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 โครงงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
โดย Pseudomonas sp.A41 ในถังหมักแบบไมตอเนื่องโดยใชน้ํามันปาลมเปนแหลงอาหารและ
พลังงานของจุลินทรีย ตัวแปรที่สนใจศึกษาถึงอิทธิพลที่มีตอกระบวนการเจริญเติบโตและการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย ไดแกความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบในการปนกวนของใบ
กวน และเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลมที่ใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย การทดลองใน
งานวิจัยนี้จะแบงออกเปน 2 ขั้นตอนคือ ข้ันตอนที่หนึ่ง การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ โดยพบวาภาวะที่
เหมาะสมของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล คือ ความเปนกรด-ดาง 6.4 ความเร็วรอบใน
การปนกวน 627 รอบตอนาที และใหปริมาณน้ํามันปาลม 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และภาวะที่
เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ คือที่คาความเปนกรด-ดาง 7.5 
ความเร็วรอบในการปนกวน 608 รอบตอนาที และใหปริมาณน้ํามันปาลม 1.5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร   และขั้นตอนที่สอง คือการทดสอบสมบัติของผลิตภัณฑ พบวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได
มีความสามารถในการทนตออุณหภูมิที่จุดเดือดนาน 70 นาที และสามารถกออิมัลชันกับสาร
ประกอบไฮโดรคารบอนหลายชนิด ไดแก เฮปเทน ไซโคลเฮกซีน เฮกเซน เคโรซีน และน้ํามัน
พาราฟน นอกจากนี้ยังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาวมีน้ําตาลแรมโนสเปนองคประกอบ 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิว (surface active agent) เปนสารเคมีที่มีคุณลักษณะพิเศษเนื่องจากภาย

ในโมเลกุลประกอบดวยทั้งสวนที่มีขั้ว (hydrophilic moiety) และสวนที่ไมมีข้ัว (hydrophobic 

moiety) ทําใหสามารถกระจายตัวอยูระหวางสองวัฏภาค (phases) ที่มีคุณสมบัติของความเปนข้ัว

ที่แตกตางกัน เชน ระหวางวัฏภาคของน้ําและน้ํามัน  

สารลดแรงตึงผิวจึงสามารถถูกนําไปใชประโยชนไดอยางกวางขวาง เชน ใชเปนอิมัลซิไฟเออร 

(emulsifier) ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง, สารทําใหเปยก (wetting agent) ในอุตสาหกรรมยา

หรืออุตสาหกรรมสิ่งทอ (textile), สารทําใหเกิดโฟม (foaming agent) ในอุตสาหกรรมสินแร  

(ore floatation), ส ารช วย ใน ก ารทํ า ล ะล าย  แล ะ เกิ ด ไม โค รอิ มั ล ชั น  (solubilizers and 

microemulsion) ในอุตสาหกรรมทําความสะอาด  (toiletries), เปนสารชวยลดความหนืด 

(viscosity reducing agent) ในกระบวนการขนสงผานทอ (pipeline transportation), สารดีเทอร

เจน (detergents) ที่มีการนําไปใชงานในครัวเรือนหรือผลิตภัณฑทางการเกษตร, ดีมัลซิไฟเออร 

(demulsifier) ในงานดานการบําบัดน้ําเสีย (water treatment), สารที่ทําใหเกิดการกระจายตัว 

(dispersants) ของน้ํามันและถานหิน (coal-oil mixture), และเปนตัวเพิ่มความหนาแนนหรือ

ความเขมขน (thickening  agents) ในอุตสาหกรรมสี (Banat และคณะ, 2000)   

 สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเปนสารลดแรงตึงผิวที่ถูกผลิตขึ้นโดยจุลินทรียจากสารตั้งตนที่

สามารถนํากลับมาใชใหม (renewable resources substrates) และพบวามีขอไดเปรียบเหนือสาร

ลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางเคมี (chemical surfactants) หลายประการ เชน เปนสารที่มีความเปน
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พิษต่ํา จึงเหมาะที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง เพราะสามารถยอย

สลายไดตามธรรมชาติ (biodegradability) และไมกอมลภาวะ นอกไปจากนี้สารลดแรงตึงผิวทาง

ชีวภาพที่ผลิตจากสารตั้งตนตางชนิดกันยังมีความแตกตางกันทางโครงสรางของโมเลกุล ทําให

ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมีความหลากหลาย และสามารถ

ถูกนําไปประยุกตใชงานที่แตกตางกันไดอยางกวางขวาง และรูปแบบพิเศษที่แตกตางไปจากสาร

ลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางเคมี (Georgiou และคณะ, 1992) 

 ในทางอุตสาหกรรมมีความตองการใชสารลดแรงตึงผิวเพิ่มมากขึ้น ในชวง 10 ปที่ผานมา

โดยมีความตองการสารลดแรงตึงผิวเพิ่มข้ึน 300 เปอรเซ็นตในอุตสาหกรรมเคมี (Greek , 1990)  

โดยทั่วไปประมาณ  54 เปอรเซ็นตของปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดจะถูกนํามาใชในครัวเรือน

และงานซักรีด มีเพียง 32 เปอรเซ็นตที่นํามาใชในอุตสาหกรรม สารลดแรงตึงผิวสวนใหญเปนสารที่

สังเคราะหไดจากปโตรเลียม (petroleum-derived) ดวยกระบวนการทางเคมี  จากการที่ใน

ปจจุบันไดมีความสนใจในการรักษาสภาวะแวดลอมมากขึ้น กระบวนการพัฒนาสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจึงเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว  แตอยางไรก็ตามการขยายกําลังการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีว

ภาพถึงขั้นอุตสาหกรรมยังไมประสบความสําเร็จมากนัก  ทั้งนี้เนื่องจากความสามารถในการแขง

ขันเชิงเศรษฐศาสตรยังดอยกวาผลิตภัณฑจากการสังเคราะหทางเคมี ดังนั้นการพัฒนากระบวน

การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อพัฒนาไปสูระดับอุตสาหกรรมจําตองพิจารณาปรับปรุง

ปจจัยสําคัญที่เกี่ยวของหลายๆประการไดแก การเลือกใชสารตั้งตนราคาถูก, การเพิ่มผลผลิต 

(yield) และอัตราการผลิต, การพัฒนากระบวนการหมัก, การลดคาใชจายในการสกัดแยกผลิต

ภัณฑจากน้ําหมัก และการคัดเลือกจุลินทรียที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพ 
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1.2 วัตถุประสงค 

 เพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  โดย Pseudomonas 

sp.A41 ภายในถังหมักแบบไมตอเนื่อง (batch reactor) 

 

1.3 ขอบเขตการศึกษา 

 1.3.1 หาปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสม โดยใชน้ํามันปาลม 

 1.3.2 หาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 1.3.3 ศึกษาภาวะการกวนภายในถังหมักที่เหมาะสม 

 1.3.4 ศึกษาชนิดและคุณสมบัติบางประการของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากการ

เลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

14.1 เปนการเพิ่มคุณคาของพืชเศรษฐกิจ (น้ํามันปาลม) ที่มีราคาต่ําไปเปนผลผลิต โดย

อาศัยจุลินทรียในการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ (biotransformation) ไปเปนสารลดแรงตึงผิวชีว-

ภาพที่มีคุณคาสูงขึ้น 

14.2 เปนทางเลือกหนึ่งในการลดปญหาสิ่งแวดลอมโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ยอย

สลายได 

 14.3 เปนประโยชนในการพัฒนาระบบการหมักแบบตอเนื่องตอไป 



บทที่ 2 

ทฤษฎี 

2.1 บทนํา 

รายละเอียดในบทนี้ ประกอบดวย 5 สวน ไดแก สวนแรกเปนลักษณะของสารลดแรงตึงผิว 

อธิบายถึงลักษณะโดยทั่วไปของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมไปถึงการรวมตัวของโมเลกุล

สารลดแรงตึงผิวในสารละลาย  สวนที่สองกลาวถึงชนิดและลักษณะโครงสรางของสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพแตละชนิด สวนที่สามเปนลักษณะการเกิดของผลิตภัณฑในรูปแบบตาง และสวนสุด

ทายจะกลาวถึงกลไกการนําอาหารเขาไปใชภายในเซลล   

 

2.2  ลักษณะของสารลดแรงตึงผิว 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) ผลิตไดโดยจุลินทรียบางชนิดในกลุมของ 

แบคทีเรีย ยีสต หรือ รา  สมบัติที่สําคัญของสารลดแรงตึงผิว คือ ชวยในการลดแรงตึงผิวระหวาง

วัฏภาค (phase)  สองวัฏภาค  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะสะสมตัวอยูระหวางผิวสัมผัสสอง

วัฎภาค เชน ผิวสัมผัสระหวางของเหลวดวยกัน ผิวสัมผัสระหวางของเหลวกับแกส หรือผิวสัมผัส

ระหวางของแข็งกับของเหลว 

โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวประกอบดวย 2 สวน คือ สวนที่มีข้ัวสามารถละลายน้ําได 

โดยทั่วไปจะเปนสวนหัวของโมเลกุล (hydrophilic head group) อีกสวนเปนสวนที่ไมมีข้ัว โดยทั่ว

ไปจะเปนสวนหางของโมเลกุล (hydrophobic tail)  สวนหางของโมเลกุลสวนมากจะเปนสายยาว

หรือสายกิ่งของหมูอัลคิล (alkyl group) หรือสายยาวของสารประกอบไฮโดรคารบอน 

(hydrocarbon chain) แสดงโครงสรางดังรูปที่ 2.1  จะเห็นวาโครงสรางของโมเลกุลประเภทนี้ มีทั้ง

สวนที่มีขั้วและไมมีขั้วในโมเลกุลเดียวกัน จากคุณสมบัตินี้เองทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
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สามารถจัดเรียงตัวกันไดในระหวางวัฏภาคที่มีความเปนขั้วตางกัน เชน  การกระจายตัวของ

โมเลกุลสารลดแรงตึงผิว ในระหวางผิวสัมผัสระหวางน้ํากับอากาศ  โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีว

ภาพจะหันสวนที่มีขั้วหรือมีประจุเขาหาโมเลกุลของน้ํา ในขณะที่สวนที่ไมมีขั้วจะหันปลายไปทาง

ผิวของอากาศ การกระจายตัวของของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะกระจายตัวอยาง

สม่ําเสมอบนผิวของน้ําแสดงดังรูปที่ 2.2 

 

รูปที่ 2.1  โครงสรางของสารลดแรงตึงผิว        รูปที่ 2.2 การกระจายตัวของโมเลกุลสาร                       
               ลดแรงตึงผิวบนผิวน้ํา 

เมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงในน้ํา สารลดแรงตึงผิวจะมีบทบาทในการลดแรงตึงผิว

ของน้ํากับอากาศไดโดยดูจากคาแรงตึงผิวที่ลดลง เมื่อความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวเพิ่มข้ึนคา

ของแรงตึงผิวจะลดลงเรื่อย ๆ จนถึงระดับหนึ่งและมีคาคงที่ (รูปที่ 2.3) การลดลงของแรงตึง

ระหวางผิวนี้เกิดเนื่องจากการสะสมตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวที่เพิ่มมากขึ้นที่บริเวณผิวสัมผัส

ระหวางวัฏภาค จนในที่สุดบริเวณนี้อ่ิมตัวไปดวยโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวทําใหถึงแมจะมีการ

เพิ่มความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวเขาไปในระบบมากกวานี้ก็ยังจะทําใหแรงตึงระหวางผิวมีคา

คงที่ที่คาหนึ่ง สวนโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวสวนเกินที่ไมสามารถแทรกตัวที่ผิวสัมผัสระหวางวัฎ

ภาคไดก็จะรวมตัวกันเปนไมเซลล ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวที่นอยที่สุดที่ทําใหเกิดการรวม

ตัวของไมเซลลนี้เรียกวา ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (Critical Micelles Concentration, 

CMC)  ขั้นตอนการหาคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลทําได โดยการเตรียมสารลดแรงตึงผิวที่

อากาศ 

น้ํา Hydrophilic head Hydrophobic tail 
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ความเขมขนตาง ๆ และทําการวัดคาแรงตึงผิวที่ลดลง เขียนกราฟความสัมพันธจุดเริ่มตนของการ

เปลี่ยนแปลงคาแรงตึงผิวเปนคาของความเขมขนวิกฤตของไมเซลล แสดงดังรูปที่ 2.3 

 
รูปที่ 2.3 กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนสารลดแรงตึงผิวกับคาแรงตึงผิวเพื่อ  
             แสดงการหาคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (Zhang และ Miller, 1992) 

การรวมตัวของโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวสามารถทําไดในหลายลักษณะ ไดแก ไมเซลล

ทรงกลม (spherical micelles), ไมเซลลทรงกระบอก (cylindrical micelles), ผนังสองชั้นลักษณะ

แบนราบ (flat bilayers), ผนังสองชั้นแนวโคง (flexible bilayers) และไมเซลลกลับดาน (inverted 

micelles) แสดงดังรูป 2.4 นอกจากนี้ยังแสดงปรากฎการณเกิดโครงสรางตาง ๆ ดังกลาวซึ่งจะขึ้น

อยูกับโครงสรางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว ตัวอยางเชน โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหาง

เดี่ยว (คือโมเลกุลที่ประกอบไปดวยสายไฮโดรคารบอนสายเดี่ยวที่มาจากกรดไขมัน)  โครงสราง

โมเลกุลประเภทนี้มีลักษณะเปนกรวย  โดยสวนของปากกรวยเปนสวนของโมเลกุลที่มีขั้วและสวน

ปลายแหลมของกรวยคือสวนปลายไฮโดรคารบอนที่ไมมีข้ัว  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เหลานี้ในน้ําจะเรียงตัวเปนไมเซลล  สําหรับโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสายคู (คือโมเลกุลมี
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สวนของสายไฮโดรคารบอน 2 สายที่มาจากกรดไขมัน) ซึ่งไดแก ฟอสโฟลิปดตางๆ โมเลกุลของ

สารเหลานี้จะสามารถเรียงตัวในสารละลายน้ําเกิดเปนผนังสองชั้นได 

การเกิดการรวมตัวกันของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนโครงสรางตาง ๆ จะขึ้นอยู

กับความสมดุลของสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic) และสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) ของโมเลกุล

ของสารและแรงดูดหรือแรงผลักของสวนที่ชอบน้ําและไมชอบน้ําของโมเลกุลดวย 

มิติ (dimension) ของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตาง ๆ เหลานี้จะเปนตัวกําหนดวา

โครงสรางการรวมตัวกันของโมเลกุลในสารละลายน้ําจะเปนรูปแบบใด  โดยมิติของโมเลกุลจะ

สามารถอธิบายไดดวยคาที่เรียกวา พารามิเตอรของการรวมตัววิกฤต (critical packing 

parameter, CPP) ซึ่งคาของ CPP หาไดจากสูตรตอไปนี้ 

    
c0la

vCPP =  

เมื่อ  v  คือ ปริมาตรของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (hydrocarbon chain volume) 
       a0 คือ พื้นที่หนาตัดของสวนที่มีข้ัวของโมเลกุล (head group area)  
       lc  คือ ความยาวของสายไฮโดรคารบอนในโมเลกุล (hydrocarbon chain length) 

คาของ  CPP ที่คํานวนไดสามารถนํามาประเมินดังนี้ 
- คา CPP นอยกวา 0.33 จะไดไมเซลลทรงกลม 
- คา CPP อยูระหวาง 0.33 และ 0.5 จะไดไมเซลลทรงกระบอก 
- คา CPP อยูระหวาง 0.5 และ 1.0 จะไดไมเซลลผนังสองชั้นแนวโคง 
- คา CPP ประมาณ 1.0 จะไดผนังสองชั้นแนวระนาบ 
- คา CPP มีคามากกวา 1.0 จะไดไมเซลลกลับดาน 
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  รูปที่ 2.4  การรวมตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Clint, 1992) 
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2.3 การจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การจําแนกประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยอาศัยองคประกอบของโครงสราง

ภายในที่แตกตางกัน กลาวคือ สวนของโมเลกุลไมมีขั้วเปนสายยาวของกลุมไฮโดรคารบอน เชน 

กรดไขมัน (fatty acid) และองคประกอบสวนของโมเลกุลมีขั้ว เชน กลุมเอสเทอร (ester)  กลุม

แอลกอฮอล (alcohol group)  กลุมคารบอกซิเลท (carboxylate group)  กลุมฟอสเฟต 

(phosphate containing group) กลุมคารโบไฮเดรต (carbohydrate)  ดังนั้นสามารถจําแนก

ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกเปน 5 ประเภท ดังนี้ 

2.3.1 ไกลโคลิปด (Glycolipid)  

เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีสวนประกอบดวยคารโบไฮเดรตซึ่งเปนสวนของโมเลกุลที่มี

ข้ัวที่เชื่อมตอกับสายโซยาวของกรดอะลิฟาติก (long chain aliphatic acid) หรือกลุมไฮดรอกซี อะ

ลิฟาติก แอซิด (hydroxy aliphatic acids) ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากในกลุมนี้

ไดแก ทรีฮาโรสลิปด (trehalose lipid) แรมโนลิปด (rhamnolipid) และโซโฟโรลิปด 

(sophorolipid) 

2.3.1.1 ทรีฮาโลสลิปด มีโครงสรางหลายรูปแบบแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับชนิดของ

แบคทีเรียที่ใชผลิต เชน การเลี้ยง Mycobacterium, Nocardia และ  Corynebacterium   จะให

กรดไมโคลิก ซึ่งเปนกรดไขมันบีตา-ไฮดรอกซีสายยาว (long-chain α-branched β-hydroxy 

fatty acid) ที่มีไดเซกคาไรดทรีฮาโลส (disaccharide trehalose) เชื่อมในตําแหนงที่ C6 และ C6'   

หรือการเลี้ยง Rhodococcus และ Arthrobacter paraffineus จะใหทรีฮาโลสไดเอส

เตอร(trehalose diester) มีโครงสรางดังรูปที่ 2.5 
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 รูปที่ 2.5 โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด (Kosaric, 1993) 

         a ทรีฮาโลสลิปด 6,6/ ไดโครีโนมัยโคเลท 
     (Trehalose 6,6/ dicorynomycolate) (m+n=27-31) 

            b ทรีฮาโลส เททราเอสเทอร (Trehalose tetraester) 

2.3.1.2 โซโฟโรลิปด ไดจากการเลี้ยงยีสตสกุล (genus) Torulopsis ตาง ๆ เชน 

Torulopsis bombicola, Torulopsis petrophilum หรือ Torulopsis apicola จะใหผลิตภัณฑเปน

โซโฟลิปดออกมาภายนอกเซลล มีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 2.6 โครงสรางที่ประกอบดวยสวนของ  

ไดเมอริก  คารโบไฮเดรต โซโฟโรส (dimeric carbohydrate sophorose)  เชื่อมตออยูกับสาย

โมเลกุลของกรดไฮดรอกซีคาบอกซิลิก (hydroxy- carboxylic acid)  

 
 รูปที่ 2.6 โครงสรางของโซโฟโรลิปด (Davila และคณะ, 1992) 
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2.3.1.3 แรมโนลิปด สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมนี้ผลิตไดจากการเลี้ยงแบคทีเรียสกุล 

Pseudomonas  ลักษณะของผลิตภัณฑที่ผลิตไดมีโครงสรางที่แตกตางกัน แบงออกไดเปน 4 แบบ 

ซึ่งประกอบดวยน้ําตาลแรมโนส (rhamnose) 1 หรือ 2 โมเลกุล เชื่อมตอกับ 1 หรือ 2 โมเลกุลของ 

บีตา ไฮดรอกซิลเดคะโนอิก แอซิค (β-hydroxy decanoic acid)  

 
 

รูปที่ 2.7  โครงสรางของแรมโนลิปด ทั้ง 4 ชนิด ซึ่งสังเคราะห 
               โดย Pseudomonas aeruginosa (Fiechter, 1992) 
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2.3.2 ฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน (Phospholipids and Fatty acids) 

การเลี้ยงจุลินทรียของ Candida spp., Corynebacterium spp., Micrococcus spp. 

