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บทที่ 1
บทนํา

1.1 มูลเหตุจูงใจ
ในปจจุบันมีการสงเสริมการนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาใชประโยชนมากขึ้น เพราะ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถยอยสลายไดงายตามธรรมชาติ  มีความเปนพิษต่ํา สารตั้งตนหา

ไดงายราคาถูก และสามารถนําไปใชประโยชนไดอยางหลากหลายเนื่องจากมีโครงสรางประกอบ

ดวยทั้งสวนที่มีขั้วและไมมีขั้ว ทําใหสามารถกระจายตัวอยูระหวาง 2 วัฏภาคที่มีขั้วแตกตางกันได 

เชน การนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาเปนสารเติมแตงในอุตสาหกรรมอาหาร  ผลิตภัณฑ

อาหารกระปอง  ผลิตภัณฑอาหารประเภทนม เนยและนําไปเปนอิมัลซิไฟเออร  (emulsifier)  ใน

เครื่องสําอาง  เพราะสามารถเกิดอิมัลชันที่เสถียรไดไมวาจะเปนอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน  อิมัลชัน

ชนิดน้ํามันในน้ําและอิมัลชันเชิงซอนตามแตกลไกการเกิดอิมัลชัน  (Kreilgaard, 2002)  ซึ่งบริษัท 

Kao coparation จากประเทศญี่ปุนไดทําการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโซโฟโรลิปดจาก 

Torulopsis bombicola KSM-36  เพื่อนําไปทําผลิตภัณฑประเภทครีมบํารุงผิว  (Kitamoto และ

คณะ, 2002)  นอกจากนี้เรายังสามารถนําสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมาประยุกตใชในรูปแบบอื่น

ไดอีก  เชน  ยารักษาภายใน  ยารักษาภายนอกและยารักษาโรคผิวหนัง  การที่สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพสามารถจัดเรียงตัวไดในลักษณะตางๆ  ทําใหใชเปนตัวนําในการสงยาไปสูเซลลที่ตองการ

ในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อได  โดยตัวยาจะกระจายในตัวนําหรือถูกบรรจุในถุงที่มีลักษณะลอมรอบ

ดวยชั้นไขมันที่ภายในบรรจุตัวยาที่ละลายน้ําได  ทั้งนี้หากพัฒนาสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพซึ่ง

สามารถใชเปนตัวนําสงยาใหมีขนาดเล็กลงระดับนาโนเมตรจะชวยใหตัวยาถูกสงไปยังตําแหนงที่

เฉพาะเจาะจง ควบคุมการปลดปลอยยาในความเขมขนที่ต่ําแตยังมีประสิทธิภาพ และทําใหไม

เกิดการสะสมของยาในตําแหนงที่ไมตองการได (Magnusson และคณะ, 2001)

แรมโนลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุมไกลโคลิปดซึ่งสวนมากผลิตไดจาก

แบคทีเรียในสกุล  Pseudomonas  เชน   Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas spp

และ  Pseudomonas sp มีคาแรงตึงผิวอยูระหวาง  25 -30  มิลลินิวตันตอตารางเมตร  (Desai  

และ  Banet, 1997  และ  Lang  และ  Wullbrandt, 1999)  แรมโนลิปดสามารถนําไปใชประโยชน

ไดหลากหลายในทางการคาทําใหเปนที่ตองการและมีการเพิ่มปริมาณการผลิต  ในปจจุบันบริษัท 

Jeneil  Biosurfactant   มีการผลิตแรมโนลิปดชนิดตางๆ ขึ้นแตราคาคอนขางสูง  ในงานวิจัยนี้จึง

สนใจที่จะพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย  Pseudomonas sp. 
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A41  ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก  รศ.จิราภรณ  ธนียวัน  และคัดแยกโดยอารีย  (2542)  

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ซึ่งงานวิจัยนี้เปนงานวิจัยที่ทํา

ตอจากอารีย  (2542)  ณรงค (2543)  และเลิศลักษณ (2546)  งานวิจัยของอารีย  (2542)  พบวา

เมื่อใชน้ํามันปาลมปริมาณ  2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรเปนแหลงคารบอนจุลินทรีย  

Pseudomonas sp. A41  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวากลูโคสและซูโครส  และ

ลดคาแรงตึงผิวได  29  มิลลินิวตันตอตารางเมตร  สวนงานวิจัยของณรงค (2543)  พบวาภาวะที่

เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบโดย  Pseudomonas sp. A41  

ในกระบวนการหมักไมตอเนื่องคือ  คาความเปนกรดดาง  7.5  และความเร็วรอบใบกวนเทากับ  

600  รอบตอนาที  แตยังใหคาอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคอนขางต่ํา  งานวิจัยของเลิศ

ลักษณ (2546)  จึงศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องโดย

การเปลี่ยนอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตน  (C/N)  ใหเหมาะสมกับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบวาเวลาในการเปลี่ยนอัตราสวน  

C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ไปเปนอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ที่เวลา  12  ชั่วโมงใหคา

อัตราการผลิตเซลลสูงสุดและใหคาอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกลเคียงกับเวลาในการ

เปลี่ยนอัตราสวน  C/N  ที่  6,  9  และ  15  ชั่วโมง  ในสวนของงานวิจัยนี้จึงมุงเนนหาแบบจําลอง

ทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและหาอัตราการปอนสารตั้งตนที่

เหมาะสมโดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุด โดยการ

พัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตรสําหรับกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องบนโปรแกรม 

MATLAB เพื่อเปนแนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตตอไปในอนาคต

1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย
1.2.1  เพื่อหาแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ โดย Pseudomonas sp.A41 

1.2.2 เพื่อหาอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิต

สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุดในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

1.3 ขอบเขตงานวิจัย
1.3.1  ทําการทดลองในขวดรูปชมพูเพื่อหาคาอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอ

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

Pseudomonas sp.A41 และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ 
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1.3.2  หาแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสมที่สามารถอธิบายการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ

1.3.3 พัฒนาแบบจําลองทางคณิตศาสตรสําหรับกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง 

(fed batch fermentation)

1.3.4 หาอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม  โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดอัตราการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสูงที่สุดในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง โดยใชแบบจําลองทาง

คณิตศาสตรที่พัฒนาขึ้นบนโปรแกรม  MATLAB 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ
1.4.1  ไดแบบจําลองทางคณิตศาสตรที่เหมาะสม  เพื่อเปนแนวทางในการอธิบาย

พฤติกรรมของระบบสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันปาลมดิบ 

1.4.2 ทราบอัตราการปอนสารตั้งตนที่เหมาะสม ซึ่งเปนประโยชนสําหรับนําไปผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังหมักแบบกึ่งตอเนื่องตอไป

1.4.3 ชวยเพิ่มคุณคาน้ํามันปาลม เพราะสามารถนํามาใชเปนสารตั้งตนใหเกิดผลิตภัณฑ

ที่มีคุณคา



บทที่ 2
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ

2.1  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants)  เปนสารที่มีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวซึ่ง

ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกันไปตาม

ชนิดของจุลินทรีย  และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถนําไปใชประโยชนไดในอุตสาหกรรม

ตางๆ  อีกดวย   

2.1.1  โครงสรางทั่วไปและการจําแนกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือสารประกอบที่มีโครงสรางของโมเลกุลเปนแบบแอมฟฟาติก

ซึ่งผลิตไดจากจุลินทรียประเภทแบคทีเรีย  ยีสตและรา  มีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวสัมผัส

ระหวางวัฏภาคสองวัฏภาค  ลักษณะโครงสรางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวประกอบดวย  2  สวน

ไดแก  สวนที่มีขั้วหรือสวนที่ชอบน้ําเรียกวาไฮโดรฟลิก (hydrophilic part)  และสวนที่ไมมีขั้วหรือ

สวนที่ไมชอบน้ําเรียกวาไฮโดรโฟบิก (hydrophobic part)  ตามรูปที่ 2.1   ซึ่งมีหนาที่ชวยทําให

แรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดลง  แรงตึงผิวที่ลดลงเนื่องมาจากในระบบนั้นมีโมเลกุลของสารลดแรง

ตึงผิวสะสมอยูบริเวณผิวสัมผัส   โดยโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวจะหันสวนที่มีขั้วไปหาสวนที่มีขั้ว

และหันสวนที่ไมมีขั้วไปหาสวนที่ไมมีขั้ว  และเมื่อมีโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวเพิ่มมากขึ้นหรือสาร

ลดแรงตึงผิวมีความเขมขนมากขึ้น   จะยิ่งทําใหแรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดต่ําลงเรื่อยๆ    

จนกระทั่งที่บริเวณผิวสัมผัสนั้นอิ่มตัวไปดวยโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว  โมเลกุลสวนเกินที่ไม

สามารถแทรกเขาไปอยูบริเวณผิวสัมผัสไดจะกระจายตัวในน้ํามากขึ้นและรวมตัวกันเปนไมเซลล  

จุดที่เกิดการรวมตัวเปนไมเซลลนี้เรียกวา  จุดวิกฤติของการเกิดไมเซลล (Critical Micelle 

Concentration,CMC) หรือจุดที่มีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวนอยที่สุดที่ทําใหคาแรงตึงผิว

ต่ําที่สุด  ตามรุปที่  2.2   ณ  จุดนี้  ถึงแมวาจะมีการเพิ่มความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวมากขึ้น

แตไมไดทําใหแรงตึงระหวางผิวสัมผัสลดลงไดอีก เพราะโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวที่รวมตัวเปนไม

เซลลแลวจะไมมีบทบาทในการลดแรงตึงผิว 

                   สวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic  part)         สวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic part)

                            รูปที่ 2.1  แสดงโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
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รูปที่  2.2  แสดงความสัมพันธระหวางคาแรงตึงผิวกับความเขมขนของสารลดแรงตึงผิว

(Gilman, 1993)

คาความเขมขนวิกฤติของการเกิดไมเซลลหรือคาซีเอ็มซี  เปนคาคุณสมบัติเฉพาะของสาร

ลดแรงตึงผิวชนิดนั้นๆ  ซึ่งสามารถบอกถึงประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวได  เชน  ถาสารลด

แรงตึงผิวมีคาซีเอ็มซีต่ํา  แสดงวาใชสารลดแรงตึงผิวปริมาณนอยในการลดแรงตึงผิว  แตถาสาร

ลดแรงตึงผิวมีคาซีเอ็มซีสูง  แสดงวาตองใชสารลดแรงตึงผิวปริมาณมากในการลดแรงตึงผิว        

สําหรับการจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจําแนกไดตามโครงสรางทางเคมีของ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งโครงสรางทางเคมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวยสวนที่มีขั้ว

และสวนที่ไมมีขั้ว   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดมีโครงสรางทางเคมีที่แตกตางกันตามชนิด

ของจุลินทรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จึงทําใหสามารถแบงสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเปน  

5  ประเภท (Desai  และ Banat, 1997)  ไดแก  

-  ไกลโคลิปด (glycolipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยคารโบไฮเดรต  

เชน  กลูโคส  แมนโนส  กาแลคโตส  กรดกูลคูโรนิก  แรมโนส  และกาแลคโตสซัลเฟต  เชื่อมตอกับ

ไขมัน  เชน  กรดอะลิฟาติก  และไฮดรอกซีอะลิฟาติก สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดความสนใจใน

กลุมนี้คือ  แรมโนลิปด  ทรีฮาโรลิปด  และโซโฟโรลิปด  เปนตน 

แรมโนลิปด  (rhamnolipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีลักษณะโครงสรางประ-

กอบดวยหนึ่งหรือสองโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนส (rhamnose)  เชื่อมตอกับหนึ่งหรือสองโมเลกุล

ของกรดเบตาไฮดรอกซิลเดคาโนอิก (  -hydroxydecanoic acid)  ซึ่งสวนใหญผลิตไดจาก
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จุลินทรียจําพวก Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. และ Serratia rubidea  

(Mulligan, 2005)   รูปที่  2.3  แสดงตัวอยางโครงสรางทางเคมีแบบตางๆ ของแรมโนลิปด  

นอกจากนี้แรมโนลิปดยังมีโครงสรางแบบอื่นๆ   ขึ้นอยูกับสายพันธุของจุลินทรียที่ผลิตแรมโนลิปด  

องคประกอบและชนิดของสารอาหาร   และสภาวะของระบบ  เชน  คาความเปนกรดดาง  

อุณหภูมิ  เปนตน  

     

รูปที่  2.3  แสดงตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด 4 แบบที่ผลิตจาก Pseudomonas

aeruginosa  (Mulligan, 2005)   

-  ไลโพเพพไทดและไลโพโปรตีน  (lipopeptides and lipoproteins)  เปนสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยสายโซของโพลีเพพไทดเชื่อมตอกับไขมัน  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ  เซอรแฟกติน  ซับลิไลซิน  เปนตน

-  กรดไขมัน  ไขมันและฟอสฟอลิปด (fatty acids, neutral lipids and  phospho-

lipids)  เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยสารในกลุมแอลกอฮอลเชื่อมตอกับไขมันและ

ฟอสเฟต  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ ฟอสฟอลิปด  เปนตน 

-  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร  (polymeric biosurfactants)   เปนสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพที่ประกอบดวยพวกโพลิแซคคาไรดเชื่อมตอกับกรดไขมัน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ที่ไดรับความสนใจในกลุมนี้คือ  อิมัลแซน  ไลโปแซน  แมนโนโปรตีน  และสารประกอบเชิงซอน

โปรตีนของโพลิแซคคาไรดอื่นๆ  เปนตน  

-  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค  (particulate  biosurfactants)  สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพชนิดนี้ประกอบดวยโปรตีน  ฟอสโฟลิปด  และไลโพโพลิแซคคาไรด
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2.1.2  ความสําคัญและประโยชนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ความตองการในการใชสารลดแรงตึงผิวในอุตสาหรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรมเกษตร  

เครื่องสําอาง  อาหาร  และปโตรเคมี  มีเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ   แตในชวง  10 – 20  ปที่ผานมา

อุตสาหกรรมตางๆ  หันมาใสใจสิ่งแวดลอมมากขึ้นจึงเริ่มสนใจศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวที่

ผลิตไดจากจุลินทรียหรือเรียกวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชในอุตสาหรรมแทนการใชสารลดแรง

ตึงผิวสังเคราะห  เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเปนพิษต่ํา  ยอยสลายไดทางชีวภาพ   

และสามารถผลิตไดจากสารตั้งตนที่มีแหลงทัพยากรที่นํากลับมาใชใหมและมีราคาถูก  ทั้งยังมี

โครงสรางที่หลากหลายทําใหสามารถนํามาใชประโยชนไดหลายดาน  แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

มีขอจํากัดในดานการผลิตและการเก็บเกี่ยวผลผลิตจึงทําใหมีราคาแพง  ความสามารถในการ

แขงขันจึงต่ํากวาเมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหซึ่งมีราคาถูก  ดังนั้นในหลายงานวิจัยจึงมี

ความพยายามที่จะศึกษาและทําความเขาใจกระบวนการผลิตเพื่อชวยลดตนทุนโดยวิธีตางๆ อาทิ

เชน  การพัฒนาและปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียดวยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเพื่อเพิ่มผลผลิต

ของผลิตภัณฑ  และการพัฒนากระบวนการผลิตและเลือกใชสารตั้งตนที่มีราคาต่ําเพื่อลดตนทุน

ในการดําเนินงาน  และจะตองมีการจัดการกับผลพลอยไดของผลิตภัณฑใหเหลือนอยที่สุดหรือ

เปลี่ยนใหเปนผลิตภัณฑที่มีราคามากกวาเปนของเสีย   (Makkar และ Cameotra, 2002)   

นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนําไปใชประโยชนไดในหลายดาน  อาทิ  

(Banet  และคณะ, 2000)  

1.เปนสารชวยประสานและสารชวยกระจาย  นําไปใชในอุตสาหรรมเครื่องสําอาง  สี

และสารเติมแตง  

2. เปนสารชวยละลายและสารกอไมโครอิมัลชัน  นําไปใชในอุตสาหรรมยา  สบู  ยาสีฟน

3. เปนสารชวยทําใหมีความเปยกชื้นและชวยใหซึมผาน  นําไปใชในอุตสาหรรมยา  สิ่งทอ

และสี

4. เปนสารชวยทําความสะอาด  นําไปใชในอุตสาหรรมในครัวเรือน  และผลิตภัณฑการ

เกษตร

5. เปนสารชวยกอฟอง  นําไปใชในอุตสาหรรมสบู  ยาสีฟน  และเครื่องสําอาง

6. เปนสารชวยแยกโลหะหนัก  นําไปใชในอุตสาหรรมการทําเหมือง

7. เปนสารชวยลดความหนืด  นําไปใชในลําเลียงขนสงในทอ

8. เปนสารชวยเสริมการเจริญของจุลินทรีย  นําไปใชในกระบวนการหมัก

9. สามารถจัดเรียงตัวเปนไลโปโซมหรือเวสสิคัล  นําไปใชในอุตสาหรรมเครื่องสําอางและ

ระบบนําสงยา
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โดยเฉพาะในอุตสาหกรรมอาหาร  เครื่องสําอางและยา  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเขาไปมี

บทบาทมากขึ้น  ไมวาจะเปนการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเปนสารเติมแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร  ผลิตภัณฑอาหารกระปอง  ผลิตภัณฑอาหารประเภทนม  เนย   และนําไปเปนอิมัลซิไฟ

เออรในเครื่องสําอาง  เพราะสามารถเกิดอิมัลชันที่เสถียรได  ไมวาจะเปนอิมัลชันชนิดน้ําในน้ํามัน 

อิมัลชันชนิดน้ํามันในน้ํา และอิมัลชันเชิงซอนตามแตกลไกการเกิดอิมัลชัน  (Kreilgaard,2002)   

บริษัท Kao coparation  ประเทศญี่ปุนทําการผลิตสารโซโฟโรลิปดจาก Torulopsis bombicola

KSM-36  เพื่อนําไปเปนสวนผสมในการผลิตผลิตภัณฑประเภทครีมบํารุงผิว  (Kitamoto และ

คณะ, 2002)  นอกจากนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังนําไปประยุกตใชในรูปแบบอื่นๆ ไดอีก  เชน

ใชเปนตัวนําในการสงยาไปสูเซลลที่ตองการในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อได  โดยตัวยาจะกระจายใน

ตัวนําหรือถูกบรรจุในถุงที่มีลักษณะลอมรอบดวยชั้นไขมันที่ภายในบรรจุตัวยาที่ละลายน้ําได  และ

หากสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพซึ่งสามารถใชเปนตัวนําสงยาใหมีขนาดเล็กลงระดับนาโนเมตรจะ

ชวยใหตัวยาถูกสงไปยังตําแหนงที่เฉพาะเจาะจง  ควบคุมการปลดปลอยยาในความเขมขนที่ต่ํา

แตยังมีประสิทธิภาพ และทําใหไมเกิดการสะสมของยาในตําแหนงที่ไมตองการได (Magnusson 

และคณะ, 2001)

2.2  ปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นอกเหนือจากชนิดสารของอาหารจะมีผลตอโครงสรางของแรมโนลิปดแลว  ชนิดของสาร

อาหารจากแตละแหลง  เชน  ชนิดอาหารจากแหลงคารบอน  ชนิดอาหารจากแหลงไนโตรเจน  

หรือจากแรธาตุตางๆ  ยังมีผลตอการผลิตแรมโนลิปดดวย  สวนปจจัยอื่นๆ ที่มีผลเชนกัน  ไดแก  

ปริมาณของแหลงอาหารแตละชนิด  คาความเปนกรดเปนดาง  อุณหภูมิ  และความเร็วรอบของ

ใบกวน  เปนตน

2.2.1  อิทธิพลจากแหลงอาหารคารบอน
การเลือกสารอาหารแตละชนิดเพื่อนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนใน

กระบวนการหมัก  นอกจากจะเลือกใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโตของจุลินทรียสายพันธุนั้นๆ

และไดผลผลิตที่ดีที่สุดตามตองการแลว  การคํานึงถึงการใชสารอาหารที่มาจากธรรมชาติ  หาได

งายและราคาถูก เขามามีบทบาทมากขึ้นเพราะสามารถชวยลดตนทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพได  Robert และคณะ (1989)  ทําการศึกษาผลจากการใชแหลงคารบอนตางชนิดเลี้ยง  

Pseudomamas  aeruginasa  44T1  พบวาน้ํามันมะกอกใหผลไดของการผลิตแรมโนลิปด

เทากับ 38.2  เปอรเซ็นต ซึ่งดีกวาการใชแหลงคารบอนชนิดอื่นๆ    และพบวาการใชแหลงคารบอน
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ที่ตางชนิดกันนอกจากสงผลตอปริมาณแรมโนลิปดที่ผลิตไดยังสงผลกับชนิดของแรมโนลิปดดวย  

อารีย (2542)  ศึกษาการเลี้ยง Pseudomonas  sp. A41  ดวยแหลงคารบอนตางๆ กันไดแก  

กลูโคส  ซูโครสและน้ํามันปาลมดิบ  พบวาน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดและปริมาณ

น้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทากับ  2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตรซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวลงเหลือ  30  มิลลินิวตันตอเมตร  สวน  Rahman และคณะ 

(2002)  เลือกใชน้ํามันที่มาจากพืช  2  ชนิดไดแก  น้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันจากตนคําฝอย  

เปรียบเทียบกับการใชกลีเซอรอลเพื่อเลี้ยง  Pseudomonas aeruginosa GS9-119  และ  DS10-

129  พบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มมากขึ้นในชวงที่การเจริญเติบโตของจุลินทรียเขา

สูระยะพัก  ซึ่งอาจเปนเพราะแรมโนลิปดเปนผลิตภัณฑทุติยภูมิ  และการใชน้ํามันถั่วเหลืองเปน

แหลงคารบอนใหคาผลไดสูงที่สุด   Costa และคณะ (2005)  เลือกศึกษาน้ํามันที่มาจากพืช

เชนกันโดยเลือกพืชที่เปนพันธุทองถิ่นในประเทศ  พบวาน้ํามันจากถั่วพันธุบราซิลสามารถผลิต

แรมโนลิปดไดสูงกวาพืชชนิดอื่นและสามารถลดคาแรงตึงผิวอยูในชวง  29.8 – 31.5  มิลลินิวตัน

ตอเมตร  ซึ่งใหผลใกลเคียงกับน้ํามันถั่วเหลืองและน้ํามันดอกทานตะวัน   เห็นไดวาในหลาย

งานวิจัยเลือกใชน้ํามันที่ไดจากพืชมาเปนแหลงคารบอนเพราะสามารถผลิตแรมโนลิปดไดดี  แตยัง

มีแหลงคารบอนที่ไดจากของเสียในอุตสาหกรรมตางๆ  เชน  ของเสียในอุตสาหกรรมอาหารซึ่ง

สามารถผลิตแรมโนลิปดไดเชนกัน  เพราะในของเสียตางๆ ยังประกอบไปดวยสารที่มีประโยชน

เหลืออยู  เชน  สารประกอบอินทรียและน้ํามันที่เหลือ เปนตน  ทั้งยังชวยลดปญหาของเสียที่ทําให

เกิดมลภาวะเปนพิษไดอีกดวย  Benincasa และคณะ (2002)  ทําการศึกษาแหลงคารบอนหลาย

ชนิดเพื่อใชเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa  LBI  มีทั้งน้ํามันจากพืช  เชน  น้ํามันมะกอก  

น้ํามันดอกทานตะวัน  นํามันถั่วเหลือง โอเลอีน  และมาจากของเสีย  เชน  soapstock  ซึ่งเปนของ

เสียจากกระบวนการผลิตน้ํามันดอกทานตะวัน   และ soapstock  ผสมน้ําเสีย  พบวา 

soapstock  เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับผลิตแรมโนลิปดและสามารถผลิตแรมโน

ลิปดไดสูงที่สุดถึง  12  กรัมตอลิตร  สวน  Haba และคณะ (2000)  ทําการศึกษาการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจากน้ํามันมะกอกและน้ํามันดอกทานตะวันที่ใชทอดอาหารมาแลว  เพราะ

คํานึงถึงผลกระทบของสิ่งแวดลอมที่มาจากปญหาของเสียและชวยลดตนทุนของการผลิตซึ่งเปน

สิ่งสําคัญสําหรับการแขงขันกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสังเคราะห  พบวาทั้งน้ํามันมะกอกและ

น้ํามันดอกทานตะวันที่ใชทอดอาหารมาแลวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี  โดยมี

จุลินทรีย  36  สายพันธุเจริญเติบโตและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี  โดยเฉพาะสายพันธุ  

Pseudomonas  สามารถแรมโนลิปดไดและสามารถลดแรงตึงผิวอยูในชวง  32 - 34  มิลลินิวตัน

ตอเมตร  
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ในการใชสารอาหารจําพวกสารประกอบไฮโดรคารบอนมาเปนแหลงคารบอนในการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  อาจทําใหกระบวนการนําอาหารเขาสูเซลลของจุลินทรียเพื่อนําไปใชใน

การเจริญเติบโตทําไดยากขึ้นเนื่องจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเหลานั้นเปนสารที่มีความ

สามารถในการละลายน้ําไดต่ํา  จึงมีงานวิจัยตางๆ  ที่ไดทําการเสนอกลไกการนําสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนที่ไมละลายน้ําเขาสูเซลล  ซึ่งรายงานบางสวนพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีสวน

ชวยทําใหเกิดการนําสารประเภทไฮโดรคารบอนที่ละลายน้ําไดยากเขาสูเซลลไดงายขึ้น  โดย

สามารถสรุปกลไกการนําสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลกวางๆ ไดเปน  3  กลไกดังนี้  

(Sekelsky และ Shreve, 1998) 

   1. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกใชจากสวนที่ละลายอยูในชั้นน้ําหมัก

2. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกใชจากการสัมผัสโดยตรงระหวางเซลลกับหยด

เล็กๆ ของสารไฮโดรคารบอน  โดยที่โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนตองมีขนาดใหญกวาเซลล

3. โมเลกุลของสารไฮโดรคารบอนจะถูกนําผานเซลล  โดยที่สารไฮโดรคารบอนนั้นอยูใน

สภาวะเสมือนถูกละลายหรืออยูในรูปไมเซลล

สําหรับในงานวิจัยนี้ใชน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนซึ่งเปนสารที่มีความสามารถใน

การละลายน้ําไดต่ําจึงไมอาจใชกลไกแบบที่หนึ่งอธิบายได  แตเนื่องจาก  Pseudomonas sp. 

