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ตอกรัมเซลลตอชั่วโมง)



บทที่ 1
บทนํา

1.1 มูลเหตุจูงใจ
ในปจจุบันมีการสงเสริมการนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาใชประโยชนมากขึ้น เพราะ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถยอยสลายไดงายตามธรรมชาติ  มีความเปนพิษต่ํา สารตั้งตนหา

ไดงายราคาถูก และสามารถนําไปใชประโยชนไดอยางหลากหลายเนื่องจากมีโครงสรางประกอบ

ดวยทั้งสวนที่มีขั้วและไมมีขั้ว ทําใหสามารถกระจายตัวอยูระหวาง 2 วัฏภาคที่มีขั้วแตกตางกันได 

เชน การนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาเปนสารเติมแตงในอุตสาหกรรมอาหาร  ผลิตภัณฑ

อาหารกระปอง  ผลิตภัณฑอาหารประเภทนม เนยและนําไปเปนอิมัลซิไฟเออร  (emulsifier)  ใน

เครื่องสําอาง  เพราะสามารถเกิดอิมัลชันที่เสถียรไดไมวาจะเปนอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน  อิมัลชัน

ชนิดน้ํามันในน้ําและอิมัลชันเชิงซอนตามแตกลไกการเกิดอิมัลชัน  (Kreilgaard, 2002)  ซึ่งบริษัท 

Kao coparation จากประเทศญี่ปุนไดทําการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโซโฟโรลิปดจาก 

Torulopsis bombicola KSM-36  เพื่อนําไปทําผลิตภัณฑประเภทครีมบํารุงผิว  (Kitamoto และ

คณะ, 2002)  นอกจากนี้เรายังสามารถนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาประยุกตใชในรูปแบบอื่น

ไดอีก  เชน  ยารักษาภายใน  ยารักษาภายนอกและยารักษาโรคผิวหนัง  การที่สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพสามารถจัดเรียงตัวไดในลักษณะตางๆ  ทําใหใชเปนตัวนําในการสงยาไปสูเซลลที่ตองการ

ในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อได  โดยตัวยาจะกระจายในตัวนําหรือถูกบรรจุในถุงที่มีลักษณะลอมรอบ

ดวยชั้นไขมันที่ภายในบรรจุตัวยาที่ละลายน้ําได  ทั้งนี้หากพัฒนาสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพซึ่ง

สามารถใชเปนตัวนําสงยาใหมีขนาดเล็กลงระดับนาโนเมตรจะชวยใหตัวยาถูกสงไปยังตําแหนงที่

เฉพาะเจาะจง ควบคุมการปลดปลอยยาในความเขมขนที่ต่ําแตยังมีประสิทธิภาพ และทําใหไม

เกิดการสะสมของยาในตําแหนงที่ไมตองการได (Magnusson และคณะ, 2001)

แรมโนลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุมไกลโคลิปดซึ่งสวนมากผลิตไดจาก

แบคทีเรียในสกุล  Pseudomonas  เชน   Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp

และ  Pseudomonas sp มีคาแรงตึงผิวอยูระหวาง  25 -30  มิลลินิวตันตอตารางเมตร  (Desai  

และ  Banet, 1997  และ  Lang  และ  Wullbrandt, 1999)  แรมโนลิปดสามารถนําไปใชประโยชน

ไดหลากหลายในทางการคาทําใหเปนที่ตองการและมีการเพิ่มปริมาณการผลิต  ในปจจุบันบริษัท 

Jeneil  Biosurfactant   มีการผลิตแรมโนลิปดชนิดตางๆ ขึ้นแตราคาคอนขางสูง  ในงานวิจัยนี้จึง

สนใจที่จะพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย  Pseudomonas sp. 
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A41  ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก  รศ.จิราภรณ  ธนียวัน  และคัดแยกโดยอารีย  (2542)  

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ซึ่งงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ทํา

ตอจากอารีย  (2542)  ณรงค (2543)  และเลิศลักษณ (2546)  งานวิจัยของอารีย  (2542)  พบวา

เมื่อใชน้ํามันปาลมปริมาณ  2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรเปนแหลงคารบอนจุลินทรีย  

Pseudomonas sp. A41  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวากลูโคสและซูโครส  และ

ลดคาแรงตึงผิวได  29  มิลลินิวตันตอตารางเมตร  สวนงานวิจัยของณรงค (2543)  พบวาภาวะที่

เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบโดย  Pseudomonas sp. A41  

ในกระบวนการหมักไมตอเนื่องคือ  คาความเปนกรดดาง  7.5  และความเร็วรอบใบกวนเทากับ  

600  รอบตอนาที  แตยังใหคาอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคอนขางต่ํา  งานวิจัยของเลิศ

ลักษณ (2546)  จึงศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องโดย

การเปลี่ยนอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตน  (C/N)  ใหเหมาะสมกับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบวาเวลาในการเปลี่ยนอัตราสวน  

C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ไปเปนอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ที่เวลา  12  ชั่วโมงใหคา

อัตราการผลิตเซลลสูงสุดและใหคาอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกลเคียงกับเวลาในการ

เปลี่ยนอัตราสวน  C/N  ที่  6,  9  และ  15  ชั่วโมง  ในสวนของงานวิจัยนี้จึงมุงเนนหาแบบจําลอง

ทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและหาอัตราการปอนสารตั้งตนที่

เหมาะสมโดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุด โดยการ

พัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตรสําหรับกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องบนโปรแกรม 

MATLAB เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตตอไปในอนาคต

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย
1.2.1  เพื่อหาแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ โดย Pseudomonas sp.A41 

1.2.2 เพื่อหาอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิต

สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุดในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

1.3 ขอบเขตงานวิจัย
1.3.1  ทําการทดลองในขวดรูปชมพูเพื่อหาคาอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอ

ไนโตรเจน (C/N) ที่เหมาะสม (C/N 5 - 200) สําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

Pseudomonas sp.A41 และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ 
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1.3.2  หาแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมที่สามารถอธิบายการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ

1.3.3 พัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตรสําหรับกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

(fed batch fermentation)

1.3.4 หาอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม  โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุดในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง โดยใชแบบจําลองทาง

คณิตศาสตรที่พัฒนาขึ้นบนโปรแกรม  MATLAB 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
1.4.1  ไดแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสม  เพื่อเปนแนวทางในการอธิบาย

พฤติกรรมของระบบสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ 

1.4.2 ทราบอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม ซึ่งเปนประโยชนสําหรับนําไปผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังหมักแบบกึ่งตอเนื่องตอไป

1.4.3 ชวยเพิ่มคุณคาน้ํามันปาลม เพราะสามารถนํามาใชเปนสารตั้งตนใหเกิดผลิตภัณฑ

ที่มีคุณคา



บทที่ 2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

2.1  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants)  เปนสารที่มีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวซึ่ง

ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกันไปตาม

ชนิดของจุลินทรีย  และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถนําไปใชประโยชนไดในอุตสาหกรรม

ตางๆ  อีกดวย   

2.1.1  โครงสรางทั่วไปและการจําแนกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือสารประกอบที่มีโครงสรางของโมเลกุลเปนแบบแอมฟฟาติก

ซึ่งผลิตไดจากจุลินทรียประเภทแบคทีเรีย  ยีสตและรา  มีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวสัมผัส

ระหวางวัฏภาคสองวัฏภาค  ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวประกอบดวย  2  สวน

ไดแก  สวนที่มีขั้วหรือสวนที่ชอบน้ําเรียกวาไฮโดรฟลิก (hydrophilic part)  และสวนที่ไมมีขั้วหรือ

สวนที่ไมชอบน้ําเรียกวาไฮโดรโฟบิก (hydrophobic part)  ตามรูปที่ 2.1   ซึ่งมีหนาที่ชวยทําให

แรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดลง  แรงตึงผิวที่ลดลงเนื่องมาจากในระบบนั้นมีโมเลกุลของสารลดแรง

ตึงผิวสะสมอยูบริเวณผิวสัมผัส   โดยโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวจะหันสวนที่มีขั้วไปหาสวนที่มีขั้ว

และหันสวนที่ไมมีขั้วไปหาสวนที่ไมมีขั้ว  และเมื่อมีโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวเพิ่มมากขึ้นหรือสาร

ลดแรงตึงผิวมีความเขมขนมากขึ้น   จะยิ่งทําใหแรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดต่ําลงเรื่อยๆ    

จนกระทั่งที่บริเวณผิวสัมผัสนั้นอิ่มตัวไปดวยโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว  โมเลกุลสวนเกินที่ไม

สามารถแทรกเขาไปอยูบริเวณผิวสัมผัสไดจะกระจายตัวในน้ํามากขึ้นและรวมตัวกันเปนไมเซลล  

จุดที่เกิดการรวมตัวเปนไมเซลลนี้เรียกวา  จุดวิกฤติของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle 

Concentration,CMC) หรือจุดที่มีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวนอยที่สุดที่ทําใหคาแรงตึงผิว

ต่ําที่สุด  ตามรุปที่  2.2   ณ  จุดนี้  ถึงแมวาจะมีการเพิ่มความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวมากขึ้น

แตไมไดทําใหแรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดลงไดอีก เพราะโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวที่รวมตัวเปนไม

เซลลแลวจะไมมีบทบาทในการลดแรงตึงผิว 

                   สวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic  part)         สวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic part)

                            รูปที่ 2.1  แสดงโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
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รูปที่  2.2  แสดงความสัมพันธระหวางคาแรงตึงผิวกับความเขมขนของสารลดแรงตึงผิว

(Gilman, 1993)

คาความเขมขนวิกฤติของการเกิดไมเซลลหรือคาซีเอ็มซี  เปนคาคุณสมบัติเฉพาะของสาร

ลดแรงตึงผิวชนิดนั้นๆ  ซึ่งสามารถบอกถึงประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวได  เชน  ถาสารลด

แรงตึงผิวมีคาซีเอ็มซีต่ํา  แสดงวาใชสารลดแรงตึงผิวปริมาณนอยในการลดแรงตึงผิว  แตถาสาร

ลดแรงตึงผิวมีคาซีเอ็มซีสูง  แสดงวาตองใชสารลดแรงตึงผิวปริมาณมากในการลดแรงตึงผิว        

สําหรับการจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจําแนกไดตามโครงสรางทางเคมีของ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งโครงสรางทางเคมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวยสวนที่มีขั้ว

และสวนที่ไมมีขั้ว   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดมีโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกันตามชนิด

ของจุลินทรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จึงทําใหสามารถแบงสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเปน  

5  ประเภท (Desai  และ Banat, 1997)  ไดแก  

-  ไกลโคลิปด (glycolipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรต  

เชน  กลูโคส  แมนโนส  กาแลคโตส  กรดกูลคูโรนิก  แรมโนส  และกาแลคโตสซัลเฟต  เชื่อมตอกับ

ไขมัน  เชน  กรดอะลิฟาติก  และไฮดรอกซีอะลิฟาติก สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดความสนใจใน

กลุมนี้คือ  แรมโนลิปด  ทรีฮาโรลิปด  และโซโฟโรลิปด  เปนตน 

แรมโนลิปด  (rhamnolipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีลักษณะโครงสรางประ-

กอบดวยหนึ่งหรือสองโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนส (rhamnose)  เชื่อมตอกับหนึ่งหรือสองโมเลกุล

ของกรดเบตาไฮดรอกซิลเดคาโนอิก (  -hydroxydecanoic acid)  ซึ่งสวนใหญผลิตไดจาก
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จุลินทรียจําพวก Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. และ Serratia rubidea  

(Mulligan, 2005)   รูปที่  2.3  แสดงตัวอยางโครงสรางทางเคมีแบบตางๆ ของแรมโนลิปด  

นอกจากนี้แรมโนลิปดยังมีโครงสรางแบบอื่นๆ   ขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียที่ผลิตแรมโนลิปด  

องคประกอบและชนิดของสารอาหาร   และสภาวะของระบบ  เชน  คาความเปนกรดดาง  

อุณหภูมิ  เปนตน  

     

รูปที่  2.3  แสดงตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด 4 แบบที่ผลิตจาก Pseudomonas

aeruginosa  (Mulligan, 2005)   

-  ไลโพเพพไทดและไลโพโปรตีน  (lipopeptides and lipoproteins)  เปนสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยสายโซของโพลีเพพไทดเชื่อมตอกับไขมัน  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ  เซอรแฟกติน  ซับลิไลซิน  เปนตน

-  กรดไขมัน  ไขมันและฟอสฟอลิปด (fatty acids, neutral lipids and  phospho-

lipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยสารในกลุมแอลกอฮอลเชื่อมตอกับไขมันและ

ฟอสเฟต  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ ฟอสฟอลิปด  เปนตน 

-  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร  (polymeric biosurfactants)   เปนสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยพวกโพลิแซคคาไรดเชื่อมตอกับกรดไขมัน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ที่ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ  อิมัลแซน  ไลโปแซน  แมนโนโปรตีน  และสารประกอบเชิงซอน

โปรตีนของโพลิแซคคาไรดอื่นๆ  เปนตน  

-  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค  (particulate  biosurfactants)  สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพชนิดนี้ประกอบดวยโปรตีน  ฟอสโฟลิปด  และไลโพโพลิแซคคาไรด
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2.1.2  ความสําคัญและประโยชนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ความตองการในการใชสารลดแรงตึงผิวในอุตสาหรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมเกษตร  

เครื่องสําอาง  อาหาร  และปโตรเคมี  มีเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ   แตในชวง  10 – 20  ปที่ผานมา

อุตสาหกรรมตางๆ  หันมาใสใจสิ่งแวดลอมมากขึ้นจึงเริ่มสนใจศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวที่

ผลิตไดจากจุลินทรียหรือเรียกวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชในอุตสาหรรมแทนการใชสารลดแรง

ตึงผิวสังเคราะห  เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเปนพิษต่ํา  ยอยสลายไดทางชีวภาพ   

และสามารถผลิตไดจากสารตั้งตนที่มีแหลงทัพยากรที่นํากลับมาใชใหมและมีราคาถูก  ทั้งยังมี

โครงสรางที่หลากหลายทําใหสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายดาน  แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

มีขอจํากัดในดานการผลิตและการเก็บเกี่ยวผลผลิตจึงทําใหมีราคาแพง  ความสามารถในการ

แขงขันจึงต่ํากวาเมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหซึ่งมีราคาถูก  ดังนั้นในหลายงานวิจัยจึงมี

ความพยายามที่จะศึกษาและทําความเขาใจกระบวนการผลิตเพื่อชวยลดตนทุนโดยวิธีตางๆ อาทิ

เชน  การพัฒนาและปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อเพิ่มผลผลิต

ของผลิตภัณฑ  และการพัฒนากระบวนการผลิตและเลือกใชสารตั้งตนที่มีราคาต่ําเพื่อลดตนทุน

ในการดําเนินงาน  และจะตองมีการจัดการกับผลพลอยไดของผลิตภัณฑใหเหลือนอยที่สุดหรือ

เปลี่ยนใหเปนผลิตภัณฑที่มีราคามากกวาเปนของเสีย   (Makkar และ Cameotra, 2002)   

นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนําไปใชประโยชนไดในหลายดาน  อาทิ  

(Banet  และคณะ, 2000)  

1.เปนสารชวยประสานและสารชวยกระจาย  นําไปใชในอุตสาหรรมเครื่องสําอาง  สี

และสารเติมแตง  

2. เปนสารชวยละลายและสารกอไมโครอิมัลชัน  นําไปใชในอุตสาหรรมยา  สบู  ยาสีฟน

3. เปนสารชวยทําใหมีความเปยกชื้นและชวยใหซึมผาน  นําไปใชในอุตสาหรรมยา  สิ่งทอ

และสี

4. เปนสารชวยทําความสะอาด  นําไปใชในอุตสาหรรมในครัวเรือน  และผลิตภัณฑการ

เกษตร

5. เปนสารชวยกอฟอง  นําไปใชในอุตสาหรรมสบู  ยาสีฟน  และเครื่องสําอาง

6. เปนสารชวยแยกโลหะหนัก  นําไปใชในอุตสาหรรมการทําเหมือง

7. เปนสารชวยลดความหนืด  นําไปใชในลําเลียงขนสงในทอ

8. เปนสารชวยเสริมการเจริญของจุลินทรีย  นําไปใชในกระบวนการหมัก

9. สามารถจัดเรียงตัวเปนไลโปโซมหรือเวสสิคัล  นําไปใชในอุตสาหรรมเครื่องสําอางและ

ระบบนําสงยา
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โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร  เครื่องสําอางและยา  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเขาไปมี

บทบาทมากขึ้น  ไมวาจะเปนการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเปนสารเติมแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร  ผลิตภัณฑอาหารกระปอง  ผลิตภัณฑอาหารประเภทนม  เนย   และนําไปเปนอิมัลซิไฟ

เออรในเครื่องสําอาง  เพราะสามารถเกิดอิมัลชันที่เสถียรได  ไมวาจะเปนอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน 

อิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา และอิมัลชันเชิงซอนตามแตกลไกการเกิดอิมัลชัน  (Kreilgaard,2002)   

บริษัท Kao coparation  ประเทศญี่ปุนทําการผลิตสารโซโฟโรลิปดจาก Torulopsis bombicola

KSM-36  เพื่อนําไปเปนสวนผสมในการผลิตผลิตภัณฑประเภทครีมบํารุงผิว  (Kitamoto และ

คณะ, 2002)  นอกจากนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังนําไปประยุกตใชในรูปแบบอื่นๆ ไดอีก  เชน

ใชเปนตัวนําในการสงยาไปสูเซลลที่ตองการในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อได  โดยตัวยาจะกระจายใน

ตัวนําหรือถูกบรรจุในถุงที่มีลักษณะลอมรอบดวยชั้นไขมันที่ภายในบรรจุตัวยาที่ละลายน้ําได  และ

หากสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพซึ่งสามารถใชเปนตัวนําสงยาใหมีขนาดเล็กลงระดับนาโนเมตรจะ

ชวยใหตัวยาถูกสงไปยังตําแหนงที่เฉพาะเจาะจง  ควบคุมการปลดปลอยยาในความเขมขนที่ต่ํา

แตยังมีประสิทธิภาพ และทําใหไมเกิดการสะสมของยาในตําแหนงที่ไมตองการได (Magnusson 

และคณะ, 2001)

2.2  ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นอกเหนือจากชนิดสารของอาหารจะมีผลตอโครงสรางของแรมโนลิปดแลว  ชนิดของสาร

อาหารจากแตละแหลง  เชน  ชนิดอาหารจากแหลงคารบอน  ชนิดอาหารจากแหลงไนโตรเจน  

หรือจากแรธาตุตางๆ  ยังมีผลตอการผลิตแรมโนลิปดดวย  สวนปจจัยอื่นๆ ที่มีผลเชนกัน  ไดแก  

ปริมาณของแหลงอาหารแตละชนิด  คาความเปนกรดเปนดาง  อุณหภูมิ  และความเร็วรอบของ

ใบกวน  เปนตน

2.2.1  อิทธิพลจากแหลงอาหารคารบอน
การเลือกสารอาหารแตละชนิดเพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนใน

กระบวนการหมัก  นอกจากจะเลือกใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรียสายพันธุนั้นๆ

และไดผลผลิตที่ดีที่สุดตามตองการแลว  การคํานึงถึงการใชสารอาหารที่มาจากธรรมชาติ  หาได

งายและราคาถูก เขามามีบทบาทมากขึ้นเพราะสามารถชวยลดตนทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพได  Robert และคณะ (1989)  ทําการศึกษาผลจากการใชแหลงคารบอนตางชนิดเลี้ยง  

Pseudomamas  aeruginasa  44T1  พบวาน้ํามันมะกอกใหผลไดของการผลิตแรมโนลิปด

เทากับ 38.2  เปอรเซ็นต ซึ่งดีกวาการใชแหลงคารบอนชนิดอื่นๆ    และพบวาการใชแหลงคารบอน
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ที่ตางชนิดกันนอกจากสงผลตอปริมาณแรมโนลิปดที่ผลิตไดยังสงผลกับชนิดของแรมโนลิปดดวย  

อารีย (2542)  ศึกษาการเลี้ยง Pseudomonas  sp. A41  ดวยแหลงคารบอนตางๆ กันไดแก  

กลูโคส  ซูโครสและน้ํามันปาลมดิบ  พบวาน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดและปริมาณ

น้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทากับ  2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวลงเหลือ  30  มิลลินิวตันตอเมตร  สวน  Rahman และคณะ 

(2002)  เลือกใชน้ํามันที่มาจากพืช  2  ชนิดไดแก  น้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันจากตนคําฝอย  

เปรียบเทียบกับการใชกลีเซอรอลเพื่อเลี้ยง  Pseudomonas aeruginosa GS9-119  และ  DS10-

129  พบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มมากขึ้นในชวงที่การเจริญเติบโตของจุลินทรียเขา

สูระยะพัก  ซึ่งอาจเปนเพราะแรมโนลิปดเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ  และการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปน

แหลงคารบอนใหคาผลไดสูงที่สุด   Costa และคณะ (2005)  เลือกศึกษาน้ํามันที่มาจากพืช

เชนกันโดยเลือกพืชที่เปนพันธุทองถิ่นในประเทศ  พบวาน้ํามันจากถั่วพันธุบราซิลสามารถผลิต

แรมโนลิปดไดสูงกวาพืชชนิดอื่นและสามารถลดคาแรงตึงผิวอยูในชวง  29.8 – 31.5  มิลลินิวตัน

ตอเมตร  ซึ่งใหผลใกลเคียงกับน้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันดอกทานตะวัน   เห็นไดวาในหลาย

งานวิจัยเลือกใชน้ํามันที่ไดจากพืชมาเปนแหลงคารบอนเพราะสามารถผลิตแรมโนลิปดไดดี  แตยัง

มีแหลงคารบอนที่ไดจากของเสียในอุตสาหกรรมตางๆ  เชน  ของเสียในอุตสาหกรรมอาหารซึ่ง

สามารถผลิตแรมโนลิปดไดเชนกัน  เพราะในของเสียตางๆ ยังประกอบไปดวยสารที่มีประโยชน

เหลืออยู  เชน  สารประกอบอินทรียและน้ํามันที่เหลือ เปนตน  ทั้งยังชวยลดปญหาของเสียที่ทําให

เกิดมลภาวะเปนพิษไดอีกดวย  Benincasa และคณะ (2002)  ทําการศึกษาแหลงคารบอนหลาย

ชนิดเพื่อใชเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa  LBI  มีทั้งน้ํามันจากพืช  เชน  น้ํามันมะกอก  

น้ํามันดอกทานตะวัน  นํามันถั่วเหลือง โอเลอีน  และมาจากของเสีย  เชน  soapstock  ซึ่งเปนของ

เสียจากกระบวนการผลิตน้ํามันดอกทานตะวัน   และ soapstock  ผสมน้ําเสีย  พบวา 

soapstock  เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับผลิตแรมโนลิปดและสามารถผลิตแรมโน

ลิปดไดสูงที่สุดถึง  12  กรัมตอลิตร  สวน  Haba และคณะ (2000)  ทําการศึกษาการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันมะกอกและน้ํามันดอกทานตะวันที่ใชทอดอาหารมาแลว  เพราะ

คํานึงถึงผลกระทบของสิ่งแวดลอมที่มาจากปญหาของเสียและชวยลดตนทุนของการผลิตซึ่งเปน

สิ่งสําคัญสําหรับการแขงขันกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสังเคราะห  พบวาทั้งน้ํามันมะกอกและ

น้ํามันดอกทานตะวันที่ใชทอดอาหารมาแลวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี  โดยมี

จุลินทรีย  36  สายพันธุเจริญเติบโตและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี  โดยเฉพาะสายพันธุ  

Pseudomonas  สามารถแรมโนลิปดไดและสามารถลดแรงตึงผิวอยูในชวง  32 - 34  มิลลินิวตัน

ตอเมตร  
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ในการใชสารอาหารจําพวกสารประกอบไฮโดรคารบอนมาเปนแหลงคารบอนในการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  อาจทําใหกระบวนการนําอาหารเขาสูเซลลของจุลินทรียเพื่อนําไปใชใน

การเจริญเติบโตทําไดยากขึ้นเนื่องจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเหลานั้นเปนสารที่มีความ

สามารถในการละลายน้ําไดต่ํา  จึงมีงานวิจัยตางๆ  ที่ไดทําการเสนอกลไกการนําสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลล  ซึ่งรายงานบางสวนพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีสวน

ชวยทําใหเกิดการนําสารประเภทไฮโดรคารบอนที่ละลายน้ําไดยากเขาสูเซลลไดงายขึ้น  โดย

สามารถสรุปกลไกการนําสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลกวางๆ ไดเปน  3  กลไกดังนี้  

(Sekelsky และ Shreve, 1998) 

   1. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกใชจากสวนที่ละลายอยูในชั้นน้ําหมัก

2. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกใชจากการสัมผัสโดยตรงระหวางเซลลกับหยด

เล็กๆ ของสารไฮโดรคารบอน  โดยที่โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนตองมีขนาดใหญกวาเซลล

3. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกนําผานเซลล  โดยที่สารไฮโดรคารบอนนั้นอยูใน

สภาวะเสมือนถูกละลายหรืออยูในรูปไมเซลล

สําหรับในงานวิจัยนี้ใชน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนซึ่งเปนสารที่มีความสามารถใน

การละลายน้ําไดต่ําจึงไมอาจใชกลไกแบบที่หนึ่งอธิบายได  แตเนื่องจาก  Pseudomonas sp. 

