ีปริมาณเซลลมากกวาดังนัน้จึงสามารถผลิต
กรดมะนาวไดมากกวา สําหรับคา Yx/s ก็ใหคาสูงกวาเชนกันอาจเกิดจากปริมาณเซลลที่มากกวา
ดังนั้นคาความสามารถในการใชน้ําตาลเพือ่ผลิตเซลลจึงมีมากกวาดวย เมื่อส้ินสุดการหมักไดอัตรา
การผลิตกรดมะนาว 0.397 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมงซึ่งสูงกวาผลการทดลองขอ 4.11.1 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยภาวะที่เหมาะสมตาม
ผลการทดลองขอ 4.10 นําสารละลายทีผ่านการชะมาวิเคราะหหาความเขมขนกรดมะนาวดวยวธิี 
HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.28 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.40 คํานวณหาปรมิาณกรดมะนาว
ที่ชะได พบวาปริมาณกรดมะนาวที่ชะออกจากคอลัมนเทากับ 8.89 กรัมและปริมาตรสารละลายตวั
ชะที่ใชเทากับ 1,500 มิลลลิติร ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากบั 57.16 กรัม 
ดังนั้นปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation ที่ควบคุม
คาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ช่ัวโมงจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรยีมไวรวมกับที่ไดจาก
การแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน เทากับ 66.05 กรัม  

เมื่อเปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวกับผลการทดลองขอ 4.11.1 พบวาปริมาณกรด
มะนาวที่ชะไดในการทดลองนี้มีปริมาณนอยกวาแตปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดในถงัมีคาเพิ่มขึ้น
จาก 16.26 กรัมไดเปน 57.16 กรัม และปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดเพิ่มขึ้นจาก 29.13 กรัมไดเปน 
66.05 กรัม  

เนื่องจากการทดลองนีไ้ดทาํการปรับคาความเปนกรดดางในถงัหมักทุกๆ 12 
ช่ัวโมงดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการเตรียมทําใหปรมิาณกรดมะนาวในถังหมัก
เพิ่มขึ้นอาจเปนเพราะเมื่อเชือ้มีการผลิตกรดมะนาวออกมาในรูปของซิเตรทไอออน สารละลาย
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โซเดยีมไฮดรอกไซดซ่ึงจะแตกตัวไดโซเดยีมไอออนและไฮดรอกไซดไอออน โดยโซเดยีมไอออน
จะเขาจับกับซิเตรทไอออนไดเปนโซเดยีมซิเตรท จะไปชวยลดปริมาณของซิเตรทไอออนทําใหเชื้อ 
ตองผลติซิเตรทไอออนเพิ่มขึ้นเพื่อใหอยูในสภาพสมดลุของการสรางกรดมะนาวจึงทําใหไดกรด
มะนาวเพิ่มมากขึ้น สําหรบัการแยกดวยคอลัมนในการทดลองนี้ไดปริมาณกรดมะนาวนอยกวาผล
การทดลองขอ 4.11.1 เกิดจากภาวะในคอลัมนไมเหมาะสมตอการแยกกรดมะนาวเพราะภายใน
คอลัมนบรรจดุวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 และเรซินถกูรเีจนเนอเรทดวย
สารละลายชนดิเดียวกนั ทําใหภาวะภายในถังหมักมีคาความเปนกรดดางสูง จึงทําใหการ
แลกเปลีย่นไอออนไมเปนไปตามขีดความสามารถของเรซินทําใหประสิทธิภาพในการแยกกรด
มะนาวลดลงดวย (Geankoplis, 1993) 
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รูปที่ 4.40 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ทกุๆ 12 ช่ัวโมง 
 

4.11.3 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้ําหนกัตอปริมาตร) ตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิ้นสดุการทดลอง 

 
จากผลการทดลองขอ 4.11.2 เมื่อทําการปรบัคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง

ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดทีเ่ตรยีมไวทําใหน้ําหนักเซลลแหงเพิ่มขึ้นและมกีารผลิตกรด
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มะนาวเพิ่มขึ้นดวยแตปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนยังมี
ปริมาณนอย ดงันั้นในการทดลองนีใ้นสวนของการหมกัจะปรับคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดที่เตรียมไวตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองรวมกับสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่นไอออน และคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนบรรจดุวยเร
ซิน 550 กรัม และรีเจนเนอเรทดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) เริ่มดึงน้ําหมักเขาสูระบบแลกเปลีย่นไอออนตั้งแตชัว่โมงที่ 24 แลวเวยีนน้ําหมักกลับ 
เก็บตัวอยางทกุๆ 12 ชั่วโมง วิเคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริกและกลโูคสที่เหลือ ใหผล
ดังแสดงในตารางที่ จ.29 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.41 และ 4.42 

เมื่อทําการควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง 
พบวาคาความเปนกรดดางในถังหมักทีว่ัดไดมากกวาคาที่วัดไดจากการทดลองขอ 4.11.1 และ 
4.11.2 แตมีน้ําหนักเซลลแหงนอยกวาการทดลองขอ 4.11.2 อาจเนื่องจากมีการปรับคาความเปน
กรดดางดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดทั้งที่เตรียมไวรวมทั้งที่บรรจุอยูในคอลัมนแลกเปลี่ยน
ไอออนและทีไ่ดจากการแลกเปลีย่นไอออนในคอลัมน ทําใหปริมาณของโซเดียมไฮดรอกไซดทีใ่ช
มากเกินพอทําใหคาความเปนกรดดางในถงัหมักคอนขางสูงซึ่งมีผลตอการเจริญของเซลล  