A41  เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาภายนอกเซลลได  (อารีย, 2542)  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตออกมาอาจจะชวยในการยึดเกาะของจุลินทรียที่รวมตัวกันเกาะ

ลอมรอบบนหยดน้ํามัน  จากนั้นก็จะนําหยดน้ํามันผานเขาสูเซลลซึ่งเปนลักษณะกลไกแบบที่สอง  

หรือโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตออกมาอาจจะรวมตัวกับโมเลกุลของน้ํามันในรูป

ของไมเซลลซึ่งสามารถขนยายสารไฮโดรคารบอนผานชองผนังเซลลได  เปนลักษณะกลไกแบบที่

สาม  หรืออาจจะอธิบายดวยกลไกแบบที่สองและแบบที่สามผสมกันก็ได  

2.2.2  อิทธิพลจากแหลงอาหารไนโตรเจน
สําหรับการเลือกสารอาหารเพื่อใชเปนแหลงอาหารไนโตรเจนมีความสําคัญตอการเจริญ

เติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ชนิดของแหลงไนโตรเจนที่นิยมใชสวน

ใหญเปนสารอินทรียจําพวกไนเตรท เชน  โซเดียมไนเตรท  แอมโมเนียมไนเตรท  เพราะสามารถทํา

ใหจุลินทรียเจริญเติบโตไดดี  สวนปริมาณของแหลงไนโตรเจนก็สงผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพเพราะแรมโนลิปดสามารถผลิตไดดีในชวงที่มีไนโตรเจนจํากัด  Santa และคณะ (2002)  

ศึกษาชนิดของแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการผลิตแรมโนลิปด  พบวาโซเดียมไนเตรทสามารถผลิต

แรมโนลิปดไดดีกวาแอมโมเนียมซัลเฟตและยูเรีย  โดยมีคาผลไดของผลิตภัณฑสูงที่สุดเทากับ  
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0.8  กรัมตอกรัม  เสิศลักษณ (2546)  ทําการทดลองเลี้ยง  Pseudomonas sp.A41 และศึกษา

ชนิดของแหลงไนโตรเจนพบวาแอมโมเนียมซัลเฟตเหมาะสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

มากกวาแอมโมเนียมไนเตรท  สวน  Jeong และคณะ (2004)  ทําการตรึงเซลล  Pseudomonas 

aeruginosa  BYK-2  ดวยเม็ดโพลีไวนิลแอลกอฮอล  และศึกษาผลของปริมาณโซเดียมไนเตรท

โดยแบงเปน  4  กรณีคือ ไมมีการเติมโซเดียมไนเตรทและเติมโซเดียมไนเตรทปริมาณ  0.002,  

0.04  และ  0.2  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  พบวาแรมโนลิปดสามารถผลิตไดสูงที่สุดที่

ปริมาณโซเดียมไนเตรทเทากับ  0.04  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตร  สวนที่ความเขมขนของ

โซเดียมไนเตรทต่ํา  จุลินทรียเจริญเติบโตไดนอยทําใหแรมโนลิปดที่ผลิตไดมีปริมาณต่ําลงไปดวย  

และที่ความเขมขนของโซเดียมไนเตรทสูง  จุลินทรียสามารถเจริญเติบโตไดดีกวาแตก็ไมสงผลใหมี

การผลิตแรมโนลิปดไดมากขึ้น  นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่กลาวถึงการนําของเสียมาใชเปนแหลง

สารอาหาร  แมวาของเสียบางประเภทจะยังประกอบดวยสารประกอบไนโตรเจน  กรดอินทรีย  

น้ําตาล  น้ํามันที่เหลือและแรธาตุเหลืออยู  แตก็อาจมีไมเพียงพอกับความตองการของจุลินทรียที่

ใชในการเจริญเติบโต  เชน  olive oil mill effluent  หรือ  OOME   เปนน้ําเสียจากกระบวนการ

สกัดน้ํามันมะกอก  ซึ่ง  Mercade และคณะ (1993)   ศึกษาการนํา  OOME  มาใชเปนแหลง

อาหารเพื่อเลี้ยงจุลินทรียสายพันธุตางๆ พบวาถึงแม  OOME  จะมีแรธาตุสูงแตก็มีไนโตรเจนไม

เพียงพอจึงมีการศึกษาการเติมโซเดียมไนเตรทที่ความเขมขนตางๆ ไดแก  1,  2.5,  4  และ  6  

กรัมตอลิตร  พบวาที่ความเขมขนของโซเดียมไนเตรทเทากับ  2.5  กรัมตอลิตร  สามารถผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงที่สุดโดยดูจากคาแรงตึงผิวที่ลดลงมากที่สุดจาก  42  มิลลินิวตันตอเมตร

ลดลงเหลือ  30  มิลลินิวตันตอเมตร  สวน  Babu และคณะ (1996)  ทําการศึกษาการใชของเสีย  

2  ชนิดคือ  distillery  waste  และ  whey  waste  มาเปนแหลงสารอาหารเปรียบเทียบกับอาหาร

สังเคราะหที่มาจากกลูโคสและโซเดียมไนเตรทเพื่อเลี้ยง  Pseudomonas  aeruginosa  BS2  

พบวาของเสียทั้ง  2  ชนิดเหมาะสําหรับใชเปนแหลงอาหารในการผลิตแรมโนลิปดมากกวาอาหาร

สังเคราะห  โดยที่ distillery  waste  มีคาอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะเทากับ  0.009  ตอ

ชั่วโมงซึ่งสูงกวา  whey  waste  แต  whey  waste  มีคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงกวา  

distillery  waste  ที่เปนเชนนี้เพราะ  whey  waste  มีไนโตรเจนอยูปริมาณมากกวาจึงทําให

จุลินทรียเจริญเติบโตไดดีกวาแตก็ทําใหผลิตแรมโนลิปดไดนอยกวา  ในขณะที่  distillery  waste  

มีไนโตรเจนปริมาณนอยกวาจึงอยูในสภาวะไนโตรเจนจํากัดซึ่งเปนสภาวะที่สามารถผลิตแรมโน

ลิปดไดดี  ทําใหสามารถผลิตแรมโนลิปดไดมากกวา
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2.2.3  อิทธิพลจากแหลงอาหารคารบอนและแหลงอาหารไนโตรเจน
อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเปนอีกตัวแปรหนึ่งที่มีศึกษาเพราะสามารถบงถึง

ปริมาณที่เหมาะสมของคารบอนและไนโตรเจนเพื่อใชผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  Santa และ

คณะ (2002)  ศึกษาหาอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับการผลิต

แรมโนลิปดจากการเลี้ยง  Pseudomonas  aeruginosa  PA1  โดยทําการเปลี่ยนความเขมขน

ของกลีเซอรอลและความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตใหมีคาคงที่  จึงไดอัตราสวนระหวาง

คารบอนตอไนโตรเจน  8  คา  ไดแก  10,  20,  30,  40,  60,  80,  100  และ  120  พบวาคาผลได

ของผลิตภัณฑมีคาสูงขึ้นตามอัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้นและมีคาสูงที่สุดที่

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  60  มีคาเทากับ  0.13  กรัมตอกรัม  แตที่

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนมากกวา  60  คาผลไดของผลิตภัณฑกลับลดลงตาม

อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนที่เพิ่มขึ้น  อาจเปนเพราะผลจากการเกิดการยับยั้งของ

เมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย  เชน  การขนยายสารอาหารเขาสูเซลลทําไดยากขึ้นเพราะกลีเซอรอลมี

ความเขมขนสูงขึ้น  สวน  Manresa และคณะ (1991)  ทําการเลี้ยง  Pseudomonas  

aeruginosa  44T1  โดยใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนและโซเดียมไนเตรทเปนแหลง

ไนโตรเจน  พบวาคาผลไดของผลิตภัณฑสูงที่สุดที่อัตราสวนระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  

6.6  และแรมโนลิปดที่ผลิตไดมีทั้งในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโตและระยะพัก  โดยจะเริ่มผลิตเมื่อ

ความเขมขนของไนโตรเจนมีคาต่ํา  Haba และคณะ (2000)  ศึกษาการเลี้ยง Pseudomonas  

aeruginosa  44T1  เพื่อผลิตแรมโนลิปดเชนกัน  ซึ่งทําการทดลองเปลี่ยนความเขมขนของ

ไนโตรเจนหลายๆ คาโดยความเขมขนของคารบอนคงที่  ทําใหไดอัตราสวนระหวางคารบอนตอ

ไนโตรเจนตางๆ กัน  พบวาคาผลไดของผลิตภัณฑมากที่สุดเทากับ  0.34  กรัมตอกรัมที่อัตราสวน

ระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเทากับ  8  และแรมโนลิปดสามารถผลิตไดทั้งในชวงที่จุลินทรีย

เจริญเติบโตและระยะพัก  

2.2.4  อิทธิพลจากอุณหภูมิและคาความเปนกรดดาง
จุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะอุณหภูมิและคาความเปนกรดดางที่

แตกตางกัน  ซึ่งหากจุลินทรียอยูในสภาวะที่ไมเหมาะสมอาจทําใหไดผลผลิตของผลิตภัณฑไม

เปนไปตามตองการ  Guerra Santos และคณะ (1986)  ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับเลี้ยง

Pseudomonas  aeruginosa  DSM 2659  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดดีใน

ชวงอุณหภูมิ  32 – 34  องศาเซลเซียส  ที่อุณหภูมิสูงขึ้นหรือต่ําลงกวานี้จะสงผลตอการเปลี่ยน



13

แปลงเมทาบอลิซึมของจุลินทรียซึ่งทําใหการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลดลง  และ  Guerra 

Santos  ยังศึกษาผลของคาความเปนกรดดาง  พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมอยูในชวง 

6.2 – 6.4  ถาคาความเปนกรดดางสูงหรือต่ํากวานี้จะทําใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดลดลง 

ณรงค (2543)  ศึกษาผลของคาความเปนกรดดางที่มีตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จาก   Pseudomonas sp.A41  พบวาที่ความเปนกรดดางเทากับ  7.5  เหมาะสําหรับการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพและไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทากับ  2.95  มิลลินิวตันลิตรตอ

กรัมเซลลตอชั่วโมงตอเมตร  นอกจากคาความเปนกรดดางจะมีอิทธิพลตอความสามารถในการ

ผลิตแรมโนลิปด  ยังมีผลตอโครงสรางและการรวมตัวของแรมโนลิปดดวย  เพราะที่คาความเปน

กรดดางตางๆ กันแรมโนลิปดจะรวมตัวไดแตกตางกัน  เชน  การรวมตัวเปนไมเซลล  หรือการ

รวมตัวเปนทรงกลมผนังสองชั้น  เปนตน  ซึ่งจะสงผลตอการที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมตัวกับ

แหลงคารบอนเพื่อขนยายสารอาหารผานเซลลและเขาสูเซลล     

2.2.5  อิทธิพลจากความเร็วรอบใบกวน
ใบกวนภายในถังหมักมีหนาที่ชวยเพิ่มพื้นที่สัมผัสระหวางอากาศและแหลงสารอาหารกับ

จุลินทรีย  ถาแหลงคารบอนที่ใชเปนสารอาหารไมสามารถละลายในน้ําได  เชน  น้ํามัน  การกวน

จะทําใหน้ํามันกระจายตัวอยูในชั้นน้ํามากขึ้นและชวยลดขนาดของน้ํามัน  แตหากใชความเร็วรอบ

ของการกวนไมเหมาะสม  เชน  ความเร็วรอบที่สูงเกินไปอาจทําใหเซลลถูกทําลาย   Syldatk  และ 

Wagner (1987)  ทําการเพิ่มความเร็วรอบจาก  250  เปน  500  รอบตอนาที  ทําใหการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวจาก  Nocardia erythropolis   มีคาลดลงเนื่องมาจากแรงเฉือนที่สงผลตอการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย    สวนณรงค (2543)  ศึกษาผลของความเร็วรอบใบกวนจากการเลี้ยง  

Pseudomonas sp.A41 ดวยน้ํามันปาลมดิบ  พบวาความเร็วรอบใบกวนที่เหมาะสมสําหรับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและไมทําลายเซลลเทากับ  600  รอบตอนาที  

2.3  แบบจําลองคณิตศาสตรการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ

การที่จะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใหไดผลผลิตที่สูงที่สุดและพัฒนากระบวนการ

ผลิตเพื่อขยายขนาดจากระดับหองปฏิบัติการไปสูระดับอุตสาหกรรม  นอกเหนือจากการคัดเลือก

สายพันธุจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพที่สามารถใหผลผลิตที่ดีที่สุด  การศึกษาถึงพฤติกรรมของ
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จุลินทรียในกระบวนการหมักและการศึกษาถึงปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแลว  การศึกษาการนําแบบจําลองทางคณิตศาสตรมาใชอธิบายพฤติกรรมตางๆ  ที่

เปลี่ยนแปลงระหวางกระบวนการหมัก  เชน  การเจริญเติบโตของจุลินทรีย  การลดลงของ

สารอาหาร  การเกิดขึ้นของผลิตภัณฑ  เปนตน  ยังเปนสวนสําคัญเพราะทําใหทราบถึงธรรมชาติ

ของกระบวนการหมักและสามารถนําแบบจําลองคณิตศาสตรที่มีการเลียนแบบพฤติกรรมนั้นไปใช

ในการทํานายปรากฏการณที่จะเกิดขึ้นระหวางกระบวนการหมักในอนาคต  ซึ่งจะมีประโยชนใน

ออกแบบและปรับปรุงกระบวนการหมักเพื่อใหกระบวนการหมักเปนไปตามทิศทางที่ตองการ  แต

แบบจําลองที่ใชอธิบายพฤติกรรมของจุลินทรียมีความความซับซอนแตกตางกันหลายระดับ  แบบ

จําลองที่มีความซับซอนนอยอาจจะอธิบายพฤติกรรมจริงของจุลินทรียไดไมดีเทากับแบบจําลองที่

มีความซับซอนมาก  แตก็จะมีความยุงยากในการคํานวณทางคณิตศาสตรสูงเพราะมีพารามิเตอร

ในระบบหลายตัว  ดังนั้นในการเลือกแบบจําลองใดไปใชขึ้นอยูกับสมมติฐานที่ตั้งไวและความ

เหมาะสมกับกระบวนการหมักนั้นๆ

แบบจําลองคณิตศาสตรที่มีความใกลเคียงกับพฤติกรรมจริงของจุลินทรียคือแบบจําลอง

ที่พิจารณาปฏิกิริยาทุกปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลแตละเซลลและคํานึงการเปลี่ยนแปลงจาก

เซลลหนึ่งไปอีกเซลลหนึ่ง  แตแบบจําลองลักษณะนี้ไมเปนที่นิยมเพราะมีความซับซอนมากยากตอ

การคํานวณ  แบบจําลองที่พัฒนาขึ้นสวนใหญมักเปนแบบจําลองที่มีการทําใหงายลง     สําหรับ

การแบงประเภทของแบบจําลองคณิตศาสตรที่ใชในการอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรียใน

กระบวนการหมัก  สามารถแบงไดตามความซับซอนของแบบจําลองเปน  4  ประเภทตามรูปที่  

2.4   โดยแบบจําลองที่มีความซับซอนนอยที่สุดคือแบบจําลองที่ไมคํานึงถึงโครงสรางของเซลล  

(Unstructured  model)  และแบบจําลองที่ไมแบงแยกชนิดของเซลลในระบบ  (Non-segregated  

model)  แบบจําลองประเภทนี้จะพิจารณาวาเซลลหนึ่งเซลลมีองคประกอบเดียว  ไมคํานึงถึง

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลประชากรเซลลแตละเซลลที่อยูในระบบไมมีความแตกตางกัน  มี

คุณสมบัติและมีหนาที่ในการทํางานเหมือนกันทุกประการ  จึงสามารถใชตัวแปรเดียวแทนประชา

กรเซลลทั้งระบบได  เชน  ความเขมขนรวมของเซลล  (total  biomass  concentration)   แตถา

เปนแบบจําลองที่มีการแบงแยกชนิดของเซลล  (Segregated  model)  จะมีการแบงแยกและ

คํานึงถึงความแตกตางของประชากรเซลลที่อยูในระบบ  เชน  เซลลที่มีอายุนอยจะทําหนาที่การ

ทํางานอยางหนึ่ง  และเซลลที่อายุมากจะมีหนาที่การทํางานอีกอยางหนึ่ง  สวนแบบจําลองอีก

ประเภทหนึ่งคือแบบจําลองที่คํานึงถึงโครงสรางของเซลล  (Structured  model)  พิจารณาวาใน

เซลลหนึ่งเซลลแบงเปนหลายองคประกอบ  เชน  ดีเอ็นเอ  อารเอ็นเอ  โปรตีน  เปนตน  และคํานึง

ถึงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นภายในเซลลที่แตละองคประกอบนั้นดวย  
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รูปที่  2.4  แสดงความแตกตางของแบบจําลองที่ใชอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดย

ความซับซอนของแตละแบบจําลองเรียงจากมุมซายบนไปหามุมขวาลาง  (Ratledge  และ

Kristiansen,  2006)

2.3.1  แบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย
ประเภทของแบบจําลองที่พัฒนาเพื่ออธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย   สวนใหญเปน

แบบจําลองที่ไมคํานึงถึงโครงสรางของเซลลเพราะมีความซับซอนนอยและงายตอการเขาใจ  ซึ่ง

แตละแบบจําลองจะมีรูปแบบสมการที่แตกตางกันขึ้นอยูกับสมมติฐานของแบบจําลองนั้น  

แบบจําลองที่งายที่สุดที่มีการเสนอไวคือแบบจําลองของ  Malthus (1798)     

  XrX                                                              (2.1)

แบบจําลองของ  Malthus  เปนแบบจําลองที่คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียเพิ่มขึ้น

เรื่อยๆ  ตามเวลาที่เพิ่มขึ้น  เพราะการเจริญเติบโตของจุลินทรียเปนอิสระไมขึ้นกับสารอาหารที่มี

อยู  ไมมีการคํานึงถึงผลของสารยับยั้งการเจริญเติบโตทั้งจากสารอาหาร  ผลิตภัณฑและเซลล  

แตในความเปนจริงอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียมีคาจํากัด  Verhulst (1844)  และ  Pearl  

และ  Reed (1920)  จึงเสนอแบบจําลองที่มีการเพิ่มเทอมที่คํานึงถึงผลสารยับยั้งการเจริญเติบโต

จากเซลล  คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียจะถูกจํากัดเมื่อความเขมขนของเซลลมี

คาสูงขึ้น

        X
X

X
r

m
X 








 10                                                  (2.2)
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แบบจําลองนี้เปนที่รูจักกันในชื่อของแบบจําลอง  logistic  ซึ่งเปนแบบจําลองหนึ่งที่มีการใชอยาง

กวางขวาง  เชน  ในระบบการหมักโพลีแซคคาไรด  (Luong  และ Mulchandani, 1987)  และการ

ผลิตโซโฟโรลิปดซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (Ochoa  และ  Casas, 1999)  แตสําหรับแบบ

จําลองที่ไดรับความนิยมมากที่สุดและมีการใชอยางแพรหลายคือ  แบบจําลองของ  Monod  

                                    

         
SKS

S


 max                                                         (2.3)

แบบจําลองของ  Monod (1942) เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียขึ้นอยูกับ

สารอาหาร  มีสมมติฐานวาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารเพียง

ชนิดเดียว  โดยมีความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของสาร

อาหารคือ  เมื่อความเขมขนของสารอาหารต่ําๆ  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาเพิ่มขึ้นตาม

ความเขมขนของสารอาหารที่เพิ่มขึ้น  แตเมื่อสารอาหารมีความเขมขนสูงถึงคาคาหนึ่งอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะจะไมขึ้นอยูกับความเขมขนของสารอาหารอีกตอไปตามรูปที่  2.5   ทําให

สามารถเขียนในรูปสมการไดเปน  2  รูปแบบดังนี้

                                  

         max                      เมื่อ   SKS         

                                  S
K S

 max
                เมื่อ  SKS 

                 
รูปที่  2.5  แสดงความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของ

สารอาหารตามแบบจําลองของ  Monod

KS

max

2
max

S
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นอกเหนือจากแบบจําลองของ  Monod  ยังมีแบบจําลองอื่นๆ  หลายแบบจําลองที่มีสาร

อาหารเพียงชนิดเดียวเปนตัวกําหนดการเจริญเติบโตของจุลินทรียเชนเดียวกับแบบจําลองของ  

Monod  แตมีรูปแบบสมการตางออกไป  อาทิเชน

แบบจําลองของ  Teissier  (1942)

 SKSe 1max                                                             (2.4)

แบบจําลองของ  Moser  (1958)

 
n

S

n

SK

S


 max                                                              (2.5)

แบบจําลองของ  Mason และ Milles  (1976)

                                  










 SK

SK

S
D

S
max                                                     (2.6)

                                                                                                                             

แบบจําลองเหลานี้มีลักษณะคลายคลึงกับแบบจําลองของ  Monod  แตจะมีการเพิ่มเทอมหรือ

พารามิเตอรเขาไปเพื่ออธิบายปรากฎการณอื่นที่เกิดขึ้น  เชน แบบจําลองของ  Moser  ใชเมื่อ

อันดับการเกิดปฏิกิริยาของสารอาหารไมใชอันดับหนึ่ง  สวนแบบจําลองของ  Mason และ Milles  

มีการเพิ่มฟลักซของแรงขับดันเพื่ออธิบายการแพรของสารอาหารเขาสูเซลล  และแบบจําลองของ  

Teissier  เปนแบบจําลองที่ไดมาจากผลการทดลองโดยไมไดอยูบนพื้นฐานของกลไกทางชีววิทยา  

แตอาศัยความสัมพันธของสมการ   pk
dS

d 
 max   เมื่อ  1p   จะไดเปนแบบจําลองของ  

Teissier

ในบางกรณีที่มีสารอาหารมากวาหนึ่งชนิดมีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของ

จุลินทรีย  รูปแบบสมการจะมีความซับซอนมากขึ้นและยากที่จะแยกแยะวาสารอาหารชนิดที่สอง

หรือสารอาหารที่เพิ่มเขามาเปนสารอาหารที่จําเปนจริงๆ  ตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียหรือเปน

สารอาหารที่เพียงชวยในการสงเสริมการเจริญเติบโตเทานั้น  สําหรับรูปแบบทั่วไปของแบบจําลอง

ที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดแบงเปน  2  

แบบ  ไดแก    
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แบบจําลองของสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดรวมกันแบบบวก  (additive model) 
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i
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max
                                                          (2.7)                                              

 

 แบบจําลองของสารอาหารที่จําเปนหลายชนิดรวมกันแบบคูณ  (multiplicative  model)                                           
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S
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max                                                 (2.8)

สวนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียขึ้นอยูกับสารอาหารหลายชนิด  แต

สารอาหารเหลานั้นแบงเปน  สารอาหารจําเปนซึ่งเปนสารอาหารหลักที่ขาดไมไดสําหรับการเจริญ

เติบโตและสารอาหารเสริมที่ชวยเรงการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Tsao  และ  Hanson  (1975)  

ไดมีการเสนอแบบจําลองไวคือ
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นอกจากนี้ยังมีแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผลของสารยับยั้งตอการเจริญเติบโตของ

จุลินทรีย  การยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะเกิดขึ้นเมื่อความเขมขนสารอาหาร  