A41  เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาภายนอกเซลลได  (อารีย, 2542)  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตออกมาอาจจะชวยในการยึดเกาะของจุลินทรียที่รวมตัวกันเกาะ

ลอมรอบบนหยดน้ํามัน  จากนั้นก็จะนําหยดน้ํามันผานเขาสูเซลลซึ่งเปนลักษณะกลไกแบบที่สอง  

หรือโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตออกมาอาจจะรวมตัวกับโมเลกุลของน้ํามันในรูป

ของไมเซลลซึ่งสามารถขนยายสารไฮโดรคารบอนผานชองผนังเซลลได  เปนลักษณะกลไกแบบที่

สาม  หรืออาจจะอธิบายดวยกลไกแบบที่สองและแบบที่สามผสมกันก็ได  

2.2.2  อิทธิพลจากแหลงอาหารไนโตรเจน
สําหรับการเลือกสารอาหารเพื่อใชเปนแหลงอาหารไนโตรเจนมีความสําคัญตอการเจริญ

เติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่นิยมใชสวน

ใหญเปนสารอินทรียจําพวกไนเตรท เชน  โซเดียมไนเตรท  แอมโมเนียมไนเตรท  เพราะสามารถทํา

ใหจุลินทรียเจริญเติบโตไดดี  สวนปริมาณของแหลงไนโตรเจนก็สงผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพเพราะแรมโนลิปดสามารถผลิตไดดีในชวงที่มีไนโตรเจนจํากัด  Santa และคณะ (2002)  

ศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตแรมโนลิปด  พบวาโซเดียมไนเตรทสามารถผลิต

แรมโนลิปดไดดีกวาแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย  โดยมีคาผลไดของผลิตภัณฑสูงที่สุดเทากับ  
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0.8  กรัมตอกรัม  เสิศลักษณ (2546)  ทําการทดลองเลี้ยง  Pseudomonas sp.A41 และศึกษา

ชนิดของแหลงไนโตรเจนพบวาแอมโมเนียมซัลเฟตเหมาะสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

มากกวาแอมโมเนียมไนเตรท  สวน  Jeong และคณะ (2004)  ทําการตรึงเซลล  Pseudomonas 

aeruginosa  BYK-2  ดวยเม็ดโพลีไวนิลแอลกอฮอล  และศึกษาผลของปริมาณโซเดียมไนเตรท

โดยแบงเปน  4  กรณีคือ ไมมีการเติมโซเดียมไนเตรทและเติมโซเดียมไนเตรทปริมาณ  0.002,  

0.04  และ  0.2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวาแรมโนลิปดสามารถผลิตไดสูงที่สุดที่

ปริมาณโซเดียมไนเตรทเทากับ  0.04  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  สวนที่ความเขมขนของ

โซเดียมไนเตรทต่ํา  จุลินทรียเจริญเติบโตไดนอยทําใหแรมโนลิปดที่ผลิตไดมีปริมาณต่ําลงไปดวย  

และที่ความเขมขนของโซเดียมไนเตรทสูง  จุลินทรียสามารถเจริญเติบโตไดดีกวาแตก็ไมสงผลใหมี

การผลิตแรมโนลิปดไดมากขึ้น  นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่กลาวถึงการนําของเสียมาใชเปนแหลง

สารอาหาร  แมวาของเสียบางประเภทจะยังประกอบดวยสารประกอบไนโตรเจน  กรดอินทรีย  

น้ําตาล  น้ํามันที่เหลือและแรธาตุเหลืออยู  แตก็อาจมีไมเพียงพอกับความตองการของจุลินทรียที่

ใชในการเจริญเติบโต  เชน  olive oil mill effluent  หรือ  OOME   เปนน้ําเสียจากกระบวนการ

สกัดน้ํามันมะกอก  ซึ่ง  Mercade และคณะ (1993)   ศึกษาการนํา  OOME  มาใชเปนแหลง

อาหารเพื่อเลี้ยงจุลินทรียสายพันธุตางๆ พบวาถึงแม  OOME  จะมีแรธาตุสูงแตก็มีไนโตรเจนไม

เพียงพอจึงมีการศึกษาการเติมโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขนตางๆ ไดแก  1,  2.5,  4  และ  6  

กรัมตอลิตร  พบวาที่ความเขมขนของโซเดียมไนเตรทเทากับ  2.5  กรัมตอลิตร  สามารถผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงที่สุดโดยดูจากคาแรงตึงผิวที่ลดลงมากที่สุดจาก  42  มิลลินิวตันตอเมตร

ลดลงเหลือ  30  มิลลินิวตันตอเมตร  สวน  Babu และคณะ (1996)  ทําการศึกษาการใชของเสีย  

2  ชนิดคือ  distillery  waste  และ  whey  waste  มาเปนแหลงสารอาหารเปรียบเทียบกับอาหาร

สังเคราะหที่มาจากกลูโคสและโซเดียมไนเตรทเพื่อเลี้ยง  Pseudomonas  aeruginosa  BS2  

พบวาของเสียทั้ง  2  ชนิดเหมาะสําหรับใชเปนแหลงอาหารในการผลิตแรมโนลิปดมากกวาอาหาร

สังเคราะห  โดยที่ distillery  waste  มีคาอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะเทากับ  0.009  ตอ

ชั่วโมงซึ่งสูงกวา  whey  waste  แต  whey  waste  มีคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงกวา  

distillery  waste  ที่เปนเชนนี้เพราะ  whey  waste  มีไนโตรเจนอยูปริมาณมากกวาจึงทําให

จุลินทรียเจริญเติบโตไดดีกวาแตก็ทําใหผลิตแรมโนลิปดไดนอยกวา  ในขณะที่  distillery  waste  

มีไนโตรเจนปริมาณนอยกวาจึงอยูในสภาวะไนโตรเจนจํากัดซึ่งเปนสภาวะที่สามารถผลิตแรมโน

ลิปดไดดี  ทําใหสามารถผลิตแรมโนลิปดไดมากกวา
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2.2.3  อิทธิพลจากแหลงอาหารคารบอนและแหลงอาหารไนโตรเจน
อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเปนอีกตัวแปรหนึ่งที่มีศึกษาเพราะสามารถบงถึง

ปริมาณที่เหมาะสมของคารบอนและไนโตรเจนเพื่อใชผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  Santa และ

คณะ (2002)  ศึกษาหาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิต

แรมโนลิปดจากการเลี้ยง  Pseudomonas  aeruginosa  PA1  โดยทําการเปลี่ยนความเขมขน

ของกลีเซอรอลและความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีคาคงที่  จึงไดอัตราสวนระหวาง

คารบอนตอไนโตรเจน  8  คา  ไดแก  10,  20,  30,  40,  60,  80,  100  และ  120  พบวาคาผลได

ของผลิตภัณฑมีคาสูงขึ้นตามอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงที่สุดที่

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  60  มีคาเทากับ  0.13  กรัมตอกรัม  แตที่

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนมากกวา  60  คาผลไดของผลิตภัณฑกลับลดลงตาม

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้น  อาจเปนเพราะผลจากการเกิดการยับยั้งของ

เมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย  เชน  การขนยายสารอาหารเขาสูเซลลทําไดยากขึ้นเพราะกลีเซอรอลมี

ความเขมขนสูงขึ้น  สวน  Manresa และคณะ (1991)  ทําการเลี้ยง  Pseudomonas  

aeruginosa  44T1  โดยใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนและโซเดียมไนเตรทเปนแหลง

ไนโตรเจน  พบวาคาผลไดของผลิตภัณฑสูงที่สุดที่อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  

6.6  และแรมโนลิปดที่ผลิตไดมีทั้งในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโตและระยะพัก  โดยจะเริ่มผลิตเมื่อ

ความเขมขนของไนโตรเจนมีคาต่ํา  Haba และคณะ (2000)  ศึกษาการเลี้ยง Pseudomonas  

aeruginosa  44T1  เพื่อผลิตแรมโนลิปดเชนกัน  ซึ่งทําการทดลองเปลี่ยนความเขมขนของ

ไนโตรเจนหลายๆ คาโดยความเขมขนของคารบอนคงที่  ทําใหไดอัตราสวนระหวางคารบอนตอ

ไนโตรเจนตางๆ กัน  พบวาคาผลไดของผลิตภัณฑมากที่สุดเทากับ  0.34  กรัมตอกรัมที่อัตราสวน

ระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  8  และแรมโนลิปดสามารถผลิตไดทั้งในชวงที่จุลินทรีย

เจริญเติบโตและระยะพัก  

2.2.4  อิทธิพลจากอุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง
จุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่

แตกตางกัน  ซึ่งหากจุลินทรียอยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมอาจทําใหไดผลผลิตของผลิตภัณฑไม

เปนไปตามตองการ  Guerra Santos และคณะ (1986)  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง

Pseudomonas  aeruginosa  DSM 2659  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดดีใน

ชวงอุณหภูมิ  32 – 34  องศาเซลเซียส  ที่อุณหภูมิสูงขึ้นหรือต่ําลงกวานี้จะสงผลตอการเปลี่ยน
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แปลงเมทาบอลิซึมของจุลินทรียซึ่งทําใหการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลดลง  และ  Guerra 

Santos  ยังศึกษาผลของคาความเปนกรดดาง  พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมอยูในชวง 

6.2 – 6.4  ถาคาความเปนกรดดางสูงหรือต่ํากวานี้จะทําใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดลดลง 

ณรงค (2543)  ศึกษาผลของคาความเปนกรดดางที่มีตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จาก   Pseudomonas sp.A41  พบวาที่ความเปนกรดดางเทากับ  7.5  เหมาะสําหรับการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพและไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทากับ  2.95  มิลลินิวตันลิตรตอ

กรัมเซลลตอชั่วโมงตอเมตร  นอกจากคาความเปนกรดดางจะมีอิทธิพลตอความสามารถในการ

ผลิตแรมโนลิปด  ยังมีผลตอโครงสรางและการรวมตัวของแรมโนลิปดดวย  เพราะที่คาความเปน

กรดดางตางๆ กันแรมโนลิปดจะรวมตัวไดแตกตางกัน  เชน  การรวมตัวเปนไมเซลล  หรือการ

รวมตัวเปนทรงกลมผนังสองชั้น  เปนตน  ซึ่งจะสงผลตอการที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมตัวกับ

แหลงคารบอนเพื่อขนยายสารอาหารผานเซลลและเขาสูเซลล     

2.2.5  อิทธิพลจากความเร็วรอบใบกวน
ใบกวนภายในถังหมักมีหนาที่ชวยเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหวางอากาศและแหลงสารอาหารกับ

จุลินทรีย  ถาแหลงคารบอนที่ใชเปนสารอาหารไมสามารถละลายในน้ําได  เชน  น้ํามัน  การกวน

จะทําใหน้ํามันกระจายตัวอยูในชั้นน้ํามากขึ้นและชวยลดขนาดของน้ํามัน  แตหากใชความเร็วรอบ

ของการกวนไมเหมาะสม  เชน  ความเร็วรอบที่สูงเกินไปอาจทําใหเซลลถูกทําลาย   Syldatk  และ 

Wagner (1987)  ทําการเพิ่มความเร็วรอบจาก  250  เปน  500  รอบตอนาที  ทําใหการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวจาก  Nocardia erythropolis   มีคาลดลงเนื่องมาจากแรงเฉือนที่สงผลตอการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย    สวนณรงค (2543)  ศึกษาผลของความเร็วรอบใบกวนจากการเลี้ยง  

Pseudomonas sp.A41 ดวยน้ํามันปาลมดิบ  พบวาความเร็วรอบใบกวนที่เหมาะสมสําหรับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและไมทําลายเซลลเทากับ  600  รอบตอนาที  

2.3  แบบจําลองคณิตศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ

การที่จะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใหไดผลผลิตที่สูงที่สุดและพัฒนากระบวนการ

ผลิตเพื่อขยายขนาดจากระดับหองปฏิบัติการไปสูระดับอุตสาหกรรม  นอกเหนือจากการคัดเลือก

สายพันธุจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพที่สามารถใหผลผลิตที่ดีที่สุด  การศึกษาถึงพฤติกรรมของ
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จุลินทรียในกระบวนการหมักและการศึกษาถึงปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแลว  การศึกษาการนําแบบจําลองทางคณิตศาสตรมาใชอธิบายพฤติกรรมตางๆ  ที่

เปลี่ยนแปลงระหวางกระบวนการหมัก  เชน  การเจริญเติบโตของจุลินทรีย  การลดลงของ

สารอาหาร  การเกิดขึ้นของผลิตภัณฑ  เปนตน  ยังเปนสวนสําคัญเพราะทําใหทราบถึงธรรมชาติ

ของกระบวนการหมักและสามารถนําแบบจําลองคณิตศาสตรที่มีการเลียนแบบพฤติกรรมนั้นไปใช

ในการทํานายปรากฏการณที่จะเกิดขึ้นระหวางกระบวนการหมักในอนาคต  ซึ่งจะมีประโยชนใน

ออกแบบและปรับปรุงกระบวนการหมักเพื่อใหกระบวนการหมักเปนไปตามทิศทางที่ตองการ  แต

แบบจําลองที่ใชอธิบายพฤติกรรมของจุลินทรียมีความความซับซอนแตกตางกันหลายระดับ  แบบ

จําลองที่มีความซับซอนนอยอาจจะอธิบายพฤติกรรมจริงของจุลินทรียไดไมดีเทากับแบบจําลองที่

มีความซับซอนมาก  แตก็จะมีความยุงยากในการคํานวณทางคณิตศาสตรสูงเพราะมีพารามิเตอร

ในระบบหลายตัว  ดังนั้นในการเลือกแบบจําลองใดไปใชขึ้นอยูกับสมมติฐานที่ตั้งไวและความ

เหมาะสมกับกระบวนการหมักนั้นๆ

แบบจําลองคณิตศาสตรที่มีความใกลเคียงกับพฤติกรรมจริงของจุลินทรียคือแบบจําลอง

ที่พิจารณาปฏิกิริยาทุกปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลแตละเซลลและคํานึงการเปลี่ยนแปลงจาก

เซลลหนึ่งไปอีกเซลลหนึ่ง  แตแบบจําลองลักษณะนี้ไมเปนที่นิยมเพราะมีความซับซอนมากยากตอ

การคํานวณ  แบบจําลองที่พัฒนาขึ้นสวนใหญมักเปนแบบจําลองที่มีการทําใหงายลง     สําหรับ

การแบงประเภทของแบบจําลองคณิตศาสตรที่ใชในการอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรียใน

กระบวนการหมัก  สามารถแบงไดตามความซับซอนของแบบจําลองเปน  4  ประเภทตามรูปที่  

2.4   โดยแบบจําลองที่มีความซับซอนนอยที่สุดคือแบบจําลองที่ไมคํานึงถึงโครงสรางของเซลล  

(Unstructured  model)  และแบบจําลองที่ไมแบงแยกชนิดของเซลลในระบบ  (Non-segregated  

model)  แบบจําลองประเภทนี้จะพิจารณาวาเซลลหนึ่งเซลลมีองคประกอบเดียว  ไมคํานึงถึง

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลประชากรเซลลแตละเซลลที่อยูในระบบไมมีความแตกตางกัน  มี

คุณสมบัติและมีหนาที่ในการทํางานเหมือนกันทุกประการ  จึงสามารถใชตัวแปรเดียวแทนประชา

กรเซลลทั้งระบบได  เชน  ความเขมขนรวมของเซลล  (total  biomass  concentration)   แตถา

เปนแบบจําลองที่มีการแบงแยกชนิดของเซลล  (Segregated  model)  จะมีการแบงแยกและ

คํานึงถึงความแตกตางของประชากรเซลลที่อยูในระบบ  เชน  เซลลที่มีอายุนอยจะทําหนาที่การ

ทํางานอยางหนึ่ง  และเซลลที่อายุมากจะมีหนาที่การทํางานอีกอยางหนึ่ง  สวนแบบจําลองอีก

ประเภทหนึ่งคือแบบจําลองที่คํานึงถึงโครงสรางของเซลล  (Structured  model)  พิจารณาวาใน

เซลลหนึ่งเซลลแบงเปนหลายองคประกอบ  เชน  ดีเอ็นเอ  อารเอ็นเอ  โปรตีน  เปนตน  และคํานึง

ถึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลที่แตละองคประกอบนั้นดวย  
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รูปที่  2.4  แสดงความแตกตางของแบบจําลองที่ใชอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดย

ความซับซอนของแตละแบบจําลองเรียงจากมุมซายบนไปหามุมขวาลาง  (Ratledge  และ

Kristiansen,  2006)

2.3.1  แบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
ประเภทของแบบจําลองที่พัฒนาเพื่ออธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   สวนใหญเปน

แบบจําลองที่ไมคํานึงถึงโครงสรางของเซลลเพราะมีความซับซอนนอยและงายตอการเขาใจ  ซึ่ง

แตละแบบจําลองจะมีรูปแบบสมการที่แตกตางกันขึ้นอยูกับสมมติฐานของแบบจําลองนั้น  

แบบจําลองที่งายที่สุดที่มีการเสนอไวคือแบบจําลองของ  Malthus (1798)     

  XrX                                                              (2.1)

แบบจําลองของ  Malthus  เปนแบบจําลองที่คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียเพิ่มขึ้น

เรื่อยๆ  ตามเวลาที่เพิ่มขึ้น  เพราะการเจริญเติบโตของจุลินทรียเปนอิสระไมขึ้นกับสารอาหารที่มี

อยู  ไมมีการคํานึงถึงผลของสารยับยั้งการเจริญเติบโตทั้งจากสารอาหาร  ผลิตภัณฑและเซลล  

แตในความเปนจริงอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียมีคาจํากัด  Verhulst (1844)  และ  Pearl  

และ  Reed (1920)  จึงเสนอแบบจําลองที่มีการเพิ่มเทอมที่คํานึงถึงผลสารยับยั้งการเจริญเติบโต

จากเซลล  คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียจะถูกจํากัดเมื่อความเขมขนของเซลลมี

คาสูงขึ้น

        X
X

X
r

m
X 








 10                                                  (2.2)
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แบบจําลองนี้เปนที่รูจักกันในชื่อของแบบจําลอง  logistic  ซึ่งเปนแบบจําลองหนึ่งที่มีการใชอยาง

กวางขวาง  เชน  ในระบบการหมักโพลีแซคคาไรด  (Luong  และ Mulchandani, 1987)  และการ

ผลิตโซโฟโรลิปดซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (Ochoa  และ  Casas, 1999)  แตสําหรับแบบ

จําลองที่ไดรับความนิยมมากที่สุดและมีการใชอยางแพรหลายคือ  แบบจําลองของ  Monod  

                                    

         
SKS

S


 max                                                         (2.3)

แบบจําลองของ  Monod (1942) เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียขึ้นอยูกับ

สารอาหาร  มีสมมติฐานวาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารเพียง

ชนิดเดียว  โดยมีความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของสาร

อาหารคือ  เมื่อความเขมขนของสารอาหารต่ําๆ  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาเพิ่มขึ้นตาม

ความเขมขนของสารอาหารที่เพิ่มขึ้น  แตเมื่อสารอาหารมีความเขมขนสูงถึงคาคาหนึ่งอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะจะไมขึ้นอยูกับความเขมขนของสารอาหารอีกตอไปตามรูปที่  2.5   ทําให

สามารถเขียนในรูปสมการไดเปน  2  รูปแบบดังนี้

                                  

         max                      เมื่อ   SKS         

                                  S
K S

 max
                เมื่อ  SKS 

                 
รูปที่  2.5  แสดงความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของ

สารอาหารตามแบบจําลองของ  Monod

KS

max

2
max

S


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นอกเหนือจากแบบจําลองของ  Monod  ยังมีแบบจําลองอื่นๆ  หลายแบบจําลองที่มีสาร

อาหารเพียงชนิดเดียวเปนตัวกําหนดการเจริญเติบโตของจุลินทรียเชนเดียวกับแบบจําลองของ  

Monod  แตมีรูปแบบสมการตางออกไป  อาทิเชน

แบบจําลองของ  Teissier  (1942)

 SKSe 1max                                                             (2.4)

แบบจําลองของ  Moser  (1958)

 
n

S

n

SK

S


 max                                                              (2.5)

แบบจําลองของ  Mason และ Milles  (1976)

                                  










 SK

SK

S
D

S
max                                                     (2.6)

                                                                                                                             

แบบจําลองเหลานี้มีลักษณะคลายคลึงกับแบบจําลองของ  Monod  แตจะมีการเพิ่มเทอมหรือ

พารามิเตอรเขาไปเพื่ออธิบายปรากฎการณอื่นที่เกิดขึ้น  เชน แบบจําลองของ  Moser  ใชเมื่อ

อันดับการเกิดปฏิกิริยาของสารอาหารไมใชอันดับหนึ่ง  สวนแบบจําลองของ  Mason และ Milles  

มีการเพิ่มฟลักซของแรงขับดันเพื่ออธิบายการแพรของสารอาหารเขาสูเซลล  และแบบจําลองของ  

Teissier  เปนแบบจําลองที่ไดมาจากผลการทดลองโดยไมไดอยูบนพื้นฐานของกลไกทางชีววิทยา  

แตอาศัยความสัมพันธของสมการ   pk
dS

d 
 max   เมื่อ  1p   จะไดเปนแบบจําลองของ  

Teissier

ในบางกรณีที่มีสารอาหารมากวาหนึ่งชนิดมีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของ

จุลินทรีย  รูปแบบสมการจะมีความซับซอนมากขึ้นและยากที่จะแยกแยะวาสารอาหารชนิดที่สอง

หรือสารอาหารที่เพิ่มเขามาเปนสารอาหารที่จําเปนจริงๆ  ตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียหรือเปน

สารอาหารที่เพียงชวยในการสงเสริมการเจริญเติบโตเทานั้น  สําหรับรูปแบบทั่วไปของแบบจําลอง

ที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดแบงเปน  2  

แบบ  ไดแก    
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แบบจําลองของสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดรวมกันแบบบวก  (additive model) 

                                          

                                       


















n

i iS

i

SK

S

i

i

1

max
                                                          (2.7)                                              

 

 แบบจําลองของสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดรวมกันแบบคูณ  (multiplicative  model)                                           

                                         
















n

j iS

i

SK

S

i1
max                                                 (2.8)

สวนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารหลายชนิด  แต

สารอาหารเหลานั้นแบงเปน  สารอาหารจําเปนซึ่งเปนสารอาหารหลักที่ขาดไมไดสําหรับการเจริญ