หรือ Acinetobacter spp. บนแหลงอาหารซึ่งสวนใหญเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจะถูกผลิตและปลดปลอย ในรูปของฟอสโฟลิปด หรือกรดไขมัน ออกมาภายนอก

เซลล ซึ่งโมเลกุลเหลานี้มีสมบัติเปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ   

ฟอสโฟลิปด ประกอบดวยกลีเซอรอลที่แทนที่ดวยกรดไขมันสองตัว ฟอสเฟตและ

แอลกอฮอล โครงสรางของฟอสโฟลิปด มีกรดไขมัน 2 ตัวมาเชื่อมโดยพันธะเอสเธอรที่หมูไฮดรอก

ซิลของ คารบอนอะตอมที่ 1 และ 2 สวนคารบอนอะตอมที่ 3 มีแอลกอฮอล (X-OH) ซึ่งมีหมูไฮด

รอกซิลมาเชื่อมโดยพันธะเอสเทอรกับกรดฟอสโฟริก ใหไดเปนฟอสโฟไดเอสเทอร  ฟอสโฟลิปดทุก

ตัวมีหัวที่มีขั้ว (polar head) หนึ่งตัวและที่ไมมีข้ัว (nonpolar tail) สองหางจึงมีลักษณะแอมฟพาธิก 

(amphipathic) (Shaw, 1974) 

 
     รูปที่ 2.8 โครงสรางของฟอสโฟลิปด 

2.3.3 เปปไทดและกรดอะมิโนที่ประกอบดวยไขมัน 

(Peptides and Amino acid Containing lipids) 

เซอรแฟกติน (surfactin) หรือซับทิไลซิน (subtilysin)  เปนตัวอยางของสารลดแรงตึงผิว

ทางชีวภาพของกลุมนี้ที่ไดจากการเลี้ยง Bacillus subtilis  โครงสรางของเซอรแฟกติน เปนกลุม
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ของกรดอะมิโนเจ็ดตัวเชื่อมตอกัน มีปลายขางหนึ่งเชื่อมตอกับกลุมคารบอกซิล และปลายอีกขาง

หนึ่งตอกับกลุมไฮดรอกซิลของหมูบีตา-ไฮดรอกซีของกรดอะมิโน  เซอรแฟตินเปนสารลดแรงตึงผิว

ที่มีการคนพบมาเปนเวลานาน และมีประสิทธิภาพในการนํามาใชงานสูง สามารถลดคาแรงตึงผิว

ของน้ําไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (ที่ความเขมขน 5.0*10-4 โมลตอลิตร) และใหคาความเขมขน

วิกฤตของไมเซลลในน้ําที่ 7.0*10-5 โมลตอลิตร (Morikawa และคณะ, 1993)  นอกจากนี้ยังมีสาร

ลดแรงตึงผิวตัวอื่น ๆ ที่จัดอยูในกลุมนี้เชน อาโธรแฟกติน (arthrofactin) ไอทูริน(iturin) และเซอร

ราเวททิน ดับบิว 2 (serrawettin W2) ซึ่งมีสูตรโครงสรางดังตอไปนี้ 

 

 รูปที่ 2.9 โครงสรางของเปปไทดและกรดอะมิโน ที่ประกอบดวยไขมัน 
                          (Morikawa และคณะ, 1993) 
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2.3.4 สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพประเภทโพลิเมอร (Polymeric Biosurfactant) 

สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุมนี้ที่นาสนใจไดแก  อีมัลแซน (emulsan)  ไลโป

แซน(liposan) แมนโนโปรตีน (mannoprotein) และสารประกอบโปรตีนของโพลีแซกคาไลดอ่ืน ๆ 

(other polysaccharide-protein complexes) 

อีมัลแซนมีโครงสรางสายหลักเปนเฮทเทอโรโพลีแซกคาไรด (heteropolysaccharide) ซึ่ง

ประกอบขึ้นมาจากไตรแซกคาไรด  ( t r isaccharide) ของ   N-acetyl -D-galactosamine,  

N-acetygactosamine uronic acid และ unidentified N-acetyl amino sugar คุณสมบัติของ  

อิมัลแซน คือ เปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพต่ําในการลดแรงตึงระหวาง

ผิว(interfacial tension)  แตเปนสารกออิมัลชัน (emulsifying agent) ไดเปนอยางดี และเปน

สารกออิมัลชันที่มีเสถียรภาพมาก 

 
    

   รูปที่ 2.10 โครงสรางของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพประเภทโพลิเมอรของอีมัลแซน 
       (Desai, 1997) 
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2.3.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (Particulate biosurfactant) 

ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทนี้จะสะสมตัวอยูบนผิวของเซลลแบคทีเรีย มี

บทบาทชวยในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดยจะชวยในการนําอาหารจําพวกไฮโดรคารบอน

เขาสูภายในเซลล  องคประกอบภายในของสารลดแรงตึวผิวชีวภาพชนิดอนุภาคจะประกอบดวย 

โปรตีน ฟอสโฟลิปด และไลโพพอลิแซกคารไรด 

 

2.4 ลักษณะการเกิดของผลิตภัณฑ(Product Formation) 

ลักษณะการผลิตผลิตภัณฑของจุลินทรีย มีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นภายในถัง

หมัก แบงออกไดเปน 4 รูปแบบดังนี้ 

2.4.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคูกับการเจริญของเซลล 

(Growth-Associated Biosurfactant Production ) 

ลักษณะการผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นพรอม ๆ กับการเพิ่มข้ึนของการเจริญเติบโตของ

เซลล และอัตราการเกิดของผลิตภัณฑมีความสัมพันธกับความเขมขนของเซลลจุ ลินทรียตาม

สมการ (2.1)  

   xp
p

p cq
dt
dc

r ==    (2.1) 

 เมื่อ pr  อัตราการผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  pc  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  xc   ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย 

  pq  อัตราจําเพาะ ของการเกิดสารลดแรงตึงผิว 
         (Specific Rate of Product Formation)   

  t   เวลา 
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และอัตราการเกิดสารลดแรงตึงผิวจะมีความสัมพันธกับอัตราการเกิดของเซลลดังนี้ 

    
dt
dcY

dt
dc xp

x
p=     (2.2) 

กําหนดให 
x

pY  คือ ผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย (Production yield) 

อัตราการเจริญของจุลินทรีย ในกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบไมตอเนื่อง 

โดยพิจารณาในชวงเอกซโพเนนเชียล (Exponential phase) สามารถอธิบายไดตามสมการ (2.3) 

   x
x c

dt
dc µ=     (2.3) 

เมื่อ  µ   คือ อัตราการเติบโตจําเพาะ (Specific Growth Rate) 

แทน (2.3) ใน (2.2) จะไดสมการดังนี้ 

   x
p cY

dt
dc

x
p µ=    (2.4) 

จากสมการ (2.1) และ (2.4) จะไดอัตราจําเพาะของการเกิดสารลดแรงตึงผิว ในรูปของ

อัตราการเติบโตจําเพาะดังนี้ 

   µ
x

pYq p =     (2.5) 

ซึ่งแสดงใหเห็นวาอัตราจําเพาะของการเกิดสารลดแรงตึงผิว จะมีคาเปลี่ยนแปลงเพิ่มข้ึน

ตามอัตราการเติบโตจําเพาะ ซึ่งเปนลักษณะของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคูกับการ

เจริญของเซลล แสดงรูปแบบการเจริญในรูปที่ 2.11a ตัวอยางการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ลักษณะนี้ไดแก การผลิตไกลโคโปรตีนโดย P. fluorecens 378 (Person Robert และคณะ, 1989)  

2.4.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะจํากัดการเจริญ 

(Biosurfactant Production by Growing Cell Under Growth-Limiting Condition) 

ลักษณะการผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นในภาวะที่จํากัดปริมาณของแหลงอาหารที่จํา

เปนตอการเจริญ  อาหารที่จําเปนตอการเจริญโดยทั่วไปจะเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
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โดยทั่วไปรูปแบบการจํากัดจะจํากัดกับแหลงไนโตรเจนใหหมดในเวลาที่เหมาะสม และควบคุมให

ภาวะการเลี้ยงจุลินทรียในระบบมีแหลงคารบอนเพียงพอ  

การเพิ่มข้ึนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีความสัมพันธทั้งในชวงอัตราการเจริญและ

ชวงที่เซลลหยุดการเจริญ (ชวงของการซอมแซมสวนที่สึกหรอของเซลลจุลินทรีย) แสดงสมการดังนี้ 

   
( ) xp

xpx

xp
xp

cm

cmcY

cm
dt
dcY

dt
dc

x
p

x
p

+=

+=

+





=

µ

µ

x
pY       

         (2.6) 

เมื่อ  pm  คืออัตราการเกิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงการซอมแซมสวนที่สึกหรอภายในเซลล 

จากสมการ (2.1) และ (2.5) สามารถแสดงคาอัตราจําเพาะการเกิดสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไดเปนสมการ (2.6) ซึ่งจากลักษณะรูปแบบสมการเปนรูปแบบผสมของการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพทั้งในชวงการเจริญของเซลล และชวงหยุดการเจริญของเซลล 

   pp mYq
x

p += µ    (2.7) 

 แสดงรูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปที่ 2.11b ตัวอยางเชน การผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. aeruginosa เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อจนถึงภาวะที่ปริมาณของไนโตรเจน

ในอาหารหมดจะมีผลทําใหเซลลมีอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงมากขึ้น (Robert และ

คณะ,1989) นอกจากจะจํากัดปริมาณของไนโตรเจนแลวยังมีผูศึกษาการจํากัดปริมาณของ

ฟอสเฟต พบวาที่ปริมาณฟอสเฟตนอย ๆ จะชวยกระตุนให P. aeruginosa ผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพออกมามากขึ้น (Mulligan และคณะ, 1989) 
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2.4.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงระยะพักของเซลล 

(Biosurfactant Production by Resting Cells) 

เปนภาวะการผลิตสารลดแรงตึงผิวโดยใชเซลลที่อยูในระยะพักเปนหัวเชื้อ  โดยที่เชื้อยัง

สามารถสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได หรือกลาวไดวาอัตราการเกิดของผลิตภัณฑจะขึ้นอยู

กับความเขมขนของจุลินทรียโดยตรงสามารถเขียนความสัมพันธในสมการ (2.8) 

   xp
p cm

dt
dc

=     (2.8) 

 

จากสมการ (2.1) และ (2.8) จะไดวา   

   pp mq =     (2.9) 

ในกรณีนี้จะเห็นวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเกิดขึ้นโดยไมมีความสัมพันธกับการ

เติบโตของจุลินทรีย   แสดงรูปแบบการเจริญในรูปที่ 2.11c ตัวอยางที่พบ เชนการผลิตแรมโนลิปด

โดยเลี้ยง P. aeruginosa CFTR-6 ที่อยูในระยะพัก คาความเขมขนของเซลลตลอดระยะเวลาที่ทํา

การเลี้ยงจะมีคาคงที่ ขณะที่การผลิตของไกลโคลิปดจะเพิ่มข้ึนเปนเสนตรงดวยอัตราคงที่ที่ 29.5 

มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และจะหยุดการผลิตไกลโคลิปดหลังจากผานไปแลว 24 ชั่วโมง  ความ

เขมขนของไกลโคลิปดที่ทําการวัดไดโดยเฉลี่ยมีคาเปน 450 มิลลิกรัมตอลิตร (Ramana K.V. และ

คณะ, 1989) 

2.4.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการเติมสารเริ่มตน 

(Biosurfactant Production by Microbial Cell and Addition of Precursors) 

เปนกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิว โดยการเติมสารตั้งตนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเพิ่ม

การผลิตสารลดแรงตึงผิว โดยมีผลทําใหผลผลิตมีการเปลี่ยนแปลงทั้งปริมาณและคุณภาพ  
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รูปที่ 2.11 การเกิดของผลิตภัณฑในรูปแบบตาง ๆ (Kosaric, 1993) 
        a) การผลิตของผลิตภัณฑเกิดควบคูกับการเจริญ 

                                             b) การผลิตสารภายใตภาวะที่มีการจํากัดการเจริญ 
        c) การผลิตของผลิตภัณฑโดยใชเชื้อในระยะพัก 

 

 

 

 

 

 



 20

2.5 กระบวนการขนยายอาหารเขาเซลล 

ลักษณะการจัดเรียงตัวแบบผนังสองชั้นของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบในผนัง

เซลลของสิ่งมีชีวิต การจัดเรียงตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะหันสวนที่ไมมีข้ัวหรือสาย

ไฮโดรคารบอนเขาหาสวนที่ไมมีข้ัวเหมือนกันของโมเลกุลของตัวมันเอง และจะหันเอาสวนที่มีข้ัวไป

ทางนอกเซลล (extra cellular) หรือ ไซโตปลาสซึม (cytoplasm) ของเซลล (แสดงในรูปที่2.12) 

จากลักษณะโครงสรางของผนังเซลลดังกลาวและรูปแบบการเกิดเปนผนังสองชั้นของ

โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นํามาใชอธิบายกลไก (mechanism) การนําแหลงอาหารคารบอน

ไปใชในการเจริญของจุลินทรีย  การรวมตัวระหวางสารประกอบไฮโดรคารบอนและโมเลกุลสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพภายในสารละลายและกระบวนการขนถาย  (transport) ของไมเซลล

ไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลแสดงดังรูปที่ 2.12 

กลไกการขนยายของโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลประกอบดวย 3 กลไก

ซึ่งมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียดังตอไปนี้ 

1.การขนยายและการใชสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ละลายอยูในน้ําหมัก 

2.การนําสารประกอบไฮโดรคารบอนมาใชโดยการสัมผัสกันโดยตรงระหวางโมเลกุลของ

สารประกอบไฮโดรคารบอนกับเซลล ซึ่งขนาดโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนมีขนาดใหญกวา

ขนาดของเซลล 

3.การขนยายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในรูปของไมเซลล 

ลักษณะการเปนโมเลกุลไมมีขั้วของสารประกอบไฮโดรคารบอนทั่วไปจะไมสามารถ

อธิบายดวยกลไกแบบแรก เพราะการละลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในน้ําจะมีคานอยจึงมี

บทบาทตอการนําไปใชในการเจริญเติบโตนอย  ดังนั้น การนําแหลงคารบอนที่อยูในรูปของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนไปใชภายในเซลลสามารถอธิบายดวยลักษณะกลไกแบบที่สอง และที่สาม 
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หรือทั้งสองรูปแบบผสมกัน ระบบที่ประกอบดวยสารลดแรงตึงผิวเริ่มตน ที่ไดจากการเติมสารลด

แรงตึงผิวเขาไปในระบบหรือการผลิตขึ้นมาของจุลินทรีย  มีความสําคัญอยางมากตอการละลาย

และการกระจายตัวของโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนในสารละลาย การอธิบายกลไกการใช

สารประกอบไฮโดรคารบอนดวยกลไกแบบที่สอง เปนลักษณะของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่

กระจายตัวเปนหยดน้ํามัน (droplet)  ซึ่งมีขนาดใหญกวาขนาดของจุลินทรีย การใชสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนของจุลินทรียเกิดจากการที่จุลินทรียเกาะรวมตัวกันลอมรอบบนหยดของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนโดยตรงอาศัยสารลดแรงตึงผิวชวยในการยึดเกาะ จึงเกิดการขนยายสาร

ประกอบไฮโดรคารบอน ตัวแปรหลักของกลไกลักษณะนี้ข้ึนอยูกับพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรีย

และสารประกอบไฮโดรคารบอน   ขณะที่กลไกแบบที่สามจะเปนลักษณะการกระจายตัวของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนรวมตัวกับโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวในรูปของไมเซลลที่สามารถขนยายผาน

ชองของผนังเซลลได ตัวแปรหลักของกลไกแบบที่สามจึงขึ้นอยูกับความเขมขนของสวนที่เกิดขึ้น

เปนไมเซลล (micellar-phase hydrocarbon concentration)    และความเขมขนของสารลดแรง

ตึงผิว (Sekcisky และ Shreve , 1999; AL-Tahhan และคณะ, 2000) 

การทดลองที่สนับสนุนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีผลตอการเจริญของเซลล โดยทําการ

เลี้ยงจุลินทรียกลายพันธุ (mutant) ของ Pseudomonas aeruginosa strain PG 201 และ 65E12 

บนแหลงอาหารไฮโดรคารบอน (ผลของการทําการกลายพันธุของ P.aeruginosa ของ strain ทั้ง

สองนี้ทําใหไมสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได) และไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิวเขาไป มี

ผลทําใหการเจริญของเซลลชามาก แตเมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงไปในอาหารเลี้ยง

ของจุลินทรียพบวาจะสามารถเจริญบนแหลงอาหารไฮโดรคารบอนได (Koch และคณะ, 1991) 
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รูปที่ 2.12  แสดงการขนถายสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลล 
                             (Sekcisky และ Shreve ,1999) 

แหลงอาหารคารบอนตางชนิดกันมีรูปแบบขั้นตอนการนําไปใชของจุลินทรียแตกตางกัน 

กลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรียทั่วไป ในงานวิจัยใชน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ซึ่ง

กลไกการขนยายนําแหลงคารบอนในลักษณะของน้ํามันเขาสูภายในเซลลอาศัยรูปแบบกลไกที่สอง

หรือแบบที่สามที่ไดกลาวมาแลว  ขั้นตอนการนําเอาแหลงคารบอนที่อยูในรูปของน้ํามันมาใชภาย

ในเซลลแสดงดังรูปที่ 2.13  ลักษณะของกลไกเปนกระบวนการใชอาหารประเภทอัลเคนหรือน้ํามัน 

ผานวัฎจักรเครป (Krebs cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle) ใหกลูโคสออกมา ซึ่งกลูโคสเปน

แหลงคารบอนที่จุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญและใหพลังงาน  
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รูปที่ 2.13  กลไกการนําสารประกอบอัลเคนผานกรดไขมันไปใชภายในเซลล  

    (Kosaric , 1993) 

 จากอะซิทิล โคเอ (Acetyl CoA) ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันจะผาน

เขาสูวัฎจักรเครป ซึ่งจะเกิดการรวมตัวของ อะซิทิล โคเอ กับ กรดออกซาโลอะซิติก (oxaloacetic 

acid) ไดกรดซีตริก (citric acid) เมื่อผานหนึ่งรอบของวัฎจักรเครป คารบอน 2 อะตอมจะถูกกําจัด

ไปเปนแกสคารบอนไดออกไซด   ไดสารประกอบคารบอน 4 อะตอมของกรดออกซาโลอะซิติกที่จะ

ถูกนํากลับไปรวมตัวใหมกับอะซิทิล โคเอ  และอะตอมของไฮโดรเจน  ซึ่งเมื่อผานกระบวนการจะมี

การถายทอดอิเล็กตรอนและมีการผลิตพลังงานสะสมในรูปของ ATP  ตอไป 

 จากลักษณะของแรมโนลิปดที่ประกอบดวยสวนที่มีข้ัวเปนสวนของน้ําตาลแรมโนส และ

สวนที่ไมมีขั้วเปนสวนของกรดไขมัน (fatty acid)  การผลิตแรมโนลิปดของจุลินทรียจึงประกอบ

ดวยกระบวนการ 2 กระบวนการแสดงดังรูปที่ 2.14 กลาวคือ 

 1. กระบวนการสรางน้ําตาลแรมโนส  น้ําตาลแรมโนสมีคารบอน 5 อะตอม กระบวนการ

สรางภายในเซลลยังไมแนชัด แตน้ําตาลแรมโนสเปนอนุพันธที่ไดจากน้ําตาลกลูโคส 
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 2. กระบวนการสังเคราะหกรดไขมัน กรดไขมันเปนชีวโมเลกุลขนาดเล็ก   โดยเริ่มตนการ

ใชน้ําตาลกลูโคส แตละขั้นตอนของการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลจะควบคุมกลไกโดยใชเอนไซม 

รูปแบบการสังเคราะหกรดไขมัน แสดงดังรูปที่ 2.15  และมีเอนไซมควมคุมตลอดกระบวนการ ซึ่ง

เอนไซมแตละตัวคือ A: phosphofructokinase; B: pyruvate kinase; C: isocitrate 

dehydrogenase; D: citrate lyase; และ E: pyruvate dehydrogenase. 