ผลิตภัณฑหรือเซลลในระบบมีคาสูงๆ  ซึ่งทําใหอัตราการเจริญเติบโตของจําเพาะจุลินทรีย

นอกจากขึ้นอยูกับความเขมขนของสารอาหารยังขึ้นอยูกับความเขมขนของสารยับยั้งดวย  

ตัวอยางแบบจําลองที่มีสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  ไดแก  

แบบจําลองที่มีสารอาหารเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Andrews  (1968)

SiS KSKS

S
2max 

                                                   (2.10)

แบบจําลองของ  Luong  (1986)
n

mS S

S

KS

S











 1max                                                 (2.11)
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แบบจําลองของ  Andrew  และแบบจําลองของ  Luong  มีลักษณะแบบจําลองคลายกับ

แบบจําลองของ  Monod  แตมีการเพิ่มเทอมของสารยับยั้งการเจริญเติบโตเขาไป  แบบจําลอง

ของ  Andrews  เปนแบบจําลองที่มีการเลียนแบบมาจากการเกิดสารยับยั้งในปฏิกิริยาของ

เอนไซม  สวนแบบจําลองของ  Luong  เปนแบบจําลองที่พัฒนามาจากแบบจําลองของ  

Levenspiel  เพื่ออธิบายผลกระทบของความเขมขนบิวทานอลซึ่งเปนสารอาหารที่มีตอการ

เจริญเติบโตของยีสต

แบบจําลองที่มีผลิตภัณฑเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Aiba  และคณะ  (1968)  

iKP

S

e
SK

S 


 max                                                                  (2.12)

แบบจําลองของ  Levenspiel  (1980)

n

mS P

P

KS

S











 1max                                                             (2.13)

แบบจําลองของ  Aiba  เปนการศึกษาผลของผลิตภัณฑซึ่งเปนสารยับยั้งในการหมักแอลกอฮอล

และแบบจําลองของ  Levenspiel  เปนแบบจําลองที่ศึกษาผลของความเขมขนเอทานอลที่ผลิต

ออกมาในการหมักแอลกอฮอล

แบบจําลองที่มีเซลลเปนสารยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

แบบจําลองของ  Contois  (1959)












SXK

S

S
max                                                                     (2.14)

แบบจําลองนี้มีการเพิ่มพารามิเตอรคือความเขมขนของเซลลลงไปในแบบจําลองของ  Monod    

เพื่อแสดงการเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตเนื่องจากเซลล  ในระบบที่มีความเขมขนของเซลลสูงๆ  

จะทําใหเกิดความหนืดสูงจึงสงผลตอการแพรของสารอาหารเขาสูเซลล
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2.3.2  แบบจําลองสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ในรายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบวามีการใชแบบจําลอง

ซึ่งประยุกตมาจากแบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียเพื่ออธิบายการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพไมมากนัก  เชน   รายงานวิจัยของ  Babu  และคณะ  (1996)  ใชแบบจําลองของ  

Monod  ในการหาคาจําเพาะทางจลนพลศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  

Pseudomonas  aeruginosa   BS2  โดยมีของเสียจากแหลงอุตสาหกรรมและสารอาหาร

สังเคราะหเปนแหลงคารบอน  งานวิจัยของ Rodrigues  และคณะ  (2006)  ใชแบบจําลอง  

logistic  ซึ่งเปนแบบจําลองที่พิจารณาผลจากความเขนขนของของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกรณีที่

ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาสูงๆ  เพื่ออธิบายการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จากแบคทีเรีย Lactobacillus   สายพันธุตางๆ    และงานวิจัยของ  Ochoa  และ  Casas  (1999)  

มีการใชคาคงที่   P   เพื่ออธิบายการผลิตโซโฟโรลิปดดวย  Candida  bombicola  จากกลูโคส

และน้ํามันดอกทานตะวัน  เพราะพิจารณาวาน้ํามันดอกทานตะวันมีสวนที่เปนไขมันซึ่งมีความ

สามารถในการละลายน้ําต่ํา  จึงสมมติใหความเขมขนของน้ํามันดอกทานตะวันมีคาคงที่ที่ทุก

ชวงเวลาและแทนดวยคา  P   สวนงานวิจัยของ  Sekelsky และ Shreve  (1998)  ศึกษา

แบบจําลองของจุลินทรียที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาเพื่อชวยสารประกอบไฮโดร

คารบอนซึ่งเปนสารไมละลายน้ําเขาสูเซลล  และงานวิจัยของ  Levisauskas และคณะ (2004)  

เปนการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  Azotobacter vinelandii  21  ดวยกลูโคส

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  ซึ่งแบบจําลองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามงานวิจัย

ที่ไดกลาวถึงไปแสดงอยูในตารางที่  2.1  
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ตารางที่  2.1  แสดงแบบจําลองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียชนิดตางๆ

ผลิตภัณฑ จุลินทรีย แหลงคารบอน สมการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เอกสารอางอิง

แรมโนลิปด Pseudomonas aeruginosa
strain BS2

synthetic medium

distillery waste

whey waste

SK

S

m

m







 Babu และคณะ, 1996

โซโฟโรลิปด Candida bombicola กลูโคส

น้ํามันดอกทานตะวัน
xSP

P CC
dt

dC
 Ochoa และ Casas, 1999

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Pseudomonas aeruginosa เฮกซะเดกเคน
dt

dC

MSR
X

k

dt

dB aq

w

Baq











1 Sekelsky และ Shreve,

1999

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Azotobacter vinelandii 21 กลูโคส
V

p
uxq

dt

dp
p  Levisauskas และคณะ, 

2004

สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ

Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus coryniforum

Lactobacillus pentosus

กลูโคส










max

1
P

P
PP

dt

dP
r

Rodrigues และคณะ, 

2006

         โดยที่  PpBCP ,,,   หมายถึง ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  และ    หมายถึง  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
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2.4 เทคนิคควบคุมการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง
การนําเทคนิคการควบคุมการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องในการเพาะ

เลี้ยงจุลินทรียโดยสวนใหญมีจุดประสงคเพื่อเพิ่มอัตราการผลิตของผลิตภัณฑ  หรือปองกันการ

เกิดสะสมของสารอาหารที่มากเกินไปซึ่งทําใหไปยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียหรือการเกิด

ผลิตภัณฑ  เทคนิคการปอนสารสามารถแบงเปน  2  ประเภทใหญๆ  ไดแก   การปอนโดยการควบ

คุมแบบยอนกลับ (feedback control)  และการปอนโดยการควบคุมแบบไมยอนกลับ (without 

feedback control)  

 การปอนโดยการควบคุมแบบยอนกลับ  เปนการควบคุมอัตราการปอน

สารอาหารโดยการใชอุปกรณเครื่องมือวัดสัญญาณตางๆ  ที่ถูกสงออกมาจากกระบวนการ  

จากนั้นจะสงไปยังอุปกรณควบคุมซึ่งทําหนาที่เปรียบเทียบสัญญาณที่ไดรับกับคาที่ตองการ  

ผลตางของคาที่วัดไดจะถูกสงไปที่อุปกรณควบคุมตัวสุดทายเพื่อปรับกระบวนการใหเปนไปใน

ทิศทางที่ตองการ  ซึ่งการควบคุมแบบยอนกลับนี้ยังสามารถแบงออกเปน  2  วิธีคือ  

-  การควบคุมแบบยอนกลับโดยวิธีทางออม  สวนใหญวิธีนี้จะอาศัยการวัดคาพารามิเตอร

ตางๆ ที่มีความสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตและการใชสารอาหารเพื่อใชในการเติมสารอาหาร  

เชน  การวัดคาการละลายออกซิเจน  (DO) จะสามารถบอกไดวาเมื่อความเขมขนของออกซิเจน

เพิ่มขึ้นแสดงวาปริมาณของสารอาหารเหลือนอย  หรือการวัดคาความเปนกรดดาง (pH)  

สามารถบอกไดวาเมื่อปริมาณแหลงคารบอนถูกใชหมด  คาความเปนกรดดางก็จะสูงขึ้นเพราะ

ความเขมขนของแอมโมเนียมไอออนที่เซลลขับออกมา  นอกจากนี้ยังมีการความเขมขนของเซลล

โดยใชเครื่องวัดความขุนและการวัดปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดที่ออกมา  เปนตน

-  การควบคุมแบบยอนกลับโดยวิธีทางตรง  วิธีนี้จะเปนการวัดความเขมขนของแหลง

สารอาหารที่ใช โดยตรงเพื่อเติมสารอาหาร  ซึ่งจะไมมีการวัดผานพารามิเตอรตัวอื่นเหมือนวิธี

ทางออม  เชน  วัดความเขมขนของแหลงคารบอน

 การปอนโดยการควบคุมแบบไมยอนกลับ  เปนการควบคุมอัตราการปอน

สารอาหารโดยมีการกําหนดคาอัตราการปอนไวลวงหนาเรียบรอยแลว  ซึ่งกําหนดคานั้นไดมาจาก

การคํานวณโดยไมไดมีการวัดสัญญาณดวยอุปกรณควบคุมเพื่อปรับคาเหมือนการควบคุมแบบ

ยอนกลับ  สามารถแบงการควบคุมแบบไมยอนกลับออกเปน  2  วิธีคือ

-    การปอนสารดวยอัตราคงที่  ซึ่งวิธีนี้จะสงผลใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

มีคาลดลงอยางตอเนื่อง
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-  การปอนสารดวยอัตราไมคงที่  การปอนสารลักษณะนี้แบงไดเปน  2  วิธีคือ  การปอน

สารมีลักษณะแบบเชิงเสน  และการปอนสารแบบทวีคูณซึ่งอัตราการปอนเปนแบบทวีคูณซึ่งวิธีนี้

จะเปนการควบคุมอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลใหมีคาคงที่

2.4.1  ตัวอยางการปอนสารอาหารในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ตัวอยางงานวิจัยที่ใชเทคนิคการควบคุมการปอนสารแบบตางๆ  ในการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ  เชน  Lee  และคณะ  (1999)  ศึกษาการเพิ่มผลผลิตของแรมโนลิปดดวยวิธีการ

ควบคุมคา  pH  ในกระบวนการการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  โดยพิจารณาจากคา  pH  ที่เพิ่มขึ้น

แสดงถึงการลดลงของแหลงคารบอน  กูลโคสซึ่งใชเปนแหลงคารบอนในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  

Pseudomonas  aeruginosa  YPJ-80  ถูกปอนเขาไปดวยความเขมขน  700  กรัมตอลิตร  

พบวาที่เวลา  53.5  ชั่วโมง  จุลินทรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงสุดเทากับ  1.68  กรัมตอ

ลิตร  มีคาสูงกวาการผลิตในการการหมักแบบไมตอเนื่องเพียงเล็กนอยสาเหตุมาจากการขาด

แหลงไนโตรเจนในการเจิญเติบโตของจุลินทรีย  ซึ่งสังเกตจากการที่จุลินทรียหยุดการเจริญเติบโต

ตั้งแตชั่วโมงที่  25  ดังนั้นจึงการเพิ่มแหลงไนโตรเจนจากโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชเปนสารในการ

ควบคุม  pH  ใหมีความเขมขนของโซเดียมไฮดรอกไซด  2  นอรมอล  ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม

ผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดมากขึ้นเทากับ  4.4  กรัมตอลิตรที่เวลา  25  ชั่วโมง  สวน

งานวิจัยของ  Chen  และคณะ  (2007)  ทําการศึกษาการหมัก  Pseudomonas aeruginosa S2  

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อผลิตแรมโนลิปดดวยกลูโคส  โดยทําการควบคุม  pH  ที่  

6.8  และทําการเปลี่ยนความเขมขนของกลูโคสในสายปอน  3  คาไดแก  4,  6  และ  8  เปอร

เซ็นต  พบวาที่ความเขมขนของกลูโคสในสายปอนเทากับ  6   เปอรเซ็นตใหคาความเขมขนของ

แรมโนลิปดสูงที่สุดเทากับ  6.06  กรัมตอลิตร  จึงทําการทดลองตอโดยใชความเขมขนของกลูโคส

ในสายปอนเทากับ  6   เปอรเซ็นตและปอนกลูโคสดวยอัตราคงที่เทากับ  400  มิลลิลิตรตอวัน  

พบวาการปอนกลูโคสดวยอัตราคงที่ใหคาความเขมขนของแรมโนลิปดสูงสุดที่ไดต่ํากวาการปอน

กลูโคสโดยมีการควบคุม  pH  ในงานวิจัยของ  Kim  และคณะ  (2006)  ทําการศึกษาการผลิต   

mannosylerythritol lipid  ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุมไกลโคลิปดผลิตจากจุลินทรีย 

Candida sp. SY16  โดยใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอนปอนเขาไปในชวงที่มีการผลิต

ผลิตภัณฑ  2  ชวง ชวงแรกหลังจาก  50  ชั่วโมงของการหมักปอนน้ํามันถั่วเหลืองที่ความเขมขน  

70  กรัมตอลิตร  และชวงที่สองหลังจาก  100  ชั่วโมงปอนน้ํามันถั่วเหลืองที่ความเขมขน  100  

กรัมตอลิตร  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเขมขนเพิ่มสูงขึ้นเทากับ  95  กรัมตอลิตรที่เวลา  

104  ชั่วโมงและยังสังเกตเห็นวาเมื่อทําการปอนน้ํามันถั่วเหลืองเขาไปในชวงหลังสามารถยับยั้ง
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การเกิดโฟมได  จึงทําการทดลองตอโดยใชตัวเซ็นเซอรที่วัดการเกิดเกิดโฟมเปนตัวกําหนดในการ

ปอนน้ํามันถั่วเหลือง  ซึ่งปริมาณโฟมที่เกิดขึ้นจะสัมพันธกับปริมาณน้ํามันถั่วเหลืองที่ลดลง  เมื่อ

มีโฟมเกิดขึ้นน้ํามันถั่วเหลืองจะถูกปอนเขาไปโดยอัตโนมัติ  น้ํามันถั่วเหลืองถูกปอนเขาไปที่เวลา  

78  ชั่วโมงของการหมักที่ความเขมขน  80  กรัมตอลิตร  เมื่อสิ้นสุดการหมักที่เวลา  200  ชั่วโมง

พบวาความเขมขนสุดทายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาเทากับ  40  กรัมตอลิตรซึ่งต่ํากวาการ

ทดลองแบบแรก  แตใหคาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหารที่ปอนเขาไปสูงกวาเล็กนอย  และ

งานวิจัยของ Levisauskas  และคณะ  (2004)  ทําการศึกษาหาอัตราการปอนสารอาหารตาม

สมการและแบบจําลองดวยวิธีนิวรัลเน็ตเวิรด  (neural network)  เพื่อใหไดปริมาณสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพที่ผลิตไดสูงที่สุด  ซึ่งผลการทดลองพบวาการปอนสารอาหารตามที่คํานวณไดตามวิธี

นิวรัลเน็ตเวิรดจะใหผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีขึ้น  11  เปอรเซ็นตเมื่อเทียบกับผลการ

ทดลองที่ดีที่สุดที่เคยทําการศึกษาไว  โดยสมการและแบบจําลองตามงานวิจัยนี้ที่เสนอไวคือ

แบบจําลอง  :    xk
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2.4.1  ตัวอยางการปอนสารอาหารในการผลิตสารชนิดอื่นๆ 
สําหรับตัวอยางงานวิจัยอื่นๆ  ที่มีการใชเทคนิคการปอนสารในกระบวนการหมักแบบกึ่ง

ตอเนื่องนอกเหนือจากการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดแก  งานวิจัยของ  Li  และคณะ (2004)  

ทําการศึกษาการผลิตไลเปสในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องจาก  Acinetobacter  

radioresistens  โดยใช Tween 80 เปนแหลงคารบอนและใชเทคนิคการควบคุมวัด pH  และ

DO  เพื่อเพิ่มอัตราการผลิตไลเปส  พบวาเมื่อทําการปอนอากาศที่  50%, 70%  และ  90%  ดวย

อัตราการปอนคงที่หลังจากการหมักผานไป  6  ชั่วโมงจะสามารถหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ
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ที่อัตราปอนอากาศตางๆ ไดในชวง  0.274 - 0.716,  0.192 - 0.452  และ 0.016 - 0.095   ตอ

ชั่วโมงตามลําดับ  ซึ่งเมื่อนํามาหาคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลลพบวาที่อัตราการเจริญเติบโตจํา

เพาะเทากับ 0.1 ตอชั่วโมงใหคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลล ถาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูง

หรือต่ํากวานี้จะทําใหคาผลไดผลิตภัณฑตอเซลลลดลง  จากนั้นจึงศึกษาการควบคุมคา pH ที่  

6.9,  7.0  และ  7.1  ดวยอัตราการปอนแบบทวีคูณ  ซึ่งสามารถหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่

การควบคุมคา  pH  ตางๆ  ไดเทากับ  0.162,  0.220 ,  0.288  ตอชั่วโมงตามลําดับ  และเมื่อนํา

คามาหาอัตราการผลิตไลเปส  พบวาที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะเทากับ  0.2 ตอชั่วโมง  ใหคา

อัตราการผลิตไลเปสสูงที่สุด  เชนเดียวกับงานวิจัยของ  Tashiro   และคณะ (2004)  ศึกษาการ

เพิ่มอัตราการผลิตบิวทานอลโดยผลิตจาก Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4  

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องโดยการควบคุมคา  pH  ใหคงที่  ซึ่งการรักษาระดับคาความ

เปนกรดดางใหมีคาคงที่เนื่องมาจากมีการเพิ่มขึ้นและลดลงของคาความเปนกรดดางตลอดเวลา  

โดยจะศึกษาการปอนอัตราสวนความเขมขนของกรดบิวทิริกตอกลูโคสตางๆ  กันคือ  0.42,  0.80,  

1.0, 1.5,  1.4  และ  1.6   โดยควบคุมคา  pH  ที่  5.1-5.4  เมื่อทําการปอนหลังจาก 7-9  ชั่วโมง

ผานไปเพราะกลูโคสเริ่มลดลงอยางเห็นไดชัดและเปนจุดที่คาความปนกรดดางเริ่มมีการเปลี่ยน

แปลง  และพบวาที่อัตราการปอนกรดบิวทิริกตอกลูโคสเทากับ 1.4 ทําใหไดความเขมขนของบิวทา

นอลที่ผลิตไดมีคาสูงสุดที่ 14 กรัมตอลิตร สวนคาผลไดของบิวทานอลตอเซลลและคาผลไดของบิว

ทานอลตอการใชกลูโคสในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องมีคาสูงกวาคาผลไดของบิวทานอลตอ

เซลลและคาผลไดของบิวทานอลตอการใชกลูโคสในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องเทากับ 54% 

และ 72% ตามลําดับ

นอกจากนี้งานวิจัยของ Crolla และคณะ (2004)  ทําการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตกรดซิติก

จาก Candida lipolytica  ในกระบวนการหมักกึ่งตอเนื่องโดยทําการศึกษาอัตราการปอนสารอา

หาร และศึกษาสภาวะการปนกวนที่ความเร็วรอบเทากับ  400,  800, 1000  และ 1200  รอบตอ

นาที  ในตอนแรกทําการปอน n-paraffin  ดวยอัตรา 1  ลิตรตอวันทําการหมักเปนเวลา 7 วัน  โดย

ปอนหลังจาก  96  ชั่วโมงผานไปซึ่งเปนชวงของการผลิตผลิตภัณฑ  พบวาเมื่อทําการปนกวนดวย

ความเร็วรอบที่เหมาะสมเทากับ  1000  รอบตอนาที  และปอนสารอาหารที่อัตรา  1  ลิตรตอวันไม

ทําใหอัตราการผลิตกรดซิติกเพิ่มมากขึ้น  โดยความเขมขนของกรดซิติกสูงที่สุดเทากับ  12  กรัม

ตอลิตร จึงทําการศึกษาตอโดยแบงอัตราการปอนสารอาหารออกเปน  3  ชวงคือ  ปอนดวยอัตรา 

0.75, 1.0 และ 1.5 ลิตรตอวันที่เวลา  96,  216  และ  336  ชั่วโมงตามลําดับ  ทําการหมักเปน

เวลา  18 วัน  พบวามีการผลิตกรดซิติกเพิ่มมากขึ้น  โดยมีคาความเขมขนของกรดซิติกสูงที่สุดอยู
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ในชวง  30 - 40  กรัมตอลิตร  และมีความสามารถในการผลิต  (productivity)  กรดซิติกเทากับ 

0.1  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  สวนในงานวิจัย Lin และคณะ (2004)   ตองการเพิ่มการผลิต

S-adenosyl-l-methionine (SAM) and glutathione (GSH)  จากยีสตใหไดปริมาณสูงสุด โดยใช

กระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในระยะแรกซึ่งใชเวลาสั้น  จากนั้นจะดําเนินการหมักแบบกึ่งตอ

เนื่องโดยทําการปอนกลูโคสซึ่งเปนสารอาหารแบบ 2 ขั้นตอน  ในขั้นแรกจะทําการปอนแบบ

ทวีคูณมีจุดประสงคเพื่อตองการเพิ่มปริมาณเซลลและตองการลดการเกิดเอทานอล เพราะเอทา

นอลจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลลดลง  ซึ่งพบวาไดความเขมขนสุดทายของ SAM, 

GSH และเซลลเทากับ  8.77, 0.81 และ  105 กรัมตอลิตร  ตอมาในขั้นที่สองทําการปอน

สารอาหารดวยอัตราคงที่  ซึ่งสงผลใหผลไดของผลิตภัณฑ SAM  ตอกลูโคสและผลไดของ

ผลิตภัณฑ GSH ตอกลูโคสเพิ่มขึ้นจาก 0.039  และ  0.0035  กรัมตอกรัมในขั้นแรกมาเปน 

0.048 และ 0.0038 กรัมตอกรัม  เนื่องจากสามารถกําจัดเอทานอลไมใหเกิดขึ้นได  สวนงานวิจัย

ของ Shukla  และคณะ (2005)  ใชเทคนิคกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อเพิ่ม

ความสามารถในการผลิต (productivity) กรดกิบเบอเรลลิค (Gibberellic acid)  จากรา

Gibberella fujikuroi   โดยใน 10 ชั่วโมงแรกจะเปนการหมักแบบไมตอเนื่อง  เมื่อเขาสูชวงระยะ

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย 10-40 ชั่วโมงจะเริ่มปอนกลูโคสที่ความเขมขน  300  กรัมตอลิตร

และแอมโมเนียมไนเตรทที่ความเขมขน 14.3  กรัมตอลิตร ดวยอัตราการปอน  0.005  ลิตรตอ

ชั่วโมง จากนั้นหลังจาก  40  ชั่วโมงผานไปจะทําการเปลี่ยนความเขมขนในสายปอนคือปอน

กลูโคสที่ความเขมขน  250  กรัมตอลิตรแตไมมีการปอนแอมโมเนียมไนเตรทดวยอัตราการปอน  

0.005  ลิตรตอชั่วโมงเทาเดิม  เพื่อใหอยูในภาวะจํากัดไนโตรเจนซึ่งจะทําใหผลิตกรดกิบเบอ

เรลลิคไดเพิ่มขึ้น  โดยแอมโมเนียมไนเตรทจะหมดใน 50 ชั่วโมง  นอกจากนี้การใชเทคนิคนี้ทําให

ไมมีผลิตภัณฑขางเคียงซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ไมตองการเกิดขึ้นตลอดเวลาการหมัก 100 ชั่วโมง ตาง

จากในกระบวนหมักแบบไมตอเนื่องซึ่งจะเกิดขึ้นพรอมๆ  กับการเกิดกรดกิบเบอเรลลิคและใน

กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องนี้ทําใหไดคาความเขมขนของเซลล,  ความเขมขนของกรดกิบ

เบอเรลลิคเพิ่มขึ้น  โดยเฉพาะความสามารถในการผลิต (productivity) กรดกิบเบอเรลลิคมีคา

เพิ่มขึ้นจากกระบวนหมักแบบไมตอเนื่องถึง  2.9  เทา



บทที่ 3
ทฤษฎี

3.1  กระบวนการหมัก
ชนิดของกระบวนการหมักโดยทั่วไปสามารถแบงออกไดเปน  3  แบบ  คือ

1. กระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง (Batch  fermentation)  เปนกระบวนการ

เพาะเลี้ยงจุลินทรียในระบบปด  ไมมีการปอนสารอาหารเขาไปในระบบและดึงผลิตภัณฑออกจาก

ระบบ  มีปริมาณสารอาหารในระบบจํากัด  จุลินทรียจึงใชสารอาหารที่มีอยูในระบบจนหมดเพื่อ

สรางผลิตภัณฑและสารอื่นๆ  ออกมา  และมีระยะเวลาการหมักสั้นเมื่อเทียบกับกระบวนการหมัก

แบบอื่น  มีรูปแบบการเจริญเติบโตของจุลินทรียในกระบวนการนี้มีแตกตางกันในแตละชวงเวลา  

