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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

ปัจจุบันก าลังเผชิญกับปัญหาขยะมลพิษและส่ิงแวดล้อม ซึ่งส่วนมากจะมีการสังเคราะห์จาก
อุตสาหกรรมปิโตรเคมี ซึ่งก่อให้เกิดปัญหา เนื่องจากก าจัดได้ยากและไม่สามารถย่อยสลายเองได้ตาม
ธรรมชาติหรือต้องใช้เวลานานมาก ดังนั้นพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ หรือ biodegradable plastic ท่ี
เป็นอีกแนวทางหนึ่งในการพัฒนาวัสดุส าหรับการใช้งาน     ด้วยเหตุนี้จึงได้มีการใช้วัตถุดิบทางการเกษตร
อย่างเช่นมันส าปะหลัง ร่วมกระบวนการทางเคมี ชีวภาพ  ด้วยเช้ือ จุ ลินทรีย์  Actinobacillus 
succinogenes ท้ังนี้มันส าปะหลังท่ีถูกย่อยด้วยเอนไซม์จะถูกน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและน าไปเข้าสู่
กระบวนการหมักแบบกะได้ผลผลิตกรดซัคซินิคประมาณ 53.25 กรัมต่อลิตรส่งผลให้ได้ผลผลิตท่ี  0.62 
กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรดซัคซินิกสูงสุดท่ีผลิตได้คือคือ 71.5 กรัมต่อลิตร คิดเป็นค่าผลผลิต 1.02 
กรัมของกรกดซัคซินิกต่อกรัมของกลูโคส  จากนั้นศึกษาการท าบริสุทธิ์ตัวอย่างน้ าหมักด้วยการใช้เทคนิค
เมมเบรนด้วยเทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซิสแบบสองขั้ว (electrodialysis bipolar membrane (EDBM) 
technique) ส่วนของของเหลวจากถังหมักสามารถด าเนินการผ่านระบบอิเลคโตรไดอะไลซิส โดย
แมกนีเซียมซัคซิเนตจะแยกออกจากกันและแยกออกเป็นไอออนแมกนีเซียมและแยกไอออนออกเป็น   
ส่วน ๆ ท้ังนี้แมกนีเซียมไอออนบวกจะท าปฏิกิริยากับเยื่อแลกเปล่ียนไอออนบวกท่ีมีกลุ่มไฮดรอกซิล (OH-
) ซึ่งแยกออกจากน้ าเกิดเป็นแมกนีเซียมไฮดรอกไซด์ (Mg (OH) 2) ในท านองเดียวกัน anion succinate 
จะถูกย้ายข้าม anion exchange เมมเบรนและพร้อมกันท าปฏิกิริยากับโปรตอน ( H + ) ท่ีแยกออกจาก
กันได้เป็นกรดซัคซินิก  พบว่าสามารถได้กรดซัคซินิคได้สูงสุดท่ีประมาณ 69.62 กรัมต่อลิตร หรือ 0.59 
โมลต่อลิตร เทียบเท่ากับมีความสามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ประมาณ 98% ผลการศึกษาวิจัยช้ีให้เห็นว่า
การเก็บเกี่ยวและท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิกด้วยเทคนิคเทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซีสจากน้ าหมักจริงท่ีได้จาก
กระบวนการหมักมีประสทธิภาพท่ีดีถือว่าเป็นระบบการท างานท่ีมีประสิทธิภาพและคุ้มค่าทาง
เศรษฐศาสตร์  แต่ในทางตรงกันข้ามพบว่ายังมีความซับซ้อน อีกท้ังในระบบตามผิวหน้าของเมมเบรนจะ
เกิดการการสะสมอุดตันจากเกลือแมกนีเซียม ส่งผลท าให้ประสิทธิภาพในการแยกสารของระบบลดลง อีก
ท้ังมีความจ าเป็นต้องพิจารณาชนิดและวัสดุของเมมเบรนท่ีใช้ส าหรับเป็นเมมเบรนในการแลกเปล่ียนไออน 
ดังนั้นหากต้องการเพิ่มประสิทธิภาพการเก็บเกี่ยวกรดซัคซินิคในระดับขนาดใหญ่จึงควรใช้เทคนิคอื่นๆไม
โครฟิลเตช่ัน, นาโนฟิลเตช่ันและเทคนิคการตกผลึกร่วมด้วยเพื่อให้ผลเป็นไปได้อย่างดีส าหรับเพื่อใช้ใน
อุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ ท่ีถือเป็นอุตสาหกรรมต้นน้ านั่นคืออุตสาหกรรมการผลิตสารมอนอเมอร์ 
(monomer) เพื่อท่ีจะน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเม็ดพอลิเมอร์พลาสติกชีวภาพต่อไป 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
Currently, there are severe environmental problems.  Major issues 

include chemical products derived from the petrochemical industry which are difficult to 
discard. Most plastic is manufactured from petroleum-based which causes problems. It is 
difficult to decay and can not be decomposed naturally or takes a long time. 
Biodegradable plastic or biodegradable plastic is another way to develop materials for 
use.  For this reason, agricultural raw materials such as cassava was used as a carbon 
source coupled with bio-chemical process by using microorganism Actinobacillus 
succinogenes ATCC55618. It can convert enzymatically-digested cassava to produce 
succinic acid with the titer of succinic acid of about 53.25 g/L resulting in a yield of 0.62 
g/L. The highest concentration of succinic acid was 71.5 g / L, yielding 1.02 g of product 
per gram of glucose.  The purification of fermentation broth was carried out using the 
electrodialysis (ED) membrane technique. The fraction of liquid from the fermenter can 
be processed through electrodialysis system.  Magnesium salts were separated into 
magnesium ion and succinate ion. Magnesium cations react with hydroxyl groups (OH-) 
separated from water to form magnesium hydroxide (Mg (OH) 2) .  Similarly, the anion 
succinate was transferred across the anion exchange membrane, and simultaneously 
reacts with the separated protons (H +) to form succinic acid. The highest concentration 
of succinic acid was found at approximately 69.62 g/L or 0.59 mol/L equivalent to about 
98%  of harvesting capacity.  The experimental results indicated that harvesting and 
purification of succinic acid by electrodialysis bipolar membrane (EDBM) technique was 
an economically effective technique. Nevertheless, the technique was still complicated. 
Moreover, the membrane surface was accumulated with magnesium salt. As a result, the 
separation efficiency of the system decreased. It was also necessary to consider the type 
and materials of the membrane used for ion exchange membrane. In order to increase 
the separation efficiency, other techniques such as microfiltration, nanofiltration, and 
crystallization techniques should be used to achieve the desired results. In conclusion, 
this technique can be applied for the production of succinic acid as a monomer to be 
used as raw material for the production of bioplastic in the future. 
 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Product_(chemistry)
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บทที่ 1 บทน า 
 

1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

ปัจจุบันพลาสติกสังเคราะห์มีบทบาทต่อชีวิตประจ าวันของมนุษย์สูงมาก โดยใช้เป็นวัสดุอุปกรณ์ชนิด
ต่างๆ อาทิเช่น เป็นส่วนประกอบของเครื่องใช้ไฟฟ้า ภาชนะบรรจุอาหาร และอุปกรณ์ส านักงานต่าง ๆ 
เป็นต้น โดยพลาสติกเหล่านี้สังเคราะห์ได้จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมีซึ่งก่อให้เกิดปัญหาขยะมลพิษและ
ส่ิงแวดล้อมโดยรวม เนื่องจากก าจัดได้ยากและไม่สามารถย่อยสลายเองได้ตามธรรมชาติหรือต้องใช้
เวลานานมาก ดังนั้นพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ หรือ biodegradable plastic จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่ง
ในการพัฒนาวัสดุส าหรับการใช้งานเพื่อจุดประสงค์หลักคือการอนุรักษ์ส่ิงแวดล้อม ท้ังในด้านวัตถุดิบ 
กระบวนการผลิต และกระบวนการก าจัด โดยปัจจุบันพลาสติกชีวภาพย่อยสลายได้ ได้ถูกให้ความส าคัญ
เป็นอย่างมากจากท้ังภาครัฐและภาคเอกชน โดยมีการจัดต้ังสมาคมอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพไทย เพื่อ
พัฒนาและยกระดับอุตสาหกรรมการผลิตพลาสติกชีวภาพครบวงจรต้ังแต่ระดับต้นน้ า กลางน้ าและปลาย
น้ า ซึ่งพลาสติกชีวภาพนั้น ผลิตมาจากวัตถุดิบท่ีสามารถผลิตทดแทนขึ้นใหม่ได้ในธรรมชาติ ใช้พลังงานใน
กระบวนการผลิตต่ า และภายหลังจากการใช้งาน จะสามารถย่อยสลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และ
น้ าได้ด้วยจุลินทรีย์ในธรรมชาติ โดยพลาสติกชีวภาพนั้นจะมีคุณสมบัติทางกายภาพเทียบเท่ากับพลาสติก
จากอุตสาหกรรมปิโตรเคมี กรดซัคซินิกถือเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้เป็นสารต้ังต้นใน
การผลิตพลาสติกชีวภาพได้ โดยกรดซัคซินิกสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมักของเช้ือจุลินทรีย์หลาย
ชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง Actinobacillus succinogenes ซึ่งเป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีได้ถูกคัดเลือกจาก
กระเพาะของววั (bovine rumen) โดยปกติแล้วกระบวนการหมักจะมกีารใช้น้ าตาล กลูโคสเป็นสารต้ัง
ต้นในการผลิต ซึ่งน้ าตาลกลูโคสเป็นสารท่ีมีราคาแพง ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดในการพัฒนาสูตร
อาหารเล้ียงเช้ือ โดยใช้แป้งมันส าปะหลังดิบเป็นวัตถุดิบหลัก ซึ่งมันส าปะหลังเป็นพืชท่ีมีอยู่มากในพื้นท่ี
จังหวัดนครราชสีมา โดยจะส่งผลให้สามารถเพิ่มมูลค่าของวัตถุดิบทางการเกษตรได้เป็นอย่างดี แต่อย่างไร
ก็ตามการหมักกรดซัคซินิกนั้น มักจะประสบปัญหาทางด้านเทคนิคคือเกิดการยับยั้งจากผลิตภัณฑ์หรือท่ี
เรียกว่า product inhibition effect ซึ่งความเข้มข้นของกรดซัคซินิกท่ีมากขึ้นในระหว่างการหมักนั้น จะ
ส่งผลในเชิงลบต่อความสามารถในการผลิตของเช้ือจุลินทรีย์ ดังนั้น หากท าการแยกกรดซัคซินิกออกจาก
ระบบควบคู่กับกระบวนการหมัก จะท าให้ประสิทธิภาพการหมักสูงขึ้น ซึ่งในข้อเสนอโครงการวิจัยนี้จะใช้
ระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส ซึ่งเป็นการประยุกต์ใช้เย่ือแผ่นมีประจุบวกและประจุลบ (cation and anion 
permeable membrane) ท าการเหนี่ยวน าให้เกิดการเคล่ือนท่ีของประจุซัคซิเนตด้วยไฟฟ้ากระแสตรง 
ซึ่งผลลัพธ์ดังกล่าวจะท าให้การยับย้ังจากผลิตภัณฑ์ลดลง ท้ังนี้เนื่อง จากความเข้มข้นของกรดซัคซินิก
ภายในถังหมักจะมีค่าต่ าอยู่เสมอ เช้ือแบคทีเรียจะท าการผลิตกรดซัคซินิกได้มากขึ้นและสามารถท าการ
หมักแบบกึ่งกะ (fed-batch) โดยสามารถเติมแป้งมันส าปะหลังได้อีกเมื่อน้ าตาลในถังหมักหมดลง 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

 
1. พัฒนาระบบการแยกกรดซัคซินกิควบคู่กับกระบวนการหมักด้วยระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส โดยใช้

แป้งมันส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอนหลัก 
2. เปรียบเทียบค่าผลผลิตและผลิตผลของกรดซัคซินิกท่ีผลิตโดยเช้ือแบคทีเรีย A. succinogenes ใน

รูปแบบการหมักแบบกะ แบบกึ่งกะ 
3. ศึกษาการท าบริสุทธิ์เบื้องต้นจากตัวอย่างน้ าหมัก โดยมีการศึกษาถึงปัจจัยต่างๆในระบบ 
4. ศึกษาการแยกควบคู่กับกระบวนการหมักกรดซคัซินิกด้วยระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส 
 
 

1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

โครงการวิจัยนี้จะท าการศึกษาการแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมัก โดยใช้เช้ือ
แบคทีเรียชนิดท่ีผลิตกรดซัคซินิกสายพันธุ์ Actinobacillus succinogenes ATTC 55618   ท าการหมัก
ในถังปฏิกิรณ์ขนาด 5 ลิตร ซึ่งในระหว่างท่ีท าการหมักนั้น จะท าการไหลเวียนน้ าหมักออกนอกถงัหมัก
ผ่านระบบการกรองแบบไมโครฟิวเตรช่ัน ซึ่งจะท าให้ได้แต่น้ าหมักส่วนใส ในขณะท่ีแบคทีเรียยังคงอยู่
ภายในถังหมัก จากนั้นน้ าหมักส่วนใสดังกล่าวจะถูกน าเข้าสู่เซลของระบบอิเลคโตรไดอะไลซีสเพื่อท าการ
แยกซัคซิเนต ซึ่งมีประจุลบออกจากระบบ จากนั้นจะท าการไหลเวียนน้ าหมักกลับเข้าสู่ถังหมัก เนื่องจาก
ในน้ าหมักจะยังคงมีน้ าตาลกลูโคส และสารอาหารอื่น ๆ เหลืออยู่  
 
 
1.4 สมมุติฐาน (ถ้ามี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย 

การหมักกรดอินทรีย์โดยท่ัว ๆ แล้ว มักจะเกิดปัญหาจากการยับย้ังโดยผลิตภัณฑ์ ซึ่งส่งผลท าให้
ความเข้มข้นสุดท้ายของผลิตภัณฑ์มีค่าต่ ากว่าท่ีควรจะเป็น การแยกผลิตภัณฑ์ควบคู่กับกระบวนการหมัก
นั้น เป็นแนวความคิดท่ีจะท าให้เช้ือจุลินทรีย์อยู่ในสภาวะแวดล้อมท่ีมีแหล่งอาหารอุดมสมบูรณ์อยู่
ตลอดเวลา ปราศจากสารท่ีมีพิษ ซึ่งก็คือกรดอินทรีย์ท่ีเช้ือนั้นสร้างขึ้นนั่นเอง โดยเทคนิคอิเลคโตรไดอะไล
ซีสส าหรับการแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมักในข้อเสนอโครงการวิจัยนี้นั้น เป็นเทคโนโลยีข้ัน
สูง กล่าวคือ สามารถแยกกรดซัคซินิกได้อย่างต่อเนื่อง และสามารถแยกกรดซัคซินิกออกจากสารชนิดอื่น 
ๆ ท่ีมีสภาวะท่ีเป็นกลางได้ เช่นน้ าตาลกลูโคสและโปรตีน เป็นต้น นอกจากนี้แล้ว สารละลายกรดซัคซินิก
ท่ีแยกได้นั้นจะมีความบริสุทธิ์สูงระดับหนึ่ง ซึ่งจะช่วยท าให้กระบวนการท าบริสุทธิ์ในขั้นสุดท้ายมีความ
ง่ายข้ึน   
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 กรดซัคซินิก 

กรดซัคซินิก มีสูตรทางเคมีคือ C4H6O4 แสดงดังรูปท่ี 1 คุณสมบัติและลักษณะทางกายภาพแสดง
ดังตารางท่ี 1 ท้ังนี้กรดซัคซินิกถือเป็นสารประกอบอินทรีย์ 1 ใน 12 ชนิด ท่ีถูกประกาศโดยกระทรวง
พลังงานของประเทศสหรัฐอเมริกา เพื่อให้เป็นสารท่ีสามารถน าไปใช้เป็นสารต้ังต้นประยุกต์ได้ใน
อุตสาหกรรมอย่างหลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร เคมี ยา และพอลิเมอร์ เป็นต้น ส าหรับการ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมทางเคมี กรดซัคซินิกสามารถน ามาใช้เป็นสารต้ังต้นท่ีส าคัญในขั้นตอนการผลิต
กรดอะดิพิค (adipic acid), 1,4-butanediol tetrahydrofuran, N-methyl pyrrolidinone, 2-
pyrrolidione succinate salts และ gamma-butyrolactone (Song et al., 2006) อย่างไรก็ตาม ใน
ปัจจุบัน กรดซัคซินิกมีความส าคัญเป็นอย่างมากในการผลิตเป็นพลาสติกชีวภาพท่ีสามารถย่อยสลายได้ 
เพื่อทดแทนพลาสติกท่ีใช้แพร่หลายในปัจจุบัน 

 

 
 รูปภาพ 1 โครงสร้างทางเคมีของกรดซัคซินิก 
 
 
ตาราง 1 ลักษณะทางเคมีและกายภาพของกรดซัคซินิก. 

