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บทคัดย่อภาษาไทย 
 
ปัจจุบันพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ก าลังเป็นท่ีสนใจ เนื่องจากไม่เกิดผลเสียต่อส่ิงแวดล้อม กรด

ซัคซินิคถือเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้เป็นสารตั งต้นในการผลิตพลาสติกชีวภาพได้ โดย
กรดซัคซินิคสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมักด้วยเชื อ Actinobacillus succinogenes ATCC 
55618 สามารถผลิตกรดซัคซินิคได้ความเข้มข้นสูงสุดคือ 130.4 กรัมต่อลิตร คิดเป็น 0.62 gSA/gglucose 
นอกจากนี ผลผลิตสุดท้ายของการหมักจะได้ผลพลอยได้อื่นๆ อาทิเช่น กรดแลคติค กรดอะซิติค กรดฟอร์
มิค และไพรูวิค เท่ากับ 2.3, 16.7, 1.22 และ 50.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ โครงการนี จึงท าการศึกษา
กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิค โดยใช้เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพและมีราคาถูกในการแยกกรดซัคซินิคอ
อกจากกรดอินทรีย์ชนิดอื่น จึงพัฒนาโดยมีหน่วยปฏิบัติการ (unit operation) ต่าง ๆ ภายหลังจากการ
หมัก เริ่มจากการกรองเซลล์ โดยตัวอย่างจะถูกปั๊มผ่านเมมเบรนไมโครฟิลเตช่ันและเมมเบรนนาโน
ฟิลเตช่ัน ผลการทดลองพบว่าค่าฟลักซ์จะลดลงเมื่อเวลาผ่านไปและปริมาตรสะสมและความเข้มข้นของ
เพอร์มิเอทเพิ่มขึ นด้วย สามารถก าจัดส่ิงปนเป้ือนชนิดอื่นออกจากน  าหมักก่อน โดยเฉพาะโปรตีนและสาร
ท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ รวมทั งก าจัดสีของสารละลาย ท าให้ส่วนกรองท่ีได้มีสีใส ตามด้วยท าการตกผลึก  
เนื่องจากค่าการละลายของกรดซัคซินิคจะต่ ากว่ากรดอินทรีย์ชนิดอื่นสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตกผลึก
ได้ด้วยการตกผลึกแบบชั น ในขณะท่ีสารอื่น ๆ จะไม่สามารถตกผลึกได้ ท าให้ได้ตัวอย่างท่ีมีความบริสุทธิ์
สูง  อีกทั งตัวอย่างท่ีไม่ผ่านกระบวนการนาโนฟิลเตช่ัน เมื่อเกิดการตกผลึก จะเกิดเป็นผลึกท่ีมีสีเหลือง ไม่
ใส และคุณภาพต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างท่ีผ่านนาโนฟิลเตช่ัน พบว่ามีสีขาว ลักษณะใสคล้ายแก้ว 
จากการทดลองเติม seeding นั นพบว่าจะได้ขนาดของผลึกท่ีใหญ่ขึ นเมื่อเปรียบเทียบกับท่ีไม่ได้เติม seed 
(unseeding) ท่ี high seeding พบว่าจะได้ขนาดของผลึกท่ีใหญ่กว่า มีลักษณะใสกว่าแบบ low seeding 
ผลึกท่ีได้ออกมาจะมีลักษณะท่ีใกล้เคียงกับผลึกทางการค้า ผลจากการศึกษานี จึงสามารถใช้เป็นแนวทาง
ในการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมักในระดับโรงงานต้นแบบต่อไป  
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

Currently, bio-degradable plastics are of interest, since no effect on the 
environment. The succinic acid is an acid that can be used as a precursor in the 
bioplastics production. Succinic acid can be produced by fermentation by Actinobacillus 
succinogenes ATCC 55618. The highest concentration was obtained at 130.4 g/L, 
representing the yield of 0.62 gSA / gglucose. The byproducts of the end of fermentation 
processes such as lactic acid, acetic acid, formic acid and pyruvic of 2.3 g / L, 16.7 g / L, 
1.22 g / L and 50.5 g / L, respectively. This research is to study the purification of 
succinic acid. Using effective and cheaper the purification techniques. It was developed 
by a unit operation any subsequent fermentation. The fermentation broth is pumped 
through a microfiltration membrane and nanofiltration membrane. The results showed 
that the flux decreases over time and volume accumulation and concentration of 
permeate increased. Eliminate other contaminants out of the water before fermentation 
including the proteins are large molecules and compounds. The filter makes that clear. 
Next step is the crystallization system. Since the dissolution of the acid, succinic acid can 
be induced crystallization. While other substances can not be crystallized, making a high 
purity. The sample did not pass the nanofiltration system. When crystallization, it not 
clear showed yellow crystal, and lower quality compared to the filtered samples.  The 
experiments showed that the addition of seeding crystals of size will be larger when 
compared with unseeding. Moreover, at high seeding obtained the bigger crystals size. 
The low seeding crystal clear than that have come out, it looks similar to quartz trade. 
Results from this study can be used as a guide in making pure succinic acid from 
fermentation pilot plant next level. 
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บทที่ 1 บทน า 
 

1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 
ปัจจุบันพลาสติกสังเคราะห์มีบทบาทต่อชีวิตประจ าวันของมนุษย์สูงมาก โดยใช้เป็นวัสดุอุปกรณ์

ชนิดต่างๆ อาทิเช่น เป็นส่วนประกอบของเครื่องใช้ไฟฟ้า ภาชนะบรรจุอาหาร และอุปกรณ์ส านักงานต่าง 
ๆ เป็นต้น โดยพลาสติกเหล่านี สังเคราะห์ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีซึ่งก่อให้เกิดปัญหาขยะมลพิษและ
ส่ิงแวดล้อมโดยรวม เนื่องจากก าจัดได้ยากและไม่สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติหรือต้องใช้
เวลานานมาก ดังนั นพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ หรือ biodegradable plastic จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่ง
ในการพัฒนาวัสดุส าหรับการใช้งานเพื่อจุดประสงค์หลักคือการอนุรักษ์ส่ิงแวดล้อม ทั งในด้านวัตถุดิบ 
กระบวนการผลิต และกระบวนการก าจัด โดยปัจจุบันพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ ได้ถูกให้ความส าคัญ
เป็นอย่างมากจากทั งภาครัฐและภาคเอกชน โดยมีการจัดตั งสมาคมอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพไทย เพื่อ
พัฒนาและยกระดับอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพครบวงจรตั งแต่ระดับต้นน  า กลางน  าและปลาย
น  า ซึ่งพลาสติกชีวภาพนั น ผลิตมาจากวัตถุดิบท่ีสามารถผลิตทดแทนขึ นใหม่ได้ในธรรมชาติ ใช้พลังงานใน
กระบวนการผลิตต่ า และภายหลังจากการใช้งาน จะสามารถย่อยสลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ
น  าได้ด้วยจุลินทรีย์ในธรรมชาติ โดยพลาสติกชีวภาพนั นจะมีคุณสมบัติทางกายภาพเทียบเท่ากับพลาสติก
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี กรดซัคซินิคถือเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้เป็นสารตั งต้นใน
การผลิตพลาสติกชีวภาพได้ โดยกรดซัคซินิคสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมักของเชื อจุลินทรีย์หลาย
ชนิด โดย เฉพาะอย่างยิ่ง Actinobacillus succinogenes ซึ่งเป็นเชื อแบคทีเรียท่ีได้ถูกคัดเลือกจาก
กระเพาะของววั (bovine rumen)  

ส าหรับต้นทุนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากกระบวนการหมักนั น พบว่ามีสัดส่วนมากกว่าร้อยละ 
60 ของต้นทุนการผลิตทั งหมด ทั งนี เนื่องจากกระบวนการหมักซัคซนิิกนั น มักจะมีส่ิงปนเป้ือนอื่น ๆ 
ตามมามากมาย โดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ เช่น กรดฟอร์มิก กรดอะซีติกและกรดแล็กติก 
เป็นต้น โดยท่ีกรดอินทรีย์เหล่านี  จะมีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีคล้ายกันกับกรดซัคซินิค กล่าวคือ
มีค่าคงท่ีของการแตกตัว (pKa) ท่ีใกล้เคียงกันและยังมีหมู่ฟังค์ช่ันคาร์บอกซิลิกเช่นเดียวกันอีกด้วย ดังนั น
การแยกด้วยวิธีต่าง ๆ มักจะไม่ประสบผลส าเร็จ ดังนั นจึงจ าเป็นท่ีจะต้องหาวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพและมี
ราคาถูกในการแยกกรดซัคซินิคออกจากกรดอินทรีย์ชนิดอื่น ซึ่งวิธีการตกผลึกเป็นเทคนิคหนึ่งท่ีมีความ
น่าสนใจ ทั งนี เนื่องจากค่าการละลายของกรดซัคซินิคจะต่ ากว่ากรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ แต่อย่างไรก็ตาม
จ าเป็นท่ีจะต้องท าการก าจัดส่ิงปนเป้ือนชนิดอื่นออกจากน  าหมักก่อน โดยเฉพาะโปรตีนและสารท่ีมี
โมเลกุลขนาดใหญ่ ซึ่งระบบนาโนฟิลเตช่ันเป็นการแยกด้วยเมมเบรนท่ีใช้กันอย่างแพร่หลายในการก าจัดสี
ของสารละลาย เช่น การหมักกรดอินทรีย์และอุตสาหกรรมฟอกย้อม เป็นต้น ซึ่งน  าหนักโมเลกุลของสี
เหล่านี  ส่วนใหญ่จะมากกว่า 1000 ดาลตัน ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่าขนาดรูของเมมเบรน และจะถูกกักกันไวไ้ม่
ผ่านเมมเบรนไป ในขณะท่ีโมเลกุลของกรดอินทรีย์จะมีขนาดเล็กกว่า 1000 ดาลตัน จะสามารถซึมผ่านรู
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ของเมมเบรนไปได้ ท าให้ส่วนกรองท่ีได้ (filtrate หรือ permeate) มีสีใส ก่อนท่ีจะน าไปท าการตกผลึก
ต่อไป  

ในข้อเสนอโครงการนี  จะท าการศึกษากระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมักในระดับ
ห้องปฏิบัติการขนาดการหมัก 5 ลิตร โดยมีหน่วยปฏิบัติการ (unit operation) ต่าง ๆ ภายหลังจาก
กระบวนการหมักดังนี  การกรองเซล การก าจัดสีด้วยนาโนฟิลเตช่ัน การระเหยน  า และการตกผลึก   โดยมี
จุดประสงค์หลักเพื่อสามารถใช้เป็นแนวทางในการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมักในระดับโรงงาน
ต้นแบบต่อไป  
 
1.2 ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

กรดซัคซินิคเป็นกรดอินทรีย์ท่ีมีค่าการละลายต่ าในน  า (58 กรัมต่อลิตรท่ี  20 องศาเซลเซียส) แต่
การท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากกระบวนการหมักนั น จะต้องท าการก าจัดส่ิงปนเป้ือนต่าง ๆ ให้หมด
เสียก่อน เช่น เซล โปรตีน สารโมเลกุลใหญ่ (macromolecule) และอิออนต่าง ๆ เป็นต้น ซึ่งสามารถใช้
เมมเบรนชนิดต่าง ๆ ในการแยกสารต่าง ๆ ออกได้เช่น ไมโครฟิวเตรช่ันส าหรับการแยกเซลและนาโน
ฟิลเตช่ันส าหรับการแยกสารโมเลกุลใหญ่ เป็นต้น หลังจากนั นสารละลายจะถูกท าให้เข้มข้นก่อนท่ีจะท า
การแยกกรดซัคซินิคออกจากสารปนเป้ือนท่ีเหลือด้วยกระบวนการตกผลึก ซึ่งอิออนและกรดอินทรีย์ชนิด
อื่นจะไม่สามารถตกผลึกได้ จึงเป็นวิธีการท าบริสุทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูง 
 
 1.2.1 กรดซัคซินิค 

กรดซัคซินิค มีสูตรทางเคมีคือ C4H6O4 แสดงดังรูปภาพ 1 คุณสมบัติและลักษณะทางกายภาพ
แสดงดังตาราง 1 ทั งนี กรดซัคซินิคถือเป็นสารประกอบอินทรีย์ 1 ใน 12 ชนิด ท่ีถูกประกาศโดยกระทรวง
พลังงานของประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อให้เป็นสารท่ีสามารถน าไปใช้เป็นสารตั งต้นประยุกต์ได้ใน
อุตสาหกรรมอย่างหลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร เคมี ยา และพอลิเมอร์ เป็นต้น ส าหรับการ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมทางเคมี กรดซัคซินิคสามารถน ามาใช้เป็นสารตั งต้นท่ีส าคัญในขั นตอนการผลิต
กรดอะดิพิค (adipic acid), 1,4-butanediol tetrahydrofuran, N-methyl pyrrolidinone, 2-
pyrrolidione succinate salts และ gamma-butyrolactone (Song et al., 2006) อย่างไรก็ตาม ใน
ปัจจุบัน กรดซัคซินิคมีความส าคัญเป็นอย่างมากในการผลิตเป็นพลาสติกชีวภาพท่ีสามารถย่อยสลายได้ 
เพื่อทดแทนพลาสติกจากปิโตรเลียมท่ีใช้แพร่หลายในปัจจุบัน 

 
 
 รูปภาพ 1 โครงสร้างทางเคมีของกรดซัคซินิค 
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ตาราง 1 ลักษณะทางเคมีและกายภาพของกรดซัคซินิค. 

คุณสมบัติ ปริมาณ 
ลักษณะ (ความบริสุทธิ์สูง ท่ีอุณหภูมิห้อง) ของแข็งคล้ายคริสตัล ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน 
มวลโมเลกุล 118.09 กรัมต่อโมล 
ความหนาแน่น 1.56 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร 
จุดหลอมเหลว 185-187 องศาเซลเซียส 
จุดเดือด 235 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นกรด (pKa) pKa1 = 4.2 

 pKa2 = 5.6 
 

1.2.2 กระบวนการหมักกรดซัคซินิค 
กระบวนการหมักกรดซัคซินิค ได้มีการศึกษากันอย่างจริงจัง เมื่อปี ค.ศ. 1980 (Zeikus et al., 

1999) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันนี ได้มีการสนใจการผลิตกรดซัคซินิคดังกล่าวโดยใช้สารตั งต้นท่ีมีการน า
กลับมาใช้ใหม่ได้ (renewable resource) หรือวัตถุดิบทางการเกษตร จ าพวก ข้าวโพด มันส าปะหลัง 
น  าตาลอ้อย ฯลฯ กรดซัคซินิคสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลากหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น 
Actinobacillus succinogenes  Anaerobiospirillum succiniciproducens และ Mannheimia 
succinicproducers (Song et al., 2007) จุลินทรีย์กลุ่มท่ีกล่าวมานี มีคุณสมบัติพิเศษคือ มี
ความสามารถทนต่อความเข้มข้นของน  าตาลกลูโคสได้สูงโดยท่ีไม่เกิดแรงดันออสโมติส และมี
ความสามารถในการ ผลิตกรดซัคซินิคสูง (Huh et al., 2006) ส าหรับกรดซัคซินิคนี ยังเป็นสารตัวกลาง 
หรือ intermediate ในวัฏจักร TCA (tricarboxylic acid) และเป็นผลผลิตสุดท้ายในกระบวนการหมักท่ี
ไม่มีออกซิเจน  ในกระบวนการหมัก นอกเหนือจากกรดซัคซินิคแล้ว อาจมีผลพลอยได้ท่ีเป็นกรดอะซิติค 
กรดฟอร์มิค กรดแล็กติก และเอทานอลเกิดขึ น การผลิตกรดซัคซินิค ยกตัวอย่างเช่น เชื อ A. 
succiniciproducens สามารถผลิตกรดซัคซินิคได้ความเข้มข้น 83 กรัมต่อลิตร M. succinicproducer 
ผลิตได้มากกว่า 50 กรัมต่อลิตร และ A. succinogenes ผลิตได้มากกว่า 100 กรัมต่อลิตร (Qiang et 
al., 2010) เป็นต้น  ส าหรับวิถีการผลิตกรดซัคซินิคแสดงดังรูปท่ี 2 โดยท่ีเข้าสู่วิถี PEP (phosphoenol 
pyruvate) carboxykinase ส าหรับเชื อ A. succiniciproducens และ A. succinogenes โดยจาก
แผนภาพจะเห็นได้ว่าปฏิกิริยาผลิตกรดซัคซินิคจะมีประสิทธิภาพดีในสภาวะท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
อยู่ในปริมาณท่ีสูง (High CO2) โดยน  าตาลกลูโคสสามารถท่ีจะเปล่ียนเป็นกรดซัคซินิคได้เกือบทั งหมด 
ในขณะท่ีสภาวะ คาร์บอนไดอ๊อกไซด์ต่ า (Low CO2) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ นหลายปฏิกิริยา ส่งผลให้เกิดผล
พลอยได้ท่ีหลากหลาย (by product) เช่น กรดอะซีติก กรดฟอร์มิก  กรดแล็กติก และเอทานอล เป็นต้น 
ดังนั นจะเห็นว่าการบังคับให้เชื อสามารถผลิตกรดซัคซินิคได้ในปริมาณท่ีสูงนั น จ าเป็นท่ีจะต้องท าให้
ปริมาณของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในระบบสูงอกีด้วย การผลิตกรดซัคซินิคจากกากน  าตาลอ้อย 
(molasses) ท่ีเป็นผลพลอยได้จากโรงงานน  าตาล ซึ่งวัตถุดิบนี ประกอบด้วย น  าตาลชนิดต่างๆ (น  าตาล
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ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส) ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ของน  าหนัก สารคอลลอยด์ โลหะหนักต่างๆ วิตามิน 
และสารประกอบไนโตรเจน เป็นต้น ซึ่งถือเป็น วัตถุดิบท่ีมีประโยชน์และมีราคาถูก นิยมใช้ในการผลิตเอ
ทานอล กรดแล็กติก และน  าตาลซอร์บิทอล (Liu et al., 2008) ส าหรับการผลิตกรดซัคซินิคโดย
กระบวนการหมักแบบกะ จะสามารถผลิตได้ประมาณ 46.4 กรัมต่อลิตร โดยเชื อ A. succinogenes 
นอกจากนี ยังได้มีการน าน  าย่อยฟางข้าวที่ประกอบด้วยน  าตาลกลูโคสและน  าตาลไซโลส มาใช้เป็นวัตถุดิบ
ในการผลิตกรดซัคซินิค โดยเชื อ A. succinogenes ในกระบวนการหมักแบบกะ ท่ีสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน 
พบว่าสามารถผลิตกรดซัคซินิคได้มากกว่า 45.5 กรัมต่อลิตร และในกระบวนการหมักแบบกึ่งกะสามารถ
ผลิตได้มากกว่า 53.2 กรัมต่อลิตร อัตราการผลิต 1.21 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ีระยะการหมัก 44 ช่ัวโมง 
(Zhenga et al., 2009) หลังจากท่ีท าการย่อยฟางข้าว จะได้เป็นน  าตาลออกมา ท าให้ง่ายต่อการท่ีเชื อ
แบคทีเรียน าไปใช้ เป็นสารตั งต้นได้ แต่อย่างไรก็ตามวัตถุดิบจ าพวกแป้งนั น จะมีความน่าสนใจมากท่ีสุด 
เนื่องจากมีปริมาณธาตุอาหารสูงและสามารถหาซื อได้ง่าย ดังนั นในประเทศไทยและจังหวัดนครราชสีมา
เป็นพื นท่ีท่ีมีการผลิตมันส าปะหลัง ทั งท่ีเป็นสด แป้งมันส าปะหลัง และแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ ท่ีมีคุณภาพ
ออกมา จ าพวกกลูโคสไซรัปหรือกลูโคสเหลว ซึ่งล้วนแต่มีราคาถูก อีกทั งมีโรงงานหลายแห่งท่ีตั งอยู่ภายใน
จังหวัด ได้มีความสนใจหาแนวทางความเป็นไปได้ในการใช้พัฒนาวัตถุดิบดังกล่าวในการผลิตกรดซัคซินิค 
ถือเป็นการก่อให้เกิดประโยชน์และเพิ่มมูลค่าของผลิตภัณฑ์เป็นอย่างมาก ทั งยังสร้างมูลค่าให้กับวัตถุดิบ
มวลชีวภาพควบคู่กับการพัฒนาด้านเทคโนโลยีชีวภาพก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นประโยชน์ต่อไป 
กระบวนการผลิตทางชีวภาพหรือกระบวนการหมกัท่ีมีการใช้เชื อจุลินทรีย์ร่วมด้วย ถือเป็นวิธีการท่ีดีต่อ
ส่ิงแวดล้อม และเป็นเทคโนโลยีสะอาด ท่ีได้รับความสนใจศึกษาวิจัยกันอย่างกว้างขวาง นอกจากนี ในการ
ผลิตกรดซัคซินิคด้วยวิธีการหมัก ยังมีการตรึงก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่เซลเพื่อใช้ในกระบวนการหมัก
กรดซัคซินิคซึ่งถือเป็น CO2-fixation fermentation เป็นประโยชน์เป็นอย่างมากกับการลดก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 