เติบโตและสารอาหารเสริมที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Tsao  และ  Hanson  (1975)  

ไดมีการเสนอแบบจําลองไวคือ

                  
























 



m

j jessjess

jess
n

i ienhienh

ienhi

SK

S

SK

Sk

1 ,,

,

1 ,,

,
0max,                            (2.9)

นอกจากนี้ยังมีแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผลของสารยับยั้งตอการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย  การยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะเกิดขึ้นเมื่อความเขมขนสารอาหาร  

ผลิตภัณฑหรือเซลลในระบบมีคาสูงๆ  ซึ่งทําใหอัตราการเจริญเติบโตของจําเพาะจุลินทรีย

นอกจากขึ้นอยูกับความเขมขนของสารอาหารยังขึ้นอยูกับความเขมขนของสารยับยั้งดวย  

ตัวอยางแบบจําลองที่มีสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  ไดแก  

แบบจําลองที่มีสารอาหารเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Andrews  (1968)

SiS KSKS

S
2max 

                                                   (2.10)

แบบจําลองของ  Luong  (1986)
n

mS S

S

KS

S











 1max                                                 (2.11)
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แบบจําลองของ  Andrew  และแบบจําลองของ  Luong  มีลักษณะแบบจําลองคลายกับ

แบบจําลองของ  Monod  แตมีการเพิ่มเทอมของสารยับยั้งการเจริญเติบโตเขาไป  แบบจําลอง

ของ  Andrews  เปนแบบจําลองที่มีการเลียนแบบมาจากการเกิดสารยับยั้งในปฏิกิริยาของ

เอนไซม  สวนแบบจําลองของ  Luong  เปนแบบจําลองที่พัฒนามาจากแบบจําลองของ  

Levenspiel  เพื่ออธิบายผลกระทบของความเขมขนบิวทานอลซึ่งเปนสารอาหารที่มีตอการ

เจริญเติบโตของยีสต

แบบจําลองที่มีผลิตภัณฑเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Aiba  และคณะ  (1968)  

iKP

S

e
SK

S 


 max                                                                  (2.12)

แบบจําลองของ  Levenspiel  (1980)

n

mS P

P

KS

S











 1max                                                             (2.13)

แบบจําลองของ  Aiba  เปนการศึกษาผลของผลิตภัณฑซึ่งเปนสารยับยั้งในการหมักแอลกอฮอล

และแบบจําลองของ  Levenspiel  เปนแบบจําลองที่ศึกษาผลของความเขมขนเอทานอลที่ผลิต

ออกมาในการหมักแอลกอฮอล

แบบจําลองที่มีเซลลเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Contois  (1959)












SXK

S

S
max                                                                     (2.14)

แบบจําลองนี้มีการเพิ่มพารามิเตอรคือความเขมขนของเซลลลงไปในแบบจําลองของ  Monod    

เพื่อแสดงการเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตเนื่องจากเซลล  ในระบบที่มีความเขมขนของเซลลสูงๆ  

จะทําใหเกิดความหนืดสูงจึงสงผลตอการแพรของสารอาหารเขาสูเซลล
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2.3.2  แบบจําลองสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ในรายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบวามีการใชแบบจําลอง

ซึ่งประยุกตมาจากแบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียเพื่ออธิบายการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพไมมากนัก  เชน   รายงานวิจัยของ  Babu  และคณะ  (1996)  ใชแบบจําลองของ  

Monod  ในการหาคาจําเพาะทางจลนพลศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  

Pseudomonas  aeruginosa   BS2  โดยมีของเสียจากแหลงอุตสาหกรรมและสารอาหาร

สังเคราะหเปนแหลงคารบอน  งานวิจัยของ Rodrigues  และคณะ  (2006)  ใชแบบจําลอง  

logistic  ซึ่งเปนแบบจําลองที่พิจารณาผลจากความเขนขนของของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกรณีที่

ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาสูงๆ  เพื่ออธิบายการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จากแบคทีเรีย Lactobacillus   สายพันธุตางๆ    และงานวิจัยของ  Ochoa  และ  Casas  (1999)  

มีการใชคาคงที่   P   เพื่ออธิบายการผลิตโซโฟโรลิปดดวย  Candida  bombicola  จากกลูโคส

และน้ํามันดอกทานตะวัน  เพราะพิจารณาวาน้ํามันดอกทานตะวันมีสวนที่เปนไขมันซึ่งมีความ

สามารถในการละลายน้ําต่ํา  จึงสมมติใหความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันมีคาคงที่ที่ทุก

ชวงเวลาและแทนดวยคา  P   สวนงานวิจัยของ  Sekelsky และ Shreve  (1998)  ศึกษา

แบบจําลองของจุลินทรียที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาเพื่อชวยสารประกอบไฮโดร

คารบอนซึ่งเปนสารไมละลายน้ําเขาสูเซลล  และงานวิจัยของ  Levisauskas และคณะ (2004)  

เปนการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  Azotobacter vinelandii  21  ดวยกลูโคส

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  ซึ่งแบบจําลองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามงานวิจัย

ที่ไดกลาวถึงไปแสดงอยูในตารางที่  2.1  
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ตารางที่  2.1  แสดงแบบจําลองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียชนิดตางๆ

ผลิตภัณฑ จุลินทรีย แหลงคารบอน สมการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เอกสารอางอิง

แรมโนลิปด Pseudomonas aeruginosa
strain BS2

synthetic medium

distillery waste

whey waste

SK

S

m

m







 Babu และคณะ, 1996

โซโฟโรลิปด Candida bombicola กลูโคส

น้ํามันดอกทานตะวัน
xSP

P CC
dt

dC
 Ochoa และ Casas, 1999

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Pseudomonas aeruginosa เฮกซะเดกเคน
dt

dC

MSR
X

k

dt

dB aq

w

Baq











1 Sekelsky และ Shreve,

1999

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Azotobacter vinelandii 21 กลูโคส
V

p
uxq

dt

dp
p  Levisauskas และคณะ, 

2004

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus coryniforum

Lactobacillus pentosus

กลูโคส










max

1
P

P
PP

dt

dP
r

Rodrigues และคณะ, 

2006

         โดยที่  PpBCP ,,,   หมายถึง ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  และ    หมายถึง  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
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2.4 เทคนิคควบคุมการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง
การนําเทคนิคการควบคุมการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องในการเพาะ

เลี้ยงจุลินทรียโดยสวนใหญมีจุดประสงคเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตของผลิตภัณฑ  หรือปองกันการ

เกิดสะสมของสารอาหารที่มากเกินไปซึ่งทําใหไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียหรือการเกิด

ผลิตภัณฑ  เทคนิคการปอนสารสามารถแบงเปน  2  ประเภทใหญๆ  ไดแก   การปอนโดยการควบ

คุมแบบยอนกลับ (feedback control)  และการปอนโดยการควบคุมแบบไมยอนกลับ (without 

feedback control)  

 การปอนโดยการควบคุมแบบยอนกลับ  เปนการควบคุมอัตราการปอน

สารอาหารโดยการใชอุปกรณเครื่องมือวัดสัญญาณตางๆ  ที่ถูกสงออกมาจากกระบวนการ  

จากนั้นจะสงไปยังอุปกรณควบคุมซึ่งทําหนาที่เปรียบเทียบสัญญาณที่ไดรับกับคาที่ตองการ  

ผลตางของคาที่วัดไดจะถูกสงไปที่อุปกรณควบคุมตัวสุดทายเพื่อปรับกระบวนการใหเปนไปใน

ทิศทางที่ตองการ  ซึ่งการควบคุมแบบยอนกลับนี้ยังสามารถแบงออกเปน  2  วิธีคือ  

-  การควบคุมแบบยอนกลับโดยวิธีทางออม  สวนใหญวิธีนี้จะอาศัยการวัดคาพารามิเตอร

ตางๆ ที่มีความสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตและการใชสารอาหารเพื่อใชในการเติมสารอาหาร  

เชน  การวัดคาการละลายออกซิเจน  (DO) จะสามารถบอกไดวาเมื่อความเขมขนของออกซิเจน

เพิ่มขึ้นแสดงวาปริมาณของสารอาหารเหลือนอย  หรือการวัดคาความเปนกรดดาง (pH)  

สามารถบอกไดวาเมื่อปริมาณแหลงคารบอนถูกใชหมด  คาความเปนกรดดางก็จะสูงขึ้นเพราะ

ความเขมขนของแอมโมเนียมไอออนที่เซลลขับออกมา  นอกจากนี้ยังมีการความเขมขนของเซลล

โดยใชเครื่องวัดความขุนและการวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ออกมา  เปนตน

-  การควบคุมแบบยอนกลับโดยวิธีทางตรง  วิธีนี้จะเปนการวัดความเขมขนของแหลง

สารอาหารที่ใช โดยตรงเพื่อเติมสารอาหาร  ซึ่งจะไมมีการวัดผานพารามิเตอรตัวอื่นเหมือนวิธี

ทางออม  เชน  วัดความเขมขนของแหลงคารบอน

 การปอนโดยการควบคุมแบบไมยอนกลับ  เปนการควบคุมอัตราการปอน

สารอาหารโดยมีการกําหนดคาอัตราการปอนไวลวงหนาเรียบรอยแลว  ซึ่งกําหนดคานั้นไดมาจาก

การคํานวณโดยไมไดมีการวัดสัญญาณดวยอุปกรณควบคุมเพื่อปรับคาเหมือนการควบคุมแบบ

ยอนกลับ  สามารถแบงการควบคุมแบบไมยอนกลับออกเปน  2  วิธีคือ

-    การปอนสารดวยอัตราคงที่  ซึ่งวิธีนี้จะสงผลใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

มีคาลดลงอยางตอเนื่อง
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-  การปอนสารดวยอัตราไมคงที่  การปอนสารลักษณะนี้แบงไดเปน  2  วิธีคือ  การปอน

สารมีลักษณะแบบเชิงเสน  และการปอนสารแบบทวีคูณซึ่งอัตราการปอนเปนแบบทวีคูณซึ่งวิธีนี้

จะเปนการควบคุมอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลใหมีคาคงที่

2.4.1  ตัวอยางการปอนสารอาหารในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ตัวอยางงานวิจัยที่ใชเทคนิคการควบคุมการปอนสารแบบตางๆ  ในการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ  เชน  Lee  และคณะ  (1999)  ศึกษาการเพิ่มผลผลิตของแรมโนลิปดดวยวิธีการ

ควบคุมคา  pH  ในกระบวนการการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  โดยพิจารณาจากคา  pH  ที่เพิ่มขึ้น

แสดงถึงการลดลงของแหลงคารบอน  กูลโคสซึ่งใชเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  

Pseudomonas  aeruginosa  YPJ-80  ถูกปอนเขาไปดวยความเขมขน  700  กรัมตอลิตร  

พบวาที่เวลา  53.5  ชั่วโมง  จุลินทรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงสุดเทากับ  1.68  กรัมตอ

ลิตร  มีคาสูงกวาการผลิตในการการหมักแบบไมตอเนื่องเพียงเล็กนอยสาเหตุมาจากการขาด

แหลงไนโตรเจนในการเจิญเติบโตของจุลินทรีย  ซึ่งสังเกตจากการที่จุลินทรียหยุดการเจริญเติบโต

ตั้งแตชั่วโมงที่  25  ดังนั้นจึงการเพิ่มแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชเปนสารในการ

ควบคุม  pH  ใหมีความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด  2  นอรมอล  ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม

ผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดมากขึ้นเทากับ  4.4  กรัมตอลิตรที่เวลา  25  ชั่วโมง  สวน

งานวิจัยของ  Chen  และคณะ  (2007)  ทําการศึกษาการหมัก  Pseudomonas aeruginosa S2  

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อผลิตแรมโนลิปดดวยกลูโคส  โดยทําการควบคุม  pH  ที่  

6.8  และทําการเปลี่ยนความเขมขนของกลูโคสในสายปอน  3  คาไดแก  4,  6  และ  8  เปอร

เซ็นต  พบวาที่ความเขมขนของกลูโคสในสายปอนเทากับ  6   เปอรเซ็นตใหคาความเขมขนของ

แรมโนลิปดสูงที่สุดเทากับ  6.06  กรัมตอลิตร  จึงทําการทดลองตอโดยใชความเขมขนของกลูโคส

ในสายปอนเทากับ  6   เปอรเซ็นตและปอนกลูโคสดวยอัตราคงที่เทากับ  400  มิลลิลิตรตอวัน  

พบวาการปอนกลูโคสดวยอัตราคงที่ใหคาความเขมขนของแรมโนลิปดสูงสุดที่ไดต่ํากวาการปอน

กลูโคสโดยมีการควบคุม  pH  ในงานวิจัยของ  Kim  และคณะ  (2006)  ทําการศึกษาการผลิต   

mannosylerythritol lipid  ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุมไกลโคลิปดผลิตจากจุลินทรีย 

Candida sp. SY16  โดยใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนปอนเขาไปในชวงที่มีการผลิต

ผลิตภัณฑ  2  ชวง ชวงแรกหลังจาก  50  ชั่วโมงของการหมักปอนน้ํามันถั่วเหลืองที่ความเขมขน  

70  กรัมตอลิตร  และชวงที่สองหลังจาก  100  ชั่วโมงปอนน้ํามันถั่วเหลืองที่ความเขมขน  100  

กรัมตอลิตร  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเขมขนเพิ่มสูงขึ้นเทากับ  95  กรัมตอลิตรที่เวลา  

104  ชั่วโมงและยังสังเกตเห็นวาเมื่อทําการปอนน้ํามันถั่วเหลืองเขาไปในชวงหลังสามารถยับยั้ง
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การเกิดโฟมได  จึงทําการทดลองตอโดยใชตัวเซ็นเซอรที่วัดการเกิดเกิดโฟมเปนตัวกําหนดในการ

ปอนน้ํามันถั่วเหลือง  ซึ่งปริมาณโฟมที่เกิดขึ้นจะสัมพันธกับปริมาณน้ํามันถั่วเหลืองที่ลดลง  เมื่อ

มีโฟมเกิดขึ้นน้ํามันถั่วเหลืองจะถูกปอนเขาไปโดยอัตโนมัติ  น้ํามันถั่วเหลืองถูกปอนเขาไปที่เวลา  

78  ชั่วโมงของการหมักที่ความเขมขน  80  กรัมตอลิตร  เมื่อสิ้นสุดการหมักที่เวลา  200  ชั่วโมง

พบวาความเขมขนสุดทายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาเทากับ  40  กรัมตอลิตรซึ่งต่ํากวาการ

ทดลองแบบแรก  แตใหคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหารที่ปอนเขาไปสูงกวาเล็กนอย  และ

งานวิจัยของ Levisauskas  และคณะ  (2004)  ทําการศึกษาหาอัตราการปอนสารอาหารตาม

สมการและแบบจําลองดวยวิธีนิวรัลเน็ตเวิรด  (neural network)  เพื่อใหไดปริมาณสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพที่ผลิตไดสูงที่สุด  ซึ่งผลการทดลองพบวาการปอนสารอาหารตามที่คํานวณไดตามวิธี

นิวรัลเน็ตเวิรดจะใหผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีขึ้น  11  เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับผลการ

ทดลองที่ดีที่สุดที่เคยทําการศึกษาไว  โดยสมการและแบบจําลองตามงานวิจัยนี้ที่เสนอไวคือ

แบบจําลอง  :    xk
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2.4.1  ตัวอยางการปอนสารอาหารในการผลิตสารชนิดอื่นๆ 
สําหรับตัวอยางงานวิจัยอื่นๆ  ที่มีการใชเทคนิคการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่ง

ตอเนื่องนอกเหนือจากการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดแก  งานวิจัยของ  Li  และคณะ (2004)  

ทําการศึกษาการผลิตไลเปสในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องจาก  Acinetobacter  

radioresistens  โดยใช Tween 80 เปนแหลงคารบอนและใชเทคนิคการควบคุมวัด pH  และ

DO  เพื่อเพิ่มอัตราการผลิตไลเปส  พบวาเมื่อทําการปอนอากาศที่  50%, 70%  และ  90%  ดวย

อัตราการปอนคงที่หลังจากการหมักผานไป  6  ชั่วโมงจะสามารถหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ



25

ที่อัตราปอนอากาศตางๆ ไดในชวง  0.274 - 0.716,  0.192 - 0.452  และ 0.016 - 0.095   ตอ

ชั่วโมงตามลําดับ  ซึ่งเมื่อนํามาหาคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลลพบวาที่อัตราการเจริญเติบโตจํา

เพาะเทากับ 0.1 ตอชั่วโมงใหคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลล ถาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูง

หรือต่ํากวานี้จะทําใหคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลลลดลง  จากนั้นจึงศึกษาการควบคุมคา pH ที่  

6.9,  7.0  และ  7.1  ดวยอัตราการปอนแบบทวีคูณ  ซึ่งสามารถหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่

การควบคุมคา  pH  ตางๆ  ไดเทากับ  0.162,  0.220 ,  0.288  ตอชั่วโมงตามลําดับ  และเมื่อนํา

คามาหาอัตราการผลิตไลเปส  พบวาที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะเทากับ  0.2 ตอชั่วโมง  ใหคา

อัตราการผลิตไลเปสสูงที่สุด  เชนเดียวกับงานวิจัยของ  Tashiro   และคณะ (2004)  ศึกษาการ

เพิ่มอัตราการผลิตบิวทานอลโดยผลิตจาก Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4  

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องโดยการควบคุมคา  pH  ใหคงที่  ซึ่งการรักษาระดับคาความ

เปนกรดดางใหมีคาคงที่เนื่องมาจากมีการเพิ่มขึ้นและลดลงของคาความเปนกรดดางตลอดเวลา  

โดยจะศึกษาการปอนอัตราสวนความเขมขนของกรดบิวทิริกตอกลูโคสตางๆ  กันคือ  0.42,  0.80,  

1.0, 1.5,  1.4  และ  1.6   โดยควบคุมคา  pH  ที่  5.1-5.4  เมื่อทําการปอนหลังจาก 7-9  ชั่วโมง

ผานไปเพราะกลูโคสเริ่มลดลงอยางเห็นไดชัดและเปนจุดที่คาความปนกรดดางเริ่มมีการเปลี่ยน

แปลง  และพบวาที่อัตราการปอนกรดบิวทิริกตอกลูโคสเทากับ 1.4 ทําใหไดความเขมขนของบิวทา

นอลที่ผลิตไดมีคาสูงสุดที่ 14 กรัมตอลิตร สวนคาผลไดของบิวทานอลตอเซลลและคาผลไดของบิว

ทานอลตอการใชกลูโคสในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องมีคาสูงกวาคาผลไดของบิวทานอลตอ

เซลลและคาผลไดของบิวทานอลตอการใชกลูโคสในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องเทากับ 54% 

และ 72% ตามลําดับ

นอกจากนี้งานวิจัยของ Crolla และคณะ (2004)  ทําการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตกรดซิติก

จาก Candida lipolytica  ในกระบวนการหมักกึ่งตอเนื่องโดยทําการศึกษาอัตราการปอนสารอา

หาร และศึกษาสภาวะการปนกวนที่ความเร็วรอบเทากับ  400,  800, 1000  และ 1200  รอบตอ

นาที  ในตอนแรกทําการปอน n-paraffin  ดวยอัตรา 1  ลิตรตอวันทําการหมักเปนเวลา 7 วัน  โดย

ปอนหลังจาก  96  ชั่วโมงผานไปซึ่งเปนชวงของการผลิตผลิตภัณฑ  พบวาเมื่อทําการปนกวนดวย

ความเร็วรอบที่เหมาะสมเทากับ  1000  รอบตอนาที  และปอนสารอาหารที่อัตรา  1  ลิตรตอวันไม

ทําใหอัตราการผลิตกรดซิติกเพิ่มมากขึ้น  โดยความเขมขนของกรดซิติกสูงที่สุดเทากับ  12  กรัม

ตอลิตร จึงทําการศึกษาตอโดยแบงอัตราการปอนสารอาหารออกเปน  3  ชวงคือ  ปอนดวยอัตรา 

0.75, 1.0 และ 1.5 ลิตรตอวันที่เวลา  96,  216  และ  336  ชั่วโมงตามลําดับ  ทําการหมักเปน

เวลา  18 วัน  พบวามีการผลิตกรดซิติกเพิ่มมากขึ้น  โดยมีคาความเขมขนของกรดซิติกสูงที่สุดอยู
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ในชวง  30 - 40  กรัมตอลิตร  และมีความสามารถในการผลิต  (productivity)  กรดซิติกเทากับ 

0.1  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  สวนในงานวิจัย Lin และคณะ (2004)   ตองการเพิ่มการผลิต

S-adenosyl-l-methionine (SAM) and glutathione (GSH)  จากยีสตใหไดปริมาณสูงสุด โดยใช

กระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในระยะแรกซึ่งใชเวลาสั้น  จากนั้นจะดําเนินการหมักแบบกึ่งตอ

เนื่องโดยทําการปอนกลูโคสซึ่งเปนสารอาหารแบบ 2 ขั้นตอน  ในขั้นแรกจะทําการปอนแบบ

ทวีคูณมีจุดประสงคเพื่อตองการเพิ่มปริมาณเซลลและตองการลดการเกิดเอทานอล เพราะเอทา

นอลจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลลดลง  ซึ่งพบวาไดความเขมขนสุดทายของ SAM, 

GSH และเซลลเทากับ  8.77, 0.81 และ  105 กรัมตอลิตร  ตอมาในขั้นที่สองทําการปอน

สารอาหารดวยอัตราคงที่  ซึ่งสงผลใหผลไดของผลิตภัณฑ SAM  ตอกลูโคสและผลไดของ

ผลิตภัณฑ GSH ตอกลูโคสเพิ่มขึ้นจาก 0.039  และ  0.0035  กรัมตอกรัมในขั้นแรกมาเปน 

0.048 และ 0.0038 กรัมตอกรัม  เนื่องจากสามารถกําจัดเอทานอลไมใหเกิดขึ้นได  สวนงานวิจัย

ของ Shukla  และคณะ (2005)  ใชเทคนิคกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อเพิ่ม

ความสามารถในการผลิต (productivity) กรดกิบเบอเรลลิค (Gibberellic acid)  จากรา

Gibberella fujikuroi   โดยใน 10 ชั่วโมงแรกจะเปนการหมักแบบไมตอเนื่อง  เมื่อเขาสูชวงระยะ

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย 10-40 ชั่วโมงจะเริ่มปอนกลูโคสที่ความเขมขน  300  กรัมตอลิตร

และแอมโมเนียมไนเตรทที่ความเขมขน 14.3  กรัมตอลิตร ดวยอัตราการปอน  0.005  ลิตรตอ

ชั่วโมง จากนั้นหลังจาก  40  ชั่วโมงผานไปจะทําการเปลี่ยนความเขมขนในสายปอนคือปอน

กลูโคสที่ความเขมขน  250  กรัมตอลิตรแตไมมีการปอนแอมโมเนียมไนเตรทดวยอัตราการปอน  

0.005  ลิตรตอชั่วโมงเทาเดิม  เพื่อใหอยูในภาวะจํากัดไนโตรเจนซึ่งจะทําใหผลิตกรดกิบเบอ

เรลลิคไดเพิ่มขึ้น  โดยแอมโมเนียมไนเตรทจะหมดใน 50 ชั่วโมง  นอกจากนี้การใชเทคนิคนี้ทําให

ไมมีผลิตภัณฑขางเคียงซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไมตองการเกิดขึ้นตลอดเวลาการหมัก 100 ชั่วโมง ตาง

จากในกระบวนหมักแบบไมตอเนื่องซึ่งจะเกิดขึ้นพรอมๆ  กับการเกิดกรดกิบเบอเรลลิคและใน

กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องนี้ทําใหไดคาความเขมขนของเซลล,  ความเขมขนของกรดกิบ

เบอเรลลิคเพิ่มขึ้น  โดยเฉพาะความสามารถในการผลิต (productivity) กรดกิบเบอเรลลิคมีคา