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 
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2.2 การผลิตกรดซัคซินิกโดยกระบวนการทางเคมี 

กรดซัคซินิกท่ีผลิตในเชิงพาณิชย์โดยกระบวนการทางปิโตรเลียมโดย Maleic andehydride ซึ่งเป็น
การผลิตจาก n - butane ผ่านกระบวนการออกซิเดชัน โดยมี vanadium-phosphorous เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยาออกไซด์วิถีปฏิกิริยาของ n - butane กลายเป็น Maleic andehydride  (แสดงในรูปภาพ 2) 

 
 
 
 
 
รูปภาพ 2  วิถีปฏิกิริยาของ n – butane กลายเป็น Maleic andehydride  ( (Hapbern, 2011) 

 
ปฏิกิริยาจาก Maleic andehydride  มาเป็นกรดซัคซินิก เริ่มจากปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส การแตกของ

พันธะเด่ียวหนึ่งพันธะระหว่างคาร์บอนและออกซิเจน และเกิดกลายเป็นกรดมาเลอิก  (Maleic acid)  
การเติมไฮโดเจนท าให้การแตกพันธะคู่ของคาร์บอนกับคาร์บอน ถือว่าเสร็จส้ินปฏิกิริยากลายเป็นกรดซัคซิ
นิก อย่างไรก็ตาม กรดซัคซินิกท่ีผลิตจากเช้ือเพลิงฟอสซิสเป็นส่ิงท่ีท าให้ผลิตภัณฑ์นั้นเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีไม่
ได้มาจากธรรมชาติ (Song and Lee, 2006). ในขณะท่ีวิธีการของการผลิตนี้มีต้นทุนการผลิตท่ีถูกกว่า
การแปรรูปโดยการหมัก แต่ก็มีข้อบกพร่องท่ีเป็นปัญหาใหญ่อยู่เหมือนกัน ในขณะท่ีมีการแปรรูปโดยผ่าน
กระบวนการทางปิโตรเคมีนั้นจะแสดงให้เห็นว่ากรดซัคซินิกท่ีท าได้มานั้นมาจากทรัพยากรท่ีไม่หมุนเวียน 
เช่น ก๊าซธรรมชาติ ซึ่งจะกลายเป็นเรื่องท่ียากเมื่อเวลาผ่านไป เนื่องจากวัตถุดิบจะกลายเป็นเรื่องยากท่ีหา
วัตถุดิบ สารต้ังต้นและความต้องการอย่างไม่ส้ินสุดท่ีเพิ่มข้ึนนั้น ก็จะกลายเป็นว่ามีค่าใช้จ่ายท่ีเพิ่มขึ้นด้วย  
กระบวนการนี้จึงถือได้ว่าไม่เป็นกระบวนการท่ีมีความอย่างยั่งยืนและไม่สามารถแก้ปัญหาในด้านความ
ต้องการ หากมีความต้องการอย่างต่อเนื่องและเพิ่มมากขึ้นในด้านอุตสาหกรรมการผลิตกรดซัคซินิก 

 

2.3 กระบวนการหมักกรดซัคซินิก 

กระบวนการหมักกรดซัคซินิก ได้มีการศึกษากันอย่างจริงจัง เมื่อปี ค.ศ. 1980 (Zeikus et al., 
1999) อย่างไรก็ตามในปัจจุบันนี้ได้มีการสนใจการผลิตกรดซัคซินิกดังกล่าวโดยใช้สารต้ังต้นท่ีมีการน า
กลับมาใช้ใหม่ได้ (renewable resource) หรือวัตถุดิบทางการเกษตร จ าพวก ข้าวโพด มันส าปะหลัง 
น้ าตาลอ้อย ฯลฯ กรดซัคซินิกสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลากหลายชนิด ยกตัวอย่างเช่น 
Actinobacillus succinogenes  Anaerobiospirillum succiniciproducens และ Mannheimia 
succinicproducers (Song et al., 2007) จุลินทรีย์กลุ่มท่ีกล่าวมานี้มีคุณสมบัติพิเศษคือ มี
ความสามารถทนต่อความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสได้สูงโดยท่ีไม่เกิดแรงดันออสโมติส และมี
ความสามารถในการ ผลิตกรดซัคซินิกสูง (Huh et al., 2006) ส าหรับกรดซัคซินิกนี้ยังเป็นสารตัวกลาง 
หรือ intermediate ในวัฏจักร TCA (tricarboxylic acid) และเป็นผลผลิตสุดท้ายในกระบวนการหมักท่ี
ไม่มีออกซิเจน  ในกระบวนการหมัก นอกเหนอืจากกรดซัคซินิกแล้ว อาจมีผลพลอยได้ท่ีเป็นกรดอะซิติค 
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กรดฟอร์มิค กรดแล็กติก และเอทานอลเกิดขึ้น การผลิตกรดซัคซินิก ยกตัวอย่างเช่น เช้ือ A. 
succiniciproducens สามารถผลิตกรดซัคซินิกได้ความเข้มข้น 83 กรัมต่อลิตร M. succinicproducer 
ผลิตได้มากกว่า 50 กรัมต่อลิตร และ A. succinogenes ผลิตได้มากกว่า 100 กรัมต่อลิตร (Qiang et 
al., 2010) เป็นต้น  ส าหรับวิถกีารผลิตกรดซัคซินิกแสดงดังรูปภาพ 3 โดยท่ีเข้าสู่วิถี PEP 
(phosphoenol pyruvate) carboxykinase ส าหรับเช้ือ A. succiniciproducens และ A. 
succinogenes โดยจากแผนภาพจะเห็นได้ว่าปฏิกิริยาผลิตกรดซัคซินิคจะมีประสิทธิภาพดีในสภาวะท่ีมี
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์อยู่ในปริมาณท่ีสูง (High CO2) โดยน้ าตาลกลูโคสสามารถท่ีจะเปล่ียนเป็นกรดซัค
ซินิกได้เกือบท้ังหมด ในขณะท่ีสภาวะ คาร์บอนไดอ๊อกไซด์ต่ า (Low CO2) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นหลาย
ปฏิกิริยา ส่งผลให้เกิดผลพลอยได้ท่ีหลากหลาย (by product) เช่น กรดอะซีติก กรดฟอร์มิก  กรดแล็ก
ติก และเอทานอล เป็นต้น ดังนั้นจะเห็นว่าการบังคับให้เช้ือสามารถผลิตกรดซัคซินิกได้ในปริมาณท่ีสูงนั้น 
จ าเป็นท่ีจะต้องท าให้ปริมาณของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในระบบสูงอีกด้วย การผลิตกรดซัคซินิกจาก
กากน้ าตาลอ้อย (molasses) ท่ีเป็นผลพลอยได้จากโรงงานน้ าตาล ซึ่งงวัตถุดิบนี้ประกอบด้วย น้ าตาล
ชนิดต่างๆ (น้ าตาลซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส) ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนัก สารคอลลอยด์ โลหะ
หนักต่างๆ วิตามิน และสารประกอบไนโตรเจน เป็นต้น ซึ่งถือเป็น วัตถุดิบท่ีมีประโยชน์และมีราคาถูก 
นิยมใช้ในการผลิตเอทานอล กรดแล็กติก และน้ าตาลซอร์บิทอล (Liu et al., 2008) ส าหรับการผลิตกรด
ซัคซินิกโดยกระบวนการหมักแบบกะ จะสามารถผลิตได้ประมาณ 46.4 กรัมต่อลิตร โดยเช้ือ A. 
succinogenes นอกจากนี้ยังได้มีการน าน้ าย่อยฟางข้าวที่ประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสและน้ าตาลไซโลส 
มาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตกรดซัคซินิก โดยเช้ือ A. succinogenes ในกระบวนการหมักแบบกะ ท่ี
สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน พบว่าสามารถผลิตกรดซัคซินิกได้มากกว่า 45.5 กรัมต่อลิตร และในกระบวนการ
หมักแบบกึ่งกะสามารถผลิตได้มากกว่า 53.2 กรัมต่อลิตร อัตราการผลิต 1.21 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ท่ี
ระยะการหมัก 44 ช่ัวโมง (Zhenga et al., 2009) หลังจากท่ีท าการย่อยฟางข้าว จะได้เป็นน้ าตาล
ออกมา ท าให้ง่ายต่อการท่ีเช้ือแบคทีเรียน าไปใช้ เป็นสารต้ังต้นได้ แต่อย่างไรก็ตามวัตถุดิบจ าพวกแป้งนั้น 
จะมีความน่าสนใจมากท่ีสุด เนื่องจากมีปริมาณธาตุอาหารสูงและสามารถหาซื้อได้ง่าย ดังนั้นในประเทศ
ไทยและจังหวัดนครราชสีมาเป็นพื้นท่ีท่ีมีการผลิตมันส าปะหลัง ท้ังท่ีเป็นสด แป้งมันส าปะหลัง และแปร
รูปเป็นผลิตภัณฑ์ ท่ีมีคุณภาพออกมา จ าพวกกลูโคสไซรัปหรือกลูโคสเหลว ซึ่งล้วนแต่มีราคาถูก มีโรงงาน
หลายแห่งท่ีต้ังอยู่ภายในจังหวัด ท าให้ได้รับความสนใจท่ีจะน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตกรดซัคซินิก
เป็นอย่างมาก ท้ังยังสร้างมูลค่าให้กับวัตถุดิบมวลชีวภาพควบคู่กับการพัฒนาด้านเทคโนโลยีชีวภาพ
ก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นประโยชน์ต่อไป กระบวนการผลิตทางชีวภาพหรือกระบวนการหมักท่ีมีการใช้
เช้ือจุลินทรีย์ร่วมด้วย ถือเป็นวิธีการท่ีดีต่อส่ิงแวดล้อม และเป็นเทคโนโลยีสะอาด ท่ีได้รับความสนใจ
ศึกษาวจัิยกันอย่างกว้างขวาง นอกจากนี้ในการผลิตกรดซัคซินิกด้วยวิธีการหมัก ยังมีการตรึงก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่เซลเพื่อใช้ในกระบวนการหมักกรดซัคซินิกซึง่ถือเป็น CO2-fixation 
fermentation เป็นประโยชน์เป็นอย่างมากกับการลดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
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รูปภาพ 3 แสดง Catabolic pathway ในกระบวนการผลิตกรดซัคซินิกด้วยน้ าตาล (Song et al., 2006) 

 
 
 

2.4 จลศาสตร์ของการหมักกรดซัคซินิค 

Lin et al, 2008 ได้ท าการศึกษาจลศาสตร์การหมักกรดซัคซินิคด้วยเช้ือ A. succinogenes โดย
ใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าการเจริญของเช้ือขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสและ
ผลิตภัณฑ์กรดซัคซินิก โดยการยับยั้งจากสารต้ังต้นหรือ substrate inhibition จะเกิดขึ้นเมื่อมีความ
เข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสเกินกว่า 143 กรัมต่อลิตร และหากความเข้มข้นของน้ าตาลมากกว่า 158 กรัม
ต่อลิตร จะส่งผลท าให้เช้ือแบคทีเรียไม่สามารถเจริญได้ นอกจากนี้ยงัพบว่าความเข้มข้นวิกฤตของกรดซัค
ซินิกและผลพลอยได้ กรดฟอร์มิก กรดอะซีติก เอทานอล และกรดไพรูวิค ท่ีมีต่อกระบวนการหมักคือ 
104, 46, 42, 16, และ 74 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งแสดงให้เห็นอย่างชัดเจนว่าในระหว่างกระบวนการ
หมักนั้น จะมีการสะสมกรดอินทรีย์และเอทานอลในน้ าหมัก ซึ่งเมื่อความเข้มข้นของสารเหล่านี้สูงขึ้น จะ
ส่งผลกระทบโดยตรงกับประสิทธิภาพในการหมักของเข้ือแบคทีเรีย และเมื่อความเข้มข้นของสารเหล่านี้
ถึงจุดวิกฤต จะท าให้กระบวนการหมักยุติลง   
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2.5 การแยกผลิตภัณฑ์ควบคู่กับกระบวนการหมัก (Extractive fermentation) 

การแยกผลิตภัณฑ์ควบคู่กับกระบวนการหมัก (extractive fermentation หรือ in situ 
product removal) เป็นแนวคิดในการท าปฏิบัติการสองอย่างภายในขั้นตอนเดียว โดยเป็นการพัฒนา
กระบวนการหมักไปพร้อม ๆ กับการแยกผลิตภัณฑ์ ซึ่งจะมีผลดีในด้านต่าง ๆ ดังนี้ 1.) ลดความเป็นพิษ
ของกรดอินทรีย์ท่ีมีต่อเช้ือแบคทีเรียลง จะท าให้เช้ือแบคทีเรียสามารถผลิตกรดได้มากขึ้น 2). สมดุลของ
สมการจะไปข้างหน้าเนื่องจากมีการแยกผลิตภัณฑ์ออกจากระบบอยู่ตลอดเวลา 3). การสูญเสียผลิตภัณฑ์
จะมีค่าลดลง และ 4) เป็นการลดขั้นตอนของการผลิตลง (Lye and Woodley, 1999) ข้อได้เปรียบต่าง 
ๆ เหล่านี้จะน าไปสู่การลดขนาดของถังหมักลง (เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตผลของกรดท่ีเท่ากัน) ท าให้
สามารถลดต้นทุนท้ังต้นทุนคงท่ีและต้นทุนผันแปรต่าง ๆ ลงได้ จากการศึกษางานวิจัยท่ีน่าสนใจ พบว่ามี
การประยุกต์ใช้เทคนิคต่าง ๆ ควบคู่กับกระบวนการหมักกรดอินทรีย์ดังนี ้
 

 
2.6 การท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิก 

 ส าหรับกระบวนการท าให้บริสุทธิ์ของกรดซัคซินิกนั้น ต้นทุนในการท าบริสุทธิ์กรดซิคซินิกมี
มากกว่า 60% ของต้นทุนการผลิตท้ังหมด ดังนั้นจึงต้องมีการศึกษาและพิจารณาเลือกวิธีท่ีเหมาะสมและ
มีประสิทธิภาพสูงในการแยกกรดซัคซินิกออกจากกรดอินทรีย์อื่นๆและเข้าสู่กระบวนการท าให้บริสุทธิ์
ต่อไป ด้วยคุณลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพ จึงเป็นข้อจ ากัดส าหรับกระบวนการแยกโดยท่ัวไป 
ในบางครั้งอาจจะจ าเป็นต้องพัฒนาวิธีใหม่ ท่ีเหมาะสมขึ้นมาใช้ในการแยก ส าหรับการออก แบบ
กระบวนการหรือการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ นอกจากต้องค านึงถึงชนิดและคุณภาพของผลิตภัณฑ์แล้ว ยัง
ต้องพิจารณาปัจจัยอื่นๆร่วมด้วย เช่น ต าแหน่งของผลิตภัณฑ์และสารเจือปนในกระบวนการผลิต 
ประโยชน์ของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการรวมท้ังความคุ้มทุนของกระบวนการแยกท่ีน ามาใช้อีกด้วย การท าให้
บริสุทธิ์ของกรดซัคซินิกจึงมีอยู่หลายวิธี เช่น electrodialysis acidification และ extraction เป็นต้น  

2.6.1 การดูดซับ 
           การดูดซับเป็นเทคนิคท่ีมีศักยภาพในการแยกกรดซัคซินิกออกจากน้ าหมัก โดยเฉพาะการใช้ตัว
ดูดซับท่ีมีสมบัติเป็นตัวแลกเปล่ียนประจุชนิดด่างอ่อน (weak alkaline anion exchange adsorbents) 
ซึ่งจะท าให้สามารถจับกับสารท่ีมีประจุเป็นลบได้เป็นอย่างดี  โดยเมื่อตัวดูดซับเกิดการอิ่มตัว ก็สามารถท่ี
จะท าการคายซับ (desorption) เอากรดซัคซินิกออกจากด้วยวีธีการล้างด้วยสารละลายท่ีมีค่า ionic 
strength สูง ซึ่งจะท าให้กรดซัคซินิกหลุดออกจากตัวดูดซับนั้น ซึ่งข้อดีของเทคนิคนี้คือมีการลงทุนท่ีไม่สูง
มากนัก และมีความสามารถในการจับกรดซัคซินิกได้ดี แต่อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ไม่สามารถแยกกรด
อินทรีย์ชนิดอื่นท่ีปนเป้ือนมาจากน้ าหมักได้ ท้ังนี้เนื่องจากกรดอินทรีย์เหล่านี้ จะมีสมบัติทางกายภาพและ
ทางเคมีท่ีคล้ายกันกับกรดซัคซินิก กล่าวคือมีค่าคงท่ีของการแตกตัว (pKa) ท่ีใกล้เคียงกันและยังมีหมู่
ฟังค์ช่ันคาร์บอกซิลิกเช่นเดียวกันอีกด้วย  ดังนั้นกระบวนการดูดซับ จึงถือเป็นการท าบริสุทธิ์ขั้นต้นเท่านั้น 
และจะต้องใช้เทคนิคอื่น ๆ ร่วมในกระบวนการเพือ่ท่ีจะผลิตกรดซัคซินิกบริสุทธิ์สูงต่อไป 
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2.6.2 Electrodialysis  
 
ส าหรับ electrodialysis เป็นกระบวนการแยกผลิตภัณฑ์ท่ีมีการใช้การแลกเปล่ียนประจุใน

โมเลกุลของสารนั้นๆ โดยใช้เยื่อแผ่นร่วมกับใช้ไฟฟ้ากระแสตรงเป็นตัวช่วยในการแตกตัวของประจุ ให้เกิด
การแยกผลิตภัณฑ์ท่ีสมบูรณ์ (Boontawan และคณะ, 2011) แต่อย่างไรก็ตามเทคโนโลยีดังได้กล่าวนี้ มี
การลงทุนท่ีค่อนข้างสูง ท้ังในด้านการจัดระบบการแยกและอุปกรณ์จัดสร้างระบบต่างๆ (Zeikus et al., 
1999) นอกจากนี้ เทคนิคดังกล่าวไม่สามารถแยกกรดอินทรีย์หลายชนิดท่ีได้จากกระบวนการหมัก 
เนื่องจากกรดอินทรีย์เหล่านี้สามารถแตกตัวเป็นอิออนได้เช่นกัน  
 
 
2.7 การแยกกรดอินทรีย์ควบคู่กับกระบวนการหมักด้วยระบบอิเลคโตรดิไอออนไนเซชั่น/อิเลคโตร
ไดอะไลซีส (Electrodeionization/electrodialysis) 

 