 
1.2.3 จลศาสตร์ของการหมักกรดซัคซินิค 
Lin et al, 2008 ได้ท าการศึกษาจลศาสตร์การหมักกรดซัคซินิคด้วยเชื อ A. succinogenes โดย

ใช้น  าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการเจริญของเชื อขึ นอยู่กับความเข้มข้นของน  าตาลกลูโคสและ
ผลิตภัณฑ์กรดซัคซินิค โดยการยับยั งจากสารตั งต้นหรือ substrate inhibition จะเกิดขึ นเมื่อมีความ
เข้มข้นของน  าตาลกลูโคสเกินกว่า 143 กรัมต่อลิตร และหากความเข้มข้นของน  าตาลมากกว่า 158 กรัม
ต่อลิตร จะส่งผลท าให้เชื อแบคทีเรียไม่สามารถเจริญได้ นอกจากนี ยงัพบว่าความเข้มข้นวิกฤตของกรดซัค
ซินิคและผลพลอยได้ กรดฟอร์มิก กรดอะซีติก เอทานอล และกรดไพรูวิค ท่ีมีต่อกระบวนการหมักคือ 
104, 46, 42, 16, และ 74 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าในระหว่างกระบวนการ
หมักนั น จะมีการสะสมกรดอินทรีย์และเอทานอลในน  าหมัก ซึ่งเมื่อความเข้มข้นของสารเหล่านี สูงขึ น จะ
ส่งผลกระทบโดยตรงกับประสิทธิภาพในการหมักของเขื อแบคทีเรีย และเมื่อความเข้มข้นของสารเหล่านี 
ถึงจุดวิกฤต จะท าให้กระบวนการหมักยุติลง ดังนั นในระหว่างกระบวนการหมักจึงมักท่ีจะเติมด่างลงไป
เพื่อท าให้น  าหมักมีค่าความเป็นกรดด่างท่ีเป็นกลางเสมอ โดยด่างนั นมักจะใช้แคลเซียมไฮดรอกไซด์ 
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(Ca(OH)2) เนื่องจากมีราคาถูก แต่อย่างไรก็ตามเมื่อท าการปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วยกรดซัคฟูริกแล้ว 
จะเกิดยิบซัมหรือแคลเซียมซัลเฟตขึ น (CaSO4) ซึง่จะเป็นต้องก าจัดออกไปจากปฏิกิริยา 
  

 
รูปภาพ 2 แสดงวิถีในกระบวนการผลิตกรดซัคซินิคจากน  าตาลกลูโคส (Song et al., 2006) 

 
 
 

1.2.4 กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมัก  
ส าหรับกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ของกรดซัคซินิคนั น ต้นทุนในการท าบริสุทธิ์กรดซิคซินิกมี

มากกว่า 60% ของต้นทุนการผลิตทั งหมด ดังนั นจึงต้องมีการศึกษาและพิจารณาเลือกวิธีท่ีเหมาะสมและ
มีประสิทธิภาพสูงในการแยกกรดซัคซินิคออกจากน  าหมักและเข้าสู่กระบวนการท าให้บริสุทธิ์ต่อไป ด้วย
คุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพ จึงเป็นข้อจ ากัดส าหรับกระบวนการแยกโดยท่ัวไป ใน
บางครั งอาจจะจ าเป็นต้องพัฒนาวิธีใหม่ท่ีเหมาะสมขึ นมาใช้ในการแยก ส าหรับการออกแบบกระบวนการ
หรือการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ นอกจากต้องค านึงถึงชนิดและคุณภาพของผลิตภัณฑ์แล้ว ยังต้องพิจารณา
ปัจจัยอื่นๆร่วมด้วย เช่น ต าแหน่งของผลิตภัณฑ์และสารเจือปนในกระบวนการผลิต ประโยชน์ของ
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ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการรวมทั งความคุ้มทุนของกระบวนการแยกท่ีน ามาใช้อีกด้วย กรดซัคซินิคเป็น
องค์ประกอบท่ีอยู่ภายในน  าหมักซึ่งเป็นองค์ประกอบท่ีจุลินทรีย์สร้างขึ นมาและถูกขับออกนอกกเซลล์ 
(extracellular) เมื่อเซลล์มีการเจริญเติบโตและสร้างผลิตภัณฑ์ ดังนั นการท าให้บริสุทธิ์ของกรดซัคซินิ
ค จึ ง มี อ ยู่ ห ล า ย วิ ธี  เ ช่ น  electrodialysis acidification แ ล ะ  extraction เป็ น ต้ น  ส า ห รั บ 
electrodialysis เป็นกระบวนการแยกผลิตภัณฑ์ท่ีมีการใช้การแลกเปล่ียนประจุในโมเลกุลของสารนั นๆ 
โดยใช้เย่ือแผ่นร่วมกับใช้ไฟฟ้ากระแสตรงเป็นตัวช่วยในการแตกตัวของประจุ ให้เกิดการแยกผลิตภัณฑ์ท่ี
สมบูรณ์ แต่อย่างไรก็ตามเทคโนโลยีดังได้กล่าวนี  มีการลงทุนท่ีค่อนข้างสูง ทั งในด้านการจัดระบบการแยก
และอุปกรณ์จัดสร้างระบบต่างๆ (Zeikus et al., 1999) นอกจากนี  เทคนิคดังกล่าวไม่สามารถแยกกรด
อินทรีย์หลายชนิดท่ีได้จากกระบวนการหมัก เนื่องจากกรดอินทรีย์เหล่านี สามารถแตกตัวเป็นอิออนได้
เช่นกัน และส าหรับกระบวนการ crystallization เป็นอีกเทคนิคหนึ่งท่ีนิยมแยกกรดซัคซินิค แต่อย่างไรก็
ตาม ยังคงมีปัญหามากมาย ยกตัวอย่าง เช่น มีการปนเป้ือนจากส่วนประกอบของอาหารเลี ยงเชื อ โปรตีน 
กรดนิวคลีอิก ไขมัน หรือเกลือ ท่ีส่งผลต่อผลผลิตและความบริสุทธิ์ของกรดซัคซินิคในขั นตอนสุดท้าย ท่ีมี
ความบริสุทธิ์ไม่ดีพอ คือท่ี 90 เปอร์เซ็นต์เท่านั น (Qiang et al., 2010) การแยกกรดซัคซินิคท่ีมีการ
รวมกันของเทคนิค reactive extraction vacuum distillation และ crystallization โดยผลท่ีออกมา
จะได้ความบริสุทธิ์สูง 99.76 เปอร์เซ็นต์ของน  าหนัก ซึ่งถือว่าเป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีมาก  
(Zeikus et al., 1999) 

 
- อิเลคโตรไดอะไลซีส 
Meynial-Salles et al., 2007 ได้ท าการศึกษาการผลิตกรดซัคซินิคแบบต่อเนื่องควบคู่กับ

กระบวนการหมักด้วยเทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซีสโดยใช้เชื อ A. succiniproducens ซึ่งระบบอิเลคโตร
ไดอะไลซีสนั น เป็นปฏิกิริยาทางไฟฟ้า-เคมีท่ีใช้เย่ือแผ่นท่ีมีประจุ (charged membranes) สองชนิดคือ 
anion และ cation-exchange membrane โดยท่ีแต่ละชนิดจะยอมให้อิออนประจุลบและประจุบวก
ผ่านได้ตามล าดับ นอกจากนี แล้ว ยังจะมีการใช้ไฟฟ้ากระแสตรง เป็นตัวท าให้เกิดความต่างศักย์ของไฟฟ้า
ระหว่างเย่ือแผ่นทั งสอง ในระหว่างการแยกนั น จะมีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ในสภาวะท่ี
เหมาะสม โดยกรดซัคซินิคมีค่าคงท่ีของการแตกตัวอยู่ 2 ค่าคือท่ี pH 4.2 และ 5.6 ตามล าดับ (รูปภาพ 3) 
ซึ่งจะท าให้กรดซัคซินิคแตกตัวเป็นอิออนของซัคซิเนทซึ่งมีประจุเป็นลบ และจะสามารถแพร่ออกจาก 
Cation-exchange membrane ได้ในขณะท่ี โซเดียมหรือแคลเซียมซึ่งมีประจุบวกจะแพรอ่อกทาง 
anion-exchange membrane (รูปภาพ 4) ซึ่งผลการทดลองระบุว่า ความเข้มข้นของเซลแบคทีเรียและ
ผลิตผลของกรดซัคซินิคอยู่ท่ี 42 กรัมต่อลิตรและ 14.8 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่งสูงมากกว่าการหมักใน
แบบกะถึง 28 และ 20 เท่าตามล าดับ  
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รูปภาพ 3 อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีมีต่อการแตกตัวของกรดซัคซินิค (Li et al, 2010) 
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รูปภาพ 4 หลักการท างานของระบบ Electrodialysis (ED)  
 
- ปฏิกิริยาเอสเทอร์ริฟิเคช่ันและการกลั่น 

 สารประกอบเอสเทอร์เกิดจากการท่ีหมู่ฟังค์ช่ันคาร์บอกซิลิกของกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่ง ๆ 
มาท าปฏิกิริยาเคมีกับหมู่ฟังค์ช่ันไฮดรอกซิลของอัลกอฮอล์ เช่น เอทานอล เป็นต้น ได้เป็นพันธะเอสเทอร์   
เช่นเดียว กับกรดซัคซินิคท่ีสามารถเกิดเป็นสารประกอบเอสเทอร์ได้ แสดงดังรูปภาพ 5  โดยกรดซัคซินิ
คซึ่งมีหมู่คาร์บอกซิลิก 2 หมู่ฟังค์ช่ันจะท าปฏิกิริยากับเอทานอล 2 โมล ได้เป็นไดเอทิลซัคซิเนต และจะ

เกิดน้ าขึ้น  2 โมเลกุลจากปฏิกิริยา นอกจากนี้กรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ก็สามารถท่ีจะเกิดปฏิกิริยาเอสเทอ
ริฟิเคช่ันกับอัลกอ ฮอล์ได้เช่นเดียวกันกับกรดซัคซินิคและสามารถใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาได้หลายชนิดเช่น 
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กรดซัลฟูริก หรือ macroporous Amperlyst- 15 ion exchange resin ท่ีความเข้มข้น 1-5 เปอร์เซ็นต์
ของน้ าหนัก  เป็นต้น โดยท าการควบคุมอุณหภูมิให้อยู่ระหว่าง 78 ถึง 120 องศาเซลเซียส  เพื่อให้เกิด 
mono-ethyl succinate และ di-ethyl succinate ตามล าดับ  
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            รูปภาพ 5 กระบวนการ esterification ของกรดซัคซินิคและเอทานอล 
  
 ตาราง  2 แสดงสมบัติทางกายภาพของเอสเทอร์ชนิดต่าง ๆ เช่น เอทิลฟอร์เมต ไดเอทิล
ซัคซิเนต เอทิลแล็กเตทและเอทิลอะซีเตท ซึ่งจะสังเกตเห็นได้ว่าเอทิลเอสเทอร์ของกรดอินทรีย์ต่าง ๆ 

เหล่านี้จะมีจุดเดือดท่ีแตกต่างกันอย่างชัดเจน โดยเอทิลฟอร์เมต เอทิลอะซ๊เตท เอทิลแล็กเตทและไดเอทิล

ซัคซิเนต มีจุดเดือดท่ี 54, 77.1, 151 และ 218 องศาเซลเซียสตามล าดับ ซึ่งไดเอทิลซัคซิเนตจะมีจุดเดือด
ท่ีสูงกว่าสารท้ัง 3 ชนิดเป็นอย่างมาก ท าให้สามารถแยกได้โดยอาศัยการกล่ันล าดับส่วน 
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ตาราง 2 สมบัติทางกายภาพและเคมีของ ethyl ester ของ lactic acid, acetic acid, formic acid 
และ succinic acid 

สมบัติ Ethyl 
formate 

Diethyl succinate Ethyl lactate Ethyl acetate 

มวลโมเลกุล C3H6O2 C8H14O4 C3H10O3 C4H8O2 

Molar mass (g/mole) 74.08 174.19 118.13 88.11 

ลักษณะทางกายภาพ Colorless 
liquid 

Colorless liquid Slightly 
yellow liquid 

Colorless 
liquid 

ความหนาแน่น (g/cm3) 20 oC 0.197 1.047 1.03 0.897 

จุดหลอมเหลว (oC) -80 -20 -26 -83.6 

จุดเดือด (oC) 54 218 151 77.1 

Refractive index (D) 1.36 1.42 1.41 1.372 

ความหนืดท่ี 25 oC - 1.22 cP 0.0261 cP 0.426 cP 

 
 Labsungneon et al, 2014 ได้ศึกษากระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน้ าหมักด้วย
เทคนิคเอสเทอริฟิเคช่ันกับเอทานอล ซึ่งพบว่าหากท าการก าจัดน้ าออกจากปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคช่ันแล้ว 
จะสามารถช่วยให้กรดซัคซินิคเปล่ียนไปเป็นไดเอทิลซัคซิเนตได้ท้ังหมด และสามารถใช้การกล่ันแบบ
ธรรมดาในการกล่ันล าดับส่วนแยกเอทิลฟอร์เมต เอทิลแล็กเตทและเอทิลอะซีเตท ออกจากไดเอทิลซัคซิ

เนตได้อย่างสมบูรณ์  
 
          - การดูดซับ 
 การดูดซับเป็นเทคนิคท่ีมีศักยภาพในการแยกกรดซัคซินิคออกจากน้ าหมัก โดยเฉพาะการ

ใช้ตัวดูดซับท่ีมีสมบัติเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุชนิดด่างอ่อน (weak alkaline anion exchange 
adsorbents) ซึ่งจะท าให้สามารถจับกับสารท่ีมีประจุเป็นลบได้เป็นอย่างดี  โดยเมื่อตัวดูดซับเกิดการ
อิ่มตัว ก็สามารถท่ีจะท าการคายซับ (desorption) เอากรดซัคซินิคออกจากด้วยวีธีการล้างด้วย
สารละลายท่ีมีค่า ionic strength สูง ซึ่งจะท าให้กรดซัคซินิคหลุดออกจากตัวดูดซับนั้น ซึ่งข้อดีของ
เทคนิคนี้คือมีการลงทุนท่ีไม่สูงมากนัก และมีความสามารถในการจับกรดซัคซินิคได้ดี แต่อย่างไรก็ตาม

เทคนิคนี้ไม่สามารถแยกกรดอินทรีย์ชนิดอื่นท่ีปนเปื้อนมาจากน้ าหมักได้ ท้ังนี้เนื่องจากกรดอินทรียเ์หล่านี้ 
จะมีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีท่ีคล้ายกันกับกรดซัคซินิค กล่าวคือมีค่าคงท่ีของการแตกตัว (pKa) ท่ี
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ใกล้เคียงกันและยังมีหมู่ฟังค์ช่ันคาร์บอกซิลิกเช่นเดียวกันอีกด้วย  ดังนั้นกระบวนการดูดซับ จึงถือเป็นการ
ท าบริสุทธิ์ขั้นต้นเท่านั้น และจะต้องใช้เทคนิคอื่น ๆ ร่วมในกระบวนการเพื่อท่ีจะผลิตกรดซัคซินิคบริสุทธิ์
สูงต่อไป 
  

- นาโนฟิลเตชั่น 
 นาโนฟิลเตช่ันเป็นกระบวนแผ่นเย่ือบางท่ีอยู่ระหวา่งกระบวนอัลตราฟิลเตช่ัน 
(ultrafiltration) และกระบวนการออสโมซิสแบบผันกลับ (reverse osmosis) ซึ่งใช้ส าหรับแยกสารท่ีมี
น้ าหนักโมเลกุลน้อยออกจากสาระลาย กระบวนการนาโนฟิลเตช่ันเป็นกระบวนแผ่นเย่ือบางท่ีอาศัยความ

แตกต่างของความดันเป็นแรงขันดัน (Driving force) โดยจะยอมให้น้ าและตัวถูกละลายท่ีมีขนาดเล็กหรือ

มีน้ าหนักโมเลกุลน้อย เช่น น้ าตาลโมเลกุลเด่ียว ไอออนท่ีประจุเดียว แต่จะไม่ยอมให้สารมีท่ีมีน้ าหนัก
โมเลกุลสูงหรือมีขนาดของโมเลกุลใหญ่ผ่านไปได้ ตัวอย่างเช่น น้ าตาลโมเลกุลคู่ ไอออนท่ีมีประจุมากกว่า

หนึ่ง และสารอินทรีย์ท่ีมีขนาดโมเลกุลมากกว่า 1000 ดาลตัน ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับ molecular weight cut-
off ของเมมเบรนชนิดนั้นด้วย โดยค่าดังกล่าวอาจอยู่ในช่วงต้ังแต่ 400-1000 โดยต้องศึกษาจาก

บริษัทผู้ผลิตอีกครั้งหนึ่ง ดังนั้นกระบวนการนาโนฟิลเตช่ันจึงสามารถใช้แยกน้ าตาลโมเลกุลเด่ียวออกจาก
น้ าตาลโมเลกุลคู่ได้ และสามารถแยกไอออนท่ีมีประจุเดียวออกจากไอออนท่ีมีประจุคู่ได้ กระบวนการนา
โนฟิลเตช่ันถูกน ามาใช้ประโยชน์ในหลาย ๆ ด้าน เช่น การลดความกระด้างของน้ าโดยการก าจัดไอออนท่ี
มีโมเลกุลคู่เช่น Ca2+ และ Mg2+ ใช้อุตสาหกรรมยา และประยุกต์ใช้ในการเทคโนโลยีชีวภาพ เป็นต้น 
ปัจจุบันมีงานวิจัยท่ีจะพัฒนาน าเอานาโนฟิลเตช่ันมาใช้เพื่อแยกและท าให้สารมีความบริสุทธิ์ในเชิง

อุตสาหกรรมมากขึ้น ตัวอย่างเช่น การแยกน้ าตาลท่ีเป็นสารปนเป้ือนในการผลิตกรดอินทรีย์ด้วยวิธีการ
หมัก การแยกกรดอินทรีย์ออกจากน้ าหมักท่ีมีน้ าตาลและโปรตีนผสมอยู่ เป็นต้น  
 ส าหรับกลไกของการแยกโดยกระบวนการนาโนฟลิเตช่ันสามารถอธิบายได้ในเทอมของ
ประจุและขนาดของโมเลกุล ปรากฏการณ์การถ่ายโอนของตัวถูกละลายท่ีไม่มีประจุผ่านแผ่นเย่ือบางนาโน
ฟิลเตช่ันจะเกิดขึ้นสองลักษณะ ได้แก่  การพา (Convection) เนื่องจากใช้ความแตกต่างของความดันสอง

เฟสเป็นตัวขับดัน และการซึมผ่าน (Diffusion) เนื่องจากใช้ความแตกต่างของความเข้มข้นระหว่างสอง
เฟสเป็นตัวขับดัน ดังนั้น การกรองผ่านเย่ือแผ่นบางนาโนฟิลเตช่ันของโมเลกุลท่ีไม่มีประจุจะเกิดขึ้นด้วย
อิทธิพลจากขนาดโมเลกุลเป็นหลัก ส าหรับการถ่ายโอนของตัวถูกละลายท่ีมีประจุผ่านเย่ือแผ่นบางนาโน
ฟิลเตช่ันจะเกิดขึน้เนื่องจากอิทธิพลของแรง Electrostatic ระหว่างโมเลกุลท่ีมีประจุกับประจุของแผ่น

เย่ือบาง (แผ่นเย่ือบางนาโนฟิลเตช่ันส่วนใหญ่มีประจุลบ) ถ้าโมเลกุลท่ีมีประจุเดียวกันกับเยื่อแผ่นบางก็จะ

ถูกผลักไม่ให้ผ่านเย่ือแผ่นบางไปได้ ส าหรับโมเลกุลท่ีมีประจุแตกต่างจากประจุของเยื่อแผ่นบางก็จะ
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สามารถซึมผ่านแผ่นเย่ือบางไปได้ ดังนั้นระบบนาโนฟิลเตช่ันของโมเลกุลท่ีมีประจุจะเกิดขึ้นด้วยอิทธิพล
ของประจุของโมเลกุลเป็นหลัก และลักษณะการถ่ายโอนมวลของกรดอินทรีย์นั้น จะขึ้นอยู่กับค่า pH ของ
สารละลายเป็นหลักด้วย  
  