 การรวมกันของน้ําตาลแรมโนสและกรดไขมัน อาศัยนิวคลีโอไทด(nucleotide) เปนสารตั้ง

ตน (precursor) ที่ชวยในการรวมตัวกันของสวนประกอบทั้งสอง  แตการรวมตัวดวยสัดสวนของ

จํานวนโมเลกุลในแตละดานไมสามารถกําหนดไดแนนอน  กระบวนการผลิตโมเลกุลสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพจะขึ้นกับภาวะที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชงาน ดังไดกลาวมาแลววากรณีของอาหารเลี้ยงจุ

ลินทรียที่เปนพวกสารประกอบไฮโดรคารบอน ถาจุลินทรียตองการนําแหลงอาหารคารบอนซึ่งแยก

ชั้นจากชั้นของน้ําหมัก จะสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อชวยในการลดแรงตึงผิวระหวางชั้นของ

น้ํามันและชั้นน้ําทําใหสามารถรวมตัวมากขึ้น จุลินทรียซึ่งกระจายตัวอยูในชั้นน้ําก็มีโอกาสสัมผัส

กับชั้นของน้ํามันไดมากขึ้น มีผลตอการเจริญของจุลินทรียเปนไปไดมากขึ้น 

Fatty acid synthesis   Gluconeogenesis 

β-hydroxydecanoic acid  D-glucose 

β-hydroxydecanoyl -β-  TDP-glucose 
hydroxydecanoic acid 

       TDP-rhamnose 

  D-rhamnosyl-β-hydroxydecanoyl -β-hydroxydecanoic acid 

 L-rhamnosyl-L-rhamnosyl-β-hydroxydecanoyl -β-hydroxydecanoic acid 

     รูปที่ 2.14  กระบวนการผลิตแรมโนลิปดของ Pseudomonas aeruginosa (Kosaric , 1993) 
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รูปที่ 2.15  กลไกการสังเคราะหกรดไขมันจากน้ําตาลกลูโคสภายในเซลล  

    (Kosaric , 1993) 



บทที่ 3 

ตรวจเอกสาร 

 
3.1 บทนํา 

 การศึกษากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในถังหมักแบบไมตอเนื่องจะตอง

มีการคนควาหาขอมูลในหลาย ๆ หัวขอ ซึ่งสามารถแบงเปน 3 สวน คือ สวนแรกเปนการรวบรวม

ชนิดของจุลินทรียและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได สวนที่สองกลาวถึงปจจัยที่มีผลตอกระบวน

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสวนสุดทายจะเปนการทดสอบคุณสมบัติและการหาปริมาณ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากกระบวนการผลิต 

  

3.2 ชนิดของจุลินทรียและผลิตภัณฑที่ผลิตได 

 กระบวนการตาง ๆ ในอุตสาหกรรมตองอาศัยสารลดแรงตึงผิว เชน อุตสาหกรรมฟอกยอม 

อุตสาหกรรมน้ํามัน อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมถลุงแร อุตสาหกรรม

พลาสติก ฯลฯ  ซึ่งสวนมากเปนชนิดที่ไดจากการสังเคราะห  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหผลิตได

จากปโตรเลียม เชน แอลกอฮอล  อัลคิลเบนซีน หรือจากวัตถุดิบธรรมชาติ เชน จากน้ํามันพืช น้ํา

มันสัตว  โดยอาศัยกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี  ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่ใช

กันมากที่สุด คือ ดีเทอรเจนท (detergent)  ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ใชในการทําความสะอาด ตัวอยาง

ของดีเทอรเจนที่พบเห็นมากที่สุด คือ สบู  ผลิตเพื่อใชในครัวเรือน ประโยชนการนําสารลดแรงตึง

ผิวมาใชงาน ไดแก ใชเปนตัวอิมัลสิไฟเออร (emulsifier)  สารทําใหเกิดฟอง (foam booster) ตัวทํา

ละลาย ( solubilizer) เปนตน 

 ในปจจุบันนักวิจัยไดหันมาสนใจศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวจากสิ่งมีชีวิตมากขึ้น  ซึ่ง

มีความสําคัญดานเศรษฐกิจ และมีการใชแทนสารลดแรงตึงผิวที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีมาก
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ขึ้น  เนื่องจากมีขอดีอยูหลายประการ คือ สามารถถูกยอยสลายไดโดยกระบวนการทางชีวภาพ  ซึ่ง

จะเปนการลดปญหาสิ่งแวดลอมได  ตลอดจนมีความเปนพิษที่ต่ํากวาสารลดแรงตึงผิวที่ไดจาก

กระบวนการสังเคราะห 

 การพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการเลี้ยงจุลินทรีย  ไดมีการศึกษาคนพบ  

จุลินทรียชนิดตาง ๆ ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เชน แบคทีเรีย ยีสต หรือ รา  จุลินท

รียในแตละชนิดจะใหผลิตภัณฑที่แตกตางกัน  ตารางที่ 3.1 ไดรวบรวมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ 

ตารางที่ 3.1  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ 

Microorganism Substrate Biosurfactant Reference 

Acinetobacter 

calcoaceticus  strain RAG-1 

crude oil heteropolysaccharides Foght et al. (1989) 

Bacillus subtilis glucose surfactin Mulligan  et al. (1984) 

B. subtilis MTCC 1427 hydrocarbon biosurfactant Makkar et al. (1998) 

B. subtilis ATCC 21332 glucose surfactin Davis  et al. (1999) 

Candida antarctica T-34 glucose mannosylerythritol lipid Kitamoto et al. (1992) 

Candida apicola glucose sophorose lipid Hemmel et al. (1993) 

C. bombicola CBS 6009 glucose sophorose lipid Davila et al. (1992) 

Cellulomonas cellulans glycerol glycolipid Arino et al. (1998) 

Micrococcus sp. n-alkane and sugars biosurfactant Das et al. (1998) 
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ตารางที่ 3.1 (ตอ) 

Microorganism Substrate Biosurfactant Reference 

Pseudomonas aeruginosa  

strain S7B1 

hydrocarbon rhamnolipid Hisatsuka et al. (1971) 

Pseudomonas aeruginosa  n-paraffin rhamnolipid Iton et al. (1989) 

P. aeruginosa UW-1 corn oil rhamnolipid Sim et al. (1997) 

P. aeruginosa CFTR-6  glucose rhamnolipid Ramana et al. (1989) 

P. aeruginosa 44T1 hydrocarbon rhamnolipid Robert et al. (1989) 

P. aeruginosa DSM2659 glucose rhamnolipid Guerra-santos et al. (1984) 

P. aeruginosa UG2 glucose rhamnolipid Van Dyke et al. (1993) 

P. aeruginosa BS22 glucose rhamnolipid Sudhakar babu et al. (1996) 

P. aeruginosa GS3 molasses rhamnolipid Patel et al. (1997) 

P. aeruginosa IFO 3924   ethanol rhamnolipid Matsufuji et al. (1997) 

P. aeruginosa PG201 hexadecane rhamnolipid Sekelsky et al. (1998) 

P. aeruginosa 47T2 NCIB 

40044 

frying oils rhamnolipid Haba et al. (2000) 

Pseudomonas NCIB11264 glucose exopolysaccharide Williams et al. (1978) 

Rhodococcus erythropolis 

DSM43215 

n-hexadecane α,α-trehalose-

6,6’- di-

corynomycolate 

Kretschmer et al. (1982) 

Rhodococcus sp. 51T7 hydrocarbon trehalose Espuny et al. (1996) 
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 จากตารางที่ 3.1 ไดรวบรวมจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได โดยเฉพาะ 

จุลินทรียชนิด Pseudomonas สายพันธุตาง ๆ  จะเห็นวา Pseudomonas สามารถเจริญเติบโต

บนแหลงอาหารไดหลายชนิดทั้งในอาหารที่สามารถละลายไดในน้ําเชน น้ําตาลกลูโคส เอทธานอล 

หรือสารอาหารที่ละลายน้ําไดนอย เชน พวกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ  เหตุผลที่สําคัญคือ 

จุลินทรียประเภทนี้มีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาภายนอกเซลลได ซึ่งนาจะ

มีสวนชวยในการลําเลียงอาหารเขาสูภายในเซลล  นอกจากนี้จะเห็นวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa จะเปนแรมโนลิปด  ดังนั้น จุลินทรียที่จะทําการเลี้ยงในงาน

วิจัยนี้ ซึ่งเปน Pseudomonas sp.A41 คาดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดนาจะมีสวน

ประกอบของแรมโนลิปด 

 

3.3 ปจจัยที่มีผลตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas  

มีอิทธิพลที่มีผลกระทบตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp. 

นั้นขึ้นกับปจจัยหลายประการ เชน ภาวะของระบบ  ชนิดของแหลงอาหาร เปนตน  การศึกษาอิทธิ

พลของปจจัยตาง ๆ นั้นมีผูศึกษากอนหนานี้หลายดาน และสามารถจําแนกไดดังนี้ 

3.3.1 อิทธิพลจากชนิดของแหลงอาหาร  

จุลินทรียทั่วไปจะใชสารอาหารเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต มีเพียงจุลินทรียบาง

ชนิดเทานั้นที่สามารถใชแสงเปนแหลงพลังงานได  การเจริญเติบโตของจุลินทรียที่อาศัยสารอาหาร

นอกจากสารอาหารประเภทคารบอนแลว จุลินทรียยังตองการแหลงอาหารไนโตรเจนซึ่งไดจาก

แอมโมเนียมไนเตรต หรือกรดอะมิโนเปปไทด รวมไปถึงวิตามิน เกลือแรตางๆ ดังนั้นอาหารจึงมี

ความสําคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียโดยตรง  จําแนกความสําคัญของแหลงอาหารไดดังนี้ 
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  3.3.1.1 อิทธิพลของแหลงคารบอนที่มีผลตอการเจริญและกระบวนการผลิตของ

ผลิตภัณฑ จากการศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอน   โดยทั่วไปจะเปนแหลงคารบอนประเภท

ไฮโดรคารบอน เพราะเปนวัตถุดิบที่สามารถหาไดงายและมีราคาถูกจึงเหมาะที่จะนํามาใชใหเปน

ประโยชนสูงสุด   พาราฟน (n-parafin)   และกลีเซอรอล (Glycerol)   เปนอาหารที่ถูกนํามาใช

เลี้ยง P. aeruginosa I-85 เปรียบเทียบผลการผลิตของปริมาณแรมโนลิปดที่ไดจากการเลี้ยงดวย

กลูโคส พบวาปริมาณของแรมโนลิปดที่ผลิตไดบนอาหารกลูโคสจะมีปริมาณนอยกวาการเลี้ยงบน 

พาราฟน หรือเลี้ยงดวยกลีเซอรรอลประมาณ 2.4-3.7 เทา (Itoh และคณะ, 1971)   และจากการ

ศึกษาของ  Matsufuji  และคณะ (1997) การเลี้ยง P. aeruginosa IFO 3924 บนแหลงอาหาร

ชนิดตางๆ พบวากลูโคสใหปริมาณน้ําหนักเซลลสูงสุดเปน 7.1 กรัมตอลิตร แตใหปริมาณการผลิต

แรมโนลิปดต่ํา ในขณะถาเลี้ยงบนเอธานอลจะใหความเขมขนของเซลลเปน 0.9 แตใหปริมาณการ

ผลิตแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 สูงมากกวาเปน 73 เทาและ 18 เทา ตามลําดับ  และผลใน

การเลี้ยง P. aeruginosa บนแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ   พบวามีผลทําใหการเจริญเติบโตและการ

ผลิตของแรมโนลิปดแตกตางกันออกไป (Ramana และ Karanth ,1989) เชน การใชฟรุกโตสเปน

แหลงคารบอนจะใหปริมาณการผลิตของแรมโนลิปดนอยกวาการเลี้ยง P. aeruginosa บนน้ํามัน

มะกอก โดยสังเกตคาที่ไดจากการวัดคาแรงตึงผิวของน้ําหมักซึ่งจะไดคาต่ํากวา นอกจากนี้พบวา

ชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่แตกตางกันจะใหแรมโนลิปดชนิดตาง ๆ กันดวย เชน การเลี้ยงบน

กลูโคสหรือบนแมนนิทอลจะใหแรมโนลิปดทั้ง 4 ชนิด ขณะที่ถาเลี้ยงบนน้ํามันมะกอกจะใหแรมโนลิ

ปดเพียงบางชนิดเทานั้น (Robert  และคณะ, 1989)   

  3.3.1.2 อิทธิพลของแหลงไนโตรเจน แหลงอาหารไนโตรเจนเปนแหลงอาหารที่

สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยทั่วไปการเติมแหลงอาหารไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย

จะนิยมใชสารอนินทรีย เชน โซเดียมไนเตรท หรือ แอมโมเนียมไนเตรท  ปริมาณของแหลง
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ไนโตรเจนที่เติมลงไปจะเติมในปริมาณนอย เพื่อจํากัดปริมาณของไนโตรเจนใหหมดในชวงเวลาที่

เหมาะสมจะทําใหจุลินทรียผลิตสารผลิตภัณฑออกมาได ตัวอยางงานวิจัยที่ศึกษาหาปริมาณของ

ไนโตรเจนที่เหมาะสม  โดยเติมปริมาณของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเซลลแตกตางกันในชวง 1 ถึง 

6 กรัมตอลิตร มีผลทําใหคาแรงตึงผิวที่วัดไดจากน้ําหมักแตกตางกัน ปริมาณของไนโตรเจนที่เติม

ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2.5 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเลี้ยง Pseudomunas sp. JAMM เปน

เวลา 150 ชั่วโมง นําน้ําหมักมาวัดคาแรงตึงผิวใหคาลดลงมากที่สุดจาก 42 มิลลินิวตันตอเมตร 

เปน 30 มิลลินิวตันตอเมตร (Mercade และคณะ, 1993) 

   ประเภทของแหลงไนโตรเจนที่ใชแตกตางกันมีผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวไดตางกัน

เชน การใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงอาหารไนโตรเจน สําหรับ P. aeruginosa CFTR-6 จะให

ปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาสูงกวา เมื่อเทียบกับการใชแอมโมเนียมไนเตรท หรือแอมโมเนียม

ซัลเฟต (Ramana และ Karanth, 1989) 

 การศึกษาของ Arino และคณะ(1996) เกี่ยวกับปริมาณและชนิดของแหลงไนโตรเจนสาม

ชนิด ไดแก เปปโตน โซเดียมไนเตรท และแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีผลตอผลิตภัณฑ สรุปไดวาชนิด

ของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 คือ โซเดียมไนเตรทที่ความ

เขมขน 5.0 กรัมตอลิตร 

  3.3.1.3 อิทธิพลของฟอสเฟต  ฟอสเฟตเปนแหลงอาหารที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งใน

กระบวนการเจริญของจุลินทรีย  และมีผลตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตัวอยาง

งานวิจัยที่ศึกษาความสําคัญของฟอสเฟตคือ การศึกษาของ Mulligan (1989) ถึงอิทธิพลของชนิด

ฟอสเฟต 3 ชนิด ที่มีผลตอการเจริญและกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แนวโนมการ

เจริญแสดงดังรูปที่ 3.1  
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     รูปที่ 3.1 อิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากสูตรอาหารของฟอตเฟต 3 ชนิด  
                  โดยการวัดคาแรงตึงผิวของ P.aeruginosa โดยที่ (Mulligan และคณะ, 1989) 

(  ) : phosphate – buffered Kay’s mineral medium (Warren ,19660)  
( )  : phosphate – limitedproteose peptone/glucose/ammonium salts medium 
          (Cheng , 1970) 
( )  : phosphate-sufficient nutrient broth (Difco)      

 นอกจากนี้ชนิดของแหลงอาหารของฟอสเฟตซึ่งมีผลตอความเปนกรด-ดางของอาหาร

เลี้ยงเชื้อจะใหผลการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตกตางกัน ตัวอยางของประเภท

ของฟอสเฟตที่ใช คือ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

พบวาการใชไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงอาหารฟอสเฟต จะใหปริมาณการผลิต

ของไกลโคลิปดที่สูงกวาการใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต สาเหตุมาจากภาวะของความ

เปนกรด – ดางของอาหารโดยการเลี้ยงจุลินทรียดวยโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  จะให

ภาวะความเปนกรด – ดางเปน 5  ขณะที่ถาใชไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแลวจะใหภาวะ

ความเปนกรด-ดางเปน 8.5 นอกจากนี้ยังพบวาที่ความเขมขนของฟอสเฟตสูงกวา 40 มิลลิโมลตอ
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ลิตร จะมีผลยับยั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และมีผลทําใหหยุดเจริญเติบโต (Ramana  

และ Karanth , 1989) 

3.3.2 อิทธิพลจากภาวะที่ใชเลี้ยงจุลินทรีย 

3.3.2.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง  จุลินทรียชนิดตาง ๆ มีความสามารถ

ในการเจริญเติบโตในภาวะคาความเปนกรด-ดางไดแตกตางกัน จากการศึกษาภาวะความเปน

กรด-ดางที่เหมาะสมของการเลี้ยง P. aeruginosa DMS 2659 ที่ภาวะความเปนกรด-ดางชวง 

5.75-7.5 พบวาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางในชวงดังกลาว มีการเปลี่ยนแปลงคาความ

เขมขนของเซลลแตกตางกันนอยซึ่งจะอยูในชวง 1.0 - 1.2 กรัมตอลิตร แตการผลิตของสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพใหผลิตภัณฑสูงสุดเปน 200 มิลลิกรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรด-ดางที่ 6.25 

(Guerra-Santos และคณะ, 1986) 

3.3.2.2 อิทธิพลของอุณหภูมิ การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญเติบโต

และกระบวนการผลิตแรมโนลิปด   การศึกษาชวงอุณหภูมิที่  26-40 องศาเซลเซียสของ  P. 

aeruginosa DMS 2659 พบวาในชวงที่ทําการศึกษาใหคาความเขมขนของเซลลอยูระหวาง 2.8-

3.0 กรัมตอลิตรในขณะที่อุณหภูมิชวง 30-32 องศาเซลเซียส ใหปริมาณของแรมโนลิปดสูงสุดเปน 

480 มิลลิกรัมตอลิตร (Guerra-Santos และคณะ, 1986) 

 

3.4 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณ 

 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณโดยอาศัยการทําปฏิกริยากับสาร

ที่ตองการทดสอบ  และจะไมทําปฎิกริยากับสารเคมีอ่ืน ๆ ที่ปะปนอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แบงวิธี

การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณไดเปน 2 วิธี คือ การวิเคราะหคุณสมบัติ

ทางเคมี และการวิเคราะหโดยวิธีโครมาโตกราฟ (chromatographic assays) 
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 3.4.1 การวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑ  

 มีรายงานถึงเซอรแฟกตินที่ไดจาก Pseudomonas sp. วามีแรมโนลิปด (Hisatsuka และ

คณะ, 1971) โดยโมเลกุลของแรมโนลิปดประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตอกับ

โมเลกุลของบีตาไฮดรอกซิวเดคาโนอิกแอซิดรวมกันเปนโมเลกุลที่มีขั้วและไมมีขั้วอยูดวยกัน  จาก

ลักษณะโครงสรางดังกลาวจึงนํามาใชเปนสารลดแรงตึงผิวระหวางวัฎภาค  2 วัฎภาค โดยโมเลกุล

สารลดแรงตึงผิวจะสะสมตัวระหวางวัฎภาคเกิดเปนชั้นฟลมระหวางผิวหนา  และจากคุณสมบัติใน

การลดแรงตึงผิวจึงนํามาใชแสดงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวโดยทางออม กลาวคือ ปริมาณของ

สารลดแรงตึงผิวที่มีปริมาณมากจะสามารถลดแรงตึงผิวไดมาก  จากการทดลองของ Deziel และ

คณะ (1996) พบวาแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของน้ําจาก 72 มิลลินิวตันตอเมตรเปน  29 

มิลลินิวตันตอเมตร  การศึกษากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวสวนใหญจะอาศัยการวัดคาแรง

ตึงผิวที่ลดลง (Robert และคณะ, 1989 ; Zhang และ Miller, 1992 ; Deziel และคณะ, 1996) 

เพื่อทํานายการเกิดกระบวนการผลิตของผลิตภัณฑ 

 นอกจากนี้การวัดปริมาณของผลิตภัณฑอาศัยกระบวนการวิเคราะหเชิงปริมาณทางเคมี

ซึ่งมีวิธีหลายวิธีที่นํามาใชทดสอบนั้น การสกัดแยกเอาผลิตภัณฑที่ตองการออกจากน้ําหมักจะทํา

ใหการตรวจสอบดวยวิธีการตาง ๆ มีความถูกตองและแมนยํามากขึ้น  เนื่องจากแรมโนลิปด

สามารถละลายในสารละลายของเมทธานอล, คลอโรฟอรม, เอทธิลอะซิเตรท, เอทธิลอีเธอร หรือ

โซเดียม ไบคารโบเนตไดดี (Iton และคณะ, 1971) ดังนั้นสารละลายผสมของสารดังกลาวจึงไดนํา

มาใชสกัดแยกแรมโนลิปดออกจากน้ําหมัก การสกัดแยกดวยตัวทําละลายทั้ง Iton และคณะ 

(1971) และ Van Dyke และคณะ (1993) ใชเอทธิลอะซิเตรทเปนตัวสกัดแยกเอาแรมโนลิปดออก

จากน้ําหมัก ในขณะที่ Zhang  และ  Miller (1992) ใชสารละลายที่ผสมระหวางคลอโรฟอรมและ

เอธานอลเปน 2:1 ในการสกัดเพื่อทําใหบริสุทธิ์ข้ึนกอนวิเคราะหดวยกระบวนการทางเคมีดังนี้ 
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  3.4.1.1 การทดสอบดวยวิธีน้ําตาลรีดีวซ (Reducing sugar) การตรวจสอบน้ํา

