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 โครงงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
โดย Pseudomonas sp.A41 ในถังหมักแบบไมตอเนื่องโดยใชน้ํามันปาลมเปนแหลงอาหารและ
พลังงานของจุลินทรีย ตัวแปรที่สนใจศึกษาถึงอิทธิพลที่มีตอกระบวนการเจริญเติบโตและการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย ไดแกความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบในการปนกวนของใบ
กวน และเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลมที่ใชเปนแหลงคารบอนในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย การทดลองใน
งานวิจัยนี้จะแบงออกเปน 2 ขั้นตอนคือ ข้ันตอนที่หนึ่ง การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับอัตราการ
เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ โดยพบวาภาวะที่
เหมาะสมของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล คือ ความเปนกรด-ดาง 6.4 ความเร็วรอบใน
การปนกวน 627 รอบตอนาที และใหปริมาณน้ํามันปาลม 1.0 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และภาวะที่
เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ คือที่คาความเปนกรด-ดาง 7.5 
ความเร็วรอบในการปนกวน 608 รอบตอนาที และใหปริมาณน้ํามันปาลม 1.5 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร   และขั้นตอนที่สอง คือการทดสอบสมบัติของผลิตภัณฑ พบวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได
มีความสามารถในการทนตออุณหภูมิที่จุดเดือดนาน 70 นาที และสามารถกออิมัลชันกับสาร
ประกอบไฮโดรคารบอนหลายชนิด ไดแก เฮปเทน ไซโคลเฮกซีน เฮกเซน เคโรซีน และน้ํามัน
พาราฟน นอกจากนี้ยังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาวมีน้ําตาลแรมโนสเปนองคประกอบ 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคัญของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิว (surface active agent) เปนสารเคมีที่มีคุณลักษณะพิเศษเนื่องจากภาย

ในโมเลกุลประกอบดวยทั้งสวนที่มีขั้ว (hydrophilic moiety) และสวนที่ไมมีข้ัว (hydrophobic 

moiety) ทําใหสามารถกระจายตัวอยูระหวางสองวัฏภาค (phases) ที่มีคุณสมบัติของความเปนข้ัว

ที่แตกตางกัน เชน ระหวางวัฏภาคของน้ําและน้ํามัน  

สารลดแรงตึงผิวจึงสามารถถูกนําไปใชประโยชนไดอยางกวางขวาง เชน ใชเปนอิมัลซิไฟเออร 

(emulsifier) ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง, สารทําใหเปยก (wetting agent) ในอุตสาหกรรมยา

หรืออุตสาหกรรมสิ่งทอ (textile), สารทําใหเกิดโฟม (foaming agent) ในอุตสาหกรรมสินแร  

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

microemulsion) ในอุตสาหกรรมทําความสะอาด  (toiletries), เปนสารชวยลดความหนืด 

(viscosity reducing agent) ในกระบวนการขนสงผานทอ (pipeline transportation), สารดีเทอร

เจน (detergents) ที่มีการนําไปใชงานในครัวเรือนหรือผลิตภัณฑทางการเกษตร, ดีมัลซิไฟเออร 

(demulsifier) ในงานดานการบําบัดน้ําเสีย (water treatment), สารที่ทําใหเกิดการกระจายตัว 

(dispersants) ของน้ํามันและถานหิน (coal-oil mixture), และเปนตัวเพิ่มความหนาแนนหรือ

ความเขมขน (thickening  agents) ในอุตสาหกรรมสี (Banat และคณะ, 2000)   

 สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเปนสารลดแรงตึงผิวที่ถูกผลิตขึ้นโดยจุลินทรียจากสารตั้งตนที่

สามารถนํากลับมาใชใหม (renewable resources substrates) และพบวามีขอไดเปรียบเหนือสาร

ลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางเคมี (chemical surfactants) หลายประการ เชน เปนสารที่มีความเปน
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พิษต่ํา จึงเหมาะที่จะนํามาใชในอุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง เพราะสามารถยอย

สลายไดตามธรรมชาติ (biodegradability) และไมกอมลภาวะ นอกไปจากนี้สารลดแรงตึงผิวทาง

ชีวภาพที่ผลิตจากสารตั้งตนตางชนิดกันยังมีความแตกตางกันทางโครงสรางของโมเลกุล ทําให

ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพมีความหลากหลาย และสามารถ

ถูกนําไปประยุกตใชงานที่แตกตางกันไดอยางกวางขวาง และรูปแบบพิเศษที่แตกตางไปจากสาร

ลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางเคมี (Georgiou และคณะ, 1992) 

 ในทางอุตสาหกรรมมีความตองการใชสารลดแรงตึงผิวเพิ่มมากขึ้น ในชวง 10 ปที่ผานมา

โดยมีความตองการสารลดแรงตึงผิวเพิ่มข้ึน 300 เปอรเซ็นตในอุตสาหกรรมเคมี (Greek , 1990)  

โดยทั่วไปประมาณ  54 เปอรเซ็นตของปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดจะถูกนํามาใชในครัวเรือน

และงานซักรีด มีเพียง 32 เปอรเซ็นตที่นํามาใชในอุตสาหกรรม สารลดแรงตึงผิวสวนใหญเปนสารที่

สังเคราะหไดจากปโตรเลียม (petroleum-derived) ดวยกระบวนการทางเคมี  จากการที่ใน

ปจจุบันไดมีความสนใจในการรักษาสภาวะแวดลอมมากขึ้น กระบวนการพัฒนาสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจึงเกิดขึ้นอยางรวดเร็ว  แตอยางไรก็ตามการขยายกําลังการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีว

ภาพถึงขั้นอุตสาหกรรมยังไมประสบความสําเร็จมากนัก  ทั้งนี้เนื่องจากความสามารถในการแขง

ขันเชิงเศรษฐศาสตรยังดอยกวาผลิตภัณฑจากการสังเคราะหทางเคมี ดังนั้นการพัฒนากระบวน

การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเพื่อพัฒนาไปสูระดับอุตสาหกรรมจําตองพิจารณาปรับปรุง

ปจจัยสําคัญที่เกี่ยวของหลายๆประการไดแก การเลือกใชสารตั้งตนราคาถูก, การเพิ่มผลผลิต 

(yield) และอัตราการผลิต, การพัฒนากระบวนการหมัก, การลดคาใชจายในการสกัดแยกผลิต

ภัณฑจากน้ําหมัก และการคัดเลือกจุลินทรียที่เหมาะสม และมีประสิทธิภาพ 
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1.2 วัตถุประสงค 

 เพื่อศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  โดย Pseudomonas 

sp.A41 ภายในถังหมักแบบไมตอเนื่อง (batch reactor) 

 

1.3 ขอบเขตการศึกษา 

 1.3.1 หาปริมาณของแหลงคารบอนที่เหมาะสม โดยใชน้ํามันปาลม 

 1.3.2 หาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 1.3.3 ศึกษาภาวะการกวนภายในถังหมักที่เหมาะสม 

 1.3.4 ศึกษาชนิดและคุณสมบัติบางประการของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากการ

เลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

 

1.4 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

14.1 เปนการเพิ่มคุณคาของพืชเศรษฐกิจ (น้ํามันปาลม) ที่มีราคาต่ําไปเปนผลผลิต โดย

อาศัยจุลินทรียในการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ (biotransformation) ไปเปนสารลดแรงตึงผิวชีว-

ภาพที่มีคุณคาสูงขึ้น 

14.2 เปนทางเลือกหนึ่งในการลดปญหาสิ่งแวดลอมโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ยอย

สลายได 

 14.3 เปนประโยชนในการพัฒนาระบบการหมักแบบตอเนื่องตอไป 



บทที่ 2 

ทฤษฎี 

2.1 บทนํา 

รายละเอียดในบทนี้ ประกอบดวย 5 สวน ไดแก สวนแรกเปนลักษณะของสารลดแรงตึงผิว 

อธิบายถึงลักษณะโดยทั่วไปของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมไปถึงการรวมตัวของโมเลกุล

สารลดแรงตึงผิวในสารละลาย  สวนที่สองกลาวถึงชนิดและลักษณะโครงสรางของสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพแตละชนิด สวนที่สามเปนลักษณะการเกิดของผลิตภัณฑในรูปแบบตาง และสวนสุด

ทายจะกลาวถึงกลไกการนําอาหารเขาไปใชภายในเซลล   

 

2.2  ลักษณะของสารลดแรงตึงผิว 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) ผลิตไดโดยจุลินทรียบางชนิดในกลุมของ 

แบคทีเรีย ยีสต หรือ รา  สมบัติที่สําคัญของสารลดแรงตึงผิว คือ ชวยในการลดแรงตึงผิวระหวาง

วัฏภาค (phase)  สองวัฏภาค  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะสะสมตัวอยูระหวางผิวสัมผัสสอง

วัฎภาค เชน ผิวสัมผัสระหวางของเหลวดวยกัน ผิวสัมผัสระหวางของเหลวกับแกส หรือผิวสัมผัส

ระหวางของแข็งกับของเหลว 

โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวประกอบดวย 2 สวน คือ สวนที่มีข้ัวสามารถละลายน้ําได 

โดยทั่วไปจะเปนสวนหัวของโมเลกุล (hydrophilic head group) อีกสวนเปนสวนที่ไมมีข้ัว โดยทั่ว

ไปจะเปนสวนหางของโมเลกุล (hydrophobic tail)  สวนหางของโมเลกุลสวนมากจะเปนสายยาว

หรือสายกิ่งของหมูอัลคิล (alkyl group) หรือสายยาวของสารประกอบไฮโดรคารบอน 

(hydrocarbon chain) แสดงโครงสรางดังรูปที่ 2.1  จะเห็นวาโครงสรางของโมเลกุลประเภทนี้ มีทั้ง

สวนที่มีขั้วและไมมีขั้วในโมเลกุลเดียวกัน จากคุณสมบัตินี้เองทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
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สามารถจัดเรียงตัวกันไดในระหวางวัฏภาคที่มีความเปนขั้วตางกัน เชน  การกระจายตัวของ

โมเลกุลสารลดแรงตึงผิว ในระหวางผิวสัมผัสระหวางน้ํากับอากาศ  โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีว

ภาพจะหันสวนที่มีขั้วหรือมีประจุเขาหาโมเลกุลของน้ํา ในขณะที่สวนที่ไมมีขั้วจะหันปลายไปทาง

ผิวของอากาศ การกระจายตัวของของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะกระจายตัวอยาง

สม่ําเสมอบนผิวของน้ําแสดงดังรูปที่ 2.2 

 

รูปที่ 2.1  โครงสรางของสารลดแรงตึงผิว        รูปที่ 2.2 การกระจายตัวของโมเลกุลสาร                       
               ลดแรงตึงผิวบนผิวน้ํา 

เมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงในน้ํา สารลดแรงตึงผิวจะมีบทบาทในการลดแรงตึงผิว

ของน้ํากับอากาศไดโดยดูจากคาแรงตึงผิวที่ลดลง เมื่อความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวเพิ่มข้ึนคา

ของแรงตึงผิวจะลดลงเรื่อย ๆ จนถึงระดับหนึ่งและมีคาคงที่ (รูปที่ 2.3) การลดลงของแรงตึง

ระหวางผิวนี้เกิดเนื่องจากการสะสมตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวที่เพิ่มมากขึ้นที่บริเวณผิวสัมผัส

ระหวางวัฏภาค จนในที่สุดบริเวณนี้อ่ิมตัวไปดวยโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวทําใหถึงแมจะมีการ

เพิ่มความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวเขาไปในระบบมากกวานี้ก็ยังจะทําใหแรงตึงระหวางผิวมีคา

คงที่ที่คาหนึ่ง สวนโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวสวนเกินที่ไมสามารถแทรกตัวที่ผิวสัมผัสระหวางวัฎ

ภาคไดก็จะรวมตัวกันเปนไมเซลล ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวที่นอยที่สุดที่ทําใหเกิดการรวม

ตัวของไมเซลลนี้เรียกวา ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (Critical Micelles Concentration, 

CMC)  ขั้นตอนการหาคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลทําได โดยการเตรียมสารลดแรงตึงผิวที่

อากาศ 

น้ํา Hydrophilic head Hydrophobic tail 
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ความเขมขนตาง ๆ และทําการวัดคาแรงตึงผิวที่ลดลง เขียนกราฟความสัมพันธจุดเริ่มตนของการ

เปลี่ยนแปลงคาแรงตึงผิวเปนคาของความเขมขนวิกฤตของไมเซลล แสดงดังรูปที่ 2.3 

 
รูปที่ 2.3 กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนสารลดแรงตึงผิวกับคาแรงตึงผิวเพื่อ  
             แสดงการหาคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (Zhang และ Miller, 1992) 

การรวมตัวของโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวสามารถทําไดในหลายลักษณะ ไดแก ไมเซลล

ทรงกลม (spherical micelles), ไมเซลลทรงกระบอก (cylindrical micelles), ผนังสองชั้นลักษณะ

แบนราบ (flat bilayers), ผนังสองชั้นแนวโคง (flexible bilayers) และไมเซลลกลับดาน (inverted 

micelles) แสดงดังรูป 2.4 นอกจากนี้ยังแสดงปรากฎการณเกิดโครงสรางตาง ๆ ดังกลาวซึ่งจะขึ้น

อยูกับโครงสรางโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว ตัวอยางเชน โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหาง

เดี่ยว (คือโมเลกุลที่ประกอบไปดวยสายไฮโดรคารบอนสายเดี่ยวที่มาจากกรดไขมัน)  โครงสราง

โมเลกุลประเภทนี้มีลักษณะเปนกรวย  โดยสวนของปากกรวยเปนสวนของโมเลกุลที่มีขั้วและสวน

ปลายแหลมของกรวยคือสวนปลายไฮโดรคารบอนที่ไมมีข้ัว  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เหลานี้ในน้ําจะเรียงตัวเปนไมเซลล  สําหรับโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสายคู (คือโมเลกุลมี
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สวนของสายไฮโดรคารบอน 2 สายที่มาจากกรดไขมัน) ซึ่งไดแก ฟอสโฟลิปดตางๆ โมเลกุลของ

สารเหลานี้จะสามารถเรียงตัวในสารละลายน้ําเกิดเปนผนังสองชั้นได 

การเกิดการรวมตัวกันของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนโครงสรางตาง ๆ จะขึ้นอยู

กับความสมดุลของสวนที่ชอบน้ํา (hydrophilic) และสวนที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) ของโมเลกุล

ของสารและแรงดูดหรือแรงผลักของสวนที่ชอบน้ําและไมชอบน้ําของโมเลกุลดวย 

มิติ (dimension) ของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตาง ๆ เหลานี้จะเปนตัวกําหนดวา

โครงสรางการรวมตัวกันของโมเลกุลในสารละลายน้ําจะเปนรูปแบบใด  โดยมิติของโมเลกุลจะ

สามารถอธิบายไดดวยคาที่เรียกวา พารามิเตอรของการรวมตัววิกฤต (critical packing 

parameter, CPP) ซึ่งคาของ CPP หาไดจากสูตรตอไปนี้ 

    
c0la

vCPP =  

เมื่อ  v  คือ ปริมาตรของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (hydrocarbon chain volume) 
       a0 คือ พื้นที่หนาตัดของสวนที่มีข้ัวของโมเลกุล (head group area)  
       lc  คือ ความยาวของสายไฮโดรคารบอนในโมเลกุล (hydrocarbon chain length) 

คาของ  CPP ที่คํานวนไดสามารถนํามาประเมินดังนี้ 
- คา CPP นอยกวา 0.33 จะไดไมเซลลทรงกลม 
- คา CPP อยูระหวาง 0.33 และ 0.5 จะไดไมเซลลทรงกระบอก 
- คา CPP อยูระหวาง 0.5 และ 1.0 จะไดไมเซลลผนังสองชั้นแนวโคง 
- คา CPP ประมาณ 1.0 จะไดผนังสองชั้นแนวระนาบ 
- คา CPP มีคามากกวา 1.0 จะไดไมเซลลกลับดาน 
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  รูปที่ 2.4  การรวมตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Clint, 1992) 
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2.3 การจําแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การจําแนกประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยอาศัยองคประกอบของโครงสราง

ภายในที่แตกตางกัน กลาวคือ สวนของโมเลกุลไมมีขั้วเปนสายยาวของกลุมไฮโดรคารบอน เชน 

กรดไขมัน (fatty acid) และองคประกอบสวนของโมเลกุลมีขั้ว เชน กลุมเอสเทอร (ester)  กลุม

แอลกอฮอล (alcohol group)  กลุมคารบอกซิเลท (carboxylate group)  กลุมฟอสเฟต 

(phosphate containing group) กลุมคารโบไฮเดรต (carbohydrate)  ดังนั้นสามารถจําแนก

ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกเปน 5 ประเภท ดังนี้ 

2.3.1 ไกลโคลิปด (Glycolipid)  

เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีสวนประกอบดวยคารโบไฮเดรตซึ่งเปนสวนของโมเลกุลที่มี

ข้ัวที่เชื่อมตอกับสายโซยาวของกรดอะลิฟาติก (long chain aliphatic acid) หรือกลุมไฮดรอกซี อะ

ลิฟาติก แอซิด (hydroxy aliphatic acids) ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากในกลุมนี้

ไดแก ทรีฮาโรสลิปด (trehalose lipid) แรมโนลิปด (rhamnolipid) และโซโฟโรลิปด 

(sophorolipid) 

2.3.1.1 ทรีฮาโลสลิปด มีโครงสรางหลายรูปแบบแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับชนิดของ

แบคทีเรียที่ใชผลิต เชน การเลี้ยง Mycobacterium, Nocardia และ  Corynebacterium   จะให

กรดไมโคลิก ซึ่งเปนกรดไขมันบีตา-ไฮดรอกซีสายยาว (long-chain α-branched β-hydroxy 

fatty acid) ที่มีไดเซกคาไรดทรีฮาโลส (disaccharide trehalose) เชื่อมในตําแหนงที่ C6 และ C6'   

หรือการเลี้ยง Rhodococcus และ Arthrobacter paraffineus จะใหทรีฮาโลสไดเอส

เตอร(trehalose diester) มีโครงสรางดังรูปที่ 2.5 
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 รูปที่ 2.5 โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด (Kosaric, 1993) 

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

            b ทรีฮาโลส เททราเอสเทอร (Trehalose tetraester) 

2.3.1.2 โซโฟโรลิปด ไดจากการเลี้ยงยีสตสกุล (genus) Torulopsis ตาง ๆ เชน 

Torulopsis bombicola, Torulopsis petrophilum หรือ Torulopsis apicola จะใหผลิตภัณฑเปน

โซโฟลิปดออกมาภายนอกเซลล มีสูตรโครงสรางดังรูปที่ 2.6 โครงสรางที่ประกอบดวยสวนของ  

ไดเมอริก  คารโบไฮเดรต โซโฟโรส (dimeric carbohydrate sophorose)  เชื่อมตออยูกับสาย

โมเลกุลของกรดไฮดรอกซีคาบอกซิลิก (hydroxy- carboxylic acid)  

 
 รูปที่ 2.6 โครงสรางของโซโฟโรลิปด (Davila และคณะ, 1992) 
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2.3.1.3 แรมโนลิปด สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมนี้ผลิตไดจากการเลี้ยงแบคทีเรียสกุล 

Pseudomonas  ลักษณะของผลิตภัณฑที่ผลิตไดมีโครงสรางที่แตกตางกัน แบงออกไดเปน 4 แบบ 

ซึ่งประกอบดวยน้ําตาลแรมโนส (rhamnose) 1 หรือ 2 โมเลกุล เชื่อมตอกับ 1 หรือ 2 โมเลกุลของ 

บีตา ไฮดรอกซิลเดคะโนอิก แอซิค (β-hydroxy decanoic acid)  

 
 

รูปที่ 2.7  โครงสรางของแรมโนลิปด ทั้ง 4 ชนิด ซึ่งสังเคราะห 
               โดย Pseudomonas aeruginosa (Fiechter, 1992) 
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2.3.2 ฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน (Phospholipids and Fatty acids) 

การเลี้ยงจุลินทรียของ Candida spp., Corynebacterium spp., Micrococcus spp. 