Meynial-Salles et al., 2007 ได้ท าการศึกษาการผลิตกรดซัคซินิกแบบต่อเนื่องควบคู่กับ
กระบวนการหมักด้วยเทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซีสโดยใช้เช้ือ A. succiniproducens ซึ่งระบบอิเลคโตร
ไดอะไลซีสนั้น เป็นปฏิกิริยาทางไฟฟ้า-เคมีท่ีใช้เย่ือแผ่นท่ีมีประจุ (charged membranes) สองชนิดคือ 
anion และ cation-exchange membrane โดยท่ีแต่ละชนิดจะยอมให้อิออนประจุลบและประจุบวก
ผ่านได้ตามล าดับ นอกจากนี้แล้ว ยังจะมีการใช้ไฟฟ้ากระแสตรง เป็นตัวท าให้เกิดความต่างศักย์ของไฟฟ้า
ระหว่างเย่ือแผ่นท้ังสอง ในระหว่างการแยกนัน้ จะมีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้อยู่ในสภาวะท่ี
เหมาะสม โดยกรดซัคซินิกมีค่าคงท่ีของการแตกตัวอยู่ 2 ค่าคือท่ี pH 4.2 และ 5.6 ตามล าดับ (รูปภาพ 4) 
ซึ่งจะท าให้กรดซัคซินิกแตกตัวเป็นอิออนของซัคซเินทซึ่งมีประจุเป็นลบ และจะสามารถแพร่ออกจาก 
Cation-exchange membrane ได้ในขณะท่ี โซเดียมหรือแคลเซียมซึ่งมีประจุบวกจะแพรอ่อกทาง 
anion-exchange membrane (รูปภาพ 5) ซึ่งผลการทดลองระบุว่า ความเข้มข้นของเซลแบคทีเรียและ
ผลิตผลของกรดซัคซินิกอยู่ท่ี 42 กรัมต่อลิตรและ 14.8 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่งสูงมากกว่าการหมักใน
แบบกะถึง 28 และ 20 เท่าตามล าดับ  
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รูปภาพ 4 อิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีมีต่อการแตกตัวของกรดซัคซินิก (Li et al, 2010) 
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รูปภาพ 5 หลักการท างานของระบบ Electrodialysis (ED)  
 

Boontawan et al., 2011 ได้ท าการศึกษาการแยกกรดแล็กติกควบคู่กับกระบวนการหมักด้วย
ระบบอิเลคโตรดีไอออนไนเซช่ัน หรือ electrodeionization (EDI) ซึ่งกระบวนการนี้เป็นการประยุกต์ใช้
ระบบแลกเปล่ียนประจุ (Ion Exchange) กับ Electrodialysis ซึ่งการแลกเปล่ียนประจุจะใช้เรซิ่นชนิดท่ี
มีความสามารถในการจับแล็กเตทได้ดี แม้จะอยู่ในรูปของสารละลายท่ีมีความเข้มข้นต่ าก็ตาม โดยท่ีกรด
แล็กมีค่าคงท่ีของการแตกตัว (Ka) อยู่ท่ี 1.37×10-4 แลกเทตอิออนจะถูกเรซินจับไว้จากสารป้อนก่อนท่ีจะ
แพร่ผ่านเย่ือแผ่นออกไปท่ี Cation permeable membrane ต่อไป ภายในของเครื่องมือ EDI นี้จะ
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ประกอบไปด้วยส่วนต่าง ๆ ท่ีส าคัญดังนี้คือ ส่วนเจือจาง (dilute stream) ส่วนเข้มข้น (concentrate 
stream) และ ส่วนท่ีเป็นขั้วไฟฟ้า (electrode compartment) ในช่องของส่วนเจือจางจะถูกเติมด้วยเร
ซิ่นสองชนิดท่ีสามารถจับอิออนท่ีมีประจุบวกและประจุลบได้ดี ซึ่งเรซินท้ังสองชนิดนี้จะช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการถ่ายเทมวลของประจุจากในส่วนของสารป้อน (feed solution) ไปยังเย่ือแผ่นภายใต้
แรงขับเคล่ือนซึ่งเป็นไฟฟ้ากระแสตรง เนื่องจากความเข้มข้นของอิออนจะเข้มข้นและเจือจางในช่องการ
ไหลท่ีต่างกัน ดังนั้นกระบวนการ EDI นี้จึงสามารถประยุกต์ใช้ได้ท้ังในการท าให้เจือจางหรือท าให้เข้มข้น 
ยกตัวอย่างเช่นในการผลิตน้ าปราศจากอิออน (deionized water) โดยน้ าจะเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้ในด้าน
ของส่วนเจือจาง (diluted stream) ส่วนการผลิตกรดแล็กติกนั้น สารละลายกรดแล็กติกเข้มข้นจะถูก
ผลิตขึ้นในด้านของส่วนเข้มข้น  
 

 
2.8 การประยุกต์ใช้กรดซัคซินิกในอุสาหกรรมพลาสติกชีวภาพ 

กรดซัคซินิกสามารถใช้เป็นสารต้ังต้นในสารเคมีส าคัญในหลายอุตสาหกรรมรวมถึงอนุพันธ์ของกรดซัค
ซิ นิ ก อ า ทิ เ ช่ น  apidic acid,1 ,4 -butanediol, tetrahydrofuran, N-methyl pyrrolidinone, 2 -
pyrrolidinone, succinate salts และ gamma-butyrolactone (รูปภาพ 6). และท่ีส าคัญกรดซัคซินิก
ถูกใช้ในการสังเคราะห์พอลิเมอร์ท่ีสามารถย่อยสลายได้ เช่น polybutyrate succinate (PBS) and 
polyamide (Nylon®x,4) ในการผลิตพลาสติกชีวภาพ (McKinley และคณะ., 2007) อย่างไรก็ตาม 
โดยท่ัวไปการตลาดของกรดซัคซินิกท่ีผลิตจากกระบวนการหมักนั้นมีการผลิตน้อยมาก เมื่อเปรียบเทียบ
กับสารเคมีท่ีเป็นคู่แข่งขันอย่างเช่นกรดมาเลอิกแอนดีไฮด์ (Maleic andehydride) ซึ่งผลิตได้จาก
กระบวนการปิโตรเลียม(กระบวนการทางเคมี)ซึ่งกล่าวมาเป็นเพียงส่วนหนึ่งของข้อเสียเปรียบของ
กระบวนการหมักกรดซัคซินิก เเต่เนื่องจากต้นทุนกระบวนการทางเคมีในการเปล่ียนแปลงกรดมาเลอิก 
แอนดีไฮด์ใหก้ลายเป็นกรดซัคซินิก โดยผ่านกระบวนการทางเคมีนั้นมีต้นทุนท่ีสูง ซึ่งท าให้มีข้อจ ากัดการ
ในการใช้กรดซัคซินิกไม่มีความหลากหลาย และในขณะเดียวกันการวิจัยและการศึกษาท่ีผ่านมาเร็วๆนี้ก็
แสดงให้เราเห็นว่าการผลิตกรดซัคซินิกจากกระบวนการหมักโดยการใช้ทรัพยากรทดแทนสามารถท าให้
กระบวนการผลิตกรดซัคซินิคมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้นเมื่อเทียบกับกระบวนการปิโตรเลียมซึ่งเป็น
กระบวนการทางเคมี  (Song and Lee, 2006) 
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รูปภาพ 6 เคมีภัณฑ์ท่ีสามารถสังเคราะห์จากกรดซัคซินิก (Song and Lee, 2006) 
 
 

 2.9 การตลาดของกรดซัคซินิก 

ในปัจจุบัน กรดซัคซินิกท่ีผลิตจัดจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์จากกระบวนการเคมี โดยการออกซิเดชัน
ล า ดับ ส่วน  ขอ ง   n - butane ตาม ด้ วย  ขั้ น ตอน ของปฏิ กิ ริ ย า  Hydrogenation ของ Maleic 
andehydride โดยต้นทุนของ n-Butane อยู่ท่ี 850 - 950 เหรีญสหรัฐ ฯต่อตัน (McKinley และคณะ., 
2007)  ราคาของกรดซัคซินิกมีการรายงานอยู่ในช่วง 5.9 - 9.0 เหรีญสหรัฐ ฯ ต่อกิโลกรัมขึ้นอยู่กับความ
บริสุทธิ์ของกรดซัคซักนิก  ต้นทุนการผลิตของกรดซัคซินิกนั้นจะมีผลกระทบมาจากปัจจัยหลายประการ
ด้วยกันซึ่งรวมไปถึงขั้นตอนการผลิตกรดซัคซินิกและผลผลิตของกรดซัคซินิกท่ีได้จากกระบวนการหนึ่งๆ 
ค่าใช้จ่ายของวัตถุดิบและค่าใช้จ่ายในการเก็บเกี่ยวผลผลิต โดยเฉพาะอย่างยิ่งต้นทุนด้านวัตถุดิบของ 
Maleic andehydride  ท่ีเป็นท่ีทราบกันดีว่าเป็นส่วนส าคัญท าให้เกิดผลด้านต้นทุนโดยรวมของการผลิต
กรดซัคซินิกท่ีเพิ่มมากขึ้น (Song และ Lee, 2006) และ กระบวนการ Hydrogenation มีการผลิต
สารพิษในปริมาณมาก ซึ่งท าให้ขั้นตอนการท าบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์กรดซัคซินิกนั้นมีค่าใช้จ่ายท่ีสูงขึ้น   
กระบวนการหมักซัคซิเนตท่ีมีก าลังผลิตขนาดใหญ่นั้นได้มีการเริ่มการผลิตขึ้นในช่วงต้นปี ค.ศ. 1980  และ
ในปัจจุบันการผลิตซัคซิเนตจากกระบวนการหมักมีประมาณ 5,000 ตันต่อปี และขายในราคา 2.20 เหรีญ
สหรัฐฯต่อกิโลกรัมในตลาดเชิงอุตสาหกรรมอาหาร  ตามท่ีคาดการไว้ราคาของกรดซัคซินิกชีวภาพจะ
ลดลงประมาณ 0.55 เหรีญสหรัฐ ฯต่อกิโลกรัม ถ้าขนาดการผลิตมีก าลังสูงกว่า 75,000 ตัน เนื่องจาก
สามารถใช้ประโยชน์จากสารต้ังต้นคาร์บอนท่ีมีราคาถูก เช่น ข้าวโพด แป้ง กากน้ าตาล และน้ าตาล 
(Zeikus และ คณะ.,1999) ทางเลือกหนึ่งของกระบวนการหมักกรดซัคซินิกนั้นสามารถผลิตได้จากน้ าตาล
กลูโคส โดยปัจจุบันมีกระบวนการหมักกรดซัคซินิกจากน้ าตาลกลูโคสมากกว่า 30,000,000 ตันต่อปีของ
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การผลิตท่ัวโลก ราคาน้ าตาลกลูโคสจะอยู่ท่ีประมาณ 220-250 เหรีญสหรัฐ ฯต่อตัน โดยหากสมมติฐาน
ได้ผลผลิตของกรดซัคซินิก 91% (w/w) ของน้ าตาลกลูโคส เห็นได้ว่าการผลิตกรดซัคซินิกจากทรัพยากร
ทดแทนโดยกระบวนการหมักนั้นสามารถแข่งขันกับกระบวนการผลิตทางเคมีได้ และท่ีส าคัญขีดความ
จ ากัดของพลังงานฟอสซิลและปัญหาส่ิงแวดล้อมท่ีเพิ่มมากขึ้นนั้นท าให้เกิดการกระตุ้นให้นักวิจัยมีความ
ต้องการในการเปล่ียนแปลงการผลิตจากกระบวนปิโตรเคมีมาเป็นกระบวนการทางชีวภาพ และด้วยเหตุนี้
จึงได้มีงานวิจัยทางวิชาการและภาคส่วนอุตสาหกรรมจ านวนมากให้ความสนับสนุนในส่วนนี้ป็นจ านวน
มาก การผลิตกรดซัคซินิกชีวภาพก าลังจะมาแทนท่ีการผลิตปิโตรเลียมเคมีของ Maleic andehydride     
( 2.2 ล้านตันต่อปี) (กระทรวงพลังงานสหรัฐอเมริกา,2004) และมีการจัดหาตลาดท่ีเกิดขึ้นใหม่ส าหรับ
กรดซัคซินิกและอนุพันธ์กรดซัคซินิค (30 ล้านตันต่อปี) BioAmber, Reverdia, Myriant Technologies 
และ DSM-Purac เป็นบริษัทระดับแถวหน้าของอุตสาหกรรมการผลิตกรดซัคซินิก ท้ังสองบริษัทสามารถ
ผลิตรวมกันซึ่งคาดว่าถึง 70,000 ตันต่อปี ในป ี2013  การผลิตท่ีคาดการณ์เอาไว้นั้นสามารถผลิตเพียงได้
เพียง 0.2% ของตลาดความต้องการกรดซัคซินิกท้ังหมด (McKinley  et al, 2007) แม้ว่าเศรษฐกิจ
โดยรวมยังคงมีข้อจ ากัดในการผลิตกรดซัคซินิกทางชีวภาพ แต่การประเมินค่าใช้จ่าย ต้นทุนวัตถุดิบและ
การประมาณขนาดของตลาดท่ีมีศักยภาพรองรับการผลิตกรดซัคซินิกทางชีวภาพนั้นแสดงให้เห็นว่า
ปัจจุบันกระบวนการของกรดซัคซินิกโดยปิโตรเลียมจะสามารถถูกแทนท่ีด้วยกระบวนการผลิตกรดซัคซินิก
โดยการหมักได้ภายในอนาคตอันใกล้ 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
3.1 สถานที่ท าการทดลอง 

ณ ห้องปฏิบัติการหมัก อาคารปฏิบัติการ 10 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 
3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 

 ส าหรับอุปกรณ์เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจัยนี้ จะเป็นเครื่องมือท่ีมีอยู่แล้วบางส่วน ยกตัวอย่าง
เครื่องมือท่ีใช้เช่น 
 1. Laminar flow 
 2. Spectrophotometer 
 3. ถังปฏิกรณ์แก้ว พร้อมระบบการกวนและควบคุมอุณหภูมิ ส าหรับปฏิกิริยา esterification 
 4. Hot plate stirrer 
 5. Autoclave 
 6. High performance liquid chromatography (HPLC) 
 7. ระบบแยกน้ าโดยใช้เทคนิคการแยกไอผ่านเย่ือแผ่นและการดูดซับ 
 8. หอกล่ันประสิทธิภาพสูง 
 9. Gas chromatography (GC) 
 10. Incubator shaker 
 11. Bioreactor ขนาด 5 ลิตร (Sartorius, Germany) 
  
 
3.3 เชื้อจุลินทรีย์และการหมัก 

เช้ือแบคที เรีย  A. succinogenes จะถูกซื้ อมาจาก American Type Culture Collection 
(ATCC 55618, USA) จากนั้นนักวิ จัยได้ท าการเพาะเช้ือด้วยอาหารเหวลชนิด AS medium ซึ่ งมี
ส่วนประกอบดังแสดงในตาราง 2 และท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างใน (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือให้ได้ 
6.5 โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ จากนั้นน ามานึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

 
 
 
 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/American_Type_Culture_Collection
http://en.wikipedia.org/wiki/American_Type_Culture_Collection
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ตาราง 2 ส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือชนิด AS medium (Liu et al., 2008) 
 ส่วนประกอบ ความเข้มข้น (g.L-1) 
Na2HPO4 . 12H2O 1.5 
NaH2PO4 . 2H2O 1.0 
MgCl2 0.2 
CaCl2 0.2 
NaCl 1.0 
Cassava starch 100.0 
Yeast extract หรือ N source อื่น ๆ 5.0 
MgCO3 80 

 
ในขั้นแรกจะท าการย่อยแป้งมันส าปะหลังด้วยเอ็นไซม์ Termamyl® และ Spirizyme® เพื่อท า

การเปล่ียนแป้งเป็นน้ าตาล จากนั้นจะท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างในอาหารเล้ียงเช้ือให้กับ pH 6.5 
ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ จากนัน้น ามานึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เช้ือแบคทีเรีย A. succinogenes จะถูกถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อ
เตรียมเป็นหัวเช้ือในกระบวนการหมัก โดยมีการหมักในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน โดยในขั้นแรกจะท าการ
เติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เพื่อไล่ออกซิเจนออก หลังจากนั้นท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ท่ีอัตราการกวน 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อเตรียมความเข้มข้นของเซลล์ให้ได้ 5-10 
เปอร์เซ็นต์ เพื่อเตรียมไว้ส าหรับถ่ายลงส าหรับกระบวนการหมักต่อไป ส่วนการหาแหล่งไนโตรเจนท่ีมี
ราคาถูกนั้น จะเน้นสารท่ีหาได้ในท้องถิ่น เช่น กากยีสต์จากโรงเบียร์ น้ าท่ีเหลือจากการผลิตเต้าหู้ เป็นต้น 
 

3.4 การเตรียมกล้าเชื้อ 
 เช้ือ A. succinogenes  จะถูกถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อเตรียมเป็นหัวเช้ือในกระบวนการ
หมัก โดยมีการหมักในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน โดยท าการเติมก๊าซไนโตรเจนเพื่อไล่ออกซิเจนออก หลังจาก
นั้นท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีอัตราการกวน 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง เพื่อ
เตรียมความเข้มข้นของเซลล์ให้ได้ 5-10 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเตรียมไว้ส าหรับถ่ายลงส าหรับกระบวนการหมัก
ต่อไป 
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3.5 กระบวนการหมักกรดซัคซินิก 

3.5.1 กระบวนการหมักแบบกะ 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือปริมาตร 3.5 ลิตร ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาดปริมาตร 5 ลิตร 
(Sartorius, Germany) เมื่อกล้าเช้ือท่ีเตรียมไว้โดยบ่ม ถ่ายลงไปในถังหมัก ในกระบวนการหมักโดยใช้ถัง
หมักแบบนี้ต้องมีการควบคุมด้วยเครื่องควบคุมเฉพาะ มีการควบคุมอุณหภูมิให้คงท่ีตามท่ีต้องการ การ
แสดงค่า pH ท่ีมีการเปล่ียนแปลงในระบบ อีกท้ังเครื่องควบคุมจะมีการเช่ือมต่อกับปั๊มท่ีท าหน้าท่ีปั๊ม 
MgCO3 (40% โดยน้ าหนัก) ลงในถังหมักเพื่อควบคุมค่า pH ให้คงท่ี โดยท่ีไม่เปล่ียนปริมาตรในถังหมัก
มากนัก เนื่องจากด่างท่ีใช้มีความเข้มข้นสูง เพื่อท่ีจะควบคุมปริมาตรในการหมัก ท้ังนี้ควบคุมอุณหภูมิให้
ได้ 37 องศาเซลเซียส อีกท้ังด าเนินการภายใต้สภาวะไม่มี อากาศ เพื่อให้เซลล์สามารถเจริญและสร้าง
ผลผลิตเกิดขึ้นได้  จากนั้นท าการเก็บตัวอย่างทุกๆ 3-4 ช่ัวโมงเป็นระยะเวลาประมาณ 40-60 ช่ัวโมง 
จนกว่าการสร้างกรดซัคซินิกจะหยุดลง หลังจากนั้นน ามาวิเคราะห์สารต่างๆต่อไป  
 