ตาลดวยวิธีนี้ สารออกซิไดซ เชน  Cu++ tartrate (Fehing’s solution) หรือ Cu++ Citrate 

(Benedicts solution) ในสารละลายที่เปนดางจะทําปฎิกริยากับหมู –OH อิสระของน้ําตาลใน

ตําแหนงคารบอนที่หนึ่ง และไดตะกอนสีแดงของ cuprous oxide (Cu2O)   จากโครงสรางของ

น้ําตาลแรมโนส ตําแหนงของคารบอนที่หนึ่งมีหมู –OH อิสระที่สามารถรีดิวซเกลือของโลหะได  วิธี

การนี้ Hisatsuka และคณะ (1971) ไดนํามาทดสอบหาปริมาณของแรมโนลิปดจากน้ําตาล

แรมโนสที่เกิดจากกระบวนการเลี้ยง P. aeruginosa S7B1 

  3.4.1.2 การทดสอบโดยอาศัยการเกิดเฟอรฟูราล (furfural) โดยการตมน้ําตาล

กับกรดเขมขน จะทําใหน้ําตาลสูญเสียน้ําและเกิดเปนอนุพันธของเฟอรฟูราล ซึ่งสามารถรวมตัว

กับสารประกอบประเภทฟนอล (phenol) เชน ออซินอล (orcinol) ใหสารสีน้ําเงินเขียว (Deziel 

และคณะ, 1996 ; Matsufuji และคณะ, 1997) แอลฟาแนพธอล (α-naphthol) ใหสารสีมวงแดง 

(Robert  และคณะ, 1989) แอนโธรน (anthrone) ใหสารสีเขียว (Iton และคณะ, 1971; Zhang  

และ  Miller , 1992) หรือรีซอลซีนอล (resorcinol) เปนตน ซึ่งความเขมของสีจะแปรไปตาม

ปริมาณของน้ําตาล 

 

 3.4.2 การวิเคราะหโดยวิธีโครมาโตกราฟ   

วิธีนี้ชวยใหการตรวจสอบชนิดและปริมาณของสารประกอบที่มีปริมาณเพียงเล็กนอยทํา

ไดสะดวกและถูกตอง  โครมาโตกราฟแบงออกไดเปนหลายประเภท แตที่นํามาประยุกตใชในการ

สกัดแยกแรมโนลิปดมีดังตอไปนี้ 

   3.4.2.1 ทินแลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin Layer Chromatography) ใชซิลิกาเจล 

เตรียมเปนแผนบาง ๆ บนกระจกและจุดสารที่ตองการสกัดแยกบนแผนซิลิกาเจล โดยใชตัวทํา
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ละลายที่เหมาะสม  การศึกษาการแยกแรมโนลิปดที่ผลิตไดจากกระบวนการเลี้ยง P. aeruginosa 

บนพาราฟนใหผลิตภัณฑของแรมโนลิปด 2 ตัว คือ แรมโนลิปด 1 (R1)  และแรมโนลิปด 2 (R2) 

การสกัดแยกบนทินแลเยอรโครมาโตกราฟเมื่อใชสารละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนสาร

ละลายผสมของคลอโรฟอรม: เมทธานอล: อะซิติกแอซิดเปน 80:15:5  พบวาคารีทาเดชัน แฟก

เตอร (Retardation Factor, Rf) ของแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 มีคาเปน 0.4 และ 0.8 ตาม

ลําดับ (Iton และคณะ,1971) และการศึกษาเกี่ยวกับการแยกผลิตภัณฑที่ ไดจากการเลี้ยง  P. 

aeruginosa CFTR-6 บนแผนซิลิกาเจล   ใหผลคารีทาเดชัน แฟกเตอรของแรมโนลิปด 1และแร

มโนลิปด 2 เชนเดียวกัน (Ramana  และ Karanth , 1989)   สําหรับการศึกษาการสกัดแยกของ 

Van Dyke (1993) ใชไอโซโพรพานอล (isopropanol): น้ํา: แอมโมเนียมไฮดรอกไซดในอัตราสวน 

80:11:9  ในการชะจะไดคารีทาเดชัน แฟกเตอรของแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 คือ 0.4 และ 

0.55 ตามลําดับ 

 การสกัดแยกน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 โดยใช คลอโรฟอรม: เมทธา

นอล: กรดอะซิติก (60:15:2) บนทินแลเยอรโครมาโตกราฟ  สังเกตการแยกดวยไออิ่มตัวของ

ไอโอดีนหรือใชสารโมลิช รีเอเจน (Molish reagent) จะไดคารีทาเดชันแฟตเตอรของแรมโนลิปด 1 

แรมโนลิปด 2 แรมโนลิปด 3 และแรมโนลิปด 4 เปน 0.31, 0.72, 0.13 และ 0.40 ตามลําดับ 

(Arino  และคณะ, 1996) 

 เนื่องจากโมเลกุลของแรมโนลิปดประกอบดวยสวนของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตออยูกับ 

ไฮดรอกซิลแฟตตี้แอซิด (hydroxyl fatty acid) การสปอนนิไฟด (saponif ied) ดวยโซเดียม

ไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล (normal) ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เพื่อแยกสวนประกอบทั้ง

สองสวนออกจากกัน ปรับคาความเปนกรด-ดางของสารละลายใหมีคาเปน 2 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 

และแยกสวนของไฮดรอกซิลแฟตตี้แอซิดจากสารละลายดวยเอทธิลอะซิเตรทในชั้นน้ํา หลังจาก
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ผานเอทธิลอะซิเตรทจะไดสวนของน้ําตาลโมเลกุลเชิงเดี่ยว (monosaccharide) อิสระละลายอยู

ในน้ํา นํามาตรวจสอบดวยวิธีการหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอไป  สารละลายของเอทธิลอะซิเตรท 

นํามาจุดบนแผนซิลิกาเจล มีสารละลายที่ใชเปนตัวชะประกอบดวยปโตรเลียมอี เธอร : เอทธิลอี

เธอร: กรดอะซิติกในอัตราสวน 70:30:1     หลังจากทดสอบดวยสารแอนโธรน พบวามีการแยก

ออกเปน 2 สวน จากการตรวจสอบดวยเครื่องสเปกตรัม (IR spectrum)  และเปรียบเทียบผลกับ

กรดไขมันไฮดรอกซิลมาตรฐานไดเสนกราฟคลายกันดังแสดงในรูปที่ 3.2 (Hisatsuka และคณะ, 

1971)  

 
รูปที่ 3.2 สเปกตรัมที่ไดหลังจากผานเครื่องวิเคราะหโครงสรางของกรดไข
มันที่ไดจากการสกัดแยกจากน้ําหมัก (Hisatsuka และคณะ, 1971) 

a กรดไขมันจากกระบวนการหมัก 
b กรดไขมันจากแรมโนลิปดมาตรฐาน 

    

3.4.2.2 คอลัมนโครมาโตกราฟ (Column Chromatography) จะใชซิลิ-

กาเจลบรรจุในหลอดแกวหรือทอแกว เปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมสารใหบริสุทธิ์  สารตาง

ชนิดกันจะเคลื่อนบนตัวกลางของซิลิกาเจลดวยความเร็วแตกตางกัน  ตัวอยางการแยกของแรมโน

ลิปดที่ไดจากกระบวนการหมัก  โดยการใชคอลัมนกรดซิลิซิค (column of silicic acid) นํามาใช
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แยกแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 ออกจากกัน  ตัวชะที่ใชเปนสารผสมระหวางคลอโรฟอรมและ

เมทธานอล  พบวาแรมโนลิปด 2 จะถูกชะแยกออกมากอนที่สัดสวนของคลอโรฟอรมและเมธานอล

เปน 97:3 สวนแรมโนลิปด 1 จะถูกชะตามออกมาที่สัดสวนของคลอโรฟอรมและเมธานอลเปน 

93:7 แสดงดังรูปที่ 3.3 

 
  รูปที่ 3.3 คอลัมน โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด (Iton และคณะ, 1971)  

   3.4.2.3 ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance 

Liquid Chromatography) เครื่องมือนี้ใชในการวิเคราะหสารประกอบที่อยูในรูปของเหลว  สาร

ละลายที่เหมาะสมซึ่งใชเปนตัวพาสารผลิตภัณฑผานของเหลวที่ถูกฉาบไวบนผิวคอลัมน ภายใต

ภาวะความดันสูงความสามารถในการละลายของสารผลิตภัณฑในสารละลายตัวพาและของเหลว

ที่ผิวคอลัมนตาง ๆ จะถูกผลักดันใหออกจากคอลัมนในเวลาที่ตางกัน สารที่จะนํามาแยกดวย

ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟจะตองทําใหมีความบริสุทธิ์ ตัวอยางของไกลโคลิปดที่ได

จากกระบวนการหมักกอนผานการแยกดวยไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟจะตองผาน

ขั้นตอนการแยกบนทินแลเยอรโครมาโตกราฟมาแลว สารละลายที่นํามาใชเปนตัวพาจะใชสาร

ละลายอะซิโตไนไตรล (acetonitrile) ที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ถึง 90 เปอรเซ็นต  ไหลผาน

คอลัมนดวยอัตรา 1 มิลลิลิตรตอนาทีเปนเวลา 40 นาที (Arino และคณะ, 1996) เวลาที่แรมโนลิปด

ชนิดตาง ๆ ที่ไดจากการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 ไหลผานออกจากคอลัมนแสดงดังรูปที่ 3.4 
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รูปที่ 3.4 การแยกของแรมโนลิปดชนิดตาง ๆ เมื่อผานดวย 
 ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ โดยอาศัย 
 ตัวชะที่มีการเปลี่ยนแปลงความเขมขน (gradient)  
 (Arino และคณะ, 1996) 
a  โครมาโตแกรมของสารแรมโนลิปด 
b  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 2 
c  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 1 
d  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 3 
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3.4.2.4 แกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) เครื่องมือนี้ใชใน

การแยกสารประกอบที่ระเหยได สารประกอบที่จะนํามาตรวจสอบดวยแกสโครมาโตกราฟจะตอง

ไมมีสารประกอบที่ระเหยไมไดปนอยู และเมื่อฉีดสารที่ตองการตรวจสอบเขาไปในเครื่องสารนั้นจะ

ถูกความรอนเปลี่ยนใหเปนแกสและถูกแกสเฉื่อยผลักดันไปตามทอและคอลัมน  สารประกอบที่ไม

ระเหยเมื่อถูกความรอน  ถาสามารถนํามาทําปฎิกริยาใหเปนสารประกอบที่ระเหยได จะสามารถ

นํามาวิเคราะหดวยวิธีนี้ได เชนการตรวจสอบองคประกอบในสวนที่ไมมีข้ัวของแรมโนลิปด 1 และ 

แรมโนลิปด 2  แรมโนลิปดทั้งสองจะประกอบดวยสวนของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตอกับโมเลกุลของ

กรดไขมันไฮดรอกซี (hydroxy fatty acid) สามารถแยกสวนประกอบทั้งสองออกจากกันดวยการ

ไฮโดรไลซโดยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 นอรมอล ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในเวลา 2 ชั่วโมง 

สกัดสวนของกรดไขมันดวยโทลูอิน (toluene) กรดไขมันในโทลูอินจะทําใหเปนสารประกอบของ

หมูเอสเทอร โดยใชสารประกอบระหวางเมธานอลและกรดซัลฟูริก สารที่ไดเปนไตรเมธิลไซริวเอสเทอร 

(Trimethylsilyl (TMS) ester) และนําไปตรวจสอบดวยวิธีแกสโครมาโตรกราฟ  แรมโนลิปดทั้งสอง

จะใหพีคออกมา 5 พีค (I – V) ที่เวลา 9.2(I), 10.6(II), 10.7(III), 12.1(IV), และ 12.5(V) นาที ตาม

ลําดับแสดงดังรูปที่ 3.5  จากการตรวจสอบดวยเครื่อง แกสโครมาโตกราฟและแมสสเปกตรา 

(Mass Spectra) เปรียบเทียบกับไตรเมธิลไซริวเอสเทอร (TMS-derivative) ที่ ไดจากเมธิลบีตา

ไฮดรอกซิวเดคาโนเอทมาตรฐาน พบวาใหผลเชนเดียวกับพีค 1(I)  สําหรับพีค 2 ถึง 5 ไดแสดงไว

ในงานวิจัยของ Yamakawa (1964) ซึ่งไมไดแสดงผลไวในที่นี้ 
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            รูปที่ 3.5  แกสโครมาโตกราฟของไตรเมธิลไซริวเอสเทอร (Hirayama และ Kato ,1982) 

   a  ไตรเมธิลไซริวเอสเทอรที่ไดจาก แรมโนลิปด 2 
   b  ไตรเมธิลไซริวเอสเทอรที่ไดจาก แรมโนลิปด 1 



บทที่ 4 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 

 
4.1 อุปกรณและเคมีภัณฑ 

 4.1.1 อุปกรณ 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator Shaker)  รุน G-FS บริษัท Gasells Chaftfur 

Labortechnik, Germany. 

 2. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) รุน Kubota 5100  บริษัท Kubota Corporation, Japan. 

3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys 

บริษัท Spectronic Instruments, USA. 

 4. ตูถายเชื้อ (Laminar Flow) รุน VS-124 บริษัท ISSCO, USA. 

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

Corporation, Tokyo, Japan. 

6. ถังหมัก (Fermenter) ขนาด 10 ลิตร รุน BiostatED บริษัท B.Braun Biotech 

Internation, Germany. 

7. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter)  รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland.  

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

9. เครื่องวัดคาแรงตึงผิว (Ring Tensiometer) รุน K6 บริษัท Kruss, Germany. 

10. เครื่องวิเคราะหสาร HPLC รุน LC-3A บริษัท Shimadzu, Japan คอลัมน  ZORBAX 

NH2  4.6mm*25cm 
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11. แผนซิลิกาเจล 60  บริษัท E.Merk, Darmstadt, Germany 

12.  เครื่องระเหยภายใตภาวะสุญญากาศองศาเซลเซียส(Evaporator,  B U CHI 

Rotavator R—3000, Switzerland) 

4.1.2 เคมีภัณฑ  

 1. กรดไฮโดรคลอริค 35.4% [HCl] บริษัท BDH Labolatory Supplies,  England. (1) 

 2. คลอโรฟอรม [CHCl3] บริษัท Merck, Germany. (1) 

 3. โซเดียมไฮดรอกไซด [NaOH] บริษัท Merck, Germany. (1) 

4. ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต [Na2HPO4 .12H2O] บริษัท Carloerba. Italy. (2) 

5. แอมโมเนียไนเตรท [NH4NO3] บริษัท J.T.Baker, U.S.A. (1) 

6. เมทานอล [CH4O] บริษัท J.T.Baker, U.S.A. (2) 

 7. เอทานอล 99.5% [C2H6O] บริษัท Carloerba, Italy. (2) 

8. ไอโอดีนชนิดเกล็ด บริษัท Univar, Australia. 

9. ไฮโดรเจนเปอรฟอตเฟต 85% [H3PO4] บริษัท Carloerba. Italy. (2) 

10. น้ํามันปาลม ของบริษัท มรกตอินดัสตร้ีส จํากัด Thailand.  

11.น้ํามันดิบ (crude oil) จากหองทดลองของ Prof. Imanaka, U. of Kyoto, Japan. 

12. อาหารแข็ง NA (Nutrient broth) บริษัท Difco laboratories, U.S.A. 

13. ซิลิกาเจล 60 (Silica gel) บริษัท Merck, Germany 

 14. โทลูอิน (Toluene) 99.5%  บริษัท Merck, Germany 

 15. กรดอะซิติก 100% [CH3COOH] บริษัท Merck, Germany(1) 

 16. สารลดการเกิดฟอง (Antiform) บริษัท SIGMA 

 (ความบริสุทธิ์ของสารเคมี (1) ระดับ Lab grade และ (2) ระดับ AR grade) 
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4.2 เชื้อจุลินทรีย 

 ในการทดลองใชเชื้อ Pseudomonas sp.A41 ไดจากการคัดแยกเชื้อในงานวิจัยของ

อารีย(2542) คณะวิทยาศาสตร ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 4.3.1 อาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย  

ใชอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (nutrient agar slant) แสดงในภาคผนวก ก 

 4.3.2 อาหารเหลวสําหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

  อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียปริมาตร 1 ลิตร แสดงในภาคผนวก ก  

4.3.3 อาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  ใชสัดสวนเดียวกับอาหารสําหรับเลี้ยงหัว

เชื้อแตจะมีการเติมแหลงอาหารคารบอนโดยใชน้ํามันปาลมตามความเหมาะสม 

 

4.4 วิธีการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 

 เชื้อจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (agar slant) ในหลอด

ฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร ที่ภาวะเจริญเติบโต เขี่ยจุลินทรียที่คัดแยกโดยอารีย (2542) คณะ

วิทยาศาสตร ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหารนิวเทรียน

เอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 5 มิลลิลิตร  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญดีแลว เทน้ํามันพาราฟนที่ผานการฆาเชื้อใหทวมบนผิว

อาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในตูปลอดเชื้อ นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนการ

ทําใหเซลลอยูในสภาพไรอากาศ เมื่อตองการนําออกมาใชจึงนําออกมาถายเชื้อลงในอาหาร

นิวเทรียนเอการแบบแข็ง เพื่อเพิ่มปริมาณและบํารุงเซลลใหแข็งแรง ระหวางการเก็บรักษาเชื้อจุ
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ลินทรียดวยวิธีนี้เชื้อจะไมมีการเจริญเติบโตแบงตัว ดังนั้นจึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุอยาง

แนนอน 

 

4.5 ขั้นตอนการทดลอง 

 4.5.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรียต้ังตน 

 นําเชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหัวขอ 4.4 มาเขี่ยลงบน

อาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร จํานวน 1 หลอด นําไป

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อในหลอดดังกลาวมาเขี่ย

ลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร จํานวน 6 หลอด 

อีกรอบหนึ่ง และบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงเชนเดียวกัน  จากนั้นลาง

เซลลออกจากอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว ควบคุมความ

เขมขนของสารละลายเซลลที่ได โดยอาศัยการวัดคาการดูดกลืน ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโน

เมตร ใหอยูในชวง 0.70-0.80 ปเปตสารละลายเซลล 5 มิลลิลิตรที่ได ลงในอาหารเลี้ยงหัวเชื้อที่

ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ดวยวิธีการ

ปลอดเชื้อ จากนั้นนําไปบมในเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 220 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง  

4.5.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 

ในการเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบไมตอเนื่อง (ดังรูปที่ 4.1) โดยถายเชื้อต้ังตน (จากขอ 

4.5.1) ปริมาณ 400 มิลลิลิตร ลงในถังหมักที่มีอาหารเหลว 5,000 มิลลิลิตร      เพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เปลี่ยนแปลงปริมาณของน้ํามันปาลม คาความเปนกรด – ดาง และ

อัตราการกวนตาง ๆ ตามความเหมาะสม คาการละลายของอากาศถูกควบคุมที่คา 60 เปอรเซ็นต
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ของอากาศอิ่มตัว ควบคุมคาความเปนกรด – ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 1 โมลาร   

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลในถังหมักแบบไมตอเนื่องเปนเวลา 30 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยาง

ทุก ๆ 3 ชั่วโมง เปนปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตัวอยางน้ําหมักทําการตรวจวัดปริมาณเซลล (กรัมตอ

ลิตร) คาการลดแรงตึงผิว (มิลลินิวตันตอเมตร) และพื้นที่ผิวการแทนที่ของน้ํามัน (ตาราง

เซนติเมตร)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 47

 
   รูปที่ 4.1 ถังหมักแบบไมตอเนื่องขนาด 10 ลิตร 
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4.6 การติดตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังหมักแบบไมตอเนื่อง 

 4.6.1 การวัดคาแรงตึงผิว   

เก็บตัวอยางน้ําหมักจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในถังหมักแบบไมตอ

เนื่องทุก ๆ 3 ชั่วโมงเปนเวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 40 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลลออกดวยใชเครื่อง

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นแยกสวนน้ําใสออกจาก

เซลล นําสวนน้ําใสไปทําการเจือจางที่อัตราสวนน้ําหมักตอน้ําเปน 1:100 และ 1:200 โดยปริมาตร 

คิดเปนเปอรเซ็นตของน้ําหมักในน้ําเปน 0.99 และ 0.50 เปอรเซ็นตตามลําดับ นําไปวัดคาแรงตึง

ผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว  แสดงวิธีการใชเครื่องวัดคาแรงตึงผิวในภาคผนวก ค  

 4.6.2 การวัดการกระจายตัวของผิวน้ํามัน (oil displacement test)  