พิจารณาคา Yp/s มีคามากกวาผลการทดลองที่ 4.11.2 อาจเนื่องมาจากการควบคุม
คาความเปนกรดดางตลอดการทดลองซึ่งเปนภาวะที่คลายกับการหมักยีสตอิสระในถังหมักขนาด 2 
ลิตรแตไมทําการแยกระหวางหมัก ทําใหเชื้อเจรญิไดดีและมีเซลลปริมาณมากสามารถใชกลโูคส
เพื่อผลิตกรดมะนาวไดมากขึน้ และคา Yp/s มีแนวโนมที่เพิ่มขึ้นหลงัจากสิ้นสุดการหมักชั่วโมงที่ 
120  ซ่ึงเปนผลดีหากทําการหมักแบบตอเนื่องซึ่งหากมีการเติมอาหารเลีย้งเชื้อเพิ่มจะทําใหไดผล
ผลิตเพิ่มขึ้นดวย คา Yp/x มีคาเพิ่มขึ้นตลอดการหมัก ซ่ึงอธิบายไดวามีเซลลปริมาณมากในถังหมัก
จึงทําใหสามารถผลิตกรดมะนาวไดมากดวย คา Yx/s  มีคาเพิ่มขึ้นตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 และสูงสุดที่
ชั่วโมงที ่36 จากนั้นคาดังกลาวจะลดลงจนสิ้นสุดการหมกัอาจเปนเพราะหลังจากชัว่โมงที่ 24 เซลล
เจรญิอยูในระยะเจรญิแบบคงที่ และไมเจรญิเพิ่มขึน้อีก ทําใหคา Yx/s หลังจากชัว่โมงที่ 36 มีคาลด
ต่ําลง เมื่อส้ินสุดการหมักไดคาอัตราการผลิตเทากับ 0.500 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง ซ่ึงมากกวาในผล
การทดลองที่ 4.11.1 และ 4.11.2 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยสารละลายกรด 
ซัลฟูรกิความเขมขน 1.5 โมลาร แบบ fast step เก็บสารละลายที่ถกูชะเปนลําดับสวน นํามาวเิคราะห
หาความเขมขนกรดมะนาวดวยวธิี HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.30 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 
4.43 คํานวณหาปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมด  

จากผลการทดลองพบวาปรมิาณกรดมะนาวที่ชะไดทั้งหมดเทากับ 4.33 กรัมและ
ปริมาตรสารละลายตัวชะที่ใชเทากับ 1,000 มิลลลิิตร ซ่ึงปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากชะนี้เมื่อ
เปรยีบเทียบกบัการทดลองขอ 4.11.1 และ 4.11.2 พบวามปีริมาณที่นอยกวา ซ่ึงเนื่องมาจากเรซินถูก 
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รูปที่ 4.41 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ  
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง
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รูปที่ 4.42 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลอง 
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รีเจนเนอเรทดวยโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 ทําใหเรซินเกิดการเสียสภาพและเมื่อ
นําไปทําการแยกกรดมะนาวจึงทําใหประสิทธิภาพในการแยกกรดมะนาวลดลงดวยเชนกัน  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 65.99 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเทากับ 4.33 กรัม ดังนัน้ปริมาณกรด
มะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดยควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรียมไว
รวมกับที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเทากับ 70.32 กรัม ซ่ึงปรมิาณกรดมะนาว
ทั้งหมดที่ไดจากการทดลองนี้จะมีคาใกลเคียงกับผลการทดลองขอ 4.11.2 (66.05 กรมั)  
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รูปที่ 4.43 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง 
 

4.11.4 ควบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 40 (น้าํหนกัตอปริมาตร) ตั้งแตชัว่โมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง และภายในคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออนลบบรรจดุวยอาหารสําหรับผลติกรดมะนาว 

 
จากผลการทดลองขอ 4.11.1 ถึง 4.11.3 เมือ่ทําการชะกรดมะนาวออกจากคอลัมน

ดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิพบวาปริมาณกรดมะนาวทีช่ะออกมาไดมปีริมาณนอยมาก และความ
เปนกรดดางในถังหมักอยูในภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจรญิของเชื้อ ดังนั้นในการทดลองนี้ใน
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สวนของการหมักจะปรับคาความเปนกรดดางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่เตรยีมไวตัง้แต
ช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองรวมกับสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ไดจากการแลกเปลีย่น
ไอออน สําหรับคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเพื่อใหการแยกมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้นจึงเลือกใช
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนจํานวน 2 คอลัมนโดยแตละคอลัมนจะบรรจุเรซิน 550 กรัมพรอมกับ
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาว เริ่มดึงน้ําหมักออกจากถังหมักตั้งแตช่ัวโมงที่ 24 แลวเวียนน้ําหมัก
กลับเขาสูถังหมัก เก็บตวัอยางน้ําหมักทุกๆ 12 ชั่วโมง วเิคราะหปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตรกิ
และน้ําตาลกลโูคสที่เหลือ ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.31 (ภาคผนวก จ) และรูปที่ 4.44 และ 4.45 

เมื่อควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง พบวาคา
ความเปนกรดดางในถังหมักที่วัดไดมีคาประมาณ 4-5 น้าํหนักเซลลแหงสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 เทากับ 
21.19 กรัมตอลิตร เชื้อเริม่มีการผลิตกรดมะนาวตั้งแตชั่วโมงที ่ 12 กรดมะนาวที่ผลิตไดสูงสดุที่
ชั่วโมง 96 เทากับ 89.67 กรัมตอลิตร 

ทั้งคา Yp/s และ Yp/x มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตช่ัวโมงที่ 12 สําหรับคา Yx/s มีคา
เพิ่มขึ้นตั้งแตชัว่โมงที่ 0 และมีคาสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 จากนั้นจะลดลงและคงที่ เมื่อส้ินสุดการหมกั 
ไดอัตราการผลิตเทากับ 0.602 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 

เมื่อส้ินสุดการหมักนําคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนมาชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริก
ความเขมขน 1.5 โมลาร แบบ fast step เก็บสารละลายที่ถกูชะเปนลําดับสวน นาํมาวิเคราะหหา
ความเขมขนกรดมะนาวดวยวิธี HPLC ใหผลดังแสดงในตารางที่ จ.32 และ จ.33 (ภาคผนวก จ) และ
รูปที่ 4.46 

จากผลการทดลองพบวาสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลารสามารถ
ชะกรดมะนาวออกจากคอลัมนที่ 1 เทากับ 8.50 กรัม ปรมิาตรสารละลายตัวชะที่ใช 1,100 มิลลลิติร 
และคอลัมนที่ 2 เทากับ 2.52 กรัม ปริมาตรละลายตัวชะทีใ่ชเทากับ 1,100 มิลลลิิตร  

ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการหมักในถังหมักเทากับ 79.48 กรัม และปริมาณ
กรดมะนาวที่ไดจากการดูดซบัดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนทั้ง 2 คอลัมนเทากับ 11.12 กรัม 
ดังนั้นปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากกระบวนการหมักแบบ extractive fermentation โดย
ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลองดวยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด ที่เตรยีมไวรวมกับที่ไดจากการแยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเทากับ 90.50 กรมั 

เมื่อเปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวที่ผลิตไดในผลการทดลองนีก้ับผลการทดลอง
ขอ 4.11.1 ถงึ 4.11.3 พบวาเมื่อทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตเริ่มตนจึงทําใหภาวะในถัง
หมักเหมาะสําหรับการเจรญิของเซลลและเซลลสามารถผลิตกรดมะนาวไดเพิ่มขึ้น ทําใหไดปริมาณ
กรดมะนาวเพิม่ขึ้นและปริมาณกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 79.48 กรมั และเมื่อเริ่มดึงน้ําหมักเขา
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนที่ภายในคอลมันบรรจดุวยอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวแลวเวยีนน้ํา 
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รูปที่ 4.44 น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลาตางๆ 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 
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รูปที่ 4.45 คา Yp/s, Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมักเมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive 
fermentation ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที ่0 จนสิ้นสุดการทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 
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รูปที่ 4.46 ปริมาณกรดมะนาวทีถู่กชะดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร เมื่อทํา
การผลิตกรดมะนาวแบบ extractive fermentation ทีค่วบคุมคาความเปนกรดดางดวยสารละลาย
โซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) ตัง้แตช่ัวโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการ
ทดลอง และทาํการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมน 2 คอลมัน 
 
หมักกลับเขาสูถังหมัก รูปแบบการหมักจะเปนแบบตอเนื่องทําใหเซลลไดรับสารอาหารที่จําเปนตอ
การเจริญและพบวาน้ําหนักเซลลแหงในถงัหมักมีปริมาณเพิ่มขึ้นเทากบั 21.19 กรัมตอลิตร แตเมือ่
นําคอลัมนมาชะดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิพบวาปริมาณกรดมะนาวยังมีนอยถึงแมวาจะใชคอลัมน
แลกเปลีย่นไอออนถึง 2 คอลัมนแลวก็ตาม ซ่ึงจะตองปรับปรุงวธิีการแยกกรดมะนาวดวยคอลัมน
แลกเปลีย่นไอออนหรืออาจตองนําวธิีการอื่นๆ มาใชรวมกับการแยกดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออน 
เชน กระบวนการอิเลก็โทรไดแอลิซิส จากงานวจิัยของเรณนิทร (2547)ไดศึกษาผลของตัวแปรทีม่ี
ตอการแยกกรดมะนาวดวยกระบวนการอิเล็กโทรไดแอลซิิสและหาภาวะที่เหมาะสมเพื่อเปน
แนวทางในกานนํากระบวนการดังกลาวมาใชควบคูการหมักเพื่อเพิ่มผลผลิต พบวามีความเปนไป
ไดที่จะนําเอากระบวนการอเิล็กโทรไดแอลิซิสมาใชควบคูกับการหมักเพื่อชวยเพิ่มผลผลิต โดยท่ี
อัตราการการแยกและอัตราการผลิตควรจะมีคาใกลเคยีงกันจึงจะทําใหสามารถชวยลดปญหา 
osmolarity ที่สูงเนื่องจากการรักษาคาความเปนกรดดางในถังหมักดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  

ในทางปฏิบัตหิากตองการทีจ่ะนํากระบวนการแยกโดยอิเล็กโทรไดแอลซิิสมาใช
รวมกับคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนเพื่อแยกกรดมะนาว น้ําหมักจะถูกถึงออกจากน้ําหมักแลวนําไป
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แยกดวยกระบวนการอิเล็กโทรไดแอลิซิสกอนเพื่อแยกโซเดียมไอออนออกจากซิเตรทไอออน
รวมทั้งแยกไฮดรอกไซดไอออนดวย จากนัน้จึงเวยีนสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดทีไ่ดจาก
กระบวนการนี้กลับเขาถังหมักเพื่อควบคมุคาความเปนกรดดางภายในถังหมักรวมกับโซเดยีม 
ไฮดรอกไซดที่เตรยีมไว สําหรับซิเตรทไอออนทีแ่ยกไดนํามาผานคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนลบ
และทําการชะดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิเพื่อใหไดกรดมะนาวที่บริสุทธิ์ตอไป 
 

4.11.5 เปรียบเทียบการผลติกรดมะนาวดวยยีสต C. oleophila NNU-62 ดวยการ
หมักแบบไมแยกระหวางหมักและแบบ extractive fermentation ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
 
  พิจารณาผลผลติกรดมะนาวและคาจลนพลศาสตรจากการหมักแบบไมแยก
ระหวางหมักกบัแบบ extractive fermentation ในถังหมกัขนาด 2 ลติร ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 
พบวา เมื่อส้ินสุดการหมักที่ 120 ช่ัวโมง ความเขมขนกรดมะนาวในถังหมักจากการผลิตแบบ 
extractive fermentation ในผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 89.67 กรัมตอลิตร (คิดเปน
ปริมาณกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 79.48 กรัม) และเมื่อเปรยีบเทียบกับการผลิตแบบไมแยก
ระหวางหมักซึ่งใหความเขมขนกรดมะนาวในถังหมักเทากับ 73.79 กรัมตอลติรพบวาใหความ
เขมขนกรดมะนาวที่ใกลเคียงกัน สําหรบัอัตราการผลติกรดมะนาวสูงสุด พบวา การผลิตแบบ 
extractive fermentation ในผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 0.602 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง
และใหคาใกลเคียงกับการผลิแบบไมแยกระหวางหมัก (0.615 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 

เปรยีบเทียบปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดทีไ่ดจากการทดลอง พบวาการผลิตแบบ 
extractive fermentation ตามผลการทดลองขอ 4.11.4 มีคาสูงสุดเทากับ 90.50 กรมัซึ่งใหคามากกวา
การผลิตแบบไมแยกระหวางหมัก (81.17 กรัม) ซ่ึงจากปริมาณกรดมะนาวทั้งหมดที่ไดจากการ
ทดลองกลาวไดวามีความเปนไปไดทีจ่ะนาํเอากระบวนการหมักแบบ extractive fermentation มาใช
ในการผลิตกรดมะนาวเพื่อเพิ่มผลผลิตกรดมะนาว โดยตองศึกษาเพิม่เติมในสวนของการแยกกรด
มะนาวดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนเพื่อใหการแยกมีความสัมพันธกับผลิตกรดมะนาว และ
สามารถลดปญหา osmolarity ที่เกิดจากการควบคุมคาความเปนกรดดางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด
ได หรืออาจพฒันากระบวนการแยกโดยนาํเอาเทคนิคอ่ืนๆ มาใชรวมดวย เชน การนําเทคนิคอิเลก็
โทรไดแอลิซิส มาชวยแยกกรดมะนาวออกจากสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เพือ่ใหการแยกกรด
มะนาวมีประสิทธิภาพมากขึ้นและไดกรดมะนาวที่บรสุิทธิ์เพิ่มขึ้น อีกทั้งสามารถทําการหมัก
แบบตอเนื่องโดยที่เซลลยังคงมีความสามารถในการผลิตกรดมะนาวซึ่งจะทําใหไดผลผลิตกรด
มะนาวเพิ่มขึ้นอีกดวย 
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ตารางที่ 4.2 เปรียบเทียบคาจลนพลศาสตรของการหมักยีสต C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวแบบไมแยกระหวางหมักและแบบ extractive 
fermentation 

กระบวนการหมักแบบ คาจากการทดลอง 
ไมแยก

ระหวางหมัก 
ผลการทดลองขอ 4.11.1 ผลการทดลองขอ 4.11.2 ผลการทดลองขอ4.11.3 ผลการทดลองขอ 4.11.4 

น้ําหนักเซลลแหง (กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาว (กรัมตอลิตร) 
ระยะเวลาที่ใชในการหมัก (ชั่วโมง) 
ผลผลิตเซลลตอน้ําตาลที่ใช (Yx/s) 
ผลผลิตกรดมะนาวตอน้ําตาลที่ใช (Yp/s) 
ผลผลิตกรดมะนาวตอเซลล (Yp/x) 
อัตราการผลิตกรดมะนาว  
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง) 
ปริมาณกรดมะนาวในถังหมัก(กรัม) 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากคอลัมน
แลกเปลี่ยนไอออนที่ 1 (กรัม) 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากคอลัมน
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 ไมไดทําการทดลอง 
ผลการทดลองที่ 4.11.1 หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 24, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารและลางตามดวยน้ํากลั่น 
ผลการทดลองที่ 4.11.2 ควบคุมคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร 
ผลการทดลองที่ 4.11.3 ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง, รีเจนเนอเรทเรซินดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 
ผลการทดลองที่ 4.11.4 ควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง, รีเจนเนอเรทเรซนิดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลารและภายในคอลัมนบรรจุดวยอาหาร
สําหรับผลิตกรดมะนาว 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
  

5.1 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
พบวาเชื้อสามารถผลิตกรดมะนาวไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 76.61 กรัมตอลิตร คิดเปน
ปริมาณกรดมะนาวเทากับ 168.54 กรัม และไดอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.638 กรมัตอลติร
ตอช่ัวโมง  
 

5.2 การผลิตกรดมะนาวดวยเซลลตรึง C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร ที่อัตราการกวน 50 รอบตอนาทีและไมกวนผสม (อัตราการใหอากาศเทากบั 1.5 ปริมาตร
อากาศตอปริมาตรน้ําหมักตอนาที) และในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด (อัตราการใหอากาศเทากบั 
1.0 ปริมาตรอากาศตอปรมิาตรน้ําหมักตอนาที) พบวาเซลลตรึงผลิตกรดมะนาวไดความเขมขน
สูงสุดเทากับ 0.73, 3.47 และ 2.65 กรมัตอลิตรตามลําดับ และอัตราการผลิตกรดมะนาวเทากับ 
0.006, 0.029 และ 0.022 กรมัตอลิตรตอช่ัวโมงตามลําดบั ทั้งความเขมขนกรดมะนาวและอัตราการ
ผลิตจากการผลิตดวยเซลลตรึงมีคานอยกวาการผลิตดวยยีสตอิสระในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซ่ึงใหคา
เทากับ 76.61 กรัมตอลิตรและ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง ตามลําดับ 
 

5.3 การผลิตกรดมะนาวดวยเชื้อ C.oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร 
พบวาเชื้อสามารถผลิตกรดมะนาวไดความเขมขนกรดมะนาวเทากับ 73.79 กรัมตอลิตร และอัตรา
การผลิตกรดมะนาวเทากับ 0.602 กรัมตอลติรตอช่ัวโมง ซ่ึงมีคาใกลเคยีงกับการผลิตดวยยีสตอิสระ
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร (อัตราการผลติเทากับ 0.638 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง) 
 