หรือ Acinetobacter spp. บนแหลงอาหารซึ่งสวนใหญเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจะถูกผลิตและปลดปลอย ในรูปของฟอสโฟลิปด หรือกรดไขมัน ออกมาภายนอก

เซลล ซึ่งโมเลกุลเหลานี้มีสมบัติเปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ   

ฟอสโฟลิปด ประกอบดวยกลีเซอรอลที่แทนที่ดวยกรดไขมันสองตัว ฟอสเฟตและ

แอลกอฮอล โครงสรางของฟอสโฟลิปด มีกรดไขมัน 2 ตัวมาเชื่อมโดยพันธะเอสเธอรที่หมูไฮดรอก

ซิลของ คารบอนอะตอมที่ 1 และ 2 สวนคารบอนอะตอมที่ 3 มีแอลกอฮอล (X-OH) ซึ่งมีหมูไฮด

รอกซิลมาเชื่อมโดยพันธะเอสเทอรกับกรดฟอสโฟริก ใหไดเปนฟอสโฟไดเอสเทอร  ฟอสโฟลิปดทุก

ตัวมีหัวที่มีขั้ว (polar head) หนึ่งตัวและที่ไมมีข้ัว (nonpolar tail) สองหางจึงมีลักษณะแอมฟพาธิก 

(amphipathic) (Shaw, 1974) 

 
     รูปที่ 2.8 โครงสรางของฟอสโฟลิปด 

2.3.3 เปปไทดและกรดอะมิโนที่ประกอบดวยไขมัน 

(Peptides and Amino acid Containing lipids) 

เซอรแฟกติน (surfactin) หรือซับทิไลซิน (subtilysin)  เปนตัวอยางของสารลดแรงตึงผิว

ทางชีวภาพของกลุมนี้ที่ไดจากการเลี้ยง Bacillus subtilis  โครงสรางของเซอรแฟกติน เปนกลุม
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ของกรดอะมิโนเจ็ดตัวเชื่อมตอกัน มีปลายขางหนึ่งเชื่อมตอกับกลุมคารบอกซิล และปลายอีกขาง

หนึ่งตอกับกลุมไฮดรอกซิลของหมูบีตา-ไฮดรอกซีของกรดอะมิโน  เซอรแฟตินเปนสารลดแรงตึงผิว

ที่มีการคนพบมาเปนเวลานาน และมีประสิทธิภาพในการนํามาใชงานสูง สามารถลดคาแรงตึงผิว

ของน้ําไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (ที่ความเขมขน 5.0*10-4 โมลตอลิตร) และใหคาความเขมขน

วิกฤตของไมเซลลในน้ําที่ 7.0*10-5 โมลตอลิตร (Morikawa และคณะ, 1993)  นอกจากนี้ยังมีสาร

ลดแรงตึงผิวตัวอื่น ๆ ที่จัดอยูในกลุมนี้เชน อาโธรแฟกติน (arthrofactin) ไอทูริน(iturin) และเซอร

ราเวททิน ดับบิว 2 (serrawettin W2) ซึ่งมีสูตรโครงสรางดังตอไปนี้ 

 

 รูปที่ 2.9 โครงสรางของเปปไทดและกรดอะมิโน ที่ประกอบดวยไขมัน 
                          (Morikawa และคณะ, 1993) 
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2.3.4 สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพประเภทโพลิเมอร (Polymeric Biosurfactant) 

สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในกลุมนี้ที่นาสนใจไดแก  อีมัลแซน (emulsan)  ไลโป

แซน(liposan) แมนโนโปรตีน (mannoprotein) และสารประกอบโปรตีนของโพลีแซกคาไลดอ่ืน ๆ 

(other polysaccharide-protein complexes) 

อีมัลแซนมีโครงสรางสายหลักเปนเฮทเทอโรโพลีแซกคาไรด (heteropolysaccharide) ซึ่ง

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

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

อิมัลแซน คือ เปนสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพต่ําในการลดแรงตึงระหวาง

ผิว(interfacial tension)  แตเปนสารกออิมัลชัน (emulsifying agent) ไดเปนอยางดี และเปน

สารกออิมัลชันที่มีเสถียรภาพมาก 

 
    

   รูปที่ 2.10 โครงสรางของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพประเภทโพลิเมอรของอีมัลแซน 
       (Desai, 1997) 
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2.3.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (Particulate biosurfactant) 

ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทนี้จะสะสมตัวอยูบนผิวของเซลลแบคทีเรีย มี

บทบาทชวยในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดยจะชวยในการนําอาหารจําพวกไฮโดรคารบอน

เขาสูภายในเซลล  องคประกอบภายในของสารลดแรงตึวผิวชีวภาพชนิดอนุภาคจะประกอบดวย 

โปรตีน ฟอสโฟลิปด และไลโพพอลิแซกคารไรด 

 

2.4 ลักษณะการเกิดของผลิตภัณฑ(Product Formation) 

ลักษณะการผลิตผลิตภัณฑของจุลินทรีย มีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นภายในถัง

หมัก แบงออกไดเปน 4 รูปแบบดังนี้ 

2.4.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคูกับการเจริญของเซลล 

(Growth-Associated Biosurfactant Production ) 

ลักษณะการผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นพรอม ๆ กับการเพิ่มข้ึนของการเจริญเติบโตของ

เซลล และอัตราการเกิดของผลิตภัณฑมีความสัมพันธกับความเขมขนของเซลลจุ ลินทรียตาม

สมการ (2.1)  

   xp
p

p cq
dt
dc

r ==    (2.1) 

 เมื่อ pr  อัตราการผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  pc  ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  xc   ความเขมขนของเซลลจุลินทรีย 

  pq  อัตราจําเพาะ ของการเกิดสารลดแรงตึงผิว 
         (Specific Rate of Product Formation)   

  t   เวลา 
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และอัตราการเกิดสารลดแรงตึงผิวจะมีความสัมพันธกับอัตราการเกิดของเซลลดังนี้ 

    
dt
dcY

dt
dc xp

x
p=     (2.2) 

กําหนดให 
x

pY  คือ ผลไดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย (Production yield) 

อัตราการเจริญของจุลินทรีย ในกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบไมตอเนื่อง 

โดยพิจารณาในชวงเอกซโพเนนเชียล (Exponential phase) สามารถอธิบายไดตามสมการ (2.3) 

   x
x c

dt
dc µ=     (2.3) 

เมื่อ  µ   คือ อัตราการเติบโตจําเพาะ (Specific Growth Rate) 

แทน (2.3) ใน (2.2) จะไดสมการดังนี้ 

   x
p cY

dt
dc

x
p µ=    (2.4) 

จากสมการ (2.1) และ (2.4) จะไดอัตราจําเพาะของการเกิดสารลดแรงตึงผิว ในรูปของ

อัตราการเติบโตจําเพาะดังนี้ 

   µ
x

pYq p =     (2.5) 

ซึ่งแสดงใหเห็นวาอัตราจําเพาะของการเกิดสารลดแรงตึงผิว จะมีคาเปลี่ยนแปลงเพิ่มข้ึน

ตามอัตราการเติบโตจําเพาะ ซึ่งเปนลักษณะของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคูกับการ

เจริญของเซลล แสดงรูปแบบการเจริญในรูปที่ 2.11a ตัวอยางการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ลักษณะนี้ไดแก การผลิตไกลโคโปรตีนโดย P. fluorecens 378 (Person Robert และคณะ, 1989)  

2.4.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะจํากัดการเจริญ 

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

ลักษณะการผลิตของผลิตภัณฑจะเกิดขึ้นในภาวะที่จํากัดปริมาณของแหลงอาหารที่จํา

เปนตอการเจริญ  อาหารที่จําเปนตอการเจริญโดยทั่วไปจะเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
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โดยทั่วไปรูปแบบการจํากัดจะจํากัดกับแหลงไนโตรเจนใหหมดในเวลาที่เหมาะสม และควบคุมให

ภาวะการเลี้ยงจุลินทรียในระบบมีแหลงคารบอนเพียงพอ  

การเพิ่มข้ึนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีความสัมพันธทั้งในชวงอัตราการเจริญและ

ชวงที่เซลลหยุดการเจริญ (ชวงของการซอมแซมสวนที่สึกหรอของเซลลจุลินทรีย) แสดงสมการดังนี้ 

   
( ) xp

xpx

xp
xp

cm

cmcY

cm
dt
dcY

dt
dc

x
p

x
p

+=

+=

+





=

µ

µ

x
pY       

         (2.6) 

เมื่อ  pm  คืออัตราการเกิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงการซอมแซมสวนที่สึกหรอภายในเซลล 

จากสมการ (2.1) และ (2.5) สามารถแสดงคาอัตราจําเพาะการเกิดสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไดเปนสมการ (2.6) ซึ่งจากลักษณะรูปแบบสมการเปนรูปแบบผสมของการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพทั้งในชวงการเจริญของเซลล และชวงหยุดการเจริญของเซลล 

   pp mYq
x

p += µ    (2.7) 

 แสดงรูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปที่ 2.11b ตัวอยางเชน การผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. aeruginosa เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อจนถึงภาวะที่ปริมาณของไนโตรเจน

ในอาหารหมดจะมีผลทําใหเซลลมีอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงมากขึ้น (Robert และ

คณะ,1989) นอกจากจะจํากัดปริมาณของไนโตรเจนแลวยังมีผูศึกษาการจํากัดปริมาณของ

ฟอสเฟต พบวาที่ปริมาณฟอสเฟตนอย ๆ จะชวยกระตุนให P. aeruginosa ผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพออกมามากขึ้น (Mulligan และคณะ, 1989) 
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2.4.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงระยะพักของเซลล 

(Biosurfactant Production by Resting Cells) 

เปนภาวะการผลิตสารลดแรงตึงผิวโดยใชเซลลที่อยูในระยะพักเปนหัวเชื้อ  โดยที่เชื้อยัง

สามารถสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได หรือกลาวไดวาอัตราการเกิดของผลิตภัณฑจะขึ้นอยู

กับความเขมขนของจุลินทรียโดยตรงสามารถเขียนความสัมพันธในสมการ (2.8) 

   xp
p cm

dt
dc

=     (2.8) 

 

จากสมการ (2.1) และ (2.8) จะไดวา   

   pp mq =     (2.9) 

ในกรณีนี้จะเห็นวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเกิดขึ้นโดยไมมีความสัมพันธกับการ

เติบโตของจุลินทรีย   แสดงรูปแบบการเจริญในรูปที่ 2.11c ตัวอยางที่พบ เชนการผลิตแรมโนลิปด

โดยเลี้ยง P. aeruginosa CFTR-6 ที่อยูในระยะพัก คาความเขมขนของเซลลตลอดระยะเวลาที่ทํา

การเลี้ยงจะมีคาคงที่ ขณะที่การผลิตของไกลโคลิปดจะเพิ่มข้ึนเปนเสนตรงดวยอัตราคงที่ที่ 29.5 

มิลลิกรัมตอลิตรตอช่ัวโมง และจะหยุดการผลิตไกลโคลิปดหลังจากผานไปแลว 24 ชั่วโมง  ความ

เขมขนของไกลโคลิปดที่ทําการวัดไดโดยเฉลี่ยมีคาเปน 450 มิลลิกรัมตอลิตร (Ramana K.V. และ

คณะ, 1989) 

2.4.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการเติมสารเริ่มตน 

(Biosurfactant Production by Microbial Cell and Addition of Precursors) 

เปนกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิว โดยการเติมสารตั้งตนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเพิ่ม

การผลิตสารลดแรงตึงผิว โดยมีผลทําใหผลผลิตมีการเปลี่ยนแปลงทั้งปริมาณและคุณภาพ  
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รูปที่ 2.11 การเกิดของผลิตภัณฑในรูปแบบตาง ๆ (Kosaric, 1993) 
        a) การผลิตของผลิตภัณฑเกิดควบคูกับการเจริญ 

                                             b) การผลิตสารภายใตภาวะที่มีการจํากัดการเจริญ 
        c) การผลิตของผลิตภัณฑโดยใชเชื้อในระยะพัก 
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2.5 กระบวนการขนยายอาหารเขาเซลล 

ลักษณะการจัดเรียงตัวแบบผนังสองชั้นของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบในผนัง

เซลลของสิ่งมีชีวิต การจัดเรียงตัวของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะหันสวนที่ไมมีข้ัวหรือสาย

ไฮโดรคารบอนเขาหาสวนที่ไมมีข้ัวเหมือนกันของโมเลกุลของตัวมันเอง และจะหันเอาสวนที่มีข้ัวไป

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

จากลักษณะโครงสรางของผนังเซลลดังกลาวและรูปแบบการเกิดเปนผนังสองชั้นของ

โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นํามาใชอธิบายกลไก (mechanism) การนําแหลงอาหารคารบอน

ไปใชในการเจริญของจุลินทรีย  การรวมตัวระหวางสารประกอบไฮโดรคารบอนและโมเลกุลสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพภายในสารละลายและกระบวนการขนถาย  (transport) ของไมเซลล

ไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลแสดงดังรูปที่ 2.12 

กลไกการขนยายของโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลประกอบดวย 3 กลไก

ซึ่งมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียดังตอไปนี้ 

1.การขนยายและการใชสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ละลายอยูในน้ําหมัก 

2.การนําสารประกอบไฮโดรคารบอนมาใชโดยการสัมผัสกันโดยตรงระหวางโมเลกุลของ

สารประกอบไฮโดรคารบอนกับเซลล ซึ่งขนาดโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนมีขนาดใหญกวา

ขนาดของเซลล 

3.การขนยายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในรูปของไมเซลล 

ลักษณะการเปนโมเลกุลไมมีขั้วของสารประกอบไฮโดรคารบอนทั่วไปจะไมสามารถ

อธิบายดวยกลไกแบบแรก เพราะการละลายของสารประกอบไฮโดรคารบอนในน้ําจะมีคานอยจึงมี

บทบาทตอการนําไปใชในการเจริญเติบโตนอย  ดังนั้น การนําแหลงคารบอนที่อยูในรูปของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนไปใชภายในเซลลสามารถอธิบายดวยลักษณะกลไกแบบที่สอง และที่สาม 
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หรือทั้งสองรูปแบบผสมกัน ระบบที่ประกอบดวยสารลดแรงตึงผิวเริ่มตน ที่ไดจากการเติมสารลด

แรงตึงผิวเขาไปในระบบหรือการผลิตขึ้นมาของจุลินทรีย  มีความสําคัญอยางมากตอการละลาย

และการกระจายตัวของโมเลกุลสารประกอบไฮโดรคารบอนในสารละลาย การอธิบายกลไกการใช

สารประกอบไฮโดรคารบอนดวยกลไกแบบที่สอง เปนลักษณะของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่

กระจายตัวเปนหยดน้ํามัน (droplet)  ซึ่งมีขนาดใหญกวาขนาดของจุลินทรีย การใชสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนของจุลินทรียเกิดจากการที่จุลินทรียเกาะรวมตัวกันลอมรอบบนหยดของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนโดยตรงอาศัยสารลดแรงตึงผิวชวยในการยึดเกาะ จึงเกิดการขนยายสาร

ประกอบไฮโดรคารบอน ตัวแปรหลักของกลไกลักษณะนี้ข้ึนอยูกับพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางจุลินทรีย

และสารประกอบไฮโดรคารบอน   ขณะที่กลไกแบบที่สามจะเปนลักษณะการกระจายตัวของสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนรวมตัวกับโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวในรูปของไมเซลลที่สามารถขนยายผาน

ชองของผนังเซลลได ตัวแปรหลักของกลไกแบบที่สามจึงขึ้นอยูกับความเขมขนของสวนที่เกิดขึ้น

เปนไมเซลล (micellar-phase hydrocarbon concentration)    และความเขมขนของสารลดแรง

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

การทดลองที่สนับสนุนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีผลตอการเจริญของเซลล โดยทําการ

เลี้ยงจุลินทรียกลายพันธุ (mutant) ของ Pseudomonas aeruginosa strain PG 201 และ 65E12 

บนแหลงอาหารไฮโดรคารบอน (ผลของการทําการกลายพันธุของ P.aeruginosa ของ strain ทั้ง

สองนี้ทําใหไมสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได) และไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิวเขาไป มี

ผลทําใหการเจริญของเซลลชามาก แตเมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงไปในอาหารเลี้ยง

ของจุลินทรียพบวาจะสามารถเจริญบนแหลงอาหารไฮโดรคารบอนได (Koch และคณะ, 1991) 
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รูปที่ 2.12  แสดงการขนถายสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลล 
                             (Sekcisky และ Shreve ,1999) 