เพิ่มขึ้นจากกระบวนหมักแบบไมตอเนื่องถึง  2.9  เทา



บทที่ 3
ทฤษฎี

3.1  กระบวนการหมัก
ชนิดของกระบวนการหมักโดยทั่วไปสามารถแบงออกไดเปน  3  แบบ  คือ

1. กระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง (Batch  fermentation)  เปนกระบวนการ

เพาะเลี้ยงจุลินทรียในระบบปด  ไมมีการปอนสารอาหารเขาไปในระบบและดึงผลิตภัณฑออกจาก

ระบบ  มีปริมาณสารอาหารในระบบจํากัด  จุลินทรียจึงใชสารอาหารที่มีอยูในระบบจนหมดเพื่อ

สรางผลิตภัณฑและสารอื่นๆ  ออกมา  และมีระยะเวลาการหมักสั้นเมื่อเทียบกับกระบวนการหมัก

แบบอื่น  มีรูปแบบการเจริญเติบโตของจุลินทรียในกระบวนการนี้มีแตกตางกันในแตละชวงเวลา  

ซึ่งแบงกวางๆ เปน  4  ระยะไดแก

-  ระยะปรับตัว  (Lag  phase)  เมื่อเปลี่ยนถายเชื้อจุลินทรียลงในอาหาร  จุลินทรียจะมี

การปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมใหม  ซึ่งระยะนี้จุลินทรียจะยังไมมีการเพิ่มจํานวน

-  ระยะทวีคูณ  (Exponential  phase)  เปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตสูง

และมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว

-  ระยะพัก  (Stationary  phase) เปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง

เนื่องจากสารอาหารไมเพียงพอหรือการสะสมของสารพิษที่เกิดจากจุลินทรีย  เปนตน  ระยะนี้จึง  

ทําใหอัตราการเจริญเติบโตมีคาเทากับอัตราการตาย

-  ระยะการตาย  (Death  phase) อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียลดลงอยางมาก

ในระยะนี้เพราะมีสิ่งแวดลอมไมเหมาะสม  จึงทําใหมีอัตราการตายสูงกวาอัตราการเจริญเติบโต

ในการดําเนินงานดวยกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องมักใชในกระบวนการที่สามารถใช

ถังปฏิกิริยาเพียงถังเดียวในการผลิตผลิตภัณฑไดหลายผลิตภัณฑและมีปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิต

ไดจํานวนไมมากนัก  ขอดีของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องคือกระบวนการลักษณะนี้ใช

อุปกรณในการควบคุมนอยจึงมีตนทุนในการติดตั้งต่ํา  มีโอกาสในการปนเปอนและการกลายพันธุ

ของจุลินทรียไดนอยกวาเมื่อเทียบกับการดําเนินงานแบบอื่นเพราะมีระยะเวลาในการหมักสั้น  

สวนขอเสียคือเสียคาใชจายในการเปลี่ยนถายเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อบอยครั้งและมีโอกาสสัมผัส

กับผลิตภัณฑที่เปนพิษหรือสารพิษอื่นจากการที่ภาวะในระบบเปลี่ยนแปลง
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2.  กระบวนการหมักแบบตอเนื่อง  (Continuous  fermentation)  เปนกระบวนการที่

มีทั้งการปอนสารอาหารเขาในระบบและดึงผลิตภัณฑออกจากระบบ  การเติมสารใหมและดึงสาร

เกาจะกระทําอยางตอเนื่องดวยอัตราที่เหมาะสม  จึงทําใหเกิดสภาวะคงที่  (steady state)  ใน

ระบบ  ซึ่งจะถือวาปริมาณจุลินทรียที่เกิดขึ้นใหมเทากับปริมาณจุลินทรียที่ออกไปจากระบบ  ขอดี

ของกระบวนการหมักลักษณะนี้คือปริมาณผลิตภัณฑที่ไดตอเวลามีคาสูงและมีคาคงที่ตลอดชวง

เวลาดําเนินการ  แตมีโอกาสเกิดการปนเปอนและการกลายพันธุของจุลินทรียไดงายเนื่องจากมี

ระยะเวลาการหมักที่ยาวนาน  และสวนใหญใชระบบอัตโนมัติในการควบคุมกระบวนการจึงมีคา

ใชจายในการติดตั้งสูง

3.  กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  (Fed-batch  fermentation)  เปนกระบวนการ

ที่มีการปอนสารอาหารเขาไปในระบบแตไมมีการดึงผลิตภัณฑออกจากระบบกอนสิ้นสุดการหมัก  

ดังนั้นปริมาตรของสารอาหารในระบบจะเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น  การเติมสารอาหารใหม

เขาไปในระบบจะกระทําแบบตอเนื่องหรือเติมแบบเปนระยะก็ได  กระบวนการหมักลักษณะนี้

ไดรับการพัฒนาขึ้นมาเพื่อควบคุมความเขมขนของสารอาหารในระบบใหเหมาะสมกับการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย  ลดโอกาสเกิดการปนเปอนและการกลายพันธุของจุลินทรีย  และชวยสงเสริม

การผลิตผลิตภัณฑทุติยภูมิ  (secondary  metabolite)  ซึ่งจะผลิตในชวงที่จุลินทรียเขาสูระยะ

คงที่  ในกรณีนี้จะสามารถควบคุมอัตราการปอนสารอาหารใหเหมาะสมกับภาวะการสราง

ผลิตภัณฑได  แตกระบวนการหมักเชนนี้จะมีโอกาสในการสัมผัสกับผลิตภัณฑที่เปนพิษไดงาย  

และใชอุปกรณเครื่องมือที่มีความซับซอนและราคาแพงในการควบคุมกระบวนการ

สําหรับในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่องและกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  ในหัวขอถัดไปจึงจะกลาวถึงเฉพาะกระบวนการหมัก

แบบไมตอเนื่องและกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  

3.2  สมการสมดุลมวล
การเปลี่ยนแปลงตางๆ  ที่เกิดขึ้นในระบบ  เชน  การเพิ่มขึ้นของจุลินทรีย  การลดลงของ

สารอาหาร  หรือการเกิดขึ้นของผลิตภัณฑ    สามารถอธิบายดวยสมการสมดุลมวลซึ่งจะมีรูปแบบ

สมการแตกตางกันไปตามสมมติฐานที่ไดกําหนดไว  สําหรับรูปแบบทั่วไปของสมการสมดุลมวล

เขียนไดดังนี้  
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อัตราการสะสมมวลในระบบ = อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายใน

                                  ระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและการสลายมวล -  อัตราการ 

                                  ปลอยมวลออกจากระบบ

      

      iiiF
i cFVrcF

dt

Vdc
                                           (3.1)

3.2.1  สมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง
         

                          
  

                      รูปที่  3.1  แสดงกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง

สมมติฐานที่ใชทั่วไปสําหรับสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง

-  ไมมีการปอนมวลเขาและปลอยมวลออกจากระบบ

-  เซลลแตละเซลลในระบบมีองคประกอบเดียวและไมมีความแตกตางกัน   

            -  การเปลี่ยนแปลงความหนาแนนรวมของสารในระบบนอยมากจนถือวาคงที่

-  ปริมาตรของระบบคงที่

            -  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบ  

                นอยมากจนถือวาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

Air inlet

Air outlet
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ดังนั้นจึงสามารถเขียนสมการสมดุลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในรูปทั่วไปไดดังนี้

อัตราการสะสมมวลในระบบ  =  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายในระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและ 

                                               การสลายมวล         

                                      

Vr
dt

Vdc
i

i                                                                (3.2)

                             

      Vr
dt

dV
c

dt

dc
V ii

i                                                       (3.3)                                              

                         

                                         0
dt

Vd                                                             (3.4)

        Vr
dt

dc
V i

i                                                     (3.5)                                        

                                   

          i
i r

dt

dc
                                                            (3.6)                                                           

                                     
     
สมดุลมวลเซลลในระบบ                                                                                                                    

อัตราการสะสมมวลของเซลลในระบบ  =  อัตราการผลิตมวลเซลล 

                                                      Xr
dt

dX
                                                                (3.7)

                                                                                       
สมดุลมวลของสารอาหารในระบบ

อัตราการสะสมมวลจากสารอาหารในระบบ  =  อัตราการใชไปของสารอาหาร

                                               Sr
dt

dS
                                                             (3.8)

                                                                                             
สมดุลมวลของผลิตภัณฑในระบบ

อัตราการสะสมมวลของผลิตภัณฑในระบบ  =  อัตราการผลิตมวลผลิตภัณฑ

                                             Pr
dt

dP
                                                                  (3.9)
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3.2.2  สมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

                                  

รูปที่  3.2  แสดงกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

สมมติฐานที่ใชทั่วไปสําหรับสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

-  มีการปอนมวลเขาระบบ  แตไมมีการปลอยมวลออกจากระบบ

-  เซลลแตละเซลลในระบบมีองคประกอบเดียวและไมมีความแตกตางกัน   

            -  ในสายปอนเขาเปนระบบปลอดเชื้อ  ไมมีเซลลปะปนอยูถือวา  0FX   

            -  ในสายปอนเขายังไมมีผลิตภัณฑเกิดขึ้น  0FP   

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบไมมีการเปลี่ยนแปลง

-  ปริมาตรของระบบไมคงที่เปลี่ยนแปลงตามเวลา

            -  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  อุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือ

   วาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

ดังนั้นจึงสามารถเขียนสมการสมดุลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในรูปทั่วไปไดดังนี้

อัตราการสะสมมวลในระบบ = อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายใน

                                              ระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและการสลายมวล 

                         VrcF
dt

Vdc
iiF

i                                                    (3.10)

                                                                           

Air inlet

Air outlet

Feed in

Increasing volume
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    VrcF
dt

dV
c

dt

dc
V iiFi

i                                                      (3.11)

       

        F
dt

dV
                                                                                (3.12)

                                                                                                 

                                 VrccF
dt

dc
V iiiF                                            (3.13)

                               iiiF rcc
V

F

dt

dc
                                               (3.14)

สมดุลมวลเซลลในระบบ
อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการผลิต  

                                                       มวลเซลล –  อัตราการตายของเซลล

                                        

dX rrX
V

F

dt

dX
                                                        (3.15)    

                                                                                           

สมดุลมวลของสารอาหารในระบบ
อัตราการสะสมมวลของสารอาหารในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  -  อัตราการ 

                                                                     ใชไปของสารอาหาร

                                                 

  Sii rSS
V

F

dt

dS
 0                                                        (3.16)                

                                                                                                          

สมดุลมวลของผลิตภัณฑในระบบ
อัตราการสะสมมวลของผลิตภัณฑในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตรา 

                                                                                  การผลิตมวลผลิตภัณฑ

                                                 

PrP
V

F

dt

dP
                                                               (3.17)      
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3.3  สมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะและอัตราการ
ผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ

สมการแสดงอัตราการเกิดหรือการสลายของปฏิกิริยาในกระบวนการหมักมีหลายสมการ  

แตละสมการมีนิยามและความหมายแตกตางกัน  เชน  สมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  

แสดงถึงปริมาณของจุลินทรียที่เพิ่มขึ้นตอเวลา  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะแสดงถึงปริมาณ

สารอาหารที่ถูกใชไปโดยจุลินทรียตอเวลา  และอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะแสดงถึงปริมาณ

ที่เกิดขึ้นตอเวลา  เปนตน  

3.3.1  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ
การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลจะคํานวณในชวงที่จุลินทรียมีการ

เจริญเติบโตแบบทวีคูณ  เพราะจุลินทรียมีการเพิ่มจํานวนขึ้นอยางตอเนื่องแบบเอกซโปเนนเชียล  

ในบางครั้งมีการคํานึงถึงอัตราการตายของจุลินทรียเนื่องมาจากสารอาหารที่จําเปนถูกใชหมดไป

และการสะสมของสารพิษ  จุลินทรียเกิดการสลายตัวเองทําใหปริมาณของจุลินทรียลดลงอยาง

ชัดเจน  

สมการแสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

                                         X
dt

dX
                                                                    (3.18)                                                          

และสมการแสดงอัตราการตายจําเพาะ

                                         Xk
dt

dX
d        (3.19)

วิธีการคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะทําไดโดย

X
dt

dX
 

 
t

t

X

X

dtdX
X

00

1 

  00 lnln XttX                                                (3.20)
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สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  Xln   กับ  0tt    จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ   

3.3.2  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ
จุลินทรียมีการใชสารอาหารที่จําเปนเพื่อทําหนาที่ในลักษณะตางๆ  กัน  เชน  การใชสาร

อาหารเพื่อการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล  การซอมแซมและบํารุงรักษาเซลล  และการ

เปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ  จุลินทรียอาจมีการใชสารอาหารเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดเพื่อทําหนา

ที่หลายหนาที่หรือทําหนาที่เพียงหนาที่เดียว  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสมมติฐานและความซับซอนของแตละ

แบบจําลอง

สมการอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ

                            

   Xq
dt

dS
iS

i                                                                               (3.21)                                                                

                              


j
S

P

P

i

S
X

S
S

i

j

j

i

i

i YX

r
m

YX

r
q


                                       (3.22)

วิธีการคํานวณอัตราการใชสารอาหารจําเพาะคือ

Xq
dt

dS
iS

i 

 
t

t

S

S

S

dtXqdS
00

0

0

SdtXqS
t

t

S                                               (3.23)

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  S   กับ   
t

t

dtX
0

จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  Sq
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3.3.3  อัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ
การผลิตของผลิตภัณฑมีหลายรูปแบบขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมของจุลินทรียวาอยูในชวง

ที่เหมาะสมกับการผลิตผลิตภัณฑหรือไม  การผลิตของผลิตภัณฑสามารถเกิดขึ้นในชวงที่จุลินทรีย

มีการเจริญเติบโต  หรือในชวงระยะพักของจุลินทรีย  หรือเกิดขึ้นทั้งในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโต

และอยูในระยะพักก็ได  ผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตเรียกวา  

ผลิตภัณฑปฐมภูมิ  (primary metabolites)  สวนผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาในชวงที่จุลินทรียอยูใน

ระยะพักเรียกวา  ผลิตภัณฑทุติยภูมิ  (secondary  metabolites)  

สมการแสดงอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ

                                           Xq
dt

dP
r PP                                                         (3.24)

วิธีการคํานวณอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะคือ

Xq
dt

dP
P 

 
t

t

P

P

P

dtXqdP
00

0

0

PdtXqP
t

t

P                                                            (3.25)

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  P   กับ   
t

t

dtX
0

จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ  Pq

นอกจากนี้สามารถแบงรูปแบบการเกิดของผลิตภัณฑเปน  3  รูปแบบดังนี้  

1. อัตราการผลิตผลิตภัณฑสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (growth 

associated  product) ซึ่งรูปแบบนี้การผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นควบคูกับการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย

                                              XrP                                                                  (3.26)
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              2. อัตราการผลิตผลิตภัณฑไมสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (non

growth  associated  product)  รูปแบบนี้การผลิตของผลิตภัณฑจะเริ่มเกิดขึ้นในชวงที่

จุลินทรียเขาสูอยูในระยะพักและเพิ่มปริมาณขึ้นเรื่อยๆ  

                                                           XrP                                                                                    (3.27)

                

3. อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีรูปแบบทั้งสัมพันธและไมสัมพันธกับอัตราการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย  (mixed  growth  associated  product)  รูปแบบนี้ผลิตภัณฑจะเริ่มผลิต

ในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณขึ้นอยางตอเนื่องไปถึงชวงระยะพักของ

จุลินทรีย

                                                        XXrP                                            (3.28)

     

3.3.4  คาผลไดของเซลลและผลิตภัณฑ
คาผลไดของเซลลตอสารอาหารและผลิตภัณฑตอสารอาหารเปนคาที่บงบอกถึงประ

สิทธิภาพของสารอาหารวาตลอดชวงการเจริญเติบโตของจุลินทรียสารอาหารสามารถเปลี่ยนไป

เปนมวลของเซลลและมวลของผลิตภัณฑมากนอยเทาใด

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร  

                                            
S

X
Y

S
X 


                                                                   (3.29)

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  

                                            
S

P
Y

S
P 


                                                                    (3.30)

3.4  วิธีเจนเนอติก  (Genetic  algorithm)
วิธีเจนเนอติกเปนวิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อใชในปญหาการหาคาคําตอบที่เหมาะสมที่สุด  

(optimization  problem)  มีพื้นฐานมาจากทฤษฎีการอยูรอดของสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติซึ่งมีแนว

คิดวาผูที่แข็งแกรงกวายอมมีโอกาสในการอยูรอดมากกวา  ดังนั้นประชากรที่มีความแข็งแกรงกวา

จะมีโอกาสในการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมตางๆ  ไปสูประชากรรุนถัดไปไดมากวาและอาจ

เกิดการครอสโอเวอร  (crossover)  หรือมิวเตชั่น  (mutation)  เพื่อใหไดประชากรที่มีความ

แข็งแกรงมากกวาประชากรในชวงตน
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วิธีเจนเนอติกมีเทคนิควิธีในการหาคาคําตอบที่เหมาะสมที่สุดดวยวิธีการสุมและใชทฤษฎี

การอยูรอดของสิ่งมีชีวิตเปนตัวกําหนดทิศทางในการหาคําตอบภายใตขอบเขตพื้นที่คนหา  โดยวิธี

เจนเนอติกมีขั้นตอนการทํางานอยางงายเริ่มจากการกําหนดคาเริ่มตนของคาตัวแปรตัดสินใจ  

(design  variable)  หรือเรียกวาเปนสมาชิก  (individual)  ของกลุมประชากร  (population)  

ดวยการสุม  ซึ่งสมาชิกที่ถูกเลือกจะถือเปนสมาชิกรุนพอแม  จากนั้นคํานวณคาฟงกชัน

วัตถุประสงค  (objective  function)  หาคาฟทเนสหรือคาความแข็งแรง  (fitness  value)  ของ

สมาชิกของกลุมประชากร  และอาศัยตัวดําเนินการทั้งสาม ไดแก  ตัวดําเนินการซีเลคชัน  

(selection)   ตัวดําเนินการครอสโอเวอร  (crossover)  และตัวดําเนินการมิวเตชัน  (mutation)  

ในการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม  สับเปลี่ยนโครงสรางและเปลี่ยนแปลงสายพันธุของ

สมาชิกของกลุมประชากร  เพื่อที่จะมีโอกาสไดประชากรที่มีความหลากหลายและมีคาความ

แข็งแรงมากขึ้นมาเปนประชากรรุนลูกหรือรุนถัดไป    จากนั้นคํานวณซ้ําจนกระทั่งถึงประชากรรุน

สุดทายที่กําหนด  หรือไดคําตอบที่ดีที่สุดหรือใกลเคียงกับคําตอบที่ดีที่สุดของปญหาภายใต

เงื่อนไขที่กําหนด

พื้นฐานที่สําคัญอีกประการหนึ่งสําหรับวิธีเจนเนอติกคือ  พื้นฐานเกี่ยวกับการสราง

ประชากรในรุนถัดไปของวิธีเจนเนอติก  ซึ่งประชากรในรุนปจจุบันหรือเรียกวารุนพอแมจะทําสราง

ประชากรรุนลูกโดยการถายทอดลักษณะที่ดี  พอแมที่มีความแข็งแกรงหรือมีคาฟทเนสสูงจะมี

โอกาสในการอยูรอดและถายทอดลักษณะที่ดีสูรุนลูกไดสูงกวา  ประชากรที่มีความแข็งแกรงสูงจะ

ไดรับการเลือกใหเปนประชากรรุนพอแมตามวิธีการคัดแยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)  โดยไมตองผาน

ตัวดําเนินการอื่นๆ  เปนการปองกันใหประชากรที่มีความแข็งแกรงไดอยูรอด  สําหรับการคัดเลือก

ประชากรเพื่อทําหนาที่เปนประชากรรุนพอแมจะถูกคัดเลือกโดยอาศัยตัวดําเนินการซีเลคชัน  ตัว

ดําเนินการครอสโอเวอร  และตัวดําเนินการมิวเตชั่น  ตัวดําเนินการคัดเลือกจะทําการคัดเลือก

ประชากรดวยหลักการสุมเลือกตามวิธีเจนเนอติก  เชน  การเลือกตามวงลอรูเลต  หรือการสุม

ตัวอยางแบบเฟนสุม  เปนตน  และหลังจากผานตัวดําเนินการซีเลคชัน  ตัวดําเนินการครอสโอ

เวอรจะทําหนาที่เปลี่ยนแปลงโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรที่ถูกคัดเลือก  ซึ่งการสลับสาย

พันธุอาจมีการสลับสายพันธุหนึ่งสวนหรือหลายสวนก็ได  และเมื่อผานการทํางานตามวิธีเจนเนอ

ติกไปหลายรุนแตประชากรที่ไดยังไมมีความหลากหลาย  จึงจําเปนตองใชตัวดําเนินการมิวเตชั่น

เพื่อเพิ่มโอกาสในการไดประชากรรุนลูกที่มีความหลายหลายซึ่งนําไปสูการไดคําตอบที่ดีมากขึ้น
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รูปที่  3.3  แสดงตัวอยางการทํางานของตัวดําเนินการในวิธีขั้นตอนเชิงพันธุกรรม  (ก)  การคัด

แยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)    (ข)  ตัวดําเนินการครอสโอเวอร  (crossover)  (ค)  ตัวดําเนินการมิว

เตชั่น  (mutation)        

 

สําหรับปญหาการประมาณคาพารามิเตอรของแบบจําลองทางคณิตศาสตรซึ่งมีฟงกชัน

วัตถุประสงคคือ  การลดคาผลตางระหวางขอมูลที่ประมาณไดจากแบบจําลองกับขอมูลที่ไดจาก

การทดลองใหเหลือนอยที่สุด  เขียนในรูปสมการคณิตศาสตรไดเปน

 
2

11

min 



N

i
ijij

M

j
j yyWJ                                                 (3.31)                               

โดยที่  jW   เปนคาสัมประสิทธิ์การถวงน้ําหนัก

          ijy    เปนขอมูลที่ประมาณไดจากแบบจําลอง

          ijy    เปนขอมูลจากผลการทดลอง

สามารถใชวิธีเจนเนอติกในการหาคําตอบของปญหา  โดยชุดพารามิเตอรที่ตองการประมาณคา

เปรียบเสมือนเปนสมาชิกกลุมประชากรของวิธีเจนเนอติก  และมีลักษณะการแกปญหาเชนเดียว

กับที่กลาวไปซึ่งจะอธิบายเปนลําดับขั้นไดดังนี้

(ก)

(ข)

(ค)
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1.  ทําการกําหนดคาเริ่มตนของสมาชิกของกลุมประชากร  (initial  population)  โดยการ

สุมตามวิธีของเจนเนอติก      

2.  คาเริ่มตนของสมาชิกของกลุมประชากรที่ไดจากการสุมถือเปนคาเริ่มตนของพารา

มิเตอรตางๆ  ที่ตองการหาคําตอบ  แทนคาเหลานั้นลงในสมการของระบบ

3.  แกสมการอนุพันธซึ่งเปนสมการของระบบ  โดยใชการอินทิเกรตดวยวิธีระเบียบวิธีเชิง

ตัวเลข  (numerical  method)  และคํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  

4.  คํานวณคาฟทเนส  (fitness  value)  ของสมาชิกของกลุมประชากรแตละตัว  โดย

อางอิงจากคาฟงกชันวัตถุประสงค    

5.  นําคาฟทเนสที่ไดมาใชในการกําหนดเลือกสมาชิกของกลุมประชากรใหมหรือคาพารา

มิเตอรชุดใหม  โดยใชตัวดําเนินการซีเลคชัน  (การเลือกสมาชิกชุดใหมจะพิจารณาจากคาฟทเนส

ของแตละสมาชิก  สมาชิกรุนปจจุบันที่มีคาฟทเนสสูงสุดจะถูกสงผานไปเปนสมาชิกรุนใหมตาม

วิธีการคัดแยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)  โดยไมตองใชตัวดําเนินการซีเลคชัน   เพื่อปองกันการหายไป