ซึ่งแบงกวางๆ เปน  4  ระยะไดแก

-  ระยะปรับตัว  (Lag  phase)  เมื่อเปลี่ยนถายเชื้อจุลินทรียลงในอาหาร  จุลินทรียจะมี

การปรับตัวใหเขากับสิ่งแวดลอมใหม  ซึ่งระยะนี้จุลินทรียจะยังไมมีการเพิ่มจํานวน

-  ระยะทวีคูณ  (Exponential  phase)  เปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตสูง

และมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็ว

-  ระยะพัก  (Stationary  phase) เปนระยะที่จุลินทรียมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง

เนื่องจากสารอาหารไมเพียงพอหรือการสะสมของสารพิษที่เกิดจากจุลินทรีย  เปนตน  ระยะนี้จึง  

ทําใหอัตราการเจริญเติบโตมีคาเทากับอัตราการตาย

-  ระยะการตาย  (Death  phase) อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรียลดลงอยางมาก

ในระยะนี้เพราะมีสิ่งแวดลอมไมเหมาะสม  จึงทําใหมีอัตราการตายสูงกวาอัตราการเจริญเติบโต

ในการดําเนินงานดวยกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องมักใชในกระบวนการที่สามารถใช

ถังปฏิกิริยาเพียงถังเดียวในการผลิตผลิตภัณฑไดหลายผลิตภัณฑและมีปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิต

ไดจํานวนไมมากนัก  ขอดีของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องคือกระบวนการลักษณะนี้ใช

อุปกรณในการควบคุมนอยจึงมีตนทุนในการติดตั้งต่ํา  มีโอกาสในการปนเปอนและการกลายพันธุ

ของจุลินทรียไดนอยกวาเมื่อเทียบกับการดําเนินงานแบบอื่นเพราะมีระยะเวลาในการหมักสั้น  

สวนขอเสียคือเสียคาใชจายในการเปลี่ยนถายเชื้อสําหรับเตรียมหัวเชื้อบอยครั้งและมีโอกาสสัมผัส

กับผลิตภัณฑที่เปนพิษหรือสารพิษอื่นจากการที่ภาวะในระบบเปลี่ยนแปลง
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2.  กระบวนการหมักแบบตอเนื่อง  (Continuous  fermentation)  เปนกระบวนการที่

มีทั้งการปอนสารอาหารเขาในระบบและดึงผลิตภัณฑออกจากระบบ  การเติมสารใหมและดึงสาร

เกาจะกระทําอยางตอเนื่องดวยอัตราที่เหมาะสม  จึงทําใหเกิดสภาวะคงที่  (steady state)  ใน

ระบบ  ซึ่งจะถือวาปริมาณจุลินทรียที่เกิดขึ้นใหมเทากับปริมาณจุลินทรียที่ออกไปจากระบบ  ขอดี

ของกระบวนการหมักลักษณะนี้คือปริมาณผลิตภัณฑที่ไดตอเวลามีคาสูงและมีคาคงที่ตลอดชวง

เวลาดําเนินการ  แตมีโอกาสเกิดการปนเปอนและการกลายพันธุของจุลินทรียไดงายเนื่องจากมี

ระยะเวลาการหมักที่ยาวนาน  และสวนใหญใชระบบอัตโนมัติในการควบคุมกระบวนการจึงมีคา

ใชจายในการติดตั้งสูง

3.  กระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  (Fed-batch  fermentation)  เปนกระบวนการ

ที่มีการปอนสารอาหารเขาไปในระบบแตไมมีการดึงผลิตภัณฑออกจากระบบกอนสิ้นสุดการหมัก  

ดังนั้นปริมาตรของสารอาหารในระบบจะเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เพิ่มขึ้น  การเติมสารอาหารใหม

เขาไปในระบบจะกระทําแบบตอเนื่องหรือเติมแบบเปนระยะก็ได  กระบวนการหมักลักษณะนี้

ไดรับการพัฒนาขึ้นมาเพื่อควบคุมความเขมขนของสารอาหารในระบบใหเหมาะสมกับการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย  ลดโอกาสเกิดการปนเปอนและการกลายพันธุของจุลินทรีย  และชวยสงเสริม

การผลิตผลิตภัณฑทุติยภูมิ  (secondary  metabolite)  ซึ่งจะผลิตในชวงที่จุลินทรียเขาสูระยะ

คงที่  ในกรณีนี้จะสามารถควบคุมอัตราการปอนสารอาหารใหเหมาะสมกับภาวะการสราง

ผลิตภัณฑได  แตกระบวนการหมักเชนนี้จะมีโอกาสในการสัมผัสกับผลิตภัณฑที่เปนพิษไดงาย  

และใชอุปกรณเครื่องมือที่มีความซับซอนและราคาแพงในการควบคุมกระบวนการ

สําหรับในงานวิจัยนี้ทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่องและกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  ในหัวขอถัดไปจึงจะกลาวถึงเฉพาะกระบวนการหมัก

แบบไมตอเนื่องและกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง  

3.2  สมการสมดุลมวล
การเปลี่ยนแปลงตางๆ  ที่เกิดขึ้นในระบบ  เชน  การเพิ่มขึ้นของจุลินทรีย  การลดลงของ

สารอาหาร  หรือการเกิดขึ้นของผลิตภัณฑ    สามารถอธิบายดวยสมการสมดุลมวลซึ่งจะมีรูปแบบ

สมการแตกตางกันไปตามสมมติฐานที่ไดกําหนดไว  สําหรับรูปแบบทั่วไปของสมการสมดุลมวล

เขียนไดดังนี้  
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อัตราการสะสมมวลในระบบ = อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายใน

                                  ระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและการสลายมวล -  อัตราการ 

                                  ปลอยมวลออกจากระบบ

      

      iiiF
i cFVrcF

dt

Vdc
                                           (3.1)

3.2.1  สมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง
         

                          
  

                      รูปที่  3.1  แสดงกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง

สมมติฐานที่ใชทั่วไปสําหรับสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง

-  ไมมีการปอนมวลเขาและปลอยมวลออกจากระบบ

-  เซลลแตละเซลลในระบบมีองคประกอบเดียวและไมมีความแตกตางกัน   

            -  การเปลี่ยนแปลงความหนาแนนรวมของสารในระบบนอยมากจนถือวาคงที่

-  ปริมาตรของระบบคงที่

            -  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบ  

                นอยมากจนถือวาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

Air inlet

Air outlet



30

ดังนั้นจึงสามารถเขียนสมการสมดุลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในรูปทั่วไปไดดังนี้

อัตราการสะสมมวลในระบบ  =  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายในระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและ 

                                               การสลายมวล         

                                      

Vr
dt

Vdc
i

i                                                                (3.2)

                             

      Vr
dt

dV
c

dt

dc
V ii

i                                                       (3.3)                                              

                         

                                         0
dt

Vd                                                             (3.4)

        Vr
dt

dc
V i

i                                                     (3.5)                                        

                                   

          i
i r

dt

dc
                                                            (3.6)                                                           

                                     
     
สมดุลมวลเซลลในระบบ                                                                                                                    

อัตราการสะสมมวลของเซลลในระบบ  =  อัตราการผลิตมวลเซลล 

                                                      Xr
dt

dX
                                                                (3.7)

                                                                                       
สมดุลมวลของสารอาหารในระบบ

อัตราการสะสมมวลจากสารอาหารในระบบ  =  อัตราการใชไปของสารอาหาร

                                               Sr
dt

dS
                                                             (3.8)

                                                                                             
สมดุลมวลของผลิตภัณฑในระบบ

อัตราการสะสมมวลของผลิตภัณฑในระบบ  =  อัตราการผลิตมวลผลิตภัณฑ

                                             Pr
dt

dP
                                                                  (3.9)
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3.2.2  สมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

                                  

รูปที่  3.2  แสดงกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

สมมติฐานที่ใชทั่วไปสําหรับสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

-  มีการปอนมวลเขาระบบ  แตไมมีการปลอยมวลออกจากระบบ

-  เซลลแตละเซลลในระบบมีองคประกอบเดียวและไมมีความแตกตางกัน   

            -  ในสายปอนเขาเปนระบบปลอดเชื้อ  ไมมีเซลลปะปนอยูถือวา  0FX   

            -  ในสายปอนเขายังไมมีผลิตภัณฑเกิดขึ้น  0FP   

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบไมมีการเปลี่ยนแปลง

-  ปริมาตรของระบบไมคงที่เปลี่ยนแปลงตามเวลา

            -  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  อุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือ

   วาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

ดังนั้นจึงสามารถเขียนสมการสมดุลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในรูปทั่วไปไดดังนี้

อัตราการสะสมมวลในระบบ = อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการเกิดปฏิกิริยาภายใน

                                              ระบบซึ่งรวมถึงการสรางมวลและการสลายมวล 

                         VrcF
dt

Vdc
iiF

i                                                    (3.10)

                                                                           

Air inlet

Air outlet

Feed in

Increasing volume
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    VrcF
dt

dV
c

dt

dc
V iiFi

i                                                      (3.11)

       

        F
dt

dV
                                                                                (3.12)

                                                                                                 

                                 VrccF
dt

dc
V iiiF                                            (3.13)

                               iiiF rcc
V

F

dt

dc
                                               (3.14)

สมดุลมวลเซลลในระบบ
อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตราการผลิต  

                                                       มวลเซลล –  อัตราการตายของเซลล

                                        

dX rrX
V

F

dt

dX
                                                        (3.15)    

                                                                                           

สมดุลมวลของสารอาหารในระบบ
อัตราการสะสมมวลของสารอาหารในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  -  อัตราการ 

                                                                     ใชไปของสารอาหาร

                                                 

  Sii rSS
V

F

dt

dS
 0                                                        (3.16)                

                                                                                                          

สมดุลมวลของผลิตภัณฑในระบบ
อัตราการสะสมมวลของผลิตภัณฑในระบบ  =  อัตราการปอนมวลเขาระบบ  +  อัตรา 

                                                                                  การผลิตมวลผลิตภัณฑ

                                                 

PrP
V

F

dt

dP
                                                               (3.17)      
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3.3  สมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะและอัตราการ
ผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ

สมการแสดงอัตราการเกิดหรือการสลายของปฏิกิริยาในกระบวนการหมักมีหลายสมการ  

แตละสมการมีนิยามและความหมายแตกตางกัน  เชน  สมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  

แสดงถึงปริมาณของจุลินทรียที่เพิ่มขึ้นตอเวลา  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะแสดงถึงปริมาณ

สารอาหารที่ถูกใชไปโดยจุลินทรียตอเวลา  และอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะแสดงถึงปริมาณ

ที่เกิดขึ้นตอเวลา  เปนตน  

3.3.1  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ
การคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลจะคํานวณในชวงที่จุลินทรียมีการ

เจริญเติบโตแบบทวีคูณ  เพราะจุลินทรียมีการเพิ่มจํานวนขึ้นอยางตอเนื่องแบบเอกซโปเนนเชียล  

ในบางครั้งมีการคํานึงถึงอัตราการตายของจุลินทรียเนื่องมาจากสารอาหารที่จําเปนถูกใชหมดไป

และการสะสมของสารพิษ  จุลินทรียเกิดการสลายตัวเองทําใหปริมาณของจุลินทรียลดลงอยาง

ชัดเจน  

สมการแสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

                                         X
dt

dX
                                                                    (3.18)                                                          

และสมการแสดงอัตราการตายจําเพาะ

                                         Xk
dt

dX
d        (3.19)

วิธีการคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะทําไดโดย

X
dt

dX
 

 
t

t

X

X

dtdX
X

00

1 

  00 lnln XttX                                                (3.20)
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สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  Xln   กับ  0tt    จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ   

3.3.2  อัตราการใชสารอาหารจําเพาะ
จุลินทรียมีการใชสารอาหารที่จําเปนเพื่อทําหนาที่ในลักษณะตางๆ  กัน  เชน  การใชสาร

อาหารเพื่อการเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลล  การซอมแซมและบํารุงรักษาเซลล  และการ

เปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ  จุลินทรียอาจมีการใชสารอาหารเพียงชนิดเดียวหรือหลายชนิดเพื่อทําหนา

ที่หลายหนาที่หรือทําหนาที่เพียงหนาที่เดียว  ทั้งนี้ขึ้นอยูกับสมมติฐานและความซับซอนของแตละ

แบบจําลอง

สมการอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ

                            

   Xq
dt

dS
iS

i                                                                               (3.21)                                                                

                              


j
S

P

P

i

S
X

S
S

i

j

j

i

i

i YX

r
m

YX

r
q


                                       (3.22)

วิธีการคํานวณอัตราการใชสารอาหารจําเพาะคือ

Xq
dt

dS
iS

i 

 
t

t

S

S

S

dtXqdS
00

0

0

SdtXqS
t

t

S                                               (3.23)

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  S   กับ   
t

t

dtX
0

จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการใชสารอาหารจําเพาะ  Sq
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3.3.3  อัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ
การผลิตของผลิตภัณฑมีหลายรูปแบบขึ้นอยูกับสภาวะแวดลอมของจุลินทรียวาอยูในชวง

ที่เหมาะสมกับการผลิตผลิตภัณฑหรือไม  การผลิตของผลิตภัณฑสามารถเกิดขึ้นในชวงที่จุลินทรีย

มีการเจริญเติบโต  หรือในชวงระยะพักของจุลินทรีย  หรือเกิดขึ้นทั้งในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโต

และอยูในระยะพักก็ได  ผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตเรียกวา  

ผลิตภัณฑปฐมภูมิ  (primary metabolites)  สวนผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาในชวงที่จุลินทรียอยูใน

ระยะพักเรียกวา  ผลิตภัณฑทุติยภูมิ  (secondary  metabolites)  

สมการแสดงอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ

                                           Xq
dt

dP
r PP                                                         (3.24)

วิธีการคํานวณอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะคือ

Xq
dt

dP
P 

 
t

t

P

P

P

dtXqdP
00

0

0

PdtXqP
t

t

P                                                            (3.25)

สรางกราฟความสัมพันธระหวาง  P   กับ   
t

t

dtX
0

จะไดกราฟเสนตรงที่มีคาความชันเทากับ

คาอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ  Pq

นอกจากนี้สามารถแบงรูปแบบการเกิดของผลิตภัณฑเปน  3  รูปแบบดังนี้  

1. อัตราการผลิตผลิตภัณฑสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (growth 

associated  product) ซึ่งรูปแบบนี้การผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นควบคูกับการเจริญเติบโต

ของจุลินทรีย

                                              XrP                                                                  (3.26)
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              2. อัตราการผลิตผลิตภัณฑไมสัมพันธกับอัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (non

growth  associated  product)  รูปแบบนี้การผลิตของผลิตภัณฑจะเริ่มเกิดขึ้นในชวงที่

จุลินทรียเขาสูอยูในระยะพักและเพิ่มปริมาณขึ้นเรื่อยๆ  

                                                           XrP                                                                                    (3.27)

                

3. อัตราการผลิตผลิตภัณฑมีรูปแบบทั้งสัมพันธและไมสัมพันธกับอัตราการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย  (mixed  growth  associated  product)  รูปแบบนี้ผลิตภัณฑจะเริ่มผลิต

ในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณขึ้นอยางตอเนื่องไปถึงชวงระยะพักของ

จุลินทรีย

                                                        XXrP                                            (3.28)

     

3.3.4  คาผลไดของเซลลและผลิตภัณฑ
คาผลไดของเซลลตอสารอาหารและผลิตภัณฑตอสารอาหารเปนคาที่บงบอกถึงประ

สิทธิภาพของสารอาหารวาตลอดชวงการเจริญเติบโตของจุลินทรียสารอาหารสามารถเปลี่ยนไป

เปนมวลของเซลลและมวลของผลิตภัณฑมากนอยเทาใด

คาผลไดของเซลลตอสารอาหาร  

                                            
S

X
Y

S
X 


                                                                   (3.29)

คาผลไดของผลิตภัณฑตอสารอาหาร  

                                            
S

P
Y

S
P 


                                                                    (3.30)

3.4  วิธีเจนเนอติก  (Genetic  algorithm)
วิธีเจนเนอติกเปนวิธีที่พัฒนาขึ้นเพื่อใชในปญหาการหาคาคําตอบที่เหมาะสมที่สุด  

(optimization  problem)  มีพื้นฐานมาจากทฤษฎีการอยูรอดของสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติซึ่งมีแนว

คิดวาผูที่แข็งแกรงกวายอมมีโอกาสในการอยูรอดมากกวา  ดังนั้นประชากรที่มีความแข็งแกรงกวา

จะมีโอกาสในการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมตางๆ  ไปสูประชากรรุนถัดไปไดมากวาและอาจ

เกิดการครอสโอเวอร  (crossover)  หรือมิวเตชั่น  (mutation)  เพื่อใหไดประชากรที่มีความ

แข็งแกรงมากกวาประชากรในชวงตน
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วิธีเจนเนอติกมีเทคนิควิธีในการหาคาคําตอบที่เหมาะสมที่สุดดวยวิธีการสุมและใชทฤษฎี

การอยูรอดของสิ่งมีชีวิตเปนตัวกําหนดทิศทางในการหาคําตอบภายใตขอบเขตพื้นที่คนหา  โดยวิธี

เจนเนอติกมีขั้นตอนการทํางานอยางงายเริ่มจากการกําหนดคาเริ่มตนของคาตัวแปรตัดสินใจ  

(design  variable)  หรือเรียกวาเปนสมาชิก  (individual)  ของกลุมประชากร  (population)  

ดวยการสุม  ซึ่งสมาชิกที่ถูกเลือกจะถือเปนสมาชิกรุนพอแม  จากนั้นคํานวณคาฟงกชัน

วัตถุประสงค  (objective  function)  หาคาฟทเนสหรือคาความแข็งแรง  (fitness  value)  ของ

สมาชิกของกลุมประชากร  และอาศัยตัวดําเนินการทั้งสาม ไดแก  ตัวดําเนินการซีเลคชัน  

(selection)   ตัวดําเนินการครอสโอเวอร  (crossover)  และตัวดําเนินการมิวเตชัน  (mutation)  

ในการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม  สับเปลี่ยนโครงสรางและเปลี่ยนแปลงสายพันธุของ

สมาชิกของกลุมประชากร  เพื่อที่จะมีโอกาสไดประชากรที่มีความหลากหลายและมีคาความ

แข็งแรงมากขึ้นมาเปนประชากรรุนลูกหรือรุนถัดไป    จากนั้นคํานวณซ้ําจนกระทั่งถึงประชากรรุน

สุดทายที่กําหนด  หรือไดคําตอบที่ดีที่สุดหรือใกลเคียงกับคําตอบที่ดีที่สุดของปญหาภายใต

เงื่อนไขที่กําหนด

พื้นฐานที่สําคัญอีกประการหนึ่งสําหรับวิธีเจนเนอติกคือ  พื้นฐานเกี่ยวกับการสราง

ประชากรในรุนถัดไปของวิธีเจนเนอติก  ซึ่งประชากรในรุนปจจุบันหรือเรียกวารุนพอแมจะทําสราง

ประชากรรุนลูกโดยการถายทอดลักษณะที่ดี  พอแมที่มีความแข็งแกรงหรือมีคาฟทเนสสูงจะมี

โอกาสในการอยูรอดและถายทอดลักษณะที่ดีสูรุนลูกไดสูงกวา  ประชากรที่มีความแข็งแกรงสูงจะ

ไดรับการเลือกใหเปนประชากรรุนพอแมตามวิธีการคัดแยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)  โดยไมตองผาน

ตัวดําเนินการอื่นๆ  เปนการปองกันใหประชากรที่มีความแข็งแกรงไดอยูรอด  สําหรับการคัดเลือก

ประชากรเพื่อทําหนาที่เปนประชากรรุนพอแมจะถูกคัดเลือกโดยอาศัยตัวดําเนินการซีเลคชัน  ตัว

ดําเนินการครอสโอเวอร  และตัวดําเนินการมิวเตชั่น  ตัวดําเนินการคัดเลือกจะทําการคัดเลือก

ประชากรดวยหลักการสุมเลือกตามวิธีเจนเนอติก  เชน  การเลือกตามวงลอรูเลต  หรือการสุม

ตัวอยางแบบเฟนสุม  เปนตน  และหลังจากผานตัวดําเนินการซีเลคชัน  ตัวดําเนินการครอสโอ

เวอรจะทําหนาที่เปลี่ยนแปลงโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรที่ถูกคัดเลือก  ซึ่งการสลับสาย

พันธุอาจมีการสลับสายพันธุหนึ่งสวนหรือหลายสวนก็ได  และเมื่อผานการทํางานตามวิธีเจนเนอ

ติกไปหลายรุนแตประชากรที่ไดยังไมมีความหลากหลาย  จึงจําเปนตองใชตัวดําเนินการมิวเตชั่น

เพื่อเพิ่มโอกาสในการไดประชากรรุนลูกที่มีความหลายหลายซึ่งนําไปสูการไดคําตอบที่ดีมากขึ้น
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รูปที่  3.3  แสดงตัวอยางการทํางานของตัวดําเนินการในวิธีขั้นตอนเชิงพันธุกรรม  (ก)  การคัด

แยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)    (ข)  ตัวดําเนินการครอสโอเวอร  (crossover)  (ค)  ตัวดําเนินการมิว

เตชั่น  (mutation)        

 

สําหรับปญหาการประมาณคาพารามิเตอรของแบบจําลองทางคณิตศาสตรซึ่งมีฟงกชัน

วัตถุประสงคคือ  การลดคาผลตางระหวางขอมูลที่ประมาณไดจากแบบจําลองกับขอมูลที่ไดจาก

การทดลองใหเหลือนอยที่สุด  เขียนในรูปสมการคณิตศาสตรไดเปน

 
2

11

min 



N

i
ijij

M

j
j yyWJ                                                 (3.31)                               

โดยที่  jW   เปนคาสัมประสิทธิ์การถวงน้ําหนัก

          ijy    เปนขอมูลที่ประมาณไดจากแบบจําลอง

          ijy    เปนขอมูลจากผลการทดลอง

สามารถใชวิธีเจนเนอติกในการหาคําตอบของปญหา  โดยชุดพารามิเตอรที่ตองการประมาณคา

เปรียบเสมือนเปนสมาชิกกลุมประชากรของวิธีเจนเนอติก  และมีลักษณะการแกปญหาเชนเดียว

กับที่กลาวไปซึ่งจะอธิบายเปนลําดับขั้นไดดังนี้

(ก)

(ข)

(ค)
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1.  ทําการกําหนดคาเริ่มตนของสมาชิกของกลุมประชากร  (initial  population)  โดยการ

สุมตามวิธีของเจนเนอติก      

2.  คาเริ่มตนของสมาชิกของกลุมประชากรที่ไดจากการสุมถือเปนคาเริ่มตนของพารา

มิเตอรตางๆ  ที่ตองการหาคําตอบ  แทนคาเหลานั้นลงในสมการของระบบ

3.  แกสมการอนุพันธซึ่งเปนสมการของระบบ  โดยใชการอินทิเกรตดวยวิธีระเบียบวิธีเชิง

ตัวเลข  (numerical  method)  และคํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  

4.  คํานวณคาฟทเนส  (fitness  value)  ของสมาชิกของกลุมประชากรแตละตัว  โดย

อางอิงจากคาฟงกชันวัตถุประสงค    

5.  นําคาฟทเนสที่ไดมาใชในการกําหนดเลือกสมาชิกของกลุมประชากรใหมหรือคาพารา

มิเตอรชุดใหม  โดยใชตัวดําเนินการซีเลคชัน  (การเลือกสมาชิกชุดใหมจะพิจารณาจากคาฟทเนส

ของแตละสมาชิก  สมาชิกรุนปจจุบันที่มีคาฟทเนสสูงสุดจะถูกสงผานไปเปนสมาชิกรุนใหมตาม

วิธีการคัดแยกสวนที่ดีที่สุด  (elite)  โดยไมตองใชตัวดําเนินการซีเลคชัน   เพื่อปองกันการหายไป

ของคาสูงสุด)  

6.  ใชตัวดําเนินการครอสโอเวอรและตัวดําเนินการมิวเตชั่นในการเปลี่ยนแปลงสมาชิก

ของประชากร  เพื่อใหมีโอกาสไดประชากรที่มีคาฟทเนสสูงขึ้นมาเปนประชากรรุนใหม

7.  ทําซ้ําตั้งแตขั้นตอนที่  2  ถึง  6  จนกระทั่งไดคําตอบที่ดีที่สุดหรือจํานวนรุนของประชา

กรถึงจํานวนสูงสุดที่กําหนดไว

หมายเหตุ   1  รุนของประชากร  หมายถึง  การคํานวณตั้งแตขั้นตอนที่  2  ถึง  6  ครบ  1  รอบ
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รูปที่  3.4  แสดงแผนผังการทํางานของวิธีเจนเนอติก