5.4 เปรียบเทียบการดดูซับกรดมะนาวสูงสุดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ของเรซิน 3 ชนิด ไดแก เรซินแลกเปลีย่นไออนลบชนดิแรง (Dowex 1x4-400), เรซินแลกเปลีย่น
ไอออนลบชนดิออน (Dowex Marathon WBA) และเรซินแบบไมมีประจุ (Amberlite XAD-7) 
พบวาเรซิน Dowex Marathon WBA สามารถดูดซบักรดมะนาวไดสูงสุดเทากับ 0.33 กรัมกรด
มะนาวตอกรัมเรซิน ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
 

5.5 รูปแบบ ion exchange isotherm ของการดูดซับกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาและอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 ดวย 
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เรซิน Dowex Marathon WBA มีลักษณะแบบ Langmuir คาความสามารถในการดดูซับกรดมะนาว
สูงสุด (qm) เทากับ 0.74 และ 0.38 กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซินตามลําดับ และคาคงที่ของการดดู
ซับ (K) เทากบั 65.84 และ 31.42 กรัมตอลิตรตามลําดับ 
 

5.6 ภาวะทีเ่หมาะสมในการดูดซับกรดมะนาวดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน จาก 
breakthrough curve พบวาทีอั่ตราการไหลเทากับ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลลิิตรของปริมาตร
วางระหวางเรซินมีความเหมาะสมในการดดูซับกรดมะนาว โดยสามารถดูดซบักรดมะนาวใน
สารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 และในน้ําหมักกรดมะนาว
ที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ไดปริมาณสูงสุดเทากับ 0.86 และ 0.56 กรัมกรดมะนาว
ตามลําดับ 
 

5.7 ภาวะที่เหมาะสมในการชะกรดมะนาวดวยสารละลายกรดซัลฟูรกิ พบวาความ
เขมขนกรดซัลฟูริกเทากับ 1.0 โมลารสามารถชะกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทาง
การคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซนิไดเปอรเซ็นตการชะมากทีสุ่ดเทากับ 61.34 
เปอรเซ็นต และความเขมขนกรดซัลฟรูิกเทากับ 1.5 โมลารสามารถชะกรดมะนาว ออกจากเรซินได
เปอรเซ็นตการชะมากที่สุดเทากับ 41.02 เปอรเซ็นต และอัตราการไหลของกรดซัลฟูริกทีเ่หมาะสม
คือ อัตราการไหลเทากับ 7.50 มิลลลิิตรตอช่ัวโมงตอมิลลิลิตรของปรมิาตรวางระหวางเรซิน 
 

5.8 พัฒนากระบวนการผลิตกรดมานวโดยผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระในถัง
หมักขนาด 2 รูปแบบการหมัก extractive fermentation พบวาสวนของการหมักตองควบคุมคาความ
เปนกรดดางดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
ตั้งแตช่ัวโมงที ่ 0 จนสิ้นสุดการทดลองเพื่อใหภาวะในถังหมักมีความเหมาะสมตอการเจรญิของ
เซลล และสวนของการแยกดวยคอลัมนแลกเปลีย่นไอออนใช 2 คอลัมนโดยภายในบรรจดุวย
อาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวทําใหไดปรมิาณกรดมะนาวทั้งหมดสูงสุดเมื่อเปรยีบเทียบกับการ
ผลิตกรดมะนาวดวยยีสตอิสระแบบไมแยกระหวางหมัก ซ่ึงมีความเปนไปไดทีจ่ะนาํวิธกีารดังกลาว
ไปใชในการผลิตกรดมะนาวในระดบัขยายสวนตอไป 
 



รายการอางอิง 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารสําหรับการเตรียมหัวเชื้อ (Yeast Malt Extract Medium) 
1.1 อาหารเหลว 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 
สารสกัดจากยสีต   3.0 กรัม 
สารสกัดจากมอลต   3.0 กรัม 
เปปโตน (Peptone)   5.0 กรัม 
กลูโคส     10.0 กรัม 

 
ละลายอาหารในน้ําขจดัไอออน ใสอาหารปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู

ขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที 

 
1.2 อาหารวุนแขง็ลาดเอียง 
เตรียมโดยเติมวุนผง 20.0 กรัม ลงในสูตรอาหารเหลวขอ 1.1 ตมใหวุนละลาย 

จากนั้นปเปตอาหารลงในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปดดวยจกุ
สําลี นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
นาที จากนั้นนาํหลอดอาหารมาวางเอียงใหผิวหนาของอาหาร มีความยาวประมาณ 12 เซนติเมตร 
เมื่ออาหารแขง็ตัวจึงเก็บเขาตูเยน็เพื่อไวใชงานตอไป 
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2. อาหารสําหรับการผลิตกรดมะนาวในระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร 
ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดวย 

  กลูโคส      220.0  กรัม 
  แอมโมเนียมคลอไรด        2.0  กรัม 
  โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต      0.2  กรัม 
  แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต       0.5  กรัม 
  แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต       0.2  กรัม 
  สารสกัดจากยสีต        1.0  กรัม 
 
  แยกสารอาหารออกเปน 3 สวน คือ 

สวนที่ 1 กลูโคส 
สวนที่ 2 แอมโมเนียมคลอไรด โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต แมกนีเซียม

ซัลเฟตเฮปตาไฮเดรตแมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  
สวนที่ 3 สารสกัดจากยีสต 
นําสารอาหารสวนที่ 1 ถึง 3 ไปนึ่งฆาเชื้อพรอมถังหมักและสารกําจัดฟอง ที่

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 7.2 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาทีและในการทดลอง
สารที่ใชควบคุมความเปนกรดดาง คือ โซเดียมไฮดรอกไซด รอยละ 40 (น้ําหนักตอปริมาตร) 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารเคมีท่ีใชในงานวิจัย 
 
1. การตรียมสารละลายสําหรับการวิเคราะหกรดมะนาวโดย HPLC 

1.1 การเตรียมสารละลายตัวพา (mobile phase) สําหรับการวิเคราะหกรดมะนาว
โดย HPLC 
  ละลายไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 กรัมตอลิตร ในน้ําทีก่ําจัดไอออนแลว
อยางดี ปรับคาความเปนกรดดางเทากับ 2.00 ดวยกรดฟอสฟอริก แลวกรองผานกระดาษกรอง
เซลลูโลสอะซิเตตที่มีขนาด 0.45 ไมครอน กําจัดกาซโดยใชเครื่องกําเนดิคลื่นอัลตราโซนิค 
(sonicator) เปนเวลา 25 นาที 
  