จากน้ําหมักตัวอยางที่แยกเซลลออกแลวที่ไดจากหัวขอ 4.6.1 แบงออกมา 10 ไมโครลิตร

มาหยดบนผิวน้ํามันสังเกตคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน  ทําการทดลองโดยตวงน้ํา 40 มิลลิลิตร 

เทลงในจานแกวเสนผาศูนยกลางขนาด 15 เซนติเมตร ซึ่งวางอยูบนกระดาษกราฟที่ระบุสเกล  

ขนาดของ 1 ชองใหญบนกระดาษกราฟจะมีขนาดเทากับ 1 เซนติเมตร  หยดน้ํามันดิบ (crude oil) 

ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในน้ําจานแกว น้ํามันจะขยายตัวครอบคลุมบนผิวน้ําในจานแกวอยาง

สม่ําเสมอ  หยดน้ําหมักตัวอยางปริมาตร  10 ไมโครลิตร  อานคารัศมีของวงน้ํามันที่ถูกเปดออก  

และคํานวณหาพื้นที่โดยอาศัยสมการดังนี้ 

   พื้นที่ของวงน้ํามันที่ถูกเปดออก  =  ¶r2 

 ในกรณีที่น้ําหมักตัวอยางมีความเขมขนมาก จะมีผลทําใหวงของน้ํามันที่เปดออกขาดออก

จากกัน ใหเจือจางน้ําหมักลงจนกระทั่งทําการวัดขนาดของวงน้ํามันที่ถูกเปดออกได  แลวคอยคูณ

หาพื้นที่กลับดวยคาความเจือจาง (dilution factor)  
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 4.6.3 การหาน้ําหนักเซลลแหง   

จากน้ําหมักตัวอยางปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่ไดจากหัวขอ 4.6.1  ปนแยกเซลลออกจาก

สวนของน้ําหมัก โดยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและปนแยกน้ําลางซ้ําอีกสองครั้ง  แลวนําเซลลเปยกไปอบที่ 70 ถึง 80 องศา

เซลเซียสทิ้งไวขามคืน  นําไปชั่งน้ําหนักแหงของเซลลดวยเครื่องชั่งละเอียด จนไดน้ําหนักคงที่ 

คํานวณหาน้ําหนักเซลลแหง ในหนวยเปนกรัมตอลิตร 

 

4.7 การวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 4.7.1 การสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําน้ําหมักตัวอยางปริมาตร 4 ลิตร ปนแยกเซลลออกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง  ที่ความเร็ว

รอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที  แลวนําน้ําหมักสวนน้ําใสที่ไดไปสกัดแยกสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ ดวยการปรับคาพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริก 6.0 โมลาร จนมีคาความเปนกรด-ดางเปน 

2.0 โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะตกตะกอนแยกชั้นออกมา ควรตั้งทิ้งไวขามคืนที่ 4 องศา

เซลเซียส เพื่อใหตกตะกอนอยางสมบูรณ จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงแยกตะกอนดวยเครื่องหมุน

เหวี่ยงความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที   ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส 

รวมตะกอนมาละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ที่มีคาความเปนกรด-ดาง 2.0 จากนั้นนําสาร

มาสกัดดวยสารละลายคลอโรฟอรมและเอทานอล อัตราสวน 2:1 (Sim และคณะ, 1997) โดยใช

กรวยแยก  ทําการสกัดแยก 3 คร้ัง  นําสวนลางของสารละลายมาระเหยดวยเครื่องระเหยจนแหง

ภายใตภาวะสุญญากาศ โดยควบคุมอุณหภูมิเครื่องระเหยที่ 40 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑที่ไดใส

ขวดฝาเกลียว ชั่งหาน้ําหนักที่แนนอน 
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 4.7.2 การวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

นําสารลดแรงตึงผิวที่ไดจากหัวขอ 4.7.1 มาทําการวิเคราะหองคประกอบดวยกรดไฮโดร

คลอริกเขมขน 2 โมลาร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง องคประกอบที่อยูในรูป

ของกรดไขมันถูกสกัดแยกดวยโทลูอีนออกไป  สวนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งละลายอยูในน้ํา

ถูกนํามาตรวจสอบเปรียบเทียบกับน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานบนไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมา

โตกราฟ 

 4.7.3 ทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําสวนน้ําหมักตัวอยางที่แยกเซลลออกแลวจากหัวขอ 4.6.1 ที่เวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 

10 มิลลิลิตรใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร วางไวในอางน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส จากนั้นเก็บสารตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทุก ๆ 10 นาที จนครบ 150 นาที นํามา

ทดสอบคาแรงตึงผิว โดยนํามาผสมน้ํากลั่น 9.9 มิลลิลิตร คิดเปนความเขมขนของน้ําหมักในน้ํา 

0.99 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร   วัดและบันทึกคาแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเจือจางที่

ได(Makkar and Cameota,  1998) 

 4.7.4 ทดสอบการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําน้ําหมักตัวอยางที่ทําการแยกเซลลออกแลวจากหัวขอ 4.6.1 ที่เวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 

20 มิลลิลิตร มาทดสอบการเกิดเปนอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เลือก

ลักษณะของสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ กัน เชน ไฮโดรคารบอนโซตรง หรืออะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน ขั้นตอนการทดลองทําโดยผสมน้ําหมัก 4 มิลลิลิตรกับสารประกอบไฮโดรคารบอน 

6 มิลลิลิตรในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร นําหลอดผสมดังกลาวปดฝาเกลียวเรียบรอยมา

ปนที่ความเร็วสูง ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง และคํานวณหาคา

ดรรชนีของอิมัลชัน (Emulsion Index, E24) (Makkar and Cameota,  1998) 
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 เมื่อ h1   =   ความสูงของชั้นอิมัลชัน 
  h2   =   ความสูงรวมของสารละลายทั้งหมดในหลอดฝาเกลียว 

 ตัวอยางของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่นํามาทดสอบการเกิดอิมัลชัน ไดแก เฮปเทน, 

เฮกเซน, ไซโคลเฮกซีน, น้ํามันกาด, และน้ํามันพาราฟน 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 

ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp.A41  ในกระบวนการ

หมักแบบไมตอเนื่องแบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ  ขั้นตอนแรกศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมตอการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการหาความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบ

ใบกวน และคาเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม  แสดงผลของความสัมพันธในรูปของอัตราการผลิตของ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และอัตราการผลิตความเขมขนของเซลล โดยอาศัยการออกแบบการ

ทดลอง (Experimental Design) มาชวยในการวิเคราะหหาภาวะที่เหมาะสม  สวนในการทดลอง

ขั้นตอนที่สองเปนการศึกษาและตรวจสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41  

 

5.1 การวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิว 

 5.1.1 การวัดคาแรงตึงผิว และการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน 

(Surfactension and Oil Displacement Test) 

 ในงานวิจัยนี้ทําการทดสอบคาแรงตึงผิวและคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามันเพื่อแสดงแนว

โนมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp. แตผลการทดลองในบางชุด พบวา 

การทดสอบดวยวิธีการวัดคาแรงตึงผิวและคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน     เพื่อแสดงเวลาที่จุลินทรีย

เร่ิมหยุดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการทดลองเดียวกันใชเวลาไมเทากัน  สาเหตุพบวาเกิด

จากการเติมสารลดการเกิดฟอง (Antifoam) ลงไปในขณะทําการหมัก โดยใหทําการทดสอบ

ปริมาณของสารลดการเกิดฟองที่มีผลตอการวิเคราะหดวยวิธีการวัดคาแรงตึงผิวและคาการ

กระจายตัวบนผิวน้ํามัน ดังแสดงในตารางที่ 5.1  โดยในการทดลองแตละชุดในถังปฏิกรณชีวภาพ
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มีปริมาณฟองเกิดขึ้นไมเทากัน ดังนั้นความจําเปนในการเติมสารลดการเกิดฟองในแตละการ

ทดลองจึงไมเทากันดวย แตปริมาณการเติมสารลดการเกิดฟองในการทดลองทุกชุดพบวามีคาสูง

สุดไมเกิน 8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  และจากการทดสอบเปอรเซ็นตความแตกตางที่ปริมาณของ

สารลดการเกิดฟองที่เพิ่มข้ึนพบวาการเติมสารลดการเกิดฟองในปริมาณมากจะมีอิทธิพลตอการ

ตรวจสอบดวยวิธีการกระจายบนผิวน้ํามันมากกวาการวัดคาแรงตึงผิว ดังนั้นการตรวจสอบดวยวิธี

การวัดดวยการกระจายตัวบนผิวน้ํามันจะมีคาดเคลื่อนไดมากกวา  จึงเลือกวิธีการแสดงปริมาณ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41 ดวยการวัดคาแรงตึงผิวเปน

สําคัญ 
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ตารางที่ 5.1  ผลของปริมาณสารลดการเกิดฟองตอคาแรงตึงผิว และการกระจายตัวของน้ํามัน 

ความเขมขนของสาร

ลดการเกิดฟอง (%v/v) 

คาแรงตึงผิวที่ระดับการเจือจาง 

1:100 (มิลลินิวตันตอเมตร) 

สวนตาง(1)(

เปอรเซ็นต) 

พื้นที่การกระจายตัว

บนผิวน้ํามัน (ตร.ซม.) 

สวนตาง(2) 

(เปอรเซ็นต) 

0 41.8 - 118.89 - 

1 41.5 0.72 116.18 -2.28 

2 41.8 0.00 124.42 4.65 

4 41.4 0.96 124.42 4.76 

6 41.0 1.91 135.86 14.27 

8 39.2 6.22 160.24 34.78 

10 35.8 14.35 179.84 51.27 

 
 
(1) สวนตาง = 100x[คาแรงตึงผิว (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) – คาแรงตึงผิว (ปริมาณสารลดการเกิดฟองตาง ๆ )]   
    คาแรงตึงผิว(ไมมีการเติมสารลดการเกิดฟอง) 
 
(2) สวนตาง = 100x[การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) – การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ปริมาณสารลดการเกิดฟองตางๆ)] 
    คาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) 
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 5.1.2 ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล 

 จากนิยามในหัวขอ 2.2 ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (CMC) คือ ความเขมขนของสาร

ลดแรงตึงผิวที่นอยที่สุดที่ทําใหเกิดการรวมตัวเปนไมเซลล  ซึ่งความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปน

คุณสมบัติจําเพาะของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด ทําการทดลองหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล

ในการทดลองตัวอยางเพื่อแสดงวาภาวะในการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ตางกันจะให

ผลของคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปนอยางไร โดยทําการทดลองที่ภาวะแตกตางกัน  3 ชุด

การทดลองดังนี้ 

การทดลองชุดที่ 1 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 6.5 และควบคุมความเร็วรอบใบกวนที่ 

400 รอบตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่องเปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของ

ไมเซลล เปน 10 เปอรเซ็นต (แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง1)  

การทดลองชุดที่ 2 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 2 เปอรเซ็นตในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 220 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 ชั่วโมง (โดยไมได

ควบคุมคาความเปนกรด – ดาง) วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปน 12 เปอรเซ็นต 

(แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง2)  

การทดลองชุดที่ 3 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 2.1 เปอรเซ็นต ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และควบคุมความเร็วรอบใบกวนที่ 675 รอบ

ตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่อง เปนเวลา 30 ชั่วโมง วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล

เปน 6 เปอรเซ็นต (แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง3) 
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จากการทดลองพบวาที่ภาวะแตกตางกันจะใหคาความเขมขนวิกฤตตางกัน  ทั้งในระบบที่

ทําการหมักในถังหมักแบบไมตอเนื่อง และระบบของขวดเขยา หรือกลาวไดวาการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 ในภาวะตางกัน นาจะใหผลิตภัณฑที่ออกมาแตกตางกัน   

เนื่องจากคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลที่ไดจากการทดลองทั้ง 3 ภาวะใหคาแตกตาง

กัน  คาดวาการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 นาจะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดมากกวา

หนึ่งชนิด และในงานวิจัยของอารีย (2542) ทําการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 เพื่อผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่จุลินทรียผลิตไดมาทําบริสุทธิ์บางสวน

และวิเคราะหดวยวิธี TLC ปรากฏวาสามารถแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เปน  4 สวนที่มีคา  

รีทารเดชัน แฟกชัน (Retardation Fraction) ตางๆกัน 4 คา การคํานวณหาคาของความเขมขน

วิกฤตของไมเซลลเฉลี่ยสมมาตรไดจากสมการตอไปนี้ (Clint, 1992) 

  44332211 CMCxCMCxCMCxCMCxCMC +++=  

เมื่อ x1, x2, x3, และ x4 คือ สัดสวนเชิงโมลของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดชนิดที่ 1, 2, 3, 

และ 4 ตามลําดับ 

และ CMCi คือคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิด 

โดยที่ i แสดงชนิดที่ 1 ถึง 4  

จากภาวะที่ใชเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 แตกตางกันทําใหการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพแตละชนิดแตกตางกัน  คาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลจึงมีคาไมเทากัน ในงานวิจัยนี้

ติดตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากความสามารถในการลดแรงตึงผิวที่ลดลงของน้ํา ไมได

ทําการแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดที่เวลาตาง ๆ มาทําการวิเคราะห  โดยความสามารถ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดสามารถลดแรงตึงผิวของน้ําไดแตกตางกัน    ในที่นี้จะ

สมมติใหสารลดแรงตึงผิวแตละชนิดที่ผลิตไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 มีความ
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สามารถในการลดแรงตึงผิวของน้ําไดเทากัน  ดังนั้นปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิต

เพิ่มข้ึน (∆P) จะมีความสัมพันธโดยตรงกับคาของแรงตึงผิวที่ลดลง (-∆s) ซึ่งแสดงความสัมพันธ

ในภาคผนวก จ 

 

5.2 รูปแบบการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

 งานวิจัยนี้มุงศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวของ Pseudomonas sp.A41 จากน้ํามัน

ปาลมซ่ึงเปนวัตถุดิบที่มีราคาถูกและหาไดงาย 

 จากลักษณะของน้ํามันปาลม เมื่อนํามาใชเปนแหลงอาหารคารบอนโดยเติมเขาไปผสมใน

แหลงอาหารกําหนดสูตร (defined medium) (แสดงสวนประกอบของแหลงอาหารกําหนดสูตรใน

ภาคผนวก ก) น้ํามันปาลมจะอยูแยกชั้นจากชั้นน้ํา  จุลินทรียซึ่งจะกระจายตัวอยูในชั้นน้ําจะสัมผัส

กับน้ํามันปาลมและนําเอาน้ํามันปาลมไปใชในการเจริญไดนอย แตผลการทดลองของ Robert 

และคณะ (1989) พบวาน้ํามันมะกอกใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด ซึ่งอธิบายดวยกลไกการนํา

เอาแหลงอาหารคารบอนที่เปนน้ํามันเขาสูเซลลเนื่องจาก Pseudomonas sp. เปนจุลินทรียที่

สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวออกมาภายนอกเซลลไดดังไดกลาวแลวในหัวขอ 3.2 ทั้งนี้เนื่องจาก

ลักษณะของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว ซึ่งประกอบดวยสวนที่มีขั้ว และสวนที่ไมมีขั้วอยูดวยกัน น้ํา

มันซึ่งเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ไมมีขั้ว จึงสามารถกระจายตัวเปนหยดเล็ก ๆ (ขนาดของ

แมคโครอิมัลชันประมาณระดับไมโครเมตร) (Binks, 1993) อยูในชั้นน้ํา โดยโมเลกุลของสารลด

แรงตึงผิวจะรวมตัวกันเปนไมเซลล หันดานที่ไมมีขั้วไปทางหยดน้ํามันและดานที่มีขั้วไปดานของน้ํา 

โอกาสของการสัมผัสของหยดน้ํามันกับจุลินทรียจะมีมากขึ้น ทําใหจุลินทรียนําเอาน้ํามันซึ่งเปน

สารอาหารคารบอนไปใชในการเจริญมากขึ้น  
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 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในอาหารเหลวกําหนดสูตร (defined medium) ที่

มีการเติมน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ควบคุมภาวะความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบ

กวนตาง ๆ กัน ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 ชั่วโมง เก็บตัวอยางน้ําหมักทุก 

3 ชั่วโมงไปปนแยกเซลลออกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

แยกสวนน้ําใสมาวิเคราะหหาคาแรงตึงผิว และคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน  เซลลที่แยกน้ําออก

แลวจะนําไปอบแหง และคํานวณหาความเขมขนของเซลล 

 ผลการทดลองตัวอยางของ Pseudomonas sp.A41 ที่มีการเติมน้ํามันปาลม 2.3 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ควบคุมภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และความเร็วรอบใบกวนเปน 675 

รอบตอนาที แสดงผลในรูปที่ 5.1  

  ลักษณะของกราฟรูปที่ 5.1 แสดงถึงความสัมพันธที่เกิดขึ้นระหวางการเพิ่มข้ึนของความ

เขมขนของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ กลาวคือเมื่อมีการเพิ่มข้ึนของเซลล จะเกิด

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มข้ึนดวย และที่ความเขมขนของเซลลสูงสุดที่ 2.59 กรัมตอลิตร 

คาแรงตึงผิวที่ทําการเจือจางน้ําหมักในสัดสวน 1:100 วัดไดคาเฉลี่ยคงที่ไดเปน 36.7 มิลลินิวตัน

ตอเมตร โดยคาแรงตึงผิวที่วัดไดมีคาลดลงจากเวลาเริ่มตน 47.3 เปอรเซ็นต จากลักษณะความ

สัมพันธดังกลาวสามารถสรุปไดวาเปนการผลิตสารลดแรงตึงผิวมีลักษณะที่เกี่ยวเนื่องกับการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย (Growth Associate Product) 

ในงานวิจัยนี้ไมไดทําการวัดปริมาณของน้ํามันปาลมในแตชวงเวลา สาเหตุมาจากคุณ

สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp. ซึ่งถูกผลิตออก

มาภายนอกเซลลนั้นสามารถเกิดการรวมตัวกับหยดของน้ํามันในรูปของไมเซลลได  และจากโครง

สรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีกรดไขมันเปนสวนประกอบอยูดวย  ดังนั้นการวิเคราะหหา
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ปริมาณของน้ํามันปาลมเพื่อแสดงปริมาณของน้ํามันที่เหลือในแตละชวงเวลาจึงเปนไปไดยากและ

อาจเกิดความผิดพลาดขึ้นไดมาก 

หลังจากการเลี้ยง Pseudomonas sp.A41  เปนเวลา 15  ชั่วโมง สังเกตเห็นความเขมขน

ของเซลลที่มีแนวโนมลดลง สาเหตุสําคัญนาจะเกิดจากการขาดแคลนสารอาหารที่จําเปนตอการ

เจริญเติบโต  แตสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญนอกจากแหลงอาหารคารบอนแลว แหลงอาหาร

ไนโตรเจนก็เปนแหลงอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียเชนกัน จากงานวิจัยของ

อารีย (2542) ศึกษาปริมาณของแหลงคารบอน (น้ํามันปาลม) และแหลงไนโตรเจน (โซเดียมไนเตรท) 

ที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปน 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และ 0.3 เปอรเซ็นต

โดยน้ําหนักตามลําดับ ในงานวิจัยนี้ใชแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 ชนิดเดียวกัน และปริมาณของแหลงไนโตรเจนควบคุมปริมาณเริ่มตนที่ 

0.3 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย  

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณขององอาจและจินตนา (2537) ซึ่งศึกษา

องคประกอบของน้ํามันปาลม (น้ํามันมรกต) องคประกอบของน้ํามันปาลมแสดงในตารางที่ 5.2 

ตารางที่ 5.2 แสดงองคประกอบของน้ํามันปาลม 

ประเภทของกรดไขมัน ชื่อสามัญ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก น้ําหนักโมเลกุล 

- Dodecanoic acid (12:0) 

- Tetradecanoic acid (14:0) 

- 14-Methyl-petadecanoic acid (16:0) 

- 9,11-Octadecanoic acid (18:2) 

- 9-Octadecanoic acid (18:1) 

- Ocyadecanoic acid (18:0) 

Lauric 

Myristic 

Palmitic 

Linoleic 

Oleic 

Stearic 

1.32 

1.61 

38.84 

10.76 

4.34 

5.13 

200 

228 

256 

280 

282 

284 
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จากองคประกอบของน้ํามันปาลมดังกลาวคิดเปนเปอรเซ็นตปริมาณของคารบอนในน้ํา

มันปาลมเปน 75.6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ดังนั้นจะไดสัดสวนของคารบอนตอไนโตรเจนโดย

ประมาณเปน 12:1 (คํานวณจากน้ํามันปาลมเร่ิมตนเปน 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรและ

แอมโมเนียมไนเตรตเริ่มตน 0.3 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย, ความ