สิ้นสุดการทํางาน

เริ่มตน

กําหนดคาเริ่มตนของสมาชิกโดยการสุม

  แทนคาเริ่มตนลงในสมการและทําการแกสมการ 

หาคาฟงกชันวัตถุประสงค

      คํานวณคาฟทเนส

ใชตัวดําเนินการซีเลคชัน,  ครอสโอเวอร,  และมิวเตชั่น

กระทําครบตามจํานวนรุน

ประชากรสูงสุดที่กําหนดหรือไม

ใช

ไมใช

ประชากรรุนใหม
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3.5  ออปติมัลคอนโทรล (optimal control)
ปญหาออปติมัลคอนโทรลจัดเปนปญหาการหาคาเหมาะสมที่สุด  ซึ่งลักษณะของปญหา

จะเปนการหาคาตัวแปรปรับหรือตัวแปรที่มีผลตอการควบคุมระบบใหมีคาเหมาะสมที่สุดเพื่อ

ควบคุมระบบนั้นใหเปนไปในทิศทางที่ตองการและสอดคลองกับเงื่อนไขตางๆ  ของระบบ  ระบบที่

พิจารณาในปญหานี้มักเปนระบบที่พฤติกรรมของระบบมีการเปลี่ยนแปลงตามเวลา  สามารถ

เขียนในรูปสมการคณิตศาสตรประกอบดวยสวน  2  สวน  สวนแรกเปนสมการอนุพันธ 

(differential  equations)  ซึ่งใชอธิบายพฤติกรรมของกระบวนการที่ขึ้นกับเวลา  เชน  สมการ

สมดุลมวล  อีกสวนหนึ่งเปนสมการพีชคณิต  (algebraic  equations)  จะใชอธิบายพฤติกรรม

ทางกายภาพของกระบวนการ  มีรูปแบบทั่วไปดังนี้

ฟงกชันวัตถุประสงค (objective  function)

 tu
min (or max)     dttuxFttxGJ

ft

t

ff 
0

,,,                                    (3.32)

ภายใตเงื่อนไข

สมการอนุพันธของระบบ (process  model)

 tuxf
dt

dx
,,                                                                                    (3.33)

สภาวะเริ่มตน (initial  condition)  

  00 xtx                                                                                             (3.34)

สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับและสมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ (equality  

and  inequality  algebraic constraints)

     0,, ttutxh                                                                                (3.35)                                       

     0,, ttutxg                                                                                (3.36)

                สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับ (boundary condition on state 

and contraol variable)

  UL xtxx                                                                                     (3.37)                                                                         

  UL utuu                                                                                     (3.38)                                                                   

สําหรับการหาคาอัตราการปอนสารอาหารสองชนิดไดแก  น้ํามันปาลมดิบและแอมโม

เนียมซัลเฟตที่เหมาะสมที่สุดเพื่อใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดในงานวิจัยนี้ถือ

วาเปนปญหาออปติมัลคอนโทรล   มีรูปแบบปญหาและการกําหนดเงื่อนไขของระบบคลายกับ
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รูปแบบทั่วไป  ประกอบดวยฟงกชันวัตถุประสงคของระบบคือการผลิตสารลดแรงตึงผิวในอัตรา

สูงสุดที่เวลาสุดทาย  สมการอนุพันธของระบบคือการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเซลล  สาร

อาหารและผลิตภัณฑตอเวลา  สมการเงื่อนไขและสมการขอบเขตคือปริมาตรน้ําหมักตองนอยกวา

หรือเทากับปริมาตรสูงสุดที่กําหนดและคาอัตราการปอนจะตองอยูระหวางคาอัตราการปอนต่ําสุด

และสูงสุดที่กําหนดตามลําดับ                

ฟงกชันวัตถุประสงค

ff
i

tt
tF

VP 
)(

max

โดยที่  
ftP   คือ  ปริมาณผลิตภัณฑที่เวลาสุดทาย

          
ftV   คือ   ปริมาตรของระบบที่เวลาสุดทาย

ภายใตเงื่อนไข

สมการอนุพันธของระบบ              

dX rrX
V

F

dt

dX
       

                      Sii rSS
V

F

dt

dS
 0                                 

                    PrP
V

F

dt

dP
                                    

สภาวะเริ่มตน

  00 XtX 

  00 StS 

  00 PtP 

สมการเงื่อนไขพีชคณิต

maxVV
ft 

สภาวะขอบเขต

maxmin )(0 FtFF i 
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การแกปญหาออปติมัลคอนโทรลมีเทคนิคการคําตอบหลายวิธี  อาทิเชน  การหาคําตอบ

โดยวิธีทางตรงซึ่งแบงเปนวิธีซีเควนเชียล  (sequential  method)  และวิธีซิมมัลเทเนียส  

(simultaneous  approach)  และการหาคําตอบโดยวิธีทางออมหรือเปนที่รูจักกันในวิธีแวริเอชัน  

(Variation  method)  การหาคําตอบโดยวิธีแวริเอชันเปนวิธีที่จําเปนตองอาศัยเงื่อนไขจําเปน 

(necessary  condition)  และเงื่อนไขพอเพียง (sufficient  condition)   มาใชเปนเงื่อนไขในการ

หาคําตอบที่ดีที่สุด  

 

3.5.1  วิธีซีเควนเชียล  (sequential  method)
วิธีซีเควนเชียลเปนวิธีที่ตัวแปรปรับถูกแบงคาออกเปนชวง  ( kuuu ....., 21 )  เพียงตัวแปร

เดียว เทคนิคนี้เปนที่รูจักกันในวิธีคอนโทรลพาราเมอเทอไรเซชัน  (control  parameterization  

method)   ซึ่งเริ่มจากการกําหนดคาสภาวะเริ่มตนและเดาคาเริ่มตนของชุดตัวแปรปรับ 

( kuuu ....., 21 )   จากนั้นจะคํานวณสมการเงื่อนไข  เชน  สมการของกระบวนการและฟงกชัน

วัตถุประสงค  ทําใหไดคาตัวแปรสถานะ  x  ที่เวลาตางๆ  และไดคาฟงกชันวัตถุประสงค  

ตอจากนั้นตัวแกปญหาแบบไมเชิงเสน (nonlinear  programming  solver)  จะถูกเรียกขึ้นมาเพื่อ

หาคาตัวแปรปรับใหม  และจะกระทําซ้ําจนกระทั่งไดตัวแปรปรับที่เหมาะสมที่สุดจึงหยุดการทําซ้ํา

ในการแกปญหาดวยวิธีนี้  ตัวแปรปรับที่ถูกแบงคาออกเปนชวงตามชวงของเวลา  โดยคา

ของตัวแปรปรับแตละชวงจะสามารถประมาณคาไดเปนฟงกชันแบบคาคงที่  ฟงกชันแบบเชิงเสน  

หรือฟงกชันโพลีโนเมียลแลวแตกรณี  แตในที่นี้พิจารณาเปนฟงกชันแบบคาคงที่  ซึ่งวิธีซีเควน

เชียลมีลําดับขั้นตอนในการแกปญหาโดยทั่วไปดังนี้

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,                                                            

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

dx
,,                                         สมการของกระบวนการ

  00 xtx                                                         สภาวะเริ่มตน

     0,, ttutxh                                             สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับ

     0,, ttutxg                                            สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ                          

  UL xtxx                                                  สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะ

  UL utuu                                                 สภาวะขอบเขตของตัวแปรปรับ

                                                                                                         (3.39)     
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ขั้นตอนที่ 1  ทําการแบงคาตัวแปรปรับออกเปนชวง  ดวยวิธีคอลโลเคชัน (standard  

collocation  method)  เชน  วิธี  orthogonal  collocation
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                                                                           (3.40)                                  
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ขั้นตอนที่ 2  แทนคาตัวแปรปรับที่ถูกแบงเปนชวง  ลงในสมการของกระบวนการ   

    ttutxf
dt

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

และ   00 xx                                                                                              

ขั้นตอนที่ 3  แทนสมการของกระบวนการใหมที่มีการแทนคาของตัวแปรปรับใหมแลวตามสมการ

ที่ (3.42)  ลงในปญหาการควบคุมแบบออปติมัลตามดานบน (3.39)  ซึ่งจะไดปญหาออปติมัล

คอนโทรลใหมตามวิธีซีเควนเชียล

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,                                                             

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

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

 



k

kk ki

k
i tt

tt
t

,1

          iik utu ,

               00 xtx                                                         

     0,, ttutxh                                             

     0,, ttutxg                                           

  UL xtxx                                                 
  UL utuu                                                                                               (3.43)

ขั้นตอนที่ 4  เลือก  it โดยวิธี  orthogonal  collocation  และประมาณคาตัวแปรปรับ  u  ที่เปน

ฟงกชันกับเวลาโดยใชสมการ

   tutu i
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โดยที่        
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ขั้นตอนที่ 5  กําหนดคาเริ่มตนของตัวแปรปรับซึ่งไดจากการเดา  จากนั้นคํานวณคาสมการของ

กระบวนการโดยใชตัวแกปญหาสมการอนุพันธอันดับหนึ่ง (ODE  solver)  ตามสมการที่  (3.42)  

ในขั้นตอนที่ 2  เพื่อเปนคาอินพุทในขั้นตอนที่  4

ขั้นตอนที่  6  หาคาฟงกชันวัตถุประสงคตามสมการที่ ()  โดยใชคาตัวแปรสถานะและตัวแปร

ปรับที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาซึ่งคํานวณไดจากขั้นตอนที่ 5  จากนั้นทําการหาคาตัวแปรปรับใหม

โดยการใชวิธีออปติไมเซชัน  และคํานวณซ้ําเริ่มจากขั้นตอนที่ 4  ถึงขั้นตอนที่ 6  อีกครั้ง  ทําซ้ํา

เชนนี้เรื่อยๆ จนกระทั่งไดคาตัวแปรปรับที่เหมาะสมที่สุดที่สอดคลองกับเงื่อนไขตางๆ  จึงหยุด

ทําซ้ํา    
ขอดีของวิธีซีเควนเชียลคือมีตัวแปรปรับเพียงตัวแปรเดียวที่ถูกพิจารณาแบงคาเปนชวง  

แตก็มีขอจํากัดคือ  ยากตอการจัดการกับปญหาที่มีสมการเงื่อนไขของตัวแปรสถานะ

3.5.2  วิธีซิมมัลเทเนียส (simultaneous  method)  
วิธีซิมมัลเทเนียสเปนวิธีการหาคําตอบโดยทางตรงเหมือนกับวิธีซีเควนเชียล  แตตางกันที่

วิธีซิมมัลเทเนียสพิจารณาทั้งตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับใหมีการแบงคาออกเปนชวง   นอก

จากนี้สมการของกระบวนการและปญหาออปติไมเซชันจะถูกแกปญหาไปพรอมๆ กัน  และสมการ

ของกระบวนการซึ่งเปนสมการอนุพันธในปญหาการควบคุมแบบออปติมัลนั้น  จะถูกเปลี่ยนเปน

สมการพีชคณิตที่จะอยูในรูปของสมการเงื่อนไขแบบเทากับในปญหาแบบไมเชิงเสน (nonlinear  

programming  problem)  ขั้นตอนการแกปญหาดวยวิธีซิมมัลเทเนียสโดยทั่วไปมีดังนี้

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,

ภายใตเงื่อนไข

    ttutxf
dt

dx
,,                                         สมการของกระบวนการ

  00 xtx                                                         สภาวะเริ่มตน

     0,, ttutxh                                             สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบเทากับ

     0,, ttutxg                                            สมการเงื่อนไขพีชคณิตแบบไมเทากับ                          

  UL xtxx                                                  สภาวะขอบเขตของตัวแปรสถานะ

  UL utuu                                                 สภาวะขอบเขตของตัวแปรปรับ

                                                                                                                                   (3.44)
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ขั้นตอนที่  1   ทําการแบงตัวคาตัวแปรสถานะและแปรปรับออกเปนชวง  ดวยวิธีคอลโลเคชัน 

(standard  collocation  method)  เชน  วิธี  orthogonal  collocation
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ขั้นตอนที่ 2  แทนคาตัวแปรสถานะและตัวแปรปรับที่ถูกแบงเปนชวง  ลงในสมการของ

กระบวนการที่เปนสมการพีชคณิต   

      0,,,
0

 


iiiij

k

j
ji tuxftxtR             โดยที่   ki .....1                    (3.49)

  00 xx 

ขั้นตอนที่ 3  แทนสมการของกระบวนการที่อยูในรูปสมการพีชคณิต     ลงในปญหาออปติมัล

คอนโทรล

ปญหาออปติมัลคอนโทรล

 tu
min     ttutxFJ ,,

ภายใตเงื่อนไข

      0,,,
0

 


iiiij
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ji tuxftxtR                โดยที่   ki .....1                                  

  00 xtx                                                         

     0,, ttutxh                                            

     0,, ttutxg                                                                     

  UL xtxx                                                  
  UL utuu                                                                                              (3.50)

                                                                

ขั้นตอนที่ 4   เลือก  it โดยวิธี  orthogonal  collocation

ขั้นตอนที่  5  แกปญหาออปติมัลคอนโทรลในขั้นตอนที่ 3  ที่ it  ใดๆ  ที่เลือกมาจากขั้นตอนที่ 4  

โดยใชตัวแกปญหาแบบไมเชิงเสน  (nonlinear  programming  solver)  



บทที่  4
วิธีการทดลอง

การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  โดยใชน้ํามันปาลมดิบเปนแหลง

คารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัย

นี้  แบงการทดลองออกเปน  3  ขั้นตอนคือ  1. ทําการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูป

ชมพูเขยาที่อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนในชวง  5-200  เพื่อหา

อัตราสวนโดยโมลของคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับอัตราการเจริญเติบโตจํา

เพาะและอัตราการผลิตผลิตภัณฑจําเพาะ  2. หาแบบจําลองคณิตศาสตรและคาพารามิเตอรจาก

แบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับอธิบายการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพู   3. หาอัตราการปอน

น้ํามันปาลมดิบและแอมโมเนียมซัลเฟตที่เหมาะสมในการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเพื่อใหไดอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด    

4.1  อุปกรณและเคมีภัณฑ

4.1.1  อุปกรณ
-  ตูปลอดเชื้อ (Laminar flow) รุน VS-124  บริษัท ISSCO , U.S.A.

-  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker)  

-  หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave)  รุน HL24ADY  บริษัท Hirayama Manufacturing 

Corporation, Tokyo,Japan 

-  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Hot Air Oven)  รุน ULM 500  บริษัท Memmert, Germany 

-  เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge)   รุน Kubota 5100 apan   บริษัท  Kubota 

Corporation, Japan

-  เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  รุน Spectronic 20 Genesys 

บริษัท Spectronic Instruments, U.S.A.

-  เครื่องผสมสาร (Vortex mixer)   รุน G-560E   บริษัท Scientific Industries, Inc., 

U.S.A.

-  เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer)  รุน K6   บริษัท Kruss, Germany 
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-  เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH Meter) รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland.

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

-  น้ํามันปาลมดิบ บริษัทชุมพรอุตสาหกรรมน้ํามันปาลมจํากัด, ประเทศไทย

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

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

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

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

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

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

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

-   โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) บริษัท BDH laboratory supplies, England

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

-   โปแตสเซียมคลอไรด (KCl) บริษัท BDH laboratory supplies, England 

-   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) บริษัท BDH laboratory supplies, England

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

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

-   ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.

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

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

-   กรดซัลฟลูริก (H2SO4) บริษัท BDH laboratory supplies, England

-   กรดฟอสฟอริก (H3PO4) บริษัท BDH laboratory supplies, England

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

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

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

     Louis, U.S.A.

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

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

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

    U.S.A.

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

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

4.2  การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย Pseudomonas sp.A41  เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

4.2.1  เชื้อจุลินทรีย
จุลินทรีย Pseudomonas sp.A41  ที่ใชในการทดลองไดรับความอนุเคราะหจาก  

รศ.จิราภรณ  ธนียวัน  โดยการคัดแยกในงานวิจัยของ  อารีย (2542)  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะ

วิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย

4.2.2  การเตรียมหัวเชื้อ
4.2.2.1  นําจุลินทรีย Pseudomonas sp.A41 ที่เลี้ยงในหลอดอาหารนิวเทรียนเอการ

แบบแข็งเอียงมาเขี่ยลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิหองเปน

เวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเพื่อเก็บเปนหัวเชื้อ

4.2.2.2  เมื่อตองการทดลอง  นําจุลินทรียในหลอดอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง

ที่เก็บเปนหัวเชื้อมาเขี่ยลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงอีกครั้ง  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ

หองเปนเวลา  24  ชั่วโมง  จากนั้นลางเซลลออกจากอาหารเอียงดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 

โดยควบคุมความเขมขนของสารละลายเซลลดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตรใหอยูในชวง  0.7-0.8  จากนั้นปเปตสารละลายเซลล  5  มิลลิลิตร ลงในอาหารกําหนด

สูตรตามภาคผนวก ก. ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร  แลวนําไป

บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส เปนเวลา  16  

ชั่วโมง 

4.2.3  การเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยา  
4.2.3.1  ถายหัวเชื้อที่เตรียมจากขอ  4.2.2.2  ปริมาณ  8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ลงใน

อาหารกําหนดสูตรตามภาคผนวก ก.  ปริมาตร  100  มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู  500  มิลลิลิตร

ยกเวนปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตจะใชตามอัตราสวน  C/N ในแตละการทดลอง  ซึ่งเริ่มทําการ

ทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5   (ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนเทากับ  16.68  



50

กรัมตอลิตร)  บมบนเครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  

คาความเปนกรดดางเริ่มตนที่  7.5

4.2.3.2  ทําการทดลองซ้ําตามขอ  4.2.3.1  แตเปลี่ยนอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเปน  50, 

100, 150  และ  200   (ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนเทากับ  1.66,  0.83,  0.55,  0.42  กรัม

ตอลิตรตามลําดับ)  และทําการเก็บตัวอยางทุกๆ  3  ชั่วโมงเปนเวลา  48  ชั่วโมง  เพื่อนํามา

วิเคราะหคาน้ําหนักเซลลแหง  วัดคาแรงตึงผิว  ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ปริมาณน้ํามัน

ปาลมและปริมาณไนโตรเจนที่เหลือ

4.3  การวิเคราะหสารตัวอยาง

4.3.1  การหาคาน้ําหนักเซลลแหง  (อารีย, 2542)  
นําตัวอยางน้ําหมักปริมาตร 10  มิลลิลิตร  มาปนแยกเซลลออกโดยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ  2500  รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา  20  นาที  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น

ปริมาตร 5 มิลลิลิตรและปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้ง  จากนั้นนําเซลลเปยกใสอลูมิเนียมฟลอยแลวนําไป

อบที่อุณหภูมิ  80  องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24  ชั่วโมงหรือจนน้ําหนักเซลลคงที่  และทิ้งใหเย็น

ในโถดูดความชื้น 30 นาทีชั่งน้ําหนักแหงของเซลลดวยเครื่องชั่งละเอียด  น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นคือ

น้ําหนักของเซลลที่ได  คํานวณหาปริมาณเซลลในหนวยกรัมตอลิตร  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  

มีคาสัมประสิทธิ์ความคลาดเคลื่อนเทากับ  6.7  เปอรเซ็นต)  

 

4.3.2  การหาปริมาณน้ํามันปาลมดิบที่เหลือ  (วิศวกรรมสถานแหงประเทศไทยในพระบรม

ราชูปถัมภ, 2545  และ  alltech  associates, Inc)

4.3.2.1  นําสวนใสที่ไดจากการปนแยกเซลลปริมาตร 10 มิลลิลิตร  มาสกัดน้ํามันออก

ดวยเฮกเซนปริมาตร 10  มิลลิลิตร  ทําการสกัดซ้ํา 3 ครั้งโดยเปลี่ยนเฮกเซนใหม  นําสวนบนซึ่ง

เปนสวนของเฮกเซนที่มีน้ํามันละลายอยูไประเหยดวยอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่  85  องศาเซล

เซียสเปนเวลา  30  นาทีในตูดูดควัน  แลวนําไปอบที่อุณหภูมิ  103  องศาเซลเซียสเปนเวลา  1 

ชั่วโมง  เพื่อระเหยเฮกเซนออกไป  สวนสวนลางที่สกัดน้ํามันออกแลวจะนําไปวิเคราะหหาปริมาณ

ไนโตรเจนที่เหลือและปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

4.3.2.2  นําน้ํามันที่สกัดไดจากขั้นตอน  4.3.2.1  มาวิเคราะหดวยเครื่อง  HPLC  เพื่อ

หาปริมาณของน้ํามันที่เหลือ  โดยเติมสารผสมระหวางอะซิโตไนไตรทกับไดคลอโรมีเทน   
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อัตราสวน   70 : 30    ลงในน้ํามันที่สกัดได  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ทําการวิเคราะหดวยคอลัมน  

C18  อัตราการไหล  1.5  มิลลิลิตรตอนาที  มีอะซิโตไนไตรทและไดคลอโรมีเทนเปนเฟสเคลื่อนที่  

จากนั้นนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  มีคาสัมประสิทธิ์

ความคลาดเคลื่อนเทากับ  8.9  เปอรเซ็นต)  

     

4.3.3  การหาปริมาณไนโตรเจนที่เหลือ  (Strickland และ  Parson, 1972)   

นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1    มาเจือจางใหอยูในชวงที่วัดคา

ดูดกลืนแสงได  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  เติมสารละลายฟนอลเขมขน 100  กรัมตอลิตร  0.2 

มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน  เติมสารละลายโซเดียมไนโตรพรัสไซดเขมขน 5  กรัมตอลิตร  0.2 

มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากัน  แลวเติมสารละลายออกซิไดซ  (สารละลายโซเดียมซิเตรทและ

โซเดียมไฮดรอกไซด )  0.5 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  ปดจุกดวยพาราฟลม  ตั้งทิ้งไว 1 ชั่วโมงเพื่อ

รอใหเกิดปฎิกิริยาซึ่งสารจะเปลี่ยนสีจากสีเหลืองออนไปเปนสีฟา  จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่  640  นาโนเมตร  แลวนํามาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน  (ทําการวิเคราะหซ้ํา 3 ครั้ง  มี

คาสัมประสิทธิ์ความคลาดเคลื่อนเทากับ  5.3   เปอรเซ็นต)  

 
4.3.4  การวิเคราะหสารลดแรงตึงผิว

4.3.4.1  การวัดคาแรงตึงผิว    

นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1  ปริมาตร 10  มิลลิลิตรไปวัดคาแรงตึงผิวที่

อุณหภูมิหองดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, Germany) 

4.3.4.2  การสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (Xie และคณะ,  2005  และ 

McInerney และคณะ, 2003)

-  นําน้ําหมักที่สกัดน้ํามันออกแลวตามขอ  4.3.2.1 ปริมาตร 10  มิลลิลิตรมาปรับคา

ความเปนกรดเปนดางใหเทากับ  2  ดวยกรดไฮโดรคลอริก  1  โมลารและตั้งทิ้งไวขามคืนที่

อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียสเพื่อใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเกิดการตกตะกอนแยกชั้น  จากนั้นนํา

มาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  2500  รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  ควบคุมอุณหภูมิที่  4  องศา

เซลเซียส   เพื่อแยกตะกอนแลวทําลางตะกอนดวยน้ํากลั่นและปนเหวี่ยงซ้ํา  จากนั้นนํามาสกัด

ดวยเอทิลอะซิเตรทอัตราสวน  1 ตอ 1  โดยปริมาตร  ทําการสกัดแยก  3  ครั้งโดยใชกรวยแยก

แลวนําสวนลางมาระเหยดวยเครื่องระเหยจนแหงภายใตสภาวะสุญญากาศควบคุมอุณหภูมิที่  40  

องศาเซลเซียส  
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-  นําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดไดจากขั้นตอนแรกไปวิเคราะหหาปริมาณสารดวย

เครื่อง  HPLC  ทําการวิเคราะหโดยใชเมทานอล  70%  และฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน  10  

มิลลิโมลาร  (pH 6.8)  เปนเฟสเคลื่อนที่ดวยคอลัมน  C18  อัตราการไหล  1  มิลลิลิตรตอนาที  

คาดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต  210  นาโนเมตร   ปริมาตรสารตัวอยาง  20  ไมโครลิตร  จากนั้น

นําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ทําการวิเคราะหซ้ํา  3 ครั้ง  มีคาสัมประสิทธิ์ความ

คลาดเคลื่อนเทากับ  7.1   เปอรเซ็นต)  

4.4 การศึกษาผลของความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของจุลินทรีย

การหาความสัมพันธระหวางความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนกับอัตราการเจริญ

เติบโตจําเพาะในชวงการเติบโตแบบทวีคูณของจุลินทรีย  จะใชแบบจําลองการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียตางๆ  ในการอธิบายความสัมพันธและพิจารณาคัดเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมที่

สามารถอธิบายผลของความสัมพันธไดดีที่สุด  โดยขั้นตอนการทดลองแบงเปน  2  ขั้นตอนคือ

4.4.1  การคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต
เริ่มตนตางกัน

4.4.1.1 ทําการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  จากน้ํามันปาลมดิบและ