ของคาสูงสุด)  

6.  ใชตัวดําเนินการครอสโอเวอรและตัวดําเนินการมิวเตชั่นในการเปลี่ยนแปลงสมาชิก

ของประชากร  เพื่อใหมีโอกาสไดประชากรที่มีคาฟทเนสสูงขึ้นมาเปนประชากรรุนใหม

7.  ทําซ้ําตั้งแตขั้นตอนที่  2  ถึง  6  จนกระทั่งไดคําตอบที่ดีที่สุดหรือจํานวนรุนของประชา

กรถึงจํานวนสูงสุดที่กําหนดไว

หมายเหตุ   1  รุนของประชากร  หมายถึง  การคํานวณตั้งแตขั้นตอนที่  2  ถึง  6  ครบ  1  รอบ
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รูปที่  3.4  แสดงแผนผังการทํางานของวิธีเจนเนอติก

สิ้นสุดการทํางาน

เริ่มตน

กําหนดคาเริ่มตนของสมาชิกโดยการสุม

  แทนคาเริ่มตนลงในสมการและทําการแกสมการ 

หาคาฟงกชันวัตถุประสงค

      คํานวณคาฟทเนส

ใชตัวดําเนินการซีเลคชัน,  ครอสโอเวอร,  และมิวเตชั่น

กระทําครบตามจํานวนรุน

ประชากรสูงสุดที่กําหนดหรือไม

ใช

ไมใช

ประชากรรุนใหม
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3.5  ออปติมัลคอนโทรล (optimal control)
ปญหาออปติมัลคอนโทรลจัดเปนปญหาการหาคาเหมาะสมที่สุด  ซึ่งลักษณะของปญหา

จะเปนการหาคาตัวแปรปรับหรือตัวแปรที่มีผลตอการควบคุมระบบใหมีคาเหมาะสมที่สุดเพื่อ

ควบคุมระบบนั้นใหเปนไปในทิศทางที่ตองการและสอดคลองกับเงื่อนไขตางๆ  ของระบบ  ระบบที่

พิจารณาในปญหานี้มักเปนระบบที่พฤติกรรมของระบบมีการเปลี่ยนแปลงตามเวลา  สามารถ

เขียนในรูปสมการคณิตศาสตรประกอบดวยสวน  2  สวน  สวนแรกเปนสมการอนุพันธ 

(differential  equations)  ซึ่งใชอธิบายพฤติกรรมของกระบวนการที่ขึ้นกับเวลา  เชน  สมการ

สมดุลมวล  อีกสวนหนึ่งเปนสมการพีชคณิต  (algebraic  equations)  จะใชอธิบายพฤติกรรม

ทางกายภาพของกระบวนการ  มีรูปแบบทั่วไปดังนี้

ฟงกชันวัตถุประสงค (objective  function)

 tu
min (or max)     dttuxFttxGJ

ft

t

ff 
0

,,,                                    (3.32)

ภายใตเงื่อนไข

สมการอนุพันธของระบบ (process  model)

 tuxf
dt

dx
,,                                                                                    (3.33)

สภาวะเริ่มตน (initial  condition)  

  00 xtx                                                                                             (3.34)

สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับและสมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ (equality  

and  inequality  algebraic constraints)

     0,, ttutxh                                                                                (3.35)                                       

     0,, ttutxg                                                                                (3.36)

                สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับ (boundary condition on state 

and contraol variable)

  UL xtxx                                                                                     (3.37)                                                                         

  UL utuu                                                                                     (3.38)                                                                   

สําหรับการหาคาอัตราการปอนสารอาหารสองชนิดไดแก  น้ํามันปาลมดิบและแอมโม

เนียมซัลเฟตที่เหมาะสมที่สุดเพื่อใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดในงานวิจัยนี้ถือ

วาเปนปญหาออปติมัลคอนโทรล   มีรูปแบบปญหาและการกําหนดเงื่อนไขของระบบคลายกับ
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รูปแบบทั่วไป  ประกอบดวยฟงกชันวัตถุประสงคของระบบคือการผลิตสารลดแรงตึงผิวในอัตรา

สูงสุดที่เวลาสุดทาย  สมการอนุพันธของระบบคือการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเซลล  สาร

อาหารและผลิตภัณฑตอเวลา  สมการเงื่อนไขและสมการขอบเขตคือปริมาตรน้ําหมักตองนอยกวา

หรือเทากับปริมาตรสูงสุดที่กําหนดและคาอัตราการปอนจะตองอยูระหวางคาอัตราการปอนต่ําสุด

และสูงสุดที่กําหนดตามลําดับ                

ฟงกชันวัตถุประสงค

ff
i

tt
tF

VP 
)(

max

โดยที่  
ftP   คือ  ปริมาณผลิตภัณฑที่เวลาสุดทาย

          
ftV   คือ   ปริมาตรของระบบที่เวลาสุดทาย

ภายใตเงื่อนไข

สมการอนุพันธของระบบ              

dX rrX
V

F

dt

dX
       

                      Sii rSS
V

F

dt

dS
 0                                 

                    PrP
V

F

dt

dP
                                    

สภาวะเริ่มตน

  00 XtX 

  00 StS 

  00 PtP 

สมการเงื่อนไขพีชคณิต

maxVV
ft 

สภาวะขอบเขต

maxmin )(0 FtFF i 
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การแกปญหาออปติมัลคอนโทรลมีเทคนิคการคําตอบหลายวิธี  อาทิเชน  การหาคําตอบ

โดยวิธีทางตรงซึ่งแบงเปนวิธีซีเควนเชียล  (sequential  method)  และวิธีซิมมัลเทเนียส  

(simultaneous  approach)  และการหาคําตอบโดยวิธีทางออมหรือเปนที่รูจักกันในวิธีแวริเอชัน  

(Variation  method)  การหาคําตอบโดยวิธีแวริเอชันเปนวิธีที่จําเปนตองอาศัยเงื่อนไขจําเปน 

(necessary  condition)  และเงื่อนไขพอเพียง (sufficient  condition)   มาใชเปนเงื่อนไขในการ

หาคําตอบที่ดีที่สุด  

 

3.5.1  วิธีซีเควนเชียล  (sequential  method)
วิธีซีเควนเชียลเปนวิธีที่ตัวแปรปรับถูกแบงคาออกเปนชวง  ( kuuu ....., 21 )  เพียงตัวแปร

เดียว เทคนิคนี้เปนที่รูจักกันในวิธีคอนโทรลพาราเมอเทอไรเซชัน  (control  parameterization  

method)   ซึ่งเริ่มจากการกําหนดคาสภาวะเริ่มตนและเดาคาเริ่มตนของชุดตัวแปรปรับ 

( kuuu ....., 21 )   จากนั้นจะคํานวณสมการเงื่อนไข  เชน  สมการของกระบวนการและฟงกชัน

วัตถุประสงค  ทําใหไดคาตัวแปรสถานะ  x  ที่เวลาตางๆ  และไดคาฟงกชันวัตถุประสงค  

ตอจากนั้นตัวแกปญหาแบบไมเชิงเสน (nonlinear  programming  solver)  จะถูกเรียกขึ้นมาเพื่อ

หาคาตัวแปรปรับใหม  และจะกระทําซ้ําจนกระทั่งไดตัวแปรปรับที่เหมาะสมที่สุดจึงหยุดการทําซ้ํา

ในการแกปญหาดวยวิธีนี้  ตัวแปรปรับที่ถูกแบงคาออกเปนชวงตามชวงของเวลา  โดยคา

ของตัวแปรปรับแตละชวงจะสามารถประมาณคาไดเปนฟงกชันแบบคาคงที่  ฟงกชันแบบเชิงเสน  

หรือฟงกชันโพลีโนเมียลแลวแตกรณี  แตในที่นี้พิจารณาเปนฟงกชันแบบคาคงที่  ซึ่งวิธีซีเควน

เชียลมีลําดับขั้นตอนในการแกปญหาโดยทั่วไปดังนี้

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,                                                            

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

dx
,,                                         สมการของกระบวนการ

  00 xtx                                                         สภาวะเริ่มตน

     0,, ttutxh                                             สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับ

     0,, ttutxg                                            สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ                          

  UL xtxx                                                  สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะ

  UL utuu                                                 สภาวะขอบเขตของตัวแปรปรับ

                                                                                                         (3.39)     
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ขั้นตอนที่ 1  ทําการแบงคาตัวแปรปรับออกเปนชวง  ดวยวิธีคอลโลเคชัน (standard  

collocation  method)  เชน  วิธี  orthogonal  collocation

   tutu i

k

i
ik 




1

                                                                           (3.40)                                  

โดยที่        
 

 



k

kk ki

k
i tt

tt
t

,1

          iik utu ,                                                           (3.41)

ขั้นตอนที่ 2  แทนคาตัวแปรปรับที่ถูกแบงเปนชวง  ลงในสมการของกระบวนการ   

    ttutxf
dt

dx
k ,,           โดยที่   ki .....1                                   (3.42)

และ   00 xx                                                                                              

ขั้นตอนที่ 3  แทนสมการของกระบวนการใหมที่มีการแทนคาของตัวแปรปรับใหมแลวตามสมการ

ที่ (3.42)  ลงในปญหาการควบคุมแบบออปติมัลตามดานบน (3.39)  ซึ่งจะไดปญหาออปติมัล

คอนโทรลใหมตามวิธีซีเควนเชียล

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,                                                             

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

dx
k ,,                              โดยที่   ki .....1                                                         

   tutu i

k

i
ik 




1

                                                                                          

โดยที่        
 

 



k

kk ki

k
i tt

tt
t

,1

          iik utu ,

               00 xtx                                                         

     0,, ttutxh                                             

     0,, ttutxg                                           

  UL xtxx                                                 
  UL utuu                                                                                               (3.43)

ขั้นตอนที่ 4  เลือก  it โดยวิธี  orthogonal  collocation  และประมาณคาตัวแปรปรับ  u  ที่เปน

ฟงกชันกับเวลาโดยใชสมการ
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โดยที่        
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 



k

kk ki

k
i tt

tt
t

,1

          iik utu ,

ขั้นตอนที่ 5  กําหนดคาเริ่มตนของตัวแปรปรับซึ่งไดจากการเดา  จากนั้นคํานวณคาสมการของ

กระบวนการโดยใชตัวแกปญหาสมการอนุพันธอันดับหนึ่ง (ODE  solver)  ตามสมการที่  (3.42)  

ในขั้นตอนที่ 2  เพื่อเปนคาอินพุทในขั้นตอนที่  4

ขั้นตอนที่  6  หาคาฟงกชันวัตถุประสงคตามสมการที่ ()  โดยใชคาตัวแปรสถานะและตัวแปร

ปรับที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาซึ่งคํานวณไดจากขั้นตอนที่ 5  จากนั้นทําการหาคาตัวแปรปรับใหม

โดยการใชวิธีออปติไมเซชัน  และคํานวณซ้ําเริ่มจากขั้นตอนที่ 4  ถึงขั้นตอนที่ 6  อีกครั้ง  ทําซ้ํา

เชนนี้เรื่อยๆ จนกระทั่งไดคาตัวแปรปรับที่เหมาะสมที่สุดที่สอดคลองกับเงื่อนไขตางๆ  จึงหยุด

ทําซ้ํา    
ขอดีของวิธีซีเควนเชียลคือมีตัวแปรปรับเพียงตัวแปรเดียวที่ถูกพิจารณาแบงคาเปนชวง  

แตก็มีขอจํากัดคือ  ยากตอการจัดการกับปญหาที่มีสมการเงื่อนไขของตัวแปรสถานะ

3.5.2  วิธีซิมมัลเทเนียส (simultaneous  method)  
วิธีซิมมัลเทเนียสเปนวิธีการหาคําตอบโดยทางตรงเหมือนกับวิธีซีเควนเชียล  แตตางกันที่

วิธีซิมมัลเทเนียสพิจารณาทั้งตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับใหมีการแบงคาออกเปนชวง   นอก

จากนี้สมการของกระบวนการและปญหาออปติไมเซชันจะถูกแกปญหาไปพรอมๆ กัน  และสมการ

ของกระบวนการซึ่งเปนสมการอนุพันธในปญหาการควบคุมแบบออปติมัลนั้น  จะถูกเปลี่ยนเปน

สมการพีชคณิตที่จะอยูในรูปของสมการเงื่อนไขแบบเทากับในปญหาแบบไมเชิงเสน (nonlinear  

programming  problem)  ขั้นตอนการแกปญหาดวยวิธีซิมมัลเทเนียสโดยทั่วไปมีดังนี้

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

dx
,,                                         สมการของกระบวนการ

  00 xtx                                                         สภาวะเริ่มตน

     0,, ttutxh                                             สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับ

     0,, ttutxg                                            สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ                          

  UL xtxx                                                  สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะ

  UL utuu                                                 สภาวะขอบเขตของตัวแปรปรับ

                                                                                                                                   (3.44)
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ขั้นตอนที่  1   ทําการแบงตัวคาตัวแปรสถานะและแปรปรับออกเปนชวง  ดวยวิธีคอลโลเคชัน 

(standard  collocation  method)  เชน  วิธี  orthogonal  collocation

     txtx i
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1                                                                                         (3.45)
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ขั้นตอนที่ 2  แทนคาตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับที่ถูกแบงเปนชวง  ลงในสมการของ

กระบวนการที่เปนสมการพีชคณิต   

      0,,,
0

 
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iiiij
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j
ji tuxftxtR             โดยที่   ki .....1                    (3.49)

  00 xx 

ขั้นตอนที่ 3  แทนสมการของกระบวนการที่อยูในรูปสมการพีชคณิต     ลงในปญหาออปติมัล

คอนโทรล

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,

ภายใตเงื่อนไข
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  00 xtx                                                         

     0,, ttutxh                                            

     0,, ttutxg                                                                     

  UL xtxx                                                  
  UL utuu                                                                                              (3.50)

                                                                

ขั้นตอนที่ 4   เลือก  it โดยวิธี  orthogonal  collocation

ขั้นตอนที่  5  แกปญหาออปติมัลคอนโทรลในขั้นตอนที่ 3  ที่ it  ใดๆ  ที่เลือกมาจากขั้นตอนที่ 4  

โดยใชตัวแกปญหาแบบไมเชิงเสน  (nonlinear  programming  solver)  



บทที่  4
วิธีการทดลอง

การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  โดยใชน้ํามันปาลมดิบเปนแหลง

คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัย

นี้  แบงการทดลองออกเปน  3  ขั้นตอนคือ  1. ทําการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูป

ชมพูเขยาที่อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนในชวง  5-200  เพื่อหา

อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอัตราการเจริญเติบโตจํา

เพาะและอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ  2. หาแบบจําลองคณิตศาสตรและคาพารามิเตอรจาก

แบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับอธิบายการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพู   3. หาอัตราการปอน

น้ํามันปาลมดิบและแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อใหไดอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด    

4.1  อุปกรณและเคมีภัณฑ

4.1.1  อุปกรณ
-  ตูปลอดเชื้อ (Laminar flow) รุน VS-124  บริษัท ISSCO , U.S.A.

-  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker)  

-  หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave)  รุน HL24ADY  บริษัท Hirayama Manufacturing 

Corporation, Tokyo,Japan 

-  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Hot Air Oven)  รุน ULM 500  บริษัท Memmert, Germany 

-  เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   รุน Kubota 5100 apan   บริษัท  Kubota 

Corporation, Japan

-  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  รุน Spectronic 20 Genesys 

บริษัท Spectronic Instruments, U.S.A.

-  เครื่องผสมสาร (Vortex mixer)   รุน G-560E   บริษัท Scientific Industries, Inc., 

U.S.A.

-  เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer)  รุน K6   บริษัท Kruss, Germany 
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-  เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH Meter) รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland.

4.1.2  เคมีภัณฑ
-  อาหารแข็ง NA (Nutrient broth)  บริษัท Difco laboratories, U.S.A.

-  น้ํามันปาลมดิบ บริษัทชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลมจํากัด, ประเทศไทย

-   แอมโมเนียมคลอไรด (NH4Cl) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany

-   แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany

-   โซเดียมซัลเฟต (Na2SO4)  บริษัท J.T.Baker, U.S.A. 

-   โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany

-   โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.

-   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) บริษัท J.T.Baker, U.S.A. 

-   โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) บริษัท J.T.Baker, U.S.A. 

-   โปแตสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท BDH laboratory supplies, England 

-   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O) บริษัท J.T.Baker, U.S.A. 

-   ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.

-   เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 

-   โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany

-   กรดซัลฟลูริก (H2SO4) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   กรดฟอสฟอริก (H3PO4) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   กรดบอริก (H3BO3) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 

-   อีดีทีเอ (EDTA) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.

-   แคลเซียม-แพนโททีเนต (Calcium-Pantothenate) บริษัท Sigma chemical., ST 

     Louis, U.S.A.

-   ไบโอติน (Biotin) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.

-   กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-aminobenzoic acid) บริษัท Sigma chemical., ST 

     Louis, U.S.A.
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-   ไพริดอกซีน-ไฮโดคลอไรด (Pyridoxine-HCl) บริษัท Sigma chemical., ST Louis,     

    U.S.A.

-   ไรโบฟลาวิน (Riboflavin) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.

-   ไทอามีนไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.

4.2  การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย Pseudomonas sp.A41  เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

4.2.1  เชื้อจุลินทรีย
จุลินทรีย Pseudomonas sp.A41  ที่ใชในการทดลองไดรับความอนุเคราะหจาก  

รศ.จิราภรณ  ธนียวัน  โดยการคัดแยกในงานวิจัยของ  อารีย (2542)  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

4.2.2  การเตรียมหัวเชื้อ
4.2.2.1  นําจุลินทรีย Pseudomonas sp.A41 ที่เลี้ยงในหลอดอาหารนิวเทรียนเอการ

แบบแข็งเอียงมาเขี่ยลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเพื่อเก็บเปนหัวเชื้อ

4.2.2.2  เมื่อตองการทดลอง  นําจุลินทรียในหลอดอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง

ที่เก็บเปนหัวเชื้อมาเขี่ยลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงอีกครั้ง  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ

หองเปนเวลา  24  ชั่วโมง  จากนั้นลางเซลลออกจากอาหารเอียงดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

โดยควบคุมความเขมขนของสารละลายเซลลดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรใหอยูในชวง  0.7-0.8  จากนั้นปเปตสารละลายเซลล  5  มิลลิลิตร ลงในอาหารกําหนด

สูตรตามภาคผนวก ก. ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร  แลวนําไป

บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส เปนเวลา  16  

ชั่วโมง 

4.2.3  การเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยา  
4.2.3.1  ถายหัวเชื้อที่เตรียมจากขอ  4.2.2.2  ปริมาณ  8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ลงใน

อาหารกําหนดสูตรตามภาคผนวก ก.  ปริมาตร  100  มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู  500  มิลลิลิตร

ยกเวนปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะใชตามอัตราสวน  C/N ในแตละการทดลอง  ซึ่งเริ่มทําการ

ทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5   (ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนเทากับ  16.68  
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กรัมตอลิตร)  บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  

คาความเปนกรดดางเริ่มตนที่  7.5

4.2.3.2  ทําการทดลองซ้ําตามขอ  4.2.3.1  แตเปลี่ยนอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเปน  50, 

100, 150  และ  200   (ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนเทากับ  1.66,  0.83,  0.55,  0.42  กรัม

ตอลิตรตามลําดับ)  และทําการเก็บตัวอยางทุกๆ  3  ชั่วโมงเปนเวลา  48  ชั่วโมง  เพื่อนํามา

วิเคราะหคาน้ําหนักเซลลแหง  วัดคาแรงตึงผิว  ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ปริมาณน้ํามัน

ปาลมและปริมาณไนโตรเจนที่เหลือ

4.3  การวิเคราะหสารตัวอยาง

4.3.1  การหาคาน้ําหนักเซลลแหง  (อารีย, 2542)  
นําตัวอยางน้ําหมักปริมาตร 10  มิลลิลิตร  มาปนแยกเซลลออกโดยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ  2500  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  20  นาที  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น

ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้ง  จากนั้นนําเซลลเปยกใสอลูมิเนียมฟลอยแลวนําไป

อบที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ชั่วโมงหรือจนน้ําหนักเซลลคงที่  และทิ้งใหเย็น

ในโถดูดความชื้น 30 นาทีชั่งน้ําหนักแหงของเซลลดวยเครื่องชั่งละเอียด  น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นคือ

น้ําหนักของเซลลที่ได  คํานวณหาปริมาณเซลลในหนวยกรัมตอลิตร  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  

มีคาสัมประสิทธิ์ความคลาดเคลื่อนเทากับ  6.7  เปอรเซ็นต)  

 

4.3.2  การหาปริมาณน้ํามันปาลมดิบที่เหลือ  (วิศวกรรมสถานแหงประเทศไทยในพระบรม

ราชูปถัมภ, 2545  และ  alltech  associates, Inc)

4.3.2.1  นําสวนใสที่ไดจากการปนแยกเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร  มาสกัดน้ํามันออก

ดวยเฮกเซนปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ทําการสกัดซ้ํา 3 ครั้งโดยเปลี่ยนเฮกเซนใหม  นําสวนบนซึ่ง

เปนสวนของเฮกเซนที่มีน้ํามันละลายอยูไประเหยดวยอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่  85  องศาเซล

เซียสเปนเวลา  30  นาทีในตูดูดควัน  แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  103  องศาเซลเซียสเปนเวลา  1 

ชั่วโมง  เพื่อระเหยเฮกเซนออกไป  สวนสวนลางที่สกัดน้ํามันออกแลวจะนําไปวิเคราะหหาปริมาณ

ไนโตรเจนที่เหลือและปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

4.3.2.2  นําน้ํามันที่สกัดไดจากขั้นตอน  4.3.2.1  มาวิเคราะหดวยเครื่อง  HPLC  เพื่อ

หาปริมาณของน้ํามันที่เหลือ  โดยเติมสารผสมระหวางอะซิโตไนไตรทกับไดคลอโรมีเทน   



51

อัตราสวน   70 : 30    ลงในน้ํามันที่สกัดได  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ทําการวิเคราะหดวยคอลัมน  

C18  อัตราการไหล  1.5  มิลลิลิตรตอนาที  มีอะซิโตไนไตรทและไดคลอโรมีเทนเปนเฟสเคลื่อนที่  

จากนั้นนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  มีคาสัมประสิทธิ์

ความคลาดเคลื่อนเทากับ  8.9  เปอรเซ็นต)  

     

4.3.3  การหาปริมาณไนโตรเจนที่เหลือ  (Strickland และ  Parson, 1972)   

นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1    มาเจือจางใหอยูในชวงที่วัดคา

ดูดกลืนแสงได  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟนอลเขมขน 100  กรัมตอลิตร  0.2 

มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  เติมสารละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซดเขมขน 5  กรัมตอลิตร  0.2 

มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากัน  แลวเติมสารละลายออกซิไดซ  (สารละลายโซเดียมซิเตรทและ

โซเดียมไฮดรอกไซด )  0.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  ปดจุกดวยพาราฟลม  ตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมงเพื่อ

รอใหเกิดปฎิกิริยาซึ่งสารจะเปลี่ยนสีจากสีเหลืองออนไปเปนสีฟา  จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่  640  นาโนเมตร  แลวนํามาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  มี

คาสัมประสิทธิ์ความคลาดเคลื่อนเทากับ  5.3   เปอรเซ็นต)  

 
4.3.4  การวิเคราะหสารลดแรงตึงผิว

4.3.4.1  การวัดคาแรงตึงผิว    

นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1  ปริมาตร 10  มิลลิลิตรไปวัดคาแรงตึงผิวที่

อุณหภูมิหองดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, Germany) 

4.3.4.2  การสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (Xie และคณะ,  2005  และ 

McInerney และคณะ, 2003)

-  นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1 ปริมาตร 10  มิลลิลิตรมาปรับคา

ความเปนกรดเปนดางใหเทากับ  2  ดวยกรดไฮโดรคลอริก  1  โมลารและตั้งทิ้งไวขามคืนที่

อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเพื่อใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเกิดการตกตะกอนแยกชั้น  จากนั้นนํา

มาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  2500  รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  ควบคุมอุณหภูมิที่  4  องศา

เซลเซียส   เพื่อแยกตะกอนแลวทําลางตะกอนดวยน้ํากลั่นและปนเหวี่ยงซ้ํา  จากนั้นนํามาสกัด

ดวยเอทิลอะซิเตรทอัตราสวน  1 ตอ 1  โดยปริมาตร  ทําการสกัดแยก  3  ครั้งโดยใชกรวยแยก

แลวนําสวนลางมาระเหยดวยเครื่องระเหยจนแหงภายใตสภาวะสุญญากาศควบคุมอุณหภูมิที่  40  

องศาเซลเซียส  
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-  นําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดไดจากขั้นตอนแรกไปวิเคราะหหาปริมาณสารดวย

เครื่อง  HPLC  ทําการวิเคราะหโดยใชเมทานอล  70%  และฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  10  

มิลลิโมลาร  (pH 6.8)  เปนเฟสเคลื่อนที่ดวยคอลัมน  C18  อัตราการไหล  1  มิลลิลิตรตอนาที  

คาดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต  210  นาโนเมตร   ปริมาตรสารตัวอยาง  20  ไมโครลิตร  จากนั้น

นําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ทําการวิเคราะหซ้ํา  3 ครั้ง  มีคาสัมประสิทธิ์ความ

คลาดเคลื่อนเทากับ  7.1   เปอรเซ็นต)  

4.4 การศึกษาผลของความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของจุลินทรีย

การหาความสัมพันธระหวางความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนกับอัตราการเจริญ

เติบโตจําเพาะในชวงการเติบโตแบบทวีคูณของจุลินทรีย  จะใชแบบจําลองการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียตางๆ  ในการอธิบายความสัมพันธและพิจารณาคัดเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมที่

สามารถอธิบายผลของความสัมพันธไดดีที่สุด  โดยขั้นตอนการทดลองแบงเปน  2  ขั้นตอนคือ

4.4.1  การคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต
เริ่มตนตางกัน

4.4.1.1 ทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  จากน้ํามันปาลมดิบและ

แอมโมเนียมซัลเฟต  (ตามหัวขัอที่  4.2)  โดยจะใหปริมาณน้ํามันปาลมดิบคงที่ที่  20  กรัมตอลิตร

ในทุกการทดลอง  แตทําการเปลี่ยนแปลงปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตางๆ  กัน  9  คา

ไดแก  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  (ซึ่ง

ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน  0.42, 0.55,  0.83,  1.66  และ  16.68  กรัมตอลิตร  คือ

คาอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  200,  150,  100,  50  และ  5  ตามลําดับ  สวนความเขมขนแอมโม

เนียมซัลเฟตเริ่มตน  5.56,  8.34,  13.90  และ  20.85  กรัมตอลิตรเปนคาที่มีการศึกษาเพิ่มเติม

จะเทากับอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  15,  10,  6  และ  4 ตามลําดับ)

4.4.1.2 เก็บตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการทดลองในขอ  1  มาทําการวิเคราะหหาปริมาณ

น้ําหนักเซลลแหงในหนวยกรัมตอลิตร  (ตามหัวขอที่  4.3.1)  ที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนตางๆ  กัน  9  คา  เพื่อนํามาหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรีย  โดยนําคา

ความเขมขนของเซลลแหงที่เวลา  6  ชั่วโมงแรกของการหมักซึ่งเปนชวงที่จุลินทรียมีการเจริญ

เติบโตแบบทวีคูณมาวาดกราฟความสัมพันธระหวางล็อกการึธึมของเซลล  (ln X)  กับเวลา  
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ประมาณคาความสัมพันธเปนแบบเชิงเสน  คาความชันที่ไดจากกราฟคือคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลล     แสดงความสัมพันธในรูปสมการไดเปน
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  4.4.2  การเลือกแบบจําลองสําหรับอธิบายความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

แบบจําลองที่นํามาคัดเลือกเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมมีทั้งหมด  8  แบบจําลองคือ  

แบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  

แบบจําลอง  Contois  แบบจําลอง Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  ซึ่ง

แตละแบบจําลองมีสมมติฐานของแบบจําลองแตกตางกัน  แบงออกเปน  2  กลุมคือ  แบบจําลอง

ที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวโดยไมเกิดการยับยั้งจากเซลล

หรือสารอาหาร  และแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดหนึ่ง

ชนิดและคํานึงถึงผลจากการเกิดการยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตจากเซลลหรือสารอาหาร  รูปแบบ

ของแบบจําลองแสดงอยูในตารางที่  4.1  ในสวนของ  การคํานวณจะใชฟงกชัน  lsqcurvefit   ซึ่ง

เปนฟงกชันออปติไมเซชันในโปรแกรม  MATLAB เวอรชัน  R2006a  โดยมีฟงกชันวัตถุประสงค

เปนผลตางกําลังสองระหวางคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการทดลองกับคาอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการทดลองคํานวณ    







 



N

i
predictederimentJ

1

2
exp    และมี

ขั้นตอนการคํานวณเริ่มจากทําการกําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนของแบบจําลองที่ตองการทดสอบ

จากการคาดเดา  โปรแกรมจะนําคาพารามิเตอรเหลานั้นไปแทนคาในแบบจําลอง  จากนั้น

โปรแกรมจะทําการแกสมการ  คาที่ไดออกมาจะเปนคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตตางๆ กัน  ซึ่งคาเหลานั้นจะถูกนําไปเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากการ

ทดลอง  ผลตางระหวางสองคานั้นคือคาความผิดพลาดกําลังสองนอยที่สุด  และถาพารามิเตอร

ชุดที่คํานวณออกมานั้นยังไมทําใหไดคาความผิดพลาดนอยที่สุด  โปรแกรมจะทําการคํานวณซ้ํา
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โดยเปลี่ยนคาพารามิเตอรใหมแลวทําการคํานวณคาความผิดพลาดซ้ํา  จนกระทั่งได

คาพารามิเตอรที่ทําใหคาความผิดพลาดมีคานอยที่สุด  โปรแกรมจึงหยุดการคํานวณ  ตอจากนั้น

ทําการเปลี่ยนแบบจําลองที่ใชทดสอบเปนแบบจําลองอื่นๆ  และทําการคํานวณซ้ําตามขั้นตอน

เดิมตั้งแตการกําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนจนกระทั่งโปรแกรมหยุดการคํานวณ      

 ตารางที่  4.1  แสดงแบบจําลอง  สมมติฐานของแบบจําลองและพารามิเตอรของแบบจําลอง

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย  8  แบบจําลอง

แบบจําลอง สมมติฐาน พารามิเตอร อางอิง

SKS

S


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

SK,max Monod (1942)

nn
S

n

SK

S


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด nK S ,,max Moser (1958)

 SKSe 1max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด
SK,max Teissier (1942)












 SK

SK

S
D

S
max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และพิจารณาผลจากการ

แพรของสารอาหาร

DS KK ,,max Mason & 

Milles

(1976)












SXK

S

S
max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

เซลล

SK,max Contois (1959)

SiS KSKS

S
2max 

    ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

SiS KK ,,max Andrew (1968)

n

mS S

S

KS

S











 1max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

nSK mS ,,,max Luong (1987)

 SiKS

S

e
KS

S 


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

SiS KK ,,max Edward (1970)

หมายเหตุ   และ  S   หมายถึงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะและความเขมขนของสารอาหาร ตามลําดับ
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ตารางที่  4.2  แสดงคาขอบเขตบน  ขอบเขตลางและคาเริ่มตนจากการคาดเดาของพารามิเตอร

แตละตัว

พารามิเตอร คาขอบเขตลาง คาขอบเขตบน คาเริ่มตนจากการคาดเดา

max 0 100 0.3

SK 0 1000 5

n 0 100 1.5

DK 0 1000 5

SiK 0 1000 10

mS 0 1000 50

4.5  การคัดเลือกแบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและการหาคาพารามิเตอรจากแบบจําลอง

4.5.1  แบบจําลองและสมการสมดุลมวล
การเลือกแบบจําลองคณิตศาสตรและหาคาพารามิเตอรที่เหมาะสมสําหรับการเพาะ

เลี้ยงจุลินทรียเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้  จะทําการคัดเลือกแบบจําลองและหา

คาพารามิเตอรโดยอาศัยผลการทดลองที่ไดจากการเก็บตัวอยางมาวิเคราะหหาความเขมขนของ

เซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เวลาตางๆ  ทั้งสิ้น  48  

ชั่วโมงอางอิง  และใชวิธีเจนเนอติก  (genetic  algorithm)  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชั่น  

R2006a ในการคํานวณ  แบบจําลองคณิตศาสตรที่นํามาคัดเลือกเปนแบบจําลองประเภทที่ไม

คํานึงถึงโครงสรางของเซลล (unstructured model)  มี  2  แบบจําลองไดแก  แบบจําลอง

Andrews   และแบบจําลอง  logistic ซึ่งอางอิงมาจากการคัดเลือกแบบจําลองตามหัวขอที่  4.4  

และอางอิงจากงานวิจัยของ Ochoa  และ  Casas  (1999)  ซึ่งใชแบบจําลองในการอธิบายการ

ผลิตโซโฟโรลิปดจาก  Candida bombicola  ตามลําดับ  



56

ตารางที่  4.3  แสดงแบบจําลองและพารามิเตอรของแบบจําลองแบบจําลอง  Andrews   และ

แบบจําลอง  logistic

แบบจําลอง พารามิเตอร

Andrews      :       
SiS

mam KSKS

S
2

  SiS KK ,,max

Logistic       :        









mX

X
10 max0 , X

กระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยาเปนกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่องการอธิบายการเปลี่ยนแปลงของเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ไนโตรเจนและน้ํามันปาลม

ระหวางกระบวนการหมักจึงใชสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในการ

อธิบาย  โดยมีสมมติฐานที่ใชในการกําหนดรูปแบบสมการสมดุลมวลในงานวิจัยนี้คือ

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบการเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือวาคงที่  

-  คาอุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก

   จนถือวาคงที่  

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ  

-  คํานึงถึงอัตราการตายของเซลลในระบบ  

- จุลินทรียมีการใชไนโตรเจนเพื่อสรางเซลลและบํารุงรักษาเซลล  

- จุลินทรียมีการใชน้ํามันปาลมเพื่อสรางเซลล  บํารุงรักษาเซลลและเปลี่ยนเปนสารลด   

   แรงตึงผิวชีวภาพ  

ดังนั้นสมการสมดุลมวลของการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยาจึงมีรูปแบบสมการเปน

สมการสมดุลมวลเซลล

อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ =  อัตราการสรางมวลเซลล – อัตราการตายของเซลล

dX rr
dt

dX
                                  

       d
dX

X k X
dt

                                          (4.1)                    
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สมการสมดุลมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราการสะสมมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระบบ = อัตราการสรางมวลสารลดแรงตึงผิว 

                                                           ชีวภาพ

Pr
dt

dP


XX
dt

dP                                                       (4.2)

สมการสมดุลมวลแอมโมเนียมซัลเฟต

อัตราการสะสมมวลไนโตรเจนในระบบ = -  อัตราการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อการสราง

เซลล  -  อัตรการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อ

บํารุงรักษาและซอมแซมเซลล

     

Nr
dt

dN


                                              XmX
Ydt

dN
N

N
X

















                                          (4.3)

สมการสมดุลมวลน้ํามันปาลม

อัตราการสะสมมวลน้ํามันในระบบ  =  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อการสรางเซลล  -  อัตราการ

                                            ใชมวลน้ํามันเพื่อบํารุงรักษาและซอมแซม  -  อัตราการ

                                           ใชมวลน้ํามันเพื่อเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ

                                                  

oilr
dt

dOil














 

















oil
P

oil

oil
X Y

XX
XmX

Ydt

dOil                     (4.4)
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จากสมการสมดุลมวลทั้ง  4  สมการ  (สมการ 4.1-4.4)  ทําใหไดพารามิเตอรที่ตองทําการ

ประมาณคาเพิ่มอีก  8  พารามิเตอรไดแก  oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,,    ซึ่งขั้นตอนการ

หาคาพารามิเตอรทั้งหมดนั้นจะกลาวถึงในหัวขอถัดไป

4.5.2  การประยุกตใชวิธีเจนเนอติกเพื่อคัดเลือกแบบจําลองประมาณคาพารามิเตอรจาก
แบบจําลอง

การคัดเลือกแบบจําลองการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการหาคาพารามิเตอรจากแบบ

จําลองและสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องเริ่มจากนําแบบจําลองแรกที่

ตองการทําการทดสอบคือ  แบบจําลอง  Andrew  โดยกําหนดใหแอมโมเนียมซัลเฟตเปน

สารอาหารจํากัด  มาแทนลงในสมการสมดุลมวลทั้ง  4  สมการ  จากนั้นสมการสมดุลมวลที่มีการ

แทนแบบจําลอง  Andrew  ลงไปแลวจะถูกทดสอบดวยวิธีเจนเนอติกในโปรแกรม  MATLAB  

เวอรชั่น  R2006a  ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

 1. กําหนดขอบเขตบน  (upper  boundary)  และขอบเขตลาง  (lower  boundary)  ของ

พารามิเตอรแตละตัวเพื่อใหการคนหาคําตอบอยูภายใตขอบเขตที่กําหนด

2. คาพารามิเตอรเริ่มตนจะถูกกําหนดขึ้นโดยวิธีการสุมตามวิธีเจนเนอติกและนําคาพารา

มิเตอรเหลานั้นไปแทนลงในสมการสมดุลมวล  (โดยพารามิเตอรที่ตองทําการประมาณคาในวิธี

เจนเนอติกจะถูกเรียกวาเปนสมาชิก  (individual)  ของกลุมประชากร (population)  ซึ่ง

คาพารามิเตอรที่กําลังถูกใชในการคํานวณจะเรียกวาเปนสมาชิกของกลุมประชากรรุนปจจุบัน)

3. แกสมการสมดุลมวลซึ่งเปนสมการอนุพันธโดยการอินทิเกรตดวยวิธีระเบียบวิธีเชิง

ตัวเลข  (numerical  method)  ผลลัพธที่ไดจะเปนคาความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  ไนโตรเจน  และน้ํามันปาลมที่เปลี่ยนแปลงตามเวลา

4. นําผลลัพธที่ไดไปคํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  (objective  function)    ซึ่งเปนคา

ความผิดพลาดกําลังสอง  (sum square error)  ระหวางคาที่ไดจากการทดลองกับคาที่ไดจากการ

ประมาณดวยสมการทางคณิตศาสตร (  
2

1
expmin 




N

i
estimateyyJ โดยที่  J คือ  คาฟงกชัน

วัตถุประสงค)

5. นําคาฟงกชันวัตถุประสงคมาคํานวณคาฟทเนส  (fitness  value)  ซึ่งคาความแข็งแรง

เปนคาที่ใชในวิธีเจนเนอติกเพื่อเปนตัวกําหนดในการคัดเลือกพารามิเตอรชุดใหม  (พารามิเตอรชุด

ใหมจะถูกคัดเลือกโดยอาศัยตัวดําเนินการตางๆ ตามวิธีเจนเนอติก  เชน  วิธีการคัดแยกสวนที่ดี

ที่สุด (elite)  ตัวดําเนินการซีเลคชัน  (selection)   ตัวดําเนินการครอสโอเวอร (crossover)  และ
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ดําเนินการมิวเตชั่น  (mutation)  เพื่อเปลี่ยนแปลงคาพารามิเตอรในชุดใหมใหมีโอกาสไดคา

ฟทเนสสูงขึ้นและเขาใกลคําตอบที่ดีที่สุด)

 6. ทําการคํานวณซ้ําตั้งแตขอ  3  ถึงขอ  5  โดยใชพารามิเตอรในชุดใหมซึ่งจะถูกเรียกวา

เปนพารามิเตอรชุดปจจุบันแทน  จนกระทั่งครบตามจํานวนรุนประชากรที่กําหนดไวหรือไดคําตอบ

ที่ดีที่สุดที่ทําใหคาความผิดพลาดกําลังสองมีคานอยที่สุด  (1  รุนประชากรหมายถึง  การคํานวณ

ครบ  1  ลูปตั้งแตขอ  3  ถึงขอ  5)  

เมื่อคํานวณจนครบตามจํานวนรุนประชากรแลวแตคาพารามิเตอรที่ไดยังไมนาพอใจ  

อาจจะทําการปรับเปลี่ยนคาขอบเขตลางและขอบเขตบนใหกวางขึ้นหรือแคบลง  เพื่อใหมีโอกาส

ไดคําตอบที่ดีที่สุด  

หลังจากทําการหาคาพารามิเตอรจากสมการสมดุลมวลที่มีแบบจําลอง  Andrews  เปน

แบบจําลองแสดงการเจริญเติบโตของจุลินทรียจนไดคําตอบที่ดีที่สุดแลว  จะทําการเปลี่ยนแบบจํา

ลองที่ทดสอบเปนแบบจําลอง  logistic  เพื่อหาคาพารามิเตอรใหม  และตอจากนั้นจะทําการ

คัดเลือกแบบจําลองโดยพิจารณาจากคาความผิดพลาดกําลังสองของแตละแบบจําลอง 

จากนั้นทําการเปลี่ยนขอมูลผลการทดลองจากอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  มา

เปน  5,  100,  150  และ  200  เพื่อคัดเลือกแบบจําลองและหาคาพารามิเตอรเชนเดียวกับที่กลาว

ไปโดยจะกระทําซ้ําตามขั้นตอนทั้งหมดขางตน  

ตารางที่  4.4  สรุปพารามิเตอรที่ตองทําการประมาณคาของสมการสมดุลมวลและแบบจําลอง

แตละแบบจําลอง

สมการสมดุลมวลและแบบจําลอง พารามิเตอร

สมการสมดุลมวล  4  สมการและแบบจําลอง 

Andrews  (แอมโมเนียมซัลเฟตเปนสารอาหารจํากัด)
oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,, 

SiS KK ,,max

สมการสมดุลมวล  4  สมการและแบบจําลอง Logistic oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,, 

max0 , X
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ตารางที่  4.5  แสดงคาขอบเขตบนและขอบเขตลางของพารามิเตอรแตละตัว

พารามิเตอร คาขอบเขตลาง คาขอบเขตบน

dk 0 0.01

 0 0.7

 0 0.007

Nm 0 0.01

oilm 0 0.01

NXY 0.0001 30

oilXY 0.0001 30

oilPY 0.0001 30

max 0 1.5

SK 0 500

SiK 0 50

0 0 1

maxX 0 100
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รูปที่  4.1  แสดงแผนผังขั้นตอนการหาคาพารามิเตอรจากวิธีเจนเนอติก

เริ่มตน

 Logistic model

(Andrews model)

กําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนโดยการสุม

แกสมการสมดุลมวล (numerical method)

พารามเิตอรปจจุบัน

ใชตัวดําเนินการตางๆ ในวิธีขั้นตอนเชิงพันธกุรรม

ความเขมขนเซลล, สารลดแรงตึงผวิชีวภาพ, 

ไนโตรเจน, น้ํามันปาลมที่เวลาตางๆ

                    คํานวณฟงกชันวัตถุประสงค

(เปรียบเทียบขอมูลจากการทดลองกับคาจากการคํานวณ)

คํานวณคาความแขง็แรง  

คาความผิดพลาดที่ได

นอยที่สุดหรอืไม
สิ้นสุดการทํางาน

ใช

ไม

พารามิเตอรใหม
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4.6  การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมสําหรับ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมสําหรับ  

(optimal  feed)  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้  จะทําการศึกษาโดยเลือกใช

แบบจําลอง  Andrews  ในการอธิบายการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเมื่อทําการปอน  สําหรับคาพารา

มิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  ที่ใชจะนําคาพารามิเตอรที่ไดจากกระบวนการหมักแบบไม

ตอเนื่อง  (ในหัวขอที่  4.5)  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 – 200  มาเฉลี่ยกันเพื่ออธิบายการ

เปลี่ยนแปลงอัตราสวน  C/N  ที่เปลี่ยนแปลงไปในถังหมักใหครอบคลุมมากที่สุด  เนื่องจากการหา

อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมโดยวิธีออปติมัลคอนโทรล  

(optimal  control)  จะไมมีการควบคุมและไมทราบถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน  C/N  ในถัง

หมัก  ในสวนความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบในสายปอนจะทําการปอนที่

ความเขมขนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับตลอดชวงการหมัก  30  ชั่วโมง  ซึ่ง

เปนคาที่อางอิงจากงานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  ในการคํานวณหาอัตราการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมจะใชฟงกชัน  fmincon  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชัน  

R2006a

4.6.1  สมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง
สมมติฐานที่ใชในงานวิจัยนี้ไดแก

-  ในสายปอนเขาเปนระบบปลอดเชื้อ  ไมมีเซลลปะปนอยูถือวา  0FX   

-  ในสายปอนเขายังไมมีผลิตภัณฑเกิดขึ้น  0FP   

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบไมมีการเปลี่ยนแปลง

-  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  อุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือ

    วาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

-  คํานึงถึงอัตราการตายของเซลลในระบบ  

- จุลินทรียมีการใชไนโตรเจนเพื่อสรางเซลลและบํารุงรักษาเซลล  

- จุลินทรียมีการใชน้ํามันปาลมเพื่อสรางเซลล  บํารุงรักษาเซลลและเปลี่ยนเปนสารลด   

               แรงตึงผิวชีวภาพ  
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และรูปแบบสมการสมดุลมวลการหมักแบบกึ่งตอเนื่องคือ

สมดุลมวลเซลล

อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ =  อัตราการปอนมวลเซลลเขา + อัตราการสรางมวลเซลล – 

    อัตราการตายของเซลล

 
dXF rrFX

dt

XVd
                                  

dX rrX
V

F

dt

dX
                                       (4.5)                    

สมดุลมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราการสะสมมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระบบ = อัตราการปอนมวลสารลดแรงตึงผิว

    ชีวภาพเขา + อัตราการสรางมวลสารลด     

     แรงตึงผิวชีวภาพ

                                                           
 

PF rFP
dt

PVd


                XX
V

F

dt

dP                                               (4.6)

สมดุลมวลแอมโมเนียมซัลเฟต

อัตราการสะสมมวลแอมโมเนียมซัลเฟตในระบบ = อัตราการปอนมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเขา 

-อัตราการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อการ

สรางเซลล  -  อัตราการใชมวลแอมโมเนียม

ซัลเฟตเพื่อบํารุงรักษาและซอมแซมเซลล

   
 

NF rFN
dt

NVd


                                               XmX
Y

NNF
dt

dN
N

N
X

F 















                          (4.7)                        
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สมดุลมวลน้ํามันปาลม

อัตราการสะสมมวลน้ํามันในระบบ  =  อัตราการปอนมวลน้ํามัน -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อ

      การสรางเซลล  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อบํารุงรักษา    

      และซอมแซม  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อเปลี่ยนเปน  

      ผลิตภัณฑ

                                        
                                                  

 
oilF rOilF

dt

VOild




                         












 

















oil
P

oil

oil
X

F Y

XX
XmX

Y
OilOilF

dt

dOil             (4.8)

และมีฟงกชันวัตถุประสงคในการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามัน

ปาลมดิบคือ  อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมที่ทําใหได

ผลิตภัณฑสูงที่สุด

ff tt
tF

VPJ 
)(

max

ภายใตเงื่อนไข

maxmin )(0 FtFF i 

หรือ                                         5.1)(0  tFi                                            (ลิตรตอชั่วโมง)    

และ                                 maxVtV f 

หรือ     7ftV                                                                            (ลิตร)
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4.6.2  ขั้นตอนการหาอัตราการปอนสารที่เหมาะสม
ในการคํานวณหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบทีเหมาะสมใน

งานวิจัยนี้ใชฟงกชัน  fmincon  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชัน  R2006a  ซึ่งมีขั้นตอนการ