- การตกผลึก 
 โดยหลักการท่ัวไปแล้ว สารส่วนใหญ่จะละลายได้ดีในตัวท าละลายท่ีสูงมากกว่าท่ี
อุณหภูมิห้อง ดังนั้นเมื่อท าให้สารละลายอิ่มตัวท่ีอุณหภูมิสูงเย็นตัวลง ก็จะท าให้สารแยกตัวออกมาจาก
สารละลายในรูปของของแข็ง ซึ่งกระบวนการนี้เรียกว่า การตกผลึก (crystallization) โดยในทาง

ปฏิบัติการตกผลึกจะเป็นการน าสารไปละลายในตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีอุณหภูมิสูงจนกระท่ังได้สาร 

ละลายอิ่มตัว แล้วทิ้งไว้ให้เย็นจนสารค่อยๆ ตกผลึกออกมา โดยคาดหวังว่าจะได้สารท่ีต้องการเพียงสาร
เดียวตกผลึกออกมาเท่านั้น และสารอื่นๆ ท่ีเจือปนยังคงละลายอยู่ในสารละลาย ซึ่งสารละลายส่วนท่ี

เหลือนี้เรียกว่า mother liquor ซึ่งการตกผลึกกรดซัคซินิคนั้น พบว่ามีปัจจัยแวดล้อมท่ีส่งผลท าให้ค่าการ
ละลายของกรดซัคซินิคในน้ าเปล่ียนไปคือ ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ชนิดของเกลือซัคซิเนตและ

ความเข้มข้น เป็นต้น ซึ่งกล่าวโดยท่ัวไปแล้วกรดซัคซินิคจะมีค่าการละลายน้อยลงเมื่อค่าความเป็นกรด
ด่างลดลง อุณหภูมิต่ าลง และความเข้มข้นท่ีเพิ่มมากขึ้น ดังนั้นการท าการตกผลึกกรดซัคซินิคท่ีเหมาะสม 
จึงจ าเป็นท่ีจะต้องท าการศึกษาสภาวะต่าง ๆ ให้เหมาะสมด้วย ซึ่งปัจจัยท่ีบ่งช้ีประสิทธิภาพของการตก
ผลึกมี  2 ประการ คือ 1) การตกผลึกท่ีท าให้ได้ผลึกท่ีบริสุทธิ์ที่สุดนั่นคือปริมาณของสารเจือปนต้องน้อย
ท่ีสุด 2) การตกผลึกให้ได้สารออกมาปริมาณมากท่ีสุด หรือมีสารคงเหลือละลายอยู่ใน mother liquor 

น้อยท่ีสุด นั่นคือมี  % recovery สูง ซึ่งความส าเร็จท้ัง 2 ประการข้างต้น ขึ้นอยู่กับการเลือกระบบตัวท า
ละลายและความบริสุทธิ์เมื่อ เริ่มต้นของสารท่ีจะท าการตกผลึกเป็นอย่างมาก บ่อยครั้งท่ีการตกผลึกเพียง
ครั้งเดียวไม่สามารถท าให้ได้สารบริสุทธิ์ตามต้องการ จึงต้องมีการตกผลึกซ้า เพื่อให้ได้สารท่ีบริสุทธิ์ขึ้น ใน
การตกผลึกแต่ละครั้งจะมีการสูญเสียสารไปกับ mothor liquor บ้าง จึงท าให้ % recovery ต่ าลง แต่
ความบริสุทธิ์สูงขึ้น โดยท่ัวไปแล้วการตกผลึกมักใช้กับของผสมท่ีมีสารมากและมีส่ิงเจือปนอยู่น้อย  

 โดยท่ัวไปแล้วการตกผลึกในอุตสาหกรรมนิยมใช้กระบวนการตกผลึกแบบช้ันหรือท่ีเรียกว่า 
melt layer crystallization ซึ่งการตกผลึกแบบนี้มักจะท าแบบกะ โดยท าการกวนให้ระบบมีความเป็น
เนื้อเดียวกันและมีการประยุกต์ใช้สารท าความเย็นวิ่งผ่านท่อขดซึ่งจุ่มอยู่ในสารละลายท่ีต้องการตกผลึก
นั้น หลักการท างานจะอยู่ท่ีกระบวนการตกผลึกละลายด้วยการระบายความร้อน เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดการ

ตกผลึกลงบนพื้นผิว จากนั้นท าการขยายมวลของผลึกท่ีเกิดขึ้น ก่อนท่ีจะน าผลึกของกรดซัคซินิคท่ีผลิตได้

ไปท าบริสุทธิ์ขั้นสุดท้ายต่อไป 
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 กล่าวโดยสรุปแล้วส าหรับกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ของกรดซัคซินิคนั้นต้นทุนในการท า
บริสุทธิ์กรดซิคซินิกมีมากกว่า 60% ของต้นทุนการผลิตท้ังหมด ดังนั้นจึงต้องมีการศึกษาและพจิารณา
เลือกวิธีที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพสูงในการแยกกรดซัคซินิคออกจากกรดอินทรีย์อื่นๆ เพื่อลดต้นทุน
ในการผลิต  
 
1.3 การประยุกต์ใชก้รดซัคซินิคในอุสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ 

ปัจจุบันทั่วโลกมีความต้องการในการใช้เม็ดพลาสติกชีวภาพอยู่ประมาณ 500,000 เมตริกตันต่อ
ปี โดยพลาสติกชีวภาพท่ีเป็นท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย คือ พอลิแลคติกแอซิด (polylactic acid: PLA) 
อย่างไรก็ดี ก าลังการผลิตเม็ดพลาสติกชีวภาพชนิดพอลิแลคติกแอซิดท่ัวโลกมีเพียง 200,000 เมตริกตัน
ต่อปี ดังนั น ปัจจุบันพลาสติกชีวภาพชนิดอื่นๆ จึงได้เข้ามามีส่วนแบ่งในตลาดผลิตภัณฑ์พลาสติกชีวภาพ
มากยิ่งขึ น พลาสติกชีวภาพท่ีก าลังได้รับความนิยมในล าดับถัดมา  คือ พอลิบิวทิลีนซัคซิเนต 
(polybutylene succinate: PBS) เนื่องจากเม็ดพลาสติกชีวภาพชนิดนี สามารถน าไปขึ นรูปได้ใกล้เคียง
กับพลาสติกท่ัวๆ ไป เมื่อเร็วๆนี บริษัท Mitsubishi Chemical แห่งประเทศญี่ปุ่น และบริษัท ปตท. แห่ง
ประเทศไทย ได้ตกลงท่ีจะศึกษาการพัฒนา bio-polybutylene succinate (โพลีบิวไทลีน ซัคซิเนทชีว
ภาพ) ท่ีผลิตจากชีวมวลท่ีสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ  ทั ง 2 บริษัทจะท าการศึกษาการพัฒนาธุรกิจ 
GS PLa ซึ่งเป็นเม็ดพลาสติกท่ีผลิตโดยบริษัท Mitsubishi และเม็ดพลาสติก bio-succinic acid  ซึ่งจาก
ข้อมูลนี ถือเป็นอุตสาหกรรมปลายน  าท่ีจะมีการพัฒนา อย่างไรก็ตามหากการผลิตกรดซัค ซินิกท่ีเป็นสาร
ตั งต้น ท าให้มีความบริสุทธิ์สูงและต้นทุนการผลิตต่ า ถือเป็นความคุ้มทุนทางเศรษฐกิจ เพื่อส่งไปยังการ
ผลิตเม็ดพลาสติกชีวภาพต่อไปได้ ดังนั นการพัฒนากระบวนการผลิตและการท าบริสุทธิ์ ถือเป็นขั นตอนท่ี
ส าคัญ เพื่อสนับสนุนให้ระบบการผลิตพลาสติกชีวภาพเป็นไปอย่างสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพสูงใน
อนาคต การผลิตกรดซัคซินิคสามารถผลิตได้ทางเคมีโดยใช้ปิโตรเลียมเป็นสารตั งต้นการผลิต แต่จ าเป็นท่ี
จะต้องมีการใช้อุณหภูมิ ความดันท่ีสูง อีกทั งต้องมีการเพิ่มต้นทุนส าหรับตัวเร่งปฏิกิริยาในระบบ (Qiang 
et al., 2010) ในปี ค.ศ. 2004 พบว่ามีความต้องการกรดซัคซินิคและสาร derivative มากกว่า 270,000 
ตันต่อปี ทั งนี เพื่อน ามาใช้ในอุตสาหกรรมหลักส าหรับผลิตพอลิเมอร์ polysuccinate ester และ 
polyamides (Song et al., 2006)  ในการผลิตกรดซัคซินิคด้วยวิธีทางเคมีดังได้กล่าวมาแล้วนั น กรดซัค
ซินิคจ านวน 1 กิโลกรัม ต้องมีการใช้ n-butane และ maleic anhydride ท าให้มีต้นทุนการผลิต
ประมาณ 1.30 ดอลล่าร์ และในกระบวนการผลิตยังอาจเกิดผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อมได้อีกด้วย ซึ่งหากมี
การพัฒนากระบวนการผลิตกรดซัคซินิคบริสุทธิ์ให้มีต้นทุนการผลิตท่ีต่ าลงแล้ว ก็จะเป็นการเพิ่ม 
ความสามารถในการแข่งขันทางด้านต้นทุนและเป็นการเพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจของประเทศไทยโดยรวม
อีกด้วย 

1.4 จุดประสงค์ของโครงการวิจัย  

       1.พัฒนาระบบการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากกระบวนการหมักโดยอิงเทคโนโลยีนาโนฟิลเตช่ันและ

การตกผลึกชนิด layer melt crystallization 
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       2.ศึกษาถึงค่าพลังงานท่ีใช้และประสิทธิภาพของหน่วยปฏิบั ติการต่าง ๆ เช่นการหมัก ไมโคร
ฟิลเตรช่ัน นาโนฟิลเตช่ัน การระเหยน้ าและการตกผลึก เพื่อท่ีจะน าไปศึกษาถึงค่าพลังงานท่ีต้องใช้
ท้ังหมดต่อกรดซัคซินิคท่ีท าบริสุทธิ์ได้ 
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บทที่ 2 วิธีด าเนินการวิจยั 
 
2.1 ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 โครงการวิจัยนี้จะท าการศึกษาการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน้ าหมักในระดับการหมัก  5
ลิตร โดยใช้เช้ือแบคทีเรีย Actinobacillus succinogens ATTC 55168 ซึ่งเป็นสายพันธ์ที่ให้ผลผลิตของ
กรดซัคซินิคสูงและมีกรดอินทรีย์อื่นปนเป้ือนน้อย  น้ าหมักจะถูกท าให้ใสก่อนโดยการแยกเซลและระบบ
นาโนฟิลเตช่ัน จากนั้นจะถูกท าให้ เข้มข้นโดยใช้การระเหยน้ าแบบสุญญากาศ (rotary vacuum 

evaporator) เพื่อให้ได้สารละลายเข้มข้นยิ่งยวด หลังจากนั้นจะท าการตกผลึกโดยใช้ผงกรดซัคซินิคบริ
สุทธิ์เป็นตัวล่อ (seeding) ให้เกิดผลึก ก่อนท่ีจะท าการก าจัดสารละลายท้ิงไป โดยในสารละลายนี้จะประ 

กอบไปด้วยกรดอินทรีย์ชนิดอื่นท่ีไม่สามารถตกผลึกได้ จากนั้นจะน าผลึกของกรดซัคซินิคบริสุทธิ์ทีบ่ริสุทธิ์ 
 

2.2 อุปกรณ์และสารเคมี 
ส าหรับอุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการด าเนินงานวิจัยพร้อมทั งเครื่องมือวิเคราะห์ต่างๆ มีอยู่แล้ว

บางส่วน ณ อาคารปฏิบัติการศูนย์เครื่องมือ 10 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

2.3 จุลินทรีย์และการเลี ยงเชื อ 
          -   การเลี ยงเชื อ A. succinogenes 
 เชื อแบคทีเรีย Actinobacillus succinogenes จะท าการซื อมาจากศูนย์เก็บรวบรวมสายพันธุ์
จุลินทรีย์แห่งชาติ สหรัฐอเมริกา หรือ American Type Culture Collection (ATCC, USA) จากนั นจะ
ท าการเลี ยงด้วยอาหารชนิด AS medium ซึ่งมีส่วนประกอบดังนี  (กรัมต่อลิตร) Na2HPO4.12H2O (1.5), 
NaH2PO4. 2H2O (1.0), MgCl2 (0.2), CaCl2(0.2), NaCl (1.0), glucose (10.0), และ Yeast extract 
(5.0) และท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใน (pH) ของอาหารเลี ยงเชื อให้ได้ 6.5 โดยใช้สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ จากนั นน ามานึง่ฆ่าเชื อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที  

- การเตรียมกล้าเชื อ 
 เชื อ A. succinogenes  จะถูกถ่ายลงในอาหารเลี ยงเชื อ เพื่อเตรียมเป็นหัวเชื อในกระบวนการ
หมัก โดยมีการหมักในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน โดยท าการเติมก๊าซไนโตรเจนเพื่อไล่ออกซิเจนออก หลังจาก
นั นท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีอัตราการกวน 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อ
เตรียมไว้ส าหรับถ่ายลงส าหรับกระบวนการหมักต่อไป 
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2.4 กระบวนการหมักแบบกะ 

เตรียมอาหารเลี ยงเชื อปริมาตร 4.0 ลิตร ลงในถังกล้าเชื อ 5 ลิตร (Sartorius B-Plus, Germany)  
เพื่อจะท าการเลี ยงเชื อขนาดปริมาตร 50 ลิตร เมื่อกล้าเชื อท่ีเตรียมไว้โดยบ่ม ถ่ายลงไปในถังหมัก ใน
กระบวนการหมักโดยใช้ถังหมักแบบนี ต้องมีการควบคุมด้วยเครื่องควบคุมเฉพาะ มีการควบคุมอุณหภูมิให้
คงท่ีตามท่ีต้องการ การแสดงค่า pH ท่ีมีการเปล่ียนแปลงในระบบ อีกทั งเครื่องควบคุมจะมีการเช่ือมต่อ
กับป๊ัมท่ีท าหน้าท่ีปั๊มด่างลงในถังหมักเพื่อควบคุมค่า pH และอัตราการกวนท่ีสามารถระบุได้ ระหว่าง
ด าเนินการหมัก ส าหรับการควบคุมค่า pH ให้คงท่ีนั นจะมีการเตรียมสารละลายด่างแคลเซียมคาร์บอเนต 
(ปูนขาว) เข้มข้น โดยท่ีหลังจาก pH probe เกิดการตอบสนองและแสดงการลดลงของ pH ปั๊มจะปั๊มด่าง
นี ลงไป โดยท่ีไม่เปล่ียนปริมาตรในถังหมักมากนัก เนื่องจากด่างท่ีใช้มีความเข้มข้นสูง เพื่อท่ีจะควบคุม
ปริมาตรในการหมัก ทั งนี ควบคุมอุณหภูมิให้ได้ 37 องศาเซลเซียส โดยอ่างน  าร้อน อีกทั งด าเนินการ
ภายใต้สภาวะไม่มี อากาศ เพื่อให้เซลล์สามารถเจริญและสร้างผลผลิตเกิดขึ นได้  จากนั นท าการเก็บ
ตัวอย่างโดยดูดน  าหมัก มาครั งละ 10 มิลลิลิตร โดยเริ่มเก็บตัวอย่าง ตั งแต่ ช่ัวโมงท่ี 0 และทุกๆ 3-4 
ช่ัวโมงเป็นระยะเวลาประมาณ 40-60 ช่ัวโมง จนกว่าการสร้างกรดซัคซินิคจะหยุดลง หลังจากนั นน ามา
วิเคราะห์สารต่างๆต่อไป  

 
   
รูปภาพ 6 การทดลองกระบวนการหมักกรดซัคซนิิคขนาด 50 ลิตร  

 
2.5 กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิค 

ขั นตอนถัดไปคือการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิค (downstream processing) โดยได้ท าการออกแบบ
กระบวนการท าบริสุทธิ์ในรูปภาพ 7 ซึ่งในขั นแรกจะเป็นการก าจัดของแข็งด้วยการปรับค่าความเป็นกรด
ด่างด้วยกรดซัลฟูริกเพื่อท าให้กรดซัคซินิคแยกตัวออกมาและเกิดเป็นตะกอนของแคลเซียมซัลเฟต
(CaSO4) หรือยับซัม จากนั นจะท าการกรองยิบซัมออกด้วยระบบการกรองผ่านถุงกรองขนาด 1 ไมครอน 
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จากนั นจะใช้ระบบไมโครฟิวเตรช่ัน (MF) ในการแยกเซลแบคทีเรียออกจากระบบ จากนั นจะท าการใช้
ระบบนาโนฟิวเตรช่ันท าการแยกสารสีและสาร macromolecules อื่น ๆ ออกไป สารละลายกรดซัคซินิค
ท่ีใด้นี  จะถูกระเหยน  าจนมีความเข้มข้นสูง ก่อนท่ีจะท าการตกผลึกเพื่อให้ได้กรดซัคซินิคบริสุทธิ์ต่อไป 
ส่วนกรดอินทรีย์ชนิดอื่นท่ีไม่สามารถตกผลึกได้นั น จะละลายอยู่ใน mother liquor และจะถูกก าจัดทิ ง
ไปในท่ีสุด 

 
 
 

รูปภาพ 7 กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมักโดยนาโนฟิวเตรช่ันและการตกผลึก 
 

2.6 นาโนฟิวเตรชั่น 
ระบบนาโนฟิวเตรช่ันจะใช้เมมเบรนชนิดเซรามิก เนื่องจากมีคุณสมบัติท่ีแข็งแรง มีความทนทาน

เชิงกลสูง มีลักษณะเป็นท่อขนาดความยาว 25 ซม และมีเส้นผ่าศูนย์กลางด้านใน 0.7 ซม และด้านนอก 
1.0 ซม โดยมีชั นผิวซึ่งท าหน้าท่ีคัดเลือกผ่านเคลือบอยู่ด้านในของท่อเมมเบรนดังกล่าว ซึ่งท่อนี จะถูก
บรรจุอยู่ในตัวเรือนท่ีท าด้วยท่อสแตนเลส และมีปั๊มแรงดันสูงท าหน้าท่ีในการไหลเวียนน  าหมักดังแสดงใน
รูปภาพ 8  
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รูปภาพ 8 นาโนฟิวเตรช่ันในการแยกกรดซัคซินิคจากน  าหมัก (Lubsungneon et al, 2014) 
 

2.7 การตกผลึก 
ส่วนท่ีกรองได้ (filtrate) จากระบบนาโนฟิวเตรช่ันจะประกอบด้วยกรดซัคซินิค กรดแล็กติก 

กรดอะซีติก กรดฟอร์มิกและอิออนต่าง ๆ ซึ่งดังท่ีได้กล่าวมาแล้วว่ากรดซัคซินิคนั น มีค่าการละลายท่ีต่ า
มาก ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตกผลึกได้ในขณะท่ีสารอื่น ๆ จะไม่สามารถตกผลึกได้ ซึ่งเทคนิคการ
ตกผลึกกรดซักซินิกจากน  าหมักนี  จะใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า layer crystallization (รูปภาพ 9 บน) ซึ่งจะ
ประกอบด้วยขวดแก้วสองชั น โดยในขวดแก้วนี จะบรรจุส่วนท่ีกรองได้ (filtrate) ท่ีท าให้เข้มข้นแล้ว ซึ่ง
อุณหภูมิของ filtrate นี จะถูกควบคุมด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ จากนั นจะใช้แท่งแลกเปล่ียนความร้อน 
(cooling finger) จุ่มลงในสารละลายดังกล่าว ภายในท่อจะมีการหล่อด้วยน  าเย็นท่ีผลิตจากเครื่องควบคุม
ความเย็น (refrigerated circulator) ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ โดยท่ีกรดซัคซินิคจะตกผลึกบนผิวของท่อ
แลกเปล่ียนความร้อนดังกล่าว ซึ่งอัตราการเกิดผลึกสามารถศึกษาได้จากการวัดความหนาของชั นผลึกท่ี
เกิดขึ น ส่วนการตกผลึกโดยตรงจากสารละลาย (รูปภาพ 9 ล่าง) นั น จะเป็นการควบคุมอุณหภูมิ
สารละลายท่ีบรรจุอยู่ภายในโถแก้ว 2 ชั น (crystallization tank) ผ่านทางเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
(thermostat) และกวนอยู่ตลอดเวลาเพื่อท าให้สารละลายมีความเป็นเนื อเดียวกัน (homogeneous) อยู่
ตลอดเวลา  
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รูปภาพ 9 การจัดการทดลองการตกผลึกแบบ layer crystallizer  ส าหรับการตกผลึกกรดซัคซินิกแบบ
ชั น (บน) และ การตกผลึกโดยตรงจากสารละลาย (ล่าง) 