3.5.2 กระบวนการหมักแบบก่ึงกะ 

 ในการหมักแบบกึ่งกะจะสามารถแบ่งออกเป็นสองส่วนคือ ส่วนแรกเป็นการเตรียมอาหารเล้ียง
เช้ือ ปริมาตร 1.2 ลิตร พร้อมกันกับการเตรียมอาหารส าหรับการป้อนในขั้นตอนกึ่งกะ โดยมีการใช้แป้ง
มันส าปะหลังท่ีมีความเข้มข้น 5 เท่า จากนั้นเติมกล้าเช้ือเช่นเดียวกับแบบกะ และควบคุมระบบการหมัก 
คล้ายกับแบบกะ ท่ีมีการควบคุมค่า pH เท่ากับ 6.5 และหลังจากท่ีกระบวนการหมักแบบกะด าเนินไปจน
ปริมาณของน้ าตาลกลูโคสเริ่มหมดลง จึงเริ่มป้อนอาหารท่ีเตรียมไว้แล้วลงไป โดยจะท าการเติมน้ าเช่ือม
เข้มข้นเป็นครั้ง ๆ (intermittent feeding) เพื่อท าการหมักแบบกึ่งกะต่อไป นอกจากนี้ จะท าการศึกษา
กระบวนการหมักพร้อมท้ังจลนศาสตร์การหมัก รวมทั้งหาค่าตัวแปรต่าง ๆ เช่น ค่าการเจริญจ าเพาะ, 
ผลผลิตและผลิตผลของกรดซัคซินิก เป็นต้น 

 
 

3.6 การแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมักด้วยเทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซีส   
 การจัดชุดการทดลองการแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมัดด้วยระบบ ED 
(Electrodialysis bipolar membrane (EDBM) โดย ท่ี ชุดการทดลอง ส่ั งซื้ อมาจาก DW-Lab unit 
(Japan) เพื่อใช้ท าการแยกกรดซัคซินิกออกจากน้ าหมัก ส าหรับพื้นท่ีผิวท่ีมีประสิทธิภาพของแต่ละเมม
เบรนคือ 30 ตารางเซนติเมตร ใช้ทองค าขาวและสเตนเลสส าหรับขั้วบวกและแคโทดตามล าดับ     
(รูปภาพ 7 ) 
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รูปภาพ 7 Electrodialyer (SelemionTM DW-Lab Specification) 
 

ส่วนระบบการแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมักนั้น จะใช้ถังหมักเช่นเดียวกับระบบการ
หมักแบบกะและกึ่งกะ แต่จะมีการติดต้ังระบบการกรอบแบบ microfiltration ภายในถังหมัก น้ าหมักท่ี
ถูกท าให้บริสุทธิ์ปั๊มออกจากปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้หน่วยเยื่อกรอง (microfiltration) แบบจุ่มแช่เพื่อแยก
หรือกั้นเซลล์แบคทีเรียให้อยู่ภายในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ จากนั้นจะท าการดึงเอาน้ าหมักส่วนใสออกมา
ท าการแยกกรดซัคซินิกก่อนท่ีจะไหลเวียนน้ าหมักดังกล่าวกลับเข้าสู่ถังหมักต่อไป น้ าหมักท่ีผ่าน
กระบวนการหมักนี้ได้ถูกน าเข้าไปในหน่วย EDBM และหมุนเวียนไปในช่องเจือจาง (dilution stream) 
ภายในเซลล์ EDBM โดยใช้เครื่องปั๊มแบบ peristatic โดยมีสารละลาย Na2SO4 ความเข้มข้น 2 โมลาร์ 
(2M) ถูกใช้เป็นสารละลายอิเลคโตรไลท์ซึ่งไหลเวียนไปตามช่องขั้วบวกและขั้วลบในระหว่างกระบวนการ
ท างาน เครื่องแปลงกระแสไฟฟ้าถูกสร้างขึ้นภายในเพื่อผลิตกระแสไฟฟ้าตรง โดยแรงดันไฟฟ้าและความ
หนาแน่นกระแสอยูใ่นช่วง 0-100 โวลต์ (V) และ 0-1.2 แอมแปร์ต่อตารางเมตร (A/cm2) ตามล าดับ และ
อัตราการไหลของของเหลวในแต่ละ stream อยู่ท่ี 1.6 ลิตรต่อนาที โดยกรดซัคซินิก (ซัคซิเนท) จะถูก
แยกออกภายในเซลของระบบ ED และเกิดการถ่ายเทมวลไปท่ีขวดเก็บสารละลายในด้านของ cathode 
(รูปภาพ 8) 
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รูปภาพ 8  Experimental setup ส าหรับกระบวนการแยกกรดซัคซินิกควบคู่กับกระบวนการหมักด้วย
เทคนิคอิเลคโตรไดอะไลซีส 
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รูปภาพ 9 อุกรณ์อิเลคโตรไดอะไลซีสท่ีใช้ทดลองในงานนี้ 
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รูปภาพ 10 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน cathode 
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รูปภาพ 11 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน anode 
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รูปภาพ 12 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน cation membrane 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพ 13 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน anion membrane 
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รูปภาพ 14 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน electrolyte frame 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพ 15 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน dilute frame 
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รูปภาพ 16 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน concentrate frame 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพ 17 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน Pt wire 
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รูปภาพ 18 ลักษณะและส่วนประกอบของระบบ ED ในส่วน softlon 
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รูปภาพ 19 ปั๊มท่ีใช้ในระบบ ED 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาพ 20 ถังหรือตัวรองรับของเหลว 3 ถัง ในระบบ ED  

Set of pump IWAKI RD-05 
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รูปภาพ 21 การต่อไฟฟ้าในระบบ ED 
 

ในการท่ีจะให้มีความเข้มข้นของไอออนเพียงพอนั้น ขึ้นอยู่กับความสัมพันธ์ระหว่างแรงดันไฟฟ้า
ของกระแสและเมมเบรนด้วย ซึ่งเป็นไปตามกฎของโอห์ม (Ohm’s law) ท่ีกล่าวไว้ว่าแรงดันไฟฟ้าท่ีปลาย
ท้ังสองของตัวน าอยู่ท่ีสัดส่วนกับค่าแอมป์ 
 

 
 
รูปภาพ 22 อุปกรณ์ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ค่า LCD point 
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3.7 การวิเคราะห์ 

น าตัวอย่างท่ีเก็บได้จากถังปฏิกรณ์ชีวภาพ น ามาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที โดยเครื่องปั่นเหวี่ยง เพื่อแยกเซลล์และส่วนใสท่ีเป็นตัวอย่างท่ีต้องการน ามาวิเคราะห์  
ดังนี้คือ 

(1) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ โดยวิธี Dinitrosalicylic (DNS) method  ตามวิธีของ Miller (Miller, 
1959) โดยท่ีจะน าเอาน้ าหมักท่ีปั่นเหวี่ยงกรองเอาส่วนใสมา 0.5 มิลลิลิตร และเติม 3, 5-dinitrosalicylic 
acid reagent  0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองแก้ว จากนั้นน าไปต้มให้ความร้อนเพื่อให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงสี เป็นการเกิดปฏิกิริยาของน้ าตาลกับสารละลายท่ีเติมลงไปดังกล่าวเป็นเวลา 5 นาที และ
น าไปวิเคราะห์ผลหาค่าความขุ่นของตัวอย่างโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 520 
นาโนเมตร พร้อมกับท ากราฟมาตรฐานของน้ าตาลโดยแปรผันความเข้มข้นระหว่าง 0.2-1.0 ไมโครโมลต่อ
มิลลิลิตร ความเข้มข้นของน้ าตาลท้ังหมดจะถูกน ามาเปรียบเทียบกับกราฟความเข้มข้นน้ าตาล มาตรฐาน 
(ในท่ีนี้ใช้น้ าตาลกลูโคส) ท่ีทราบความเข้มข้นแล้ว เพื่อให้ได้กราฟมาตรฐานและเทียบกับค่าท่ีได้จาก
ตัวอย่างท่ีต้องการ 
 (2) ความเข้มข้นของเซลล์ในน้ าหมักได้ถูกวัดโดยใช้เครื่องวัดความเข้มของการดูดกลืนแสง หรือ  
spectrophotometer (UV–vis Spectrometer) ท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยตัวอย่างน้ าหมัก
จะ ถูกน าไปป่ันท่ีความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าส่วนท่ีเป็นอาหารเหลว 
(Supernatant) ท้ิงไป ก่อนท่ีจะเติมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ให้มีปริมาตรเท่าเดิม และ ท าการเจือจางให้มีความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม และ เปล่ียนเป็นความเข้มข้นของเซลล์ (Dry Cell Weight, DCW) กราฟมาตรฐาน 
(standard calibration curve) สามารถสร้างได้โดยท าการกรองแบคทีเรียท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร ผ่านกระดาษกรองขนาดรูพรุน 13 มิลลิเมตร, 0.2 ไมโครเมตร (Whatman, England) 
ร่วมกับการใช้สุญญากาศดูดออก และน ากระดาษกรองท่ีมีเซลล์ติดอยู่ไปอบเพื่อระเหยน้ าออกที่อุณหภูมิ 
ท่ีผ่านการอบให้แห้ง และ ช่ังน้ าหนักมาแล้ว จากนั้นน ากระดาษกรองดังกล่าวไปอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ค่าความเบี่ยงเบนมาตรฐานของการวัดความเข้มข้นของเซลล์อยู่ท่ี ± ร้อยละ 
5 ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95%     
 (3) การวิเคราะห์กรดอินทรีย์ชนิดต่างๆท่ีเกิดขึ้นในกระบวนการหมักกรดซัคซินิกและผลพลอยได้
ท่ีเป็นกรดอินทรีย์ชนิดอื่นๆ โดยท่ีตัวอย่างน้ าหมักจะถูกกรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.2 ไมครอนเพือ่ก าจัด
เซลล์แบคทีเรีย ก่อนท่ีจะท าการวิเคราะห์ ส่วนตัวอย่างในด้านตัวท าละลายอินทรีย์จะถูกฉีดเข้าเครื่อง
วิเคราะห์โดยตรง ซึ่งการวิเคราะห์เชิงปริมาณของสารตัวอย่าง ได้ด้วยเครื่อง High performance liquid 
chromatography (HPLC) ท่ีใช้ detector เป็น UV และ RI-detectors คอลัมน์ท่ีใช้แยกสารจะเป็น
ประเภท ion exchange column (Aminex HPX-87H, Biorad, Hercules, CA) และถูกวิเคราะห์ด้วย 
UV ท่ีความยาวคล่ืน 210 นาโนเมตร จากนั้นท า การค านวณปริมาณของกรดซัคซินิกเปรียบเทียบกับพื้นท่ี
ใต้กราฟของสารละลายตัวอย่างมาตรฐานท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ กัน ใช้อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และมี 
0.005 N H2SO4 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) เพื่อเป็นตัวน าพาตัวอย่างเข้าสู่คอลัมน์เกิดการแยก
สาร ท่ีอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  ท่ีอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 40 นาที
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 ซึ่งผลได้ สามารถน ามาใช้หาค่าผลผลิต (yield) และผลิตผลของกรดซัคซินิก (productivity) 
ต่อไป  

 
3.8 Electrodialysis analysis  

Removal ratio ของกลูโคส glucose (DG) และ soluble proteins (DP) หาได้จากสูตร: 
 

  
โดยท่ี MT และ MW คือ มวลของกลูโคสหรือโปรตีนในส่วนบนหรือ  top phase ซึ่งหมายถึงส่วน

ท่ียังคงเป็นผลึก (กรัม) และมวลของกลูโคสหรือโปรตีนท้ังหมด ตามล าดับ  
Recovery rate ของกรดซัคซินิกสามารถหาได้จากสมการ: 

 
 

โดยท่ี R คือ Recovery rate ของกรดซัคซินิก, WF และ WI คือจ านวนสุดท้ายและเริ่มต้น (หน่วย
เป็นกรัม) 

ค่าการน าไฟฟ้า (Conductivity): การน าไฟฟ้าของส่ิงท่ีได้รับก่อนและหลังผ่านระบบ ED วัดได้
โดยใช้อุปกรณ์พิเศษเฉพาะ 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 
 
4.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจากหัวมันส าปะหลังสดและการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในถังหมักขนาด 40 

ลิตร 

 เช้ือแบคทีเรีย Actinobacillus succinogenes โดยได้ท าการซื้อมาจากศูนย์เก็บรวบรวมสาย
พันธุ์จุลินทรีย์แห่งชาติ สหรัฐอเมริกา หรือ American Type Culture Collection (ATCC, USA) โดยมี
รหัสก ากับคือ 55618 จากนั้นนักวิจัยได้ท าการเพาะเช้ือด้วยอาหารเหลวที่ใช้หัวมันส าปะหลังสดเป็นแหล่ง
คาร์บอนหลัก โดยมีจุดประสงค์หลักเพื่อท่ีจะลดต้นทุนลงให้มากท่ีสุด เนื่องจากขณะนี้ราคาของหัวมัน
ส าปะหลังสดมีราคาถูก ประมาณ 2.0 บาทต่อกิโลกรัม โดยข้ันตอนต่าง ๆ แสดงในรูปภาพ 23 
 

  
  

  
รูปภาพ 23 แสดงการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากหัวมันส าปะหลังสด  
        
    รูปภาพ 23 แสดงขั้นตอนต่าง  ๆ ในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือจากหัวมันส าปะหลังสด โดยในขั้นตอน
แรกนั้น จะน าหัวมันส าปะหลังสดมาท าการล้างจนสะอาด ท าการปอกเปลือก และฝานเป็นช้ืนเล็ก ๆ หนา
ประมาณ 1-2 เซ็นติเมตร จากนั้นท าการบดด้วยเครื่องบดเนื้อท่ัว ๆ ไป ซึ่งเครื่องบดเนื้อนี้มีราคาถูก 
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(ประมาณ 5 พันบาท) ในระหว่างท่ีบดนั้นจะท าการเติมน้ าลงไปเล็กน้อยเพื่อไม่ท าให้มันส าปะหลังบดนั้นมี
ลักษณะท่ีแห้งเกินไป โดยท่ัว ๆ ไปแล้ว จะค่อย ๆ ท าการเติมน้ าในอัตราส่วนร้อยละ 50 โดยน้ าหนักของ
หัวมันสด ซึ่งข้อได้เปรียบของการใช้หัวมันส าปะหลังสดในการเตรียมน้ าเช่ือมก็คือการใช้น้ าในปริมาณน้อย 
ท้ังนี้เนื่องจากหัวมันส าปะหลังสดจะมีน้ าอยู่เป็นปริมาณมากอยู่แล้ว หลังจากท่ีท าการบดเสร็จเรียบร้อย
แล้ว จะได้หัวมันส าปะหลังบดท่ีมีลักษณะเป็นของเหลวข้น มีกากใยของไฟเบอร์ปนอยู่จ านวนมาก (รูปบน
ขวา) ซึ่งโดยท่ัวไปแล้ว หัวมันสดอายุ 8 เดือนจ านวน 1 กิโลกรัม จะมีปริมาณแป้งประมาณร้อยละ 30 
(300 กรัม)   

เนื่องจากหัวมันบดท่ีได้นั้น จะมีปริมาณของแป้งและกากใยค่อนข้างสูง ดังนั้นหากท าการให้ความ
ร้อนสูงโดยตรง จะท าให้มีลักษณะเป็นแป้งสุกและจะมีความเหนียวมาก (คล้าย ๆ ขนมมันส าปะหลัง) ท า
ให้ไม่สามารถย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาลได้ ดังนั้นจึงจ าเป็นท่ีจะต้องมีขั้นตอนอีกขั้นตอนหนึ่งเข้ ามาคือ การ
แยกกาก ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้ใช้เครื่องมืออย่างง่ายในการสกัดแป้งคือ เครื่องแยกกาก (รูปล่างซ้าย) โดยมี
หลักการท างานคล้ายกับเครื่องปั่นเหวี่ยงแบบความเร็วสูง ซึ่งน้ าแป้งจะผ่านรูกรองขนาด 100 mesh ท่ี
ติดต้ังอยู่ภายในเครื่อง ส่วนกากมันซึ่งมีขนาดใหญ่จะไม่สามารถผ่านรูกรองนี้ได้ และจะถูกสลัดให้ออกจาก
เครื่อง โดยมีการท างานเป็นแบบต่อเนื่อง สามารถกรองน้ าแป้งได้ในอัตราประมาณ 100  กิโลกรัมต่อ
ช่ัวโมง ล าดับถัดไปคือการย่อยแป้งให้เป็นน้ าตาลกลูโคส (glucose) โดยจะมีการท างานสองขั้นตอนคือ 
การย่อยครั้งท่ี 1 และการย่อยครั้งท่ี 2 ซึ่งการย่อยครั้งท่ี 1 นั้น จะท าการเพิ่มอุณหภูมิของหม้อต้มให้เป็น 
90 องศาเซลเซียสและท าการเติมน้ าย่อยชนิดอัลฟ่าอะไมเลส (-amylase) ลงไป เพื่อท าหน้าท่ีในการ
ย่อยโมเลกุลของแป้งให้มีขนาดเล็กลง ซึ่งในขั้นตอนนี้จะใช้เวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง โดยจะสังเกตเห็นว่ามี
ลักษณะเป็นของเหลวท่ีใสมากขึ้น และความหนืดจะลดลงเป็นอย่างมาก จากนั้นจะท าการย่อยครั้งท่ี 2 
โดยท าการลดอุณหภูมิของระบบลงจนเหลือ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมงและท าการเติมน้ าย่อย
ชนิดกลูโคอะไมเลส (gluco-amylase) ลงไปเพื่อท าการปลดปล่อยน้ าตาลกลูโคสออกมา  และได้น้ าเช่ือม
จากหัวมันส าปะหลังสด (รูปภาพ 23 ขวาล่าง) มีลักษณะเป็นสีเขียวจาง ๆ มีค่าของแข็งท่ีละลายได้
ประมาณ 25 บริกซ์ โดยสามารถวัดได้โดยเครื่อง refractometer ส่วนกากท่ีแยกได้นี้ สามารถน าไปรวม
กับเปลือกของหัวมันส าปะหลังเพื่อใช้ประโยชน์ได้อีกเช่นใช้เป็นสารป้อนในถังบ าบัดระบบไร้อากาศเพื่อ
ผลิตเป็นก๊าซชีวภาพ (ไบโอแก๊ส) ส าหรับปั่นกระแสไฟฟ้า ในขั้นสุดท้ายท าการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ใน (pH) ของอาหารเล้ียงเช้ือให้ได้ 6.5 โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และเติม Diammonium 
phosplate (DAP) เพื่อเพิ่มไนโตรเจนในความเข้มข้นประมาณร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก จากนั้นน ามาใส่ใน
ถังหมักขนาด 40 ลิตร ก่อนท่ีจะท าการนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  
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รูปภาพ 24 การเตรียมกล้าเช้ือในถังหมักขนาด 5 ลิตรและกระบวนการหมักกรดซัคซินิกแบบกะในถงัหมัก