1.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดมะนาว 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดมะนาวความเขมขน 10 กรัมตอลิตร โดยช่ังกรด
มะนาวแอนไฮดรัสมาตรฐาน 0.2500 กรัม ละลายดวยน้ําที่กําจัดไอออนแลว ปรับปรมิาตรในขวด
วัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร 
 

1.3 การเตรียมสารละลายมาตรฐานสารเปรียบเทียบภายใน (กรดทารทาริก) 
  เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดทารทาริกเขมขน 80 กรัมตอลิตร โดยช่ังกรดทาร
ทาริกมาตรฐาน 2.000 กรัม ละลายดวยน้ําที่กําจัดไอออนแลว ปรับปรมิาตรในขวดวดัปริมาตรขนาด  
25 มิลลิลิตร 
 
2. การเตรียมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกสําหรบัการวิเคราะหปริมาณกลูโคสที่เหลือ 

ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.0 กรัม ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 2.0 โมลาร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน และเติมน้ํากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม
สารโพแทสเซียมทาเทรต (KNaC4H4O6.4H2O) ปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลั่น 
และเก็บสารละลายในขวดสชีา 
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ภาคผนวก ค 
 

กราฟมาตรฐาน 
 

1. กราฟมาตรฐานของกรดมะนาว โดยวิธี HPLC 
 

y = 1.0388x
R2 = 0.9988
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รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานของกรดมะนาวในชวงความเขมขน 0.0 – 5.0 กรัมตอลิตร 
 
กรดมะนาว = พื้นที่ใตกราฟของกรดมะนาวตอกรดทารทาริก 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 กราฟมาตรฐานของกรดไอโซซิตริกในชวงความเขมขน 0.0 – 1.0 กรัมตอลิตร 
 
กรดไอโซซิตริก = พื้นที่ใตกราฟของกรดไอโซซิตริกตอกรดทารทาริก x 1/ความชนั x ความเจือจาง 
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3. กราฟมาตรฐานของกลูโคส 
 

y = 0.5959x
R2 = 0.9989
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รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานของกลูโคสในชวงความเขมขน 0.0 -1.0 กรัมตอลิตร 
 
ปริมาณกลูโคส = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร x 1/ความชัน x ความเจือจาง 
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ภาคผนวก ง 
 

สูตรการคํานวณคาทางจลนพลศาสตร 
 

1. ผลผลิตเซลลตอสับสเตรทที่ใช, Yx/s 
 

    Yx/s  = (x-x0)/(s0-s) 
 
เมื่อ  x = ความเขมขนเซลลที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  x0 = ความเขมขนเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
 s = ความเขมขนสบัสเตรทที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 s0 = ความเขมขนสบัสเตรทเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 
2. ผลผลิตผลิตภัณฑตอสับสเตรทที่ใช, Yp/s 
 
    Yp/s  = (p-p0)/(s0-s) 
 
เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 s = ความเขมขนสบัสเตรทที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 s0 = ความเขมขนสบัสเตรทเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
 
3. ผลผลิตผลิตภัณฑตอเซลล, Yp/x 
 
    Yp/x  = (p-p0)/(x-x0) 
 
เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
 p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 
  x = ความเขมขนเซลลที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  x0 = ความเขมขนเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
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4. อัตราการผลิตผลิตภัณฑ, Productivity (P) 
 

P = (p – p0)/(t  –t0) 
 

เมื่อ p = ปริมาณผลผลิตที่เวลานั้น (กรัมตอลิตร) 
  p0 = ปริมาณผลผลิตเริ่มตน (กรัมตอลิตร) 

t คือ เวลานั้นๆ (ช่ัวโมง) 
  t0 คือ เวลาเริ่มตน (ช่ัวโมง) 
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ภาคผนวก จ 
 

ขอมูลในการทดลอง 
 

ตารางที่ จ.1 น้ําหนกัเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร
สําหรับเตรียมหัวเชื้อในระดบัขวดเขยาที่ชวงเวลาเพาะเลีย้งตาง ๆ 

ช่ัวโมงที่ น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

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 น้ําหนกัเซลลแหง คาอัตราการเจริญจําเพาะของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหาร
สําหรับเตรียมหัวเชื้อ ในระดบัถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่ชวงเวลาเพาะเลี้ยงตาง ๆ 

ชั่วโมงที่ น้ําหนกัเซลลแหง 
(กรัมตอลิตร) 

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 น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเชื้อ C oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 168.54 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.4 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร ที่อัตราการกวน 50 รอบตอนาที 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 1.93 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.5 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก  
เมื่อเลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 5 ลิตร โดยไมกวนผสม 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลลแหง  
(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 9.37 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.6 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก เมื่อ
เลี้ยงเซลลตรึง C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักแบบฟลูอิดไดซเบด 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 2.92 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.7 ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก น้ําหนักเซลลแหง น้ําตาลกลูโคสที่เหลือ คา productivity คา Yp/s Yx/s และ Yp/x ที่ระยะเวลาตางๆ ของการหมัก เมื่อ
เลี้ยงเซลล C.  oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตร 

เวลา 
(ชั่วโมงที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง 

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิ
ตริก 

(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่
เหลือ 

(กรัมตอลิตร) 

ออกซิเจนที่
ละลายน้ําได 
(เปอรเซ็นต) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ 81.17 กรัม 
หมายเหตุ Yp/s Yx/s Yp/x คือคาคํานวณทางจลนพลศาสตรที่คิดตั้งแตตนจนถึงเวลาการหมักนัน้ 
เครื่องหมาย (-) คือไมสามารถคํานวณได 
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ตารางที่ จ.8 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดดูซับบนเรซินDowex 1x4-400 ที่คาความเปนกรดดางตางๆ  
ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  