 
2.8 การวิเคราะห์ 

น าตัวอย่างท่ีเก็บได้จากถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ น ามาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที โดยเครื่องปั่นเหวี่ยง เพื่อแยกเซลล์และส่วนใสท่ีเป็นตัวอย่างท่ีต้องการน ามาวิเคราะห์  
ดังนี คือ 

(1) ปริมาณน  าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic (DNS) method  ตามวิธีของ Miller (Miller, 
1959) โดยท่ีจะน าเอาน  าหมักท่ีปั่นเหวี่ยงกรองเอาส่วนใสมา 0.5 มิลลิลิตร และเติม 3, 5-dinitrosalicylic 
acid reagent  0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองแก้ว จากนั นน าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงสี เป็นการเกิดปฏิกิริยาของน  าตาลกับสารละลายท่ีเติมลงไปดังกล่าวเป็นเวลา 5 นาที และ
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น าไปวิเคราะห์ผลหาค่าความขุ่นของตัวอย่างโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 520 
นาโนเมตร พร้อมกับท ากราฟมาตรฐานของน  าตาลโดยแปรผันความเข้มข้นระหว่าง 0.2-1.0 ไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตร ความเข้มข้นของน  าตาลทั งหมดจะถูกน ามาเปรียบเทียบกับกราฟความเข้มข้นน  าตาล มาตรฐาน 
(ในท่ีนี ใช้น  าตาลกลูโคส) ท่ีทราบความเข้มข้นแล้ว เพื่อให้ได้กราฟมาตรฐานและเทียบกับค่าท่ีได้จาก
ตัวอย่างท่ีต้องการ 
 (2) ความเข้มข้นของเซลล์ในน  าหมักได้ถูกวัดโดยใช้เครื่องวัดความเข้มของการดูดกลืนแสง หรือ 
spectrophotometer (UV–vis Spectrometer) ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยตัวอย่างน  าหมัก
จะ ถูกน าไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั นน าส่วนท่ีเป็นอาหารเหลว 
(Supernatant) ทิ งไป ก่อนท่ีจะเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้มีปริมาตรเท่าเดิม และ ท าการเจือจางให้มีความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม และ เปล่ียนเป็นความเข้มข้นของเซลล์ (Dry Cell Weight, DCW)  

กราฟมาตรฐาน (standard calibration curve) สามารถสร้างได้โดยท าการกรองแบคทีเรียท่ี
ความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผ่านกระดาษกรองขนาดรูพรุน 13 มิลลิเมตร, 0.2 ไมโครเมตร 
(Whatman, England) ร่วมกับการใช้สุญญากาศดูดออก และน ากระดาษกรองท่ีมีเซลล์ติดอยู่ไปอบเพื่อ
ระเหยน  าออกที่อุณหภูมิ ท่ีผ่านการอบให้แห้ง และ ช่ังน  าหนักมาแล้ว จากนั นน ากระดาษกรองดังกล่าวไป
อบท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของการวัดความเข้มข้น
ของเซลล์อยู่ท่ี ± ร้อยละ 5 ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%     

(3) การวิเคราะห์กรดอินทรีย์ชนิดต่างๆท่ีเกิดขึ นในกระบวนการหมักกรดซัคซินิคและผลพลอยได้
อื่นๆ โดยท่ีตัวอย่างน  าหมักจะถูกกรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมครอนเพื่อก าจัดเซลล์แบคทีเรีย ก่อนท่ี
จะท าการวิเคราะห์ ส่วนตัวอย่างในด้านตัวท าละลายอินทรีย์จะถูกฉีดเข้าเครื่องวิเคราะห์โดยตรง ซึ่งการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณของสารตัวอย่าง ได้ด้วยเครื่อง HPLC ท่ีใช้ detector เป็น UV และ RI-detectors 
คอลัมน์ท่ีใช้แยกสารจะเป็นประเภท ion exchange column (ZORBAX SB-Aq (4.6 mm×150 
mm)column) และถูกวิเคราะห์ด้วย UV ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร จากนั นท า การค านวณ
ปริมาณของกรดซัคซินิคเปรียบเทียบกับพื นท่ีใต้กราฟของสารละลายตัวอย่างมาตรฐานท่ีความเข้มข้นต่าง 
ๆ กัน ใช้อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมี 1% acetonitrile + 99% 20 mML-1 Na2HPO4 ท่ี pH 2.0 
โดยใช้อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) เพื่อเป็นตัวน าพาตัวอย่างเข้า
สู่คอลัมน์เกิดการแยกสาร ท่ีอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 40 นาที ซึ่งผลท่ีได้สามารถ
น ามาใช้หาค่าผลได้ (yield) อัตราผลผลิตของกรดแล็กติก (productivity) และชีวมวล (biomass) 
ส าหรับค่าการเจริญจ าเพาะ () สามารถหาได้จากสูตร 1/X.dX/dt โดยท่ี X คือความเข้มข้นของเซลล์ 
และ t คือเวลา 

(4) ความเข้มข้นของโปรตีนประมาณโดยใช้ Bradford  (Bradford.  1976) โดยใช้เครื่อง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (Thermo Scientific, GENESYS 10S UV-Vis) 
(Gerberding. 2012) 

(5) ไอออนต่างๆสามารถหาได้โดยใช้เครื่อง Dionex  ion  chromatograph  system  (ICS  
5000,  Themo  Scientific, USA)  ใช้ detector แบบ CD20 conductivity  detector  

(6) ค่าของแข็งท่ีละลายได้หาได้โดยใช้ hand  held  refractometer   
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(7) นาโนฟิลเตรช่ัน จะหาประสิทธิภาพของการกรองได้จากค่าฟลักซ์ (kg/m2.h) และค่า 
rejection โดยท าการทดลองท่ีสภาวะต่าง ๆ เช่น ความดัน, ความเข้มข้นของสารป้อนของทั งระบบ
สารละลายสังเคราะห์และน  าหมักจริงเป็นต้น 
ค่า recovery rate และค่าความบริสุทธิ์ของกรดซัคซินิคสามารถค านวณได้โดย  (Wong,  Bund,  
Connelly,  & Hartel, 2012): 
 
                Recovery rate (%) =                              Experimental yield (g)                                    
                      Initial mass of succinic acid in the broth (at t=0)(g)+seed mass (g) 
 
                    Purity (%) =                 Dry weight of succinic acid in crystals recovered (g) 
        Dry weight of crystals recovered (g)  
 
ส าหรับค่า removal rate ของกลูโคสและโปรตีนหาได้จาก (Sun et al., 2014) 
                                         
                                                   DG/P = (1- MT)  
                                                                MW 
 
โดยท่ี DG/P คือ ค่า removal rate ของกลูโคสหรือโปรตีน (%) 
       MT  คือ มวลของกลูโคสหรือโปรตีนในส่วน top phase หรือท่ียังคงเหลือหลังจากเกิดคริสตัลแล้ว 
       MW คือ มวลของกลูโคสหรือโปรตีนทั งหมดในน  าหมักก่อนท่ีจะตกผลึก (g) 
 

สีของผลึกกรดซัคซินิคหาได้โดยวัดค่าการดูดกล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (Thermo 
Scientific, GENESYS 10S  UV-Vis)  (Gerberding,  2012) ขนาดของผลึกวัดโดยเครื่อง particle  size  
distribution  analyzer  LA-950V2 ลั ก ษ ณ ะขอ งผ ลึก ท่ี ไ ด้ ดู ด้ ว ย เค รื่ อ ง  Stereoscopic  Light  
Microscope  Olympus  szx7  โดยมี ก ล้อง  Olympus  SC100  camera ท่ี ก า ลั งขยาย  12.5 × 
magnification คุณลักษณะของผลึกท่ีผลิตได้สามารถดูได้ด้วยเครื่องD2 phaser X-ray diffractometer 
(XRD) ร่ ว ม กั บ  CuKɑ diffraction (  = 1.5406 oA) ท่ี  30 kV แ ล ะ  10 mA ผ่ า น  graphite 
monochromator ลักษณะการตกผลึกวิเคราะห์ด้วย X-ray diffraction  โดยใช้ท่ี 20.0o,  25.5o และ 
31.5o ตามล าดับ ทั งนี โอกาสท่ีจะเกิดการตกผลึกมากท่ีสุดสามารถค านวณได้จาก (P. Emrani, Fatemi, 
& Ashraf Talesh, 2011) 
 
 (%) relative crystallinity =                             (total area of crystalline peaks)   
                                        (total area of crystalline peaks for the highest crystallinity sample)  
 

x  100% 

x  100% 

x  100% 
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บทที่ 3 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
 
3.1 กระบวนการหมักกรดซัคซินิคแบบกะ 
          รูปภาพ 10 เป็นการสรุปขั นตอนต่าง ๆ ของกระบวนการหมักและการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิค
ส าหรับโครงการวิจัยนี  ซึ่งในขั นแรกจะเป็นการก าจัดเซลล์แบคทีเรียออกโดยใช้การปั่นเหวี่ยง 
(centrifugation) จากนั นจะท าการใช้ระบบนาโนฟิวเตรช่ันท าการแยกสารสีและสาร macromolecules 
อื่น ๆ โดยเฉพาะโปรตีนออกไป จากนั นจะท าการปรับค่าความเป็นกรดด่างด้วยกรดซัลฟูริกเพื่อท าให้กรด
ซัคซินิคอิสระแยกตัวออกมาและเกิดเป็นตะกอนของแคลเซียมซัลเฟต (CaSO4) หรือยับซัม สารละลาย
กรดซัคซินิคท่ีได้นี  จะถูกระเหยน  าจนมีความเข้มข้นสูงขึ น ก่อนท่ีจะท าการตกผลึกเพื่อให้ได้กรดซัคซินิคบริ
สุทธิ์ต่อไป ส่วนกรดอินทรีย์ชนิดอื่นจะไม่สามารถตกผลึกได้ และจะละลายอยู่ใน mother liquor และจะ
ถูกก าจัดทิ งไปในท่ีสุด 
 

       

Bacteria

               Ca(OH)2

                 

                ,       

            

                    

                    

H2SO4       

 
 
รูปภาพ 10 กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากน  าหมักโดยนาโนฟิวเตรช่ันและการตกผลึก 
 
 รูปภาพ 11 แสดงระยะเวลาในการเจริญของเซลล์ ปริมาณการใช้กลูโคสและความเข้มข้นของ
กรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ในระหว่างการหมักของ A. succinogenes ATCC 55618 ซึ่งจากการวิเคราะห์
ตัวอย่างด้วย HPLC นั นจะพบว่า ถึงแม้ว่ากรดซัคซินิคจะเป็นผลผลิตหลักแต่เชื อดังกล่าวก็ยังผลิตกรดอะซิ
ติก กรดฟอร์มิก และกรดแลคติก เป็นผลพลอยได้ของกระบวนการหมัก ความเข้มข้นของกลูโคสลดลง
อย่างรวดเร็วใน 10 ช่ัวโมงแรก จากนั นความเข้มข้นค่อยๆ ลดลงจนกระท่ังกลูโคสถูกใช้หมดภายในเวลา 
43 ช่ัวโมง เชื อมีการเจริญแบบ lag phase ในช่วง 5 ช่ัวโมงแรก ตามด้วยการเจริญแบบ exponential 
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เซลล์เจริญได้สูงสุด 0.41 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรดซัคซินิคสูงสุดท่ีผลิตได้คือคือ 47.2 กรัมต่อลิตร 
คิดเป็นค่าผลผลิต 0.56 gSA/gglucose นอกจากนี ผลผลิตสุดท้ายของผลิตกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และ
กรดแลคติก คือ 12.3, 2.7 และ 10.5 กรัมต่อลิตรตามล าดับ  
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รูปภาพ 11 กราฟแสดงความเข้มข้นของน  าตาลกลูโคส ความเข้มข้นของเซลและความเข้มข้นของกรด

อินทรีย์ต่างๆ ในระหว่างการหมักกรดซัคซนิิคด้วยเชื อ A. succinogenes ATCC 55618   
 
3.2 การหมักกรดซัคซินิคแบบก่ึงกะ 

ระยะเวลาในการเจริญ ของเซลล์ ปริมาณการใช้ก ลูโคสในระหว่างการหมั กของ A. 
succinogenes ATTC 55618 แสดงดังรูปภาพ 12 ถึงแม้ว่ากรดซักซินิคจะเป็นผลผลิตหลักแต่เชื อก็ยัง
ผลิตกรดอะซิติค กรอฟอมิค และกรดแลคติค เป็นผลพลอยได้ของกระบวนการ ความเข้มข้นของกลูโคส
ลดลงอย่างรวดเร็วใน 10 ช่ัวโมงแรก จากนั นนักวิจัยได้ท าการเติมน  าเช่ือมเข้มข้นลงไปเพิ่มเติมจนได้ความ
เข้มข้นของน  าตาล 20 กรัมต่อลิตร ซึ่งการควบคุมปริมาณน  าตาลในถังหมักให้มีค่าต่ าอยู่เสมอนั น จะส่งผล
ดีต่อกระบวนการหมักคือความดันออสโมติกของน  าหมักจะต่ า ท าให้ไม่เกิดการยับยั งจากสารตั งต้น  lag 
time จะไม่เกิด และจะท าการเติมน  าเช่ือมเข้มข้นอีกเมื่อปริมาณของน  าตาลในระบบหมดลง และเมื่อท า
การเติมเรื่อย ๆ พบว่ากลูโคสถูกใช้หมดภายในเวลา 40 ช่ัวโมง เชื อมีการเจริญแบบ lag phase ในช่วง 3 
ช่ัวโมงแรก ตามด้วยการเจริญแบบ exponential เซลล์เจริญได้สูงสุด 4.3 g/L ผลผลิตกรดซักซินิคสูงสุด
คือ 130.4 g/L คิดเป็น 0.62 gSA/gglucose แสดงให้เห็นว่าผลการทดลองให้ค่าท่ีดีกว่าแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ นอกจากนี ผลผลิตสุดท้ายของการหมัก กรดแลคติค กรดอะซิติค กรดฟอร์มิค และไพรูวิค คือ 
2.3 g/L, 16.7 g/L, 1.22 และ 50.5 g/L ตามล าดับ รูปภาพ 12 แสดงการการเจริญของเซลล์ การใช้
กลูโคส และการเกิดผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ในระหว่างการหมักแบบกึ่งกะ 
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รูปภาพ 12 แสดงการการเจริญของเซลล์ การใช้กลูโคส และการเกิดผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ในระหว่างการหมัก

แบบกึ่งกะ 
 
 
3.3 การท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคจากกระบวนการหมักด้วยการศึกษาการแยกเซลล์แบคทีเรียโดยไมโคร
ฟิลเตรชั่น 

        เมื่อกระบวนการหมักเสร็จสิ นลงแล้ว น  าหมักจะถูกท าบริสุทธิ์ในขั นแรกโดยการแยกเซลออกก่อน 
ทั งนี เมื่อเสร็จสิ นกระบวนการหมัก ในน  าหมักนั นจะยังคงมีสารปนเปื้อนต่าง ๆ มากมาย เช่นเซลล์
แบคทีเรียกรดแล็กติค สารโมเลกุลใหญ่อื่น ๆ จ าพวก polysaccharide โปรตีน คอลลอยด์ รวมถึงสาร
โมเลกุลเล็ก ๆ เช่นอิออนต่าง ๆ และแล็กเตท ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์หลักของกระบวนการ ในการทดลองนี จะ
ใช้ระบบการแยกด้วยเมมเบรนคือ ไมโครฟิลเตรช่ัน (microfiltration) ในการแยกเซลล์แบคทีเรีย โดย
ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จะมีลักษณะเป็นสารละลายกรดแล็กติกท่ีมีลักษณะใส ในโครงการวิจัยนี ได้ใช้ ไมโคร
ฟิลเตรช่ันเมมเบรนชนิดท่ีเป็นท่อม้วน (Spiral wound) มีขนาดของพื นท่ีเมมเบรนเท่ากับ 12 ตารางเมตร 
ซื อจากบริษัท Synder Filtration, USA และมีการใช้ปั๊มในการไหลเวียนน  าหมักในแบบไหลตามขวาง 
(cross-flow microfiltration) โดยจะท าการไหลเวียนส่วน retentate หรือส่วน concentrate กลับเข้า
สู่ถังป้อน ส่วนกรองหรือ permeate จะท าการแยกออกไปจากระบบ (รูปภาพ 13) 
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รูปภาพ 13 ระบบไมโครฟิลเตรช่ันและนาโนฟิลเตรช่ันส าหรับการแยกเซลแบคทีเรียและโปรตีนที่ใช้ใน

โครงการวิจัยนี  
 

น  าหมักกรดซัคซินิคน  าหมักจากกระบวนการหมักข้างต้นถูกน ามาใช้เป็นสารป้อน เยื่อแผ่นชนิด
นาโนฟิลเตช่ัน (NF) และ microfiltration (MF) ท่ีเป็นเมมเบรนโมเลกุลของสารอินทรีย์ท่ีไม่มีประจุ ส่ังซื อ
จากบริษัท LPE ประเทศไทย ลักษณะของเมมเบรนแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน เมมเบรนเหล่านี ถูกใช้
ส าหรับการก าจัดสารประกอบท่ีไม่ต้องการออก ส าหรับการศึกษาเทคนิคไมโครฟิลเตช่ัน (MF) และ นาโน
ฟิลเตช่ัน (NF) นั นประกอบด้วย housing ท่ีเป็นสเตนเลสท่ีมีถังรับสองถัง เริ่มจากไมโครฟิลเตช่ัน จากนั น
จะเข้าสู่นาโนฟิลเตช่ัน กระบวนการ นาโนฟิลเตช่ันนี ได้ด าเนินการโดยสองส่วนท่ีแตกต่างกันคือส่วนท่ีมี
ความ เข้มข้นและส่วนของ diafiltration เพื่ อ เก็บ เกี่ ยวผลิตภัณฑ์  ส าหรับ โหมดความ เข้ มข้น 
(concentration side) นั น permeate  จะถูกแยกออกอย่างต่อเนื่องเพื่อหาค่า ประสิทธิภาพการก าจัด 
หรือ flux rejection โดยเฉพาะโปรตีนและไออนต่างๆ ประสิทธิภาพการก าจัด เมื่อฟลักซ์มีค่าต่ า ส่วน 
diafiltration จะเริ่มขึ น และด าเนินการไปเรื่อยๆจนกว่าจะมีความเข้มข้นของกรดซัคซินิคในส่วนของ 
retentate ต่ ากว่า 2.0 กรัมต่อลิตร ในขั นตอนนี ปริมาณของสารป้อนจะควบคุมให้คงท่ีโดยการเติมน  า DI 
(pH 3.0 ปรับได้โดย H2SO4) เพื่อเพิ่มปริมาณในส่วนของ permeate นอกจากนั นยังมีการทดสอบการ
แยกสารอินทรีย์อื่นๆโดยจะท าให้ตัวอย่างท่ีต้องการใสและบริสุทธิ์ขึ นได้ ค่าฟลักซ์ของการทดลอง จะ
ท าการศึกษาจากค่าเฉล่ียของการทดลองสามซ  า การปฏิเสธหรือการก าจัด (rejection) (R%) สามารถ
ค านวณได้ดังนี  

                                  

ไมโครฟิลเตรชัน่ 
 
 
 

นาโนฟิลเตรชัน่ 
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โดยท่ี CP และ CR คือความเข้มข้นของ permeate และ retentate stream ท่ีได้จากกระบวนการนา
ฟิลเตช่ัน  ขั นตอนการท าความสะอาดเมมเบรนในการทดลองนี โดยใช้น  า DI, NaOH 2% และ 2% H3PO4 
จากนั นท าการวิเคราะห์การเกิด fouling ท่ีเป็นสาเหตุท าให้เมมเบรนประสิทธิภาพในการท่ีสารละลายจะ
ผ่านได้ผ่านต่ าลง  ทั งนี สามารถหาได้จากสูตรของ Darcy’s law (Al-Amoudi and Lovitt. 2007) 

                        
โดยท่ี RNF คือ ความต้านทานการกรอง(m-1), Rm  เป็นเมมเบรนต้านทานไฮดรอลิก , Rf คือความ
ต้านทานเนื่องจากรูขุมขนและการปิดกั นการดูดซับ, Rc คือความต้านทานท าให้เกิดจากการก่อตัวเค้ก, J 
คือ permeate flux (m3/m2.h), TMP คือแรงดันทรานส์เมมเบรน (Pa) และ μ คือความหนืดของการ
ซึมผ่านท่ี (Pa.s) อัตราส่วนปริมาณความเข้มข้น(VCR) สามารถค านวณได้จาก อัตราส่วนของ V0 ปริมาณ
เริ่มต้นหารด้วยปริมาณ VR retantate ในเวลาท่ีแน่นอน 

                                       
ส าหรับอัตราการก าจัดค านวณดังนี  

                                 
โดยท่ี:  
DG/P คือ กลูโคสหรือโปรตีนในอัตราการถูกก าจัดออก (%)  
MF คือ มวลของสารประกอบใน feed phase (g)  
MP คือ  มวลของสารประกอบใน permeate phase (g) 
 