หนาแนนน้ํามันปาลม 0.87 กรัมตอมิลลิลิตร)  แตสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจนของจุลินทรียที่ใช

ในสรางเซลลโดยทั่วไปเปน 5:1 (Bailey และ Ollis, 1986)   ในขณะที่ผลิตภัณฑของแรมโนลิปดจะ

ไมมีองคประกอบของไนโตรเจน  ดังนั้นจะเห็นวาในกรณีที่ Pseudomonas sp. มีการเจริญเติบโต

และมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก็อาจจะเกิดภาวะขาดแคลนแหลงอาหารไนโตรเจนเพราะ

สัดสวนของไนโตรเจนมีนอยกวาคารบอน ดังนั้นปริมาตรของน้ํามันปาลมเร่ิมตนที่เติมมากกวา 2 

เปอรเซ็นตในบางชุดของการทดลองอาจมีน้ํามันปาลมเหลือบางสวน แตไมสามารถสังเกตเห็นได

เนื่องจากน้ํามันปาลมสามารถรวมตัวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนอิมัลชันอยูในน้ําหมัก และผล

ของการหยุดการเจริญเติบโตจะมีสาเหตุมาจากการขาดแหลงไนโตรเจน    

ในหัวขอตอไปจะเปนการศึกษาถึงอิทธิพลของความเปนกรด-ดาง, ความเร็วรอบใบกวน,

และเปอรเซ็นตแหลงคารบอนตอการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
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5.3 ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ในการหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดอาศัยขอมูลที่ไดจากการ

คํานวณหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะมาใชเปนตัวแปรตามผลของตัวแปรดําเนินการ (operating parameters)  ซึ่งประกอบดวย

ภาวะความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนภายในถังหมัก และเปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ํา

มันปาลมตางๆกันที่ใชเปนแหลงอาหารคารบอน ทําการทดลองโดยนําเอาทฤษฎีการออกแบบการ

ทดลอง (experimental design) มาใชเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม การออกแบบ

การทดลองประกอบดวยการทดลองแบบแฟกเตอรเรียล การทดลองลอมรอบจุดกึ่งกลาง และการ

ทดลองซ้ําที่จุดกึ่งกลาง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ ข1 

 การวางแผนการออกแบบการทดลองถูกนํามาใชในการหาภาวะที่เหมาะสมนั้นในงานวิจัย

นี้มีประโยชนหลายประการดังตอไปนี้ 

- สามารถบงชี้ความสําคัญและอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการที่มีตออัตราการเจริญเติบ

โตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

- ทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุม 

- เปนการนําวิธีการทางสถิติมาใชควบคูกับการทดลองอยางถูกตองตามหลักวิชาการ

ทางสถิติ ทําใหผลการทดลองที่ไดมีความนาเชื่อถือ 

5.3.1 อิทธิพลของตัวแปรดําเนินการ (Operating Parameters) 

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาถึงอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการซึ่งประกอบดวย  คาความเปน

กรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนภายในถังหมัก และเปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ํามันปาลม ที่มีตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล  และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะของ 

Pseudomonas sp.A41 โดยจะแยกประเด็นตามตัวแปรดําเนินการดังนี้ 
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 5.3.1.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง  

ภาวะความเปนกรด-ดางของระบบการหมักเปนตัวแปรหนึ่งที่นํามาศึกษาวิจัยถึง

อิทธิพลที่มีตอการเจริญเติบโตของ Pseudomonas sp.A41 โดยควบคุมภาวะคาความเปนกรด-ดาง

คงที่ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร  เนื่องจากมีผู

วิจัยพบวากระบวนการเจริญเติบโตของ Pseudomonas sp. บนสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมี

คาเพิ่มข้ึนเมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงในน้ําหมัก (Hisatsuka และคณะ, 1971)  ดังนั้นสารลด

แรงตึงผิวนาจะมีสวนชวยในกระบวนการขนยายอาหารเขาเซลล ซึ่งแสดงในหัวขอ 2.5   

สวนวิจัยที่เกี่ยวของกับอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีตอสมบัติของสารลด

แรงตึงผิว ไดแก งานวิจัยของ Zhang และ Miller (1992) ซึ่งพบวาที่คาความเปนกรด-ดางในชวง 

7.0 ถึง 7.5  สารละลายของแรมโนลิปด (50 มิลลิกรัมตอลิตร) ใหผลคาแรงตึงผิวต่ําสุดที่ 30 ดายน

ตอเซนติเมตร แตใหคาแรงตึงผิวเพิ่มสูงขึ้นเปน 32 ดายนตอเซนติเมตรที่คาความเปนกรด-ดางมาก

กวา 7.5 และเชนเดียวกันที่คาความเปนกรด-ดางต่ํากวา 7.0 จะทําใหคาแรงตึงผิวของสารลดแรง

ตึงผิวที่วัดไดมีคาเพิ่มสูงขึ้นมากจาก 30 ดายนตอเซนติเมตร เปน 40.5 ดายนตอเซนติเมตร  ดังนั้น

จะเห็นวาคาความเปนกรด-ดางที่แตกตางกันมีผลตอความสามารถในการลดแรงตึงผิวของแรมโนลิ

ปด  

นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Ishigami และคณะ (1987) ไดแสดงผลของคาความ

เปนกรด-ดางที่มีผลตอโครงสรางและการรวมตัวของแรมโนลิปด (รูปที่ 5.12) พบวาที่คาความเปน

กรด-ดางต่ํา (ชวง 4.3 - 5.8) แรมโนลิปดรวมตัวเปนทรงกลมผนังสองชั้น (vesicle) ขนาด 50 –100 

นาโนเมตร ซึ่งมีขนาดใหญกวาการรวมตัวเปนไมเซลลซึ่งจะเกิดในภาวะที่คาความเปนกรด-ดาง

ประมาณ 6.8 – 7.0  การที่สารลดแรงตึงผิวสามารถรวมตัวกับแหลงอาหารคารบอนในรูปของไม

เซลลนาจะมีขอดีกวาการรวมตัวเปนแบบผนังสองชั้นของสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากขนาดของไม
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เซลลที่เล็กกวา (จากการรวมตัวเปนไมเซลลของ AOT ขนาดประมาณ 170 ๐A) (Cabral และ 

Aires-Darros, 1993) นาจะสามารถทําใหเกิดการขนยายอาหารผานชั้นผนังเซลลและเขาสูเซลล

ไดสะดวกกวา และจะใหพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางไมเซลลและจุลินทรียเพิ่มมากขึ้น ซึ่งนาจะเปนผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ และอัตราผลิตจําเพาะสูงขึ้นตามไปดวย  

 
รูปที่ 5.2 แสดงการรวมตัวของแรมโนลิปดที่ภาวะความเปนกรด-ดางตาง ๆ  

                   (Ishigami และคณะ,1987) 

จากงานวิจัยของ Guerra-Santos และคณะ (1986)   ศึกษาการผลิตแรมโนลิปด

ของ Pseudomonas aeruginosa  โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในถังหมักแบบตอเนื่อง พบวา

ที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยูในชวง 6.0 –6.5  

ดังนั้นสามารถกลาวโดยสรุปไดวาคาความเปนกรด-ดางมีอิทธิพลตอความ

สามารถในการลดแรงตึงผิวและการรวมตัวของสารลดแรงตึงผิว ซึ่งนาจะสงผลตอการเจริญเติบโต

และการผลิตผลิตภัณฑของจุลินทรีย โดยภาวะคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมนาจะมีคา

ประมาณ 7.0(พิจารณาจากความสามารถในการลดแรงตึงผิวและการรวมตัวของสารลดแรงตึงผิว

เปนไมเซลล) และใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของอารีย (2542) ที่พบวาการเจริญเติบโตและการ
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ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp.A41 ในขวดรูปชมพูแบบเขยา (Erlenmeyer 

Flask)  มีคาที่เหมาะสมที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 

 5.3.1.2 อิทธิพลของความเร็วรอบใบกวน 

  หนาที่หลักที่สําคัญของระบบการกวนภายในถังหมักมี  2 ประการ ดังนี้ ประการ

แรกจะชวยลดขนาดของฟองอากาศและน้ํามันปาลมในถังหมักใหมีเล็กลง ทําใหมีพื้นที่ผิวสัมผัส

ระหวางอากาศและน้ํามันกับจุลินทรียมากขึ้น และประการที่สองระบบการกวนทําใหภาวะภายใน

ถังหมักสม่ําเสมอกันโดยตลอด ในงานวิจัยที่นี้น้ําหมักประกอบดวยทั้งวัฏภาค (phase) ของน้ํา

และวัฏภาคของแหลงอาหารคารบอนจากน้ํามันปาลม ระบบการกวนภายในถังหมักนอกจากจะ

ชวยใหการกระจายตัวของน้ํามันมากขึ้นแลว ยังชวยลดขนาดของน้ํามันที่กระจายตัวอยูชั้นน้ํา และ

เปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสของหยดน้ํามันกับชั้นน้ํา จากผลงานวิจัยของ Schmid (1998) แสดงให

เห็นวาความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนมีผลทําใหขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของดีแคน (decane) 

20 เปอรเซ็นตในน้ํามีคาลดลง และผิวสัมผัสของดีแคนและน้ํามีคาเพิ่มข้ึน (ที่ความเร็วของใบกวน

ในชวง 1500 ถึง 2500 รอบตอนาที มีผลทําใหขนาดของดีแคน  มีขนาดเสนผานศูนยกลางอยู

ระหวาง 13 ถึง 10 ไมโครเมตร) ซึ่งหยดของน้ํามันปาลมที่มีขนาดเล็กนาจะสงผลใหการขนยายน้ํา

มันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลลไดสะดวกขึ้นและทําใหการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนดวย 

  นอกจากนี้ความเร็วรอบของใบกวนที่สูงเกินไปอาจสงผลทําลายเซลลไดคา

ความเร็วรอบใบกวนสูงสุดที่ควรใชในการเลี้ยงจุลินทรีย สามารถแสดงไดในรูปของคาความเร็วที่

ปลายใบพัด (tip speed) คาความเร็วที่ปลายใบพัดสําหรับจุลินทรียกําหนดไวโดยทั่วไปไมเกิน 

1500 ฟุตตอนาที (Charles และ Wilson, 1995) แตสําหรับคาความเร็วรอบที่ใชในงานวิจัยนี้อยูใน

ชวง 500 ถึง 900 รอบตอนาที ที่ขนาดของใบพัดที่ใชมีเสนผานศูนยกลาง 3 นิ้ว สามารถคํานวณ

หาคาความเร็วที่ปลายใบพัดสูงสุดไมเกิน 710 ฟุตตอนาที  ซึ่งมีคานอยกวาคาความเร็วที่ปลายใบ



 66

พัดสูงสุดซึ่งกําหนดไวโดยทั่วไปถึง 50 เปอรเซ็นต   ดังนั้น จึงอาจกลาวไดวาคาความเร็วรอบใบ

กวนที่ใชในงานวิจัยนี้นาที่จะไมมีผลตอการทําลายเซลล แตจะมีผลตอการกระจายตัวของน้ํามัน

ปาลมในช้ันของน้ํา 

  5.3.1.3 เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม  

  จากลักษณะของน้ํามันปาลมจะแยกชั้นจากชั้นของน้ํา เซลลของจุลินทรียซึ่ง

กระจายตัวอยูในชั้นของน้ํามีโอกาสสัมผัสและนําเอาแหลงอาหารคารบอนไปใชในการเจริญไดยาก 

แตเนื่องจาก Pseudomonas sp.A41 เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออก

มาภายนอกเซลลได (อารีย, 2542)   และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถรวมตัวกับหยดน้ํามันใน

รูปของไมเซลล และกระจายตัวอยูในชั้นของน้ําได  ทําใหการสัมผัสระหวางเซลลจุลินทรียกับน้ํามัน

ปาลมมีมากยิ่งขึ้น ชวยใหจุลินทรียเจริญเติบโตไดดี มีผลงานวิจัยของ Hisatsuka และคณะ 

(1971)  สนับสนุนผลของสารลดแรงตึงผิวมีสวนชวยเพิ่มการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดยการ

เติมสารลดแรงตึงผิวบางชนิด (Growth stimulant, Noigen EA 141, Tween 20) เปรียบเทียบกับ

ภาวะที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว  พบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวจะใหการเจริญเติบโตของจุลินท

รียเพิ่มข้ึน โดยเปรียบเทียบระหวางระบบที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว และระบบที่มีการเติมสาร

ลดแรงตึงผิว (เติม Growth stimulant) จะมีผลทําใหคาของระยะเวลาที่จุลินทรียใชในการปรับตัว 

(lag phase) และอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) ลดลงจาก 100 ชั่วโมง

เปน 7 ชั่วโมง และ จาก 0.099 ตอช่ัวโมงเปน 0.462 ตอช่ัวโมงตามลําดับ  

นอกจากนี้ความเหมาะสมของปริมาณแหลงอาหารคารบอนนาจะมีผลตอการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียเชนกัน กลาวคือ ปริมาณของแหลงอาหารที่นอยเกินไปสงผลใหจุลินทรีย

เจริญเติบโตไดไมเต็มที่ และปริมาณอาหารที่มากเกินความจําเปนอาจสงผลกระทบตอการลดลง

ของการเจริญเติบโตหรือการผลิตของผลิตภัณฑไดตัวอยางการศึกษาของ Ramana และ Karanth 
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(1989) การเพาะเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa CFTR-6 บนแหลงอาหารคารบอนโดยใช

กลูโคสปริมาณตาง ๆ  ความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมเปน 20 กรัมตอลิตร แตถาใช

ความเขมขนที่มากหรือนอยกวานี้จะสงผลการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลดลงอยางมาก 

และจากการศึกษาในงานวิจัยของอารีย ศึกษาผลของน้ํามันปาลมที่เหมาะสมตอการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพของ  Pseudomonas sp.A41 มีคาเปน  2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
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 5.3.2 อิทธิพลรวมจากคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวน 

5.3.2.1 อิทธิพลที่มีตอผลอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

รูปที่ 5.3 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวน

ตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิพลรวมกันตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 6.5-7.0 ตลอดในทุกความเร็วรอบใบกวน (500-900 รอบตอ

นาที) และความเร็วรอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดมีคาประมาณ 700 รอบตอ

นาทีในทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 5.3-8.7) ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง และ

ความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 

5.3.1.1 และ 5.3.1.2  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนินการนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 

5.3.2.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

อิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวนตออัตราการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะแสดงใหเห็นอยางชัดเจนในรูปที่ 5.4 โดยพบวาที่ 500 รอบตอนาที 

คาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดอยูที่ 8.0 ในขณะที่

ที่ความเร็วรอบ 900 รอบตอนาที คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยูที่ 6.0 หรือกลาวไดวาที่

ความเร็วรอบใบกวนสูงขึ้นคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงสุดจะมีคาลดลง 

ดังที่ไดกลาวแลวในหัวขอ 5.3.1.1 อางถึงผลงานวิจัยของ Ishigami และคณะ 

(1987) ซึ่งพบวาในชวงคาความเปนกรด-ดางมากกวา 6.8 แรมโนลิปดจะรวมตัวกันเปนไมเซลล 

แตเมื่อคาความเปนกรดดางมีคาต่ําลงลักษณะการรวมตัวของแรมโนลิปดจะเปลี่ยนแปลงไป โดย

จะมีลักษณะเปนอนุภาคไขมัน (lipid particle) ชั้นฟลมสองชั้น (lamella) และทรงกลมผนังสองชั้น 
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(vesicle) ที่ชวงคาความเปนกรด-ดาง 6.2-6.6  6.0-6.5 และ 4.8-5.3 ตามลําดับ ในขณะเดียวกัน 

Sekcisky และ Shreve (1999) ไดเสนอกลไกการขนถายสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลวา

ในกระบวนการนี้ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวรวมตัวกันลอมรอบหยดเล็ก ๆ ของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon droplet) ในลักษณะที่เปนไมเซลล เซลลจึงจะสามารถขนถายสาร

ประกอบชนิดนี้ผานผนังเซลลและเขาสูเซลลได ดังนั้นจะเห็นวาหากคาความเปนกรด–ดางมีคาลด

ลงจากคาประมาณ 6.8 นาจะเปนไปไดที่ Pseudomonas sp.A41 จะขนถายน้ํามันปาลมเขาไปใช

งานไดในอัตราที่นอยลงเนื่องจากอนุภาคไขมัน ชั้นฟลมสองชั้น และทรงกลมผนังสองชั้นมีลักษณะ

ไมเหมาะสมสําหรับการเคลื่อนยายผานผนังเซลลโดยมีลักษณะมิติ (characteristic dimension) 

ที่ใหญกวาไมเซลล  การปนกวนน้ําหมักดวยอัตราใบกวนที่สูงขึ้นเปนการชวยลดขนาดหรือลักษณะ

มิติของกลุมของสารลดแรงตึงผิวใหเล็กลง ซึ่งนาจะมีผลใหอัตราการขนถายน้ํามันปาลมเขาสูเซลล

สูงขึ้น และทําใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวจําเพาะสูงขึ้นตามไปดวย ซึ่งสอดคลองกับผลการ

ทดลองที่พบวาที่คาความเปนกรด-ดาง 5.3 อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะจะมีคา

แปรผันตามความเร็วรอบในการกวน  

ในขณะที่ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 8.5 ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะแปรผกผันกับความเร็วรอบในการกวน  โดยมีอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะเปน 3.86 มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตรที่ความเร็วรอบ 500 รอบตอนาที 

และมีคาลดลงเมื่อเพิ่มความเร็วรอบใบกวนจนถึง 900 รอบตอนาที ซึ่งที่ความเปนกรด-ดางดัง

กลาว การรวมตัวของสารลดแรงตึงผิวนาจะอยูในรูปของไมเซลลที่สะดวกตอการขนถายน้ํามัน

ปาลมเขาสูเซลล   ดังนั้นอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่ต่ําลงนาจะเปนผลมาจาก

ปจจัยอื่นที่ไมเกี่ยวของกับการขนถายน้ํามันปาลมเขาสูเซลล  โดยในที่นี้ยังไมสามารถสรุปได ตอง

ทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
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5.3.3 อิทธิพลรวมจากคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 

5.3.3.1 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

รูปที่ 5.5 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิ

พลรวมกันตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดาง

ที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 6.5-7.0 ตลอดในทุกคาของเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลม (0.3-3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) และคาเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ใหอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะสูงสุดมีคาประมาณในชวง 1.5-2.0 เปอรเซ็นตในทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 5.3-8.7) 

ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง และความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

สามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 5.3.1.1 และ 5.3.1.3  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนิน

การนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 

ในหัวขอ 5.3.1.1 ในการศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการรวมตัว

เปนไมเซลลจะมีคามากกวา 6.8 และเมื่อคาความเปนกรด-ดางมีคาต่ําลงลักษณะการรวมตัวจะ

เปลี่ยนแปลงไป และจากผลงานวิจัยของ  Zhang และ Miller (1992) ซึ่งพบวาการกระจายตัวของ

สารประกอบไฮโดรคารบอน (Octadecane) (0.78 กรัมตอลิตร) ในสารละลายแรมโนลิปด (เขมขน 

200 มิลลิกรัมตอลิตร) จะขึ้นอยูกับภาวะความเปนกรด-ดาง โดยที่ความเปนกรด-ดางมีคาเปน 5.5 

การกระจายตัวของสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมีคาสูงกวาที่ภาวะความเปนกรด – ดาง 8.5 

ประมาณ 42 เปอรเซ็นต (การกระจายตัวของสารประกอบไฮโดรคารบอนสูงสุดและต่ําสุดที่คา

ความเปนกรด-ดางเปน 7.0 และ 6.0 ตามลําดับ)   การเพิ่มการกระจายตัวของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนในน้ําหมักจะชวยใหจุลินทรียมีโอกาสสัมผัสแหลงอาหารไดมากขึ้นนาจะมีผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลสูงขึ้นตามไปดวย  ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่พบวา
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บริเวณของคาความเปนกรด-ดางที่มีคาต่ํา (pH 5.3 ) จะใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

สูงกวาบริเวณที่ควบคุมดวยภาวะคาความเปนกรด-ดางที่มีคามาก (pH 8.7)  

5.3.3.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

จากรูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดาง และเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ  จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการของ

คาความเปนกรด-ดางจะแสดงอิทธิพลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะอยาง

ชัดเจน  เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงสุดในชวง 6.5 - 7.5 ตลอดในทุกคาเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม (0.3-3.7 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร) อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีตออัตราการผลิตสารลดแรงตึวผิวชีวภาพ

จําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 5.3.1.1  

แตอยางไรก็ตามรูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและ

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะดวย โดยพบวาที่คา

ความเปนกรด-ดางที่ 5.3 ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดที่เปอรเซ็นต

น้ํามันปาลมเปน 2.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางที่ 8.7 คา

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่เหมาะสมอยูที่ 0.3 เปอรเซ็นต หรือกลาวไดวาที่คาความเปนกรด-ดาง

เพิ่มสูงขึ้นเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดจะมี

คาลดลง  
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5.3.4 อิทธิพลรวมจากคาความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 

5.3.4.1 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

อิทธิพลรวมของความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลแสดงใหเห็นอยางชัดเจนในรูปที่ 5.7  โดยพบวาที่เปอรเซ็นตน้ํามัน

เปน 0.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ความเร็วรอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

สูงสุดที่ 500 รอบตอนาที ในขณะที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 3.7 เปอรเซ็นตคาความเร็วรอบใบกวนที่

เหมาะสมอยูที่ 900 รอบตอนาที หรือกลาวไดวาที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมเพิ่มสูงขึ้นคาความเร็ว

รอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลสูงสุดมีคาเพิ่มข้ึน 

ดังที่ไดกลาวแลวในหัวขอ 5.3.1.2  อางถึงงานวิจัยของ Schmid (1998) ซึ่งแสดง

ใหเห็นวาความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนจะมีผลทําใหหยดของสารประกอบไฮโดรคารบอน 

(decane) มีขนาดเล็กลง ซึ่งนาจะเกิดในลักษณะเดียวกันกับขนาดของน้ํามันปาลมในน้ําหมัก 

กลาวคือ ความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนจะทําใหขนาดของหยดน้ํามันปาลมเล็กลง ซึ่งขนาดของ

หยดน้ํามันที่มีขนาดเล็กนาจะสงผลใหการขนยายน้ํามันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลลไดสะดวก

ขึ้นและนาจะทําใหการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนดวย ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่พบวาที่เปอรเซ็นต

น้ํามันปาลม 3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลจะมีคาแปรผัน

ตามความเร็วรอบใบกวน โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ 0.10 ตอช่ัวโมงที่ความเร็วรอบ 

500 รอบตอนาที และเพิ่มข้ึนเปน 0.15 ตอช่ัวโมงที่ 900 รอบตอนาที ซึ่งการเพิ่มข้ึนของอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลมีคาประมาณ 50 เปอรเซ็นต 

แตอยางไรก็ตามที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 0.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลนาจะมีการแปรผันตามความเร็วรอบใบกวนเชนกัน แตจากผลการ

ทดลองพบวามีคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะเปน 0.17 ตอช่ัวโมงที่ความเร็วรอบ 500 รอบ
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ตอนาที และลดลงเปน 0.09 ตอช่ัวโมงที่ 900 รอบตอนาที  ดังนั้นอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ของเซลลที่ต่ําลงนาจะเปนผลมาจากปจจัยอื่นที่ไมเกี่ยวของกับขนาดของหยดน้ํามันที่มีขนาดเล็ก

และนาจะสงผลตอการขนยายน้ํามันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลล ซึ่งในที่นี้ยังไมสามารถสรุปได

แนนอนซึ่งตองทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

  5.3.4.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

รูปที่ 5.8 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิ

พลรวมกันตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเร็วรอบใบกวน

ที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 700 - 750 รอบตอนาที ตลอดในทุกคาของ

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม (0.3 - 3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) และคาเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดมีคาประมาณในชวง 1.5 - 2.0 เปอรเซ็นตในทุกคาความเปน

กรด-ดาง (ความเร็วรอบใบกวน 500 - 900 รอบตอนาที) ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง 

และความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัว

ขอ 5.3.1.2 และ 5.3.1.3  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนินการนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 
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5.4 การหาภาวะเหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม 

 5.4.1 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

พิจารณาจากกราฟที่ 5.3, 5.5 และ 5.7 แสดงถึงความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง, 

ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม ที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

Pseudomonas sp.A41 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม แสดงในภาคผนวก ข2.1  ซึ่ง

แสดงคาของตัวแปรที่ทําใหไดอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดดังนี้ 

   คาความเปนกรด-ดาง =   6.4 

   ความเร็วรอบใบกวน =   627  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม =   1.0   เปอรเซ็นต 

 ภาวะเหมาะสมที่ไดถูกนํามาแทนในสมการที่ ข10 เพื่อคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลลได 0.2 ตอช่ัวโมง 

ตารางที่ 5.3 แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล Pseudomonas  

ชนิดของจุลินทรีย แหลงอาหารคารบอน อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 
ของเซลล(ตอชั่วโมง) 

อางอิง 

P. aeruginosa CFTR-6 กลูโคส  0.60  Ramana และคณะ 
(1991) 

P. aeruginosa BS2 อาหารสังเคราะห 
น้ําเสียจากโรงตมกล่ัน 
น้ําเสียจากหางนม 

0.36 
0.34 
0.41 

Babu และคณะ 
(1996) 

 

 จากผลการทดลองคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่ไดจากการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 มีคาเปน 0.20 ตอช่ัวโมง และเมื่อเปรียบเทียบกับผลของอัตราการเจริญ

เติบโตจําเพาะของเซลลของ Pseudomonas สายพันธุอ่ืนๆ (ในตารางที่ 5.3)  พบวา 

Pseudomonas sp.A41 จะใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลนอยกวาประมาณ 2 – 3 เทา 
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เนื่องจากระบบที่เพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในงานวิจัยนี้แหลงอาหารคารบอนเปนน้ํามัน

ปาลมซ่ึงอยูแยกชั้นจากชั้นน้ํา  ดังนั้นการนําเอาแหลงอาหารคารบอนไปใชในการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียนาจะสะดวกนอยกวาระบบที่แหลงอาหารคารบอนสามารถละลายในน้ําได  สงผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลมีคานอยดวยเชนกัน 

 5.4.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

พิจารณาจากกราฟที่ 5.4, 5.6 และ 5.8 แสดงถึงความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง, 

ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม ที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะของ Pseudomonas sp.A41 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม แสดงในภาค

ผนวก ข2.2  ซึ่งแสดงคาของตัวแปรที่ทําใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดดังนี้ 

   คาความเปนกรด-ดาง =   7.5 

   ความเร็วรอบใบกวน =   608  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม =   1.5   เปอรเซ็นต 

ภาวะเหมาะสมที่ไดถูกนํามาแทนในสมการที่ ข11 เพื่อคํานวณหาอัตราการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะได 2.95 มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร 
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5.5 คุณสมบัติบางประการของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได 

5.5.1 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

นําเอาน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 มาตรวจสอบความเสถียร

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  โดยทําตมน้ําหมักมาตมที่น้ําเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  

ในเวลา 150 นาที และเก็บตัวอยางน้ําหมักทุก ๆ 10 นาที ติดตามผลโดยนําน้ําหมักตัวอยางเจือ

จางที่ 1 ตอ 100 ดวยการวัดคาแรงตึงผิว ผลของคาแรงตึงผิวแสดงรูปที่ 5.9 พบวาสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพมีการเปลี่ยนแปลงคาแรงตึงผิวลดลง 5.8 เปอรเซ็นต  โดยเริ่มเปลี่ยนแปลงภายหลังจากทํา

การตมในน้ําเดือด  70 นาที และเริ่มคงที่ที่เวลา 110 นาที แสดงวามีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จากการทดสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

ดวยการวัดคาความเขมขนวิกฤตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเลี้ยงในภาวะตางๆ คาดวาที่

ภาวะการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 แตกตางกัน สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได

มากกวาหนึ่งชนิดแสดงในหัวขอ 5.1.2  และเมื่อนําน้ําหมักที่ไดมาตมในระยะเวลาหนึ่ง ทําใหสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพบางสวนเสียสภาพไปทําใหคาแรงตึงผิวที่วัดไดไมคงที่ 

 5.5.2 การวัดคาดรรชนีการเกิดอิมัลชัน (Emulsion Index) 

 นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาทดสอบดรรชนีการเกิดอิมัลชัน กับสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ เปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง และวัดสวนที่เกิดเปนอิมัลชัน พบ

วาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41 สามารถกอเกิดอิมัลชันกับสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ได ลักษณะของอิมัลชันมีลักษณะสีขาวขุน แสดงคาดรรชนีการ

เกิดอิมัลชันในตารางที่ 5.4 
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ตารางที่ 5.4  คาดรรชนีการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสารประกอบไฮโดรคารบอน                               

ชนิดตาง ๆ    

ชนิดของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน 

ดรรชนีการเกิดอิมัลชัน(E24) 
(เปอรเซ็นต) 

ดรรชนีการเกิดอิมัลชัน(Et) 
(เปอรเซ็นต) 

เปอรเซ็นต 
ลดลง 

เฮปเทน 71.8 67.4 6.1 
เฮกเซน 70.8 67.4 4.8 

ไซโคลเฮกซีน 74.8 69.7 6.8 
น้ํามันกาด 72.6 64.8 10.7 

น้ํามันพาราฟน 73.6 71.4 3.0 
 
 Et   คาที่วัดการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลังจากตั้งทิ้งไว 1 เดือน 

E24 คาที่วัดการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลังจากตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง 

  

ดรรชนีการเกิดอิมัลชันแสดงความสามารถในการรวมตัวกันระหวางสารลดแรงตึงผิวและ

สารประกอบไฮโดรคารบอนกอเกิดเปนอิมัลชัน  ดังนั้นจึงสามารถนํามาใชเปนวิธีหนึ่งในการติด

ตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย (Banat, 1993)   

 จากตารางที่ 5.4 พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

สามารถรวมตัวกับสารประกอบไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ ไดซึ่งมีคาความแตกตางของดรรชนี

การเกิดอิมัลชันไมเกิน 5.6 เปอรเซ็นต จากสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เลือกมาจะเห็นวาสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพสามารถรวมตัวเกิดเปนอิมัลชันกับไซโคลเฮกซีนไดดีที่สุด และสามารถเกิดเปน

อิมัลชันกับน้ํามันพาราฟนไดเสถียรมากที่สุด โดยมีคาดรรชนีการเกิดอิมัลชันลดลง 3.0 เปอรเซ็นต 

ภายในเวลา 1 เดือน 
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5.6 ผลการวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เมื่อนําสวนน้ําใสที่ปนแยกเอาสวนของเซลลออกไปจากการเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

ในอาหารเหลวกําหนดสูตรที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงอาหารคารบอน มาทําใหบริสุทธิ์ดวยกระบวน

การสกัดโดยวิธีในหัวขอ 4.7.1 จะไดผลิตภัณฑมีลักษณะคลายกับน้ํามันมีสีน้ําตาลเขม จาก

กระบวนการสกัดแยกจากน้ําหมักปริมาตร 1 ลิตร สามารถสกัดแยกผลิตภัณฑดวยคลอโรฟอลม

และทําการระเหยคลอโรฟอลมออกจะไดผลิตภัณฑ 7.76 กรัม จากขอมูลของ Jeneil 

Biosurfactant Company แสดงผลิตภัณฑของแรมโนลิปดมีสีน้ําตาลเขม ดังนั้น จึงทําการตรวจ

สอบองคประกอบของผลิตภัณฑที่ผลิตไดโดยการนําผลิตภัณฑที่คาดวาจะเปนแรมโนลิปดซึ่งมี

โครงสรางของโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตออยูกับสวนของกรดไขมัน แยกองคประกอบทั้ง

สองออกจากกันดวยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 โมลารและตมที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง แสดงวิธีการในหัวขอ 4.7.1  

 ผลจากการวิเคราะหสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยกระบวนการแยกโดย  

ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance Liquid Chromatography) และ

ตรวจสอบดวยการหักเหของแสง (Reflective Index) ไดผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5.10 ถึง 5.15 

 การตรวจสอบโดยการเปรียบเทียบกับสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานแสดงในรูปที่ 

5.10 และ 5.11 ในรูปที่ 5.10 แสดงพีค (peak) สารละลายแรมโนสที่ไดจากการนําเอาน้ําตาลแรมโน

สมาตราฐานละลายในน้ํากลั่น ขณะที่รูปที่ 5.11 แสดงพีคของสารละลายแรมโนสมาตราฐานที่ผาน

ภาวะการตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสในสภาพที่เปนกรด (เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 โมลาร)

สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน (รูปที่ 5.10 และ 5.11) จะถูกชะออกมาที่เวลา 3.37 นาที 

ทดลองฉีดสารละลายตัวอยางพบวาใหพีคเกิดขึ้นที่เวลา 3.11 นาที และ 3.33 นาที (รูปที่ 5.12) 

คาดวาที่เวลา 3.33 นาทีเปนสารละลายน้ําตาลแรมโนส   ดังนั้นทดสอบผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนส 
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มาตรฐาน และสารละลายตัวอยาง ในสัดสวนของสารละลายตัวอยาง  25  เปอรเซ็นต, 50 

เปอรเซ็นต และ 75 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตามลําดับ เพื่อทดสอบการรวมตัวของสารละลายน้ํา

ตาลแรมโนสมาตรฐานกับสารละลายตัวอยาง และการแสดงผลของพีคหลังทําการผสม แสดงใน

รูปที่  5.13, 5.14 และ 5.15 ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นวามีพีคขึ้นในเวลาที่ใกลเคียงกันคือที่ 3.34 นาที

และลักษณะของพีค เมื่อปริมาณของสารละลายน้ําตาลแรมโนสเพิ่มสูงขึ้นจะใหพีคของสารละลาย

น้ําตาลแรมโนสที่สูงเพิ่มข้ึนตามลําดับเมื่อเทียบกับพีคขางเคียง สรุปไดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ที่ผลิตไดจาก Pseudomonas sp.A41จะมีองคประกอบของน้ําตาลแรมโนสรวมอยูดวย 
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รูปที่ 5.10  สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน 

 

 
 

รูปที่ 5.11  สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน (ผานการตมในภาวะที่เปนกรด) 
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รูปที่ 5.12  สารละลายตัวอยางที่ทําการสกัดบริสุทธิ์บางสวน 

 

 
รูปที่ 5.13  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 25 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 5.14  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 50 เปอรเซ็นต 

 

 
รูปที่ 5.15  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 75 เปอรเซ็นต 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

 1.จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 ภายในถัง

หมักแบบไมตอเนื่องสามารถสรุปไดดังนี้ 

1.1 รูปแบบการเจริญเติบโตของ Pseudomons sp.A41 มีลักษณะเกี่ยวเนื่องกับการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

1.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล คือ คาความเปนกรด-ดาง = 6.4, 

ความเร็วรอบใบกวน = 627 รอบตอนาที และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.0 เปอรเซ็นตโดย

ปริมาตร ใหคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่เหมาะสม 0.2 ตอช่ัวโมง 

1.3 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ คือ  คาความเปน

กรด-ดาง = 7.5, ความเร็วรอบใบกวน = 608 รอบตอนาที และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.5 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ใหคาของอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่เหมาะสม 2.95 

มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอเมตรตอช่ัวโมง 

 2.สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําบริสุทธิ์บางสวนมีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 100 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 70 นาที หลังจากนั้นคาแรงตึงผิวลดลง จนกระทั่งเวลาที่ใชในการตมเปน 

110 นาที คาแรงตึงผิวมีแนวโนมคงที่ที่ 32.3 มิลลินิวตันตอเมตร และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยัง

สามารถกอเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลายชนิด ไดแก เฮปเทน ไซโคลเฮกซีน เฮกเซน 

น้ํามันกาด และน้ํามันพาราฟน 
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3.สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 จะมีองค

ประกอบของน้ําตาลแรมโนสรวมอยูดวย 

6.2 ขอเสนอแนะ 

 1.กระบวนการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 พบวามีฟองเกิดขึ้นระหวางทําการ

ทดลอง แกไขโดยอาศัยการเติมสารลดการเกิดฟอง  ซึ่งการเติมสารลดการเกิดฟองมากขึ้นจะเปน

เพิ่มความผิดพลาดใหกับวิธีการวัดปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการวัดคาตึงผิว และ

การกระจายตัวของน้ํามันเพิ่มข้ึน  ดังนั้นเพื่อลดปญหาการเกิดฟองดังกลาวเราสามารถใชอุปกรณ

ทางกลชวยในการตัดฟอง หรือหาวิธีการวิเคราะหที่ไมมีผลกระทบจากปริมาณของสารลดการเกิดฟอง 

 2.การออกแบบการทดลองที่ถูกนํามาใชในการพิจารณาหาภาวะที่เหมาะสมตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะในงานวิจัยนี้จะชวย

ทําใหประหยัดเวลาและทรัพยากรในการทํางาน อีกทั้งยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบ

คลุมยิ่งขึ้น แตจะเห็นวาวิธีการออกแบบและการตรวจสอบความถูกตองอาจจะมีความยุงยากอยู

บาง แตในปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรที่สามารถกําหนดจุดของผลที่ไดจากการทดลองเพียงไม

กี่ชุดก็สามารถนํามาสรางความสัมพันธของสมการไดซึ่งทําใหรวดเร็วมากยิ่งขึ้น 

 3.ในขั้นตอนพิสูจนสารผลิตภัณฑ เพื่อวิเคราะหประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต

ไดนั้น ควรทําการบริสุทธิ์กอนที่จะนําไปตรวจสอบกับสารละลายมาตรฐาน เพื่อความถูกตองใน

การวิเคราะหขอมูลตอไป 

 4.การวิเคราะหหาชนิดของผลิตภัณฑ ในงานวิจัยนี้ไดทําการตรวจสอบชนิดของสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพที่คาดวานาจะเปนแรมโนลิปดเทานั้น   โดยการตรวจสอบสวนที่คาดวาจะเปน 

แรมโนลิปดกับน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานใหผลการพบน้ําตาลแรมโนส  ซึ่งยังไมสามารถสรุปไดแน

ชัดวาเปนแรมโนลิปด จําเปนตองมีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมตอไป 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารวุนนิวเตรียนท ( Nutrient agar ) 
สารสกัดจากเนื้อ ( beef extract )    3.0   กรัม 
แบคโตเปปโตน ( bacto peptone )    5.0   กรัม 
วุนผง ( agar )                15.0   กรัม 
น้ํากลั่น ( distilled water )                          1      ลิตร 
 

2.   อาหารกําหนดสูตร (defined medium) 
   แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)    3.0 กรัม 
   แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.4 กรัม 
    โปแตสเซียมคลอไรด (KCl)     0.2 กรัม 
   แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)    0.1 กรัม 
   กรดฟอสเฟอริก (H3PO4)     0.5 มิลลิลิตร 
   กรดบอริก (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 ไมโครกรัม 
   ไบโอติน (Biotin)      5.88 ไมโครกรัม 
   กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (P-Aminobenzoic acid)  0.588 มิลลิกรัม 
   ไพริดอกซีน-ไฮโดรคลอไรด (Pyridoxine-HCl)   1.176 มิลลิกรัม 
   ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)     0.588 มิลลิกรัม  
   ไทอามีนไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl)   1.176 มิลลิกรัม 

น้ํากลั่น (distilled water)     1  ลิตร 
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ข1 กระบวนการวางแผนและออกแบบการทดลอง( experimental design) 

การวางแผนและการออกแบบการทดลองมีประโยชนในการชวยลดจํานวนการทดลอง อีก

ทั้งยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุมยิ่งขึ้น  วิธีการทางสถิติที่นํามาใชในการออก

แบบและวิเคราะหผลการทดลองเปนวิธีที่เรียกวาเรสปอนสเซอรเฟส(response surface)  โดยขอ

มูลจะอยูในรูปของสมการความสัมพันธของตัวแปรอิสระที่สนใจ ซึ่งในโครงงานวิจัยนี้ตัวแปรอิสระ

ที่สนใจประกอบดวย คาความเปนกรด-ดาง(x1)  ความเร็วรอบใบกวน(x2)  และเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่นํามาใช (x3)  ผลของขอมูลที่ไดจะแสดงในรูปอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล(Y1)   

และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ(Y2)  จากการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีของเรส

ปอนสเซอรเฟส จะสามารถสรุปผลของขอมูล ซึ่งอาจไดผลของขอมูลเปนขอมูลสูงสุด(maximum 

response) ขอมูลตํ่าสุด(minimum response) หรือเปนจุดเปลี่ยนแปลงของขอมูล(saddle point)  

กําหนดชวงคาตัวแปรอิสระของคาความเปนกรด-ดางเปน 6.0 ถึง 8.0 ความเร็วรอบใบ

กวนเปน 580 ถึง 820 รอบตอนาที  และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 1.0 เปอรเซ็นตถึง 3.0 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร  เพื่อสะดวกตอการคํานวณ กําหนดคาตัวแปรอิสระในชวงของ -1 ถึง 1 โดยอาศัยสม