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 BAที่คาความเปนกรด
ดางตางๆ  

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  
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 ที่คาความเปนกรดดาง
ตางๆ  

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ (กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน)  
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 
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซิน) 

คาความ
เปนกรด
ดาง 

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

เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดแรง 
 
เรซินแลกเปลี่ยนไอออนลบ
ชนิดออน 
 
เรซินแบบไมมีประจ ุ

0.19 
 
 

0.33 
 

 
0.32 

1.90 
 
 

5.00 
 
 

5.00 
 
ตารางที่ จ.12 ปริมาณกรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับบนเรซิน Dowex Marathon WBA ที่เวลาในการ 
ดูดซับตางๆ 

เวลาในการดูดซับ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ไมถูกดูดซับ 
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ) 

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
กรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.00 
ความเขมขนกรดมะนาวเริ่มตน 

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล 

(กรัมตอลิตร) 
c 

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ  
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ ) 

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
ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 
ความเขมขนกรดมะนาวเริ่มตน 

(กรัมตอลิตร) 
ความเขมขนกรดมะนาวที่สมดุล 

(กรัมตอลิตร) 
c 

ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกดูดซับ  
(กรัมกรดมะนาวตอกรัมเรซนิ ) 

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 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ  
เมื่อผานสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคา ที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 7.5 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวาง
ระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 100.88  กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
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 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ เมือ่ผาน 
น้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 3.75 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 93.53 กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
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 
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ตารางที่ จ.18 ความเขมขนของกรดมะนาวในสารละลายสวนตางๆ ที่ผานออกจากคอลัมน คา Ci/C0 ปริมาณกรดมะนาวที่ผานเขาคอลัมน และที่ถูกดูดซับ เมื่อผานน้ํา
หมักกรดมะนาวเกรดที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 เขาคอลัมนดวยอัตราการไหล 7.5 มิลลิลิตรตอชั่วโมงตอมิลลิลิตรของปริมาตรวางระหวางเรซิน 
ความเขมขนกรดมะนาว (CA) เริ่มตน ; C0 = 93.62 กรัมตอลิตร 
ลําดับ 
สวนที่ 

เวลา 
(นาที) 

ปริมาตรสารละลาย 
ที่ออกจากคอลัมน  

(มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 
(กรัมตอลิตร), Ci 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมน 

(กรัมตอลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาว 
ที่ออกจากคอลัมนสะสม 

(กรัมตอลิตร) 

Ci/C0 ปริมาตรสารละลาย
สะสม 

(มิลลิลิตร) 

ปริมาณกรดมะนาวที่
ผานเขาคอลัมนสะสม 

(กรัม) 

ปริมาณกรดมะนาว
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
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 ปริมาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.00 ทีถู่กชะออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆที่เวลาในการชะ
ตางๆกัน 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะได 
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

 
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 ปริมาณกรดมะนาวที่ถูกชะและเปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในสารละลายกรด
มะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.00 ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริก
ที่ความเขมขนตางๆ  
ความเขมขน
กรดซัลฟูริก 

(โมลาร) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
กอนดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
หลังดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกชะ  
(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
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 ปริมาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ที่ถูกชะ
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆที่เวลาในการชะตางๆกัน 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะได 
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

 
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 เปอรเซ็นตการชะกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากับ 5.30 
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขนตางๆ  
ความเขมขน
กรดซัลฟูริก 

(โมลาร) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
กอนดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
หลังดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกดูดซับ 

(กรัม) 

ปริมาณ 
กรดมะนาว 
ที่ถูกชะ  
(กรัม) 

เปอรเซ็นต 
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 ปริมาณกรดมะนาวในสารละลายกรดมะนาวเกรดทางการคาที่คาความเปนกรดดาง
เทากับ 5.30 ทีถู่กชะออกจากเรซิน ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.0 โมลาร ที่เวลาใน
การชะตางๆ กนั 

เวลาในการชะ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดในสารละลาย  
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

0 
10 
20 
30 
40 
50 
60 

0.00 
0.17 
0.16 
0.16 
0.15 
0.15 
0.16 

 
ตารางที่ จ.24 ปริมาณกรดมะนาวในน้ําหมักกรดมะนาวที่คาความเปนกรดดางเทากบั 5.30 ที่ถูกชะ
ออกจากเรซินดวยสารละลายกรดซัลฟูริกที่ความเขมขน1.5 โมลาร ที่เวลาในการชะตางๆกัน 

เวลาในการชะ 
 (นาที) 

ปริมาณกรดมะนาวที่ชะไดในสารละลาย  
(กรัมตอกรัมเรซิน) 

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 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรบัผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation หยดุควบคุมคาความ
เปนกรดดางตัง้แตชั่วโมงที่ 24 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  16.26 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   12.87 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        29.13 กรัม
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ตารางที่ จ.26 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร ของการหมักแบบ extractive 
fermentation ที่หยุดควบคุมคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 24 

ลําดับสวนที่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรดมะนาว
ในสารละลาย 
(กรัมตอลิตร) 

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 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางทุกๆ 12 ชั่วโมง 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  57.16 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   8.89 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        66.05 กรัม
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ตารางที่ จ.28 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจาก
การชะคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมกั
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางทุกๆ 12 ช่ัวโมง 

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

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



 

 

126

ตารางที่ จ.29 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนกัเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ  65.99 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบประมาณ   4.33 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        70.32 กรัม
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ตารางที่ จ.30 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมกัแบบ extractive 
fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง 

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

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 น้ําหนกัเซลลแหง ปริมาณกรดมะนาว กรดไอโซซิตริก กลูโคสที่เหลือ คาความเปนกรดดาง และเปอรเซ็นตออกซิเจนที่ละลายน้ําได ของการหมักที่เวลา
ตางๆ เมื่อเลี้ยงเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสําหรับผลิตกรดมะนาวในถังหมกัขนาด 2 ลิตร รูปแบบการผลิตแบบ extractive fermentation ควบคุมคาความเปน
กรดดางตั้งแตชั่วโมงที่ 0 จนสิ้นสุดการทดลอง แยกดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออน 2 คอลัมน 