แหลงอาหารคารบอนตางชนิดกันมีรูปแบบขั้นตอนการนําไปใชของจุลินทรียแตกตางกัน 

กลูโคสเปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรียทั่วไป ในงานวิจัยใชน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ซึ่ง

กลไกการขนยายนําแหลงคารบอนในลักษณะของน้ํามันเขาสูภายในเซลลอาศัยรูปแบบกลไกที่สอง

หรือแบบที่สามที่ไดกลาวมาแลว  ขั้นตอนการนําเอาแหลงคารบอนที่อยูในรูปของน้ํามันมาใชภาย

ในเซลลแสดงดังรูปที่ 2.13  ลักษณะของกลไกเปนกระบวนการใชอาหารประเภทอัลเคนหรือน้ํามัน 

ผานวัฎจักรเครป (Krebs cycle หรือ Tricarboxylic acid cycle) ใหกลูโคสออกมา ซึ่งกลูโคสเปน

แหลงคารบอนที่จุลินทรียสามารถนําไปใชในการเจริญและใหพลังงาน  
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รูปที่ 2.13  กลไกการนําสารประกอบอัลเคนผานกรดไขมันไปใชภายในเซลล  

    (Kosaric , 1993) 

 จากอะซิทิล โคเอ (Acetyl CoA) ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของกรดไขมันจะผาน

เขาสูวัฎจักรเครป ซึ่งจะเกิดการรวมตัวของ อะซิทิล โคเอ กับ กรดออกซาโลอะซิติก (oxaloacetic 

acid) ไดกรดซีตริก (citric acid) เมื่อผานหนึ่งรอบของวัฎจักรเครป คารบอน 2 อะตอมจะถูกกําจัด

ไปเปนแกสคารบอนไดออกไซด   ไดสารประกอบคารบอน 4 อะตอมของกรดออกซาโลอะซิติกที่จะ

ถูกนํากลับไปรวมตัวใหมกับอะซิทิล โคเอ  และอะตอมของไฮโดรเจน  ซึ่งเมื่อผานกระบวนการจะมี

การถายทอดอิเล็กตรอนและมีการผลิตพลังงานสะสมในรูปของ ATP  ตอไป 

 จากลักษณะของแรมโนลิปดที่ประกอบดวยสวนที่มีข้ัวเปนสวนของน้ําตาลแรมโนส และ

สวนที่ไมมีขั้วเปนสวนของกรดไขมัน (fatty acid)  การผลิตแรมโนลิปดของจุลินทรียจึงประกอบ

ดวยกระบวนการ 2 กระบวนการแสดงดังรูปที่ 2.14 กลาวคือ 

 1. กระบวนการสรางน้ําตาลแรมโนส  น้ําตาลแรมโนสมีคารบอน 5 อะตอม กระบวนการ

สรางภายในเซลลยังไมแนชัด แตน้ําตาลแรมโนสเปนอนุพันธที่ไดจากน้ําตาลกลูโคส 
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 2. กระบวนการสังเคราะหกรดไขมัน กรดไขมันเปนชีวโมเลกุลขนาดเล็ก   โดยเริ่มตนการ

ใชน้ําตาลกลูโคส แตละขั้นตอนของการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลจะควบคุมกลไกโดยใชเอนไซม 

รูปแบบการสังเคราะหกรดไขมัน แสดงดังรูปที่ 2.15  และมีเอนไซมควมคุมตลอดกระบวนการ ซึ่ง

เอนไซมแตละตัวคือ A: phosphofructokinase; B: pyruvate kinase; C: isocitrate 

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

 การรวมกันของน้ําตาลแรมโนสและกรดไขมัน อาศัยนิวคลีโอไทด(nucleotide) เปนสารตั้ง

ตน (precursor) ที่ชวยในการรวมตัวกันของสวนประกอบทั้งสอง  แตการรวมตัวดวยสัดสวนของ

จํานวนโมเลกุลในแตละดานไมสามารถกําหนดไดแนนอน  กระบวนการผลิตโมเลกุลสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพจะขึ้นกับภาวะที่เหมาะสมเพื่อนํามาใชงาน ดังไดกลาวมาแลววากรณีของอาหารเลี้ยงจุ

ลินทรียที่เปนพวกสารประกอบไฮโดรคารบอน ถาจุลินทรียตองการนําแหลงอาหารคารบอนซึ่งแยก

ชั้นจากชั้นของน้ําหมัก จะสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อชวยในการลดแรงตึงผิวระหวางชั้นของ

น้ํามันและชั้นน้ําทําใหสามารถรวมตัวมากขึ้น จุลินทรียซึ่งกระจายตัวอยูในชั้นน้ําก็มีโอกาสสัมผัส

กับชั้นของน้ํามันไดมากขึ้น มีผลตอการเจริญของจุลินทรียเปนไปไดมากขึ้น 

Fatty acid synthesis   Gluconeogenesis 

β-hydroxydecanoic acid  D-glucose 

β-hydroxydecanoyl -β-  TDP-glucose 
hydroxydecanoic acid 

       TDP-rhamnose 

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

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

     รูปที่ 2.14  กระบวนการผลิตแรมโนลิปดของ Pseudomonas aeruginosa (Kosaric , 1993) 
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รูปที่ 2.15  กลไกการสังเคราะหกรดไขมันจากน้ําตาลกลูโคสภายในเซลล  

    (Kosaric , 1993) 



บทที่ 3 

ตรวจเอกสาร 

 
3.1 บทนํา 

 การศึกษากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในถังหมักแบบไมตอเนื่องจะตอง

มีการคนควาหาขอมูลในหลาย ๆ หัวขอ ซึ่งสามารถแบงเปน 3 สวน คือ สวนแรกเปนการรวบรวม

ชนิดของจุลินทรียและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได สวนที่สองกลาวถึงปจจัยที่มีผลตอกระบวน

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสวนสุดทายจะเปนการทดสอบคุณสมบัติและการหาปริมาณ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากกระบวนการผลิต 

  

3.2 ชนิดของจุลินทรียและผลิตภัณฑที่ผลิตได 

 กระบวนการตาง ๆ ในอุตสาหกรรมตองอาศัยสารลดแรงตึงผิว เชน อุตสาหกรรมฟอกยอม 

อุตสาหกรรมน้ํามัน อุตสาหกรรมเครื่องสําอาง อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมถลุงแร อุตสาหกรรม

พลาสติก ฯลฯ  ซึ่งสวนมากเปนชนิดที่ไดจากการสังเคราะห  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหผลิตได

จากปโตรเลียม เชน แอลกอฮอล  อัลคิลเบนซีน หรือจากวัตถุดิบธรรมชาติ เชน จากน้ํามันพืช น้ํา

มันสัตว  โดยอาศัยกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางเคมี  ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหที่ใช

กันมากที่สุด คือ ดีเทอรเจนท (detergent)  ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่ใชในการทําความสะอาด ตัวอยาง

ของดีเทอรเจนที่พบเห็นมากที่สุด คือ สบู  ผลิตเพื่อใชในครัวเรือน ประโยชนการนําสารลดแรงตึง

ผิวมาใชงาน ไดแก ใชเปนตัวอิมัลสิไฟเออร (emulsifier)  สารทําใหเกิดฟอง (foam booster) ตัวทํา

ละลาย ( solubilizer) เปนตน 

 ในปจจุบันนักวิจัยไดหันมาสนใจศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวจากสิ่งมีชีวิตมากขึ้น  ซึ่ง

มีความสําคัญดานเศรษฐกิจ และมีการใชแทนสารลดแรงตึงผิวที่ไดจากการสังเคราะหทางเคมีมาก
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ขึ้น  เนื่องจากมีขอดีอยูหลายประการ คือ สามารถถูกยอยสลายไดโดยกระบวนการทางชีวภาพ  ซึ่ง

จะเปนการลดปญหาสิ่งแวดลอมได  ตลอดจนมีความเปนพิษที่ต่ํากวาสารลดแรงตึงผิวที่ไดจาก

กระบวนการสังเคราะห 

 การพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการเลี้ยงจุลินทรีย  ไดมีการศึกษาคนพบ  

จุลินทรียชนิดตาง ๆ ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เชน แบคทีเรีย ยีสต หรือ รา  จุลินท

รียในแตละชนิดจะใหผลิตภัณฑที่แตกตางกัน  ตารางที่ 3.1 ไดรวบรวมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตาง ๆ 

ตารางที่ 3.1  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากจุลินทรียชนิดตางๆ 

Microorganism Substrate Biosurfactant Reference 

Acinetobacter 

calcoaceticus  strain RAG-1 

crude oil heteropolysaccharides Foght et al. (1989) 

Bacillus subtilis glucose surfactin Mulligan  et al. (1984) 

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

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

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

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

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

Cellulomonas cellulans glycerol glycolipid Arino et al. (1998) 

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

Microorganism Substrate Biosurfactant Reference 

Pseudomonas aeruginosa  

strain S7B1 

hydrocarbon rhamnolipid Hisatsuka et al. (1971) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

P. aeruginosa 47T2 NCIB 

40044 

frying oils rhamnolipid Haba et al. (2000) 

Pseudomonas NCIB11264 glucose exopolysaccharide Williams et al. (1978) 

Rhodococcus erythropolis 

DSM43215 

n-hexadecane α,α-trehalose-

6,6’- di-

corynomycolate 

Kretschmer et al. (1982) 

Rhodococcus sp. 51T7 hydrocarbon trehalose Espuny et al. (1996) 
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 จากตารางที่ 3.1 ไดรวบรวมจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได โดยเฉพาะ 

จุลินทรียชนิด Pseudomonas สายพันธุตาง ๆ  จะเห็นวา Pseudomonas สามารถเจริญเติบโต

บนแหลงอาหารไดหลายชนิดทั้งในอาหารที่สามารถละลายไดในน้ําเชน น้ําตาลกลูโคส เอทธานอล 

หรือสารอาหารที่ละลายน้ําไดนอย เชน พวกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ  เหตุผลที่สําคัญคือ 

จุลินทรียประเภทนี้มีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาภายนอกเซลลได ซึ่งนาจะ

มีสวนชวยในการลําเลียงอาหารเขาสูภายในเซลล  นอกจากนี้จะเห็นวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa จะเปนแรมโนลิปด  ดังนั้น จุลินทรียที่จะทําการเลี้ยงในงาน

วิจัยนี้ ซึ่งเปน Pseudomonas sp.A41 คาดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดนาจะมีสวน

ประกอบของแรมโนลิปด 

 

3.3 ปจจัยที่มีผลตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas  

มีอิทธิพลที่มีผลกระทบตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp. 

นั้นขึ้นกับปจจัยหลายประการ เชน ภาวะของระบบ  ชนิดของแหลงอาหาร เปนตน  การศึกษาอิทธิ

พลของปจจัยตาง ๆ นั้นมีผูศึกษากอนหนานี้หลายดาน และสามารถจําแนกไดดังนี้ 

3.3.1 อิทธิพลจากชนิดของแหลงอาหาร  

จุลินทรียทั่วไปจะใชสารอาหารเปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโต มีเพียงจุลินทรียบาง

ชนิดเทานั้นที่สามารถใชแสงเปนแหลงพลังงานได  การเจริญเติบโตของจุลินทรียที่อาศัยสารอาหาร

นอกจากสารอาหารประเภทคารบอนแลว จุลินทรียยังตองการแหลงอาหารไนโตรเจนซึ่งไดจาก

แอมโมเนียมไนเตรต หรือกรดอะมิโนเปปไทด รวมไปถึงวิตามิน เกลือแรตางๆ ดังนั้นอาหารจึงมี

ความสําคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียโดยตรง  จําแนกความสําคัญของแหลงอาหารไดดังนี้ 
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  3.3.1.1 อิทธิพลของแหลงคารบอนที่มีผลตอการเจริญและกระบวนการผลิตของ

ผลิตภัณฑ จากการศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอน   โดยทั่วไปจะเปนแหลงคารบอนประเภท

ไฮโดรคารบอน เพราะเปนวัตถุดิบที่สามารถหาไดงายและมีราคาถูกจึงเหมาะที่จะนํามาใชใหเปน

ประโยชนสูงสุด   พาราฟน (n-parafin)   และกลีเซอรอล (Glycerol)   เปนอาหารที่ถูกนํามาใช

เลี้ยง P. aeruginosa I-85 เปรียบเทียบผลการผลิตของปริมาณแรมโนลิปดที่ไดจากการเลี้ยงดวย

กลูโคส พบวาปริมาณของแรมโนลิปดที่ผลิตไดบนอาหารกลูโคสจะมีปริมาณนอยกวาการเลี้ยงบน 

พาราฟน หรือเลี้ยงดวยกลีเซอรรอลประมาณ 2.4-3.7 เทา (Itoh และคณะ, 1971)   และจากการ

ศึกษาของ  Matsufuji  และคณะ (1997) การเลี้ยง P. aeruginosa IFO 3924 บนแหลงอาหาร

ชนิดตางๆ พบวากลูโคสใหปริมาณน้ําหนักเซลลสูงสุดเปน 7.1 กรัมตอลิตร แตใหปริมาณการผลิต

แรมโนลิปดต่ํา ในขณะถาเลี้ยงบนเอธานอลจะใหความเขมขนของเซลลเปน 0.9 แตใหปริมาณการ

ผลิตแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 สูงมากกวาเปน 73 เทาและ 18 เทา ตามลําดับ  และผลใน

การเลี้ยง P. aeruginosa บนแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ   พบวามีผลทําใหการเจริญเติบโตและการ

ผลิตของแรมโนลิปดแตกตางกันออกไป (Ramana และ Karanth ,1989) เชน การใชฟรุกโตสเปน

แหลงคารบอนจะใหปริมาณการผลิตของแรมโนลิปดนอยกวาการเลี้ยง P. aeruginosa บนน้ํามัน

มะกอก โดยสังเกตคาที่ไดจากการวัดคาแรงตึงผิวของน้ําหมักซึ่งจะไดคาต่ํากวา นอกจากนี้พบวา

ชนิดของแหลงอาหารคารบอนที่แตกตางกันจะใหแรมโนลิปดชนิดตาง ๆ กันดวย เชน การเลี้ยงบน

กลูโคสหรือบนแมนนิทอลจะใหแรมโนลิปดทั้ง 4 ชนิด ขณะที่ถาเลี้ยงบนน้ํามันมะกอกจะใหแรมโนลิ

ปดเพียงบางชนิดเทานั้น (Robert  และคณะ, 1989)   

  3.3.1.2 อิทธิพลของแหลงไนโตรเจน แหลงอาหารไนโตรเจนเปนแหลงอาหารที่

สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย โดยทั่วไปการเติมแหลงอาหารไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย

จะนิยมใชสารอนินทรีย เชน โซเดียมไนเตรท หรือ แอมโมเนียมไนเตรท  ปริมาณของแหลง
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ไนโตรเจนที่เติมลงไปจะเติมในปริมาณนอย เพื่อจํากัดปริมาณของไนโตรเจนใหหมดในชวงเวลาที่

เหมาะสมจะทําใหจุลินทรียผลิตสารผลิตภัณฑออกมาได ตัวอยางงานวิจัยที่ศึกษาหาปริมาณของ

ไนโตรเจนที่เหมาะสม  โดยเติมปริมาณของไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเซลลแตกตางกันในชวง 1 ถึง 

6 กรัมตอลิตร มีผลทําใหคาแรงตึงผิวที่วัดไดจากน้ําหมักแตกตางกัน ปริมาณของไนโตรเจนที่เติม

ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 2.5 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเลี้ยง Pseudomunas sp. JAMM เปน

เวลา 150 ชั่วโมง นําน้ําหมักมาวัดคาแรงตึงผิวใหคาลดลงมากที่สุดจาก 42 มิลลินิวตันตอเมตร 

เปน 30 มิลลินิวตันตอเมตร (Mercade และคณะ, 1993) 

   ประเภทของแหลงไนโตรเจนที่ใชแตกตางกันมีผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวไดตางกัน

เชน การใชโซเดียมไนเตรทเปนแหลงอาหารไนโตรเจน สําหรับ P. aeruginosa CFTR-6 จะให

ปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิตออกมาสูงกวา เมื่อเทียบกับการใชแอมโมเนียมไนเตรท หรือแอมโมเนียม

ซัลเฟต (Ramana และ Karanth, 1989) 

 การศึกษาของ Arino และคณะ(1996) เกี่ยวกับปริมาณและชนิดของแหลงไนโตรเจนสาม

ชนิด ไดแก เปปโตน โซเดียมไนเตรท และแอมโมเนียมซัลเฟตที่มีผลตอผลิตภัณฑ สรุปไดวาชนิด

ของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 คือ โซเดียมไนเตรทที่ความ

เขมขน 5.0 กรัมตอลิตร 

  3.3.1.3 อิทธิพลของฟอสเฟต  ฟอสเฟตเปนแหลงอาหารที่สําคัญอีกชนิดหนึ่งใน

กระบวนการเจริญของจุลินทรีย  และมีผลตอกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตัวอยาง

งานวิจัยที่ศึกษาความสําคัญของฟอสเฟตคือ การศึกษาของ Mulligan (1989) ถึงอิทธิพลของชนิด

ฟอสเฟต 3 ชนิด ที่มีผลตอการเจริญและกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แนวโนมการ

เจริญแสดงดังรูปที่ 3.1  
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     รูปที่ 3.1 อิทธิพลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากสูตรอาหารของฟอตเฟต 3 ชนิด  
                  โดยการวัดคาแรงตึงผิวของ P.aeruginosa โดยที่ (Mulligan และคณะ, 1989) 

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

 นอกจากนี้ชนิดของแหลงอาหารของฟอสเฟตซึ่งมีผลตอความเปนกรด-ดางของอาหาร

เลี้ยงเชื้อจะใหผลการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตกตางกัน ตัวอยางของประเภท

ของฟอสเฟตที่ใช คือ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

พบวาการใชไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตเปนแหลงอาหารฟอสเฟต จะใหปริมาณการผลิต

ของไกลโคลิปดที่สูงกวาการใชโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต สาเหตุมาจากภาวะของความ

เปนกรด – ดางของอาหารโดยการเลี้ยงจุลินทรียดวยโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  จะให

ภาวะความเปนกรด – ดางเปน 5  ขณะที่ถาใชไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตแลวจะใหภาวะ

ความเปนกรด-ดางเปน 8.5 นอกจากนี้ยังพบวาที่ความเขมขนของฟอสเฟตสูงกวา 40 มิลลิโมลตอ
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ลิตร จะมีผลยับยั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และมีผลทําใหหยุดเจริญเติบโต (Ramana  

และ Karanth , 1989) 

3.3.2 อิทธิพลจากภาวะที่ใชเลี้ยงจุลินทรีย 

3.3.2.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง  จุลินทรียชนิดตาง ๆ มีความสามารถ

ในการเจริญเติบโตในภาวะคาความเปนกรด-ดางไดแตกตางกัน จากการศึกษาภาวะความเปน

กรด-ดางที่เหมาะสมของการเลี้ยง P. aeruginosa DMS 2659 ที่ภาวะความเปนกรด-ดางชวง 

5.75-7.5 พบวาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดางในชวงดังกลาว มีการเปลี่ยนแปลงคาความ

เขมขนของเซลลแตกตางกันนอยซึ่งจะอยูในชวง 1.0 - 1.2 กรัมตอลิตร แตการผลิตของสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพใหผลิตภัณฑสูงสุดเปน 200 มิลลิกรัมตอลิตร ที่คาความเปนกรด-ดางที่ 6.25 

(Guerra-Santos และคณะ, 1986) 

3.3.2.2 อิทธิพลของอุณหภูมิ การศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีผลตอการเจริญเติบโต

และกระบวนการผลิตแรมโนลิปด   การศึกษาชวงอุณหภูมิที่  26-40 องศาเซลเซียสของ  P. 

aeruginosa DMS 2659 พบวาในชวงที่ทําการศึกษาใหคาความเขมขนของเซลลอยูระหวาง 2.8-

3.0 กรัมตอลิตรในขณะที่อุณหภูมิชวง 30-32 องศาเซลเซียส ใหปริมาณของแรมโนลิปดสูงสุดเปน 

480 มิลลิกรัมตอลิตร (Guerra-Santos และคณะ, 1986) 

 

3.4 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณ 

 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณโดยอาศัยการทําปฏิกริยากับสาร

ที่ตองการทดสอบ  และจะไมทําปฎิกริยากับสารเคมีอ่ืน ๆ ที่ปะปนอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ  แบงวิธี

การทดสอบสารลดแรงตึงผิวในเชิงคุณภาพและปริมาณไดเปน 2 วิธี คือ การวิเคราะหคุณสมบัติ

ทางเคมี และการวิเคราะหโดยวิธีโครมาโตกราฟ (chromatographic assays) 
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 3.4.1 การวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีของผลิตภัณฑ  

 มีรายงานถึงเซอรแฟกตินที่ไดจาก Pseudomonas sp. วามีแรมโนลิปด (Hisatsuka และ

คณะ, 1971) โดยโมเลกุลของแรมโนลิปดประกอบดวยโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตอกับ

โมเลกุลของบีตาไฮดรอกซิวเดคาโนอิกแอซิดรวมกันเปนโมเลกุลที่มีขั้วและไมมีขั้วอยูดวยกัน  จาก

ลักษณะโครงสรางดังกลาวจึงนํามาใชเปนสารลดแรงตึงผิวระหวางวัฎภาค  2 วัฎภาค โดยโมเลกุล

สารลดแรงตึงผิวจะสะสมตัวระหวางวัฎภาคเกิดเปนชั้นฟลมระหวางผิวหนา  และจากคุณสมบัติใน

การลดแรงตึงผิวจึงนํามาใชแสดงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวโดยทางออม กลาวคือ ปริมาณของ

สารลดแรงตึงผิวที่มีปริมาณมากจะสามารถลดแรงตึงผิวไดมาก  จากการทดลองของ Deziel และ

คณะ (1996) พบวาแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของน้ําจาก 72 มิลลินิวตันตอเมตรเปน  29 

มิลลินิวตันตอเมตร  การศึกษากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวสวนใหญจะอาศัยการวัดคาแรง

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

เพื่อทํานายการเกิดกระบวนการผลิตของผลิตภัณฑ 

 นอกจากนี้การวัดปริมาณของผลิตภัณฑอาศัยกระบวนการวิเคราะหเชิงปริมาณทางเคมี

ซึ่งมีวิธีหลายวิธีที่นํามาใชทดสอบนั้น การสกัดแยกเอาผลิตภัณฑที่ตองการออกจากน้ําหมักจะทํา

ใหการตรวจสอบดวยวิธีการตาง ๆ มีความถูกตองและแมนยํามากขึ้น  เนื่องจากแรมโนลิปด

สามารถละลายในสารละลายของเมทธานอล, คลอโรฟอรม, เอทธิลอะซิเตรท, เอทธิลอีเธอร หรือ

โซเดียม ไบคารโบเนตไดดี (Iton และคณะ, 1971) ดังนั้นสารละลายผสมของสารดังกลาวจึงไดนํา

มาใชสกัดแยกแรมโนลิปดออกจากน้ําหมัก การสกัดแยกดวยตัวทําละลายทั้ง Iton และคณะ 

(1971) และ Van Dyke และคณะ (1993) ใชเอทธิลอะซิเตรทเปนตัวสกัดแยกเอาแรมโนลิปดออก

จากน้ําหมัก ในขณะที่ Zhang  และ  Miller (1992) ใชสารละลายที่ผสมระหวางคลอโรฟอรมและ

เอธานอลเปน 2:1 ในการสกัดเพื่อทําใหบริสุทธิ์ข้ึนกอนวิเคราะหดวยกระบวนการทางเคมีดังนี้ 



 35

  3.4.1.1 การทดสอบดวยวิธีน้ําตาลรีดีวซ (Reducing sugar) การตรวจสอบน้ํา

ตาลดวยวิธีนี้ สารออกซิไดซ เชน  Cu++ tartrate (Fehing’s solution) หรือ Cu++ Citrate 

(Benedicts solution) ในสารละลายที่เปนดางจะทําปฎิกริยากับหมู –OH อิสระของน้ําตาลใน

ตําแหนงคารบอนที่หนึ่ง และไดตะกอนสีแดงของ cuprous oxide (Cu2O)   จากโครงสรางของ

น้ําตาลแรมโนส ตําแหนงของคารบอนที่หนึ่งมีหมู –OH อิสระที่สามารถรีดิวซเกลือของโลหะได  วิธี

การนี้ Hisatsuka และคณะ (1971) ไดนํามาทดสอบหาปริมาณของแรมโนลิปดจากน้ําตาล

แรมโนสที่เกิดจากกระบวนการเลี้ยง P. aeruginosa S7B1 

  3.4.1.2 การทดสอบโดยอาศัยการเกิดเฟอรฟูราล (furfural) โดยการตมน้ําตาล

กับกรดเขมขน จะทําใหน้ําตาลสูญเสียน้ําและเกิดเปนอนุพันธของเฟอรฟูราล ซึ่งสามารถรวมตัว

กับสารประกอบประเภทฟนอล (phenol) เชน ออซินอล (orcinol) ใหสารสีน้ําเงินเขียว (Deziel 

และคณะ, 1996 ; Matsufuji และคณะ, 1997) แอลฟาแนพธอล (α-naphthol) ใหสารสีมวงแดง 

(Robert  และคณะ, 1989) แอนโธรน (anthrone) ใหสารสีเขียว (Iton และคณะ, 1971; Zhang  

และ  Miller , 1992) หรือรีซอลซีนอล (resorcinol) เปนตน ซึ่งความเขมของสีจะแปรไปตาม

ปริมาณของน้ําตาล 

 

 3.4.2 การวิเคราะหโดยวิธีโครมาโตกราฟ   

วิธีนี้ชวยใหการตรวจสอบชนิดและปริมาณของสารประกอบที่มีปริมาณเพียงเล็กนอยทํา

ไดสะดวกและถูกตอง  โครมาโตกราฟแบงออกไดเปนหลายประเภท แตที่นํามาประยุกตใชในการ

สกัดแยกแรมโนลิปดมีดังตอไปนี้ 

   3.4.2.1 ทินแลเยอรโครมาโตกราฟ (Thin Layer Chromatography) ใชซิลิกาเจล 

เตรียมเปนแผนบาง ๆ บนกระจกและจุดสารที่ตองการสกัดแยกบนแผนซิลิกาเจล โดยใชตัวทํา
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ละลายที่เหมาะสม  การศึกษาการแยกแรมโนลิปดที่ผลิตไดจากกระบวนการเลี้ยง P. aeruginosa 

บนพาราฟนใหผลิตภัณฑของแรมโนลิปด 2 ตัว คือ แรมโนลิปด 1 (R1)  และแรมโนลิปด 2 (R2) 

การสกัดแยกบนทินแลเยอรโครมาโตกราฟเมื่อใชสารละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) เปนสาร

ละลายผสมของคลอโรฟอรม: เมทธานอล: อะซิติกแอซิดเปน 80:15:5  พบวาคารีทาเดชัน แฟก

เตอร (Retardation Factor, Rf) ของแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 มีคาเปน 0.4 และ 0.8 ตาม

ลําดับ (Iton และคณะ,1971) และการศึกษาเกี่ยวกับการแยกผลิตภัณฑที่ ไดจากการเลี้ยง  P. 

aeruginosa CFTR-6 บนแผนซิลิกาเจล   ใหผลคารีทาเดชัน แฟกเตอรของแรมโนลิปด 1และแร

มโนลิปด 2 เชนเดียวกัน (Ramana  และ Karanth , 1989)   สําหรับการศึกษาการสกัดแยกของ 

Van Dyke (1993) ใชไอโซโพรพานอล (isopropanol): น้ํา: แอมโมเนียมไฮดรอกไซดในอัตราสวน 

80:11:9  ในการชะจะไดคารีทาเดชัน แฟกเตอรของแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 คือ 0.4 และ 

0.55 ตามลําดับ 

 การสกัดแยกน้ําหมักที่ไดจากการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 โดยใช คลอโรฟอรม: เมทธา

นอล: กรดอะซิติก (60:15:2) บนทินแลเยอรโครมาโตกราฟ  สังเกตการแยกดวยไออิ่มตัวของ

ไอโอดีนหรือใชสารโมลิช รีเอเจน (Molish reagent) จะไดคารีทาเดชันแฟตเตอรของแรมโนลิปด 1 

แรมโนลิปด 2 แรมโนลิปด 3 และแรมโนลิปด 4 เปน 0.31, 0.72, 0.13 และ 0.40 ตามลําดับ 

(Arino  และคณะ, 1996) 

 เนื่องจากโมเลกุลของแรมโนลิปดประกอบดวยสวนของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตออยูกับ 

ไฮดรอกซิลแฟตตี้แอซิด (hydroxyl fatty acid) การสปอนนิไฟด (saponif ied) ดวยโซเดียม

ไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมอล (normal) ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เพื่อแยกสวนประกอบทั้ง

สองสวนออกจากกัน ปรับคาความเปนกรด-ดางของสารละลายใหมีคาเปน 2 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 

และแยกสวนของไฮดรอกซิลแฟตตี้แอซิดจากสารละลายดวยเอทธิลอะซิเตรทในชั้นน้ํา หลังจาก
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ผานเอทธิลอะซิเตรทจะไดสวนของน้ําตาลโมเลกุลเชิงเดี่ยว (monosaccharide) อิสระละลายอยู

ในน้ํา นํามาตรวจสอบดวยวิธีการหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซตอไป  สารละลายของเอทธิลอะซิเตรท 

นํามาจุดบนแผนซิลิกาเจล มีสารละลายที่ใชเปนตัวชะประกอบดวยปโตรเลียมอี เธอร : เอทธิลอี

เธอร: กรดอะซิติกในอัตราสวน 70:30:1     หลังจากทดสอบดวยสารแอนโธรน พบวามีการแยก

ออกเปน 2 สวน จากการตรวจสอบดวยเครื่องสเปกตรัม (IR spectrum)  และเปรียบเทียบผลกับ

กรดไขมันไฮดรอกซิลมาตรฐานไดเสนกราฟคลายกันดังแสดงในรูปที่ 3.2 (Hisatsuka และคณะ, 

1971)  

 
รูปที่ 3.2 สเปกตรัมที่ไดหลังจากผานเครื่องวิเคราะหโครงสรางของกรดไข
มันที่ไดจากการสกัดแยกจากน้ําหมัก (Hisatsuka และคณะ, 1971) 

a กรดไขมันจากกระบวนการหมัก 
b กรดไขมันจากแรมโนลิปดมาตรฐาน 

    

3.4.2.2 คอลัมนโครมาโตกราฟ (Column Chromatography) จะใชซิลิ-

กาเจลบรรจุในหลอดแกวหรือทอแกว เปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมสารใหบริสุทธิ์  สารตาง

ชนิดกันจะเคลื่อนบนตัวกลางของซิลิกาเจลดวยความเร็วแตกตางกัน  ตัวอยางการแยกของแรมโน

ลิปดที่ไดจากกระบวนการหมัก  โดยการใชคอลัมนกรดซิลิซิค (column of silicic acid) นํามาใช
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แยกแรมโนลิปด 1 และแรมโนลิปด 2 ออกจากกัน  ตัวชะที่ใชเปนสารผสมระหวางคลอโรฟอรมและ

เมทธานอล  พบวาแรมโนลิปด 2 จะถูกชะแยกออกมากอนที่สัดสวนของคลอโรฟอรมและเมธานอล

เปน 97:3 สวนแรมโนลิปด 1 จะถูกชะตามออกมาที่สัดสวนของคลอโรฟอรมและเมธานอลเปน 

93:7 แสดงดังรูปที่ 3.3 

 
  รูปที่ 3.3 คอลัมน โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด (Iton และคณะ, 1971)  

   3.4.2.3 ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance 

Liquid Chromatography) เครื่องมือนี้ใชในการวิเคราะหสารประกอบที่อยูในรูปของเหลว  สาร

ละลายที่เหมาะสมซึ่งใชเปนตัวพาสารผลิตภัณฑผานของเหลวที่ถูกฉาบไวบนผิวคอลัมน ภายใต

ภาวะความดันสูงความสามารถในการละลายของสารผลิตภัณฑในสารละลายตัวพาและของเหลว

ที่ผิวคอลัมนตาง ๆ จะถูกผลักดันใหออกจากคอลัมนในเวลาที่ตางกัน สารที่จะนํามาแยกดวย

ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟจะตองทําใหมีความบริสุทธิ์ ตัวอยางของไกลโคลิปดที่ได

จากกระบวนการหมักกอนผานการแยกดวยไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟจะตองผาน

ขั้นตอนการแยกบนทินแลเยอรโครมาโตกราฟมาแลว สารละลายที่นํามาใชเปนตัวพาจะใชสาร

ละลายอะซิโตไนไตรล (acetonitrile) ที่ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ถึง 90 เปอรเซ็นต  ไหลผาน

คอลัมนดวยอัตรา 1 มิลลิลิตรตอนาทีเปนเวลา 40 นาที (Arino และคณะ, 1996) เวลาที่แรมโนลิปด

ชนิดตาง ๆ ที่ไดจากการเลี้ยง P. aeruginosa GL1 ไหลผานออกจากคอลัมนแสดงดังรูปที่ 3.4 
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รูปที่ 3.4 การแยกของแรมโนลิปดชนิดตาง ๆ เมื่อผานดวย 
 ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ โดยอาศัย 
 ตัวชะที่มีการเปลี่ยนแปลงความเขมขน (gradient)  
 (Arino และคณะ, 1996) 
a  โครมาโตแกรมของสารแรมโนลิปด 
b  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 2 
c  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 1 
d  โครมาโตแกรมของแรมโนลิปด 3 
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3.4.2.4 แกสโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) เครื่องมือนี้ใชใน

การแยกสารประกอบที่ระเหยได สารประกอบที่จะนํามาตรวจสอบดวยแกสโครมาโตกราฟจะตอง

ไมมีสารประกอบที่ระเหยไมไดปนอยู และเมื่อฉีดสารที่ตองการตรวจสอบเขาไปในเครื่องสารนั้นจะ

ถูกความรอนเปลี่ยนใหเปนแกสและถูกแกสเฉื่อยผลักดันไปตามทอและคอลัมน  สารประกอบที่ไม

ระเหยเมื่อถูกความรอน  ถาสามารถนํามาทําปฎิกริยาใหเปนสารประกอบที่ระเหยได จะสามารถ

นํามาวิเคราะหดวยวิธีนี้ได เชนการตรวจสอบองคประกอบในสวนที่ไมมีข้ัวของแรมโนลิปด 1 และ 

แรมโนลิปด 2  แรมโนลิปดทั้งสองจะประกอบดวยสวนของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตอกับโมเลกุลของ

กรดไขมันไฮดรอกซี (hydroxy fatty acid) สามารถแยกสวนประกอบทั้งสองออกจากกันดวยการ

ไฮโดรไลซโดยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 นอรมอล ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ในเวลา 2 ชั่วโมง 

สกัดสวนของกรดไขมันดวยโทลูอิน (toluene) กรดไขมันในโทลูอินจะทําใหเปนสารประกอบของ

หมูเอสเทอร โดยใชสารประกอบระหวางเมธานอลและกรดซัลฟูริก สารที่ไดเปนไตรเมธิลไซริวเอสเทอร 

(Trimethylsilyl (TMS) ester) และนําไปตรวจสอบดวยวิธีแกสโครมาโตรกราฟ  แรมโนลิปดทั้งสอง

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

ลําดับแสดงดังรูปที่ 3.5  จากการตรวจสอบดวยเครื่อง แกสโครมาโตกราฟและแมสสเปกตรา 

(Mass Spectra) เปรียบเทียบกับไตรเมธิลไซริวเอสเทอร (TMS-derivative) ที่ ไดจากเมธิลบีตา

ไฮดรอกซิวเดคาโนเอทมาตรฐาน พบวาใหผลเชนเดียวกับพีค 1(I)  สําหรับพีค 2 ถึง 5 ไดแสดงไว

ในงานวิจัยของ Yamakawa (1964) ซึ่งไมไดแสดงผลไวในที่นี้ 
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            รูปที่ 3.5  แกสโครมาโตกราฟของไตรเมธิลไซริวเอสเทอร (Hirayama และ Kato ,1982) 

   a  ไตรเมธิลไซริวเอสเทอรที่ไดจาก แรมโนลิปด 2 
   b  ไตรเมธิลไซริวเอสเทอรที่ไดจาก แรมโนลิปด 1 



บทที่ 4 

อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการทดลอง 

 
4.1 อุปกรณและเคมีภัณฑ 

 4.1.1 อุปกรณ 

1. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Incubator Shaker)  รุน G-FS บริษัท Gasells Chaftfur 

Labortechnik, Germany. 