แอมโมเนียมซัลเฟต  (ตามหัวขัอที่  4.2)  โดยจะใหปริมาณน้ํามันปาลมดิบคงที่ที่  20  กรัมตอลิตร

ในทุกการทดลอง  แตทําการเปลี่ยนแปลงปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตางๆ  กัน  9  คา

ไดแก  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  (ซึ่ง

ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน  0.42, 0.55,  0.83,  1.66  และ  16.68  กรัมตอลิตร  คือ

คาอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  200,  150,  100,  50  และ  5  ตามลําดับ  สวนความเขมขนแอมโม

เนียมซัลเฟตเริ่มตน  5.56,  8.34,  13.90  และ  20.85  กรัมตอลิตรเปนคาที่มีการศึกษาเพิ่มเติม

จะเทากับอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  15,  10,  6  และ  4 ตามลําดับ)

4.4.1.2 เก็บตัวอยางน้ําหมักที่ไดจากการทดลองในขอ  1  มาทําการวิเคราะหหาปริมาณ

น้ําหนักเซลลแหงในหนวยกรัมตอลิตร  (ตามหัวขอที่  4.3.1)  ที่ความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนตางๆ  กัน  9  คา  เพื่อนํามาหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรีย  โดยนําคา

ความเขมขนของเซลลแหงที่เวลา  6  ชั่วโมงแรกของการหมักซึ่งเปนชวงที่จุลินทรียมีการเจริญ

เติบโตแบบทวีคูณมาวาดกราฟความสัมพันธระหวางล็อกการึธึมของเซลล  (ln X)  กับเวลา  
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ประมาณคาความสัมพันธเปนแบบเชิงเสน  คาความชันที่ไดจากกราฟคือคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลล     แสดงความสัมพันธในรูปสมการไดเปน
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  4.4.2  การเลือกแบบจําลองสําหรับอธิบายความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

แบบจําลองที่นํามาคัดเลือกเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมมีทั้งหมด  8  แบบจําลองคือ  

แบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  

แบบจําลอง  Contois  แบบจําลอง Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  ซึ่ง

แตละแบบจําลองมีสมมติฐานของแบบจําลองแตกตางกัน  แบงออกเปน  2  กลุมคือ  แบบจําลอง

ที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวโดยไมเกิดการยับยั้งจากเซลล

หรือสารอาหาร  และแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดหนึ่ง

ชนิดและคํานึงถึงผลจากการเกิดการยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตจากเซลลหรือสารอาหาร  รูปแบบ

ของแบบจําลองแสดงอยูในตารางที่  4.1  ในสวนของ  การคํานวณจะใชฟงกชัน  lsqcurvefit   ซึ่ง

เปนฟงกชันออปติไมเซชันในโปรแกรม  MATLAB เวอรชัน  R2006a  โดยมีฟงกชันวัตถุประสงค

เปนผลตางกําลังสองระหวางคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการทดลองกับคาอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการทดลองคํานวณ    







 



N

i
predictederimentJ

1

2
exp    และมี

ขั้นตอนการคํานวณเริ่มจากทําการกําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนของแบบจําลองที่ตองการทดสอบ

จากการคาดเดา  โปรแกรมจะนําคาพารามิเตอรเหลานั้นไปแทนคาในแบบจําลอง  จากนั้น

โปรแกรมจะทําการแกสมการ  คาที่ไดออกมาจะเปนคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตตางๆ กัน  ซึ่งคาเหลานั้นจะถูกนําไปเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากการ

ทดลอง  ผลตางระหวางสองคานั้นคือคาความผิดพลาดกําลังสองนอยที่สุด  และถาพารามิเตอร

ชุดที่คํานวณออกมานั้นยังไมทําใหไดคาความผิดพลาดนอยที่สุด  โปรแกรมจะทําการคํานวณซ้ํา
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โดยเปลี่ยนคาพารามิเตอรใหมแลวทําการคํานวณคาความผิดพลาดซ้ํา  จนกระทั่งได

คาพารามิเตอรที่ทําใหคาความผิดพลาดมีคานอยที่สุด  โปรแกรมจึงหยุดการคํานวณ  ตอจากนั้น

ทําการเปลี่ยนแบบจําลองที่ใชทดสอบเปนแบบจําลองอื่นๆ  และทําการคํานวณซ้ําตามขั้นตอน

เดิมตั้งแตการกําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนจนกระทั่งโปรแกรมหยุดการคํานวณ      

 ตารางที่  4.1  แสดงแบบจําลอง  สมมติฐานของแบบจําลองและพารามิเตอรของแบบจําลอง

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย  8  แบบจําลอง

แบบจําลอง สมมติฐาน พารามิเตอร อางอิง

SKS

S


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

SK,max Monod (1942)

nn
S

n

SK

S


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด nK S ,,max Moser (1958)

 SKSe 1max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด
SK,max Teissier (1942)












 SK

SK

S
D

S
max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และพิจารณาผลจากการ

แพรของสารอาหาร

DS KK ,,max Mason & 

Milles

(1976)












SXK

S

S
max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

เซลล

SK,max Contois (1959)

SiS KSKS

S
2max 

    ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

SiS KK ,,max Andrew (1968)

n

mS S

S

KS

S











 1max

  ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

nSK mS ,,,max Luong (1987)

 SiKS

S

e
KS

S 


 max   ขึ้นอยูกับ S  หนึ่งชนิด

และเกิดการยับยั้งจาก

สารอาหาร

SiS KK ,,max Edward (1970)

หมายเหตุ   และ  S   หมายถึงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะและความเขมขนของสารอาหาร ตามลําดับ
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ตารางที่  4.2  แสดงคาขอบเขตบน  ขอบเขตลางและคาเริ่มตนจากการคาดเดาของพารามิเตอร

แตละตัว

พารามิเตอร คาขอบเขตลาง คาขอบเขตบน คาเริ่มตนจากการคาดเดา

max 0 100 0.3

SK 0 1000 5

n 0 100 1.5

DK 0 1000 5

SiK 0 1000 10

mS 0 1000 50

4.5  การคัดเลือกแบบจําลองสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและการหาคาพารามิเตอรจากแบบจําลอง

4.5.1  แบบจําลองและสมการสมดุลมวล
การเลือกแบบจําลองคณิตศาสตรและหาคาพารามิเตอรที่เหมาะสมสําหรับการเพาะ

เลี้ยงจุลินทรียเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้  จะทําการคัดเลือกแบบจําลองและหา

คาพารามิเตอรโดยอาศัยผลการทดลองที่ไดจากการเก็บตัวอยางมาวิเคราะหหาความเขมขนของ

เซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เวลาตางๆ  ทั้งสิ้น  48  

ชั่วโมงอางอิง  และใชวิธีเจนเนอติก  (genetic  algorithm)  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชั่น  

R2006a ในการคํานวณ  แบบจําลองคณิตศาสตรที่นํามาคัดเลือกเปนแบบจําลองประเภทที่ไม

คํานึงถึงโครงสรางของเซลล (unstructured model)  มี  2  แบบจําลองไดแก  แบบจําลอง

Andrews   และแบบจําลอง  logistic ซึ่งอางอิงมาจากการคัดเลือกแบบจําลองตามหัวขอที่  4.4  

และอางอิงจากงานวิจัยของ Ochoa  และ  Casas  (1999)  ซึ่งใชแบบจําลองในการอธิบายการ

ผลิตโซโฟโรลิปดจาก  Candida bombicola  ตามลําดับ  
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ตารางที่  4.3  แสดงแบบจําลองและพารามิเตอรของแบบจําลองแบบจําลอง  Andrews   และ

แบบจําลอง  logistic

แบบจําลอง พารามิเตอร

Andrews      :       
SiS

mam KSKS

S
2

  SiS KK ,,max

Logistic       :        









mX

X
10 max0 , X

กระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยาเปนกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่องการอธิบายการเปลี่ยนแปลงของเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ไนโตรเจนและน้ํามันปาลม

ระหวางกระบวนการหมักจึงใชสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องในการ

อธิบาย  โดยมีสมมติฐานที่ใชในการกําหนดรูปแบบสมการสมดุลมวลในงานวิจัยนี้คือ

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบการเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือวาคงที่  

-  คาอุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก

   จนถือวาคงที่  

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ  

-  คํานึงถึงอัตราการตายของเซลลในระบบ  

- จุลินทรียมีการใชไนโตรเจนเพื่อสรางเซลลและบํารุงรักษาเซลล  

- จุลินทรียมีการใชน้ํามันปาลมเพื่อสรางเซลล  บํารุงรักษาเซลลและเปลี่ยนเปนสารลด   

   แรงตึงผิวชีวภาพ  

ดังนั้นสมการสมดุลมวลของการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยาจึงมีรูปแบบสมการเปน

สมการสมดุลมวลเซลล

อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ =  อัตราการสรางมวลเซลล – อัตราการตายของเซลล

dX rr
dt

dX
                                  

       d
dX

X k X
dt

                                          (4.1)                    
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สมการสมดุลมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราการสะสมมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระบบ = อัตราการสรางมวลสารลดแรงตึงผิว 

                                                           ชีวภาพ

Pr
dt

dP


XX
dt

dP                                                       (4.2)

สมการสมดุลมวลแอมโมเนียมซัลเฟต

อัตราการสะสมมวลไนโตรเจนในระบบ = -  อัตราการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อการสราง

เซลล  -  อัตรการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อ

บํารุงรักษาและซอมแซมเซลล

     

Nr
dt

dN


                                              XmX
Ydt

dN
N

N
X

















                                          (4.3)

สมการสมดุลมวลน้ํามันปาลม

อัตราการสะสมมวลน้ํามันในระบบ  =  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อการสรางเซลล  -  อัตราการ

                                            ใชมวลน้ํามันเพื่อบํารุงรักษาและซอมแซม  -  อัตราการ

                                           ใชมวลน้ํามันเพื่อเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑ

                                                  

oilr
dt

dOil














 

















oil
P

oil

oil
X Y

XX
XmX

Ydt

dOil                     (4.4)
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จากสมการสมดุลมวลทั้ง  4  สมการ  (สมการ 4.1-4.4)  ทําใหไดพารามิเตอรที่ตองทําการ

ประมาณคาเพิ่มอีก  8  พารามิเตอรไดแก  oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,,    ซึ่งขั้นตอนการ

หาคาพารามิเตอรทั้งหมดนั้นจะกลาวถึงในหัวขอถัดไป

4.5.2  การประยุกตใชวิธีเจนเนอติกเพื่อคัดเลือกแบบจําลองประมาณคาพารามิเตอรจาก
แบบจําลอง

การคัดเลือกแบบจําลองการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการหาคาพารามิเตอรจากแบบ

จําลองและสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่องเริ่มจากนําแบบจําลองแรกที่

ตองการทําการทดสอบคือ  แบบจําลอง  Andrew  โดยกําหนดใหแอมโมเนียมซัลเฟตเปน

สารอาหารจํากัด  มาแทนลงในสมการสมดุลมวลทั้ง  4  สมการ  จากนั้นสมการสมดุลมวลที่มีการ

แทนแบบจําลอง  Andrew  ลงไปแลวจะถูกทดสอบดวยวิธีเจนเนอติกในโปรแกรม  MATLAB  

เวอรชั่น  R2006a  ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้

 1. กําหนดขอบเขตบน  (upper  boundary)  และขอบเขตลาง  (lower  boundary)  ของ

พารามิเตอรแตละตัวเพื่อใหการคนหาคําตอบอยูภายใตขอบเขตที่กําหนด

2. คาพารามิเตอรเริ่มตนจะถูกกําหนดขึ้นโดยวิธีการสุมตามวิธีเจนเนอติกและนําคาพารา

มิเตอรเหลานั้นไปแทนลงในสมการสมดุลมวล  (โดยพารามิเตอรที่ตองทําการประมาณคาในวิธี

เจนเนอติกจะถูกเรียกวาเปนสมาชิก  (individual)  ของกลุมประชากร (population)  ซึ่ง

คาพารามิเตอรที่กําลังถูกใชในการคํานวณจะเรียกวาเปนสมาชิกของกลุมประชากรรุนปจจุบัน)

3. แกสมการสมดุลมวลซึ่งเปนสมการอนุพันธโดยการอินทิเกรตดวยวิธีระเบียบวิธีเชิง

ตัวเลข  (numerical  method)  ผลลัพธที่ไดจะเปนคาความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  ไนโตรเจน  และน้ํามันปาลมที่เปลี่ยนแปลงตามเวลา

4. นําผลลัพธที่ไดไปคํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  (objective  function)    ซึ่งเปนคา

ความผิดพลาดกําลังสอง  (sum square error)  ระหวางคาที่ไดจากการทดลองกับคาที่ไดจากการ

ประมาณดวยสมการทางคณิตศาสตร (  
2

1
expmin 




N

i
estimateyyJ โดยที่  J คือ  คาฟงกชัน

วัตถุประสงค)

5. นําคาฟงกชันวัตถุประสงคมาคํานวณคาฟทเนส  (fitness  value)  ซึ่งคาความแข็งแรง

เปนคาที่ใชในวิธีเจนเนอติกเพื่อเปนตัวกําหนดในการคัดเลือกพารามิเตอรชุดใหม  (พารามิเตอรชุด

ใหมจะถูกคัดเลือกโดยอาศัยตัวดําเนินการตางๆ ตามวิธีเจนเนอติก  เชน  วิธีการคัดแยกสวนที่ดี

ที่สุด (elite)  ตัวดําเนินการซีเลคชัน  (selection)   ตัวดําเนินการครอสโอเวอร (crossover)  และ
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ดําเนินการมิวเตชั่น  (mutation)  เพื่อเปลี่ยนแปลงคาพารามิเตอรในชุดใหมใหมีโอกาสไดคา

ฟทเนสสูงขึ้นและเขาใกลคําตอบที่ดีที่สุด)

 6. ทําการคํานวณซ้ําตั้งแตขอ  3  ถึงขอ  5  โดยใชพารามิเตอรในชุดใหมซึ่งจะถูกเรียกวา

เปนพารามิเตอรชุดปจจุบันแทน  จนกระทั่งครบตามจํานวนรุนประชากรที่กําหนดไวหรือไดคําตอบ

ที่ดีที่สุดที่ทําใหคาความผิดพลาดกําลังสองมีคานอยที่สุด  (1  รุนประชากรหมายถึง  การคํานวณ

ครบ  1  ลูปตั้งแตขอ  3  ถึงขอ  5)  

เมื่อคํานวณจนครบตามจํานวนรุนประชากรแลวแตคาพารามิเตอรที่ไดยังไมนาพอใจ  

อาจจะทําการปรับเปลี่ยนคาขอบเขตลางและขอบเขตบนใหกวางขึ้นหรือแคบลง  เพื่อใหมีโอกาส

ไดคําตอบที่ดีที่สุด  

หลังจากทําการหาคาพารามิเตอรจากสมการสมดุลมวลที่มีแบบจําลอง  Andrews  เปน

แบบจําลองแสดงการเจริญเติบโตของจุลินทรียจนไดคําตอบที่ดีที่สุดแลว  จะทําการเปลี่ยนแบบจํา

ลองที่ทดสอบเปนแบบจําลอง  logistic  เพื่อหาคาพารามิเตอรใหม  และตอจากนั้นจะทําการ

คัดเลือกแบบจําลองโดยพิจารณาจากคาความผิดพลาดกําลังสองของแตละแบบจําลอง 

จากนั้นทําการเปลี่ยนขอมูลผลการทดลองจากอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  มา

เปน  5,  100,  150  และ  200  เพื่อคัดเลือกแบบจําลองและหาคาพารามิเตอรเชนเดียวกับที่กลาว

ไปโดยจะกระทําซ้ําตามขั้นตอนทั้งหมดขางตน  

ตารางที่  4.4  สรุปพารามิเตอรที่ตองทําการประมาณคาของสมการสมดุลมวลและแบบจําลอง

แตละแบบจําลอง

สมการสมดุลมวลและแบบจําลอง พารามิเตอร

สมการสมดุลมวล  4  สมการและแบบจําลอง 

Andrews  (แอมโมเนียมซัลเฟตเปนสารอาหารจํากัด)
oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,, 

SiS KK ,,max

สมการสมดุลมวล  4  สมการและแบบจําลอง Logistic oilPoilXNXoilNd YYYmmk ,,,,,,, 

max0 , X
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ตารางที่  4.5  แสดงคาขอบเขตบนและขอบเขตลางของพารามิเตอรแตละตัว

พารามิเตอร คาขอบเขตลาง คาขอบเขตบน

dk 0 0.01

 0 0.7

 0 0.007

Nm 0 0.01

oilm 0 0.01

NXY 0.0001 30

oilXY 0.0001 30

oilPY 0.0001 30

max 0 1.5

SK 0 500

SiK 0 50

0 0 1

maxX 0 100
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รูปที่  4.1  แสดงแผนผังขั้นตอนการหาคาพารามิเตอรจากวิธีเจนเนอติก

เริ่มตน

 Logistic model

(Andrews model)

กําหนดคาพารามิเตอรเริ่มตนโดยการสุม

แกสมการสมดุลมวล (numerical method)

พารามเิตอรปจจุบัน

ใชตัวดําเนินการตางๆ ในวิธีขั้นตอนเชิงพันธกุรรม

ความเขมขนเซลล, สารลดแรงตึงผวิชีวภาพ, 

ไนโตรเจน, น้ํามันปาลมที่เวลาตางๆ

                    คํานวณฟงกชันวัตถุประสงค

(เปรียบเทียบขอมูลจากการทดลองกับคาจากการคํานวณ)

คํานวณคาความแขง็แรง  

คาความผิดพลาดที่ได

นอยที่สุดหรอืไม
สิ้นสุดการทํางาน

ใช

ไม

พารามิเตอรใหม
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4.6  การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมสําหรับ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมสําหรับ  

(optimal  feed)  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้  จะทําการศึกษาโดยเลือกใช

แบบจําลอง  Andrews  ในการอธิบายการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเมื่อทําการปอน  สําหรับคาพารา

มิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  ที่ใชจะนําคาพารามิเตอรที่ไดจากกระบวนการหมักแบบไม

ตอเนื่อง  (ในหัวขอที่  4.5)  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 – 200  มาเฉลี่ยกันเพื่ออธิบายการ

เปลี่ยนแปลงอัตราสวน  C/N  ที่เปลี่ยนแปลงไปในถังหมักใหครอบคลุมมากที่สุด  เนื่องจากการหา

อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมโดยวิธีออปติมัลคอนโทรล  

(optimal  control)  จะไมมีการควบคุมและไมทราบถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน  C/N  ในถัง

หมัก  ในสวนความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบในสายปอนจะทําการปอนที่

ความเขมขนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับตลอดชวงการหมัก  30  ชั่วโมง  ซึ่ง

เปนคาที่อางอิงจากงานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  ในการคํานวณหาอัตราการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมจะใชฟงกชัน  fmincon  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชัน  

R2006a

4.6.1  สมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง
สมมติฐานที่ใชในงานวิจัยนี้ไดแก

-  ในสายปอนเขาเปนระบบปลอดเชื้อ  ไมมีเซลลปะปนอยูถือวา  0FX   

-  ในสายปอนเขายังไมมีผลิตภัณฑเกิดขึ้น  0FP   

-  ความหนาแนนรวมของสารในระบบไมมีการเปลี่ยนแปลง

-  การผสมของสารในถังหมักทั่วถึงกันจนถือวาเปนเนื้อเดียว

-  อุณหภูมิ  ความดัน  และคาความเปนกรดดางในระบบเปลี่ยนแปลงนอยมากจนถือ

    วาคงที่

-  ออกซิเจนในระบบมีมากเกินพอ

-  คํานึงถึงอัตราการตายของเซลลในระบบ  

- จุลินทรียมีการใชไนโตรเจนเพื่อสรางเซลลและบํารุงรักษาเซลล  

- จุลินทรียมีการใชน้ํามันปาลมเพื่อสรางเซลล  บํารุงรักษาเซลลและเปลี่ยนเปนสารลด   

               แรงตึงผิวชีวภาพ  
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และรูปแบบสมการสมดุลมวลการหมักแบบกึ่งตอเนื่องคือ

สมดุลมวลเซลล

อัตราการสะสมมวลเซลลในระบบ =  อัตราการปอนมวลเซลลเขา + อัตราการสรางมวลเซลล – 

    อัตราการตายของเซลล

 
dXF rrFX

dt

XVd
                                  

dX rrX
V

F

dt

dX
                                       (4.5)                    

สมดุลมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราการสะสมมวลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระบบ = อัตราการปอนมวลสารลดแรงตึงผิว

    ชีวภาพเขา + อัตราการสรางมวลสารลด     

     แรงตึงผิวชีวภาพ

                                                           
 

PF rFP
dt

PVd


                XX
V

F

dt

dP                                               (4.6)

สมดุลมวลแอมโมเนียมซัลเฟต

อัตราการสะสมมวลแอมโมเนียมซัลเฟตในระบบ = อัตราการปอนมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเขา 

-อัตราการใชมวลแอมโมเนียมซัลเฟตเพื่อการ

สรางเซลล  -  อัตราการใชมวลแอมโมเนียม

ซัลเฟตเพื่อบํารุงรักษาและซอมแซมเซลล

   
 

NF rFN
dt

NVd


                                               XmX
Y

NNF
dt

dN
N

N
X

F 















                          (4.7)                        
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สมดุลมวลน้ํามันปาลม

อัตราการสะสมมวลน้ํามันในระบบ  =  อัตราการปอนมวลน้ํามัน -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อ

      การสรางเซลล  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อบํารุงรักษา    

      และซอมแซม  -  อัตราการใชมวลน้ํามันเพื่อเปลี่ยนเปน  

      ผลิตภัณฑ

                                        
                                                  

 
oilF rOilF

dt

VOild




                         












 

















oil
P

oil

oil
X

F Y

XX
XmX

Y
OilOilF

dt

dOil             (4.8)

และมีฟงกชันวัตถุประสงคในการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามัน

ปาลมดิบคือ  อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมที่ทําใหได

ผลิตภัณฑสูงที่สุด

ff tt
tF

VPJ 
)(

max

ภายใตเงื่อนไข

maxmin )(0 FtFF i 

หรือ                                         5.1)(0  tFi                                            (ลิตรตอชั่วโมง)    

และ                                 maxVtV f 

หรือ     7ftV                                                                            (ลิตร)
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4.6.2  ขั้นตอนการหาอัตราการปอนสารที่เหมาะสม
ในการคํานวณหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบทีเหมาะสมใน

งานวิจัยนี้ใชฟงกชัน  fmincon  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชัน  R2006a  ซึ่งมีขั้นตอนการ

ทํางานดังนี้

1. แบงคาตัวแปร  F   ที่ทําการศึกษาออกเปน  10  ชวง  ชวงละ  3   ชั่วโมง จะไดเปน 

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

2. กําหนดคาตัวแปร  F เริ่มตนทั้ง  10  คาจากการคาดเดา

3. ตัวแปร  F  จะถูกแทนลงในสมการสมดุลมวลของกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

4. แกสมการสมดุลมวลโดยการอินทิเกรตดวยระเบียบวิธีเชิงตัวเลข

5. คํานวณคาฟงกชันวัตถุประสงค  ภายใตเงื่อนไขที่กําหนด

6. ตรวจสอบคาฟงกชันวัตถุประสงควาไดสูงสุดหรือไม  ถาใชโปรแกรมจะหยุดคํานวณ  

แตถาไมใชโปรแกรมจะทําการคํานวณตอไปโดยทําซ้ําตั้งแตขอ  2  ถึงขอ  6  จนกระทั่งไดคา

ฟงกชันวัตถุประสงคสูงสุด  



บทที่  5
ผลการทดลอง

5.1  ผลการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรียในขวดรูปชมพูเขยา  

จากการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูที่มี

ปริมาตรของเหลวเทากับ  100  มิลลิลิตร  บมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเริ่มตนเทากับ  7.5  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  มี

น้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ทําการศึกษา

อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตน  5  คาไดแก  5, 50, 100, 150  

และ  200   ทําการวิเคราะหปริมาณเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ไนโตรเจน  น้ํามันปาลม  (ดัง

ในหัวขอที่  4.3)  และคํานวณอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจําเพาะ  อัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะและอัตราการใชไนโตรเจนจําเพาะ เพื่อหา

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งผลการทดลองของแตละอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  พบวามีรูปแบบการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนไปในทิศทางเดียวกัน  ตาม

ตัวอยางผลการทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ตามรูปที่  5.1  และ  5.2

จากผลการทดลองรูปที่  5.1  จะเห็นวาจุลินทรียมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นอยางตอเนื่องแต

หลังจากเวลาการหมักผานไป  30  ชั่วโมงการเจริญเติบโตของจุลินทรียจะคอยๆ  ลดลงและคงที่

และเมื่อพิจารณากราฟความสัมพันธระหวาง  ln X  กับเวลาตามรูปที่  5.2  จะพบวาจุลินทรียมี

การเจริญเติบโตแบบทวีคูณในชวง  6  ชั่วโมงแรกของการหมัก  ซึ่งเปนไปไดวาจุลินทรียมีการใชทั้ง