ขนาด 40 ลิตร  
 
 
4.2 กระบวนการหมักกรดซัคซินิก (Succinic acid fermentation processes) โดยใช้แบคทีเรีย
สายพันธุ์ Actinobaciilus succinogenes ATCC 55618 

 ดังท่ีกล่าวก่อนข้างต้น  Actinobaciilus succinogenes ATCC 55618 เป็นจุลินทรีย์ท่ีมักถูกเลือกใช้
ส าหรับกระบวนการหมักกรดซัคซินิกซึง่สามารถทนความเป็นกรดซัคซินิกได้สูง ซึ่ง A. succinogenes 
ATCC 556188 คัด แยกมาจากกระเพาะของวัวโดยสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพมิชิแกน อินเตอร์เนช่ันเนล 
(MBI) ในแลนซิง, มิชิแกน, ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งสามารถผลิตกรดซัคซินิกให้ค่าความเข้มข้นที่สูงและ
ให้กรดซัคซินิกเป็นผลิตภัณฑ์หลักมากกว่าแบคทีเรียสายพันธุ์อื่น ๆ ท่ีปราศจากการปรับแต่งยีนหรือปรับ
แต่สายพันธุ์ สายพันธุ์ดังกล่าวนี้มีลักษณะท่ีตามต้องการท้ังหมดและถูกน ามาใช้ในกระบวนการหมักใน
การศึกษาครั้งนี้  
 
 4.2.1 กระบวนการหมักแบบกะ 

 ส าหรับกระบวนการหมักกรดซัคซินิกแบบกะในกระบวนการผลิตนั้นมีการใช้หัวเช้ือ 10% โดย
ปริมาตร โดยท าบ่มเล้ียงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือ Tryptic soya เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงและถ่ายเช้ือด้วย
เทคนิคปลอดเช้ือลงถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 2.0 L ส าหรับการเจริญของ A. succinogenes ATCC 55618 
โดยใช้น้ าตาลกลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนหลัก  ส าหรับการเพาะเล้ียงจะเพาะในระบบไร้อากาศ ท่ีอุณหภูมิ 
37 ° C   ท้ั งนี้ มี ก ารกวนผสมสารในถังปฏิ กรณ์ ด้วยความ เร็ว  200  rpm และมี การให้ แก๊ ส
คาร์บอนไดออกไซด์ ให้กับน้ าหมักในถังปฏิกรณ์ ด้วยอัตรา 0.5 vvm  ค่า pH ในน้ าหมัก มีการควบคุม
โดยอัตโนมัติท่ี 6.8-7.0  ควบคุมด้วยการเติมสารละลายแคลเซียมคาร์บอเนต CaCO3  40 wt.%. ใน
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ระหว่างการหมักแบบกะโดย A.succinogenes ATCC 55618 แสดงในรูปภาพ 25 ความเข้มข้นของ
น้ าตาลลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 40 ช่ัวโมงแรกของกระบวนการหมัก  ต่อจากนั้นอัตราการบริโภคน้ าตาล
จะค่อยๆลดลงและน้ าตาลกลูโคสถูกบริโภคจนหมดโดยเซลล์เเบคทีเรียท่ี 58 ช่ัวโมง การศึกษาครั้งนี้ได้มี
การต้ังข้อสังเกตว่า A.succinogenes ATCC 55618 มีระยะพักของเซลล์ท่ีค่อนข้างส้ันอยู่ท่ีช่ัวโมงท่ี 8 
ของกระบวนการหมัก และหากสังเกตจากกราฟจะเห็นได้ว่า ความเข้มข้นเซลล์มีค่าความเข้มข้น ช่วง 
plateau ของกราฟ ประมาณ 3.8 กรัมต่อลิตร  และยังคงเป็นค่าความเข้มข้นดังกล่าวนี้จนถึง ส้ิน
กระบวนการหมัก   ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสเหลืออยู่ประมาณ  0.6  กรัมต่อลิตร ภายหลัง 58 
ช่ัวโมง  และค่าความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดท่ี 3.89 กรัมต่อลิตร ในระหว่างการเจริญเของเซลล์ ความ
เข้มข้นของกรดซัคซินิกเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 30 ช่ัวโมงแรกและจากนั้นความเข้มข้นก็คงท่ีตาม
แนวโน้มการเจริญของเซลล์   
         กรดซัคซินิกเป็นผลิตภัณฑ์กรดท่ีได้จากกระบวนการหมักเมื่อเกิดการผลิตกรด น้ าหมักในถัง
ปฏิกรณ์จะมีค่า pH ท่ีลดลง  ซึ่งจ าเป็นต้องมีการใช้ตัวปรับด่าง (Alkaline neutralize) เพื่อควบคุมค่า 
pH ของน้ าหมัก  ในกรณีนี้ค่า  pH จะถูกควบคุมท่ี 6.8 ± 0.2 โดยเป็นการควบคุมค่า pH แบบอัตโนมัติ   
ส่วนใหญ่ของการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตกรดซัคซินิกจะมีการใช้ MgCO3 เป็นตัว Alkaline neutralize 
และเพื่อให้ได้มาซึ่งความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ท่ีสูงในกระบวนการหมัก  แต่ในทางในทางปฏิบัติส าหรับ
อุตสาหกรรมการหมักกรดซัคซินิกแล้วนั้น ค่าใช้จ่ายของการใช้  MgCO3 นั้นไม่มีความเหมาะสมเท่าท่ีควร   
ในศึกษานี้จึงได้มีการปรับเปล่ียน  ตัว Alkaline neutralize จาก MgCO3  มาเป็น  Ca(OH)2  การทดลอง
จะเห็นได้ว่า ผลของความเข้มข้นของกรดซัคซินิกเมื่อใช้ Ca(OH)2 เป็นตัว Alkaline neutralize ให้ผล
การทดลองท่ีเดีเช่นเดียวกับการใช้ MgCO3  โดยท่ีความเข้มข้นสุดท้ายกรดซัคซินิกในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมี
ความเข้มข้นที่  53.25  กรัมต่อลิตร ส่งผลให้ได้ผลผลิตท่ี  0.62 กรัมต่อกรัมของสารต้ังต้น   โดยท่ีค่า
ผลผลิตนี้ถือเป็นค่าผลผลิตท่ีดีมีการยอมรับในงานเอกสารท่ีใช้สายพันธุ์เดียวกัน (Li และคณะ,. 2011)  
แม้ว่ากรดซัคซินิกจะเป็นผลิตภัณฑ์หลักแต่ก็ยังมีการผลิตกรดอะซิติก, กรดฟอร์มิก, และกรดแลคติก เป็น
กรดผลพลอยได้ โดยท่ีความเข้มข้นสุดท้ายของกรดฟอร์มิก, กรดแลคติก,และกรดอะซิติกเป็น 12.3, 2.7 
และ 10.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และความเข้มข้นของกรดซัคซินิกและความเข้มข้นกรดอินทรีย์ผลพลอย
ได้ ในระหว่างกระบวนการหมักแบบกะนัน้แสดงในรูปภาพ 26 
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รูปภาพ 25 แผนภาพแสดงการใช้น้ าตาลกลูโคสของเซลล์และความเข้มข้นของเซลล์ในระหว่าง
กระบวนการหมักแบบกะเทียบกับเวลาโดย A. succinogenes. ATCC 55618  
 

 
รูปภาพ 26 แผนภาพแสดงความเข้มข้นกรดซัคซินิกและกรดอินทรีย์ผลพลอยได้ในระหว่างกระบวนการ
หมักแบบกะเทียบกับเวลาโดย  A. succinogenes. ATCC 55618 
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 อย่างไรก็ตามการเจริญโตของเซลล์ขึ้นอยู่กับปริมาณสารอาหารและสารอาหารท่ีจ ากัดอยู่ใน
กระบวนการหมักแบบกะ ส าหรับกระบวนการหมักขั้นแรก (Upstream process) นั้นสามารถปรับให้มี
การเพิ่มผลผลิตท้ังตัวผลิตภัณฑ์ และการผลิตเชิงปริมาตรของกระบวนการหมักได้ ดังนั้นจึงเป็นท่ีน่าสนใจ
ท่ีจะศึกษากระบวนการหมักซ้ าแบบกะ (Repeat-batch mode) ท่ีซึ่งสามารถแก้ปัญหาด้านความเข้มข้น
ของสารต้ังต้นให้สามารถเพิ่มสารต้ังต้นได้อย่างต่อเนื่องในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 
  4.2.2 กระบวนการหมักแบบก่ึงกะ (Fed-batch fermentation) 

 เนื่องจากกรดซัคซินิกและกรดอินทรีย์ท่ีเป็นผลพลอยได้อื่น ๆ มีลักษณะท่ีเป็นพิษต่อเซลแบคทีเรียสูง 
ท าให้เกิดปรากฎการณ์ท่ีเรียกว่าการยับยั้งจากผลิตภัณฑ์ (product inhibition effect) อีกท้ังความ
เข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นก็มีอิทธิพลต่อประสิทธิภาพของการหมักเช่นกัน ดังนั้นจลศาสตร์ของการหมักจึง
แตกต่างจากกระบวนการหมักแบบท่ัว ๆ ไป โดยสมการของโมนอดในรูปแบบของการยับยั้งจาก
สารอาหารสามารถแสดงได้ดังนี้ 
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โดยสมการข้างบนพบว่า สามารถท่ีจะลดรูปลงเมื่อค่าความเข้มข้นของสารต้นเพิ่มขึ้นได้ดังนี้ 

ss

s

n

s

s

KC

C

C

C

+














*max 1

  
ในขณะเดียวกันค่าการยับยั้งจากผลิตภัณฑ์ท่ีส่งผลกระทบต่ออัตราการเจริญจ าเพาะของเช้ือสามารถแสดง
โดยสมการ 
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และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของการเจริญเมื่อท าการรวมกันของการยับยั้งท้ังจากสารต้ังต้นและ
ผลิตภัณฑ์แล้วจะได้สมการ  



























+












 

ia

P

P

ss

s

n

s

s

C

C

KC

C

C

C
**max 11

 
 
 ในท่ีนี้ µ = ค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ Specific growth rate (h-1), µm = ค่าอัตราการเจริญจ าเพาะ
สูงสุดMaximum specific growth rate (h-1), Ks = ค่าคงท่ีของโมนอดส าหรับการเจริญ  Monod 
constant for growth (g L-1), CS = ความเข้มข้นของน้ าตาล Substrate concentration (g L-1), C*

S = 
ความเข้มข้นวิกฤตของน้ าตาลท่ีแบคทีเรียทนได้สูงสุด Critical substrate concentration (g L-1), CP = 
ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์หรือผลพลอยได้ product or by-product concentration (g L-1), C*

P  = 
ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์หรือผลพลอยได้สูงสุดท่ีเกิดการยับยั้งต่อแบคทีเรีย  Critical product 
concentration (g L-1), เลขยกก าลัง n และ ai เป็นค่าค่าท่ีส าหรับสารต้ังต้นและผลิตภัณฑ์ ตามล าดับ 
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นอกจากนี้ ช่วงเวลาของ lag phase ยังพบว่ามีความสัมพันธ์อย่างยิ่งกับค่าความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาล
กลูโคส โดยพบว่าช่วงเวลา lag phase (TL) จะยาวนานขึ้นเมื่อความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลมีมากขึ้น 
โดยมีความสัมพันธ์ตามสมการของ Belehradek ต่อไปนี้ 
 

  CsSL CT  +  โดยท่ี , , และ  คือค่าคงท่ีของสมการ ส่วนค่า Cs คือค่า step function  
 
โดยมีค่าเท่ากับ 1 เมื่อความเข้มข้นของน้ าตาลน้อยกว่าค่า CS และมีค่าเท่ากับ  เมื่อความเข้มข้นของ
น้ าตาลมากกว่า C*

S  
การพลศาสตร์การเจริญของเช้ือ A. succinogenese ในการวิจัยนี้สามารถแสดงได้ดังสมการ 
 

X
dt

dX


 โดยท่ี X คือความเข้นของเซลล์ (g L-1) 
 
ส่วนสมการของ Leudeking–Piret ได้ถูกออกแบบส าหรับค่าผลิตผล (productivity) ของผลิตภัณฑ์ดัง
สมการ  
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โดยท่ี P และ P คือ ค่าท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญ growth associate และค่าท่ีไม่เกี่ยวข้องกับการเจริญ 
non-growth associate ตามล าดับ 
ส่วนอัตราการใช้น้ าตาลของเช้ือจะขึ้นอยู่กับความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของเช้ือ การเกิดผลิตภัณฑ์
และการรักษาสภาวะของเซลล์ดังสมการ 

X
dt
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โดยท่ี 
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 และ 
m

Y SP
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 โดยท่ี m คือ ค่าการรักษาสภาวะของเซลล์นั่นเอง 
เนื่องจากค่าคงท่ีทางจลศาสตร์ต่าง ๆ ของการหมักกรดซัคซินิกมีจ านวนมาก ดังนั้นนักวิจัยจึงได้หาค่า
เหล่านี้จากการทบทวนวรรณกรรม โดยตาราง 3 ได้สรุปค่าต่าง ๆ ดังนี้ 
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ตาราง 3 การสรุปค่าคงท่ีต่าง ๆ ส าหรับจลศาสตร์การหมักกรดซัคซินิกจากน้ าตาลกลูโคส (Lin et al., 
2008) 
 
ค่าตัวแปร (parameters) ค่า (Value) หน่วย 
max 0.5 h-1 
C*

S 155 g L-1 
Ks 2.03 g L-1 
N 0.603 - 
M 11.9 - 
C*

P   
   ซัคซิเนต 104.2 g L-1 
   ฟอร์เมต 16 g L-1 
   อะซีเตท 44.2 g L-1 
   แล็กเตท 100 g L-1 
 -1.82 - 

 1.2 - 

 0.369 - 
P   
    กรดอะซีติก 1.43 g g-1 
     กรดฟอร์มิก 0.881 g g-1 
   กรดแล็กติก 0.2 g g-1 
  กรดซัคซินิก 3.60 g g-1 
P   
    กรดอะซีติก 0.045 g g-1 
     กรดฟอร์มิก 0.013 g g-1 
   กรดแล็กติก 0.049 g g-1 
  กรดซัคซินิก 0.299 g g-1 
 4.35 g g-1 

 0.308 g (g h)-1 
         
 ส าหรับการออกแบบกระบวนการหมักแบบกึ่งกะนั้น มีจุดประสงค์หลักในการเพิ่มประสิทธิภาพของ
การหมักโดยท าการเติมอาหารเหลวเข้มข้นเป็นครั้ง ๆ เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดการยับยั้งเนื่องจากสารต้ังต้น 
ในท่ีนี้ได้ใช้โปรแกรม Visual Basic for Applications (VBA) มาช่วยในการค านวณออกแบบ โดยท าการ
แบ่งการหมักเป็น 3 ช่วง และใช้วิธีการ Runge-Kutta 4 มาใช้ในการท าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์
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ส าหรับอัตราการเจริญ การใช้กลูโคสและการเกิดผลิตภัณฑ์ โดยเฉพาะกรดซัคซินิก ซึ่งรูปภาพ 27 แสดง
การท าแบบจ าลองทางคณิตศาสาตร์และการเปรียบเทียบผลการทดลอง ซึ่งพบว่าได้ผลิตภัณฑ์ต่ ากว่า
ความคาดหมายจากการท าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ค่อนข้างมาก  โดยผลการทดลองพบว่าสามารถท า
การหมักกรดซัคซินิกได้ประมาณ 74 กรัมต่อลิตรซึ่งไม่เป็นตามท่ีได้คาดคะเนไว้ ซึ่งสาเหตุนั้น อาจจะเกิด
เนื่องมาจากการก าหนดค่าตัวแปรต่าง ๆ ท่ีไม่ถูกต้อง ซึ่งจะได้ท าการปรับปรุงในล าดับถัดไป 
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รูปภาพ 27 แสดงการการเจริญของเซลล์ การใช้กลูโคส และการเกิดผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ โดยท าการ
เปรียบเทียบระหว่างการท าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ (บน) และผลท่ีได้จากการทดลอง (ล่าง) 
 