การที่ (ข1) 

    
b
ax n

n
−

=
ξ    (ข1) 

เมื่อ  nx   เปนโคดของตัวแปรอิสระแตละตัว 
nξ    เปนคาจริงของตัวแปรอิสระ 

a     เปนจุดกึ่งกลางของชวงตัวแปรอิสระที่เลือกในแตละตัวแปร 
b     เปนชวงกวางที่ทําการทดสอบในแตละตัวแปร 

 ดังนั้น สามารถแสดงโคดคาของตัวแปรอิสระของความเปนกรด-ดาง  คาของตัวแปรอิสระ

ความเร็วรอบ และตัวแปรอิสระเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมไดตามลําดับ ดังนี้ 

    
0.1

0.71
1

−
=
ξx    (ข2)   
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120

7002
2

−
=
ξx    (ข3) 

    
0.1

0.23
3

−
=
ξx    (ข4) 

ทําการออกแบบการทดลองแสดงในตารางที่ ข1 เปนการทดลองแบบแฟกเตอรเรียลมี

จํานวนการทดลอง  23 คร้ัง (23 factorial) การทดลองกระจาย 6 คร้ัง(star) และการทดลองที่ศูนย

กลาง(center)จํานวนสามถึงหาการทดลอง ในการทดลองชุดนี้ทําการทดลองที่ศูนยกลางสามการ

ทดลองเพื่อหาคาความผิดพลาดที่เกิดขึ้นจากการทดลอง   แสดงดังรูปที่ ข1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ ข1 แสดงการออกแบบการทดลอง 17 การทดลองของสามตัวแปร 

 

 

 

 

 

x 1 

x 3 

x 2 

x 

x x 

x 

x 
x 

α

Central composite design 
   = Point of initial 23 factorial
x = Addition points added  
       for composite design   
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การคํานวณคาของการทดลองกระจายรอบจุดศูนยกลาง(star)  กําหนดใหมีคาเทากับ α  

โดยคาของ α ในแตละชุดการทดลองที่มีจํานวนตัวแปรอิสระไมเทากันจะแตกตางกันออกไป 

สําหรับชุดการทดลองที่มีตัวแปรอิสระเปนสาม อาศัยสมการที่ (ข5) ในการหาคาของ α จะไดคา

เปน 1.682  

42
n

=α   (ข5) 

เมื่อ   n   คือจํานวนตัวแปรอิสระ 

 ตัวอยางการแสดงการหาสมการแสดงความสัมพันธของตัวแปรอิสระทั้งสามตัวที่มีผลตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล จากจํานวนการทดลองรวมทั้งหมดเปน 17 การทดลอง นํา

มาคํานวณหาสมการอันดับสอง และทํานายผลการทดลองที่จุดที่เหมาะสมดวยสมการดังนี้ 

 
εβββ

βββββββ
++++

++++++=

322331132112

2
333

2
222

2
1113322110

       xxxxxx
xxxxxxy   (ข6) 

 โดยที่  β0, β1, β2, β3,… และ ε  คือคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสองและ

คาความผิดพลาดจากการทดลอง(experimental error)  ตามลําดับ   
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ตารางที่ ข1 แสดงคาของตัวแปรในแตละการทดลองตั้งแตการทดลองที่ 1 ถึง 17 

ชุดการ 
ทดลอง 

                 คาของตัวแปร  โคดของตัวแปร อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของเซลล 

อัตราการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะ 
 กรด-ดาง 

(pH) 
ความเร็วรอบ 

(rpm) 
เปอรเซ็นตน้ํามัน 

(%v/v) 
X1 X2 X3 (ตอช่ัวโมง) (มิลลินิวตันลิตรตอกรัม

เซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 
1 6.0 580 1 -1 -1 -1 0.232 2.238 

2 8.0 580 1 1 -1 -1 0.138 3.409 

3 6.0 820 1 -1 1 -1 0.148 3.244 

4 8.0 820 1 1 1 -1 0.120 2.207 

5 6.0 580 3 -1 -1 1 0.193 2.006 

6 8.0 580 3 1 -1 1 0.157 3.194 

7 6.0 820 3 -1 1 1 0.208 3.682 

8 8.0 820 3 1 1 1 0.139 0.934 

9 5.3 700 2 -1.68 0 0 0.120 1.853 

10 8.7 700 2 1.68 0 0 0.105 1.848 

11 7.0 498 2 0 -1.68 0 0.110 2.540 

12 7.0 902 2 0 1.68 0 0.126 3.003 

13 7.0 700 0.32 0 0 -1.68 0.175 3.101 

14 7.0 700 3.68 0 0 1.68 0.130 2.830 

15 7.0 700 2 0 0 0 0.246 2.589 

16 7.0 700 2 0 0 0 0.144 5.001 

17 7.0 700 2 0 0 0 0.189 3.091 
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การประมาณคา β0
/
 ,β1 ,β2 ,…. โดยใชวิธีกําลังสองนอยที่สุด(least squares method)  

นั่นคือหาคาของ β0
/
 ,β1 ,β2 ,…..ที่ทําให   εεε /2

1
=Σ=

= i

n

i
L   มีคานอยที่สุด (Myers, 1971) 

นั่นคือ ( ) ( )∧∧

−−= ββ XYXYL
/

    (ข7) 

และ ( ) 022 // =+−=
∂

∂ ∧

∧ β
β

XXYXL     (ข8) 

ดังนั้น ( ) YXXX // =
∧

β  หรือ ( ) YXXX /1/ −
∧

=β      (ข9) 

แสดงคาของสมการรวมในรูปของเมตริก เพื่อสะดวกในการคํานวณ   
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 คาของ xI, j แสดงโคดของตัวแปรที่ i และ j ตางๆกัน 

 โดยที่ i คือแสดงชนิดของตัวแปรประกอบดวยคาความเปนกรด-ดาง ความเร็ว

รอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม เปนตัวเลข 1, 2 และ 3 ตามลําดับ 

 และ    j   แสดงชุดการทดลองตั้งแต 1 ถึง 17 การทดลอง 

การคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสองอาศัยการแกสมการที่แสดงไวสมการ

ที่(ข8) ตองหาอินเวอรสของเมตริก(X/X) คูณกับคาเมตริก(X/Y)   แสดงขั้นตอนการคํานวณดังนี้ 
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เมตริกอินเวอสรของ(X/X)คือ 
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จากสมการขางตนสามารถเขียนเปนเมตริก แลวทําการแกสมการของเมตริกจะทําใหได

เวคเตอรของของ ∧

β  ดังนั้นสมการแสดงผลอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล โดยมีตัวแปร

อิสระของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันที่มีอิทธิพลตอกระบวน

การหมัก ไดความสัมพันธดังตอไปนี้ 

323121

2
3

2
2

2
13211

0123.00021.00.0040        
0049.00171.00190.00013.00056.00185.01905.0

xxxxxx
xxxxxxy

+++
−−−−−−=    (ข10) 

และในทํานองเดียวกัน การคํานวณผลของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบและ

ปริมาณของน้ํามันที่นํามาใชในกระบวนการหมัก ที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะ แสดงความสัมพันธดังตอไป 

323121

2
3

2
2

2
13212

0485.02118.00.7681-        
1781.02467.05719.01272.00001.01050.05521.3

xxxxxx
xxxxxxy

−−
−−−−−−=    (ข11) 

แทนคาตัวแปรของ x1, x2 และ x3 ตามรหัสโคดของตัวแปรในชุดการทดลองที่ 1 ถึง 17 ที่

แสดงไวในตารางที่ ข1 จะไดผลในตารางที่ ข2 
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ตารางที่ ข2  เปรียบเทียบคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ข10) และ (ข11) ตามลําดับ กับผลที่ไดจากการทดลอง 

 
หมายเหตุ 

# หนวยของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 

# หนวยของอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ (มิลลินิวตันตอลิตรตอกรัม

เซลลตอเมตรตอช่ัวโมง) 
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ใช ANOVA ในการวิเคราะหสมการ (ข10) และ (ข11)  โดยอาศัยโปรแกรม STATGRAPHICS 

เวอรชัน 6.1 ทํานายหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพจําเพาะ แสดงถึงความแมนยําในตารางที่ ข3 และ ข4 ตามลําดับ 

 

ตารางที่ ข3 การวิเคราะหความแตกตางของสมการ (ข10) โดยใช ANOVA ตรวจสอบ 

Source of variance Sum  Square  Degree of  Mean Square F Ratio 
      Freedom 
Total    0.0290   16     
Model    0.0138     9      
Linear    0.0050     3      
 β1   0.0046       1  
 β2   0.0004     1  

β3   0.0000     1    
Quadratic and interaction  0.0088    6      
 β11   0.0040     1  
 β22   0.0032     1  
 β33   0.0003     1 
 β12   0.0001     1 
 β13   0.0000      1 
 β23   0.0012     1 
Error    0.0167     7   
 Lack of fit  0.0115     5  0.0023  0.88 
 Experimental Error  0.0052          2  0.0026 
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 Sum of Square experiment  =   0.2462+0.1442+0.1892- (0.5792/3)  =  0.0052 

 Sum of Square lack of fit =      0.0167 - 0.0052   =  0.0115 

พิจารณาคา F วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต จะไดคาของ  F วิกฤต ณ จุด  

F0.90, 5, 2 ประมาณ  9.29  ซึ่งคาของ F ที่คํานวณนั้นเทากับ 0.88 ซึ่งมีคานอยกวา F วิกฤตที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต แสดงวาสมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่ไดมีความเชื่อ

ถือไดที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ ข4 การวิเคราะหความแตกตางของสมการ (ข13) โดยใช ANOVA ตรวจสอบ 

Source of variance Sum  Square  Degree of  Mean Square F Ratio 
      Freedom 
Total    13.2176  16     
Model    10.1913       9      
Linear    0.3718     3      
 β1  0.1506       1  
 β2  0.0000     1  

β3  0.2212     1    
Quadratic and interaction  9.8195    6      
 β11  3.6852     1  
 β22  0.6829     1  
 β33  0.3553     1 
 β12  4.7186     1 
 β13  0.3587      1 
 β23  0.0188        1 
Error   3.9898     7 
 Lack of fit 0.7498    5  0.1387  0.09 
 Experimental Error  3.24           2  1.62 
 

 Sum of Square experiment  =   2.5892+5.0012+3.0912- (10.6812/3)  =  3.24 

 Sum of Square lack of fit =      3.9931 – 3.2400 =  0.7498 

พิจารณาคา F วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต จะไดคาของ  F วิกฤต ณ จุด  

F0.90, 5, 2 ประมาณ  9.29  ซึ่งคาของ F ที่คํานวณนั้นเทากับ 0.09 ซึ่งมีคานอยกวา F วิกฤตที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต แสดงวาสมการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะมีความเชื่อ

ถือไดที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต 
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 ข2 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม 

 จากความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตของน้ํา

มันปาลมที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเซลล มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตรา

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ  เราจําเปนตองหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม

จากสมการที่ (ข6) ทําการดิฟเฟอเรนเชียล (Differential) เทียบกับตัวแปรอิสระแตละตัวดังนี้  

02 3132121111
1

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข12) 

   02 3232221122
2

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข13) 

   02 3332231133
3

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข14) 

ข2.1 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

 จากสมการที่ (ข10) เมื่อดิฟเฟอเรนเชียลเทียบกับตัวแปรแลวจะไดสมการดังนี้ คือ 

  00021.00040.03803.00185.0 321 =++−− xxx    (ข15) 

  00123.00341.00040.00056.0 321 =+−+− xxx    (ข16) 

  00097.00123.00021.00013.0 321 =−++− xxx    (ข17) 

 จากสมการ (ข15) ถึง (ข17) แกสมการหาคาของตัวแปรอิสระ 

   04.1   x,61.0   x,61.0 321 −=−=−=x  

 เปลี่ยนคาของระดับในแตละตัวแปรใหเปนคาจริงของตัวแปรจะไดภาวะที่เหมาะสมตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง คือ 

   คาความเปนกรด-ดาง = 6.4 

   ความเร็วรอบใบกวน =  627  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.0 เปอรเซ็นต 
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 ข2.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

 จากสมการที่ (ข11) เมื่อดิฟเฟอเรนเชียลเทียบกับตัวแปรแลวจะไดสมการดังนี้ คือ 

  02118.07681.01438.11050.0 321 =−−−− xxx    (ข18) 

   00485.04934.07681.00001.0 321 =−−−− xxx    (ข19) 

   03563.00485.02118.01272.0 321 =−−−− xxx    (ข20) 

 จากสมการ (ข18) ถึง (ข20) แกสมการหาคาของตัวแปรอิสระ 

   57.0   x,77.0   x,53.0 321 −=−==x  

 เปลี่ยนคาของระดับในแตละตัวแปรใหเปนคาจริงของตัวแปรจะไดภาวะที่เหมาะสมตอ

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง คือ 

   คาความเปนกรด-ดาง = 7.5 

   ความเร็วรอบใบกวน =  608  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.5 เปอรเซ็นต 

     

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ค 
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การใชเครื่อง Kruss   Tensiometer K6 
 
1 ปรับ handwheel with pointer [2] ใหสเกลมีคาเปนศูนย 
2 ปรับ zero adjustment [8] โดยหมุนทวนเข็มนาฬิกา (ไมเกินรอบ) ให balance beam [9] อยูใน
ตําแหนงสมดุล กึ่งกลางของ mark [7] 
3 ปรับระดับที่วางตัวอยางโดยหมุน [10] แลวยกขึ้นใหอยูในระดับที่ตองการ (สูงพอควร) 
4 แขวน ring ลงใน balance beam [9] ปรับใหอยูในตําแหนงสมดุล โดยหมุน zero adjustment [8]  
หมุนตามเข็มนาฬิกา (ไมเกินรอบ) 
5 ใสตัวอยางลงใน vessel (10 - 50 ml)  แลววางลงบน sample table [6] แลวหมุน micrometer 
screw [5] ตามเข็มนาฬิกา เพื่อยก vessel ขึ้นใหสัมผัสกับ ring โดยให ring จมอยูในตัวอยางไมนอย
กวา 5 mm. 
6 เมื่อ ring สัมผัสกับตัวอยางแลวอาจตองปรับ balance beam [9]  ใหอยูในตําแหนงสมดุลอีกครั้ง 
โดยหมุน zero adjustment [8] 
7 เมื่ออยูในตําแหนงสมดุลแลว ก็เร่ิมวัดคาไดโดยการหมุน micrometer screw [5] ลงอยางชา ๆทวน
เข็มนาฬิกาเพื่อดึงตัวอยางลง ในขณะเดียวกันก็หมุน pointer [2] ตามเข็มนาฬิกาอยางชา ๆ โดยรักษา
สภาพของ balance beam [9]  ใหอยูในตําแหนงสมดุล 
8 เมื่อ ring หลุดออกจากสารตัวอยางอานคาแรงตึงผิวตามสเกล [1] 
9 เมื่อเสร็จการทดลองลาง ring ดวนน้ํากลั่น สะบัดใหแหง (หรือผานเปลวไฟ) เก็บเขากลองไม สวน 
vessel ลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น (หรือ acetone ) ซับใหแหง (หรือผานเปลวไฟ) 
10 การเก็บเครื่องจะตองปรับ zero adjustment [8]  ให balance beam [9] ยกขึ้น เพื่อปองกันการ
แกวงของ balance beam  ปรับที่วางสารตัวอยางใหอยูในระดับเดิม แลวหมุนเขาหาตัวเครื่อง [13] 
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ขอควรระวัง 
 
1  หามกดปุมที่อยูดานหลังของ zero adjustment [8] เด็ดขาด เพราะจะทําให wireหลุดได 
2  หามหมุน zero adjustment [8] เกิน 1 รอบเด็ดขาด 
3  การใช ring ตองใชดวยความระมัดระวังอยาใหบิดเบี้ยว เพราะถา ring เสียรูปจะทําใหการ  
วัดคาผิดไปได 
4   การใช vessel ตองใชดวยความระมัดระวังเชนกัน 
 
 
ขอแนะนํา 
 
1 ขณะวัดคาแรงตึงผิวตามขอ 7 ถาทําการหมุน micrometer screw[5] และ pointer[2] อยาง 
ชา ๆ จะทําใหเกิดความผิดพลาดนอย 
2. ring, vessel มีคุณสมบัติทนไฟ สามารถผานเปลวไฟได ในกรณีที่จําเปน 
3.ขณะแขวน ring ลงบน balance beam [9] อาจตองใชมือชวยเล็กนอย 
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จ ตัวอยางการคํานวณผลการทดลอง 

แสดงตัวอยางการคํานวณหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ จากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหาร

สังเคราะหที่มีน้ํามันปาลม 2.1 เปอรเซ็นต ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และควบคุมความเร็ว

รอบใบกวนเปน 675 รอบตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่อง เปนเวลา 30 ชั่วโมง แยกสวนน้ําใสมา

วิเคราะหหาคาแรงตึงผิว และคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน   เซลลที่แยกน้ําออกแลว 

นําไปอบแหง และคํานวณหาความเขมขนของเซลล แสดงในตารางที่ จ1 

ตารางที่ จ1 ผลการทดสอบคาแรงตึงผิว การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน 
                                        และความเขมขนของเซลลจากการทดลองตัวอยาง 
 

เวลา(นาที) ความเขมขน 
ของเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

คาแรงตึงผิวที่เจือจาง1:100  
(มิลลินิวตันตอเมตร) 

การแทนที่บน 
ผิวน้ํามัน 

(ตารางเซนติเมตร) 
0 0.11 69.6 0.03 
3 0.13 68.6 3.14 
6 0.56 68.0 13.85 
9 1.83 46.9 78.54 

12 2.06 39.0 128.00 
15 2.59 36.6 215.03 
18 2.37 37.0 197.04 
21 2.24 36.4 197.04 
24 2.01 36.7 207.74 
27 1.83 36.9 197.04 
30 1.91 36.9 190.07 
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จ1 การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 
(Spacific Cell Productivity, µ) 

จากการทําสมดุลมวลของเซลล (cell mass balance) ในกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่อง 

  x
dt
dx µ=    (จ1) 

เมื่อ x   =   ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร) 
 t    =   เวลา (ชั่วโมง) 
 µ   =   อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 

จัดรูปสมการที่ (จ1) และทําการอินทิเกรท 

  
t

t

x

x

t
x

dx
0

0

∫∫ = µ  

  )ln()ln( 0xtx −= µ   (จ2) 

จากสมการที่ (จ2) เขียนกราฟความสัมพันธ t กับ ln(x) จะมีแนวโนมเปนเสนตรง

แสดงดังรูปที่ จ1 ความชันที่ไดเปน 0.242 (ตอช่ัวโมง) 

จ2 การคํานวณอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 
(Spacific Product Productivity)   

จากการทําสมดุลความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (production 

balance) ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง 

  xq
dt
dP

p=    (จ3) 

เมื่อ P   =   ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (กรัมตอลิตร) 
 qp  =   อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 
   (กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอช่ัวโมง) 
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จัดรูปสมการที่ (จ3) และทําการอินทิเกรท 

  
t

p

P

P

xdtqdp
00
∫∫ =  

  
t

p xdtqPPP
0

0 ∫=−=∆    (จ4) 

กําหนดใหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ )( P∆ เพิ่ม

ขึ้นจะเกิดในทิศทางตรงกันขามกันกับการเปลี่ยนแปลงคาแรงตึง )( S∆ ใหคาลดลง ดังนั้น 

  SaP ∆−=∆     (จ5) 

และจากกฏทราพีซอยดอล(Trapezoidal Rule) 

  Cxxxhxdt
n

i
t

t

=



 +





 +

= ∑∫
−1

1

0

0 2
 (จ6) 

เมื่อ x0   =   ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
 xt   =   ความเขมขนของเซลลที่เวลาใด ๆ (กรัมตอลิตร) 
 xi   =   ความเขมขนของเซลลในชวงเริ่มตนและเวลาใด ๆ (กรัมตอลิตร) 
 h   =   ระยะเวลาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนเซลลแตละครั้ง (ชั่วโมง) 

จากสมการที่ (จ5) และ (จ6) แทนใน (จ4) 

  CQS p=∆−     (จ7) 

 Qp   =   อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะรวม 
  (มิลลินิวตัน ลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 

จากสมการที่ (จ7) เขียนกราฟความสัมพันธ C กับ S∆−  จะมีแนวโนมเปนเสน

ตรงแสดงในรูปที่ จ2  ความชันที่ไดเปน 2.245 (มิลลินิวตัน ลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 

สําหรับผลการคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในการทดลองทั้งหมดแสดงในภาพผนวก ข ตารางที่ ข2 
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