ตาราง 3 คุณลักษณะของเย่ือแผ่นเมมเบรนไมโครฟิลเตช่ัน 
ชนิด การจ ากัด ความเร็วตรง 

(เมตรต่อ
วินาที) 

พื นท่ีผิว 
(ตาราง
เมตร) 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

ความดัน 
(psi) 

pH 

ไมโคร
ฟิลเตช่ัน 
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       รูปภาพ 14 แสดงหลักการท างานของระบบไมโครฟิลเตรช่ัน 
 
     
   เพื่อท่ีจะท าการศึกษาถึงระบบการท างานของไมโครฟิลเตรช่ันในเชิงลึก ในท่ีนี จึงจ าเป็นท่ีจะต้องใช้
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ (mathematical modeling) มาช่วยในการวิเคราะห์ ซึ่งแบบจ าลองนี 
เรียกว่า resistance-in-series model ดังท่ีได้แสดงในรูปภาพ 14 จะเห็นได้ว่าเมมเมรนไมโครฟิลเตรช่ัน
นี จะมีรูพรุนท่ีมีขนาดเล็กกว่าเชื อแบคทีเรีย แต่อย่างไรก็ตามการก็จะยังมีส่ิงท่ีมีขนาดเล็กอื่น ๆ ท่ีอาจจะ
เข้าไปดูดซับ (adsorption) หรืออุดตันภายในรูของเมมเบรนก็ได้ ซึ่งจะเรียกการอุดตันในแบบนี ว่าการอุด
ตันภายใน (internal pore blockage) โดยท่ีการอุดตันแบบนี จะเกิดขึ นในช่วงแรก ๆ ของกระบวนการ
กรอง ในขณะเดียวกันก็จะเกิดการอุดตันสะสมบริเวณพื นผิวของเมมเบรนอันเนื่องมาจากเกิดการสะสมตัว
ของเซลแบคทีเรียเรียกว่าการอุดตันภายนอก (external pore blockage) โดยการสะสมตัวของเซล
แบคทีเรียภายนอกนี  จะมีความหนาของชั นเค้ก (cake layer) เพิ่มขึ นเรื่อย ๆ โดยเฉพาะหากมีการ
ไหลเวียนของเหลวในอัตราท่ีต่ า จะท าให้เกิดการไหลแบบชั น (laminar flow) ก็จะท าให้ชั นเค้กมีความ
หนาเพิ่มมากขึ น ค่าฟลักซ์ของน  าก็จะลดลง ซึ่งสามารถแก้ไขได้โดยการเพิ่มอัตราการไหลของของเหลวให้
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สูงขึ นเป็นแบบปั่นป่วน (turbulent) เกิดน  าวน (eddies) ท่ีจะท าให้การสะสมตัวของชั นเค้กลดลง กล่าว
โดยรวมแล้ว ปัจจัยต่าง ๆ ท่ีจะท าให้ฟลักซ์หรืออัตราการไหลผ่านเมมเบรนลดลงนั น จะเกิดขึ นจากแรง
ต้าน (resistance) หลัก ๆ อยู่  4 ตัว ได้แก่  แรงต้านทานจากตัวของเมมเบรนเอง (membrane 
resistance, Rm) แรงต้านทานท่ีเกิดขึ นจากการดูดซับภายในรูของเมมเบรน (Adsorption resistance, 
Ra) แรงต้านทานท่ีเกิดขึ นจากการสะสมตัวของชั นเค้ก (Cake resistance, Rc) และแรงต้านทานท่ีเกิดขึ น
จากเกิดโพลาไรเซช่ัน (Solute concentration polarization, Rp) ซึ่งแรงต้านแบบนี จะเกิดขึ นเมื่อท า
การกรองไปนาน ๆ ส่วนของสารป้อนจะมีความเข้มข้นของส่วนท่ีละลายได้ soluble matter สูงมากขึ น
เรื่อย ๆ จนกระท่ังท าให้สมบัติของของไหลโดยเฉพาะความหนืดเพิ่มขึ น (increasing in bulk viscosity) 
และเปล่ียนไปเป็นแบบ non-newtonian ซึ่ง Rp นี จะมีอิทธิพลเป็นอย่างมากเมื่อค่าสัดส่วนความเข้มข้น
เชิงปริมาตร (Volumetric Concentration Ratio, VCR) สูงขึ นมาก ซึ่งค่านี หาได้จากปริมาตรของสาร
ป้อนเริ่มต้นหารด้วยผลต่างของปริมาตรของสารป้อนเริ่มต้นต่อปริมาตรของเพอร์มิ เอท (Feed 
volume/(Feed volume-permeate volume) โดยเป็นท่ีน่าสังเกตว่า ค่าฟลักซ์สูงท่ีสุดของระบบไมโคร
ฟิลเตรช่ันนี จะเกิดขึ นเมื่อไม่มีความต้านทานหรือส่ิงปนเป้ือนใด ๆ อยู่บนเมมเบรนนั น ซึ่งค่าฟลักซ์สูงสุดจะ
เกิดขึ นเมื่อท าการทดสอบระบบตอนเริ่มแรกเสมอ และความต้านทานในช่วงนี ก็จะหมายถึงความต้านทาน
ท่ีเกิดขึ นจากเมมเบรนเท่านั น (Rm)  
          ในโครงการวิจัยนี ได้ท าการทดลองหาค่า Rm จากการทดสอบการกรองโดยใช้น  าสะอาดและท า
การวัดค่าฟลักซ์ (Jw) ของระบบ ณ ความแตกต่างของความดัน (Transmembrane pressure, p) ต่าง 
ๆ กัน ซึ่งโดยหลักการแล้ว การเพิ่มค่าความแตกต่างของความดันจะส่งผลท าให้ค่าฟลักซ์ของระบบเพิ่ม
สูงขึ น และความสัมพันธ์ระหว่างสมบัติต่าง ๆ ของระบบท่ีมีต่อค่าฟลักซ์เป็นไปตามกฎของดาร์ซี (Darcy’s 
law) ดังสมการ 
 

                                                            
 
โดยท่ี Jw คือค่าฟลักซ์ของระบบ 
         คือความหนืดของน  าหมัก 
        Rt คือ ค่าความต้านทานโดยรวม และ Rt จะมีค่าเท่ากับ Rm เมือ่เริ่มต้นระบบ 
  และ p คือความแตกต่างของความดัน ซึ่งหาได้จาก 
 

                                                                                           
 
โดย P1 หมายถึงความดันในด้านของสารป้อน P2 หมายถึงความดันในด้านของรีเทนเทต และ P3 
หมายถึงความดันในด้านของเพอร์มิเอท ตามล าดับ 
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ตาราง 4 ผลการทดลองอิทธิพลของความแตกต่างของความดันต่อค่าฟลักซ์ของน  า 
ความแตกต่างของความดัน (Pascal) ค่าฟลักซ์ของน  า (m3.m-2.s-1) 

0 0 
36175 3.54  10-5 
28675 2.88  10-5 
13675 1.92  10-5 
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รูปภาพ 15 กราฟแสดงการค านวณหาค่าความต้านทานท่ีเกิดขึ นจากเมมเบรน Rm = 1.02  1012 m-1 
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รูปภาพ 16 การลดลงของฟลักซ์เมื่อเวลาผ่านไปและปริมาตรสะสมของเพอร์มิเอทท่ีได้ 
 
 รูปภาพ 16 การลดลงของฟลักซ์เมื่อเวลาผ่านไปและปริมาตรสะสมของเพอร์มิเอทท่ีได้ ซึ่งใน
ระหว่างท่ีท าการทดลองระบบไมโครฟิลเตรช่ันอยู่นั น เพอร์มิเอทจะถูกแยกออกจากระบบอยู่ตลอดเวลา 
ซึ่งจะเรียกว่า concentration mode ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายในสารป้อน เนื่องจากเซลแบคทีเรีย
จะมีความเข้มข้นมากขึ น ในขณะท่ีปริมาตรของสารป้อนจะลดลงอยู่ตลอดเวลา และจากการท่ีมีความ
เข้มข้นของเซลแบคทีเรียท่ีมากขึ นนี  ก็จะเกิดการอุดตันหรือ fouling ในแบบต่าง ๆ ดังท่ีได้กล่าวมาแล้วใน
ข้างต้น ทั งจากการดูดซับภายในรูเมมเบรน การเกิดชั นเค้กบนผิวหน้าของเมมเบรน รวมทั งการเกิดโพลา
ไรเซช่ันภายในชั นขอบเขต (boundary layer) ซึ่งแรงต้านทานทั งหมดนี  จะส่งผลโดยตรงท าให้ค่าฟลักซ์
ของส่วนกรองหรือเพอร์มิเอทลดลงอยู่ตลอดเวลา ซึ่งสมการท่ี (1) สามารถเขียนใหม่ได้ดังนี   
 

                                                                
 
โดยในท่ีนี  Rt ก็จะมีค่าเท่ากับ Rm+Ra+Rp+Rc นั่นเอง ส าหรับการวิเคราะห์ค่าความต้านทานต่าง ๆ นั น 
จ าเป็นท่ีจะต้องใช้จากการค านวณฟลักซ์ท่ีลดลง (decline flux) ซึ่งได้จากการทดลองดังแสดงในรูปภาพ 
16 
 ค่าความต้านทานท่ีเกิดจากการดูดซับ Ra สามารถหาได้จากสมการ  
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 โดยท่ี Ra,ss หมายถึงแรงต้านทานท่ีเกิดจากการดูดซับภายในของรูพรุนในสภาวะ steady state 
ส่วนค่า b เป็นค่าคงท่ีและ t คือเวลา ตามล าดับ นอกจากนี แล้วค่าแรงต้านทานท่ีเกิดขึ นจากการสะสมตัว
ของชั นเค้ก (Rc) สามารถค านวณได้จากสมการ 
 
                                                                   

                                                                                                          
 โดยท่ี m คือ มวลของเชื อแบคทีเรียท่ีสะสมอยู่บนเมมเบรน A คือพื นท่ีผิวของเมมเบรน ส่วนค่า 
0 คือค่าแรงต้านทานจ าเพาะของชั นเค้ก (Specific cake resistance) ซึ่งค่านี เป็นค่าท่ีขึ นอยู่กับความ
ต่างของแรงดันดังสมการ 
 

                                                                             
 โดยท่ีค่า n นั นจะหมายถึง ดรรชนีของความสามารถในการอัดตัว (compressibility index) 
และค่า  นั นจะเป็นค่าคงท่ีซึ่งขึ นอยู่กับรูปร่างของแบคทีเรียเป็นส าคัญ ส่วนมวลของเซลแบคทีเรียท่ี
สะสมอยู่บนพื นผิวของเมมเบรน สามารถค านวณได้ดังสมการ 
 

                                                                                          
          โดยค่า C และ Cm นั นจะหมายถึงความเข้มข้นของเซลแบคทีเรียในส่วนของรีเทนเทตและบนพื น
ผิวหน้าของเมมเบรนตามล าดับ ส่วน δ แสดงถึงความหนาของชั นเค้ก JC แสดงถึงการไหลไปในทิศ
ทางเข้าหาเมมเบรน ส่วน D(Cm)/δ นั นคือการแพร่ของของไหลในทิศทางตรงกันข้าม เนื่องจากขณะนี  
นักวิจัยก าลังอยู่ในขั นตอนของการค านวณแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์อยู่ โดยท่ีผลการค านวณจะน าเสนอ
ในรายงานความก้าวหน้าครั งต่อไป 
 
 
3.4 การท าบริสุทธิ์น  าหมักด้วยเทคนิคนาโนฟิลเตรชั่น  

3.4.1 การทดสอบระบบโดยใช้สารสังเคราะห์ 

3.4.1.1 อิทธิพลของสภาวะการท างานต่าง ๆ ที่มีต่อค่าการกักกันของกรดอินทรีย์
ชนิดต่าง ๆ    

       วัตถุประสงค์หลักของการศึกษาครั งนี คือการศึกษาลักษณะการแยกของกรดอินทรีย์โดยใช้ NF 
อิทธิพลของปัจจัยในการด าเนินการแยกโดยใช้สารละลาย แสดงในรูปภาพ 23 ซึ่งเป็นการประยุกต์ใช้เมม
เบรนนาโนฟิวเตรช่ันในแบบท่ีเป็นท่อม้วน (spiral wound) เช่นเดียวกันกับไมโครฟิวเตรช่ัน แต่แตกต่าง
กัน ท่ีค่า molecular weight cut off ของเมมเบรนชนิดนี จะอยู่ ท่ี  300 ดาลตัน ใช้ของบริษัท GE 
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ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งในขั นแรกนั น จะเป็นการศึกษาการแยกสารละลายผสมของกรดชนิดอินทรีย์
ต่างๆ และภายใต้อิทธิพลของสภาวะการท างานต่าง ๆ กันด้วย  
 
ตาราง 5 คุณลักษณะของเย่ือแผ่นเมมเบรนนาโนฟิลเตช่ัน 

ชนิด การจ ากัด ความเร็วตรง 
(เมตรต่อ
วินาที) 

พื นท่ีผิว 
(ตาราง
เมตร) 

อุณหภูมิ 
(องศา

เซลเซียส) 

ความดัน 
(psi) 

pH 

นาโน
ฟิลเตช่ัน 

150-300 
ดาลตัน 

98 6.1 10-15 15-600 0.3-9.0 

หมายเหตุ: ได้จากค่าเฉล่ียท่ีมีการทดลองเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง อัตราการไหลทุกๆ ±25% 
              สภาวะการทดลองท่ี 2,000 ppm, สารละลาย Mg2SO4 ท่ีความดัน 110 psi (760 kPa) 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส, 15% recovery 
 

ผลของ pH ต่อการกักกันของ NF membrane โดยใช้สารละลายกรด ข้อมูลการทดลองการ
กักกันแสดงในรูปภาพ 17 กรดอินทรีย์แตกตัวเนื่องจาก pH ของสารละลายแสดงให้เห็นว่าการกักกันกรด
แต่ละชนิดขึ นอยู่กับ pH การกักกันของกรดท่ีศึกษาส่วนใหญ่เพิ่มขึ นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อ pH สูงกว่า
ค่าคงท่ีการแตกตัว (pKa) ในขณะท่ี pH ลดลงต่ ากว่าค่าคงท่ีการแตกตัว กรดจะอยู่ในรูปไม่แตกตัว  
 ค่าการกักกัน (Rejection, R) หาได้จาก  

                                                    
 
        โดยท่ี CP หมายถึงความเข้มข้นของตัวถูกละลายใน permeate และ CR หมายถึงความเข้มข้นของ
ตัวถูกละลายใน Retentate ตามล าดับ 
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Feed concentration (g/L)
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รูปภาพ 17 อิทธิพลของสภาวะการท างานต่าง ๆ ท่ีมีต่อค่าการกักกันของกรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ    
 
 นอกจากนี โดย ท่ั ว ไป  NF membrane จะกั ก กั น  monovalent ions ต่ า  แ ต่ จะกั ก กั น 
multivalent ions สูง อย่างไรก็ตามการกักกัน divalent ions ขึ นอยู่กับ pH ของสารละลาย ค่าคงท่ีการ
แตกตัวของกรดอะซิติก กรอฟอมิก และกรดแลคติก คือ 3.75, 4.76, และ 3.08 ตามล าดับ ในขณะท่ี
ค่าคงท่ีการแตกตัวของกรดซักซินิกคือ 4.21 และ 5.64 ค่าการกักกันกรดซักซินิกคือ 2.96, 9.76, 51.28, 
73.41, และ 84.66% ท่ี pH 2.0, 3.5, 5.0, 6.5, และ 8.0 เมื่อค่าคงท่ีการแตกตัวของกรดซักซินิกอยู่
ในช่วง 4.2–5.6 การสังเกตการเพิ่มการกักกันท่ี pH สูงกว่า 5.5 อธิบายโดยเมมเบรนมีประจุส่งผลต่อ 
retention characteristic ท่ีผิวหน้าเมมเบรนความหนาแน่นประจุมีความสัมพันธ์กับ zeta potential 
ของผิวหน้าเมมเบรน ค่า zeta potential ของเมมเบรนเซรามิกจะเป็นลบเมื่อ pH สูงขึ นในช่วง 6-10 
ในขณะท่ีค่าจะเป็นบวกเมื่อ pH ต่ ากว่า isoelectric point ท่ี pH ต่ าค่า zeta potential จะเป็นบวก 
แสดงให้เห็นว่าเมมเบรนมีประจุเป็นลบในช่วง pH นี  ในทางตรงกันข้ามท่ี pH ต่ ากว่า 4 ค่ากักกันของกรด
ซักซินิกลดลงมากกว่า 10 % แสดงให้เห็นว่า sieving effect มีบทบาทส าคัญต่อการกักกัน น  าหนัก
โมเลกุลของกรดซักซินิก (118.09 g/mole) มีขนาดเล็กกว่า MWCO 300 ของเมมเบรนเซรามิก 

C 

B 
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นอกจากนี ระดับการกักกันถูกก าหนดโดยน  าหนักโมเลกุลโดยกรดอินทรีย์แต่ละชนิด ข้อมูลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าค่าการกักกันกรดอินทรีย์มีแนวโน้มเพิ่มขึ นเมื่อมีการเพิ่มขึ นของขนาดโมเลกุล ท่ี pH 3.5 
ค่าการกักกันของกรดซักซินิก กรดแลคติก กรดอะซิติก และกรดฟอมิก คือ 9.26%, 6.22%, 3.41% และ 
3.27% ตามล าดับ กรดฟอมิกมีค่าการกักกันน้อยท่ีสุดเพราะขนาดโมเลกุลเล็กท่ีสุด การทดลองการกักกัน
ของกรดแต่ละชนิดท่ีความดัน feed และความเข้มข้น feed ต่างกัน เพื่อประเมินอิทธิพลของพารามิเตอร์
ต่อค่าการกักกัน รูปภาพ 20 แสดงให้เห็นถึงอิทธิพลของความเข้มข้น feed ต่อการกักกันของเมมเบรน 
การทดลองจะใช้ความเข้มข้น feed เริ่มต้นท่ี 10 ถึง 70 g/L สภาวะในการทดลองประกอบด้วยอุณหภูมิ 
feed 30 C ความดัน 30 C 400 kPa และ pH 6.5 พบว่าการเพิ่มความเข้มข้น feed ค่อยๆลดค่าการ
กักกันของกรด ค่าการกักกันของกรดซักซินิกคือ 77.3%, 73.4%, 72.8% และ 68.5% และความเข้มข้น 
feed คือ 10, 30, 50, และ 70 กรัมต่อลิตร ผลคือการกักกันลดลง 11.3% ทุกช่วงการทดลอง ส่วนกรด
อินทรย์อื่นๆ ค่าการกักกันค่อยๆลดลง กรดอะซิติก กรดฟอมิก และกรดแลคติก คือ 13.8%, 14.2% และ 
12.9% ตามล าดับ พบว่าผลของความเข้มข้น feed ไม่มีผลต่อค่าการกักกันของเมมเบรน แต่ท่ีมี
ความส าคัญต่อการแยกของ NF คือ ความดัน feed เนื่องจากข้อจ ากัดของอุปกรณ์ ความดัน feed สูงสุด
คือ 600 kPa  
 รูปภาพ 17 แสดงให้เห็นถึงความดัน feed ต่อการกักกัน ความดัน feed ทดลองในช่วง 200 ถึง 
600 kPa ในขณะท่ีความเข้มข้น feed อุณหภูมิ และ pH อยู่ท่ี 50 g/L, 30 C และ 6.5 ตามล าดับ ค่า
การกักกันของกรดซักซินิกท่ีความดัน feed คือ 200, 300, 400, 500 และ 600 kPa อยู่ท่ี 78.2, 81.1, 
81.5, 82.6 และ 83.3% ตามล าดับ ผลการทดลองชี แนะว่าการเพิ่มขึ นของความดัน feed ไม่มีผลต่อการ
กักกันของกรดซักซินิก การกักกันสูงของกรดซักซินิกอาจเป็นเพราะขนาดของโมเลกุลใหญ่กว่า MWCO 
ของเมมเบรน เนื่องจากการแตกตัว การกักกันของกรดแลคติก กรดอะซิติก และกรดฟอมิก ซึ่งมีน  าหนัก
โมเลกุลน้อยกว่า MWCO ของเมมเบรน ค่อยๆเพิ่มขึ นเมื่อเพิ่ม ความดัน feed ค่าการกักกันคือ 12.25%, 
11.6%, และ 14.58% ของ กรดแลคติก กรดอะซิติก และกรดฟอมิก สรุปว่าสภาวะท่ีมีผลต่อการกักกัน
ของ NF membrane มากท่ีสุดคือ pH ของสารละลาย ผลของความดันและความเข้มข้น feed มีผล
เล็กน้อยต่อการกักกัน นอกจากนี การแยกของกรดซักซินิกจากกรดอินทรีย์ตัวอื่นๆไม่ได้ผลเพราะกรดแต่
ละตัวมีความคล้ายคลึงกันทางกายภาพและเคมี อันดับแรกคือกรดเหล่านี สามารถแตกตัวท่ี pH เดียวกัน 
อันดับสองคือน  าหนักโมเลกุลไม่แตกต่างกันมาก น  าหมักของกรดซักซินิกประกอบด้วยสารโมเลกุลขนาด
ใหญ่ ชิ นส่วนโปรตีน และโมงเลกุลท่ีให้สี การมีโปรตีนในน  าหมักส่งผลให้มีปัญหาระหว่างการท าบริสุทธิ์ 
โดยเฉพาะการสร้างกรดอะมิโน ดังนั นข้อดีของ NF คือการแยกสารโมเลกุลขนาดใหญ่ออกจากน  าหมัก
ก่อนการท าบริสุทธิ์ ผลคือกรดอินทรีย์สามารถซึมผ่าน permeate ส่วนโปรตีนและสารโมเลกุลขนาดใหญ่
จะกลายเป็น retentate 
 