 2. เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) รุน Kubota 5100  บริษัท Kubota Corporation, Japan. 

3. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys 

บริษัท Spectronic Instruments, USA. 

 4. ตูถายเชื้อ (Laminar Flow) รุน VS-124 บริษัท ISSCO, USA. 

5. หมอฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave) รุน HL24ADY บริษัท Hirayama Manufacturing 

Corporation, Tokyo, Japan. 

6. ถังหมัก (Fermenter) ขนาด 10 ลิตร รุน BiostatED บริษัท B.Braun Biotech 

Internation, Germany. 

7. เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter)  รุน MP220 บริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland.  

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

9. เครื่องวัดคาแรงตึงผิว (Ring Tensiometer) รุน K6 บริษัท Kruss, Germany. 

10. เครื่องวิเคราะหสาร HPLC รุน LC-3A บริษัท Shimadzu, Japan คอลัมน  ZORBAX 

NH2  4.6mm*25cm 
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11. แผนซิลิกาเจล 60  บริษัท E.Merk, Darmstadt, Germany 

12.  เครื่องระเหยภายใตภาวะสุญญากาศองศาเซลเซียส(Evaporator,  B U CHI 

Rotavator R—3000, Switzerland) 

4.1.2 เคมีภัณฑ  

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

 2. คลอโรฟอรม [CHCl3] บริษัท Merck, Germany. (1) 

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

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

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

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

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

8. ไอโอดีนชนิดเกล็ด บริษัท Univar, Australia. 

9. ไฮโดรเจนเปอรฟอตเฟต 85% [H3PO4] บริษัท Carloerba. Italy. (2) 

10. น้ํามันปาลม ของบริษัท มรกตอินดัสตร้ีส จํากัด Thailand.  

11.น้ํามันดิบ (crude oil) จากหองทดลองของ Prof. Imanaka, U. of Kyoto, Japan. 

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

13. ซิลิกาเจล 60 (Silica gel) บริษัท Merck, Germany 

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

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

 16. สารลดการเกิดฟอง (Antiform) บริษัท SIGMA 

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

 ในการทดลองใชเชื้อ Pseudomonas sp.A41 ไดจากการคัดแยกเชื้อในงานวิจัยของ

อารีย(2542) คณะวิทยาศาสตร ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

4.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 4.3.1 อาหารสําหรับเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย  

ใชอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (nutrient agar slant) แสดงในภาคผนวก ก 

 4.3.2 อาหารเหลวสําหรับเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย 

  อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียปริมาตร 1 ลิตร แสดงในภาคผนวก ก  

4.3.3 อาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย  ใชสัดสวนเดียวกับอาหารสําหรับเลี้ยงหัว

เชื้อแตจะมีการเติมแหลงอาหารคารบอนโดยใชน้ํามันปาลมตามความเหมาะสม 

 

4.4 วิธีการเก็บรักษาเชื้อจุลินทรีย 

 เชื้อจุลินทรียที่เพาะเลี้ยงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียง (agar slant) ในหลอด

ฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร ที่ภาวะเจริญเติบโต เขี่ยจุลินทรียที่คัดแยกโดยอารีย (2542) คณะ

วิทยาศาสตร ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  นํามาเขี่ยเชื้อลงบนอาหารนิวเทรียน

เอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 5 มิลลิลิตร  แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อเชื้อเจริญดีแลว เทน้ํามันพาราฟนที่ผานการฆาเชื้อใหทวมบนผิว

อาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในตูปลอดเชื้อ นําไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนการ

ทําใหเซลลอยูในสภาพไรอากาศ เมื่อตองการนําออกมาใชจึงนําออกมาถายเชื้อลงในอาหาร

นิวเทรียนเอการแบบแข็ง เพื่อเพิ่มปริมาณและบํารุงเซลลใหแข็งแรง ระหวางการเก็บรักษาเชื้อจุ
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ลินทรียดวยวิธีนี้เชื้อจะไมมีการเจริญเติบโตแบงตัว ดังนั้นจึงไมเกิดการเปลี่ยนแปลงสายพันธุอยาง

แนนอน 

 

4.5 ขั้นตอนการทดลอง 

 4.5.1 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรียต้ังตน 

 นําเชื้อจุลินทรียที่เลี้ยงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหัวขอ 4.4 มาเขี่ยลงบน

อาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร จํานวน 1 หลอด นําไป

บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําเชื้อในหลอดดังกลาวมาเขี่ย

ลงบนอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร จํานวน 6 หลอด 

อีกรอบหนึ่ง และบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงเชนเดียวกัน  จากนั้นลาง

เซลลออกจากอาหารนิวเทรียนเอการแบบแข็งเอียงดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว ควบคุมความ

เขมขนของสารละลายเซลลที่ได โดยอาศัยการวัดคาการดูดกลืน ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโน

เมตร ใหอยูในชวง 0.70-0.80 ปเปตสารละลายเซลล 5 มิลลิลิตรที่ได ลงในอาหารเลี้ยงหัวเชื้อที่

ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ดวยวิธีการ

ปลอดเชื้อ จากนั้นนําไปบมในเครื่องเขยาดวยความเร็วรอบ 220 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 ชั่วโมง  

4.5.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมัก 

ในการเพาะเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบไมตอเนื่อง (ดังรูปที่ 4.1) โดยถายเชื้อต้ังตน (จากขอ 

4.5.1) ปริมาณ 400 มิลลิลิตร ลงในถังหมักที่มีอาหารเหลว 5,000 มิลลิลิตร      เพาะเลี้ยงที่

อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส  เปลี่ยนแปลงปริมาณของน้ํามันปาลม คาความเปนกรด – ดาง และ

อัตราการกวนตาง ๆ ตามความเหมาะสม คาการละลายของอากาศถูกควบคุมที่คา 60 เปอรเซ็นต
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ของอากาศอิ่มตัว ควบคุมคาความเปนกรด – ดาง ดวยโซเดียมไฮดรอกไซดและกรดไฮโดรคลอริก

เขมขน 1 โมลาร   

ทําการเพาะเลี้ยงเซลลในถังหมักแบบไมตอเนื่องเปนเวลา 30 ชั่วโมง ทําการเก็บตัวอยาง

ทุก ๆ 3 ชั่วโมง เปนปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตัวอยางน้ําหมักทําการตรวจวัดปริมาณเซลล (กรัมตอ

ลิตร) คาการลดแรงตึงผิว (มิลลินิวตันตอเมตร) และพื้นที่ผิวการแทนที่ของน้ํามัน (ตาราง

เซนติเมตร)  
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   รูปที่ 4.1 ถังหมักแบบไมตอเนื่องขนาด 10 ลิตร 
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4.6 การติดตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังหมักแบบไมตอเนื่อง 

 4.6.1 การวัดคาแรงตึงผิว   

เก็บตัวอยางน้ําหมักจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในถังหมักแบบไมตอ

เนื่องทุก ๆ 3 ชั่วโมงเปนเวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 40 มิลลิลิตร มาปนแยกเซลลออกดวยใชเครื่อง

หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นแยกสวนน้ําใสออกจาก

เซลล นําสวนน้ําใสไปทําการเจือจางที่อัตราสวนน้ําหมักตอน้ําเปน 1:100 และ 1:200 โดยปริมาตร 

คิดเปนเปอรเซ็นตของน้ําหมักในน้ําเปน 0.99 และ 0.50 เปอรเซ็นตตามลําดับ นําไปวัดคาแรงตึง

ผิวดวยเครื่องวัดแรงตึงผิว  แสดงวิธีการใชเครื่องวัดคาแรงตึงผิวในภาคผนวก ค  

 4.6.2 การวัดการกระจายตัวของผิวน้ํามัน (oil displacement test)  

จากน้ําหมักตัวอยางที่แยกเซลลออกแลวที่ไดจากหัวขอ 4.6.1 แบงออกมา 10 ไมโครลิตร

มาหยดบนผิวน้ํามันสังเกตคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน  ทําการทดลองโดยตวงน้ํา 40 มิลลิลิตร 

เทลงในจานแกวเสนผาศูนยกลางขนาด 15 เซนติเมตร ซึ่งวางอยูบนกระดาษกราฟที่ระบุสเกล  

ขนาดของ 1 ชองใหญบนกระดาษกราฟจะมีขนาดเทากับ 1 เซนติเมตร  หยดน้ํามันดิบ (crude oil) 

ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในน้ําจานแกว น้ํามันจะขยายตัวครอบคลุมบนผิวน้ําในจานแกวอยาง

สม่ําเสมอ  หยดน้ําหมักตัวอยางปริมาตร  10 ไมโครลิตร  อานคารัศมีของวงน้ํามันที่ถูกเปดออก  

และคํานวณหาพื้นที่โดยอาศัยสมการดังนี้ 

   พื้นที่ของวงน้ํามันที่ถูกเปดออก  =  ¶r2 

 ในกรณีที่น้ําหมักตัวอยางมีความเขมขนมาก จะมีผลทําใหวงของน้ํามันที่เปดออกขาดออก

จากกัน ใหเจือจางน้ําหมักลงจนกระทั่งทําการวัดขนาดของวงน้ํามันที่ถูกเปดออกได  แลวคอยคูณ

หาพื้นที่กลับดวยคาความเจือจาง (dilution factor)  
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 4.6.3 การหาน้ําหนักเซลลแหง   

จากน้ําหมักตัวอยางปริมาตร 40 มิลลิลิตรที่ไดจากหัวขอ 4.6.1  ปนแยกเซลลออกจาก

สวนของน้ําหมัก โดยเครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที  ลางเซลลดวยน้ํากลั่น

ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและปนแยกน้ําลางซ้ําอีกสองครั้ง  แลวนําเซลลเปยกไปอบที่ 70 ถึง 80 องศา

เซลเซียสทิ้งไวขามคืน  นําไปชั่งน้ําหนักแหงของเซลลดวยเครื่องชั่งละเอียด จนไดน้ําหนักคงที่ 

คํานวณหาน้ําหนักเซลลแหง ในหนวยเปนกรัมตอลิตร 

 

4.7 การวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 4.7.1 การสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําน้ําหมักตัวอยางปริมาตร 4 ลิตร ปนแยกเซลลออกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง  ที่ความเร็ว

รอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที  แลวนําน้ําหมักสวนน้ําใสที่ไดไปสกัดแยกสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ ดวยการปรับคาพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริก 6.0 โมลาร จนมีคาความเปนกรด-ดางเปน 

2.0 โมเลกุลสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะตกตะกอนแยกชั้นออกมา ควรตั้งทิ้งไวขามคืนที่ 4 องศา

เซลเซียส เพื่อใหตกตะกอนอยางสมบูรณ จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงแยกตะกอนดวยเครื่องหมุน

เหวี่ยงความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที  เปนเวลา 30 นาที   ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส 

รวมตะกอนมาละลายดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ที่มีคาความเปนกรด-ดาง 2.0 จากนั้นนําสาร

มาสกัดดวยสารละลายคลอโรฟอรมและเอทานอล อัตราสวน 2:1 (Sim และคณะ, 1997) โดยใช

กรวยแยก  ทําการสกัดแยก 3 คร้ัง  นําสวนลางของสารละลายมาระเหยดวยเครื่องระเหยจนแหง

ภายใตภาวะสุญญากาศ โดยควบคุมอุณหภูมิเครื่องระเหยที่ 40 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑที่ไดใส

ขวดฝาเกลียว ชั่งหาน้ําหนักที่แนนอน 
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 4.7.2 การวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

นําสารลดแรงตึงผิวที่ไดจากหัวขอ 4.7.1 มาทําการวิเคราะหองคประกอบดวยกรดไฮโดร

คลอริกเขมขน 2 โมลาร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง องคประกอบที่อยูในรูป

ของกรดไขมันถูกสกัดแยกดวยโทลูอีนออกไป  สวนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งละลายอยูในน้ํา

ถูกนํามาตรวจสอบเปรียบเทียบกับน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานบนไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมา

โตกราฟ 

 4.7.3 ทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําสวนน้ําหมักตัวอยางที่แยกเซลลออกแลวจากหัวขอ 4.6.1 ที่เวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 

10 มิลลิลิตรใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร วางไวในอางน้ําเดือดที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียส จากนั้นเก็บสารตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ทุก ๆ 10 นาที จนครบ 150 นาที นํามา

ทดสอบคาแรงตึงผิว โดยนํามาผสมน้ํากลั่น 9.9 มิลลิลิตร คิดเปนความเขมขนของน้ําหมักในน้ํา 

0.99 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร   วัดและบันทึกคาแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเจือจางที่

ได(Makkar and Cameota,  1998) 

 4.7.4 ทดสอบการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 นําน้ําหมักตัวอยางที่ทําการแยกเซลลออกแลวจากหัวขอ 4.6.1 ที่เวลา 30 ชั่วโมง ปริมาตร 

20 มิลลิลิตร มาทดสอบการเกิดเปนอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เลือก

ลักษณะของสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ กัน เชน ไฮโดรคารบอนโซตรง หรืออะโรมาติก

ไฮโดรคารบอน ขั้นตอนการทดลองทําโดยผสมน้ําหมัก 4 มิลลิลิตรกับสารประกอบไฮโดรคารบอน 

6 มิลลิลิตรในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร นําหลอดผสมดังกลาวปดฝาเกลียวเรียบรอยมา

ปนที่ความเร็วสูง ดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง และคํานวณหาคา

ดรรชนีของอิมัลชัน (Emulsion Index, E24) (Makkar and Cameota,  1998) 



 51

   







=

2

1
24 100

h
hE  

 เมื่อ h1   =   ความสูงของชั้นอิมัลชัน 
  h2   =   ความสูงรวมของสารละลายทั้งหมดในหลอดฝาเกลียว 

 ตัวอยางของสารประกอบไฮโดรคารบอนที่นํามาทดสอบการเกิดอิมัลชัน ไดแก เฮปเทน, 

เฮกเซน, ไซโคลเฮกซีน, น้ํามันกาด, และน้ํามันพาราฟน 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 5 

ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp.A41  ในกระบวนการ

หมักแบบไมตอเนื่องแบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ  ขั้นตอนแรกศึกษาถึงภาวะที่เหมาะสมตอการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการหาความสัมพันธระหวางคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบ

ใบกวน และคาเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม  แสดงผลของความสัมพันธในรูปของอัตราการผลิตของ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และอัตราการผลิตความเขมขนของเซลล โดยอาศัยการออกแบบการ

ทดลอง (Experimental Design) มาชวยในการวิเคราะหหาภาวะที่เหมาะสม  สวนในการทดลอง

ขั้นตอนที่สองเปนการศึกษาและตรวจสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41  

 

5.1 การวิเคราะหปริมาณสารลดแรงตึงผิว 

 5.1.1 การวัดคาแรงตึงผิว และการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน 

(Surfactension and Oil Displacement Test) 

 ในงานวิจัยนี้ทําการทดสอบคาแรงตึงผิวและคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามันเพื่อแสดงแนว

โนมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp. แตผลการทดลองในบางชุด พบวา 

การทดสอบดวยวิธีการวัดคาแรงตึงผิวและคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน     เพื่อแสดงเวลาที่จุลินทรีย

เร่ิมหยุดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการทดลองเดียวกันใชเวลาไมเทากัน  สาเหตุพบวาเกิด

จากการเติมสารลดการเกิดฟอง (Antifoam) ลงไปในขณะทําการหมัก โดยใหทําการทดสอบ

ปริมาณของสารลดการเกิดฟองที่มีผลตอการวิเคราะหดวยวิธีการวัดคาแรงตึงผิวและคาการ

กระจายตัวบนผิวน้ํามัน ดังแสดงในตารางที่ 5.1  โดยในการทดลองแตละชุดในถังปฏิกรณชีวภาพ
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มีปริมาณฟองเกิดขึ้นไมเทากัน ดังนั้นความจําเปนในการเติมสารลดการเกิดฟองในแตละการ

ทดลองจึงไมเทากันดวย แตปริมาณการเติมสารลดการเกิดฟองในการทดลองทุกชุดพบวามีคาสูง

สุดไมเกิน 8 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร  และจากการทดสอบเปอรเซ็นตความแตกตางที่ปริมาณของ

สารลดการเกิดฟองที่เพิ่มข้ึนพบวาการเติมสารลดการเกิดฟองในปริมาณมากจะมีอิทธิพลตอการ

ตรวจสอบดวยวิธีการกระจายบนผิวน้ํามันมากกวาการวัดคาแรงตึงผิว ดังนั้นการตรวจสอบดวยวิธี

การวัดดวยการกระจายตัวบนผิวน้ํามันจะมีคาดเคลื่อนไดมากกวา  จึงเลือกวิธีการแสดงปริมาณ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41 ดวยการวัดคาแรงตึงผิวเปน

สําคัญ 
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ตารางที่ 5.1  ผลของปริมาณสารลดการเกิดฟองตอคาแรงตึงผิว และการกระจายตัวของน้ํามัน 

ความเขมขนของสาร

ลดการเกิดฟอง (%v/v) 

คาแรงตึงผิวที่ระดับการเจือจาง 

1:100 (มิลลินิวตันตอเมตร) 

สวนตาง(1)(

เปอรเซ็นต) 

พื้นที่การกระจายตัว

บนผิวน้ํามัน (ตร.ซม.) 