รูปภาพ 28 แสดงระยะเวลาในการเจริญของเซลล์ ปริมาณการใช้กลูโคสและความเข้มข้นของ
กรดอินทรีย์ชนิดต่าง ๆ ในระหว่างการหมักจริงของ A. succinogenes ATCC 55618 แบบกึ่งกะในถัง
หมัก ซึ่งจากการวิเคราะห์ตัวอย่างด้วย HPLC นั้นจะพบว่า ถึงแม้ว่ากรดซัคซินิกจะเป็นผลผลิตหลักแต่เช้ือ
ดังกล่าวก็ยังผลิตกรดอะซิติก กรดฟอร์มิก และกรดแลคติก เป็นผลพลอยได้ของกระบวนการหมัก การ
หมักแบบกะ แสดงให้เห็นข้อจ ากัดของการหมักท่ีสามารถผลิตกรดซัคซินิคสูงสุดได้ไม่เกิน 95 กรัมต่อลิตร 
เมื่อพิจารณาจากการหมักกรด polysaccharide and ganoderic โดยใช้ Ganoderma lucidum (Liu 
et al., 2008a) ในทางตรงกันข้ามการหมักแบบกึ่งกะจะมีการเติมแหล่งคาร์บอน ซึ่งช่วยป้องกันการยับยั้ง
การเจริญ  (cell growth limitation) และการถูกยับยั้ ง โดยก ลูโคสท่ี เป็นสาร ต้ังต้น  (substrate 
inhibition) ดังนั้นในงานวิจัยนี้ สารต้ังต้นจะถูกป้อนลงไป โดยใช้กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ เพื่อวัด
ปริมาณการผลิตกรดซัคซินิก ในงานวิจัยนี้จะเปรียบเทียบและประเมินประสิทธิภาพการผลิตกรดซัคซินิก 
ในรูปภาพ 28 แสดงให้เห็นว่าในช่วง 12 ช่ัวโมงแรกปริมาณกลูโคสถูกน ามาใช้อย่างรวดเร็ว โดยท่ีความ
เข้มข้นเริ่มต้น 70 กรัมต่อลิตรไปจนถึงถึงประมาณ 30 กรัมต่อลิตร และสอดคล้องกับการหมักแบบกะ ท่ี
ท าให้มีการเจริญเติบโตของเซลล์สูง สารละลายกลูโคสท่ีมีความเข้มข้นสูงถูกป้อนเข้าไปในถังหมักโดยการ
ปั๊มลูกกล้ิง ในช่วง 12-24 ช่ัวโมงเพื่อให้ระดับกลูโคสอยู่ในช่วง 30-40 กรัมต่อลิตร หลังจากการหมัก 6 
ช่ัวโมงความเข้มข้นของเซลล์เพิ่มข้ึนอย่างมากมีค่าสูงสุด 3.99 และ 4.24 กรัมต่อลิตร โดยใช้กลูโคสและ
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แป้งมันส าปะหลัง ตามล าดับ นอกจากนี้ความเข้มข้นของกรดซัคซินิคมีค่าสูงสุดเท่ากับ 151.44 และ 
100.54 กรัมต่อลิตร โดยสารต้ังต้นคือ มันสัมปะหลังและกลูโคสตามล าดับ ในทางตรงกันกรดอินทรีย์ท่ี
เป็นผลิตภัณฑ์พลอยได้ เพิ่มขึ้นเล็กน้อยโดยเฉพาะอย่างยิ่งกรดแลคติคและกรดฟอร์มิกซึ่งเกือบจะหายไป
หลังจากป้อนกลูโคสในครั้งแรก อย่างไรก็ตามมีการสร้างกรดไพรูริคท่ีมีความเข้มข้นไม่เกิน 1.0 กรัมต่อ
ลิตรในท้ังสองกรณี ผลผลิตท่ีได้จากการหมักแบบกึ่งกะ คือ 3.22 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง 
 

 
รูปภาพ 28 แสดงการการเจริญของเซล การใช้กลูโคส และการเกิดผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ในระหว่างการหมัก

จริงแบบกึ่งกะ 
 
 
4.3 การท าบริสุทธิ์เบื้องต้น 

  ภายหลังจากท่ีกระบวนการหมักเสร็จส้ินลง พบว่าน้ าตาลในระบบได้ถูกใช้ไปจนหมดแล้ว และ
เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่นกรดอินทรีย์และจ านวนของเซลล์ท่ีเพิ่มมากขึ้น ในโครงการวิจัยนี้ได้ท าการ
ท าบริสุทธิ์น้ าหมักเบื้องต้นโดยใช้ระบบการกรอง 2 ระบบคือ 1 ไมโครฟิวเตรช่ัน (microfiltration, MF) 
และ 2 นาโนฟิวเตรช่ัน (nanofiltration, NF) ซึ่งระบบแรกนัน้ จะเป็นการใช้เย่ือแผ่นบางท่ีมีขนาดของรู
กรอง 0.1 ไมครอน เพื่อท าหน้าท่ีในการแยกเซลล์ของแบคทีเรียออกจากน้ าหมักก่อนเป็นอันดับแรก 
(รูปภาพ 29) ซึ่งการแยกเซลล์ออกก่อนนี้ มีความส าคัญต่อขั้นตอนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิกเป็นอย่าง
มาก ท้ังนี้เนื่องจากภายในเซลล์นั้นประกอบไปด้วยสารชีวเคมีต่าง ๆ มากมาย ซึ่งหากเซลล์ของแบคทีเรีย
แตก จะท าให้สารต่าง ๆ เหล่านั้นไหลออกมาปนเป้ือนในน้ าหมักมากขึ้น ท าให้เพิ่มความยุ่งยากต่อ
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กระบวนการท าบริสุทธิ์มากขึ้นไปอีก กระบวนการไมโครฟิวเตรช่ันจะใช้ส าหรับการแยกเซลล์ออกจากน้ า
หมักเท่านั้น ซึ่งส่วนท่ีกรองได้ (filtrate) จะมีลักษณะท่ีใสแต่จะยังมีสีเหลืองอยู่ ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ
โปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่อื่น ๆ อยู่ ในขั้นตอนถัดมาจะเป็นการใช้ระบบนาโนฟิวเตรช่ันในการก าจัดสาร
ดังกล่าวออกไป ซึ่งสารเหล่านี้อาจจะตกค้างอยู่บนผิวหน้าของเมมเบรนในระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส ท า
ให้ประสิทธิภาพการท างานลดลงได้ ระบบนาโนฟิวเตรช่ันท่ีใช้ในโครงการวิจัยนี้เป็นแบบท่อม้วน (spiral 
wound) มี molecular weight cut off ท่ี 100 ดาลต้น โดยมีการใช้ปั๊มแรงดันสูงประมาณ 10 บาร์ใน
การเพิ่มความดันในด้านของสารป้อน ซึ่งโปรตีนและสารโมเลกุลใหญ่อื่น ๆ จะมีขนาดท่ีใหญ่กว่ารูพรุนของ
เย่ือแผ่น ท าให้ไม่สามารถผ่านเย่ือแผ่นได้ ในขณะท่ีกรดอินทรีย์ต่าง ๆ จะมีขนาดเล็กกว่าและจะแพร่ผ่าน
เย่ือแผ่นไปเป็นส่วนกรอง (permeate หรือ filtrate) ซึ่งส่วนท่ีกรองได้นี้จะได้น าไปศึกษาถึงระบบอิเลค
โตรไดอะไลซีสต่อไป 

 
 

 
 
รูปภาพ 29 ระบบการกรองแบบไมโครฟิวเตรช่ันและนาโนฟิวเตรช่ัน (บน) และตัวอย่างของน้ าหมักส่วน
ต่าง ๆ ท่ีผ่านขั้นตอนการกรองแล้ว 

MF 

NF 
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4.4 การศึกษาระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส (Electrodialysis) 

 

เมมเบรนจะถูกค่ันด้วย spacers (หมายเลข 5) ซึ่งจะถูกประกอบด้วยแป่นเมมเบรนเมพื้นท่ีผิว 
ร่วมกับอิเลคโตรไลท์รวมกับซีลรอบ ๆ แผ่นรองพื้นป้องกันไม่ให้แผ่นปิดสัมผัสกัน รูปแบบ Spacer ซ้อน
กันขึน้รูปด้วยรูของท่อ ซึ่งจัดหรือแบ่งเป็นทางโดยจะอยู่ในทางท่ีแยกออกจากกันแบ่งออกเป็น สองระบบ 
หรือสองช่องทางท่ีแตกต่างกัน ด้วยวิธีนี้จะมีการสร้างวงจรของสารละลายเจือจาง (dilute) ส่วนตัวเซลล์มี
ความแตกต่างกันในขนาดของแผ่นเย่ือท่ีใช้รูปร่างและความหนาโดยท่ีมีมีฐานเป็นรูปส่ีเหล่ียมจัตุรัสขนาด 
11 x 11 ซม. มี  active membrane window  ประมาณ 8 x 8 ซม. (ส่วนท่ีเหลือปกคลุมด้วยซีล 
(หมายเลข 4) และพื้นท่ีด้านเข้า / ทางออก (inlet/outlet areas) (รูปภาพ 30) 
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1: Polypropylene end plate 8: Inlet anode cell 

2: Electrode 9: Inlet concentrate cell 

3: Electrode chamber 10: cation exchange membrane 

4: spacer-sealing PVC 11: AAM 

5: Spacer fabric 12: Inlet diluate cell 

6: Screws 13: Inlet cathode chamber 

7: Steel frame  

รูปภาพ  30 หลักการท่ัวไปของเซลล์ Electrodialysis ท่ีใช้ในการศึกษานี้ 
 

 

 
 
 
การออกแบบการด าเนินการในระบบ ED แสดงดังรูปภาพ 31 
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รูปภาพ 31 อุปกรณ์ ED ในภาพรวมที่ใช้ในการศึกษานี้ 
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อิเลคโตรไดอะลิซิส เป็นเซลล์อิเล็กโทรไลต์ท่ีใช้แยกไอออนจากสารละลายโดยให้ไอออนเคล่ือนท่ี

ผ่านเย่ือแลกเปล่ียนไอออน ซึ่งเป็นเย่ือบางๆ ไปยงัขั้วไฟฟ้าท่ีมีข้ัวตรงกนัข้าม สารละลายจึงมีความเข้มข้น
ลดลง ดังนั้นจึงใช้หลักการนี้ในอุตสาหกรรมหลาย ๆ อย่าง เช่นการท าน้ าจืดจากน้ าทะเล และการท า
ความเช้มข้นอิออนต่าง ๆ เป็นต้น ในโครงการ วจัิยนี้ได้มีการประยุกต์ใช้ระบบดังกล่าวในการแยกอิออนข
องกรดอินทรีย์เช่นซัคซิเนต แล็กเตท อะซิเตท ออกจากระบบโดยใช้น้ าหมักท่ีได้ผ่านกระบวนการไมโคร
ฟิวเตรช่ันและนาโนฟิวเตรช่ันมาแล้วเป็นสารป้อน ซึ่งการต่อระบบอิเลคโตรไดอะไลซีสนั้นแสดงในรปูภาพ
32 
 
 

 
 
 
รูปภาพ 32 การจัดชุดการทดลองอุปกรณ์อิเลคโตรไดอะไลซีสเพื่อทดลองสารสังเคราะห์ 
 
 4.4.1 การหาค่า Limit current density (LCD) และ constant voltage operation 
 

 LCD เป็นส่ิงท่ีส าคัญส าหรับการด าเนินงานในระบบ ED โดยท่ีเราต้องใช้ ED ภายใต้ LCD เพื่อ
หลีกเล่ียงการแยกน้ า หากเราใช้ระบบ ED เกินกว่าค่า LCD เป็นสาเหตุท าให้การแยกน้ าจะเกิดขึ้น ตาม
ด้วยท าให้เกิดการเปล่ียนค่า pH และการแยกน้ าท าให้เกิดการสร้างระดับและความเสียหายของเมมเบรน 
ดังนั้นเราต้องตรวจสอบ LCD ในตอนแรกของการด าเนินการทดลอง 
 

Feed tank 

ED cell Permeate 
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รูปภาพ 33 การหาค่า LCD ระหว่างกระแสท่ีให้กับความต่างศักย์ท่ีได้รับ 
 
 
 ในขั้นแรกนั้นจะเป็นการหา limiting current density (LCD) ซึ่งเป็นค่าท่ีมีความส าคัญกับระบบมาก 
เนื่องจากเป็นการหาค่าความสัมพันธ์ระหว่างแรงต้านทานทางไฟฟ้าและค่าของกระแสท่ีถูกใช้ในระบบ ซึ่ง
ค่า LCD นี้จะเป็นค่าเฉพาะของระบบ ขึ้นอยู่กับชนิดของเมมเบรน ชนิดของสารละลายท่ีใช้ในการทดลอง 
การจัดเรียงเมมเบรนระหว่าง cation และ anion exchange membrane และสภาวะของการทดลอง
ต่าง ๆ โดยจะท าการติดต้ังอุปกรณ์วัดความต่างศักย์ (volt meter) จากนั้นท าการปรับค่ากระแสตรง 
(direct current) จาก 0-0.9 แอมแปร์ ในขณะเดียวกันก็จะท าการบันทึกค่าโวลต์ท่ีอ่านได้และจะได้กร๊าฟ
ดังรูปภาพ 33 
 
 
4.5 การทดสอบระบบ electrodialysis bipolar membrane (EDBM) technique 
 

อิเล็กโทรไดอะลิซิส เป็นเซลล์อิเล็กโทรไลต์ท่ีใช้แยกไอออนจากสารละลายโดยให้ไอออนเคล่ือนท่ี
ผ่านเย่ือแลกเปล่ียนไอออน ซึ่งเป็นเย่ือบาง ๆ ไปยังขั้วไฟฟ้าท่ีมีข้ัวตรงกันข้าม สารละลายจึงมีความเข้มข้น
ลดลง โดยท่ีED แตกต่างจาก RO และ UF ตรงท่ีอิออนจะถูกแยกออกจากน้ าโดยเคล่ือนท่ีผ่านเยื่อเมม
เบรน ในขณะท่ี RO และ UF น้ าจะเป็นตัวท่ีเคล่ือนท่ีผ่านเย่ือเมมเบรน แยกออกจากส่ิงเจือปนท่ีละลาย
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อยู่ ในโมดูลของ ED ประกอบด้วยขั้วไฟฟ้าอิเล็คโทรด 2 ขั้ว คือ แอโนด (ขั้วบวก) และแคโธด (ขั้วลบ) 
และช้ันเย่ือเมมเบรนแบบพิเศษ คือ เมมเบรนชนิดท่ียอมให้อิออนบวกลอดผ่านไปได้แต่ไม่ยอมให้อิออนล
บผ่าน เรียกว่า Cation transfer membrane  และเมมเบรนชนิดท่ียอมให้อิออนลบลอดผ่านไปได้แต่ไม่
ยอมให้อิออนบวกผ่าน เรียกว่า Anion transfer membrane โดยเมมเบรนท้ังสองชนิดนี้จะถูกเรียง
สลับกันมากกว่า 100 แผ่น อยู่ระหว่างขั้วอิเล็คโทรดสองขั้ว น้ าดิบท่ีต้องการก าจัดอิออนจะถูกสูบเข้าใน
ช่องว่างระหว่างเมมเบรน  น้ าไหลออกช่องหนึ่งจะเป็นน้ าบริสุทธิ์ และอีกช่องหนึ่งจะเป็นน้ าท่ีมีเกลือ (อิ
ออน) เข้มข้น เมื่อปล่อยกระแสไฟฟ้าผ่านอิเล็คโทรด อิออนบวก (Na+, Ca2+…) จะเคล่ือนท่ีไปขั้วลบ 
(แคโธด) แต่จะถูกกักไว้ด้วยเมมเบรนชนิด Anion transfer membrane และอิออนลบ (Cl-, SO42-…) 
จะเคล่ือนท่ีเข้าหาประจุบวก (แอโนด) แต่จะถูกกักไว้ด้วยเมมเบรนชนิด Cation transfer membrane 
ผลจากการเคล่ือนท่ีของอิออนต่างๆ จะท าให้ช่องกลางไม่มีอิออนเหลืออยู่  ในขณะท่ีช่องข้างๆ จะมีอิออน
ไปสะสมเพิ่มขึ้น  ศักย์ไฟฟ้าท่ีใช้ประมาณ 1000 โวลต์ 