แหลงไนโตรเจนและแหลงคารบอนเพื่อการเจริญเติบโตในชวงทวีคูณ  แมวาน้ํามันปาลมดิบซึ่งเปน

แหลงคารบอนมีลักษณะแยกชั้นกับชั้นน้ําหมัก  แตอาจมีปริมาณน้ํามันปาลมบางสวนที่สามารถ

รวมตัวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เกิดขึ้นในรูปไมเซลลและผานเขาสูเซลลได  สวนการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพตามรูปที่  5.1  จะเห็นวามีการผลิตทั้งในชวงที่จุลินทรียมีการเจริญเติบโตและ

ชวงที่จุลินทรียไมมีการเจริญเติบโต  รูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลักษณะนี้เรียกวา  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบผสม  (mixed  growth  associated  product) ซึ่งสอด

คลองกับงานวิจัยของ  Haba  และคณะ  (2000)  งานวิจัยของ  Rahman  และคณะ  (2002)  

และงานวิจัยของ  Santa  และคณะ  (2002)  ที่พบวาจุลินทรีย  P. aeruginosa 47T2 NCIB   
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รูปที่ 5.1  แสดงผลของการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  

ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50    
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รูปที่  5.2  แสดงความสัมพันธระหวาง  ln X  กับเวลาของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ใน

ขวดรูปชมพูเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  คาความเปน

กรดดางเริ่มตน  7.5  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50    
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40044 ,  P. aeruginosa  และ  P. aeruginosa PA1  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดทั้ง

ในชวงที่จุลินทรียเจริญเติบโตแบบทวีคูณและในระยะพัก

5.1.1  ผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนที่มีตอ
อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  อัตราการใช
แอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะและอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะ    

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจําเพาะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5 – 200  ตามกราฟรูปที่  5.3  พบวาที่อัตราสวน  

C/N  เริ่มตนเทากับ  50  อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะมีคาสูงที่สุดเทากับ  0.472  ตอชั่วโมง  และ

ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงที่สุด

เทากับ  0.201  กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมง  ซึ่งแสดงใหเห็นวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตน

ตางกันมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ที่เปนเชนนี้

เพราะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  มีไนโตรเจนอยูมากเพียงพอ  จุลินทรียอยูในสภาวะที่

เหมาะกับการเจริญเติบโตและการสรางเซลลเพราะไนโตรเจนเปนองคประกอบสําคัญของเซลล  

ทําใหที่อัตราสวนนี้มีการผลิตเซลลไดมาก  ซึ่งสังเกตไดจากคาอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟต

จําเพาะที่มีคาสูงที่อัตราสวน  C/N  50  นี้จึงยิ่งสนับสนุนวามีการใชไนโตรเจนไปเพื่อเจริญเติบโต

และสรางเซลล  เมื่อพิจารณาอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะรวมดวยพบวาที่อัตราสวน  C/N  

50  มีอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบที่สูงที่สุด  เปนไปไดวาน้ํามันที่ถูกใชไปจะนําไปเพื่อใชในการ

สรางเซลลเพราะน้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนจะถูกใชผานวัฏจักรเครปเปลี่ยนเปนกลูโคสออกมา

เพื่อใหพลังงานและนําไปใชในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  (Sekelsky  และ  Shreve, 1998)

จึงยิ่งสงเสริมใหจุลินทรียมีการเจริญเติบโตไดดี    ในขณะที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  

มีปริมาณไนโตรเจนต่ําสัดสวนของคารบอนกับไนโตรเจนที่มีอยูตางกันมาก  ทําใหจุลินทรียอยูใน

สภาวะที่ไมเหมาะกับการนําไนโตรเจนไปใชในการเจริญเติบโตและสรางเซลล  จุลินทรียจึงหันมา

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อเปนตัวนําแหลงอาหารคารบอนเขาสูเซลลสําหรับนําไปใชในการ

เติบโตมากขึ้นแทน  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรียกรดไขมันจะถูกนําไปใชผาน

กระบวนการสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาและนํา

น้ํามันซึ่งเปนแหลงคารบอนเขาสูเซลลไปใชในการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพมากขึ้น  ดังนั้นที่อัตราสวน  C/N 150  จุลินทรียจึงผลิตสารลดแรงตึงผิวไดมากกวาเมื่อ

เทียบกับที่อัตราสวนอื่น     
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นอกจากนี้อัตราสวน  C/N  เริ่มตนยังมีผลตอความเขมขนของเซลลและสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพที่ผลิตไดเมื่อสิ้นสุดการหมักตามตารางที่  5.1  พบวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ 5 

และ  50  ปริมาณเซลลที่ไดสูงกวาที่อัตราสวน C/N  100,  150  และ  200  เนื่องจากมีปริมาณ

ไนโตรเจนเริ่มตนมากกวาทําใหจุลินทรียเติบโตไดดีกวาและผลิตเซลลไดมากกวา  เชนเดียวกับที่

อัตราสวน C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ซึ่งมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เวลาสุดทาย

เปนเพราะมีปริมาณไนโตรเจนเริ่มตนนอยกวาทําใหจุลินทรียมีไนโตรเจนไมพียงพอกับการเติบโต

จึงมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาเพิ่มมากขึ้น  ซึ่งสอดคลองกับวิจัยของ  Singh  และ

คณะ (1990)  และ  Benincasa  และคณะ (2001)  สนับสนุนวาจุลินทรียสามารถผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพออกมาไดดีในชวงสภาวะที่มีการจํากัดปริมาณไนโตรเจนหรือปริมาณไนโตรเจนต่ํา

เมื่อวิเคราะหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตามกราฟรูปที่  5.3  จะเห็นไดวาเปนไป

ตามที่กลาวไวคือเมื่ออัตราสวน  C/N  เริ่มตนต่ําอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจะมีคาสูง  แตเมื่อ 

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนสูงขึ้นอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจะมีคาต่ําลง  โดยมีคาต่ําที่สุดที่

อัตราสวน  C/N  200  เทากับ   0.169  ตอชั่วโมงซึ่งมีคาต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  179.29  

เปอรเซ็นต  ซึ่งตรงขามกับกับอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่มีคาสูงขึ้นตาม

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เพิ่มขึ้น     โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะมีคาต่ําที่สุดที่

อัตราสวน  C/N  5  เทากับ  0.074   กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมงซึ่งมีคาต่ํากวาคาสูงสุด

อยูเทากับ  171.62  เปอรเซ็นต  ผลที่ไดยังสอดคลองกับคาอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

(productivity)  ตามกราฟรูปที่  5.4 ที่พบวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  มีคาการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอเวลาสูงที่สุดเทากับ  0.036  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึ่งสูงกวาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนคาอื่นๆ  อยางชัดเจน  

ตารางที่  5.1  แสดงความเขมขนของเซลลและสารลดแรงตึงผิวที่เวลาสุดทายของการหมักคือ  

48  ชั่วโมงที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางๆ

ความเขมขนที่เวลา  48  ชม. C/N  5 C/N  50 C/N  100 C/N  150 C/N  200

เซลล

(กรัมตอลิตร)

1.76 1.74 1.28 1.01 0.54

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

(กรัมตอลิตร)

0.88 0.93 0.68 1.06 0.74
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รูปที่ 5.3  แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ  อัตราการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจําเพาะ  อัตราการใช

น้ํามันปาลมดิบจําเพาะและอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะที่อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอ

ไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5 -200  เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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รูปที่ 5.4  แสดงอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอเวลา (productivity)  ที่อัตราสวนโดยโมลระหวาง

คารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ 5-200   เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพู

เขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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และเมื่อพิจารณาคาอัตราการใชแอมโมเนียมซัลเฟตจําเพาะพบวามีอัตราการใชแอมโม

เนียมซัลเฟตจําเพาะสูงที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนต่ํา  ซึ่งมีคาสูงที่สุดที่อัตราสวน  C/N  5  เทากับ  

0.538  กรัมแอมโมเนียมซัลเฟตตอกรัมเซลลตอชั่วโมง  และมีคาต่ําที่สุดที่อัตราสวน  C/N  100  

เทากับ  0.0349  กรัมแอมโมเนียมซัลเฟตตอกรัมเซลลตอชั่วโมงต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  

1441.55    เปอรเซ็นต  สวนอัตราการใชน้ํามันปาลมดิบจําเพาะมีคาสูงที่ที่อัตราสวน  C/N  

เริ่มตนต่ําเชนกัน  โดยมีคาสูงที่สุดเทากับ  เทากับ  3.546  กรัมน้ํามันปาลมตอกรัมเซลลตอชั่วโมง

ที่อัตราสวน  C/N  50  และมีคาต่ําที่สุดที่อัตราสวน  C/N  100  เทากับ  1.497  กรัมน้ํามันปาลม

ตอกรัมเซลลตอชั่วโมงซึ่งต่ํากวาคาสูงสุดอยูเทากับ  136.87  เปอรเซ็นต

จากผลที่กลาวมาทั้งหมดสรุปไดวาอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  เหมาะกับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  เหมาะกับการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ

5.1.2  ผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจน  (C/N)  เริ่มตนที่มีตอคา
ผลไดของเซลลและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอสารอาหาร
    

สําหรับคาผลไดของเซลลตอแอมโมเนียมซัลเฟต  คาผลไดของเซลลตอน้ํามันปาลมดิบ

และคาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบเมื่อคิดที่เวลาสุดทายของการหมัก  

ตามกราฟรูป  5.6  พบวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100  มีคาผลไดของเซลลจากแอมโม

เนียมซัลเฟตสูงที่สุดเทากับ  6.496  กรัมตอกรัม  แสดงวาปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีอยูใน

ระบบถูกเปลี่ยนไปเปนเซลลไดสูงที่สุดที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100  เมื่อพิจารณาคา

ผลไดของเซลลตอน้ํามันปาลมดิบจะเห็นวามีคาลดลงตามอัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่เพิ่มขึ้น  สวน

คาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบมีคาใกลเคียงกันที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตน

เทากับ  5 – 150  แตที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  200  คาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ตอน้ํามันปาลมดิบมีคาลดลงมาก  เมื่อเปรียบเทียบปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปเซลลกับ

ปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเห็นวาที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตน

เทากับ  5 – 100   ปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปเซลลมีคาสูงกวาปริมาณน้ํามันปาลมที่ถูก

เปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แตที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  และ  200  ปริมาณ

น้ํามันปาลมที่ถูกเปลี่ยนไปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคาสูงกวาเล็กนอย  แสดงใหเห็นวาที่อัตรา

สวน  C/N  เริ่มตนต่ําปริมาณน้ํามันปาลมถูกใชเพื่อการเจริญเติบโตมากกวา  สวนที่อัตราสวน

C/N  เริ่มตนสูงปริมาณน้ํามันปาลมถูกใชเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากกวา
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รูปที่ 5.5  แสดงคาผลไดของเซลลตอแอมโมเนียมซัลเฟต  (Yx/n)  คาผลไดของเซลลตอน้ํามัน

ปาลมดิบ  (Yx/oil)  และคาผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตอน้ํามันปาลมดิบ  (Yp/oil)  เมื่อคิด

ที่เวลาสุดทายของการหมักที่อัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ 5-200   

เมื่อเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบ

ตอนาที  อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5
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5.2  ผลการศึกษาความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของจุลินทรีย

จากการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่มีปริมาตร

ของเหลว  100  มิลลิลิตร  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  ดวย

น้ํามันปาลมดิบเริ่มตน  20  กรัมตอลิตรและปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตางกัน  9  คา  

ไดแก  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  เพื่อ

นํามาใชเปนขอมูลอางอิงสําหรับการเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมที่สามารถอธิบายผลของความ

เขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ    ในชวงการเติบโตแบบ

ทวีคูณของจุลินทรีย  ซึ่งแบบจําลองที่นํามาคัดเลือกมีทั้งหมด  8  แบบจําลอง  ประกอบดวย

แบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  

เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวโดยไม

คํานึงถึงผลการเกิดการยับยั้งจากเซลลหรือสารอาหาร  และแบบจําลอง  Contois  แบบจําลอง  

Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  เปนแบบจําลองที่อัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวและคํานึงถึงผลจากการเกิดการยับยั้ง

อัตราการเจริญเติบโตจากเซลลหรือสารอาหาร  ผลการทดสอบแบบจําลอง  คาพารามิเตอรและ

คาความผิดพลาดซึ่งเกิดจากผลตางระหวางคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากการทดลองกับ

คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ไดจากการคํานวณกําลังสองของแตละแบบจําลองแสดงอยูใน

ตารางที่  5.2  และกราฟที่  5.6  และ  5.7
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ตารางที่  5.2  แสดงผลการทดสอบแบบจําลอง  คาพารามิเตอรและคาความผิดพลาดของแบบจําลอง  8  แบบจําลอง

คาพารามิเตอรแบบจําลอง สมการแบบจําลอง

max SK n DK SiK mS

คาความผิดพลาด

 
2

1
exp




N

i
predictederr 

Monod 
SKS

S


 max 0.3306 0.0442 - - - - 0.0752

Moser 
nn

S

n

SK

S


 max 0.3354 0.0001 9.9907 - - - 0.0637

Teissier  SKSe 1max 0.3363 0.2755 - - - - 0.0682

Mason & Milles











 SK

SK

S
D

S
max

0.3306 0.0442 - - - - 0.0752

Contois 











SXK

S

S
max 0.3397 1.5967 - - - - 0.0678

Andrew 
SiS KSKS

S
2max 

  0.9008 1.1009 - - 6.3216 - 0.0068

Luong n

mS S

S

KS

S











 1max

0.6885 0.6846 18.861 - - 319.57 0.0073

Edward  SiKS

S

e
KS

S 


 max 0.6969 0.6993 - - 16.306 0.0073
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จากตารางที่  5.2  พบวาแบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  แบบจําลอง  

Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  รวมทั้งแบบจําลอง  Contois  ใหคาความผิดพลาดสูง

กวาแบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward    โดยเฉลี่ยประมาณ  

10  เทาและเมื่อพิจารณาจากกราฟที่  5.7  จะเห็นวาแบบจําลอง  Monod  แบบจําลอง  Moser  

แบบจําลอง  Teissier  แบบจําลอง  Mason & Milles  และแบบจําลอง  Contois  สามารถอธิบาย

ผลความสัมพันธระหวางอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนไดเฉพาะชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนต่ํากวา  0.5  กรัมตอลิตร  เมื่อ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนมีคาสูงกวา  0.5  กรัมตอลิตร  แบบจําลองเหลานั้น

ใหผลการประมาณคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะคลาดเคลื่อนไปจากคาที่ไดจากผลการทดลอง

มาก  ในขณะที่แบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  ซึ่งเปน

แบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะขึ้นอยูกับสารอาหารจํากัดชนิดเดียวและคํานึงถึงผล

การเกิดการยับยั้งอัตราการเจริญเติบโตจากสารอาหาร  สามารถอธิบายผลความสัมพันธระหวาง

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะกับความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนไดดีตลอดทั้งชวงการ

ทดลอง  คาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่คํานวณไดจากทั้ง  3  แบบจําลองมีคาใกลเคียงกับคา

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากการทดลอง 

หากพิจารณาเฉพาะแบบจําลอง  Andrew  แบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  

Edward  ตามกราฟรูปที่  5.8  จะเห็นวาแบบจําลอง  Andrew  ใหคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะที่คํานวณสอดคลองและมีแนวโนมไปในทางเดียวกันกับคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

จากการทดลองมากกวาแบบจําลอง  Luong  และแบบจําลอง  Edward  เนื่องจากแบบจําลองทั้ง  

2  แบบจําลองนั้นประมาณคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัล

เฟตเริ่มตนชวง  1.5 – 3   กรัมตอลิตรคลาดเคลื่อนไปโดยประมาณไดต่ํากวาคาจริง  ดังนั้น

แบบจําลอง  Andrew  จึงเปนแบบจําลองที่อธิบายผลของคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะตอ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนไดดีทั้งในชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟต

เริ่มตนต่ํากวา  3  กรัมตอลิตร  ซึ่งเปนชวงที่ยังไมเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจาก

สารอาหาร  และชวงที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงกวา  3  กรัมตอลิตร  ซึ่งเปน

ชวงที่เริ่มเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียจากสารอาหาร  และยังใหคาความผิดพลาด

ต่ําที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับทุกแบบจําลอง  เพราะฉะนั้นจึงเลือกแบบจําลอง  Andrew  ใน

การศึกษาตอไป
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รูปที่  5.6  แสดงคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากทดลองและคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะจากคํานวณจากแบบจําลอง 8 แบบจําลองที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

เทากับ  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  
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รูปที่  5.7  แสดงคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะจากทดลองและคาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะจากคํานวณจากแบบจําลอง 3 แบบจําลองที่ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตน

เทากับ  0.42, 0.55,  0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  



77

5.3  ผลการเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ในงานวิจัยสวนนี้เปนการนําผลการทดลองการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas

sp.A41  เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขวดรูปชมพูที่มีปริมาตรของเหลว  100  มิลลิลิตร  ใน

เครื่องเขยาความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดาง

เริ่มตน  7.5  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  โดยมีน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและแอมโมเนียม

ซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางกัน  5  คาไดแก  5,  50,  100, 150  

และ  200  (ใหความเขมขนน้ํามันปาลมดิบคงที่แตเปลี่ยนความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟต)  ไปใช

เปนขอมูลในการคัดเลือกแบบจําลองที่เหมาะสมเพื่อสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

แบบจําลองที่นํามาคัดเลือกในสวนนี้มี  2  แบบจําลองคือ  แบบจําลอง  Andrews  และ

แบบจําลอง  Logistic  แบบจําลอง  Andrews  เปนแบบจําลองที่ไดจากการศึกษาผลของความ

เขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะในหัวขอ 5.2  จึงนําแบบจําลอง

นี้มาใชในการศึกษาตอเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบ

ตามเวลาตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง  ในขวดรูปชมพู  โดยเปรียบเทียบกับแบบจําลอง  

Logistic  ซึ่งอางอิงมาจากงานวิจัยของ Ochoa  และ  Casas  (1999)  ที่ใชแบบจําลองในการ

อธิบายการผลิตโซโฟโรลิปดจาก  Candida bombicola  การที่แบบจําลอง  Logistic ไมถูก

นําไปใชในการศึกษาผลความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ในหัวขอ 5.2  นั้นเนื่องมาจากแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียไมขึ้นอยูกับสารอาหารที่มีอยูแตจะขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลลเพียงอยางเดียว  

ดังนั้นแบบจําลอง  Logistic  จึงไมสามารถอธิบายผลของสารอาหารเริ่มตนที่มีตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะได  แบบจําลอง  Logistic  จึงถูกนํามาใชทดสอบหาแบบจําลองที่เหมาะสม

ในสวนนี้

สําหรับคาพารามิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  ที่ไดจากการเลือกแบบจําลองในหัวขอ

ที่ผานมา  จะไมมีการนํามาใชตอในการทดสอบแบบจําลองในสวนนี้เพราะคาพารามิเตอรที่ไดเปน

ผลมาจากการการศึกษาผลความเขมขนแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะในชวงการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ  (exponential phase)  ที่เวลา  6  ชั่วโมงแรกเทานั้น  
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ทําใหพารามิเตอรชุดนั้นไมสามารถนํามาใชอธิบายการเปลี่ยนแปลงของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  และสารอาหารตลอดทั้งชวงการหมัก  48  ชั่วโมงได  ดังนั้นการทดสอบแบบจําลองใน

หัวขอนี้จะทําการหาคาพารามิเตอรของ  Andrews ใหม  

การทดสอบแบบจําลองเพื่อหาแบบจําลองที่เหมาะสมจะใชวิธีเจนเนอติกโดยอาศัยกลอง

เครื่องมือวิธีเจนเนอติก  (genetic  algorithm  toolbox)  ในโปรแกรม  MATLAB  เวอรชั่น  

R2006a  ซึ่งมีฟงกชันวัตถุประสงคเปนผลรวมของคาความแตกตางระหวางผลการทดลองกับคา

จากการคํานวณกําลังสองนอยที่สุด   ผลที่ไดแสดงตามตารางที่  5.3                

 ตารางที่  5.3  แสดงผลรวมของคาความผิดพลาดกําลังสองจาการทดสอบแบบจําลอง  

Andrews  และแบบจําลอง  Logistic  ที่นําไปใชอธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  การผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวง

การหมัก  48  ชั่วโมงในขวดรูปชมพู ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200

ผลรวมของคาความผิดพลาดกําลังสอง  (sum of square error)แบบจําลอง

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

 Andrews

SiS KSKS

S
2max 

 

63.86 20.1 3.71 6.43 9.80

Logistic











mX

X
10

10.15 9.54 2.03 5.48 4.55

เมื่อเปรียบเทียบคาความผิดพลาดของอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  5 – 200  ตามตารางที่  

5.3  พบวาแบบจําลอง  Logistic  ใหคาความผิดพลาดต่ํากวาแบบจําลอง  Andrews  ทุก

อัตราสวน  C/N  และเมื่อพิจารณากราฟผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากการทดลองกับ

คาที่ไดจากการคํานวณจากแบบจําลอง  Logistic  ตามรูปที่  5.8 – 5.12  พบวาแบบจําลอง 

Logistic  สามารถอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การ

เปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก  48  ชั่วโมงไดดีทุกอัตราสวน  

C/N  ในขณะที่แบบจําลอง  Andrews  สามารถอธิบายผลไดดีเฉพาะชวงที่อัตราสวน  C/N  มีคา

สูงเทากับ  150  และ  200  ตามกราฟรูปที่  5.13 -5.17  
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เมื่อนําแบบจําลอง  Logistic  มาอธิบายผลการทดลองที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  

5,  50  และ  100  (กราฟรูปวงกลมหมายถึงผลการทดลองในรูปที่  5.8 – 5.10)  พบวาเซลลมีการ

เจริญเติบโตชาลงและเขาสูระยะพักกอนที่แอมโมเนียมซัลเฟตซึ่งเปนสารอาหารจํากัดจะหมด  

สาเหตุหนึ่งอาจมาจากความเขมขนของเซลลที่สูงขึ้นเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตสอดคลองตาม

แบบจําลอง  Logistic  สวนที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  และ  200  ความเขมขนเริ่มตน

ของแอมโมเนียมซัลเฟตมีคาต่ําจึงถูกใชหมดไปกอนสิ้นสุดการหมัก  ดังนั้นการที่เซลลเจริญเติบโต

ชาลงอาจเปนผลมาจากการที่สารอาหารจํากัดหมดหรือจากความเขมขนของเซลลสูงขึ้นก็ได  

และถาพิจารณาการนําแบบจําลองไปใชศึกษาตอในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

พบวาแบบจําลอง  Logistic  ไมเหมาะสมกับการนําไปหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและ

น้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมเนื่องจากแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตราการเจริญ

เติบโตของเซลลไมขึ้นอยูกับสารอาหารแตขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลล  เซลลจะถูกยับยั้งการ

เจริญเติบโตดวยความเขมขนสูงสุดของเซลล  แมวาจะมีการเติมสารอาหารเขาไปในระบบก็ไมมี

ผลทําใหเซลลเจริญเติบโตไดมากขึ้น  ดังนั้นการพิจารณาผลการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  

Pseudomonas sp.A41  และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อทําการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเขาไปในกระบวนการหมักจึงควรเลือกแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผล

จากสารอาหารในการศึกษามากกวา  ดวยเหตุผลนี้จึงเลือกแบบจําลอง  Andrews ในการศึกษา

หาอัตราการปอนที่เหมาะสมตอไป  และเนื่องจากการหาอัตราการปอนที่เหมาะสม  (optimal  

feed)  จะใชวิธีออปติมัลคอนโทรล  (optimal  control)  ซึ่งไมคํานึงถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน  

C/N  ในถังหมัก  การใชคาพารามิเตอรที่ไดจากอัตราสวน  C/N  คาใดคาหนึ่งอาจจะไมสามารถ

อธิบายผลจากการเปลี่ยนแปลง  C/N  ที่เกิดขึ้นในถังหมักไดครอบคลุม  ในงานวิจัยนี้จึงเลือกใช

การเฉลี่ยคาพารามิเตอรที่ไดจากทุกอัตราสวน  C/N  5 – 200  ในการหาอัตราการปอนที่เหมาะสม

ในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง   

จากที่กลาวมาทั้งหมดสรุปไดวา  แบบจําลอง  Logistic  สามารถอธิบายผลการเจริญ

เติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและ

น้ํามันปาลมดิบตลอดการหมักไดดีทุกอัตราสวน  C/N  สวนแบบจําลอง  Andrews  สามารถ

อธิบายผลไดดีที่อัตราสวน  C/N  เทากับ  150  และ  200  และในการศึกษาอัตราการปอนที่

เหมาะสมจะเลือกแบบจําลอง  Andrews  เนื่องจากเปนแบบจําลองที่มีการคํานึงถึงผลของ

สารอาหารตอการเจริญเติบโตของเซลล
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ผลการนําแบบจําลอง  Logistic  ในการอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก 0 - 48  