สวนตาง(2) 

(เปอรเซ็นต) 

0 41.8 - 118.89 - 

1 41.5 0.72 116.18 -2.28 

2 41.8 0.00 124.42 4.65 

4 41.4 0.96 124.42 4.76 

6 41.0 1.91 135.86 14.27 

8 39.2 6.22 160.24 34.78 

10 35.8 14.35 179.84 51.27 

 
 
(1) สวนตาง = 100x[คาแรงตึงผิว (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) – คาแรงตึงผิว (ปริมาณสารลดการเกิดฟองตาง ๆ )]   
    คาแรงตึงผิว(ไมมีการเติมสารลดการเกิดฟอง) 
 
(2) สวนตาง = 100x[การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) – การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ปริมาณสารลดการเกิดฟองตางๆ)] 
    คาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน (ไมมีสารลดการเกิดฟอง) 
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 5.1.2 ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล 

 จากนิยามในหัวขอ 2.2 ความเขมขนวิกฤตของไมเซลล (CMC) คือ ความเขมขนของสาร

ลดแรงตึงผิวที่นอยที่สุดที่ทําใหเกิดการรวมตัวเปนไมเซลล  ซึ่งความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปน

คุณสมบัติจําเพาะของสารลดแรงตึงผิวแตละชนิด ทําการทดลองหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล

ในการทดลองตัวอยางเพื่อแสดงวาภาวะในการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ตางกันจะให

ผลของคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปนอยางไร โดยทําการทดลองที่ภาวะแตกตางกัน  3 ชุด

การทดลองดังนี้ 

การทดลองชุดที่ 1 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 6.5 และควบคุมความเร็วรอบใบกวนที่ 

400 รอบตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่องเปนเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของ

ไมเซลล เปน 10 เปอรเซ็นต (แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง1)  

การทดลองชุดที่ 2 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 2 เปอรเซ็นตในขวดเขยาที่ความเร็วรอบ 220 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 ชั่วโมง (โดยไมได

ควบคุมคาความเปนกรด – ดาง) วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลเปน 12 เปอรเซ็นต 

(แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง2)  

การทดลองชุดที่ 3 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหารสังเคราะหที่มีน้ํามัน

ปาลม 2.1 เปอรเซ็นต ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และควบคุมความเร็วรอบใบกวนที่ 675 รอบ

ตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่อง เปนเวลา 30 ชั่วโมง วิเคราะหหาความเขมขนวิกฤตของไมเซลล

เปน 6 เปอรเซ็นต (แสดงในภาคผนวกรูปที่ ง3) 
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จากการทดลองพบวาที่ภาวะแตกตางกันจะใหคาความเขมขนวิกฤตตางกัน  ทั้งในระบบที่

ทําการหมักในถังหมักแบบไมตอเนื่อง และระบบของขวดเขยา หรือกลาวไดวาการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 ในภาวะตางกัน นาจะใหผลิตภัณฑที่ออกมาแตกตางกัน   

เนื่องจากคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลที่ไดจากการทดลองทั้ง 3 ภาวะใหคาแตกตาง

กัน  คาดวาการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 นาจะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดมากกวา

หนึ่งชนิด และในงานวิจัยของอารีย (2542) ทําการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 เพื่อผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่จุลินทรียผลิตไดมาทําบริสุทธิ์บางสวน

และวิเคราะหดวยวิธี TLC ปรากฏวาสามารถแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เปน  4 สวนที่มีคา  

รีทารเดชัน แฟกชัน (Retardation Fraction) ตางๆกัน 4 คา การคํานวณหาคาของความเขมขน

วิกฤตของไมเซลลเฉลี่ยสมมาตรไดจากสมการตอไปนี้ (Clint, 1992) 

  44332211 CMCxCMCxCMCxCMCxCMC +++=  

เมื่อ x1, x2, x3, และ x4 คือ สัดสวนเชิงโมลของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดชนิดที่ 1, 2, 3, 

และ 4 ตามลําดับ 

และ CMCi คือคาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิด 

โดยที่ i แสดงชนิดที่ 1 ถึง 4  

จากภาวะที่ใชเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 แตกตางกันทําใหการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพแตละชนิดแตกตางกัน  คาความเขมขนวิกฤตของไมเซลลจึงมีคาไมเทากัน ในงานวิจัยนี้

ติดตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากความสามารถในการลดแรงตึงผิวที่ลดลงของน้ํา ไมได

ทําการแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดที่เวลาตาง ๆ มาทําการวิเคราะห  โดยความสามารถ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตละชนิดสามารถลดแรงตึงผิวของน้ําไดแตกตางกัน    ในที่นี้จะ

สมมติใหสารลดแรงตึงผิวแตละชนิดที่ผลิตไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 มีความ
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สามารถในการลดแรงตึงผิวของน้ําไดเทากัน  ดังนั้นปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิต

เพิ่มข้ึน (∆P) จะมีความสัมพันธโดยตรงกับคาของแรงตึงผิวที่ลดลง (-∆s) ซึ่งแสดงความสัมพันธ

ในภาคผนวก จ 

 

5.2 รูปแบบการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

 งานวิจัยนี้มุงศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวของ Pseudomonas sp.A41 จากน้ํามัน

ปาลมซ่ึงเปนวัตถุดิบที่มีราคาถูกและหาไดงาย 

 จากลักษณะของน้ํามันปาลม เมื่อนํามาใชเปนแหลงอาหารคารบอนโดยเติมเขาไปผสมใน

แหลงอาหารกําหนดสูตร (defined medium) (แสดงสวนประกอบของแหลงอาหารกําหนดสูตรใน

ภาคผนวก ก) น้ํามันปาลมจะอยูแยกชั้นจากชั้นน้ํา  จุลินทรียซึ่งจะกระจายตัวอยูในชั้นน้ําจะสัมผัส

กับน้ํามันปาลมและนําเอาน้ํามันปาลมไปใชในการเจริญไดนอย แตผลการทดลองของ Robert 

และคณะ (1989) พบวาน้ํามันมะกอกใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด ซึ่งอธิบายดวยกลไกการนํา

เอาแหลงอาหารคารบอนที่เปนน้ํามันเขาสูเซลลเนื่องจาก Pseudomonas sp. เปนจุลินทรียที่

สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวออกมาภายนอกเซลลไดดังไดกลาวแลวในหัวขอ 3.2 ทั้งนี้เนื่องจาก

ลักษณะของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิว ซึ่งประกอบดวยสวนที่มีขั้ว และสวนที่ไมมีขั้วอยูดวยกัน น้ํา

มันซึ่งเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ไมมีขั้ว จึงสามารถกระจายตัวเปนหยดเล็ก ๆ (ขนาดของ

แมคโครอิมัลชันประมาณระดับไมโครเมตร) (Binks, 1993) อยูในชั้นน้ํา โดยโมเลกุลของสารลด

แรงตึงผิวจะรวมตัวกันเปนไมเซลล หันดานที่ไมมีขั้วไปทางหยดน้ํามันและดานที่มีขั้วไปดานของน้ํา 

โอกาสของการสัมผัสของหยดน้ํามันกับจุลินทรียจะมีมากขึ้น ทําใหจุลินทรียนําเอาน้ํามันซึ่งเปน

สารอาหารคารบอนไปใชในการเจริญมากขึ้น  
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 การเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในอาหารเหลวกําหนดสูตร (defined medium) ที่

มีการเติมน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ควบคุมภาวะความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบ

กวนตาง ๆ กัน ที่อุณหภูมิหอง (30+2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 ชั่วโมง เก็บตัวอยางน้ําหมักทุก 

3 ชั่วโมงไปปนแยกเซลลออกดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที 

แยกสวนน้ําใสมาวิเคราะหหาคาแรงตึงผิว และคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน  เซลลที่แยกน้ําออก

แลวจะนําไปอบแหง และคํานวณหาความเขมขนของเซลล 

 ผลการทดลองตัวอยางของ Pseudomonas sp.A41 ที่มีการเติมน้ํามันปาลม 2.3 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ควบคุมภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และความเร็วรอบใบกวนเปน 675 

รอบตอนาที แสดงผลในรูปที่ 5.1  

  ลักษณะของกราฟรูปที่ 5.1 แสดงถึงความสัมพันธที่เกิดขึ้นระหวางการเพิ่มข้ึนของความ

เขมขนของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ กลาวคือเมื่อมีการเพิ่มข้ึนของเซลล จะเกิด

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มข้ึนดวย และที่ความเขมขนของเซลลสูงสุดที่ 2.59 กรัมตอลิตร 

คาแรงตึงผิวที่ทําการเจือจางน้ําหมักในสัดสวน 1:100 วัดไดคาเฉลี่ยคงที่ไดเปน 36.7 มิลลินิวตัน

ตอเมตร โดยคาแรงตึงผิวที่วัดไดมีคาลดลงจากเวลาเริ่มตน 47.3 เปอรเซ็นต จากลักษณะความ

สัมพันธดังกลาวสามารถสรุปไดวาเปนการผลิตสารลดแรงตึงผิวมีลักษณะที่เกี่ยวเนื่องกับการเจริญ

เติบโตของจุลินทรีย (Growth Associate Product) 

ในงานวิจัยนี้ไมไดทําการวัดปริมาณของน้ํามันปาลมในแตชวงเวลา สาเหตุมาจากคุณ

สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp. ซึ่งถูกผลิตออก

มาภายนอกเซลลนั้นสามารถเกิดการรวมตัวกับหยดของน้ํามันในรูปของไมเซลลได  และจากโครง

สรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีกรดไขมันเปนสวนประกอบอยูดวย  ดังนั้นการวิเคราะหหา
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ปริมาณของน้ํามันปาลมเพื่อแสดงปริมาณของน้ํามันที่เหลือในแตละชวงเวลาจึงเปนไปไดยากและ

อาจเกิดความผิดพลาดขึ้นไดมาก 

หลังจากการเลี้ยง Pseudomonas sp.A41  เปนเวลา 15  ชั่วโมง สังเกตเห็นความเขมขน

ของเซลลที่มีแนวโนมลดลง สาเหตุสําคัญนาจะเกิดจากการขาดแคลนสารอาหารที่จําเปนตอการ

เจริญเติบโต  แตสารอาหารที่จําเปนตอการเจริญนอกจากแหลงอาหารคารบอนแลว แหลงอาหาร

ไนโตรเจนก็เปนแหลงอาหารที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียเชนกัน จากงานวิจัยของ

อารีย (2542) ศึกษาปริมาณของแหลงคารบอน (น้ํามันปาลม) และแหลงไนโตรเจน (โซเดียมไนเตรท) 

ที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปน 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และ 0.3 เปอรเซ็นต

โดยน้ําหนักตามลําดับ ในงานวิจัยนี้ใชแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 ชนิดเดียวกัน และปริมาณของแหลงไนโตรเจนควบคุมปริมาณเริ่มตนที่ 

0.3 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย  

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณขององอาจและจินตนา (2537) ซึ่งศึกษา

องคประกอบของน้ํามันปาลม (น้ํามันมรกต) องคประกอบของน้ํามันปาลมแสดงในตารางที่ 5.2 

ตารางที่ 5.2 แสดงองคประกอบของน้ํามันปาลม 

ประเภทของกรดไขมัน ชื่อสามัญ เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก น้ําหนักโมเลกุล 

- Dodecanoic acid (12:0) 

- Tetradecanoic acid (14:0) 

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

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

- 9-Octadecanoic acid (18:1) 

- Ocyadecanoic acid (18:0) 

Lauric 

Myristic 

Palmitic 

Linoleic 

Oleic 

Stearic 

1.32 

1.61 

38.84 

10.76 

4.34 

5.13 

200 

228 

256 

280 

282 

284 
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จากองคประกอบของน้ํามันปาลมดังกลาวคิดเปนเปอรเซ็นตปริมาณของคารบอนในน้ํา

มันปาลมเปน 75.6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก ดังนั้นจะไดสัดสวนของคารบอนตอไนโตรเจนโดย

ประมาณเปน 12:1 (คํานวณจากน้ํามันปาลมเร่ิมตนเปน 2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรและ

แอมโมเนียมไนเตรตเริ่มตน 0.3 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักตอปริมาตรของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย, ความ

หนาแนนน้ํามันปาลม 0.87 กรัมตอมิลลิลิตร)  แตสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจนของจุลินทรียที่ใช

ในสรางเซลลโดยทั่วไปเปน 5:1 (Bailey และ Ollis, 1986)   ในขณะที่ผลิตภัณฑของแรมโนลิปดจะ

ไมมีองคประกอบของไนโตรเจน  ดังนั้นจะเห็นวาในกรณีที่ Pseudomonas sp. มีการเจริญเติบโต

และมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก็อาจจะเกิดภาวะขาดแคลนแหลงอาหารไนโตรเจนเพราะ

สัดสวนของไนโตรเจนมีนอยกวาคารบอน ดังนั้นปริมาตรของน้ํามันปาลมเร่ิมตนที่เติมมากกวา 2 

เปอรเซ็นตในบางชุดของการทดลองอาจมีน้ํามันปาลมเหลือบางสวน แตไมสามารถสังเกตเห็นได

เนื่องจากน้ํามันปาลมสามารถรวมตัวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนอิมัลชันอยูในน้ําหมัก และผล

ของการหยุดการเจริญเติบโตจะมีสาเหตุมาจากการขาดแหลงไนโตรเจน    

ในหัวขอตอไปจะเปนการศึกษาถึงอิทธิพลของความเปนกรด-ดาง, ความเร็วรอบใบกวน,

และเปอรเซ็นตแหลงคารบอนตอการเจริญเติบโตของเซลลและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
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5.3 ภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ในการหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดอาศัยขอมูลที่ไดจากการ

คํานวณหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะมาใชเปนตัวแปรตามผลของตัวแปรดําเนินการ (operating parameters)  ซึ่งประกอบดวย

ภาวะความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนภายในถังหมัก และเปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ํา

มันปาลมตางๆกันที่ใชเปนแหลงอาหารคารบอน ทําการทดลองโดยนําเอาทฤษฎีการออกแบบการ

ทดลอง (experimental design) มาใชเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม การออกแบบ

การทดลองประกอบดวยการทดลองแบบแฟกเตอรเรียล การทดลองลอมรอบจุดกึ่งกลาง และการ

ทดลองซ้ําที่จุดกึ่งกลาง ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ ข1 

 การวางแผนการออกแบบการทดลองถูกนํามาใชในการหาภาวะที่เหมาะสมนั้นในงานวิจัย

นี้มีประโยชนหลายประการดังตอไปนี้ 

- สามารถบงชี้ความสําคัญและอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการที่มีตออัตราการเจริญเติบ

โตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

- ทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุม 

- เปนการนําวิธีการทางสถิติมาใชควบคูกับการทดลองอยางถูกตองตามหลักวิชาการ

ทางสถิติ ทําใหผลการทดลองที่ไดมีความนาเชื่อถือ 

5.3.1 อิทธิพลของตัวแปรดําเนินการ (Operating Parameters) 

ในงานวิจัยนี้สนใจศึกษาถึงอิทธิพลของตัวแปรดําเนินการซึ่งประกอบดวย  คาความเปน

กรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนภายในถังหมัก และเปอรเซ็นตโดยปริมาตรของน้ํามันปาลม ที่มีตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล  และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะของ 

Pseudomonas sp.A41 โดยจะแยกประเด็นตามตัวแปรดําเนินการดังนี้ 
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 5.3.1.1 อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง  

ภาวะความเปนกรด-ดางของระบบการหมักเปนตัวแปรหนึ่งที่นํามาศึกษาวิจัยถึง

อิทธิพลที่มีตอการเจริญเติบโตของ Pseudomonas sp.A41 โดยควบคุมภาวะคาความเปนกรด-ดาง

คงที่ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 โมลาร หรือโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 1 โมลาร  เนื่องจากมีผู

วิจัยพบวากระบวนการเจริญเติบโตของ Pseudomonas sp. บนสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมี

คาเพิ่มข้ึนเมื่อมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงในน้ําหมัก (Hisatsuka และคณะ, 1971)  ดังนั้นสารลด

แรงตึงผิวนาจะมีสวนชวยในกระบวนการขนยายอาหารเขาเซลล ซึ่งแสดงในหัวขอ 2.5   

สวนวิจัยที่เกี่ยวของกับอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีตอสมบัติของสารลด

แรงตึงผิว ไดแก งานวิจัยของ Zhang และ Miller (1992) ซึ่งพบวาที่คาความเปนกรด-ดางในชวง 

7.0 ถึง 7.5  สารละลายของแรมโนลิปด (50 มิลลิกรัมตอลิตร) ใหผลคาแรงตึงผิวต่ําสุดที่ 30 ดายน

ตอเซนติเมตร แตใหคาแรงตึงผิวเพิ่มสูงขึ้นเปน 32 ดายนตอเซนติเมตรที่คาความเปนกรด-ดางมาก

กวา 7.5 และเชนเดียวกันที่คาความเปนกรด-ดางต่ํากวา 7.0 จะทําใหคาแรงตึงผิวของสารลดแรง

ตึงผิวที่วัดไดมีคาเพิ่มสูงขึ้นมากจาก 30 ดายนตอเซนติเมตร เปน 40.5 ดายนตอเซนติเมตร  ดังนั้น

จะเห็นวาคาความเปนกรด-ดางที่แตกตางกันมีผลตอความสามารถในการลดแรงตึงผิวของแรมโนลิ

ปด  

นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Ishigami และคณะ (1987) ไดแสดงผลของคาความ

เปนกรด-ดางที่มีผลตอโครงสรางและการรวมตัวของแรมโนลิปด (รูปที่ 5.12) พบวาที่คาความเปน

กรด-ดางต่ํา (ชวง 4.3 - 5.8) แรมโนลิปดรวมตัวเปนทรงกลมผนังสองชั้น (vesicle) ขนาด 50 –100 

นาโนเมตร ซึ่งมีขนาดใหญกวาการรวมตัวเปนไมเซลลซึ่งจะเกิดในภาวะที่คาความเปนกรด-ดาง

ประมาณ 6.8 – 7.0  การที่สารลดแรงตึงผิวสามารถรวมตัวกับแหลงอาหารคารบอนในรูปของไม

เซลลนาจะมีขอดีกวาการรวมตัวเปนแบบผนังสองชั้นของสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากขนาดของไม
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เซลลที่เล็กกวา (จากการรวมตัวเปนไมเซลลของ AOT ขนาดประมาณ 170 ๐A) (Cabral และ 

Aires-Darros, 1993) นาจะสามารถทําใหเกิดการขนยายอาหารผานชั้นผนังเซลลและเขาสูเซลล

ไดสะดวกกวา และจะใหพื้นที่ผิวสัมผัสระหวางไมเซลลและจุลินทรียเพิ่มมากขึ้น ซึ่งนาจะเปนผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ และอัตราผลิตจําเพาะสูงขึ้นตามไปดวย  

 
รูปที่ 5.2 แสดงการรวมตัวของแรมโนลิปดที่ภาวะความเปนกรด-ดางตาง ๆ  

                   (Ishigami และคณะ,1987) 

จากงานวิจัยของ Guerra-Santos และคณะ (1986)   ศึกษาการผลิตแรมโนลิปด

ของ Pseudomonas aeruginosa  โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในถังหมักแบบตอเนื่อง พบวา