เวลา 
(ชั่วโมง
ที่) 

น้ําหนักเซลล
แหง  

(กรัมตอลิตร) 

กรดมะนาว 
(กรัมตอลิตร) 

กรดไอโซซิตริก 
(กรัมตอลิตร) 

กลูโคสที่เหลือ 
(กรัมตอลิตร) 

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 คิดเปนกรดมะนาวประมาณ    79.48 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ คอลัมนที่ 1 ประมาณ     8.50 กรัม 
ปริมาณกรดมะนาวที่ไดจากการดูดซับดวยคอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนลบ คอลัมนที่ 2 ประมาณ     2.52 กรัม 
คิดเปนปริมาณกรดมะนาวทั้งหมด        90.50 กรัม
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ตารางที่ จ.32 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนคอลัมนที่ 1 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมัก
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง  

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

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 ปริมาณและความเขมขนของกรดมะนาวในลําดับสวนตางๆ ของสารละลายที่ไดจากการชะ
คอลัมนแลกเปลี่ยนไอออนคอลัมนที่ 2 ดวยสารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน 1.5 โมลาร จากการหมัก
แบบ extractive fermentation ที่ทําการปรับคาความเปนกรดดางตั้งแตชัว่โมงที่ 0 จนสิน้สุดการทดลอง  

ลําดับสวนที ่ ปริมาตรสารละลาย 
ตัวชะที่ผานออกจาก
คอลัมน (มิลลิลิตร) 

ความเขมขนกรด
มะนาวในสารละลาย 

(กรัมตอลิตร) 

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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

นางสาวอุดมพร มณีรัตน เกดิวันที่ 3 มกราคม พ.ศ. 2521 ที่จังหวดัเชียงราย สําเร็จ
การศึกษาหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพทางอุตสาหกรรมเกษตร) คณะ
อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยเชียงใหม ในปการศึกษา 2543 จากนั้นเขาศึกษาตอหลักสูตรปริญญา
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในป
การศึกษา 2545 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา
	1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย
	1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ
	1.4 ขอบเขตและวิธีดำเนินการวิจัย

	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 ประวัติความเป็นมา
	2.2 สมบัติของกรดมะนาว
	2.3 ประโยชน์ของกรดมะนาว
	2.4 การผลิตกรดมะนาวด้วยยีสต์
	2.5 ชีวเคมีของการผลิตกรดมะนาวด้วยยีสต์
	2.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตกรดมะนาวด้วยยีสต์
	2.7 วิธีการตรึงเซลล์จุลินทรีย์
	2.8 การผลิตกรดมะนาวด้วยยีสต์ตรึง
	2.9 การหมักด้วยระบบ perfusion ใช้ร่วมกับ spinfilter
	2.10 การแยกกรดมะนาว
	2.11 การแลกเปลี่ยนไอออน
	2.12 การประยุกต์ใช้การแลกเปลี่ยนไอออนในกระบวนการหมัก

	บทที่ 3 วิธีการทดลอง
	3.1 อุปกรณ์และสารเคมี
	3.2 เชื้อจุลินทรีย์
	3.3 การเก็บรักษาเชื้อ
	3.4 การเลี้ยงเชื้อและการผลิตกรดมะนาว
	3.5 การตรึงเซลล์ C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาว
	3.6 การศึกษาสมบัติของเรซินแลกเปลี่ยนไอออนที่จะนำไปใช้ในการแยกกรดมะนาว
	3.7 การหาภาวะที่เหมาะสมในการแยกกรดมะนาวด้วยคอลัมน์แลกเปลี่ยนไอออน
	3.8 การผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 2 ลิตรด้วยระบบ perfusion โดยใช้ spinfilter ควบคู่กับการแยกด้วยคอลัมน์แลกเปลี่ยนไอออน
	3.9 วิธีการวิเคราะห์

	บทที่ 4 ผลการทดลอง และอภิปรายผล
	4.1 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสำหรับเตรียมหัวเชื้อในขวดเขย่า
	4.2 รูปแบบการเจริญของเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในอาหารสำหรับเตรียมหัวเชื้อในถังหมักขนาด 5 ลิตร
	4.3 การผลิตกรดมะนาวด้วยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร
	4.4 การตรึงเซลล์ C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร
	4.5 การตรึงเซลล์ C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมักขนาด 5 ลิตร โดยไม่กวนผสม
	4.6 การตรึงเซลล์ C. oleophila NNU-62 เพื่อผลิตกรดมะนาวในถังหมักแบบฟลูอิดไดซ์เบด
	4.7 การผลิตกรดมะนาวด้วยเชื้อ C. oleophila NNU-62 ในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร ระบบ perfusion
	4.8 ศึกษาสมบัติของเรซินแลกเปลี่ยนไอออน
	4.9 ภาวะที่เหมาะสมสำหรับการดูดซับกรดมะนาวของคอลัมน์แลกเปลี่ยนไอออน
	4.10 ภาวะที่เหมาะสมสำหรับการชะกรดมะนาวออกจากคอลัมน์แลกเปลี่ยนไอออน
	4.11 การแยกกรดมะนาวออกจากน้ำหมักด้วยคอลัมน์แลกเปลี่ยนไอออนควบคู่การหมักในระดับถังหมักขนาด 2 ลิตร

	บทที่ 5 สรุปผลการทดลอง
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ภาคผนวก ก การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
	ภาคผนวก ข การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย
	ภาคผนวก ค กราฟมาตรฐาน
	ภาคผนวก ง สูตรการคำนวณค่าทางจลนพลศาสตร์
	ภาคผนวก จ ข้อมูลในการทดลอง

	ประวัติผู้เขียน