ทํางานดังนี้

1. แบงคาตัวแปร  F   ที่ทําการศึกษาออกเปน  10  ชวง  ชวงละ  3   ชั่วโมง จะไดเปน 

10321 ....,, FFFF   (เวลาในการหมัก  30  ชั่วโมง)

2. กําหนดคาตัวแปร  F เริ่มตนทั้ง  10  คาจากการคาดเดา

3. ตัวแปร  F  จะถูกแทนลงในสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

4. แกสมการสมดุลมวลโดยการอินทิเกรตดวยระเบียบวิธีเชิงตัวเลข

5. คํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  ภายใตเงื่อนไขที่กําหนด

6. ตรวจสอบคาฟงกชันวัตถุประสงควาไดสูงสุดหรือไม  ถาใชโปรแกรมจะหยุดคํานวณ  

แตถาไมใชโปรแกรมจะทําการคํานวณตอไปโดยทําซ้ําตั้งแตขอ  2  ถึงขอ  6  จนกระทั่งไดคา

ฟงกชันวัตถุประสงคสูงสุด  



บทที่  5
ผลการทดลอง

5.1  ผลการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยา  

จากการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูที่มี

ปริมาตรของเหลวเทากับ  100  มิลลิลิตร  บมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ  7.5  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  มี

น้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ทําการศึกษา

อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตน  5  คาไดแก  5, 50, 100, 150  

และ  200   ทําการวิเคราะหปริมาณเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ไนโตรเจน  น้ํามันปาลม  (ดัง

ในหัวขอที่  4.3)  และคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจําเพาะ  อัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะและอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ เพื่อหา

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งผลการทดลองของแตละอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  พบวามีรูปแบบการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนไปในทิศทางเดียวกัน  ตาม

ตัวอยางผลการทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ตามรูปที่  5.1  และ  5.2

จากผลการทดลองรูปที่  5.1  จะเห็นวาจุลินทรียมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องแต

หลังจากเวลาการหมักผานไป  30  ชั่วโมงการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะคอยๆ  ลดลงและคงที่

และเมื่อพิจารณากราฟความสัมพันธระหวาง  ln X  กับเวลาตามรูปที่  5.2  จะพบวาจุลินทรียมี

การเจริญเติบโตแบบทวีคูณในชวง  6  ชั่วโมงแรกของการหมัก  ซึ่งเปนไปไดวาจุลินทรียมีการใชทั้ง

แหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอนเพื่อการเจริญเติบโตในชวงทวีคูณ  แมวาน้ํามันปาลมดิบซึ่งเปน

แหลงคารบอนมีลักษณะแยกชั้นกับชั้นน้ําหมัก  แตอาจมีปริมาณน้ํามันปาลมบางสวนที่สามารถ

รวมตัวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เกิดขึ้นในรูปไมเซลลและผานเขาสูเซลลได  สวนการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพตามรูปที่  5.1  จะเห็นวามีการผลิตทั้งในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตและ

ชวงที่จุลินทรียไมมีการเจริญเติบโต  รูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลักษณะนี้เรียกวา  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบผสม  (mixed  growth  associated  product) ซึ่งสอด

คลองกับงานวิจัยของ  Haba  และคณะ  (2000)  งานวิจัยของ  Rahman  และคณะ  (2002)  

และงานวิจัยของ  Santa  และคณะ  (2002)  ที่พบวาจุลินทรีย  P. aeruginosa 47T2 NCIB   
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รูปที่ 5.1  แสดงผลของการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  

ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50    
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รูปที่  5.2  แสดงความสัมพันธระหวาง  ln X  กับเวลาของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ใน

ขวดรูปชมพูเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปน

กรดดางเริ่มตน  7.5  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50    
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40044 ,  P. aeruginosa  และ  P. aeruginosa PA1  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดทั้ง

ในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโตแบบทวีคูณและในระยะพัก

5.1.1  ผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนที่มีตอ
อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  อัตราการใช
แอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะและอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะ    

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจําเพาะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5 – 200  ตามกราฟรูปที่  5.3  พบวาที่อัตราสวน  

C/N  เริ่มตนเทากับ  50  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูงที่สุดเทากับ  0.472  ตอชั่วโมง  และ

ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงที่สุด

เทากับ  0.201  กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมง  ซึ่งแสดงใหเห็นวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตน

ตางกันมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ที่เปนเชนนี้

เพราะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  มีไนโตรเจนอยูมากเพียงพอ  จุลินทรียอยูในสภาวะที่

เหมาะกับการเจริญเติบโตและการสรางเซลลเพราะไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญของเซลล  

ทําใหที่อัตราสวนนี้มีการผลิตเซลลไดมาก  ซึ่งสังเกตไดจากคาอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟต

จําเพาะที่มีคาสูงที่อัตราสวน  C/N  50  นี้จึงยิ่งสนับสนุนวามีการใชไนโตรเจนไปเพื่อเจริญเติบโต

และสรางเซลล  เมื่อพิจารณาอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะรวมดวยพบวาที่อัตราสวน  C/N  

50  มีอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบที่สูงที่สุด  เปนไปไดวาน้ํามันที่ถูกใชไปจะนําไปเพื่อใชในการ

สรางเซลลเพราะน้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนจะถูกใชผานวัฏจักรเครปเปลี่ยนเปนกลูโคสออกมา

เพื่อใหพลังงานและนําไปใชในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (Sekelsky  และ  Shreve, 1998)

จึงยิ่งสงเสริมใหจุลินทรียมีการเจริญเติบโตไดดี    ในขณะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  

มีปริมาณไนโตรเจนต่ําสัดสวนของคารบอนกับไนโตรเจนที่มีอยูตางกันมาก  ทําใหจุลินทรียอยูใน

สภาวะที่ไมเหมาะกับการนําไนโตรเจนไปใชในการเจริญเติบโตและสรางเซลล  จุลินทรียจึงหันมา

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อเปนตัวนําแหลงอาหารคารบอนเขาสูเซลลสําหรับนําไปใชในการ

เติบโตมากขึ้นแทน  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรียกรดไขมันจะถูกนําไปใชผาน

กระบวนการสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาและนํา

น้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนเขาสูเซลลไปใชในการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพมากขึ้น  ดังนั้นที่อัตราสวน  C/N 150  จุลินทรียจึงผลิตสารลดแรงตึงผิวไดมากกวาเมื่อ

เทียบกับที่อัตราสวนอื่น     
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นอกจากนี้อัตราสวน  C/N  เริ่มตนยังมีผลตอความเขมขนของเซลลและสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพที่ผลิตไดเมื่อสิ้นสุดการหมักตามตารางที่  5.1  พบวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ 5 

และ  50  ปริมาณเซลลที่ไดสูงกวาที่อัตราสวน C/N  100,  150  และ  200  เนื่องจากมีปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนมากกวาทําใหจุลินทรียเติบโตไดดีกวาและผลิตเซลลไดมากกวา  เชนเดียวกับที่

อัตราสวน C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ซึ่งมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เวลาสุดทาย

เปนเพราะมีปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนนอยกวาทําใหจุลินทรียมีไนโตรเจนไมพียงพอกับการเติบโต

จึงมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาเพิ่มมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับวิจัยของ  Singh  และ

คณะ (1990)  และ  Benincasa  และคณะ (2001)  สนับสนุนวาจุลินทรียสามารถผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพออกมาไดดีในชวงสภาวะที่มีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนหรือปริมาณไนโตรเจนต่ํา

เมื่อวิเคราะหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตามกราฟรูปที่  5.3  จะเห็นไดวาเปนไป

ตามที่กลาวไวคือเมื่ออัตราสวน  C/N  เริ่มตนต่ําอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจะมีคาสูง  แตเมื่อ 

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนสูงขึ้นอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจะมีคาต่ําลง  โดยมีคาต่ําที่สุดที่

อัตราสวน  C/N  200  เทากับ   0.169  ตอชั่วโมงซึ่งมีคาต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  179.29  

เปอรเซ็นต  ซึ่งตรงขามกับกับอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่มีคาสูงขึ้นตาม

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เพิ่มขึ้น     โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะมีคาต่ําที่สุดที่

อัตราสวน  C/N  5  เทากับ  0.074   กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมงซึ่งมีคาต่ํากวาคาสูงสุด

อยูเทากับ  171.62  เปอรเซ็นต  ผลที่ไดยังสอดคลองกับคาอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

(productivity)  ตามกราฟรูปที่  5.4 ที่พบวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  มีคาการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอเวลาสูงที่สุดเทากับ  0.036  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึ่งสูงกวาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนคาอื่นๆ  อยางชัดเจน  

ตารางที่  5.1  แสดงความเขมขนของเซลลและสารลดแรงตึงผิวที่เวลาสุดทายของการหมักคือ  

48  ชั่วโมงที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางๆ

ความเขมขนที่เวลา  48  ชม. C/N  5 C/N  50 C/N  100 C/N  150 C/N  200

เซลล

(กรัมตอลิตร)

1.76 1.74 1.28 1.01 0.54

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

(กรัมตอลิตร)

0.88 0.93 0.68 1.06 0.74



70

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

5 50 100 150 200
C/N  ratio

s
p

e
c

if
ic

 o
il 

c
o

m
s

u
m

p
ti

o
n

 r
a

te
 (

g
/g

/h
)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6 s
p

e
c

ific
 a

m
m

o
n

iu
m

 s
u

lfa
te

 c
o

m
s

u
m

p
tio

n
 ra

te
 

(g
/g

/h
), s

p
e

c
ific

 g
ro

w
th

 ra
te

 (1
/h

), s
p

e
c

ific
 

p
ro

d
u

c
tio

n
 ra

te
 (g

/g
/h

)

specific oil comsumption rate

specific ammonium sulfate comsumption rate

specific growth rate

specific production rate

รูปที่ 5.3  แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจําเพาะ  อัตราการใช

น้ํามันปาลมดิบจําเพาะและอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะที่อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอ

ไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5 -200  เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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รูปที่ 5.4  แสดงอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอเวลา (productivity)  ที่อัตราสวนโดยโมลระหวาง

คารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ 5-200   เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพู

เขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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และเมื่อพิจารณาคาอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะพบวามีอัตราการใชแอมโม

เนียมซัลเฟตจําเพาะสูงที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนต่ํา  ซึ่งมีคาสูงที่สุดที่อัตราสวน  C/N  5  เทากับ  

0.538  กรัมแอมโมเนียมซัลเฟตตอกรัมเซลลตอชั่วโมง  และมีคาต่ําที่สุดที่อัตราสวน  C/N  100  

เทากับ  0.0349  กรัมแอมโมเนียมซัลเฟตตอกรัมเซลลตอชั่วโมงต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  

1441.55    เปอรเซ็นต  สวนอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะมีคาสูงที่ที่อัตราสวน  C/N  

เริ่มตนต่ําเชนกัน  โดยมีคาสูงที่สุดเทากับ  เทากับ  3.546  กรัมน้ํามันปาลมตอกรัมเซลลตอชั่วโมง

ที่อัตราสวน  C/N  50  และมีคาต่ําที่สุดที่อัตราสวน  C/N  100  เทากับ  1.497  กรัมน้ํามันปาลม

ตอกรัมเซลลตอชั่วโมงซึ่งต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  136.87  เปอรเซ็นต

จากผลที่กลาวมาทั้งหมดสรุปไดวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  เหมาะกับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  เหมาะกับการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ

5.1.2  ผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนที่มีตอคา
ผลไดของเซลลและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอสารอาหาร
    

สําหรับคาผลไดของเซลลตอแอมโมเนียมซัลเฟต  คาผลไดของเซลลตอน้ํามันปาลมดิบ

และคาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบเมื่อคิดที่เวลาสุดทายของการหมัก  

ตามกราฟรูป  5.6  พบวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100  มีคาผลไดของเซลลจากแอมโม

เนียมซัลเฟตสูงที่สุดเทากับ  6.496  กรัมตอกรัม  แสดงวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีอยูใน

ระบบถูกเปลี่ยนไปเปนเซลลไดสูงที่สุดที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100  เมื่อพิจารณาคา

ผลไดของเซลลตอน้ํามันปาลมดิบจะเห็นวามีคาลดลงตามอัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เพิ่มขึ้น  สวน

คาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบมีคาใกลเคียงกันที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตน

เทากับ  5 – 150  แตที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  200  คาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ตอน้ํามันปาลมดิบมีคาลดลงมาก  เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปเซลลกับ

ปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเห็นวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตน

เทากับ  5 – 100   ปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปเซลลมีคาสูงกวาปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูก

เปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แตที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  และ  200  ปริมาณ

น้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาสูงกวาเล็กนอย  แสดงใหเห็นวาที่อัตรา

สวน  C/N  เริ่มตนต่ําปริมาณน้ํามันปาลมถูกใชเพื่อการเจริญเติบโตมากกวา  สวนที่อัตราสวน

C/N  เริ่มตนสูงปริมาณน้ํามันปาลมถูกใชเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากกวา
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รูปที่ 5.5  แสดงคาผลไดของเซลลตอแอมโมเนียมซัลเฟต  (Yx/n)  คาผลไดของเซลลตอน้ํามัน

ปาลมดิบ  (Yx/oil)  และคาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบ  (Yp/oil)  เมื่อคิด

ที่เวลาสุดทายของการหมักที่อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ 5-200   

เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบ

ตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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5.2  ผลการศึกษาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของจุลินทรีย

จากการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่มีปริมาตร

ของเหลว  100  มิลลิลิตร  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ดวย

น้ํามันปาลมดิบเริ่มตน  20  กรัมตอลิตรและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตางกัน  9  คา  

ไดแก  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  เพื่อ

นํามาใชเปนขอมูลอางอิงสําหรับการเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมที่สามารถอธิบายผลของความ

เขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ    ในชวงการเติบโตแบบ

ทวีคูณของจุลินทรีย  ซึ่งแบบจําลองที่นํามาคัดเลือกมีทั้งหมด  8  แบบจําลอง  ประกอบดวย

แบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  

เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวโดยไม

คํานึงถึงผลการเกิดการยับยั้งจากเซลลหรือสารอาหาร  และแบบจําลอง  Contois  แบบจําลอง  

Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  เปนแบบจําลองที่อัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวและคํานึงถึงผลจากการเกิดการยับยั้ง

อัตราการเจริญเติบโตจากเซลลหรือสารอาหาร  ผลการทดสอบแบบจําลอง  คาพารามิเตอรและ

คาความผิดพลาดซึ่งเกิดจากผลตางระหวางคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากการทดลองกับ

คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการคํานวณกําลังสองของแตละแบบจําลองแสดงอยูใน

ตารางที่  5.2  และกราฟที่  5.6  และ  5.7
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ตารางที่  5.2  แสดงผลการทดสอบแบบจําลอง  คาพารามิเตอรและคาความผิดพลาดของแบบจําลอง  8  แบบจําลอง

คาพารามิเตอรแบบจําลอง สมการแบบจําลอง

max SK n DK SiK mS

คาความผิดพลาด

 
2

1
exp




N

i
predictederr 

Monod 
SKS

S


 max 0.3306 0.0442 - - - - 0.0752

Moser 
nn

S

n

SK

S


 max 0.3354 0.0001 9.9907 - - - 0.0637

Teissier  SKSe 1max 0.3363 0.2755 - - - - 0.0682

Mason & Milles











 SK

SK

S
D

S
max

0.3306 0.0442 - - - - 0.0752

Contois 











SXK

S

S
max 0.3397 1.5967 - - - - 0.0678

Andrew 
SiS KSKS

S
2max 

  0.9008 1.1009 - - 6.3216 - 0.0068

Luong n

mS S

S

KS

S











 1max

0.6885 0.6846 18.861 - - 319.57 0.0073

Edward  SiKS

S

e
KS

S 


 max 0.6969 0.6993 - - 16.306 0.0073
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จากตารางที่  5.2  พบวาแบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  

Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  รวมทั้งแบบจําลอง  Contois  ใหคาความผิดพลาดสูง

กวาแบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward    โดยเฉลี่ยประมาณ  

10  เทาและเมื่อพิจารณาจากกราฟที่  5.7  จะเห็นวาแบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  

แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  และแบบจําลอง  Contois  สามารถอธิบาย

ผลความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนไดเฉพาะชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนต่ํากวา  0.5  กรัมตอลิตร  เมื่อ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนมีคาสูงกวา  0.5  กรัมตอลิตร  แบบจําลองเหลานั้น

ใหผลการประมาณคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะคลาดเคลื่อนไปจากคาที่ไดจากผลการทดลอง

มาก  ในขณะที่แบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  ซึ่งเปน

แบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวและคํานึงถึงผล

การเกิดการยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตจากสารอาหาร  สามารถอธิบายผลความสัมพันธระหวาง

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนไดดีตลอดทั้งชวงการ

ทดลอง  คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดจากทั้ง  3  แบบจําลองมีคาใกลเคียงกับคา

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากการทดลอง 

หากพิจารณาเฉพาะแบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  

Edward  ตามกราฟรูปที่  5.8  จะเห็นวาแบบจําลอง  Andrew  ใหคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะที่คํานวณสอดคลองและมีแนวโนมไปในทางเดียวกันกับคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

จากการทดลองมากกวาแบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  เนื่องจากแบบจําลองทั้ง  

2  แบบจําลองนั้นประมาณคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัล

เฟตเริ่มตนชวง  1.5 – 3   กรัมตอลิตรคลาดเคลื่อนไปโดยประมาณไดต่ํากวาคาจริง  ดังนั้น

แบบจําลอง  Andrew  จึงเปนแบบจําลองที่อธิบายผลของคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตอ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนไดดีทั้งในชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนต่ํากวา  3  กรัมตอลิตร  ซึ่งเปนชวงที่ยังไมเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจาก

สารอาหาร  และชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงกวา  3  กรัมตอลิตร  ซึ่งเปน

ชวงที่เริ่มเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจากสารอาหาร  และยังใหคาความผิดพลาด

ต่ําที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับทุกแบบจําลอง  เพราะฉะนั้นจึงเลือกแบบจําลอง  Andrew  ใน

การศึกษาตอไป
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รูปที่  5.6  แสดงคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากทดลองและคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะจากคํานวณจากแบบจําลอง 8 แบบจําลองที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

เทากับ  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  
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รูปที่  5.7  แสดงคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากทดลองและคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะจากคํานวณจากแบบจําลอง 3 แบบจําลองที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

เทากับ  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  
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5.3  ผลการเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ในงานวิจัยสวนนี้เปนการนําผลการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas

sp.A41  เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขวดรูปชมพูที่มีปริมาตรของเหลว  100  มิลลิลิตร  ใน

เครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดาง

เริ่มตน  7.5  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  โดยมีน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียม

ซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางกัน  5  คาไดแก  5,  50,  100, 150  

และ  200  (ใหความเขมขนน้ํามันปาลมดิบคงที่แตเปลี่ยนความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต)  ไปใช

เปนขอมูลในการคัดเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมเพื่อสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

แบบจําลองที่นํามาคัดเลือกในสวนนี้มี  2  แบบจําลองคือ  แบบจําลอง  Andrews  และ

แบบจําลอง  Logistic  แบบจําลอง  Andrews  เปนแบบจําลองที่ไดจากการศึกษาผลของความ

เขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะในหัวขอ 5.2  จึงนําแบบจําลอง

นี้มาใชในการศึกษาตอเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบ

ตามเวลาตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง  ในขวดรูปชมพู  โดยเปรียบเทียบกับแบบจําลอง  

Logistic  ซึ่งอางอิงมาจากงานวิจัยของ Ochoa  และ  Casas  (1999)  ที่ใชแบบจําลองในการ

อธิบายการผลิตโซโฟโรลิปดจาก  Candida bombicola  การที่แบบจําลอง  Logistic ไมถูก

นําไปใชในการศึกษาผลความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ในหัวขอ 5.2  นั้นเนื่องมาจากแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียไมขึ้นอยูกับสารอาหารที่มีอยูแตจะขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลลเพียงอยางเดียว  

ดังนั้นแบบจําลอง  Logistic  จึงไมสามารถอธิบายผลของสารอาหารเริ่มตนที่มีตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะได  แบบจําลอง  Logistic  จึงถูกนํามาใชทดสอบหาแบบจําลองที่เหมาะสม

ในสวนนี้

สําหรับคาพารามิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  ที่ไดจากการเลือกแบบจําลองในหัวขอ

ที่ผานมา  จะไมมีการนํามาใชตอในการทดสอบแบบจําลองในสวนนี้เพราะคาพารามิเตอรที่ไดเปน

ผลมาจากการการศึกษาผลความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะในชวงการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ  (exponential phase)  ที่เวลา  6  ชั่วโมงแรกเทานั้น  
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ทําใหพารามิเตอรชุดนั้นไมสามารถนํามาใชอธิบายการเปลี่ยนแปลงของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  และสารอาหารตลอดทั้งชวงการหมัก  48  ชั่วโมงได  ดังนั้นการทดสอบแบบจําลองใน

หัวขอนี้จะทําการหาคาพารามิเตอรของ  Andrews ใหม  

การทดสอบแบบจําลองเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมจะใชวิธีเจนเนอติกโดยอาศัยกลอง

เครื่องมือวิธีเจนเนอติก  (genetic  algorithm  toolbox)  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชั่น  

R2006a  ซึ่งมีฟงกชันวัตถุประสงคเปนผลรวมของคาความแตกตางระหวางผลการทดลองกับคา

จากการคํานวณกําลังสองนอยที่สุด   ผลที่ไดแสดงตามตารางที่  5.3                

 ตารางที่  5.3  แสดงผลรวมของคาความผิดพลาดกําลังสองจาการทดสอบแบบจําลอง  

Andrews  และแบบจําลอง  Logistic  ที่นําไปใชอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  การผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวง

การหมัก  48  ชั่วโมงในขวดรูปชมพู ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200

ผลรวมของคาความผิดพลาดกําลังสอง  (sum of square error)แบบจําลอง

C/N  5 C/N  50 C/N  100 C/N  150 C/N  200

 Andrews

SiS KSKS

S
2max 

 

63.86 20.1 3.71 6.43 9.80

Logistic











mX

X
10

10.15 9.54 2.03 5.48 4.55

เมื่อเปรียบเทียบคาความผิดพลาดของอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  5 – 200  ตามตารางที่  

5.3  พบวาแบบจําลอง  Logistic  ใหคาความผิดพลาดต่ํากวาแบบจําลอง  Andrews  ทุก

อัตราสวน  C/N  และเมื่อพิจารณากราฟผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากการทดลองกับ

คาที่ไดจากการคํานวณจากแบบจําลอง  Logistic  ตามรูปที่  5.8 – 5.12  พบวาแบบจําลอง 

Logistic  สามารถอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การ

เปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก  48  ชั่วโมงไดดีทุกอัตราสวน  

C/N  ในขณะที่แบบจําลอง  Andrews  สามารถอธิบายผลไดดีเฉพาะชวงที่อัตราสวน  C/N  มีคา

สูงเทากับ  150  และ  200  ตามกราฟรูปที่  5.13 -5.17  
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เมื่อนําแบบจําลอง  Logistic  มาอธิบายผลการทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  

5,  50  และ  100  (กราฟรูปวงกลมหมายถึงผลการทดลองในรูปที่  5.8 – 5.10)  พบวาเซลลมีการ

เจริญเติบโตชาลงและเขาสูระยะพักกอนที่แอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเปนสารอาหารจํากัดจะหมด  

สาเหตุหนึ่งอาจมาจากความเขมขนของเซลลที่สูงขึ้นเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตสอดคลองตาม

แบบจําลอง  Logistic  สวนที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  และ  200  ความเขมขนเริ่มตน

ของแอมโมเนียมซัลเฟตมีคาต่ําจึงถูกใชหมดไปกอนสิ้นสุดการหมัก  ดังนั้นการที่เซลลเจริญเติบโต

ชาลงอาจเปนผลมาจากการที่สารอาหารจํากัดหมดหรือจากความเขมขนของเซลลสูงขึ้นก็ได  

และถาพิจารณาการนําแบบจําลองไปใชศึกษาตอในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