  3.4.1.2 ผลของ volumetric flux และการต้านทางของเมมเบรนในระบบ 
nanofiltration จากการทดลองด้วยตัวอย่างน  า DI   
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เริ่มจากการทดสอบระบบนาโนฟิลเตช่ันโดยใช้น  า DI เพื่อหาค่าแรงต้านทานเมมเบรนไฮดรอลิค 
(membrane hydraulic resistance) โดยมีการปรับเปล่ียนค่าความดันหลายๆค่าคือ ท่ี 2.5, 5.0, 7.5 
และ 10 Pa ตามล าดับ ผลการทดลองแสดงดังรูปภาพ  18 เห็นได้ว่าค่า permeate flux ของน  า DI ไม่
เพียงเพิ่มขึ นเมื่อมีการเพิ่มความดัน แต่จะมีค่าเพิ่มขึ นเรื่อยๆจึงได้ค่าสูงมากคือ 64.55 และ 73.77 L / 
m2.h ณ สภาวะ7.5 และ 10 Pa ตามล าดับ เนื่องจากว่าภายใต้แรงดันสูงก็จะช่วยเพิ่มการเคล่ือนไหวของ
โมเลกุลของน  าผ่านรูเมมเบรนโดยเฉพาะอย่างยิ่งในกรณีท่ีความเข้มข้นของสารต่ าหรือไม่มีตัวถูกละลายใด 
ๆผสมอยู่เช่นเดียวกับน  า DI ท่ีเป็นตัวทดสอบ นอกจากนั นเมมเบรนต้านทานไฮดรอลิคยังเพิ่มขึ นตามการ
เพิ่มขึ นของความดัน แต่ท่ีความดัน 7.5 อาจมีค่าลดลงเล็กน้อย (0.042 m-1) หากเปรียบเทียบกับ 5 และ 
10 Pa ท่ีมีค่า 0.05 และ 0.049 (m-1) ตามล าดับ  ดังนั นดังกล่าวจึงใช้ส าหรับการทดลองในหัวข้อต่อไป
ภายหลัง 
 

 
 
รูปภาพ 18 แสดง volumetric flux และการต้านทางของเมมเบรนในระบบ nanofiltration จากการ

ทดลองด้วยตัวอย่างน  า DI ท่ีความดันต่างๆ 
 
 

 3.4.2 การทดสอบระบบโดยใช้ตัวอย่างน  าหมัก  

หลังสิ นสุดกระบวนการหมักน  าหมักท่ีจะถูกแยกเซลล์ออกด้วยไมโครฟิลเตช่ัน แต่ถึงแม้ว่าน  าหมัก
ท่ีผ่านการแยกเซล์ออกจะมีลักษณะใสนั น แต่ยังคงประกอบด้วยสารประกอบอื่นๆมากมาย เช่น โปรตีน 
โพลีแซคคาไรด์ โมเลกุลของสารสี ไออนต่างๆ (MgSO4) เป็นต้น จึงต้องมีกระบวนการแยกสารดังกล่าว
ออกโดยใช้เมมเบรนนาโนฟิลเตช่ัน ท่ีมีการแปรผันค่า ปัจจัยต่างๆในระบบเพื่อให้ได้ประสิทฺธิภาพในการ
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แยกท่ีดีท่ีสุด กระบวนการแยกสารสังเคราะห์และน  าหมักท่ีได้แสดงดังรูปภาพ 19 ในการทดลองนี จะ
ด าเนินการโดยใช้สภาวะท่ีมีความดัน 7.5 Pa, pH 3.0 และอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส โดยหาค่าฟลักซ์
และค่าการต้านของเมมเบรน ผลการทดลองพบว่าค่า permeate flux มีค่าลดลงตามระยะเวลาท่ีลดลง 
แต่ VCR เพิ่มขึ น ส าหรับการศึกษาด้วยน  า DI ค่า permeate flux เริ่มต้นท่ี 1.43 L/m2.h เมื่อทดลองไป
จะมีค่าลดลงอย่างมาก ซึ่งอธิบายได้ว่าเกี่ยวข้องกับการมีโปรตีนอยู่ในสารละลายท่ีทดสอบหรือไม่นั่นเอง 
นอกจากโปรตีนแล้วนั น ยังมีสารท่ีเกี่ยวข้องหรือมีผลต่อค่าฟลักซ์ดัวท่ีได้กล่าวไป ยกตัวอย่างเช่น เซลล์
แบคทีเรีย กรดนิวคบีอิก คาร์โบไฮเดรต ไขมัน ฯลฯ ส่วนประกอบเหล่านี มีผลต่อค่าความหนืดของน  าหมัก 
แต่ส าหรับตัวอย่างท่ีน ามาทดสอบเป็นน  า DI จะไม่มีผลกระทบใดๆเกี่ยวกับการต้านของเมมเบรน ดังนั น
จึงสามารถคาดการณ์ได้ว่าจากน  ามหักจริงนั นค่าการต้านของเมมเบรน (membrane resistance) จะ
เพิ่มขึ นตามค่า VCR ท่ีเพิ่มขึ นด้วย (แสดงดังรูปภาพ 19) 

 
รูปภาพ 19 การหาค่า membrane resistance และค่าฟลักซ์ในการทดสอบการใช้น  าหมักจริงในระบบ

นาโนฟิลเตช่ัน 
 

ในตอนสุดท้ายของการทดลองนี พบว่าค่า membrane resistance มีค่ามากท่ีสุดถึง 9×1010    

(m-1) และมีการรวบรวม permeate ได้ถึง 20 ลิตร ถือได้ว่าเป็นค่า RNF หลังจาก concentration 
mode ในระบบนาโนฟิลเตช่ันนั่นเอง  ส่วนค่า permeate flux จะมีค่าลดลง  สอดคล้องกับการลดลง 
98% จากค่า permeate flux เริ่มต้นเนื่องมาจากโมเลกุลอื่นๆท่ีเป็นพวก macromolecule ติดอยู่ ท่ี
พื นผิวเมมเบรน  

หลังจากการทดลองนี เมมเบรนเริ่มมีการอุดตันเช่นเดียวกับผลการทดลองของวารสารอื่นๆท่ีได้
รายงานไว้ว่าจะมีการเกิดเป็นชั นเค้ก เมมเบรนจะเกิดแรงต้านเพิ่มขึ น (Choi et al., 2008)   เพื่อท่ีจะ
ศึกษาการเกิด fouling ของเมมเบรนชนิดนาโนฟิลเตช่ันนี  จะท าการศึกษาโดยตรงท าการล้างด้วยน  า จะ
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ท าให้ได้ผลของ water flux การล้างด้วยน  าจะท าการทดลองแบ่งเป็น 2 ขั นตอน คือ ขั นแรกจะล้างเมม
เบรนด้วยน  า DI จนสีของสารต่างๆท่ีมีสีในตัวอย่างถูกชะออกมาจนหมด ซึ่งถือว่าเป็นส่วนท่ีเรียกว่า  
retentate (R1) จากนั นท าการล้างเมมเบรนด้วย NaOH 2% เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยชะล้างด้วยน  า 
DI จนกระท่ังค่า pH เป็นกลาง จากนั นล้างด้วยกรดH3PO4 2%  เป็นเวลา 15 นาที ตามด้วยชะล้างด้วย
น  า DI จนกระท่ังค่า pH เป็นกลาง (R2)  ค่าของ membrane hydraulic  resistance  (Rm) สามารถ
ท าการค านวณได้ท่ีค่าความดันต่างๆกัน โดยท่ีผลของ membrane  hydraulic resistance (Rm) จาก
การทดลองนี เท่ากับ  0.042 (m-1) ท่ี ค่าความดัน 7.5 Pa หลังจากการล้างด้วยน  า  DI ส่วนของค่า 
permeate  flux  จะเพิ่ มขึ นเป็น 45.9  (L/m2.h)  และค่าความต้านทาน หรือ  resistance  (R1)  
สามารถค านวณได้เท่ากับ 0.059×1010(m-1)  จากผลนี การเกิดความต้านทานของเมมเบรนโดยการเกิดชั น
เค้กท่ีพื นผิวของเมมเบรน(RC) โดยมีค่าRNF และ ค่า R1 เป็น 8.941×1010(m-1) 

นอกจากนี หลังจากการท าความสะอาดเมมเบรนด้วยสารเคมีแล้วนั น ค่า permeation  flux  จะ
เพิ่ มขึ น เป็น  50.38  (L/m2.h)  และค่าความ ต้านทานหรือ   resistance  (R2)  ค านวณ ได้ เป็น 
0.054×1010(m-1) ต่อมาการเกิดความต้านทานนั นเกิดขึ นจากการท่ีรูของเมมเบรนเกิดการอุดตันและค่า 
adsorption (Rf) มีค่าต่างกันจาก  R1 และ  R2 คือได้  0.013×1010 (m-1) ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าการเกิด 
fouling ของเมมเบรนนาโนฟิลเตช่ันนั นสามารถหาได้จากกระบวนการล้างเมมเบรน  ทั งนี ค่า Rm, Rc 
และ Rf เป็น 0.47%,  99.39%  และ  0.14% ของค่าการต้านทั งหมด (RNF) จากผลการทดลองท่ีได้นี มี
ความคล้ายคลึงกับงานวิจัยท่ีได้ศึกษาก่อนหน้านี ด้วยว่ามีการเกิดชั นเค้กบนเมมเบรนเซรามิกเช่นเดียวกัน 
(Lubsungneon et al., 2014) ในการจ ากัด หรือ rejection ของกรดอินทรีย์ต่างๆจะศึกษาในส่วนของ 
concentration mode ในระบบนาโนฟิลเตช่ัน ผลการทดลองพบว่าค่า rejection จะมีการลดลงตาม
ระยะเวลา และท่ีมีการลดลงมากจะเป็นกรดอะซิติค ตากท่ีเริ่มต้นมีความเข้มข้น 6.61% สุดท้ายมีการ
ลดลงถึง 61.7% จากความเข้มข้นเริ่มต้น รองลงมาตามด้วยกรดไพรูวิค กรดแล็คติค และกรดซัคซินิค การ
ลดลงของค่า rejection มีความแตกต่างกันระหว่างกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ เนื่องจากปัจจัยดังนี คือ การ
แตกกันของมวลโมเลกุล และเมมเบรนค่าค่า molecular weight cut off ต่างๆกัน กรดอะซิติคท่ีมีมวล
โมเลกุลหรือน  าหนักโมเลกุล 60.05 Da กรดไพรูวิค 88.06 Da กรดแล็คติค 90.08  Da และกรดซัคซินิค 
118.05  Da กรดอะซิติคมีมวลโมกลกุลน้อยกว่าค่า  molecular weight cut off คือท่ี 300 Da ดังนั น
จึงมีค่า rejection ต่ า ตรงกันข้ามกับกรดซัคซินิคท่ีมีมวลโมเลกุลใหญ่มีค่าการ rejection ไม่ให้ผ่าน
ออกมาท่ีสูงกว่า อีกทั งผลการศึกษาโปรตีนในการทดลองนี พบว่า มีค่า rejection ท่ีสูง เนื่องจากโปรตีน
เป็นโมเลกุลใหญ่ นอกจากนี โมเลกุลใหญ่จะเกิดชั นเค้กท่ีพื นผิวของเมมเบรน เกิดการอุดตัน ต้านการผ่าน
ของสารถึง 98% ท าให้สารสามารถผ่านเมมเบรนนาโนฟิลเตช่ันเพียง 2% เท่านั น (แสดงดังรูปภาพ 23) 

ความเข้มข้นของตัวถูกละลายแสดงดังรูปภาพ 20 โดยสารผสมกรดอินทรีย์จะมีการแยกออก
อย่างต่อเนื่อง จนกระทั งกรดซัคซินิคในส่วนของด้าน feed stream มีความเข้มข้นต่ ากว่า 2 กรัมต่อลิตร  
ในกราฟจะแสดงอัตราการลดลงของกรดอะซิติค,กรดไพรูวิค, กรดแล็คติค โดยเฉพาะอย่างยิ่งส าหรับ
กรดอะซิติคท่ีเป็นโมเลกุลท่ีเล็กท่ีสุดจะถูกแยกหรือก าจัดออกจากสารป้อนหรือน  าหมักภายใน 3 ช่ัวโมง  
เนื่องกจากไม่เพียงแต่มีโมเลกุลต่ าเท่านั นแต่ในน  าหมักยังมีความเข้มข้นของกรดอะซิติคต่ าด้วยคือท่ี 1.88 
กรัมต่อลิตร กส าหรับกรดซิคซินิคจากการทดลองพบว่ามีบางส่วนถูกแยกออกไปบ้างแต่ต้องใช่เวลานานถึง 
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24 ช่ัวโมง นับว่ามีการเปล่ียนแปลงค่าความเข้มข้นในสารป้อนเพียงเล็กน้อยเท่านั น ถึงได้ว่านาโนฟิลเตช่ัน
เป็นเทคนิคท่ีสามารถเก็บเกี่ยวกรดซัคซินิคได้ดีอีกวิธีหนึ่ง  แต่ส่วนของโปรตีนนั นพบว่ามีค่าการแยกออก
ต่ ามาก ยังคงมีความเข้มข้นในส่วนของ permeate ใกล้เคียงกับส่วนของสารป้อน  ดังนั นส่วนของ 
diafiltration  mode  จะถูกน ามาใช้ในการเก็บสารอื่นๆและเก็บเกี่ยวกรดซัคซินิคท่ีต้องการต่อไป ผลท่ี
ได้คล้ายคลึงกับการศึกษาอื่นท่ีมีการใช้นาโนฟิลเตช่ันท่ีเป็น diafiltration  mode ในการแยกสารยับยั ง
ออกจากกากของมะกอกเพื่อให้ได้น  าตาล xylose เพื่อใช้เป็นสารตั วต้นในกระบวนการหมัก จากซึ่งได้ผล
เป็นอย่างเช่นเดียวกัน  (Brás et  al.,2014) จึงสรุปได้ว่าสองส่วนท่ีส าคัญในระบบนาโนฟิลเตช่ันนั นคือ
การแยกโปรตีนออกจากน  าหมักและสารประกอบอิออนต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง MgSO4 นั่นเอง  
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รูปภาพ 20 แสดงค่า rejection ของกรดอินทรีย์ชนิดตต่างๆในระบบนาโมฟิลเตช่ัน ใช้เวลา 24 ช่ัวโมง 
 

รูปภาพ 21 เป็นกราฟแท่งท่ีแสดงความเข้มข้นของกรดอินทรีย์, โปรตีน, สารประกอบไอออนิก
และสารสีในตัวอย่างน  าหมักและ permeate ผลการทดลองพบว่ากรดอินทรีย์เป็นตัวหลักท่ีพบใน 
permeate ขณะท่ีโปรตีนและอิออนต่างๆโดยเฉพาะ Mg2+ และ SO42- เก็บจะไม่เปล่ียนแปลงในด้านสาร
ป้อนหรือ feed stream (รูปภาพ 21A และ 21B) ผลนี แสดงข้อดีของนาโนฟิลเตช่ันท่ีสามารถจ ากัด
โปรตีน  ความเข้มข้นของโปรตีนในสารป้อนและใน permeate คือ 2.32 และ 0.11 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ นั่นหมายความว่ามีอัตราการแยกออกถึง 95.26% ถ้าตัวอย่างน  าหมักไม่สามารถแยกโปรตีน
ออกได้ ในขั นตอนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคต่อไปจะท าให้เกิดเป็นสีเหลือง ส่งผลต่อการเกิดผลึกได้ ท าให้
ได้ผลึกท่ีไม่ใสเหมือนกับผลึกกรดซัคซินิคทางการค้า ท าให้มีคุณภาพไม่ดีเท่าท่ีควร  ดังนั นสารสีในตัวอย่าง
ท่ีจะน ามาท าบริสุทธิ์นั น จ าเป็นต้องแยกออกให้มากท่ีสุด โดยจะท าการศึกษาปริมาณความเข้มข้นของสี
จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 420 nm ด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ พบว่าได้ค่าเป็น 2.360,  4.445 
และ  0.102 ตามล าดับ  (ดังรูปภาพ 21C) หมายความว่าสารท่ีท าให้เกิดสีสามารถแยกออกไปจาก
ตัวอย่างได้ถึง   95.68%   
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รูปภาพ 21 กราฟแท่งแสดงสารประกอบท่ีผสมอยู่ในสารป้อนและส่วน permeate จากนาโนฟิลเตช่ัน (A) 

คือ กรดซัคซินิค, SO42-, Mg2+, Cl - (B) คือ  กรดแล็คติค, กรดอะมิโน, กรดโพรพิโอนิก,
โปรตีน , Na+, PO43-, Ca2+ (C) คือ  ความ เข้มข้นของสี ในสารป้ อน , retentate และ 
permeate จากนาโนฟิลเตช่ัน จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี  420 nm 

 
 
ค่าการแยกของ NF ระหว่างสารละลายกับ clarified fermentation broth เปรียบเทียบใน

รูป ภ าพ  22A แ สด ง ให้ เห็ น ว่ า  membrane flux and resistance คื อ  function ข อ ง  volume 
concentration ratio (VCR) VCR ค านวณได้จาก feed เริ่มต้น หารด้วย retentate volume NF คือ
กระบวนการท่ีอาศัยผลต่างของความดัน -แรงดันขับ ดังนั นความดันจึงเป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อ 
permeation flux โดย flux จะเพิ่มขึ นเมื่อเพิ่มความดัน feed แต่ท่ี flux เริ่มต้นสูงจะท าให้เกิดการอุด
ตันของเมมเบรนอย่างรวดเร็ว ความดันควรจะถูกควบคุมไม่ให้ flux เริ่มต้นสูงเกินไป อันจะส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพของการกรองท่ีต่ า ในการทดลองนี ความดัน feed 400 kPa, pH 2.5 และ temperature 
30.5 C ใช้ในการศึกษา flux และความต้านทาน flux  เริ่มต้นของสารละลายคือ 20.17 L/m2.h และ
คงท่ี มีการเปล่ียนแปลงน้อย เมื่อสิ นสุดการทดลอง permeation rate คือ 19.56 L/m2.h นอกจากนี การ
ค านวณความต้านทานมี ค่าระหว่าง 0.51-0.54×1010 m-1 ค่าคงท่ีเมมเบรน flux และ resistance 
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เนื่องจากการมีโมเลกุลขนาดใหญ่อยู่บนผิวหน้าเมมเบรน ในทางกลับกันกับสารละลาย permeation rate 
ของน  าหมักลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 2-3 นาทีแรก จาก 19.54 ถึง 16.87 L/m2.h และค่อยๆลดลงอย่าง
ต่อเนื่อง ค่าความต้านทานเพิ่มขึ นที่ 1.22×1010 m-1 permeation rate ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงสุดท้าย
ของ NF เมื่อค่าคือ 3.23 L/m2.h คิดเป็น 83.5% ของ initial flux หลังจากทดลองเมมเบรนถูกอุดตันไป
ด้วยโปรตีนและสารโมเลกุลขนาดใหญ่ท่ีผิวหน้า เพื่อหาค่า fouling characteristic ของ NF เมมเบรน ซึ่ง
ในท่ีนี จะใช้เทคนิคการล้าง (cleaning method) โดยตรงใช้ในการหาค่า flux ในระหว่างกระบวนการล้าง 
2 ขั นตอน ล้างด้วยน  า 40 C จนสารละลายใสไม่มีสี คือ (R1) ล้างด้วย 2% phosphoric acid at 50 C 
เป็นเวลา 10 นาที ตามด้วยล้างด้วยน  าอุ่น จน pH เป็นกลาง คือ (R2) ค่าความต้านทางเมมเบรนคือ (Rm) 
ค านวณโดยหาค่าฟลักซ์ของน  าในเมมเบรน คือ 20.52 L/m2.h ท าให้ได้ค่า Rm คือ 0.70×1010 m-1 
หลังจากล้างด้วยน  าเปล่าค่าเพิ่มขึ นเป็น 18.60 L/m2.h และ R1 คือ 0.77×1010 m-1 ผลของความ
ต้านทาน cake (Rc) คือผลต่างระหว่าง RNF and R1 คือ 0.45×1010 m-1 ค่าฟลักซ์ของน  าเปล่าเพิ่มขึ น
เป็น 20.21 L/m2.h ความต้านทาน R2 คือ 0.71×1010 m-1 ดังนั นความต้านทานท่ีเกิดการอุดตันและการ
ดูดซับ (Rf) คือผลต่างระหว่าง R1 and R2 คือ 0.06×1010 m-1 กล่าวโดยสรุปแล้ว การศึกษาการเกิดฟาวล์
ล่ิงของ NF เมมเบรน สามารถหาได้จากการท าความสะอาด ในรูปภาพ 25B ค่าความต้านทาน Rm, Rc, 
and Rf คือ 58.10%, 36.84%, และ 5.06% ตามล าดับ  ส่วนกรองต่าง ๆ ท่ีผลิตได้จากเทคนิคไมโคร
ฟิลเตช่ัน (MF) และนาโนฟิลเตช่ัน (NF) แสดงดังรูปภาพ 23 