ในการศึกษาการแยกกรดซัคซินิกได้ท าการศึกษาทดลองระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส ด้วย 
Electrodialyer รุ่น SelemionTM DW-Lab Specification (แสดงดังรูปภาพ 34)   ส าหรับการจัดต้ัง
ประกอบอุปกรณ์ในการด าเนินงานแสดงดังรูปภาพ 31  ท้ังยังมีการจ่ายกระแสไฟตรงภายใต้วงจรเรียง
กระแสหรือแหล่งจ่ายกระแสไฟแบบต้ังโต๊ะแบบ DC ท่ีส่งผลกระตุ้นสารอิเล็กโทรไลต์ในเวลาเดียวกัน
นอกจากนี้กระแสไฟตรงจะถูกสร้างขึ้นในระบบเมมเบรน กระแสไฟฟ้าตรงนี้สร้างแรงผลักดันของเกลือ
แมกนีเซียมของกรดอินทรีย์ เช่นแมกนีเซียมซัคซิเนต, แมกนีเซียมแลคเตตและแมกนีเซียมอะซิเตตผ่าน
สารป้อนหรือ feed และส่วนของด้านเพอร์มิเอต (permeate) ของเมมเบรน จากนั้น anion และ cation 
จะแพร่ข้ามไปยัง anion-exchange membrane และ cation-exchange membrane และเกิดการ
รวมตัวกันกับไฮโดรเจนอิออนท่ีปล่อยออกจากเมมเบรนแบบสองขั้วท่ีอยู่ในช้ันกลาง  เกิดฟอร์ตัวขึ้นได้
กรดอินทรีย์และแมกนีเซียมไฮดรอกไซด์ (Mg (OH) 2) ใน ช่องกรดและช่องเบสตามล าดับ จากนั้นน ามา
เก็บท่ีถังกรดและถังเบสตามล าดับ ในขณะเดียวกันสารประกอบท่ีไม่ใช่ไอออนิกเช่นโปรตีน ฯลฯ ถูกน า
กลับมาย้อนกลับเข้าไปในถังหมักโดยได้แสดงไว้ดังรูปภาพ 3ถ ส าหรับการศึกษาทดสอบใช้น้ าหมัก
หลังจากผ่านกระบวนการหมัก วิธีการศึกษาระบบจะมีการต้ังค่าความหนาแน่นกระแสไฟฟ้าคงท่ี 0.9 
แอมแปร์ (A) จากน้ าหมักท่ีได้จากกระบวนการหมักในขั้นตอนก่อนหน้า พบว่า succinate แยกตัวเป็นไอ
ออนิก ขณะท่ีส่วนประกอบอื่น ๆ เช่นโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต มีไอออนไม่อิ่มตัวมากหรือไม่ใช่ไอออนิก 
(Lee et al., 2008)  ส าหรับระบบ electrodialysis ท าการศึกษาในขณะท่ีการหมักเกิดขึ้น  ส่วนของ
ของเหลวจากถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (fermentor) สามารถด าเนินการผ่านระบบ Electrodialysis และเมื่อ
ไอออนของ succinate ถูกก าจัดหรือแยกออกไป ของเหลวส่วนท่ีเหลือรวมท้ังเซลล์แบคทีเรียและไอ
ออนิกท่ีไม่อิ่มตัวจะย้อนกลับเข้าไปในถังหมักอีกครั้ง ในขณะเดียวกันแมกนีเซียมซัคซิเนตจะแยกออกจาก
กันและแยกออกเป็นไอออนแมกนีเซียมและแยกไอออนออกเป็นส่วน ๆ ท้ังนี้แมกนีเซียมไอออนบวกจะท า
ปฏิกิริยากับเยื่อแลกเปล่ียนไอออนบวกท่ีมีก ลุ่มไฮดรอกซิล (OH-) ซึ่ งแยกออกจากน้ าเกิดเป็น
แมกนี เซียมไฮดรอกไซด์ (Mg (OH) 2) ในท านองเดียวกัน anion succinate จะถูกย้ายข้าม anion 
exchange เมมเบรนและพร้อมกันท าปฏิกิริยากับโปรตอน H + ท่ีแยกออกจากกันได้เป็นกรดซัคซินิก ข้อดี
อย่างหนึ่งคือไม่เพียงแต่สามารถแยกกรดซัคซินิกออกจากสารปนเปื้อนอื่นๆได้แล้ว ยังมีแมกนีเซียมไฮดร
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อกไซด์ซึ่งจะถูกส่งกลับสู่ถังหมักเพื่อรักษา pH ท่ีเหมาะสม ส่วนสารอาหารเช่นกลูโคสและโปรตีน จะไม่ถูก
ขนส่งผ่านเมมเบรน แต่ยังคงย้อยกลับเข้าไปยังถังหมักเพื่อด าเนินการกระบวนการหมักต่อไป และระบบ 
ED ถูกหยุดหรือส้ินสุดลงเมื่อกระแสไฟฟ้าลดลง อย่างไรก็ตามท่ีไม่เป็นไปตามท่ี คาดไว้เนื่องจากมี
แมกนีเซียมไอออนจ านวนมากซึ่งท าให้เกิดการฟาวล่ิง (fouling) ของเมมเบรน หลังการใช้งานใน
ระยะเวลาส้ัน ๆ 

 

 

รูปภาพ 34 แสดงการจัดชุดการทดลองระบบ electrodialysis bipolar membrane (EDBPM) 
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  รูปภาพ 35 แสดงแผนผังการประกอบจัดชุดการทดลองระบบ electrodialysis bipolar 
membrane (EDBPM) 

 
 
ในรูปภาพ 35 พบว่าประสิทธิภาพของการแยกกรดซัคซินิคจากน้ าหมักโดยใช้ระบบ ED โดยเกิด

ปรากฏการณ์ท่ีไอออนแบบขั้วกระแสต่ าเมื่อสารป้อนท่ีมีไอออนโลหะเช่น Ca2 + และ Mg2 + (Lee et al., 
1998) การเกิดไอออนโลหะในน้ าหมัก ท าให้เกิดการตกตะกอนของไอออนโลหะบนผิวเมมเบรนในระบบ 
ED ได้ นอกจากนี้ยังมีรายงานอีกว่าระยะเวลาในการด าเนินงานท่ียาวขึ้นมีประสิทธิภาพการใช้พลังงาน
และ recovery ratio ท่ีสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้แอมโมเนียมแลคเตตในน้ าหมักกับสารละลาย
มาตรฐานแอมโมเนียมแลคเตต (abiotic solution) (Timbuntam et al., 2008) ท้ังนี้สามารถอธิบายได้
จากการท่ีมีส่ิงสกปรกหรือส่ิงเจือปน (impurities) มาในน้ าหมักเช่น โปรตีนและไอออนโลหะท่ีเกิดเป็น
ฟิล์มติดบนพื้นผิวเมมเบรน ส่งผลให้ผลการทดลองไม่ดี และส่งผลต่อการกระบวนการเก็บเกี่ยวผลผลิตจาก
น้ าหมักในขั้นตอนสุดท้าย ซึ่งแก้ปัญหาการ fouling นี้ได้ด้วยการใช้กระบวนการท าให้บริสุทธิ์ของ 
microfiltration (MF) และ nanofiltration (NF) ในการ pre-treatment น้ าหมักเบ้ืองต้นก่อนเข้าระบบ 
ED จะท าให้กระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
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รูปภาพ 36 การเกิด membrane fouling จากอิออนของแมกนีเซียม 
 
Electrodialysis เป็นกระบวนการแยกไอออนท่ีรวมเอาเย่ือแลกเปล่ียนไอออนและความแตกต่าง

ศักย์ไฟฟ้าเพื่อแยกไอออนไนซ์หรือโมเลกุลท่ีเป็นไอออนไม่อิ่มตัวออกไปในสารละลายในน้ าโดยการขน
ส่งผ่านเย่ือแลกเปล่ียนไอออนภายใต้ผลของสนามไฟฟ้าโดยตรง ในงานวิจัยนี้จึงน ามาใช้ในการเก็บเกี่ยว
ผลผลิตท่ีเป็นกรดอินทรีย์จากน้ าหมัก เช่นเดียวกับงานอื่นๆท่ีใช้ในการแยกผลิตภัณฑ์  Citric, acetic, 
fumaric แ ล ะ  propionic acid  (Anthony et al., 1992, Lixin et al., 2000, Pinacci, 2002; 
Prochaska et al., 2014) นอกจากนี้ส าหรับการแยกน้ าหมักด้วย Electrodialysis ผลท่ีได้คือได้ กรดแล็
คติกความเข้มข้น 92.4 กรัมต่อลิตร ซึ่งถือได้ว่าเป็นเทคนิคการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ท่ีสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ได้  (Wee et al., 2005) 
   ในน้ าหมักจะเกิดการแยกตัว succinate เป็นไอออนิกขณะท่ีส่วนประกอบของน้ าหมักตัวอื่นๆ 
เช่นโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตมีไอออนไม่อิ่มตัวมากหรือไม่ใช่ไอออนิก  ดังนั้นหากมีการใช้กระบวนการ 
Electrodialysis ในขณะท่ีการหมักเกิดขึ้นระบบของเหลวจากถังปฏิกรณ์ชีวภาพหรือ fermentor 
สามารถท างานได้ผ่านระบบ Electrodialysis และเมื่อไอออนของ succinate ถูกก าจัดออกไป ตัวอย่าง
น้ าหมักส่วนท่ีเหลือรวมถึงเซลล์และไอออนิกท่ีไม่อิ่มตัวหรือไอออนไม่อิ่มตัวจะย้อนกลับเข้าสู่ระบบการ
หมักได้ ซึ่งถือเป็นการท างานแบบต่อเนื่อง (Lee et al., 2008) ในขณะเดียวกันในการปรับค่า pH ใน
ระหว่างการหมัก มีการใช้ด่างท่ีเป็นแมกนีเซียมคาร์บอเนต ท าให้เกิดเป็น magnesium succinate และ
แยกแตกตัวออกเป็นไอออนแมกนีเซียมและ succinate ion แยกออกจากกัน โดยท่ีแมกนีเซียมไอออน
บวกจะอยู่ในเย่ือแผ่นแลกเปล่ียนไอออนบวกพร้อมกับกลุ่มไฮดรอกซิล (OH-) ซึ่งถูกแยกออกจากน้ าท าให้
เกิดแมกนีเซียมไฮดรอกไซด์ (Mg (OH) 2) ในท านองเดียวกัน anion succinate จะถูกย้ายข้ามอนุภาค
แลกเปล่ียน anion และพร้อมกันท าปฏิกิริยากับโปรตอน H + ซึ่งแตกตัวออกจากน้ า รวมกันแล้วเกิดเป็น
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กรดซัคซินิคซึ่งเป็นผลผลิตท่ีเราต้องการ ดังนั้นจึงถือได้ว่าเป็นข้อได้เปรียบอย่างหนึ่งคือไม่เพียงแต่แยกใน
ส่วนของผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นกรดซัคซินิคได้เท่านั้น แต่ยังมีแมกนีเซียมไฮดรอกไซด์ซึ่งจะถูกย้อนกลับเข้าสู่ถัง
หมักเพื่อรักษา pH ให้คงท่ีตามท่ีต้องการ  
 ส่ิงส าคัญท่ีต้องค านึงในกระบวนการท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิคคือสารอาหารต่างๆในอาหารหมัก เช่น
กลูโคสและโปรตีนท่ีไม่สามารถผ่านเมมเบรนไปได้ โดยจะย้อนกลับเข้าสู่ถังหมักตามเดิมเพื่อให้
กระบวนการหมักต่อไป ดังนั้นระบบ Electrodialysis นี้จึงถือได้ว่าสามารถใช้เพื่อแยกกรดซัคซินิคออก
จากระบบในระหว่างด าเนินการหมักไปได้ นอกจากนี้กระบวนการ extractive fermentation  ท่ีกล่าวถึง
นี้แสดงให้เห็นว่าสามารถท่ีจะเพิ่มผลผลิตและเพิ่ม volumetric productivity เพื่อป้องกันการยับยั้ง
ผลิตภัณฑ์ระหว่างกระบวนการหมักท่ีเกิดจากกรดซัคซินิคเอง (product inhibition) ส่งผลให้การผลิตมี
ประสิทธิภาพสูงในแง่ของการลดต้นทุนการด าเนินงานและผลผลิตการผลิตท่ีสูงขึ้น เช่นเดียวกับในปี 2007 
ท่ีมี นั กวิ จัย จัดสร้างระบบ integrated membrane-bioreactor-electrodialysis system  เพื่ อ ให้
สามารถเก็บเกี่ยวกรดซัคซินิคท่ีให้ผลผลิตสูงและมีประสิทธิภาพสูง (Meynial Salles et al., 2008) ซึ่งถือ
เป็นต้นแบบในการด าเนินโครงการนี้เช่นกัน อีกท้ังเทคนิคนี้ยังสามารถใช้ประยุกต์เพื่อแยกกรดซัคซินิกอ
อกจากน้ าหมักระหว่างกระบวนการหมัก(simultaneously fermentation) ท่ีถือเป็นกระบวนการท่ี
เรียกว่า extractive fermentation มีผลท าให้สามารถ เพิ่ มผลผลิตการผลิตและ ค่า volumetric 
productivity   โดยไม่มีปรากฏการณ์ยับยั้งของผลิตภัณฑ์ (product inhibition) จากกระบวนการดัง
ข้างต้นท าให้การผลิตมีประสิทธิภาพสูง สามารถการลดต้นทุนการด าเนินงานและการผลิต เช่นเดียวกับ
การท่ี Meynial‐Salles และคณะได้ท าการศึกษาการแยกกรดซัคซินิคด้วยการใช้เย่ือแผ่นโดยจัดสร้างระบ
ท่ีเรียกว่า integrated membrane-bioreactor-electrodialysis system ท่ีท าให้กระบวนการผลิตกรด
ซัคซิ นิ ก ท่ี มี ผลผลิต สู งและมี ป ระ สิท ธิภ าพ  (Meynial-Salles et al., 2008) โดย งานวิ จัยขอ ง 
Meynial‐Salles พบว่าใน ส่วนของ  succinate ion นั้นจะมีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น ใน concentrate 
stream ขณะท่ี diluted stream จะถูกไหลเวียนกลับเข้าสู่ในถังหมักอีกครั้งท าให้ในกระบวนการหมักจะ
มีการผลิตท่ีสูงขึ้น ท าให้ความเข้มข้นของกรดซัคซินิกและความเข้มข้นของเซลล์ สูงขึ้น สรุปได้ว่า 
monopolar แบบ bioreactor ร่วมกับกระบวนการ electrodialysis ท่ีพัฒนาขึ้นในการศึกษาดังกล่าว
ท าให้ระดับกรดอินทรีย์ลดลง ผลผลิตถูกย้ายออกไปอยู่ในส่วน concentrate stream ในหน่วยปฏิบัติการ 
downstream processes  เป็นผลให้ลดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์ ผลของระบบนี้
สามารถผลิตกรดซัคซินิกท่ีให้ผลผลิตสูง (1.35 โมล / โมล) หรือ (83 กรัมต่อลิตร) และมีปริมาตรการผลิต
สูง (10.4 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง) ตามล าดับ นอกจากนี้ bipolar membrane eletrodialysis bipolar 
membrane eletrodialysis ดังกล่าวมีการใช้ low current efficiency และพลังงานท่ี ต่ ามากเพื่ อ
เปล่ียนกรดซัคซินิคจากสารละลายโซเดียมซัคซิเนต (Fu et al., 2014) ด้วยเหตุนี้ในโครงการนี้จึงท าการ
ทดสอบระบบการแยกกรดซัคซินิคต่อยอดและพัฒนาประยุกต์การท างานจากงานวิจัยท่ีท าการทบทวน
วรรณกรรมเพื่อให้ได้ผลการทดลองตามท่ีต้ังเป้าหมายเอาไว้ 
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4.5.1 การศึกษาปริมาณกระแสที่ใช้ในระบบ electrodialysis bipolar membrane 
(EDBM) technique 

 
ส าหรับระบบ electrodialysis bipolar membrane (EDBM) technique ระหว่างการท างาน

จะเกี่ยวข้องกับแรงดันไฟฟ้าของภายในเซลล์เมมเบรน ซึ่งเป็นไปตามทฤษฎีของ Donnan potential 
ท้ังนี้ปรากฏการณ์ดังกล่าวเกิดขึ้นจากการท่ีมีการเช่ือมต่อเมมเบรนและการแพร่กระจายภายในเมมเบร
นแลกเปล่ียนและในสารละลายรวมท้ังแรงดันไฟฟ้าท่ัวแผ่นเยื่อ biopolar membrane (Zhang et al., 
2009) ดังนั้นจึงมีความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับจ านวนช่องการไหลของสาร (compartment), ความเข้มข้น
ของสารละลายและชนิดของเมมเบรน  เพื่อให้ตรงตามเอกสารท่ีกล่าวไว้ จึงท าให้ทดลองโดยลด
แรงดันไฟฟ้าพร้อมกับท าการบันทึกเวลาและการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึ้นในระบบ electro dialysis ซึ่งผล
การศึกษาแสดงออกดังรูปภาพ 38 จากรูปกราฟเห็นได้ชัดว่าความหนาแน่นกระแสใดๆเส้นโค้งมีแนวโน้ม
การเปล่ียนแปลงท่ีคล้ายคลึงกันในขณะเดียวกันก็มีความแตกต่างกันไป การก าหนดค่า แรงดันไฟฟ้าของ
แผ่นเมมเบรนแต่ละชนิดมีค่าเพิ่มขึ้นเมื่อความหนาแน่นกระแสเพิ่มขึ้น  นอกจากนี้ผลการศึกษาของ
โครงการในหัวข้อนี้ได้ข้อมูลเป็นไปในแนวทางเดียวกันกับงานของ Fu และคณะ, 2014 อีกด้วย 
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รูปภาพ 37 ผลของปริมาณกระแส (voltage) ในเมมเบรนแต่ละส่วนเทียบกับเวลา โดยท่ี (A) คือ 
Bipolar-Anion-bipolar, (B) คือ bipolar-Cation-bipolar, และ (C) คือ bipolar-Anion-Cation-
bipolar ตามล าดับ 
 

ส าหรับการศึกษาสารสังเคราะห์นั้น ในหัวข้อนี้จะท าการศึกษาความต้านทานต่อกระแสไฟฟ้าของ
รูปแบบท่ีเป็น Bipolar-Anion-Bipolar และ Bipolar-Anion+Cation-Bipolar มีความสัมพันธ์กับค่า
ความอิ่มตัวของสารละลายส่วนของ acid compartments ท่ีมีความเข้มข้นต่ าเกินไป ท าให้แรงดันไฟฟ้า
ของระบบลดลง เป็นผลต่อเนื่องท่ีส่งผลเกี่ยวข้องในกรณีท่ี เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของกรดและเบสความ
ต้านทานไฟฟ้าของแผ่น หรือ stack ลดลง และหากพิจารณาถึงความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(สารละลายในการปรับค่า pH ระหว่างกระบวนการหมัก) ในส่วน Bipolar-cation-Bipolar  พบว่ามีการ
เพิ่มขึ้นตามการแบ่งตัวของเยื่อกรอง bipolar และการส่งผ่านไอออนของโซเดียม เมื่อเวลาผ่านไปไอออน
ของโซเดียมเพิ่มเติมไม่สามารถเติมเต็มได้โดยการกระจายตัวแบบ diffusive โดยแรงดึงดูดความเข้มข้นท่ี
ต้ังอยู่ในช้ันขอบเขต เหตุผลก็คือจ านวนโซเดียมไอออนท่ีเคล่ือนย้ายในสารละลายสู่พื้นผิวของเมมเบร
นแลกเปล่ียนไอออนบวกมีขนาดเล็กกว่าไอออนของโซเดียมท่ีขนส่งผ่านเยื่อแลกเปล่ียนไอออนบวก
เนื่องจากความแตกต่างของอัตราการขนส่ง ความเข้มข้นของกรดซัคซินิคท่ีผลิตได้สูงมากเพื่อที่ท าการปรับ
ประจุให้เกิดการแทนท่ีโซเดียมไอออนในเวลาเดียวกัน (Raissouni et al., 2007) 
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การเพิ่มขึ้นของประจุอีกครั้งในบางส่วนของการท างานในระบบ electrodialysis bipolar 

membrane (EDBM) technique ท่ีศึกษาปริมาณกระแสท่ีใช้ พบว่าเกิดการลดแรงดันของเมมเบรนแลก
เปล่ียนไอออนไนซ์สูงกว่าเมมเบรนแลกเปล่ียนไอออนบวก นอกจากนี้การโยกย้ายของ anion succinate 
ผ่านเยื่อแลกเปล่ียนประจุ anion มีความต้านทานสูงกว่าไอออนโซเดียมผ่านเยื่อแลกเปล่ียน cation 
เนื่องจากรัศมีมีขนาดใหญ่   (Wang et al., 2011) และค่าความดัน Bipolar-Cation-Bipolar ลดลง 
ดังนั้นผลการทดลองในการศึกษานี้จึงตรงกับหลักการของอิเล็กโตรไดอะลิซิส (ED) ท่ีเป็นเทคนิคเกี่ยวข้อง
เป็นเซลล์อิเล็กโตรไลต์ชนิดหนึ่งท่ีใช้แยกไอออนออกจากสารละลาย  โดยให้ไอออนผ่านแผ่นเยื่อบาง ๆ 
(Semipermeable  membrane)  ไปยังขั้วไฟฟ้าท่ีมีประจุตรงข้าม  ท าให้สารละลายท่ีอยู่ระหว่าง
ขั้วไฟฟ้าจะมีความเข้มข้นของไอออนลดลง  โดยหลักการนี้ท าให้พัฒนาใช้กับการท าเก็บเกี่ยวกรดซัคซินิค
ดังเช่นในโครงการนี้ 