พบวาแบบจําลอง  Logistic  ไมเหมาะสมกับการนําไปหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและ

น้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมเนื่องจากแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญ

เติบโตของเซลลไมขึ้นอยูกับสารอาหารแตขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลล  เซลลจะถูกยับยั้งการ

เจริญเติบโตดวยความเขมขนสูงสุดของเซลล  แมวาจะมีการเติมสารอาหารเขาไปในระบบก็ไมมี

ผลทําใหเซลลเจริญเติบโตไดมากขึ้น  ดังนั้นการพิจารณาผลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

Pseudomonas sp.A41  และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อทําการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเขาไปในกระบวนการหมักจึงควรเลือกแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผล

จากสารอาหารในการศึกษามากกวา  ดวยเหตุผลนี้จึงเลือกแบบจําลอง  Andrews ในการศึกษา

หาอัตราการปอนที่เหมาะสมตอไป  และเนื่องจากการหาอัตราการปอนที่เหมาะสม  (optimal  

feed)  จะใชวิธีออปติมัลคอนโทรล  (optimal  control)  ซึ่งไมคํานึงถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน  

C/N  ในถังหมัก  การใชคาพารามิเตอรที่ไดจากอัตราสวน  C/N  คาใดคาหนึ่งอาจจะไมสามารถ

อธิบายผลจากการเปลี่ยนแปลง  C/N  ที่เกิดขึ้นในถังหมักไดครอบคลุม  ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช

การเฉลี่ยคาพารามิเตอรที่ไดจากทุกอัตราสวน  C/N  5 – 200  ในการหาอัตราการปอนที่เหมาะสม

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง   

จากที่กลาวมาทั้งหมดสรุปไดวา  แบบจําลอง  Logistic  สามารถอธิบายผลการเจริญ

เติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและ

น้ํามันปาลมดิบตลอดการหมักไดดีทุกอัตราสวน  C/N  สวนแบบจําลอง  Andrews  สามารถ

อธิบายผลไดดีที่อัตราสวน  C/N  เทากับ  150  และ  200  และในการศึกษาอัตราการปอนที่

เหมาะสมจะเลือกแบบจําลอง  Andrews  เนื่องจากเปนแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผลของ

สารอาหารตอการเจริญเติบโตของเซลล
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ผลการนําแบบจําลอง  Logistic  ในการอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก 0 - 48  

ชั่วโมง
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รูปที่  5.8  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5  

 (กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง)  
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รูปที่ 5.9  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  50  

 (กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง)  
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รูปที่ 5.10  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  100  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.11  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  150  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.12  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  200  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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ตารางที่  5.4  แสดงคาพารามิเตอรที่ไดจากแบบจําลอง  Logistic  และสมการสมดุลมวลในการ

อธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง

ในขวดรูปชมพู  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200  

คาพารามิเตอรพารามิเตอร

C/N  5 C/N  50 C/N  100 C/N  150 C/N  200


(g P / g cell – hr)

0.0016 0.0011 0.0052 0.007 0.0065


(g P / g cell)

0.3994 0.3106 0.1941 0.656 0.5364

dK

(hr-1)

0.01 0.0061 0.0088 0.0071 0.01

NM

(g N / g cell – hr)

0.01 0.01 0.0099 0.0055 0.003

oilM

(g Oil / g cell – hr)

0.0014 0.0052 0.01 0.0096 0.01

NXY

(g / g)

0.6525 4.9641 3.6829 2.1515 1.8539

oilXY

(g / g)

0.2756 1.4397 0.456 0.1789 0.2366

oilPY

(g / g)

1.0334 0.0901 0.1343 0.2012 0.0771

0
(hr-1)

0.2251 0.3972 0.3662 0.2471 0.2495

maxX

(g cell / l)
1.9939 1.75 1.3643 0.9854 0.5965
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ผลการนําแบบจําลอง  Andrew  ในการอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก 0 - 48  

ชั่วโมง
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รูปที่ 5.13  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.14  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  50  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.15  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  100  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.16  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  150  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.17 แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  200  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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ตารางที่  5.5  แสดงคาพารามิเตอรที่ไดจากแบบจําลอง  Andrews  และสมการสมดุลมวลในการ

อธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง

ในขวดรูปชมพู  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200  

คาพารามิเตอรพารามิเตอร

C/N  5 C/N  50 C/N  100 C/N  150 C/N  200 คาเฉลี่ยจาก C/N 

5-200


(g P / g cell – hr)

0.0045 0.0021 0.007 0.007 0.007 0.00552


(g P / g cell)

0.25 0.2813 0.1829 0.6641 0.6855 0.41276

dK

(hr-1)

0.005 0.01 0.001 0.005 0.0038 0.00496

NM

(g N / g cell – hr)

0.01 0.0061 0.0051 0.0012 0 0.00448

oilM

(g Oil / g cell – hr)

0.0061 0.0032 0.0088 0.0061 0.01 0.00684

NXY

(g / g)

0.1895 1.7823 1.8381 1.5307 1.1317 1.33152

oilXY

(g / g)

0.2756 0.3292 0.3999 0.2024 0.0832 0.25808

oilPY

(g / g)

29.7646 0.3193 0.1262 0.1592 0.1928 6.11242

max
(hr-1)

1 1.2344 1.2158 1.1641 1.4391 1.21068

SK

(g/l)
0.294 6.5127 3.0122 4.3414 3.4957 3.5312

SiK

(g/l)
2 49.9688 49.9998 49.9922 49.9958 40.39132
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5.4  ผลการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสม 
(optimal  feed)  สําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่ง
ตอเนื่อง

ผลจากการศึกษาแบบจําลองที่เหมาะสมที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางๆ  ตั้งแต  5 – 200  

(ในหัวขอที่  5.3)  จะถูกนํามาใชในการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่

เหมาะสม  (optimal  feed)  และทํานายการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเมื่อทําการปอน  โดยแบบจําลองที่นํามาใชคือ  

แบบจําลอง  Andrews  เนื่องจากแบบจําลอง  Andrews  เปนแบบจําลองที่มีสมมติฐานวาอัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลขึ้นอยูกับสารอาหาร  ดังนั้นในกรณีกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่มี

การปอนสารอาหารเขาไปเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  การใชแบบจําลอง   Andrews  ในการอธิบายจึงเหมาะสมกวาแบบจําลอง  Logistic  

แมวาแบบจําลอง  Logistic  จะสามารถอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบในกระบวนการหมักแบบ

ไมตอเนื่องไดดีในทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  แตแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลลไมขึ้นกับความเขมขนของสารอาหาร  

ฉะนั้นจึงไมเหมาะจะนําแบบจําลองนี้มาใชในการพิจารณาผลของสารอาหารที่ปอนเขาไปตอการ

เจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

สําหรับคาพารามิเตอรของแบบจําลอง   Andrews  ที่นําไปใชอัตราการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสม  จะใชพารามิเตอรที่ไดจากทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตน

ตั้งแต  5 – 200  โดยนําคาพารามิเตอรเหลานั้นมาเฉลี่ยกันเนื่องจากการหาอัตราการปอนแอมโม

เนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมในงานวิจัยนี้  ใชวิธีออปติมัลคอนโทรล  (optimal  

control)  อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมที่ไดจะเปนอัตราการ

ปอนที่เหมาะสมที่สุดที่ทําใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดภายใตเงื่อนไขที่

กําหนด  ซึ่งจะไมคํานึงถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน   C/N  ในถังหมัก  ดังนั้นการใชคาพารา

มิเตอรที่นํามาเฉลี่ยจากทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 – 200  เพื่อตองการใหสามารถ

อธิบายการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน   C/N  ที่เกิดขึ้นในถังหมักไดครอบคลุมมากที่สุด  



93

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
time (hr)

C
e

ll 
c

o
n

c
e

n
tr

a
ti

o
n

, 
B

io
s

u
rf

a
c

ta
n

t 
c

o
n

c
e

n
tr

a
ti

o
n

,
A

m
m

o
n

iu
m

 s
u

lf
a

te
 c

o
n

c
e

n
tr

a
ti

o
n

 (
g

/l)

0

14

28

42

56

70

C
ru

d
e

 p
a

lm
 o

il c
o

n
c

e
n

tra
tio

n
,

 (g
/l)

Cell concentration Ammonium sulfate concentration
Biosurfactant concentration Crude palm oil concentration

รูปที่  5.18  แสดงความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟต  น้ํามัน

ปาลมดิบที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาเมื่อปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบดวยความ

เขมขนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ตลอดทั้งชวงการหมัก  30  ชั่วโมง
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รูปที่  5.19  แสดงรูปแบบการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบดวยความเขมขน

เทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ตลอดทั้งชวงการหมัก  30  ชั่วโมง  

C/N ~ 50 - 75 C/N ~ 120 - 1200
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จากรูปที่  5.18  และ  5.19  เปนกรณีการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่

ความเขมขนในสายปอนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ซึ่งเปนคาที่อางอิงจาก

งานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  จะเห็นวาเมื่อทําการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลม

ดิบที่เหมาะสมตามรูปที่  5.19  ที่ไดจากวิธีออปติมัลคอนโทรลและพิจารณาคาอัตราสวน  C/N  

ในถังหมักที่เปลี่ยนแปลงตามรูปที่  5.18  พบวาการเปลี่ยนแปลงของอัตราสวน  C/N  ในถัง

แบงเปน  2  ชวงคือ  ชวงที่อัตราสวน  C/N มีคาต่ํา  (C/N  มีคาประมาณ  50 – 75)  และชวงที่

อัตราสวน  C/N  มีคาสูง  (C/N  มีคาประมาณ  120 – 1200)  ซึ่งตรงกับที่ผูวิจัยคาดหวังไววาเมื่อ

ทําการปอนสารอาหารเขาไปจะทําใหสภาวะในถังหมักแบงออกเปน  ชวงที่อัตราสวน  C/N  มีคา

ใกลเคียงหรืออยูในชวงประมาณ  50   ซึ่งเหมาะกับการเจริญเติบโตของเซลลและชวงที่อัตราสวน  

C/N  มีคาใกลเคียงหรืออยูในชวงประมาณ  150   ซึ่งเหมาะกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

โดยอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมนี้จะทําใหไดอัตราการผลิต

เซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดเทากับ  0.53  และ  0.23  กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง  และเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  ที่ทําการทดลองปอนแอมโม

เนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบโดยมีการเปลี่ยนความเขมขนในสายปอนที่เวลา  6,  9,  12  และ  

15  ชั่วโมง  พบวาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมโดยวิธีออป

ติมัลคอนโทรลในงานวิจัยนี้ใหคาอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูง

กวางานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  เทากับ  178.94  และ  475  เปอรเซ็นตตามลําดับเมื่อเทียบ

กับคาที่สูงที่สุด

ดังนั้นผูวิจัยหวังวาการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะ

สมโดยวิธีออปติมัลคอนโทรลสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้จะเปนแนวทางใน

การนําไปใชประโยชนเพื่อทําการศึกษาวิจัยตอไปในอนาคต
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ตารางที่  5.6  แสดงผลการเปรียบเทียบอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยของเลิศลักษณ (2546)

งานวิจัยของเลิศลักษณ (2546) งานวิจัยนี้

เวลาในการเปลี่ยนความ

เขมขน

อัตราการผลิตเซลล
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตเซลล
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

6  ชั่วโมง 0.13 0.04

9  ชั่วโมง 0.13 0.04

12  ชั่วโมง 0.19 0.03

15  ชั่วโมง 0.14 0.04

0.53 0.23

หมายเหตุ การคํานวณคาอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคิดที่เวลาสุดทายของการหมัก



บทที่  6
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1  สรุปผลการทดลอง

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูป

ชมพูบมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  

อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  โดยมีน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและ

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน และแบงการศึกษาออกเปน  4  สวนไดแก

6.1.1  การศีกษาผลของความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนที่ทําการศึกษามี  9  คา  ไดแก  0.42, 0.55,  

0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  พบวาเมื่อความเขมขนของ

แอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงขึ้นจะทําใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงขึ้น  จนกระทั่งที่ความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงขึ้นถึงคาคาหนึ่งจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ลดลง  ซึ่งแบบจําลอง  Andrews : 
SiS KSKS

S
2max 

    สามารถอธิบายผลของความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับ

แบบจําลองที่นํามาศึกษา  8  แบบจําลอง

6.1.2  การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนตออัตรา
การเจริญเติบโตของจุลืนทรียและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่นํามาศึกษามี  5 คาไดแก  5,  50,  100,  150  และ  200  

พบวา

- อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียสูง

ที่สุดเทากับ  0.472  ตอชั่วโมง

- อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ใหคาอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงที่สุดเทากับ  0.204  กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมง       
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 ดังนั้นที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  เปนอัตราสวนที่เหมาะสําหรับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  เปนอัตราสวนที่เหมาะสําหรับ

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

6.1.3  การศึกษาผลของแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากจุลินทรีย  Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูปชมพูตลอดการหมัก  48  ชั่วโมงที่
อัตราสวน C/N  เริ่มตน  5 - 200

แบบจําลองที่นํามาศึกษามี  2  แบบจําลองไดแก  แบบจําลอง  Andrews  และ

แบบจําลอง  Logistic  พบวา

-  แบบจําลอง  Logistic : 









mX

X
10  เปนแบบจําลองที่เหมาะสําหรับอธิบายการ

เจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟต

และน้ํามันปาลมดิบตามเวลาในขวดรูปชมพูทุกอัตราสวน C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 - 200

-  แบบจําลอง  Andrews  (
SiS KSKS

S
2max 

  )   เปนแบบจําลองที่เหมาะ

สําหรับอธิบายการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลง

แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตามเวลาในขวดรูปชมพูเฉพาะที่อัตราสวน C/N  เริ่มตน

เทากับ  150  และ  200

6.1.4  การศึกษาผลของอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะ
สม  (optimal  feed)  สําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่ง
ตอเนื่อง

การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมในกระบวนการ

หมักแบบกึ่งตอเนื่อง  เลือกแบบจําลอง  Andrews  นํามาใชในการศึกษาเพราะเปนแบบจําลองที่

คํานึงผลของสารอาหารตออัตราการเจริญเติบโตของเซลล  ซึ่งตางจากแบบจําลอง  Logistic  ที่

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลไมขึ้นอยูกับสารอาหาร  ในการหาอัตราการปอนที่เหมาะสมโดยใช

วิธีออปติมัลคอนโทรลจะไมสามารถควบคุมและทราบถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน C/N  ในถัง

หมัก  ดังนั้นจึงใชคาพารามิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  จากอัตราสวน C/N  5-200  นํามา

เฉลี่ยกันเพื่อใหสามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน C/N  ไดครอบคลุมที่สุด  และเมื่อทํา

การปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่ความเขมขนในสายปอนเทากับ  28.35  และ  
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300  กรัมตอลิตรตามลําดับตลอดการหมัก  พบวาไดอัตราสวน C/N ประมาณ  50-75  ในชวงแรก

และไดอัตราสวน C/N ประมาณ  120-1200  ในชวงหลัง  และทําใหไดคาอัตราการผลิตเซลลและ

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดเทากับ  0.53  และ  0.23  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง

ตามลําดับ

6.2  ขอเสนอแนะ
6.2.1  แบบจําลองที่นํามาใชศึกษาเปนแบบจําลองกรณีที่สารอาหารละลายน้ําได  แต

น้ํามันปาลมดิบซึ่งใชเปนแหลงคารบอนในงานวิจัยนี้เปนสารอาหารละลายน้ํายาก  จึงควรศึกษา

หาแบบจําลองเพิ่มเติมที่มีการคํานึงถึงผลของสารอาหารซึ่งไมละลายน้ํา  อาจทําใหอธิบายผลการ

ทดลองไดแมนยํามากยิ่งขึ้น  

6.2.2  พีคที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย  HPLC ที่นํามา

พิจารณาควรมีการติดตามพีคนั้นโดยการวัดพื้นที่การกระจายน้ํามัน  เพื่อใหแนใจวาปริมาณสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พิจารณามีปริมาณเพิ่มขึ้น
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ภาคผนวก  ก

ก.1  อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ

ก.1.1  อาหารนิวเทรียนเอการ (Nutrient Agar)
เนื้อสกัด (beef extract) 3.0 กรัม

แบคโตเปปโตน (bacto peptone)            5.0 กรัม

วุนผง (agar)                             20.0 กรัม

น้ํากลั่น                         1000  มล.

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

ก.1.2  อาหารเหลวกําหนดสูตร (Define medium)
น้ํามันปาลม          20.0 กรัม.

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)             4.0 กรัม

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.4 กรัม

โปตัสเซียมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)             0.1 กรัม

กรดฟอสเฟอริก (H3PO4)                         0.5 มล.

กรดบอลิก (H3BO3)            1.53 มิลลิกรัม

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)         0.284 มิลลิกรัม

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O)           1.71 มิลลิกรัม

โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) 0.7 มิลลิกรัม

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 2.9 มิลลิกรัม

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)            4.3 มิลลิกรัม

โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O)            0.1 มิลลิกรัม

อีดีทีเอ (EDTA)        200.0 มิลลิกรัม

แคลเซียม-แพนโททีเนต (Calcium Pantothenate)        1.176 มิลลิกรัม

ไบโอทิน (Biotin)          5.88 ไมโครกรัม

กรดโฟลิก (Folic acid)          5.88 ไมโครกรัม

อินโนซิทอล (Inositol)        0.588 ไมโครกรัม

ไนอาซิล (Niacin)        1.176 ไมโครกรัม
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กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-Aminobenzoic acid)                  0.588 มิลลิกรัม

ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (Pyrodoxine-HCl)       1 .176 มิลลิกรัม

ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)         0.588 มิลลิกรัม

ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl)         1.176 มิลลิกรัม

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O)           14.0 กรัม

น้ํากลั่น                          1000 มิลลิลิตร

ปรับคาความเปนกรดเปนดางใหได 7.0 แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน สําหรับ

สารละลายวิตามินไดแก แคลเซียม-แพนโททีเนต  ไบโอติน  กรดโฟลิก  อินโนซิทอล  ไนอาซิน  

กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก  ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด  ไรโบฟลาวิน  ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด  

ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง

ก.2  การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหไนโตรเจน

ก.2.1  สารละลายฟนอล
ฟนอล              50 กรัม

เอทธานอล  95 %            500 มิลลิลิตร

ก.2.2  สารละลายโซเดียมไนโตรพลัสไซด
โซเดียมไนโตรพลัสสไซด 2.5 กรัม

น้ําดีไอออไนซ 500 มิลลิลิตร

เก็บในขวดสีชา มีอายุการใชงาน 1 เดือน

ก.2.3  อัลคาไรดรีเอเจน
โซเดียมซิเตรท 100 กรัม

โซเดียมไฮดรอกไซด                5 กรัม

น้ําดีไอออไนซ 500 มิลลิลิตร

ก.2.4  สารละลายออกซิไดซซิ่ง
อัลคาไรดรีเอเจน 100 มิลลิลิตร

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด 1.5 นอมอล               25 มิลลิลิตร
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ภาคผนวก  ข

ตาราง ข.1 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.04 0.050 15.86 16.460

3 0.18 0.118 15.50 15.886

6 0.3 0.138 15.25 14.117

9 0.48 0.129 14.99 13.623

12 0.56 0.189 14.82 14.502

15 0.68 0.442 14.66 11.395

21 1.18 0.612 14.27 10.092

24 2.64 0.716 13.00 8.726

30 1.94 0.840 12.86 9.306

36 1.89 0.795 12.36 8.528

42 2.1 0.867 11.98 7.146

48 1.76 0.880 11.03 6.928
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รูปที่ ข.1 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  5
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ตาราง ข.2 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.02 0.107 1.59 15.935

3 0.08 0.133 1.49 13.357

6 0.34 0.184 1.42 12.678

9 0.68 0.303 1.32 11.855

12 0.92 0.367 1.29 10.518

15 1.1 0.584 1.23 9.226

21 1.5 0.775 1.15 9.843

24 1.98 0.85 1.06 8.711

30 2.42 0.808 0.00 7.961

36 1.84 0.894 0.77 7.165

42 1.78 0.873 0.32 6.511

48 1.74 0.926 0.54 6.225
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รูปที่ ข.2 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  50
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ตาราง ข.3 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.04 0.059 0.90 16.592

3 0.06 0.121 0.89 15.744

6 0.24 0.145 0.88 15.592

9 0.84 0.133 0.87 14.581

12 0.82 0.303 0.67 13.178

15 1.14 0.342 0.45 12.331

21 0.88 0.361 0.32 10.592

24 1.24 0.448 0.26 11.029

30 1.54 0.459 0.18 9.781

36 1.32 0.487 0.06 8.183

42 1.26 0.608 0.04 8.766

48 1.28 0.68 0.00 7.662
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รูปที่ ข.3 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  100
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ตาราง ข.4 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.1 0.080 0.70 16.728

3 0.12 0.210 0.58 15.341

6 0.38 0.295 0.55 14.666

9 0.56 0.336 0.48 12.122

12 0.7 0.289 0.41 10.599

15 0.84 0.411 0.38 10.908

21 0.82 0.578 0.31 9.155

24 0.94 0.795 0.21 8.129

30 0.93 0.911 0.09 8.585

36 0.89 0.978 0.03 6.525

42 0.96 0.966 0.01 5.729

48 1.01 1.06 0.00 5.020
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รูปที่ ข.4 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  150
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ตาราง ข.5 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  200

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.08 0.221 0.41 16.593

3 0.08 0.248 0.37 15.633

6 0.22 0.288 0.31 15.383

9 0.6 0.396 0.25 14.457

12 0.52 0.438 0.17 13.408

15 0.48 0.554 0.13 11.120

21 0.46 0.57 0.09 11.578

24 0.54 0.578 0.03 9.129

30 0.52 0.651 0.00 7.668

36 0.58 0.696 0.00 8.137

42 0.54 0.701 0.00 6.316

48 0.54 0.738 0.00 5.814
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รูปที่ ข.5 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  200
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ภาคผนวก ค

ผลการวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยไฮเปอรฟอรมานซ  ลิควิค โครมาโตรกราฟฟ 

(High Performance Liquid  Chromatography, HPLC)

น้ําหมักที่ไดหลังจากปนแยกเซลลและสกัดน้ํามันออกแลวจะนํามาสกัดแยกสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพตามวิธีในหัวขอ  4.3.4.2  ซึ่งจะไดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีลักษณะหนืดเปนสีน้ําตาล

เขม  (crude biosurfactant)  นําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดไดมาละลายในสารละลายเมทา

นอลและฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ความเขมขน  0.1,  0.5,  1,  1.5  และ  2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

จากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยไฮเปอรฟอรมานซ  ลิควิค โครมาโตร

กราฟฟหรือ  HPLC  โดยมีเมทานอลและฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนเฟสเคลื่อนที่  ผลจากการวิเคราะห

แสดงในรูปที่  ค1-ค5 

จากรูปที่  ค1-ค5  พบวามีพีค (peak)  เกิดขึ้นที่เวลาใกลเคียงกันคือ  3.617,  3.607,  

3.614,  3.607  และ  3.595  นาที  ที่ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  

biosurfactant)  ในสารละลาย  0.1,  0.5,  1,  1.5  และ  2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  ซึ่ง

จะเห็นไดวาพีคเพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสารละลายที่เพิ่มขึ้น  

รูปที่ ค.1  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  0.1  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ ค.2  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  0.5  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

รูปที่ ค.3  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  1  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ ค.4  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  1.5  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

รูปที่ ค.5  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  2  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  



117

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวพรชนก รัตนะรัต เกิดวันที่ 22 กุมภาพันธ พ.ศ. 2525 จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี ภาควิชาวิศวกรรมเคมี สถาบันเทคโนโลยี

พระจอมเกลาพระนครเหนือ ในปการศึกษา 2546 หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต ในภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในป

การศึกษา 2547
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