  Volume concentration ratio (VCR)
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รูปภาพ 22 การศึกษาระบบนาโนฟิวเตรช่ันระหวา่งน  าหมักและของผสมของกรดอินทรีย์สังเคราะห์ และ

แสดงการวิเคราะห์แรงต้านทานต่าง ๆ  
 
 

 
 

รูปภาพ 23 รูปภาพของส่วนกรองต่าง ๆ ท่ีผลิตได้จากเทคนิคไมโครฟิลเตช่ัน (MF) และนาโนฟิลดตช่ัน 
(NF) 

 
 
ตาราง 6 องค์ประกอบทางเคมีของส่วนกรองต่าง ๆ ท่ีได้จากไมโครฟิลเตรช่ันและนาโนฟิลเตรช่ัน 
Components Aqueous solutions 

Whole broth MF permeate NF permeate 

Whole broth Permeate MF Permeate NF 
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Biomass (g/L) 0.41 0.00 0.00 
Proteins (g/L) 2.46 2.39 0.48 
Succinic acid (g/L) 47.20 47.20 45.80 
Lactic acid (g/L) 2.70 2.70 2.68 
Acetic acid (g/L) 10.51 10.50 10.44 
Formic acid (g/L) 12.32 12.32 12.29 
Na+ (mg/L) 347.81 346.87 344.23 
Mg2+ (mg/L) 2,388.54 2,327.54 40.24 
Cl- (mg/L) 924.66 925.53 928.43 
PO4

3- (mg/L) 285.98 286.42 2.06 
pH 6.5 2.0 2.0 

 
การใช้เมมเบรนนาโนฟิลเตช่ันก าจัดสีในตัวอย่างน  าหมัก แสดงดังรูปภาพ 24 ซึ่งผลการศึกษา

เป็นไปในแนบทางเดียวกับรายงานจากวารสารนานาขาติ (Bouchoux et  al.,2006) นอกจากนี แล้วสาร
โมเลกุลใหญ่ต่างๆท่ีมีขนาดเล็กและอิออนต่างๆ อาทิเช่น   ก็จะสามารถก าจัดออกได้หมดเช่นเดียวกัน Mg 
2+, Ca2+, Na+, SO4

2-, PO4
3- เป็นต้น ผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของ Mg2+ และ SO4

2- ในสารป้อน
และ  permeate เป็ น  9.024 g/L,  0.044  g/L และ   31.84  g/L, 0.096  g/L ตามล า ดับ  อั ตรา 
reduction  rate อยู่ท่ี 99.5%  และ 99.69% ตามล าดับ ทั งนี อัตรา rejection rate ได้มีการศึกษาใน
การก าจัดแอมโมเนียมซัลเฟตออกจากน  าหมักโดย Kang et  al.,2004 โดยเมมเบรนนาโนฟิลเตช่ัน
เช่นเดียวกัน ซึ่งสามารถก าจัดแมกนีเซียมได้เช่นเดียวกับการทดลองนี  การท่ีสามารถแยกโปรตีนและอิ
ออนต่างๆออกได้ถือว่าเป็นข้อดีของระบบนาโนฟิลเตช่ันนี   เพราะหากไม่สามารถแยกออกจากตัวอย่างท่ี
ต้องการได้นั น โปรตีนอาจเกิดการแตกตัวเกิดเป็นกรดอะมิโน มีปัญหาในกระบวนการท าบริสุทธิ์ใน
ขั นตอนต่อไป อีกทั งอิออนต่างๆถ้าไม่ถูกแยกออกไปนั น ก็จะท าให้เกิดผลต่อค่าความบริสุทธิ์และส่งผลเสีย
ต่อคุณภาพของคริสตัลกรดซัคซินิคได้อีกด้วย 
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รูปภาพ 24 ตัวอย่างน  าหมักท่ีถูกก าจัดสีออกด้วยเทคนิคนาโนฟิเตช่ัน 
 

3.5 การตกผลึกแบบชั น (Layer melt crystallization)  

โดยหลักการท่ัวไปแล้ว สารส่วนใหญ่จะละลายได้ดีในตัวท าละลายท่ีสูงมากกว่าท่ีอุณหภูมิห้อง 
ดังนั นเมื่อท าให้สารละลายอิ่มตัวที่อุณหภูมิสูงเย็นตัวลง ก็จะท าให้สารแยกตัวออกมาจากสารละลายในรูป
ของของแข็ง ซึ่งกระบวนการนี เรียกว่า การตกผลึก (crystallization) โดยในทางปฏิบัติการตกผลึกจะเป็น
การน าสารไปละลายในตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีอุณหภูมิสูงจนกระท่ังได้สารละลายอิ่มตัว แล้วทิ งไว้ให้
เย็นจนสารค่อยๆ ตกผลึกออกมา โดยคาดหวังว่าจะได้สารท่ีต้องการเพียงสารเดียวตกผลึกออกมาเท่านั น 
และสารอื่นๆ ท่ีเจือปนยังคงละลายอยู่ในสารละลาย ซึ่งสารละลายส่วนท่ีเหลือนี เรียกว่า mother liquor 
ซึ่งการตกผลึกกรดซัคซินิคนั น พบว่ามีปัจจัยแวดล้อมท่ีส่งผลท าให้ค่าการละลายของกรดซัคซินิคในน  า
เปล่ียนไปคือ ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ชนิดของเกลือซัคซิเนตและความเข้มข้น เป็นต้น ซึ่งกล่าว
โดยท่ัวไปแล้วกรดซัคซินิคจะมีค่าการละลายน้อยลงเมื่อค่าความเป็นกรดด่างลดลง อุณหภูมิต่ าลง และ
ความเข้มข้น ท่ีเพิ่มมากขึ น ดังนั นการท าการตกผลึกกรดซัคซินิคท่ีเหมาะสม จึงจ าเป็น ท่ีจะต้อง
ท าการศึกษาสภาวะต่าง ๆ ให้เหมาะสมด้วย ซึ่งปัจจัยท่ีบ่งชี ประสิทธิภาพของการตกผลึกมี   2 ประการ 
คือ 1) การตกผลึกท่ีท าให้ได้ผลึกท่ีบริสุทธิ์ท่ีสุดนั่นคือปริมาณของสารเจือปนต้องน้อยท่ีสุด 2) การตกผลึก
ให้ได้สารออกมาปริมาณมากท่ีสุด หรือมีสารคงเหลือละลายอยู่ใน mother liquor น้อยท่ีสุด นั่นคือมี  % 
recovery สูง ซึ่งความส าเร็จทั ง 2 ประการข้างต้น ขึ นอยู่กับการเลือกระบบตัวท าละลายและความ
บริสุทธิ์เมื่อ เริ่มต้นของสารท่ีจะท าการตกผลึกเป็นอย่างมาก  บ่อยครั งท่ีการตกผลึกเพียงครั งเดียวไม่
สามารถท าให้ได้สารบริสุทธิ์ตามต้องการ จึงต้องมีการตกผลึกซ  า เพื่อให้ได้สารท่ีบริสุทธิ์ขึ น ในการตกผลึก
แต่ละครั งจะมีการสูญเสียสารไปกับ mother liquor บ้าง จึงท าให้ % recovery ต่ าลง แต่ความบริสุทธิ์
สูงขึ น โดยท่ัวไปแล้วการตกผลึกมักใช้กับของผสมท่ีมีสารมากและมีส่ิงเจือปนอยู่น้อย กล่าวโดยสรุปแล้ว
การตกผลึกจะเริ่มจากการท าให้กรดอินทรีย์อยู่ในรูปท่ีไม่แตกตัว (non-dissociate form) และการท าให้
เข้มข้นขึ นก่อนท่ีจะใช้ระบบท าความเย็นในการช่วยให้กรดซัคซินิคตกผลึก ในขณะท่ีกรดอินทรีย์ปนเป้ือน



 54 

อื่น ๆ จะยังมีสถานะเป็นของเหลว 
 
 

                                     
 
รูปภาพ 25 หลักการท างานของระบบการตกผลึกแบบชั น layer melt crystallization 
 
     ในโครงการวิจัยนี จะใช้กระบวนการตกผลึกแบบชั นหรือท่ีเรียกว่า  layer melt crystallization ซึ่ง
การตกผลึกแบบนี มักจะท าแบบกะ โดยท าการกวนให้ระบบมีความเป็นเนื อเดียวกันและมีการประยุกต์ใช้
สารท าความเย็นวิ่งผ่านท่อขดซึ่ งจุ่มอยู่ในสารละลายท่ีต้องการตกผลึกนั น  หลักการท างานจะอยู่ ท่ี
กระบวนการตกผลึกละลายด้วยการระบายความร้อน เพื่อเหนี่ยวน าให้เกิดการตกผลึกลงบนพื นผิว 
จากนั นท าการขยายมวลของผลึกท่ีเกิดขึ น (รูปภาพ 25) ก่อนท่ีจะน าผลึกของกรดซัคซินิคท่ีผลิตได้ไปท า
บริสุทธิ์ขั นสุดท้ายต่อไป ในส่วนของโครงการวิจัยนี  ส่วนท่ีกรองได้ (filtrate) จากระบบนาโนฟิวเตรช่ันจะ
ประกอบด้วยกรดซัคซินิค กรดแลคติก กรดอะซีติก กรดฟอร์มิกและอิออนต่าง ๆ ซึ่งดังท่ีได้กล่าวมาแล้ว
ว่ากรดซัคซินิคนั น มีค่าการละลายท่ีต่ ามาก ซึ่งสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตกผลึกได้ในขณะท่ีสารอื่น ๆ 
จะไม่สามารถตกผลึกได้ ซึ่งเทคนิคการตกผลึกกรดซัคซินิคจากน  าหมักนี  จะใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า layer 
melt crystallization (รูปภาพ 18) ซึ่งจะประกอบด้วยขวดแก้วสองชั น โดยในขวดแก้วนี จะบรรจุส่วนท่ี
กรองได้ (filtrate) ท่ีท าให้เข้มข้นแล้ว ซึ่งอุณหภูมิของ filtrate นี จะถูกควบคุมด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
จากนั นจะใช้ท่อรูปตัวยู (cooling finger) จุ่มลงในสารละลายดังกล่าว ภายในท่อจะมีการหล่อด้วยน  าเย็น
ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ โดยท่ีกรดซัคซินิคจะตกผลึกบนผิวของท่อรูปตัวยูดังกล่าว (รูปภาพ 26) ซึ่งอัตราการเกิด
ผลึกสามารถศึกษาได้จากการวัดความหนาของชั นผลึกท่ีเกิดขึ น หรือวัดจากความเข้มข้นท่ีลดลงของกรด
อินทรีย์ในสารละลายก็ได้ 
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รูปภาพ 26 การจัดการทดลองการตกผลึกแบบ layer melt crystallizer  (A) โถแก้วสองชั น ภายใน

บรรจุสารละลาย (B) ท่อรูปตัวยู (cooling finger) (C) เครื่องควบคุมอุณหภูมิของ cooling 
finger (D) เครื่องควบคุมอุณหภูมิของสารละลาย และ (E) เครื่องกวนผสมสาร (magnetic 
stirrer) 
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รูปภาพ 27 การตกผลึกแบบชั นเพื่อแยกกรดซัคซินิคออกจากสารละลายกรดอินทรีย์ชนิดอื่น  
 
 3.6 การตกผลึกกรดซัคซินิค (Crystallization technique of succinic acid) 

จากการทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่า ถึงแม้การใช้ระบบนาโนฟิวเตรช่ัน จะสามารถแยกสาร
โมเลกุลใหญ่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่อย่างไรก็ตาม พบว่ากรดอินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ไม่สามารถแยกได้ด้วย
เทคนิคดังกล่าว ทั งนี เนื่องจากขนาดของโมเลกุลของสารเหล่านี  มีขนาดท่ีใกล้เคียงกันเป็นอย่างมาก จึง
ต้องใช้เทคนิคอื่นในการแยกกรดอินทรีย์เหล่านี ออกจากกรดซัคซินิค เทคนิคหนึ่งท่ีพบว่าใช้ได้ผลเป็นอย่าง
ดีคือการตกผลึก โดยหลักการท่ัวไปแล้ว สารส่วนใหญ่จะละลายได้ดีในตัวท าละลายท่ีสูงมากกว่าท่ี
อุณหภูมิห้อง ดังนั นเมื่อท าให้สารละลายอิ่มตัวท่ีอุณหภูมิสูงเย็นตัวลง ก็จะท าให้สารแยกตัวออกมาจาก
สารละลายในรูปของของแข็ง ซึ่งกระบวนการนี เรียกว่า การตกผลึก (crystallization) โดยในทาง
ปฏิบัติการตกผลึกจะเป็นการน าสารไปละลายในตัวท าละลายท่ีเหมาะสมท่ีอุณหภูมิสูงจนกระท่ังได้
สารละลายอิ่มตัว แล้วทิ งไว้ให้เย็นจนสารค่อยๆ ตกผลึกออกมา โดยคาดหวังว่าจะได้สารท่ีต้องการเพียง
สารเดียวตกผลึกออกมาเท่านั น และสารอื่นๆ ท่ีเจือปนยังคงละลายอยู่ในสารละลาย ซึ่งสารละลายส่วนท่ี
เหลือนี เรียกว่า mother liquor ซึ่งการตกผลึกกรดซัคซินิคนั น พบว่ามีปัจจัยแวดล้อมท่ีส่งผลท าให้ค่าการ
ละลายของกรดซัคซินิคในน  าเปล่ียนไปคือ ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ชนิดของเกลือซัคซิเนตและ
ความเข้มข้น เป็นต้น ซึ่งกล่าวโดยท่ัวไปแล้วกรดซัคซินิคจะมีค่าการละลายน้อยลงเมื่อค่าความเป็นกรด
ด่างลดลง อุณหภูมิต่ าลง และความเข้มข้นท่ีเพิ่มมากขึ น ดังนั นการท าการตกผลึกกรดซัคซินิคท่ีเหมาะสม 
จึงจ าเป็นท่ีจะต้องท าการศึกษาสภาวะต่าง ๆ ให้เหมาะสมด้วย ซึ่งปัจจัยท่ีบ่งชี ประสิทธิภาพของการตก
ผลึกมี  2 ประการ คือ 1) การตกผลึกท่ีท าให้ได้ผลึกท่ีบริสุทธิ์ท่ีสุดนั่นคือปริมาณของสารเจือปนต้องน้อย
ท่ีสุด 2) การตกผลึกให้ได้สารออกมาปริมาณมากท่ีสุด หรือมีสารคงเหลือละลายอยู่ใน  mother liquor 
น้อยท่ีสุด นั่นคือมี  % recovery สูง ซึ่งความส าเร็จทั ง 2 ประการข้างต้น ขึ นอยู่กับการเลือกระบบตัวท า
ละลายและความบริสุทธิ์เมื่อ เริ่มต้นของสารท่ีจะท าการตกผลึกเป็นอย่างมาก บ่อยครั งท่ีการตกผลึกเพียง
ครั งเดียวไม่สามารถท าให้ได้สารบริสุทธิ์ตามต้องการ จึงต้องมีการตกผลึกซ้า เพื่อให้ได้สารท่ีบริสุทธิ์ขึ น ใน
การตกผลึกแต่ละครั งจะมีการสูญเสียสารไปกับ mothor liquor บ้าง จึงท าให้ % recovery ต่ าลง แต่
ความบริสุทธิ์สูงขึ น โดยท่ัวไปแล้วการตกผลึกมักใช้กับของผสมท่ีมีสารมากและมีส่ิงเจือปนอยู่น้อย 

 
3.6.1 การจัดการทดลองการตกผลึก 

ตัวอย่างใสในส่วน permeate จากนาโนฟิลเตช่ันจะน าไประเหยน  าออกท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส ช่วยให้เข้มข้นขึ น ทั งยังช่วยระเหยสารท่ีระเหยได้ เช่น กรดอะซิติคและกรดแล้คติค ท่ีผสมอยู่ใน
ตัวอย่างบางส่วนออกไป  จนกระทังได้ค่าความเข้มข้น ของของแข็งท่ีละลายอยู่ในสารละลาย 21 บริกซ์ 
หลังจากนั นจะเข้าสู่กระบวนการตกผลึก (crystallization) ต่อไป 
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รูปภาพ 28 การจัดการศึกษากระบวนการตกผลึกของกรดซัคซินิค 
 

จากรูปภาพ 29  แสดงกราฟความสามารถในการละลายของสารต่างๆท่ีผสมอยู่ในตัวอย่างน  า
หมัก พบว่าจะมีการลดลงเมื่ออุณหภูมิลดลง หลังจากท าการระเหยน  าออก (evaporation) ท่ีอุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของตัวถูกละลายจะมีค่าประมาณ 21 บริกซ์ เมื่ออุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 
55 องศาเซลเซียสค่าการละลายจะลดลงไปเรื่อยๆจนเข้าสู่จุดท่ีมีการะลายอิ่มตัวที่อุณหภูมิประมาณ 50 
องศาเซลเซียส ณ จุดนี จะเลือกท าการเติม seeding เพื่อก่อให้เกิดการตกผลึกขึ น ทั งนี ส าหรับ high 
seeding ค่าจุดอิ่มตัวสูงกว่าเพื่อให้เพียงพอในขั นตอน secondary nucleation ตั งแต่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสลงไปท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  นั่นคือ ค่า recovery rate ของ high seeding จะต่ ากว่า 
low seeding  (Nagy et al., 2008) 
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รูปภาพ 29 Solubility curve ของตัวอย่างท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
 
      การศึกษาการตกผลึกด้วยความเย็น หรือ cooling  crystallization  จะท าในถังแจ็คแก็ตแก้วขนาด 
500 มิลลิลิตร (รูปภาพ 28) ซึ่งสาสารตัวอย่างได้ 250 มิลลิลิตร อุณหภูมิในการควบคุมแจ็คแก็ตด้านข้างมี
การใช้อ่างน  าร้อน/เย็น ควบคุม พร้อมทั งภายในถังจะมีการกวนด้วยใบพัดชนิด two-bladed  marine  
type ท่ีความเร็ว 400 รอบต่อนาที ความเร็วในการกวนต้องเหมาะสมในการผสมตัวอย่างให้เข้ากัน หาก
กวนแรงไปจะท าให้เกิดเป็นฟองมีผลต่อการเกิดผลึกได้  มีการศึกษาลักษณะการเกิดผลึกและชนิดและ
ปริมาณของ seed ท่ีเติมลงไปซึ่งจะทดลองจ านวน 3 ซ  า เพื่อให้ได้ผลการทดลอง เพื่อน าไปใช้ใน
กระบวนการตกผลึก  ส าหรับ seed ท่ีใช้จะมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 600-850 ไมครอน โดยท่ีจะมี
การศึกษาแบบท่ีไม่เติม seed หรือ unseeding (0%), low seeding (5%) และ high seeding (10%) 
ในชั นตอนการตกผลึกนั นจะใส่ seed ลงในตัวอย่าง ให้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และเริ่มลดอุณหภูมิลง
ให้เหลือ 30 องศาเซลเซียส การลดลงของอุณหภูมินั นจะมีการควบคุมให้มีอัตรา 2.5 องศาเซลเซียสต่อ
ช่ัวโมง  จนถึง 30 องศาเซลเซียสและจะท าการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วท่ี 4 องสาเซลเซียส และคงไว้
เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง (ดังรูปภาพ 30) จะเกิดเป็นผลึกของกรดซัคซินิคขึ น จากนั นจะท าการล้างด้วยน  าเย็น
เพื่อชะล้างส่ิงปนเป้ือนอื่นๆออก และน าไปท าให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
 