ชั่วโมง
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รูปที่  5.8  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5  

 (กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง)  
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รูปที่ 5.9  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  50  

 (กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง)  
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รูปที่ 5.10  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  100  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.11  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  150  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 

 



84

0 20 40 60
0

0.2

0.4

0.6

0.8

time (h)

C
el

l c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(g

/l)

0 20 40 60
0.2

0.4

0.6

0.8

1

time (h)

B
io

su
rf

ac
ta

nt
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(g
/l)

0 20 40 60
-0.2

0

0.2

0.4

0.6

time (h)A
m

m
on

iu
m

 s
ul

fa
te

 c
on

ce
nt

ra
tio

n 
(g

/l)

0 20 40 60
5

10

15

20

time (h)

O
il 

co
nc

en
tr

at
io

n 
(g

/l)

รูปที่ 5.12  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Logistic  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  200  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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ตารางที่  5.4  แสดงคาพารามิเตอรที่ไดจากแบบจําลอง  Logistic  และสมการสมดุลมวลในการ

อธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง

ในขวดรูปชมพู  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200  

คาพารามิเตอรพารามิเตอร

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


(g P / g cell – hr)

0.0016 0.0011 0.0052 0.007 0.0065


(g P / g cell)

0.3994 0.3106 0.1941 0.656 0.5364

dK

(hr-1)

0.01 0.0061 0.0088 0.0071 0.01

NM

(g N / g cell – hr)

0.01 0.01 0.0099 0.0055 0.003

oilM

(g Oil / g cell – hr)

0.0014 0.0052 0.01 0.0096 0.01

NXY

(g / g)

0.6525 4.9641 3.6829 2.1515 1.8539

oilXY

(g / g)

0.2756 1.4397 0.456 0.1789 0.2366

oilPY

(g / g)

1.0334 0.0901 0.1343 0.2012 0.0771

0
(hr-1)

0.2251 0.3972 0.3662 0.2471 0.2495

maxX

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

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดการหมัก 0 - 48  

ชั่วโมง
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รูปที่ 5.13  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  5  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.14  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  50  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.15  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  100  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.16  แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  150  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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รูปที่ 5.17 แสดงผลการเปรียบเทียบระหวางคาที่ไดจากผลการทดลองกับคาที่ไดจากการทดสอบ

แบบจําลอง  Andrews  กรณีอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนเทากับ  200  

(กราฟวงกลมหมายถึงผลการทดลองและกราฟเสนหมายถึงคาที่ไดจากการทดสอบแบบจําลอง) 
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ตารางที่  5.5  แสดงคาพารามิเตอรที่ไดจากแบบจําลอง  Andrews  และสมการสมดุลมวลในการ

อธิบายการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

การเปลี่ยนแปลงของแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตลอดชวงการหมัก  0 – 48  ชั่วโมง

ในขวดรูปชมพู  ที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5, 50, 100, 150  และ  200  

คาพารามิเตอรพารามิเตอร

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

5-200


(g P / g cell – hr)

0.0045 0.0021 0.007 0.007 0.007 0.00552


(g P / g cell)

0.25 0.2813 0.1829 0.6641 0.6855 0.41276

dK

(hr-1)

0.005 0.01 0.001 0.005 0.0038 0.00496

NM

(g N / g cell – hr)

0.01 0.0061 0.0051 0.0012 0 0.00448

oilM

(g Oil / g cell – hr)

0.0061 0.0032 0.0088 0.0061 0.01 0.00684

NXY

(g / g)

0.1895 1.7823 1.8381 1.5307 1.1317 1.33152

oilXY

(g / g)

0.2756 0.3292 0.3999 0.2024 0.0832 0.25808

oilPY

(g / g)

29.7646 0.3193 0.1262 0.1592 0.1928 6.11242

max
(hr-1)

1 1.2344 1.2158 1.1641 1.4391 1.21068

SK

(g/l)
0.294 6.5127 3.0122 4.3414 3.4957 3.5312

SiK

(g/l)
2 49.9688 49.9998 49.9922 49.9958 40.39132
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5.4  ผลการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสม 
(optimal  feed)  สําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่ง
ตอเนื่อง

ผลจากการศึกษาแบบจําลองที่เหมาะสมที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนตางๆ  ตั้งแต  5 – 200  

(ในหัวขอที่  5.3)  จะถูกนํามาใชในการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่

เหมาะสม  (optimal  feed)  และทํานายการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบเมื่อทําการปอน  โดยแบบจําลองที่นํามาใชคือ  

แบบจําลอง  Andrews  เนื่องจากแบบจําลอง  Andrews  เปนแบบจําลองที่มีสมมติฐานวาอัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลขึ้นอยูกับสารอาหาร  ดังนั้นในกรณีกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่องที่มี

การปอนสารอาหารเขาไปเพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ  การใชแบบจําลอง   Andrews  ในการอธิบายจึงเหมาะสมกวาแบบจําลอง  Logistic  

แมวาแบบจําลอง  Logistic  จะสามารถอธิบายผลการเจริญเติบโตของเซลล  การผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบในกระบวนการหมักแบบ

ไมตอเนื่องไดดีในทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตน  แตแบบจําลอง  Logistic  เปนแบบจําลองที่อัตรา

การเจริญเติบโตของเซลลขึ้นอยูกับความเขมขนของเซลลไมขึ้นกับความเขมขนของสารอาหาร  

ฉะนั้นจึงไมเหมาะจะนําแบบจําลองนี้มาใชในการพิจารณาผลของสารอาหารที่ปอนเขาไปตอการ

เจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง

สําหรับคาพารามิเตอรของแบบจําลอง   Andrews  ที่นําไปใชอัตราการปอนแอมโมเนียม

ซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสม  จะใชพารามิเตอรที่ไดจากทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตน

ตั้งแต  5 – 200  โดยนําคาพารามิเตอรเหลานั้นมาเฉลี่ยกันเนื่องจากการหาอัตราการปอนแอมโม

เนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมในงานวิจัยนี้  ใชวิธีออปติมัลคอนโทรล  (optimal  

control)  อัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมที่ไดจะเปนอัตราการ

ปอนที่เหมาะสมที่สุดที่ทําใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดภายใตเงื่อนไขที่

กําหนด  ซึ่งจะไมคํานึงถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน   C/N  ในถังหมัก  ดังนั้นการใชคาพารา

มิเตอรที่นํามาเฉลี่ยจากทุกอัตราสวน  C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 – 200  เพื่อตองการใหสามารถ

อธิบายการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน   C/N  ที่เกิดขึ้นในถังหมักไดครอบคลุมมากที่สุด  
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รูปที่  5.18  แสดงความเขมขนของเซลล  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แอมโมเนียมซัลเฟต  น้ํามัน

ปาลมดิบที่เปลี่ยนแปลงตามเวลาเมื่อปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบดวยความ

เขมขนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ตลอดทั้งชวงการหมัก  30  ชั่วโมง
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รูปที่  5.19  แสดงรูปแบบการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบดวยความเขมขน

เทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ตลอดทั้งชวงการหมัก  30  ชั่วโมง  

C/N ~ 50 - 75 C/N ~ 120 - 1200
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จากรูปที่  5.18  และ  5.19  เปนกรณีการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่

ความเขมขนในสายปอนเทากับ  28.35  และ  300  กรัมตอลิตรตามลําดับ  ซึ่งเปนคาที่อางอิงจาก

งานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  จะเห็นวาเมื่อทําการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลม

ดิบที่เหมาะสมตามรูปที่  5.19  ที่ไดจากวิธีออปติมัลคอนโทรลและพิจารณาคาอัตราสวน  C/N  

ในถังหมักที่เปลี่ยนแปลงตามรูปที่  5.18  พบวาการเปลี่ยนแปลงของอัตราสวน  C/N  ในถัง

แบงเปน  2  ชวงคือ  ชวงที่อัตราสวน  C/N มีคาต่ํา  (C/N  มีคาประมาณ  50 – 75)  และชวงที่

อัตราสวน  C/N  มีคาสูง  (C/N  มีคาประมาณ  120 – 1200)  ซึ่งตรงกับที่ผูวิจัยคาดหวังไววาเมื่อ

ทําการปอนสารอาหารเขาไปจะทําใหสภาวะในถังหมักแบงออกเปน  ชวงที่อัตราสวน  C/N  มีคา

ใกลเคียงหรืออยูในชวงประมาณ  50   ซึ่งเหมาะกับการเจริญเติบโตของเซลลและชวงที่อัตราสวน  

C/N  มีคาใกลเคียงหรืออยูในชวงประมาณ  150   ซึ่งเหมาะกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

โดยอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมนี้จะทําใหไดอัตราการผลิต

เซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดเทากับ  0.53  และ  0.23  กรัมตอลิตรตอ

ชั่วโมง  และเมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  ที่ทําการทดลองปอนแอมโม

เนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบโดยมีการเปลี่ยนความเขมขนในสายปอนที่เวลา  6,  9,  12  และ  

15  ชั่วโมง  พบวาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมโดยวิธีออป

ติมัลคอนโทรลในงานวิจัยนี้ใหคาอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูง

กวางานวิจัยของเลิศลักษณ  (2546)  เทากับ  178.94  และ  475  เปอรเซ็นตตามลําดับเมื่อเทียบ

กับคาที่สูงที่สุด

ดังนั้นผูวิจัยหวังวาการหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะ

สมโดยวิธีออปติมัลคอนโทรลสําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้จะเปนแนวทางใน

การนําไปใชประโยชนเพื่อทําการศึกษาวิจัยตอไปในอนาคต
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ตารางที่  5.6  แสดงผลการเปรียบเทียบอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้กับงานวิจัยของเลิศลักษณ (2546)

งานวิจัยของเลิศลักษณ (2546) งานวิจัยนี้

เวลาในการเปลี่ยนความ

เขมขน

อัตราการผลิตเซลล
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตเซลล
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
(กรัมตอลิตรตอชั่วโมง)

6  ชั่วโมง 0.13 0.04

9  ชั่วโมง 0.13 0.04

12  ชั่วโมง 0.19 0.03

15  ชั่วโมง 0.14 0.04

0.53 0.23

หมายเหตุ การคํานวณคาอัตราการผลิตเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคิดที่เวลาสุดทายของการหมัก



บทที่  6
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1  สรุปผลการทดลอง

งานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูป

ชมพูบมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ  200  รอบตอนาที  คาความเปนกรดดางเริ่มตน  7.5  

อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  โดยมีน้ํามันปาลมดิบเปนแหลงคารบอนและ

แอมโมเนียมซัลเฟตเปนแหลงไนโตรเจน และแบงการศึกษาออกเปน  4  สวนไดแก

6.1.1  การศีกษาผลของความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ

ความเขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนที่ทําการศึกษามี  9  คา  ไดแก  0.42, 0.55,  

0.83,  1.66,  5.56,  8.34,  13.90,  16.68  และ  20.85  กรัมตอลิตร  พบวาเมื่อความเขมขนของ

แอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงขึ้นจะทําใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงขึ้น  จนกระทั่งที่ความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนสูงขึ้นถึงคาคาหนึ่งจะทําใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ลดลง  ซึ่งแบบจําลอง  Andrews : 
SiS KSKS

S
2max 

    สามารถอธิบายผลของความ

เขมขนของแอมโมเนียมซัลเฟตเริ่มตนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับ

แบบจําลองที่นํามาศึกษา  8  แบบจําลอง

6.1.2  การศึกษาผลของอัตราสวนโดยโมลระหวางคารบอนตอไนโตรเจนเริ่มตนตออัตรา
การเจริญเติบโตของจุลืนทรียและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนที่นํามาศึกษามี  5 คาไดแก  5,  50,  100,  150  และ  200  

พบวา

- อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  ใหคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของจุลินทรียสูง

ที่สุดเทากับ  0.472  ตอชั่วโมง

- อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  ใหคาอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงที่สุดเทากับ  0.204  กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอชั่วโมง       
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 ดังนั้นที่อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50  เปนอัตราสวนที่เหมาะสําหรับการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียและอัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150  เปนอัตราสวนที่เหมาะสําหรับ

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

6.1.3  การศึกษาผลของแบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากจุลินทรีย  Pseudomonas  sp.A41  ในขวดรูปชมพูตลอดการหมัก  48  ชั่วโมงที่
อัตราสวน C/N  เริ่มตน  5 - 200

แบบจําลองที่นํามาศึกษามี  2  แบบจําลองไดแก  แบบจําลอง  Andrews  และ

แบบจําลอง  Logistic  พบวา

-  แบบจําลอง  Logistic : 









mX

X
10  เปนแบบจําลองที่เหมาะสําหรับอธิบายการ

เจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลงแอมโมเนียมซัลเฟต

และน้ํามันปาลมดิบตามเวลาในขวดรูปชมพูทุกอัตราสวน C/N  เริ่มตนตั้งแต  5 - 200

-  แบบจําลอง  Andrews  (
SiS KSKS

S
2max 

  )   เปนแบบจําลองที่เหมาะ

สําหรับอธิบายการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  การเปลี่ยนแปลง

แอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบตามเวลาในขวดรูปชมพูเฉพาะที่อัตราสวน C/N  เริ่มตน

เทากับ  150  และ  200

6.1.4  การศึกษาผลของอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะ
สม  (optimal  feed)  สําหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกระบวนการหมักแบบกึ่ง
ตอเนื่อง

การหาอัตราการปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่เหมาะสมในกระบวนการ

หมักแบบกึ่งตอเนื่อง  เลือกแบบจําลอง  Andrews  นํามาใชในการศึกษาเพราะเปนแบบจําลองที่

คํานึงผลของสารอาหารตออัตราการเจริญเติบโตของเซลล  ซึ่งตางจากแบบจําลอง  Logistic  ที่

อัตราการเจริญเติบโตของเซลลไมขึ้นอยูกับสารอาหาร  ในการหาอัตราการปอนที่เหมาะสมโดยใช

วิธีออปติมัลคอนโทรลจะไมสามารถควบคุมและทราบถึงการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน C/N  ในถัง

หมัก  ดังนั้นจึงใชคาพารามิเตอรของแบบจําลอง  Andrews  จากอัตราสวน C/N  5-200  นํามา

เฉลี่ยกันเพื่อใหสามารถอธิบายการเปลี่ยนแปลงอัตราสวน C/N  ไดครอบคลุมที่สุด  และเมื่อทํา

การปอนแอมโมเนียมซัลเฟตและน้ํามันปาลมดิบที่ความเขมขนในสายปอนเทากับ  28.35  และ  
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300  กรัมตอลิตรตามลําดับตลอดการหมัก  พบวาไดอัตราสวน C/N ประมาณ  50-75  ในชวงแรก

และไดอัตราสวน C/N ประมาณ  120-1200  ในชวงหลัง  และทําใหไดคาอัตราการผลิตเซลลและ

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดเทากับ  0.53  และ  0.23  กรัมตอลิตรตอชั่วโมง

ตามลําดับ

6.2  ขอเสนอแนะ
6.2.1  แบบจําลองที่นํามาใชศึกษาเปนแบบจําลองกรณีที่สารอาหารละลายน้ําได  แต

น้ํามันปาลมดิบซึ่งใชเปนแหลงคารบอนในงานวิจัยนี้เปนสารอาหารละลายน้ํายาก  จึงควรศึกษา

หาแบบจําลองเพิ่มเติมที่มีการคํานึงถึงผลของสารอาหารซึ่งไมละลายน้ํา  อาจทําใหอธิบายผลการ

ทดลองไดแมนยํามากยิ่งขึ้น  

6.2.2  พีคที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย  HPLC ที่นํามา

พิจารณาควรมีการติดตามพีคนั้นโดยการวัดพื้นที่การกระจายน้ํามัน  เพื่อใหแนใจวาปริมาณสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พิจารณามีปริมาณเพิ่มขึ้น
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ภาคผนวก  ก

ก.1  อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ

ก.1.1  อาหารนิวเทรียนเอการ (Nutrient Agar)
เนื้อสกัด (beef extract) 3.0 กรัม

แบคโตเปปโตน (bacto peptone)            5.0 กรัม

วุนผง (agar)                             20.0 กรัม

น้ํากลั่น                         1000  มล.

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน

ก.1.2  อาหารเหลวกําหนดสูตร (Define medium)
น้ํามันปาลม          20.0 กรัม.

แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)             4.0 กรัม

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.4 กรัม

โปตัสเซียมคลอไรด (KCl) 0.2 กรัม

แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)             0.1 กรัม

กรดฟอสเฟอริก (H3PO4)                         0.5 มล.

กรดบอลิก (H3BO3)            1.53 มิลลิกรัม

คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)         0.284 มิลลิกรัม

แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4.H2O)           1.71 มิลลิกรัม

โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) 0.7 มิลลิกรัม

ซิงคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O) 2.9 มิลลิกรัม

เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)            4.3 มิลลิกรัม

โคบอลคลอไรด (CoCl2.6H2O)            0.1 มิลลิกรัม

อีดีทีเอ (EDTA)        200.0 มิลลิกรัม

แคลเซียม-แพนโททีเนต (Calcium Pantothenate)        1.176 มิลลิกรัม

ไบโอทิน (Biotin)          5.88 ไมโครกรัม

กรดโฟลิก (Folic acid)          5.88 ไมโครกรัม

อินโนซิทอล (Inositol)        0.588 ไมโครกรัม

ไนอาซิล (Niacin)        1.176 ไมโครกรัม
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กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-Aminobenzoic acid)                  0.588 มิลลิกรัม

ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด (Pyrodoxine-HCl)       1 .176 มิลลิกรัม

ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)         0.588 มิลลิกรัม

ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl)         1.176 มิลลิกรัม

ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4.12H2O)           14.0 กรัม

น้ํากลั่น                          1000 มิลลิลิตร

ปรับคาความเปนกรดเปนดางใหได 7.0 แลวนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน สําหรับ

สารละลายวิตามินไดแก แคลเซียม-แพนโททีเนต  ไบโอติน  กรดโฟลิก  อินโนซิทอล  ไนอาซิน  

กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก  ไพโรดอกซิน-ไฮโดรคลอไรด  ไรโบฟลาวิน  ไทอามิน-ไฮโดรคลอไรด  

ทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง

ก.2  การเตรียมสารสําหรับวิเคราะหไนโตรเจน

ก.2.1  สารละลายฟนอล
ฟนอล              50 กรัม

เอทธานอล  95 %            500 มิลลิลิตร

ก.2.2  สารละลายโซเดียมไนโตรพลัสไซด
โซเดียมไนโตรพลัสสไซด 2.5 กรัม

น้ําดีไอออไนซ 500 มิลลิลิตร

เก็บในขวดสีชา มีอายุการใชงาน 1 เดือน

ก.2.3  อัลคาไรดรีเอเจน
โซเดียมซิเตรท 100 กรัม

โซเดียมไฮดรอกไซด                5 กรัม

น้ําดีไอออไนซ 500 มิลลิลิตร

ก.2.4  สารละลายออกซิไดซซิ่ง
อัลคาไรดรีเอเจน 100 มิลลิลิตร

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด 1.5 นอมอล               25 มิลลิลิตร
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ภาคผนวก  ข

ตาราง ข.1 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  5

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.04 0.050 15.86 16.460

3 0.18 0.118 15.50 15.886

6 0.3 0.138 15.25 14.117

9 0.48 0.129 14.99 13.623

12 0.56 0.189 14.82 14.502

15 0.68 0.442 14.66 11.395

21 1.18 0.612 14.27 10.092

24 2.64 0.716 13.00 8.726

30 1.94 0.840 12.86 9.306

36 1.89 0.795 12.36 8.528

42 2.1 0.867 11.98 7.146

48 1.76 0.880 11.03 6.928
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รูปที่ ข.1 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  5
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ตาราง ข.2 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  50

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.02 0.107 1.59 15.935

3 0.08 0.133 1.49 13.357

6 0.34 0.184 1.42 12.678

9 0.68 0.303 1.32 11.855

12 0.92 0.367 1.29 10.518

15 1.1 0.584 1.23 9.226

21 1.5 0.775 1.15 9.843

24 1.98 0.85 1.06 8.711

30 2.42 0.808 0.00 7.961

36 1.84 0.894 0.77 7.165

42 1.78 0.873 0.32 6.511

48 1.74 0.926 0.54 6.225
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รูปที่ ข.2 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  50
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ตาราง ข.3 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  100

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.04 0.059 0.90 16.592

3 0.06 0.121 0.89 15.744

6 0.24 0.145 0.88 15.592

9 0.84 0.133 0.87 14.581

12 0.82 0.303 0.67 13.178

15 1.14 0.342 0.45 12.331

21 0.88 0.361 0.32 10.592

24 1.24 0.448 0.26 11.029

30 1.54 0.459 0.18 9.781

36 1.32 0.487 0.06 8.183

42 1.26 0.608 0.04 8.766

48 1.28 0.68 0.00 7.662
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รูปที่ ข.3 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  100
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ตาราง ข.4 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  150

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.1 0.080 0.70 16.728

3 0.12 0.210 0.58 15.341

6 0.38 0.295 0.55 14.666

9 0.56 0.336 0.48 12.122

12 0.7 0.289 0.41 10.599

15 0.84 0.411 0.38 10.908

21 0.82 0.578 0.31 9.155

24 0.94 0.795 0.21 8.129

30 0.93 0.911 0.09 8.585

36 0.89 0.978 0.03 6.525

42 0.96 0.966 0.01 5.729

48 1.01 1.06 0.00 5.020
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รูปที่ ข.4 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  150
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ตาราง ข.5 แสดงการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย  Pseudomonas sp.A41  ในขวดรูปชมพูเขยาที่

อัตราสวน  C/N  เริ่มตนเทากับ  200

เวลา น้ําหนักเซลลแหง ปริมาณสารลดแรงตึงผิว ปริมาณแอมโมเนียม ปริมาณน้ํามันปาลมดิบ

ชีวภาพ ซัลเฟต

(ชั่วโมง) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร) (กรัมตอลิตร)

0 0.08 0.221 0.41 16.593

3 0.08 0.248 0.37 15.633

6 0.22 0.288 0.31 15.383

9 0.6 0.396 0.25 14.457

12 0.52 0.438 0.17 13.408

15 0.48 0.554 0.13 11.120

21 0.46 0.57 0.09 11.578

24 0.54 0.578 0.03 9.129

30 0.52 0.651 0.00 7.668

36 0.58 0.696 0.00 8.137

42 0.54 0.701 0.00 6.316

48 0.54 0.738 0.00 5.814
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รูปที่ ข.5 แสดงการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของจุลินทรีย

Pseudomonas sp.A41 ที่อัตราสวนของ C/N เริ่มตนเทากับ  200
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ภาคผนวก ค

ผลการวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยไฮเปอรฟอรมานซ  ลิควิค โครมาโตรกราฟฟ 

(High Performance Liquid  Chromatography, HPLC)

น้ําหมักที่ไดหลังจากปนแยกเซลลและสกัดน้ํามันออกแลวจะนํามาสกัดแยกสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพตามวิธีในหัวขอ  4.3.4.2  ซึ่งจะไดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีลักษณะหนืดเปนสีน้ําตาล

เขม  (crude biosurfactant)  นําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดไดมาละลายในสารละลายเมทา

นอลและฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ความเขมขน  0.1,  0.5,  1,  1.5  และ  2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

จากนั้นนําไปวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยไฮเปอรฟอรมานซ  ลิควิค โครมาโตร

กราฟฟหรือ  HPLC  โดยมีเมทานอลและฟอสเฟตบัฟเฟอรเปนเฟสเคลื่อนที่  ผลจากการวิเคราะห

แสดงในรูปที่  ค1-ค5 

จากรูปที่  ค1-ค5  พบวามีพีค (peak)  เกิดขึ้นที่เวลาใกลเคียงกันคือ  3.617,  3.607,  

3.614,  3.607  และ  3.595  นาที  ที่ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  

biosurfactant)  ในสารละลาย  0.1,  0.5,  1,  1.5  และ  2  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  ซึ่ง

จะเห็นไดวาพีคเพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสารละลายที่เพิ่มขึ้น  

รูปที่ ค.1  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  0.1  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
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รูปที่ ค.2  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  0.5  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

รูปที่ ค.3  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  1  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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รูปที่ ค.4  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  1.5  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

รูปที่ ค.5  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (crude  biosurfactant)  ในสารละลาย  2  

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ

นางสาวพรชนก รัตนะรัต เกิดวันที่ 22 กุมภาพันธ พ.ศ. 2525 จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี ภาควิชาวิศวกรรมเคมี สถาบันเทคโนโลยี

พระจอมเกลาพระนครเหนือ ในปการศึกษา 2546 หลังจากนั้นไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญา

มหาบัณฑิต ในภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในป

การศึกษา 2547
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