 
 
 4 .5.2  ค ว าม เข้ ม ข้ น ข อ งก รด ซั ค ซิ นิ ก ใน ระบ บ  electrodialysis bipolar 

membrane (EDBM) technique ส าหรับการทดลองต่างๆ 
 
รูปภาพ 38 แสดงความเข้มข้นของกรดซัคซินิคโดยเรียงล าดับจากมากไปหาน้อยดังนี้ Bipolar-

Cation-Bipolar > Bipolar-Anion-Cation-Bipolar > Bipolar-Anion-Bipolar ใ น  configuration 
ต่างๆ ผลกาทดลองสามารถใช้ความรู้ทางทฤษฎีในการวิเคราะห์ผลได้ ซึ่งสามารถอธิบายได้ด้วยการท่ีเกิด
จากการแพร่กระจายของกรดซัคซินิคโมเลกุลผ่านเยื่อแผ่น bipolar membrane และเยื่อแลกเปล่ียน
ประจุลบ การเคล่ือนท่ีเข้าไปของไอออนไฮดรอกไซด์ผ่านเยื่อแลกเปล่ียนไอออนบวก ท้ังยังเกิดจากการ
แข่งขันระหว่างไอออนและ electro-osmosis ท าให้ผลการศึกษาเป็นไปตามรูปกราฟ 38  อีกท้ังแสดงให้
เห็นถึงการเปล่ียนแปลงของความเข้มข้นของกรดซัคซินิกกับเวลาในการด าเนินระบบ โดยจะเห็นว่าความ
เข้มข้นของกรดซัคซินิกของ Bipolar-Anion-Bipolar มีค่าต่ ากว่าเนื่องจากการโยกย้ายถ่ายเทของไฮดรอก
ไซด์ไอออนในส่วน base compartment  สามารถเกิดปฏิกิริยากับกรดซัคซินิกท่ีเกิดขึ้นเพื่อให้เกิดการ
สูญเสียกรด อย่างไรก็ตามส่วนของ salt compartment  เป็นพื้นท่ี buffer ใน Bipolar-Anion-Cation-
Bipolar configuration ซึ่งช่วยลดและก าจัดสภาวะท่ีไม่เหมาะสมให้กลับสู่สภาวะสมดุลในระบบ 
จากลักษณะของกราฟจะเห็นได้ว่า เกิดเนื่องมาจากการเคล่ือนท่ีของ hydroxide ions  โดยท่ีจะเพิ่มขึ้น
เมื่อความหนาแน่นกระแสเพิ่มขึ้น (Shen et al., 2013) ซึ่งมีความเป็นไปได้ท่ีจะเกิดการแข่งขันกันของ 
hydroxide ions  และ succinate ions ใน salt compartment ดังนั้นจึงไม่มีความสัมพันธ์เชิงเส้น
ระหว่างการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของกรดซัคซินิคกับเวลาท่ี 15 mA / cm2 และ 20 mA / cm2 
นอกจากนี้ส าหรับการก าหนดค่า Bipolar-Cation-Bipolar พบว่าการรั่วซึมของ hydroxide ions จาก 
base compartment ท าให้กรดซัคซินิคอยู่ในสภาวะเป็นกลาง ซึ่งส่วนหนึ่งเป็นผลให้เกิดประสิทธิภาพใน
การก าจัดไฟฟ้าสถิต current efficiency ในระบบ electrodialysis ในขณะเดียวกันมีการแข่งขันกัน
ระหว่าง sodium ions และ hydrogen ions ในเยื่ อแลกเป ล่ียน ไอออนบวก  (cation exchange 
membrane) ด้วยแรงดัน ไฟฟ้ า นอกจากนี้ ยั งมีการเพิ่ มขึ้น เมื่ อปริมาณ  sodium ions ใน  acid 
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compartment มีการลดลง  อย่างไรก็ตามส าหรับ เหตุผลหลัก ท่ี  Bipolar-Anion-Cation-Bipolar 
มากกว่า Bipolar-Anion-Bipolar นั้นเนื่องมาจากปริมาณ acid compartment ของ Bipolar-Cation-
Bipolar มีการลดลง ในขณะท่ี Bipolar-Anion-Cation-Bipolar และ Bipolar-Anion-Bipolar ลดลง 
นั่นเป็นเพราะสาเหตุมาจากการโยกย้ายไอออนเนื่องจาก electro-osmosis (Groot et al., 2011) 
นอกจากนี้ยังสามารถสังเกตได้ว่ามีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงระหว่างความเข้มข้นของกรดซัคซินิคกับเวลา
ในการท างานระหว่างด าเนินระบบ อีกท้ังความเข้มข้นของกรดซัคซินิคเพิ่มขึ้นเมื่อความหนาแน่นกระแส 
(current density) เพิ่มขึ้น สันนิษฐานว่าอาจเนื่องมาจากเพราะโมเลกุลของน้ าจะแยกตัวระหว่างอยู่ใน
ช้ันกลาง (the intermediate layer) ของ bipolar membrane ณ ความหนาแน่นกระแสท่ีสูง ในขณะท่ี
เวลาในการด าเนินงานลดลงและเกิดผลกระทบท่ีเกี่ยวข้องกับการแพร่กระจาย (diffusion) มีการลดลง
เมื่อความหนาแน่นกระแสสูงขึ้นซึ่งก็คือเป็นกระบวนการหลักของการแยกสารด้วยเทคนิคนี้ โดยสารจะ
ผ่านไฟฟ้ากระแสตรงลงไปในสารละลายอิเล็กโตรไลต์   แล้วท าให้เกิดปฏิกิริยาเคมีเกิดขึ้นท่ีขั้วบวก  และ
ขั้วลบของเซลล์อิเล็กโทรไลต์นั่นเอง 
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รูปภาพ 38 ความเข้มข้นของกรดซัคซินิคท่ี configuration ต่างๆ โดยท่ี (A) คือ Bipolar-Anion-bipolar, 

(B) คื อ  bipolar-Cation-bipolar, แ ล ะ  (C) คื อ  bipolar-Anion-Cation-bipolar 
ตามล าดับ 

 
 

 4 .5.3  การใช้ พ ลั งงาน  (energy consumption) ใน ระบ บ  electrodialysis 
bipolar membrane (EDBM) technique ส าหรับการทดลองต่างๆ 
 

ประสิทธิภาพของกระบวนการ BMED สามารถวัดได้จากปริมาณของการใช้ เนื่องจากเป็นตัวแปร
ส าคัญในการประเมินการท างานงานในแง่เชิงเศรษฐศาสตร์ เนื่องจากระบบ EDBM เกี่ยวข้องโดยตรงกับ
การใช้ไฟฟ้าด้วยหลักการ electro-membrane ในการด าเนินงาน ซึ่งต้องมีการตรวจสอบค่าปริมาณ
ไฟฟ้าท่ีใช้งานจริง โดยท่ัวไปส่วนใหญ่แล้วพบว่ามีความกี่ยวข้องกับการแยกตัวของน้ าและการถ่ายเท
แลกเปล่ียนไอออนผ่านเมมเบรนและสารละลายในระบบ 
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รูปภาพ 39 แสดงการใช้พลังงานท่ีความหนาแน่นกระแส (current density) ท่ีแตกต่างกัน ใน

ระยะเวลาท่ีเท่ากันท่ี 180 นาที เห็นได้ชัดว่าการใช้พลังงานตามล าดับดังนี้ bipolar-anion-bipolar> 
bipolar-anion-cation-bipolar > bipolar-cation-bipolar จากผลดังกล่าวสามารถสรุปได้ว่าการใช้
พลังงานของ bipolar-anion-cation-bipolar สูงกว่าของ bipolar-cation-bipolar  ส่วนการใช้พลังงาน
สูงสุดคือ bipolar-anion-bipolar เพราะค่าการน าไฟฟ้าต่ าในสารละลายท่ีมีสภาวะเป็นกรด เนื่องจาก 
low conductivities ต่ าในสารละลายท่ีมีสภาวะเป็นกรดนั่นเอง ท้ังยังเป็นไปได้ว่าส่วนหนึ่งของไฟฟ้าท่ีใช้
อาจถูกน ามาใช้ในการแยกน้ ามากกว่าการแลกเปล่ียนของไอออนในระบบ 
 

bipolar-anion-cation-bipolar at 10mA/cm2

bipolar-anion-bipolar at 10mA/cm2

bipolar-cation-bipolar at 10mA/cm2
 

(A) 
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bipolar-anion-cation-bipolar at 15mA/cm2

bipolar-anion-bipolar at 15mA/cm2

bipolar-cation-bipolar at 15mA/cm2
 

(B) 
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bipolar-anion-cation-bipolar at 20mA/cm2

bipolar-anion-bipolar at 20mA/cm2

bipolar-cation-bipolar at 20mA/cm2
 

(C) 
รูปภาพ 39 การใช้พลังงาน (energy consumption) ท่ี configuration ต่างๆกัน โดยท่ี A คือ 10 

mA/cm2, B คือ 15 mA/cm2  และ C คือ 20 mA/cm2 
 

จากผลการทดลองในหัวข้อนี้สามารถสรุปได้ว่าหาก current density พบว่าจะมีการใช้พลังงาน
เพิ่มขึ้นด้วย ผลท่ีเกิดขึ้นนี้สามารถอธิบายได้โดยเกิดจากการขนส่งไอออนิกหรือไอออน ผลลัพธ์ข้างต้นเป็น
พื้นฐานส าหรับการทดลองท่ีใช้กับน้ าหมักโดยตรงในการศึกษาระดับขนาดใหญ่ (large scale) ต่อไป 
 
 
4.6 การแยกและท าบริสุทธิ์กรดซัคซินิกออกจากถังหมักโดยตรงด้วยระบบ electrodialysis bipolar 
membrane (EDBM) technique 
 รูปภาพ 40 เป็นการทดลองการแยกกรดซัคซินิก (ซัคซิเนต) ออกจากน้ าหมักหลังส้ินสุดกระบวนการ
หมักแบบกึ่งกะ โดยจะมีการ recovery น้ าหมักกลับจากการ eject แล้วย้อนกลับมาเข้าสู่ feed 
solution อีกครั้ง ในการจัดการศึกษษมีการปั๊มตัวอย่างด้วยปั๊ม peristaltic pump ในอัตรา 10 มิลลิลิตร
ต่อนาที ซึ่งใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของซัคซิเนตอยู่ท่ี 50 กรัมต่อลิตร และมีปริมาณน้ าตาลเริ่มต้นท่ี 10 กรัม
ต่อลิตร โดยมีปริมาตรเริ่มต้นท่ี 2 ลิตร ในขณะท่ีปริมาตรเริ่มต้นในด้านของสารละลายตัวรับนั้นอยู่ท่ี 0.3 
ลิตร โดยในการทดลองนี้ได้ท าการก าหนดค่ากระแสไฟฟ้าอยู่ท่ี 4 โวลต์ 0.9 แอมแปร์ เนื่องจากผลจาก



72 

 
กราฟก่อนหน้านี้ระบุว่าเป็นสภาวะในก่ารทดลองดีท่ีสุด แต่เนื่องจากเครื่องก าเนิดกระแสไฟฟ้ามีความ
จ ากัดท าให้ค่าสูงสุดท่ีสามารถจะรันการทดสอบได้อยู่ท่ีสภาวะดังกล่าว ซึ่งถือว่ามีความเหมาะสมกับการ
แยกกรดซัคซินิคอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบว่าในช่วงช่ัวโมงเริ่มต้น ท่ี 0 ถึงช่ัวโมงท่ี 4 
นั้นเป็นช่วงเริ่มต้นของระบบการแยกซัคซิเนต ยังไม่มีการปล่อยกระแสไฟฟ้า ซึ่งจะเห็นได้ว่าความเข้มข้น
ของซัคซิเนตในด้านของสารป้อนและสารละลายตัวรับ มีการเปล่ียนแปลงเพียงเล็กน้อย แต่หลังจากท่ีมี
การปล่อยกระแสไฟฟ้าเข้าไปในระบบ พบว่าความเข้มข้นของซัคซิเนตในด้านของสารป้อนนั้นจะลดลง
อย่างรวดเร็ว ท้ังนี้ เนื่องมาจากการท่ีกรดซัคซินิคสามารถเคล่ือนท่ีได้ภายใต้สนามไฟฟ้า เมื่อใ ห้
กระแสไฟฟ้าท าให้เกิดประจุ ซึ่ง cation จะถูกดึงไปท่ีขั้ว negative electrode และ anion ถูกดึงไปยัง 
positive electrode ส าหรับกรดซัคซินิคมี คุณสมบั ติเป็นประจุลบ จะถูกดึงผ่าน ion exchange 
membrane เกิดการถ่ายเทและเก็บไว้ในด้านของ receiving solution ซึ่งพบว่าความเข้มข้นในด้านของ
สารละลายตัวรับก็เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วเช่นกันและมีค่าความชันของเส้นกร๊าฟอยู่ท่ี 20 กรัมต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง จากการทดลองพบว่าความปริมาณของซัคซิเนตในด้านของสารป้อนนั้น จะหมดลงเมื่อเวลาผ่านไป 
12 ช่ัวโมง ส่วนความเข้มข้นในด้านของสารละลายตัวรับนั้น จะอยู่ท่ีประมาณ 170 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง
ตามล าดับ ซึ่งผลแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นในส่วน receiving solution มีค่าสูงเนื่องจากมีปริมาตรของ
สารละลายท่ีน้อย (0.3 ลิตร) ซึ่งจากการทดสอบในเบ้ืองต้นจะเห็นได้ว่าระบบอิเลคโตรไดอะไลซีสเป็น
ระบบท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการแยกซัคซิเนตออกจากน้ าหมัก ซึ่งในล าดับถัดไปจะได้ท าการทดสอบการ
แยกกรดซัคซินิกออกจากถังหมักโดยตรงต่อไป 
 

 
 

 
 
รูปภาพ 40 แสดงความเข้มข้นของกรดซัคซินิกท้ังสองด้านของสารละลายในระบบอิเลคโตรไดอะไลซีส 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 
 

 เทคนิค electrodialysis เป็นระบบการใช้ ion exchange membrane มีคุณสมบัติในการแยก
สารเฉพาะอย่าง เนื่องจากมีความเฉพาะเจาะจงโดยใช้ ion exchange membrane โดยท่ี Ion 
exchange membrane ประกอบด้วย 2 ชนิด คือ Cation exchange membranes ซึ่ ง เลือก
เฉพาะสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น cation ผ่านได้ และชนิด anion exchange membranes ซึ่งเลือก
เฉพาะสารท่ีมีคุณสมบัติเป็น anion ผ่านได้ ภายในเครื่อง electrodialyzer มี membranes เหล่านี้
อยู่ระหว่างขั้ว electrode ท้ัง 2 ขั้ว และใช้กระแสไฟฟ้าช่วยในการแยก ion ของสารละลาย ร่วมกับ
การใช้พลังงานไฟฟ้าในการแยการประกอบประเภท ionic ในสารละลาย ท าให้สารตัวอย่างเข้มข้นขึ้น 
ท าให้กรดซัคซินิกท่ีน ามาใช้ในการศึกษานี้มีความบริสุทธิ์ ถือเป็นเทคนิคการแยกสารหรือ recovery 
ท่ีมีประสิทธิภาพอีกเทคนิคหนึ่ง  
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ภาคผนวก ก 

 
Standard specification of Electrodialyazer 
Type Unit DW-Lab 

membrane size mm 80×130 

membrane area dm2/piece 1.04 

effective area size mm 50×60 

effective area dm2/piece 0.3 

total effective area in standard 5 pairs dm2 1.5 

standard number of pairs pair 
5 

（D: 5 room, C: 7 room
） 

thickness of gasket frame mm 0.75 

material of gasket frame 
 

PP 

material of ED body 
 

PVC 

material of anode 
 

Ti/Ir 

material of cathode 
 

SUS 
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ภาคผนวก ข 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
รูปภาพ 41 กราฟวิธีการเช็ค LCD point 
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รูปภาพ 42 กราฟส าหรับการหาค่า I (current) 
 

 
รูปภาพ 43 การจัดชุดการทดลองโดยใช้ค่าพารามิเตอร์ต่างๆ 

8 
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รูปภาพ 44 ค่าจ าเพาะของ electrodialyzer ท่ีใช้ในการศึกษา 
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ภาคผนวก ค 
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