 59 

 
รูปภาพ 30 Cooling rate ในกระบวนการตกผลึก 
 
 3.6.2 การเตรียม seed (Seed preparation) 

Seed ส าหรับเป็นตัวเร่งการเกิดผลึกนั นมีขนาดมาตรฐานท่ีต่างๆกัน เช่น 1000,  800,  650,  
400,  270,  180  และ 100 ไมครอน วิธีการเตรียม feed ท าตามวารสารอ้างอิง  (Aamir, Nagy, & 
Rielly, 2010; Gerberding, 2012) สุดท้ายจะได้ seed ท่ีมีขนาด 600 ไมครอน ส าหรับใช้ในการตกผลึก
ต่อไป 
 
 
 3.6.3 กระบวนการตกผลึกกรดซัคซินิคในตัวอย่างน  าหมัก 

กรดอินทรีย์มีการแตกตัวเป็น acid form หรือ anion form จะขึ นอยู่กับค่า dissociation 
constant (Ka) ท่ีแตกต่างกัน  ยกตัวอย่างเช่น กรดอะซิ ติค  (Kα = 6.2×10-5), กรดแล็คติค (Kα= 
1.37×10-4 ), กรดไพรูวิค (Kα = 2.8×10-3) และกรดซัคซินิค (Kα1 = 2.1×10-4), (Kα2 = 2.3×10-6) 

 
 

โดยท่ี [H+] เป็นความเข้มข้นที่มีการควบคุมค่า pH ซึ่งแต่ละค่า pH จะมีการแตกตัวที่แตกต่างกัน  
ตามผลการทดลองของ Li et al. ท่ีแสดง ณ ค่า pH 2.0 กรดคาร์บอกซิลิกจะเกิดกรดอิสระ หรือ free 
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acid ท่ีสามารถละลายได้ประมาณ 73% และประมาณ 80% ท่ีค่า pH 3.0 ส่วนเมื่อ pH 1.0-14 ท่ี
อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียสนั นมีเพียงกรดซัคซินิคมีการปล่อยกรดอิสระออกมา ขณะท่ีกรดคาร์บอกซิชิกช
นิดอื่นๆผสมอยู่ในสารละลาย นอกจากนี กราฟความสามารถในการละลายของกรดซัคซินิคมีการลดลงเมื่อ
อุณหภูมิลดลง  (Li  et  al., 2010) นั่นสามารถอธิบายได้ว่าเมื่อท่ีอุณหภูมิต่ ากรดซัคซินิคก็จะสมารถตก
ผลึกได้ง่ายนั่นเอง 

ส่วนของ NF permeate ท่ีเป็นขั นตอนการก าจัดสีของจากตัวอย่าง หลังจากนี จะท าการระเหย 
ซึ่งถือเป็นกระบวนการท่ีสามารถก าจัดสารปนเปื้อนท่ีระเหยได้ออกไปอาทิเช่น กรดอะซิติค กรดแล็คติค 
(ดังตาราง 7) ผลการทดลองพบว่าอัตราส่วนของกรดอะซิติคและกรดแล็คติคขณะก่อนและหลัง
กระบวนการระเหย (evaporation) เป็น 1 และ 2.7 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าต่ ากว่าอัตราของกรดซัคซินิคท่ีมี
ค่าเป็น 3.21 จากผลท่ีได้นี แสดงให้เห็นว่า evaporation สามารถแยกสารอื่นๆท่ีไม่ต้องการออกจาก
ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการได้ ส่งผลต่อผลิตภัณฑ์ท่ีจะมีการตกผลึกในขั นตอนสุดท้าย  ทั งนี ตรงกับ
การศึกษาของ Meynial –Salles ท่ีมีการหมักกรดซัคซินิคและท าการระเหยน  าออก จากนั นเข้าสู่ขั นตอน 
acidification ก็จะสามารถแยกเซลล์ สารท่ีไม่ต้องการอื่นๆ จนได้น  าหมัก ท่ีมีความเข้มข้นสูงส าหรับ
กระบวนการท าบริสุทธิ์ ต่อไป   (Meynial-Salles & Soucaille, 2008) นอกจากนี ตาราง 7 แสดง
กระบวนการตกผลึก โดยมีการด าเนินการท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ท่ี pH 3.0 ละจากกระบวนการ
หมักท่ีค่า pH ประมาณ 6.8 ซึ่งสูงกว่าค่า pKɑ ผลผลิตสุดท้ายจะเกิดเป็นเกลือ (salt form) ขึ นได้มากกว่า
เกิดเป็นกรดอิสระ ดังนั นเมื่อมีการพรีทรีทเมนท์แยกเซลล์แบคทีเรีย เพื่อท าตัวอย่างน  าหมักให้ใสแล้วนั น
พร้อมทั งการปรับค่า pH เป็น 3.0 ด้วยH2SO4 กรดซัคซินิคจะสามารถตกผลึกได้ ในขณะท่ีผลิตภัณฑ์อื่นๆ
ในตัวอย่างน  าหมักจะละลายอยู่ในน  าหมัก ซึ่งถือว่าสามารถแยกกรดซัคซินิคออกจากสารปนเป้ือนอื่นๆได้
โดยง่าย (Li et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตามค่า purity ของน  าหมักก่อนจะเข้าสู่กระบวนการตกผลึกเป็น
ตัวส าคัญในการก าหนดขนาด รูปร่าง และโครงสร้างลักษณะของผลึกท่ีจะเกิดขึ น  
 
ตาราง7  แสดงส่วนประกอบในตัวอย่างน  าหมักหลังจากผ่านนาโนฟิลเตช่ัน 
ส่วนประกอบ ตัวอย่าง 

น  าหมัก MF 
permeate 

Acidification NF 
permeate 

Evaporation Crystallization 
(%) (w/w) 

ชีวมวล (g/L) 3.26 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
โปรตีน (g/L) 4.44 4.32 0.51 0.08 0.21 1.95x10-3 
กรดซัคซินิค (g/L) 108.27 108.25 107.96 64.42 200.57 99.35 
กรดไพรูวิค (g/L) 4.56 4.55 4.55 4.48 14.04 0.17 
กรดอะซิติค (g/L) 2.25 2.25 2.23 2.21 2.22 0.04 
กรดแล็คติค (g/L) 9.99 9.99 9.98 9.79 26.55 0.09 
กลูโคส (g/L) 20.17 20.17 20.11 3.06 9.69 0.16 
pH (g/L) 6.80 6.80 3.00 3.00 2.80 2.80 
สี (g/L) 2.24 2.26 2.27 0.05 0.10 0.01 
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กระบวนการตกผลึกจะแบ่งออกเป็นสองวิธีการ คือการเติม seed โดยจะศึกษาผลของ seed ท่ีมี
การเติมลงไปในขั นตอนการตกผลึกอีกวิธีหนึ่งคือกระบวนการตกผลึกกรดซัคซินิคจากน  าหมักโดยตรง ไม่มี
การเติมส่ิงใดลงไป ปล่อยการเกิดการตกผลึกได้เอง โดยทั งสองวิธีนี จะต้องมีการศึกษาขนาด รูปร่าง และ
ลักษณะผลึกท่ีเกิดขึ น รวมทั งมีการน าผลึกท่ีได้ไปส่องดูลักษณะด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน ทั งนี ผล
จากกระบวนการ unseeding เกี่ยวข้องกับการตกผลึกท่ีมี metastable zone ท่ีใหญ่ เกิดการจ ากัดใน
ขั นตอนการเกิดนิวเคลียส (nucleation stage) ส่งผลต่อผลึกท่ีได้มีคุณภาพต่ า  (แสดงดังตาราง 8) 

 
ตาราง 8 แสดงการตกผลึกของกรดซัคซินิคท่ีการทดลองต่างๆกัน 

 Low seeding (10%) High seeding (5%) Unseeding (0%) 
Recovery rate (%) 93.23 92.46 95.02 

Purity (%) 99.18 99.35 96.86 
Glucose removal 99.65 99.94 98.71 

Protein removal (%) 99.85 99.97 99.50 
Color 

Optical density at 420 nm 
(100 g/L solution) 

White 
0.015 

White 
0.018 

White 
0.022 

 
ขนาดของผลึก หรือ particle  size  distribution  ท่ีเติม seeding ต่างๆกัน คือ 0%, 5% และ 

10% แสดงดังรูปภาพ 31 และ 32 จากการท่ีเติม seeding นั นพบว่าจะได้ขนาดของผลึกท่ีใหญ่ขึ นเมื่อ
เปรียบเทียบกับท่ีไม่ได้เติม seed (unseeding) ท่ี high seeding พบว่าจะได้ขนาดของผลึกท่ีใหญ่กว่า มี
ลักษณะใสกว่าแบบ low seeding ทั งยังเป็น high seeding ผลึกท่ีได้ออกมาจะมีลักษณะท่ีใกล้เคียงกับ
ผลึกทางการค้า โดยมีขนาดประมาณ 431 ไมครอน ตรงกันข้ามกับ unseeding จะมีขนาดเล็กประมาณ 
260 ไมครอน ความกว้างของผลึกอยู่ท่ี 1.24 (ดังรูปภาพ 32) 
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รูปภาพ 31 การเปรียบเทียบขนาดของผลึกกรดซัคซินิคท่ีต่างๆกัน รวมทั งผลึกทางการค้า 

 
จากรูปภาพถ่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนของผลึกกรดซัคซินิคนั น ถ้าเป็นผลึกท่ีมีคุณภาพดี

นั น จะต้องมีลักษณะเหมือนแก้ว รูปร่างอาจมีลักษณะคล้ายเข็ม ส่ีเหล่ียมขนมเปียกปูน วงกลม ตรงกัน
ข่ามกับในรูปภาพ 32B เป็นผลึกจากกระบวนการ unseeding จะแสดงลักษณะของผลึกท่ีรูปร่างไม่
แน่นอน มีคุณภาพไม่ดี  เช่นเดียวกับผลจาก XRD ท่ีแสดงผลึกท่ีมีความหนาแน่นต่ า มีผลต่อผลึกท่ีได้ไม่
สมบูรณ์ (รูปภาพ 32) แตกต่างจากผลึกท่ีได้จากกระบวนการท่ีมีการเติม seeding ต่างๆ อีกทางหนึ่ง
อัตราการเกิดนิวเคลียส (nucleation rate) ในกระบวนการ unseeding จะเกิดเป็นผลึกมากกว่าการ
สร้างนิวเคลียส (Nagy et al., 2008) อีกทั งหากมีสารประกอบอื่นๆในตัวอย่าง เช่น สารสีหรือเศษต่างๆ 
ฯลฯ จะเกิดเป็นของแข็งผลึก จับตัวกันเอง ซึ่งจะสามารถเห็นได้อย่างง่ายดายโดยภาพจากกล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนในตัวอย่างท่ีไม่ผ่านนาโนฟิลเตช่ัน จะเห็นผลึกกรดซัคซินิคเกาะอยู่กับจับแมกนีเซียม
ซัลเฟตท่ีเป็นของแข็งอย่างแน่น  
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รูปภาพ 32 รูปถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนของผลึกกรดซัคซินิคท่ีเกิดขึ นจากการทดลองต่างๆ 

โดยท่ี (A) คือ seed (B) คือ unseeding (C) คือ high seeding (D) คือ low seeding (E) 
คือ ตัวอย่างท่ีไม่ผ่านนาโนฟิลเตช่ัน และ (F) คือ ผลึกท่ีขายทางการค้า 

 
ตาราง 9 แสดงค่า relative crystallinity ของตัวอย่างจาก low seeding โดยสามารถค านวณ

ได้เป็น 96.77% เมื่อเทียบกับมาตรฐาน พบว่าได้ค่าสูงกว่า high seeding  ซึ่งเท่ากับ 92.92% และ 
unseeding คือ 23.37%  
 
ตาราง 9 ผลของกระบวนการท่ีมีผลต่อผลึก phase purity และลักษณะของผลึกท่ีได้ 

ตัวอย่าง Relative crystallinity 
(%)a 

Succinic acid-MgSO4 
(%)b 

รูปร่างของผลึกc 

มาตรฐาน 100 100-0 รูปหกเหลี่ยม ทรงกลม 
ทรงกระบอกสั น 

Low seeding 92.92 100-0 รูปหกเหลี่ยม ทรงกลม 
ทรงกระบอกสั น 

High seeding 96.77 100-0 รูปหกเหลี่ยม ทรงกลม 
ทรงกระบอกสั น 

Unseeding 23.37 100-0 คล้ายแผ่นแก้วบางๆ 
สี่เหลี่ยมขนมเปียกปูน 
คล้ายเข็มแหลม 

No 
Nanofiltration 

3.37 42.95-57.05 คล้ายเข็มแหลม 

 หมายเหตุ: a คือ ได้จาก XRD data 
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                b ค านวณจาก DIFFaX 
                c จากรูปจากกล้องจุลทรรศน์แบบ SEM 
 

นอกจากนี ผลึกท่ีติดอยู่บนพื นผิวของ magnesium sulfate สามารถแสดงได้ดังรูปภาพ 33 ซึ่ง
แสดงเป็น XRD pattern แสดงเป็น intense peak ส าหรับผลึกท่ีได้จากตัวอย่างท่ีไม่ผ่านนาโนฟิลเตช่ัน 
โดยจะเห็นได้ว่ามี peak ท่ีไม่สามารถระบุแน่ชัดอยู่จ านวนมาก  
 

 

  
(A)                                                                       (B) 

รูปภาพ 33 แสดง XRD pattern ของผลึกกรดซัคซินิคท่ีได้จากตัวอยา่งท่ีไม่ผ่านนาโนฟิลเตช่ัน, succinic 
acid standard และ magnesium sulfate standard และรูปผลึกท่ีได้จากตัวอย่างท่ีไม่ผ่าน
นาโนฟิลเตช่ัน (A) และตัวอย่างท่ีผ่านนาโนฟิลเตช่ัน (B) 
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ผลึกท่ีมีขนาดใหญ่ขึ นจะมีค่าความบริสุทธิ์ของผลึกเพิ่มขึ นด้วย เนื่องจากมีพื นท่ีผิวสัมผัสมากกว่า
ผลึกท่ีมีขนาดเล็ก จึงสามารถก าจัดส่ิงสกปรกท่ีปนเปื้อนมาในตัวอย่างออกจาก mother liquor 
นอกจากนั นโครงสร้างภายในรูปจาก XRD พบว่าผลึกท่ีมีค่า relative crystallinity ส าหรับ seeding ต่ า
จะมีค่าสูงกว่า seeding สูง (แสดงดังรูปภาพ 34)  
 

 
รูปภาพ 34 แสดง XRD pattern ของผลึกกรดซัคซินิคท่ีได้จากกระบวนการตกผลึกท่ีสภาวะต่างๆกัน 

 
ผลึกท่ีได้จะน าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอนชนิด SEM จากรูปภาพ 35D เป็นรูปผลึก

จาก high seeding พบว่าจะมีพื นผิวที่ขรุขระ และมีรูเล็กๆจ านวนมาก ต่างจากรูปภาพ 35C ท่ีเป็นผลึก
จาก low seeding ลักษณะจะเป็นเหมือนคอนกรีต มีมุม มีเหล่ียม จากผลการศึกษานี จึงยืนยันไ ด้ว่า 
seeding มีผลต่อลักษณะการเกิดผลึก ขนาด และรูปร่าง มีการบังคับในขั น primary nucleation  rate 
เพื่อให้ได้ขนาดผลึกท่ีใหญ่ท่ีสุด เป็นการควบคุมการตกผลึกของกรดซัคซินิคท่ีส าคัญท่ีสุด  
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รูปภาพ 35 รูปภาพจาก SEM ของผลึกกรดซัคซินิค (A) ไม่ผ่านนาโนฟิลเตช่ัน (B) unseeding (C) high 
seeding (D) low seeding และ (E) ผลึกท่ีขายทางการค้า 

 
จากการทดลองการตกผลึกของกรดซัคซินิคนั นพบว่า ตัวอย่างท่ีไม่ผ่านกระบวนการนาโน

ฟิลเตช่ัน เมื่อเกิดการตกผลึก จะเกิดเป็นผลึกท่ีมีสีเหลือง ไม่ใส และคุณภาพต่ า เมื่อเปรียบเทียบกับ
ตัวอย่างท่ีผ่านนาโนฟิลเตช่ัน พบว่ามีสีขาว ลักษณะใสคล้ายแก้ว คุณภาพของผลึกแตกต่างกันตาม
ลักษณะการ seeding (ตามรูปภาพ 36) 

 
รูปภาพ 36  ตัวอย่างผลึกท่ีเกิดขึ นจากการทดลองท่ีใช้กระบวนการต่างๆกัน 
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ผลึกจากกระบวนการ seeding ต่างๆกัน จะเกิดรูปร่างลักษณะของผลึกและคุณภาพผลึกท่ีได้
ออกมาแตกต่างกัน  ทั งนี เกิดจากขั นตอนท่ีเรียกว่า primary nucleation เป็นกระบวนการเกิดนิวเคลียส
ของผลึกขั นปฐมภูมิ  โดยท่ัวไปแล้วกระบวนการ high seeding จะเกิดเป็นผลึกท่ีมีขนาดใหญ่กว่า low 
seeding เนื่องจากมีพื นท่ีผิวมากในการท่ีตัวอย่างจะเกาะและเกิดเป็นผลึกขึ นมา การเกิดนิวเคลียสขั น
ทุติยภูมิ (secondary nucleation) ถูกจ ากัด ท าให้อัตราการเกิดเป็นผลึกเด่นขึ นมากกว่าการเกิด
นิวเคลียส (Wijaya el al.,  2013) ผลึกจาก high seeding มีขนาดท่ีใหญ่กว่า low seeding ซึ่ งผล
การศึกษานี คล้ายคลึงกับงานของ Wijaya และคณะ ดังนั นหากมีส่ิงปนเป้ือนในตัวอย่างจะเกิดการดูดซับ
บนผลึกของ seed ท่ีเติมลงไป และจับตัวกันเป็นของแข็งบนผิวผลึกผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการได้ ดังนั น
กระบวนการพรีทรีตเทนต์ด้วยไมโครฟิลเตช่ัน นาโนฟิลเตช่ัน รวมถึงการระเหยหรือ evaporation เพื่อ
ก าจัดสารประกอบรวมทั งสารสีท่ีไม่เกี่ยวข้องออกจนหมด ไม่เกิดการเจริญเป็นผลึกหรือของแข็งใดๆเกาะ
อยู่บนผิวของผลึกกรดซัคซินิคท่ีต้องการ เหลือแต่เพียงผลึกกรดซัคซินิคท่ีบริสุทธิ์สูง จะท าให้ผลึกท่ีได้ใน
ขั นตอนสุดท้ายมีขนาด ลักษณะ และคุณภาพท่ีดี เทียบเท่ากับผลึกมาตรฐานทางการค้าได้ 
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บทที่ 4 บทสรุป 
 

4.1 สรุปผลการทดลอง 
กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคด้วยการตกผลึกนั น ต้องอาศัยกระบวนการหลายขั นตอน

ท างานร่วมกัน เพื่อให้ได้ผลึกกรดซัคซินิคท่ีมีคุณภาพเทียบเท่ากับเชิงพาณิชย์เริ่มตั งแต่ไมโครฟิลเตช่ันใช้
ส าหรับแยกเซลล์แบคทีเรียออกจากน  าหมัก จากนั นเข้าสู่นาโนฟิลเตช่ัน เป็นเทคนิคในการแยกผลิตภัณฑ์
ประเภทกรดอินทรีย์ชนิดได้อย่างมีประสิทธิภาพ ถือว่าเป็นเทคนิคท่ีท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคได้เป็นอย่างดี 
เนื่องจากสามารถก าจัดสารอื่นๆ ทั งยังเป็นเทคนิคในการช่วยแยกสารอื่นๆ สารสี รวมถึงโปรตีนไม่ต้องการ
ออกไป ซึ่งจะมีผลต่อกระบวนการตกผลึกในขั นตอนสุดท้าย หากไม่มีขั นตอนนี แล้วนั น ผลึกกรดซัคซินิคท่ี
ได้จะไม่มีคุณภาพ ตามด้วยการระเหย จะแยกสารท่ีระเหยง่ายออกไป ท าให้ได้ตัวอย่างท่ีค่อนข้างบริสุทธิ์
เพื่อเข้าสู่กระบวนการตกผลึก ด าเนินการท่ีอุณหภูมิต่ า ท าให้ได้ผลึกกรดซัคซินิคท่ีมีคุณภาพ และมีความ
บริสุทธิ์สูง สีใส ผลึกไม่มีสีเหลือง ใกล้เคียงกับผลึกทางการค้าตามไปด้วย โดยไม่จ าเป็นต้องเติมสารเคมี
หรือส่วนประกอบเสริมใดๆ ถือว่าเกิดความคุ้มทุนทางเศรษฐกิจได้อีกผลงานหนึ่ง 
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