ที่คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยูในชวง 6.0 –6.5  

ดังนั้นสามารถกลาวโดยสรุปไดวาคาความเปนกรด-ดางมีอิทธิพลตอความ

สามารถในการลดแรงตึงผิวและการรวมตัวของสารลดแรงตึงผิว ซึ่งนาจะสงผลตอการเจริญเติบโต

และการผลิตผลิตภัณฑของจุลินทรีย โดยภาวะคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมนาจะมีคา

ประมาณ 7.0(พิจารณาจากความสามารถในการลดแรงตึงผิวและการรวมตัวของสารลดแรงตึงผิว

เปนไมเซลล) และใหผลสอดคลองกับงานวิจัยของอารีย (2542) ที่พบวาการเจริญเติบโตและการ
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ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas sp.A41 ในขวดรูปชมพูแบบเขยา (Erlenmeyer 

Flask)  มีคาที่เหมาะสมที่สุดที่คาความเปนกรด-ดาง 7.0 

 5.3.1.2 อิทธิพลของความเร็วรอบใบกวน 

  หนาที่หลักที่สําคัญของระบบการกวนภายในถังหมักมี  2 ประการ ดังนี้ ประการ

แรกจะชวยลดขนาดของฟองอากาศและน้ํามันปาลมในถังหมักใหมีเล็กลง ทําใหมีพื้นที่ผิวสัมผัส

ระหวางอากาศและน้ํามันกับจุลินทรียมากขึ้น และประการที่สองระบบการกวนทําใหภาวะภายใน

ถังหมักสม่ําเสมอกันโดยตลอด ในงานวิจัยที่นี้น้ําหมักประกอบดวยทั้งวัฏภาค (phase) ของน้ํา

และวัฏภาคของแหลงอาหารคารบอนจากน้ํามันปาลม ระบบการกวนภายในถังหมักนอกจากจะ

ชวยใหการกระจายตัวของน้ํามันมากขึ้นแลว ยังชวยลดขนาดของน้ํามันที่กระจายตัวอยูชั้นน้ํา และ

เปนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสของหยดน้ํามันกับชั้นน้ํา จากผลงานวิจัยของ Schmid (1998) แสดงให

เห็นวาความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนมีผลทําใหขนาดเสนผานศูนยกลางเฉลี่ยของดีแคน (decane) 

20 เปอรเซ็นตในน้ํามีคาลดลง และผิวสัมผัสของดีแคนและน้ํามีคาเพิ่มข้ึน (ที่ความเร็วของใบกวน

ในชวง 1500 ถึง 2500 รอบตอนาที มีผลทําใหขนาดของดีแคน  มีขนาดเสนผานศูนยกลางอยู

ระหวาง 13 ถึง 10 ไมโครเมตร) ซึ่งหยดของน้ํามันปาลมที่มีขนาดเล็กนาจะสงผลใหการขนยายน้ํา

มันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลลไดสะดวกขึ้นและทําใหการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนดวย 

  นอกจากนี้ความเร็วรอบของใบกวนที่สูงเกินไปอาจสงผลทําลายเซลลไดคา

ความเร็วรอบใบกวนสูงสุดที่ควรใชในการเลี้ยงจุลินทรีย สามารถแสดงไดในรูปของคาความเร็วที่

ปลายใบพัด (tip speed) คาความเร็วที่ปลายใบพัดสําหรับจุลินทรียกําหนดไวโดยทั่วไปไมเกิน 

1500 ฟุตตอนาที (Charles และ Wilson, 1995) แตสําหรับคาความเร็วรอบที่ใชในงานวิจัยนี้อยูใน

ชวง 500 ถึง 900 รอบตอนาที ที่ขนาดของใบพัดที่ใชมีเสนผานศูนยกลาง 3 นิ้ว สามารถคํานวณ

หาคาความเร็วที่ปลายใบพัดสูงสุดไมเกิน 710 ฟุตตอนาที  ซึ่งมีคานอยกวาคาความเร็วที่ปลายใบ
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พัดสูงสุดซึ่งกําหนดไวโดยทั่วไปถึง 50 เปอรเซ็นต   ดังนั้น จึงอาจกลาวไดวาคาความเร็วรอบใบ

กวนที่ใชในงานวิจัยนี้นาที่จะไมมีผลตอการทําลายเซลล แตจะมีผลตอการกระจายตัวของน้ํามัน

ปาลมในช้ันของน้ํา 

  5.3.1.3 เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม  

  จากลักษณะของน้ํามันปาลมจะแยกชั้นจากชั้นของน้ํา เซลลของจุลินทรียซึ่ง

กระจายตัวอยูในชั้นของน้ํามีโอกาสสัมผัสและนําเอาแหลงอาหารคารบอนไปใชในการเจริญไดยาก 

แตเนื่องจาก Pseudomonas sp.A41 เปนจุลินทรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออก

มาภายนอกเซลลได (อารีย, 2542)   และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถรวมตัวกับหยดน้ํามันใน

รูปของไมเซลล และกระจายตัวอยูในชั้นของน้ําได  ทําใหการสัมผัสระหวางเซลลจุลินทรียกับน้ํามัน

ปาลมมีมากยิ่งขึ้น ชวยใหจุลินทรียเจริญเติบโตไดดี มีผลงานวิจัยของ Hisatsuka และคณะ 

(1971)  สนับสนุนผลของสารลดแรงตึงผิวมีสวนชวยเพิ่มการเจริญเติบโตของจุลินทรีย  โดยการ

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

ภาวะที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว  พบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวจะใหการเจริญเติบโตของจุลินท

รียเพิ่มข้ึน โดยเปรียบเทียบระหวางระบบที่ไมมีการเติมสารลดแรงตึงผิว และระบบที่มีการเติมสาร

ลดแรงตึงผิว (เติม Growth stimulant) จะมีผลทําใหคาของระยะเวลาที่จุลินทรียใชในการปรับตัว 

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

เปน 7 ชั่วโมง และ จาก 0.099 ตอช่ัวโมงเปน 0.462 ตอช่ัวโมงตามลําดับ  

นอกจากนี้ความเหมาะสมของปริมาณแหลงอาหารคารบอนนาจะมีผลตอการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียเชนกัน กลาวคือ ปริมาณของแหลงอาหารที่นอยเกินไปสงผลใหจุลินทรีย

เจริญเติบโตไดไมเต็มที่ และปริมาณอาหารที่มากเกินความจําเปนอาจสงผลกระทบตอการลดลง

ของการเจริญเติบโตหรือการผลิตของผลิตภัณฑไดตัวอยางการศึกษาของ Ramana และ Karanth 
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(1989) การเพาะเลี้ยง Pseudomonas aeruginosa CFTR-6 บนแหลงอาหารคารบอนโดยใช

กลูโคสปริมาณตาง ๆ  ความเขมขนของแหลงคารบอนที่เหมาะสมเปน 20 กรัมตอลิตร แตถาใช

ความเขมขนที่มากหรือนอยกวานี้จะสงผลการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลดลงอยางมาก 

และจากการศึกษาในงานวิจัยของอารีย ศึกษาผลของน้ํามันปาลมที่เหมาะสมตอการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพของ  Pseudomonas sp.A41 มีคาเปน  2 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
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 5.3.2 อิทธิพลรวมจากคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวน 

5.3.2.1 อิทธิพลที่มีตอผลอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

รูปที่ 5.3 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวน

ตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิพลรวมกันตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 6.5-7.0 ตลอดในทุกความเร็วรอบใบกวน (500-900 รอบตอ

นาที) และความเร็วรอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดมีคาประมาณ 700 รอบตอ

นาทีในทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 5.3-8.7) ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง และ

ความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 

5.3.1.1 และ 5.3.1.2  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนินการนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 

5.3.2.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

อิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและความเร็วรอบใบกวนตออัตราการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะแสดงใหเห็นอยางชัดเจนในรูปที่ 5.4 โดยพบวาที่ 500 รอบตอนาที 

คาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดอยูที่ 8.0 ในขณะที่

ที่ความเร็วรอบ 900 รอบตอนาที คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมอยูที่ 6.0 หรือกลาวไดวาที่

ความเร็วรอบใบกวนสูงขึ้นคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงสุดจะมีคาลดลง 

ดังที่ไดกลาวแลวในหัวขอ 5.3.1.1 อางถึงผลงานวิจัยของ Ishigami และคณะ 

(1987) ซึ่งพบวาในชวงคาความเปนกรด-ดางมากกวา 6.8 แรมโนลิปดจะรวมตัวกันเปนไมเซลล 

แตเมื่อคาความเปนกรดดางมีคาต่ําลงลักษณะการรวมตัวของแรมโนลิปดจะเปลี่ยนแปลงไป โดย

จะมีลักษณะเปนอนุภาคไขมัน (lipid particle) ชั้นฟลมสองชั้น (lamella) และทรงกลมผนังสองชั้น 



 69

(vesicle) ที่ชวงคาความเปนกรด-ดาง 6.2-6.6  6.0-6.5 และ 4.8-5.3 ตามลําดับ ในขณะเดียวกัน 

Sekcisky และ Shreve (1999) ไดเสนอกลไกการขนถายสารประกอบไฮโดรคารบอนเขาสูเซลลวา

ในกระบวนการนี้ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวรวมตัวกันลอมรอบหยดเล็ก ๆ ของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอน (hydrocarbon droplet) ในลักษณะที่เปนไมเซลล เซลลจึงจะสามารถขนถายสาร

ประกอบชนิดนี้ผานผนังเซลลและเขาสูเซลลได ดังนั้นจะเห็นวาหากคาความเปนกรด–ดางมีคาลด

ลงจากคาประมาณ 6.8 นาจะเปนไปไดที่ Pseudomonas sp.A41 จะขนถายน้ํามันปาลมเขาไปใช

งานไดในอัตราที่นอยลงเนื่องจากอนุภาคไขมัน ชั้นฟลมสองชั้น และทรงกลมผนังสองชั้นมีลักษณะ

ไมเหมาะสมสําหรับการเคลื่อนยายผานผนังเซลลโดยมีลักษณะมิติ (characteristic dimension) 

ที่ใหญกวาไมเซลล  การปนกวนน้ําหมักดวยอัตราใบกวนที่สูงขึ้นเปนการชวยลดขนาดหรือลักษณะ

มิติของกลุมของสารลดแรงตึงผิวใหเล็กลง ซึ่งนาจะมีผลใหอัตราการขนถายน้ํามันปาลมเขาสูเซลล

สูงขึ้น และทําใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวจําเพาะสูงขึ้นตามไปดวย ซึ่งสอดคลองกับผลการ

ทดลองที่พบวาที่คาความเปนกรด-ดาง 5.3 อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะจะมีคา

แปรผันตามความเร็วรอบในการกวน  

ในขณะที่ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 8.5 ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะแปรผกผันกับความเร็วรอบในการกวน  โดยมีอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะเปน 3.86 มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตรที่ความเร็วรอบ 500 รอบตอนาที 

และมีคาลดลงเมื่อเพิ่มความเร็วรอบใบกวนจนถึง 900 รอบตอนาที ซึ่งที่ความเปนกรด-ดางดัง

กลาว การรวมตัวของสารลดแรงตึงผิวนาจะอยูในรูปของไมเซลลที่สะดวกตอการขนถายน้ํามัน

ปาลมเขาสูเซลล   ดังนั้นอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่ต่ําลงนาจะเปนผลมาจาก

ปจจัยอื่นที่ไมเกี่ยวของกับการขนถายน้ํามันปาลมเขาสูเซลล  โดยในที่นี้ยังไมสามารถสรุปได ตอง

ทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 
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5.3.3 อิทธิพลรวมจากคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 

5.3.3.1 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

รูปที่ 5.5 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิ

พลรวมกันตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดาง

ที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 6.5-7.0 ตลอดในทุกคาของเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลม (0.3-3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) และคาเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ใหอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะสูงสุดมีคาประมาณในชวง 1.5-2.0 เปอรเซ็นตในทุกคาความเปนกรด-ดาง (pH 5.3-8.7) 

ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง และความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

สามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 5.3.1.1 และ 5.3.1.3  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนิน

การนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 

ในหัวขอ 5.3.1.1 ในการศึกษาภาวะความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมในการรวมตัว

เปนไมเซลลจะมีคามากกวา 6.8 และเมื่อคาความเปนกรด-ดางมีคาต่ําลงลักษณะการรวมตัวจะ

เปลี่ยนแปลงไป และจากผลงานวิจัยของ  Zhang และ Miller (1992) ซึ่งพบวาการกระจายตัวของ

สารประกอบไฮโดรคารบอน (Octadecane) (0.78 กรัมตอลิตร) ในสารละลายแรมโนลิปด (เขมขน 

200 มิลลิกรัมตอลิตร) จะขึ้นอยูกับภาวะความเปนกรด-ดาง โดยที่ความเปนกรด-ดางมีคาเปน 5.5 

การกระจายตัวของสารประกอบไฮโดรคารบอนจะมีคาสูงกวาที่ภาวะความเปนกรด – ดาง 8.5 

ประมาณ 42 เปอรเซ็นต (การกระจายตัวของสารประกอบไฮโดรคารบอนสูงสุดและต่ําสุดที่คา

ความเปนกรด-ดางเปน 7.0 และ 6.0 ตามลําดับ)   การเพิ่มการกระจายตัวของสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนในน้ําหมักจะชวยใหจุลินทรียมีโอกาสสัมผัสแหลงอาหารไดมากขึ้นนาจะมีผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลสูงขึ้นตามไปดวย  ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่พบวา
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บริเวณของคาความเปนกรด-ดางที่มีคาต่ํา (pH 5.3 ) จะใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

สูงกวาบริเวณที่ควบคุมดวยภาวะคาความเปนกรด-ดางที่มีคามาก (pH 8.7)  

5.3.3.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

จากรูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดาง และเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ  จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการของ

คาความเปนกรด-ดางจะแสดงอิทธิพลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะอยาง

ชัดเจน  เนื่องจากพบวาคาความเปนกรด-ดางที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะสูงสุดในชวง 6.5 - 7.5 ตลอดในทุกคาเปอรเซ็นตของน้ํามันปาลม (0.3-3.7 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร) อิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางที่มีตออัตราการผลิตสารลดแรงตึวผิวชีวภาพ

จําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัวขอ 5.3.1.1  

แตอยางไรก็ตามรูปที่ 5.6 แสดงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและ

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะดวย โดยพบวาที่คา

ความเปนกรด-ดางที่ 5.3 ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดที่เปอรเซ็นต

น้ํามันปาลมเปน 2.5 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ในขณะที่คาความเปนกรด-ดางที่ 8.7 คา

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่เหมาะสมอยูที่ 0.3 เปอรเซ็นต หรือกลาวไดวาที่คาความเปนกรด-ดาง

เพิ่มสูงขึ้นเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ใหอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะสูงสุดจะมี

คาลดลง  
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5.3.4 อิทธิพลรวมจากคาความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 

5.3.4.1 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

อิทธิพลรวมของความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลแสดงใหเห็นอยางชัดเจนในรูปที่ 5.7  โดยพบวาที่เปอรเซ็นตน้ํามัน

เปน 0.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ความเร็วรอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล

สูงสุดที่ 500 รอบตอนาที ในขณะที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 3.7 เปอรเซ็นตคาความเร็วรอบใบกวนที่

เหมาะสมอยูที่ 900 รอบตอนาที หรือกลาวไดวาที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลมเพิ่มสูงขึ้นคาความเร็ว

รอบใบกวนที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลสูงสุดมีคาเพิ่มข้ึน 

ดังที่ไดกลาวแลวในหัวขอ 5.3.1.2  อางถึงงานวิจัยของ Schmid (1998) ซึ่งแสดง

ใหเห็นวาความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนจะมีผลทําใหหยดของสารประกอบไฮโดรคารบอน 

(decane) มีขนาดเล็กลง ซึ่งนาจะเกิดในลักษณะเดียวกันกับขนาดของน้ํามันปาลมในน้ําหมัก 

กลาวคือ ความเร็วรอบใบกวนที่เพิ่มข้ึนจะทําใหขนาดของหยดน้ํามันปาลมเล็กลง ซึ่งขนาดของ

หยดน้ํามันที่มีขนาดเล็กนาจะสงผลใหการขนยายน้ํามันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลลไดสะดวก

ขึ้นและนาจะทําใหการเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนดวย ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่พบวาที่เปอรเซ็นต

น้ํามันปาลม 3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลจะมีคาแปรผัน

ตามความเร็วรอบใบกวน โดยมีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะที่ 0.10 ตอช่ัวโมงที่ความเร็วรอบ 

500 รอบตอนาที และเพิ่มข้ึนเปน 0.15 ตอช่ัวโมงที่ 900 รอบตอนาที ซึ่งการเพิ่มข้ึนของอัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลมีคาประมาณ 50 เปอรเซ็นต 

แตอยางไรก็ตามที่เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 0.3 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร อัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลลนาจะมีการแปรผันตามความเร็วรอบใบกวนเชนกัน แตจากผลการ

ทดลองพบวามีคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะเปน 0.17 ตอช่ัวโมงที่ความเร็วรอบ 500 รอบ
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ตอนาที และลดลงเปน 0.09 ตอช่ัวโมงที่ 900 รอบตอนาที  ดังนั้นอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ

ของเซลลที่ต่ําลงนาจะเปนผลมาจากปจจัยอื่นที่ไมเกี่ยวของกับขนาดของหยดน้ํามันที่มีขนาดเล็ก

และนาจะสงผลตอการขนยายน้ํามันปาลมผานผนังเซลลเขาสูเซลล ซึ่งในที่นี้ยังไมสามารถสรุปได

แนนอนซึ่งตองทําการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

  5.3.4.2 อิทธิพลที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

รูปที่ 5.8 แสดงถึงอิทธิพลรวมของคาความเปนกรด-ดางและเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ จะสังเกตไดวาตัวแปรดําเนินการคูนี้ไมไดแสดงอิทธิ

พลรวมกันตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะอยางชัดเจนนัก เนื่องจากพบวาคาความเร็วรอบใบกวน

ที่ใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดอยูในชวง 700 - 750 รอบตอนาที ตลอดในทุกคาของ

เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม (0.3 - 3.7 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร) และคาเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมที่ให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดมีคาประมาณในชวง 1.5 - 2.0 เปอรเซ็นตในทุกคาความเปน

กรด-ดาง (ความเร็วรอบใบกวน 500 - 900 รอบตอนาที) ดังนั้นอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดาง 

และความเร็วรอบใบกวนตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสามารถอธิบายไดในทํานองเดียวกับหัว

ขอ 5.3.1.2 และ 5.3.1.3  ซึ่งกลาวถึงผลของตัวแปรดําเนินการนี้ในลักษณะของอิทธิพลเดี่ยว 
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5.4 การหาภาวะเหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม 

 5.4.1 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

พิจารณาจากกราฟที่ 5.3, 5.5 และ 5.7 แสดงถึงความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง, 

ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม ที่มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

Pseudomonas sp.A41 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม แสดงในภาคผนวก ข2.1  ซึ่ง

แสดงคาของตัวแปรที่ทําใหไดอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุดดังนี้ 

   คาความเปนกรด-ดาง =   6.4 

   ความเร็วรอบใบกวน =   627  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม =   1.0   เปอรเซ็นต 

 ภาวะเหมาะสมที่ไดถูกนํามาแทนในสมการที่ ข10 เพื่อคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลลได 0.2 ตอช่ัวโมง 

ตารางที่ 5.3 แสดงอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล Pseudomonas  

ชนิดของจุลินทรีย แหลงอาหารคารบอน อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ 
ของเซลล(ตอชั่วโมง) 

อางอิง 

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

P. aeruginosa BS2 อาหารสังเคราะห 
น้ําเสียจากโรงตมกล่ัน 
น้ําเสียจากหางนม 

0.36 
0.34 
0.41 

Babu และคณะ 
(1996) 

 

 จากผลการทดลองคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่ไดจากการเพาะเลี้ยง 

Pseudomonas sp.A41 มีคาเปน 0.20 ตอช่ัวโมง และเมื่อเปรียบเทียบกับผลของอัตราการเจริญ

เติบโตจําเพาะของเซลลของ Pseudomonas สายพันธุอ่ืนๆ (ในตารางที่ 5.3)  พบวา 

Pseudomonas sp.A41 จะใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลนอยกวาประมาณ 2 – 3 เทา 
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เนื่องจากระบบที่เพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 ในงานวิจัยนี้แหลงอาหารคารบอนเปนน้ํามัน

ปาลมซ่ึงอยูแยกชั้นจากชั้นน้ํา  ดังนั้นการนําเอาแหลงอาหารคารบอนไปใชในการเจริญเติบโตของ

จุลินทรียนาจะสะดวกนอยกวาระบบที่แหลงอาหารคารบอนสามารถละลายในน้ําได  สงผลให

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลมีคานอยดวยเชนกัน 

 5.4.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

พิจารณาจากกราฟที่ 5.4, 5.6 และ 5.8 แสดงถึงความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง, 

ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม ที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะของ Pseudomonas sp.A41 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม แสดงในภาค

ผนวก ข2.2  ซึ่งแสดงคาของตัวแปรที่ทําใหไดอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดดังนี้ 

   คาความเปนกรด-ดาง =   7.5 

   ความเร็วรอบใบกวน =   608  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม =   1.5   เปอรเซ็นต 

ภาวะเหมาะสมที่ไดถูกนํามาแทนในสมการที่ ข11 เพื่อคํานวณหาอัตราการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะได 2.95 มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร 
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5.5 คุณสมบัติบางประการของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได 

5.5.1 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

นําเอาน้ําหมักที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 มาตรวจสอบความเสถียร

ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  โดยทําตมน้ําหมักมาตมที่น้ําเดือดอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  

ในเวลา 150 นาที และเก็บตัวอยางน้ําหมักทุก ๆ 10 นาที ติดตามผลโดยนําน้ําหมักตัวอยางเจือ

จางที่ 1 ตอ 100 ดวยการวัดคาแรงตึงผิว ผลของคาแรงตึงผิวแสดงรูปที่ 5.9 พบวาสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพมีการเปลี่ยนแปลงคาแรงตึงผิวลดลง 5.8 เปอรเซ็นต  โดยเริ่มเปลี่ยนแปลงภายหลังจากทํา

การตมในน้ําเดือด  70 นาที และเริ่มคงที่ที่เวลา 110 นาที แสดงวามีการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติ

ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จากการทดสอบผลิตภัณฑที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

ดวยการวัดคาความเขมขนวิกฤตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเลี้ยงในภาวะตางๆ คาดวาที่

ภาวะการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 แตกตางกัน สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได

มากกวาหนึ่งชนิดแสดงในหัวขอ 5.1.2  และเมื่อนําน้ําหมักที่ไดมาตมในระยะเวลาหนึ่ง ทําใหสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพบางสวนเสียสภาพไปทําใหคาแรงตึงผิวที่วัดไดไมคงที่ 

 5.5.2 การวัดคาดรรชนีการเกิดอิมัลชัน (Emulsion Index) 

 นําน้ําหมักที่ปนแยกเซลลออกแลว มาทดสอบดรรชนีการเกิดอิมัลชัน กับสารประกอบ

ไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ เปนเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง และวัดสวนที่เกิดเปนอิมัลชัน พบ

วาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย Pseudomonas sp.A41 สามารถกอเกิดอิมัลชันกับสาร

ประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ได ลักษณะของอิมัลชันมีลักษณะสีขาวขุน แสดงคาดรรชนีการ

เกิดอิมัลชันในตารางที่ 5.4 
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ตารางที่ 5.4  คาดรรชนีการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสารประกอบไฮโดรคารบอน                               

ชนิดตาง ๆ    

ชนิดของสารประกอบ
ไฮโดรคารบอน 

ดรรชนีการเกิดอิมัลชัน(E24) 
(เปอรเซ็นต) 

ดรรชนีการเกิดอิมัลชัน(Et) 
(เปอรเซ็นต) 

เปอรเซ็นต 
ลดลง 

เฮปเทน 71.8 67.4 6.1 
เฮกเซน 70.8 67.4 4.8 

ไซโคลเฮกซีน 74.8 69.7 6.8 
น้ํามันกาด 72.6 64.8 10.7 

น้ํามันพาราฟน 73.6 71.4 3.0 
 
 Et   คาที่วัดการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลังจากตั้งทิ้งไว 1 เดือน 

E24 คาที่วัดการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลังจากตั้งทิ้งไว 24 ชั่วโมง 

  

ดรรชนีการเกิดอิมัลชันแสดงความสามารถในการรวมตัวกันระหวางสารลดแรงตึงผิวและ

สารประกอบไฮโดรคารบอนกอเกิดเปนอิมัลชัน  ดังนั้นจึงสามารถนํามาใชเปนวิธีหนึ่งในการติด

ตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย (Banat, 1993)   

 จากตารางที่ 5.4 พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

สามารถรวมตัวกับสารประกอบไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ ไดซึ่งมีคาความแตกตางของดรรชนี

การเกิดอิมัลชันไมเกิน 5.6 เปอรเซ็นต จากสารประกอบไฮโดรคารบอนที่เลือกมาจะเห็นวาสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพสามารถรวมตัวเกิดเปนอิมัลชันกับไซโคลเฮกซีนไดดีที่สุด และสามารถเกิดเปน

อิมัลชันกับน้ํามันพาราฟนไดเสถียรมากที่สุด โดยมีคาดรรชนีการเกิดอิมัลชันลดลง 3.0 เปอรเซ็นต 

ภายในเวลา 1 เดือน 
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5.6 ผลการวิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เมื่อนําสวนน้ําใสที่ปนแยกเอาสวนของเซลลออกไปจากการเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 

ในอาหารเหลวกําหนดสูตรที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงอาหารคารบอน มาทําใหบริสุทธิ์ดวยกระบวน

การสกัดโดยวิธีในหัวขอ 4.7.1 จะไดผลิตภัณฑมีลักษณะคลายกับน้ํามันมีสีน้ําตาลเขม จาก

กระบวนการสกัดแยกจากน้ําหมักปริมาตร 1 ลิตร สามารถสกัดแยกผลิตภัณฑดวยคลอโรฟอลม

และทําการระเหยคลอโรฟอลมออกจะไดผลิตภัณฑ 7.76 กรัม จากขอมูลของ Jeneil 

Biosurfactant Company แสดงผลิตภัณฑของแรมโนลิปดมีสีน้ําตาลเขม ดังนั้น จึงทําการตรวจ

สอบองคประกอบของผลิตภัณฑที่ผลิตไดโดยการนําผลิตภัณฑที่คาดวาจะเปนแรมโนลิปดซึ่งมี

โครงสรางของโมเลกุลของน้ําตาลแรมโนสเชื่อมตออยูกับสวนของกรดไขมัน แยกองคประกอบทั้ง

สองออกจากกันดวยการเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 โมลารและตมที่อุณหภูมิ 100 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 3 ชั่วโมง แสดงวิธีการในหัวขอ 4.7.1  

 ผลจากการวิเคราะหสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยกระบวนการแยกโดย  

ไฮเพอรฟอรมานซ ลิควิด โครมาโตกราฟ (High Performance Liquid Chromatography) และ

ตรวจสอบดวยการหักเหของแสง (Reflective Index) ไดผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5.10 ถึง 5.15 

 การตรวจสอบโดยการเปรียบเทียบกับสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานแสดงในรูปที่ 

5.10 และ 5.11 ในรูปที่ 5.10 แสดงพีค (peak) สารละลายแรมโนสที่ไดจากการนําเอาน้ําตาลแรมโน

สมาตราฐานละลายในน้ํากลั่น ขณะที่รูปที่ 5.11 แสดงพีคของสารละลายแรมโนสมาตราฐานที่ผาน

ภาวะการตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสในสภาพที่เปนกรด (เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 2 โมลาร)

สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน (รูปที่ 5.10 และ 5.11) จะถูกชะออกมาที่เวลา 3.37 นาที 

ทดลองฉีดสารละลายตัวอยางพบวาใหพีคเกิดขึ้นที่เวลา 3.11 นาที และ 3.33 นาที (รูปที่ 5.12) 

คาดวาที่เวลา 3.33 นาทีเปนสารละลายน้ําตาลแรมโนส   ดังนั้นทดสอบผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนส 
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มาตรฐาน และสารละลายตัวอยาง ในสัดสวนของสารละลายตัวอยาง  25  เปอรเซ็นต, 50 

เปอรเซ็นต และ 75 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ตามลําดับ เพื่อทดสอบการรวมตัวของสารละลายน้ํา

ตาลแรมโนสมาตรฐานกับสารละลายตัวอยาง และการแสดงผลของพีคหลังทําการผสม แสดงใน

รูปที่  5.13, 5.14 และ 5.15 ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นวามีพีคขึ้นในเวลาที่ใกลเคียงกันคือที่ 3.34 นาที

และลักษณะของพีค เมื่อปริมาณของสารละลายน้ําตาลแรมโนสเพิ่มสูงขึ้นจะใหพีคของสารละลาย

น้ําตาลแรมโนสที่สูงเพิ่มข้ึนตามลําดับเมื่อเทียบกับพีคขางเคียง สรุปไดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ที่ผลิตไดจาก Pseudomonas sp.A41จะมีองคประกอบของน้ําตาลแรมโนสรวมอยูดวย 
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รูปที่ 5.10  สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน 

 

 
 

รูปที่ 5.11  สารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐาน (ผานการตมในภาวะที่เปนกรด) 
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รูปที่ 5.12  สารละลายตัวอยางที่ทําการสกัดบริสุทธิ์บางสวน 

 

 
รูปที่ 5.13  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 25 เปอรเซ็นต 
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รูปที่ 5.14  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 50 เปอรเซ็นต 

 

 
รูปที่ 5.15  ผสมสารละลายน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานในสารละลายตัวอยาง 75 เปอรเซ็นต 

 



บทที่ 6 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 

6.1 สรุปผลการทดลอง 

 1.จากการศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 ภายในถัง

หมักแบบไมตอเนื่องสามารถสรุปไดดังนี้ 

1.1 รูปแบบการเจริญเติบโตของ Pseudomons sp.A41 มีลักษณะเกี่ยวเนื่องกับการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

1.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล คือ คาความเปนกรด-ดาง = 6.4, 

ความเร็วรอบใบกวน = 627 รอบตอนาที และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.0 เปอรเซ็นตโดย

ปริมาตร ใหคาของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่เหมาะสม 0.2 ตอช่ัวโมง 

1.3 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ คือ  คาความเปน

กรด-ดาง = 7.5, ความเร็วรอบใบกวน = 608 รอบตอนาที และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.5 

เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ใหคาของอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่เหมาะสม 2.95 

มิลลินิวตันลิตรตอกรัมเซลลตอเมตรตอช่ัวโมง 

 2.สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําบริสุทธิ์บางสวนมีความเสถียรตออุณหภูมิที่ 100 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 70 นาที หลังจากนั้นคาแรงตึงผิวลดลง จนกระทั่งเวลาที่ใชในการตมเปน 

110 นาที คาแรงตึงผิวมีแนวโนมคงที่ที่ 32.3 มิลลินิวตันตอเมตร และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยัง

สามารถกอเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนหลายชนิด ไดแก เฮปเทน ไซโคลเฮกซีน เฮกเซน 

น้ํามันกาด และน้ํามันพาราฟน 
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3.สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 จะมีองค

ประกอบของน้ําตาลแรมโนสรวมอยูดวย 

6.2 ขอเสนอแนะ 

 1.กระบวนการเพาะเลี้ยง Pseudomons sp.A41 พบวามีฟองเกิดขึ้นระหวางทําการ

ทดลอง แกไขโดยอาศัยการเติมสารลดการเกิดฟอง  ซึ่งการเติมสารลดการเกิดฟองมากขึ้นจะเปน

เพิ่มความผิดพลาดใหกับวิธีการวัดปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากการวัดคาตึงผิว และ

การกระจายตัวของน้ํามันเพิ่มข้ึน  ดังนั้นเพื่อลดปญหาการเกิดฟองดังกลาวเราสามารถใชอุปกรณ

ทางกลชวยในการตัดฟอง หรือหาวิธีการวิเคราะหที่ไมมีผลกระทบจากปริมาณของสารลดการเกิดฟอง 

 2.การออกแบบการทดลองที่ถูกนํามาใชในการพิจารณาหาภาวะที่เหมาะสมตออัตราการ

เจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะในงานวิจัยนี้จะชวย

ทําใหประหยัดเวลาและทรัพยากรในการทํางาน อีกทั้งยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบ

คลุมยิ่งขึ้น แตจะเห็นวาวิธีการออกแบบและการตรวจสอบความถูกตองอาจจะมีความยุงยากอยู

บาง แตในปจจุบันมีโปรแกรมคอมพิวเตอรที่สามารถกําหนดจุดของผลที่ไดจากการทดลองเพียงไม

กี่ชุดก็สามารถนํามาสรางความสัมพันธของสมการไดซึ่งทําใหรวดเร็วมากยิ่งขึ้น 

 3.ในขั้นตอนพิสูจนสารผลิตภัณฑ เพื่อวิเคราะหประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต

ไดนั้น ควรทําการบริสุทธิ์กอนที่จะนําไปตรวจสอบกับสารละลายมาตรฐาน เพื่อความถูกตองใน

การวิเคราะหขอมูลตอไป 

 4.การวิเคราะหหาชนิดของผลิตภัณฑ ในงานวิจัยนี้ไดทําการตรวจสอบชนิดของสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพที่คาดวานาจะเปนแรมโนลิปดเทานั้น   โดยการตรวจสอบสวนที่คาดวาจะเปน 

แรมโนลิปดกับน้ําตาลแรมโนสมาตรฐานใหผลการพบน้ําตาลแรมโนส  ซึ่งยังไมสามารถสรุปไดแน

ชัดวาเปนแรมโนลิปด จําเปนตองมีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมตอไป 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารวุนนิวเตรียนท ( Nutrient agar ) 
สารสกัดจากเนื้อ ( beef extract )    3.0   กรัม 
แบคโตเปปโตน ( bacto peptone )    5.0   กรัม 
วุนผง ( agar )                15.0   กรัม 
น้ํากลั่น ( distilled water )                          1      ลิตร 
 

2.   อาหารกําหนดสูตร (defined medium) 
   แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3)    3.0 กรัม 
   แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)    0.4 กรัม 
    โปแตสเซียมคลอไรด (KCl)     0.2 กรัม 
   แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)    0.1 กรัม 
   กรดฟอสเฟอริก (H3PO4)     0.5 มิลลิลิตร 
   กรดบอริก (H3BO3)      1.53  มิลลิกรัม 
   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 ไมโครกรัม 
   ไบโอติน (Biotin)      5.88 ไมโครกรัม 
   กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (P-Aminobenzoic acid)  0.588 มิลลิกรัม 
   ไพริดอกซีน-ไฮโดรคลอไรด (Pyridoxine-HCl)   1.176 มิลลิกรัม 
   ไรโบฟลาวิน (Riboflavin)     0.588 มิลลิกรัม  
   ไทอามีนไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl)   1.176 มิลลิกรัม 

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

การวางแผนและการออกแบบการทดลองมีประโยชนในการชวยลดจํานวนการทดลอง อีก

ทั้งยังทําใหการรวบรวมขอมูลทําไดอยางครอบคลุมยิ่งขึ้น  วิธีการทางสถิติที่นํามาใชในการออก

แบบและวิเคราะหผลการทดลองเปนวิธีที่เรียกวาเรสปอนสเซอรเฟส(response surface)  โดยขอ

มูลจะอยูในรูปของสมการความสัมพันธของตัวแปรอิสระที่สนใจ ซึ่งในโครงงานวิจัยนี้ตัวแปรอิสระ

ที่สนใจประกอบดวย คาความเปนกรด-ดาง(x1)  ความเร็วรอบใบกวน(x2)  และเปอรเซ็นตน้ํามัน

ปาลมที่นํามาใช (x3)  ผลของขอมูลที่ไดจะแสดงในรูปอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล(Y1)   

และอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ(Y2)  จากการวิเคราะหขอมูลดวยวิธีของเรส

ปอนสเซอรเฟส จะสามารถสรุปผลของขอมูล ซึ่งอาจไดผลของขอมูลเปนขอมูลสูงสุด(maximum 

response) ขอมูลตํ่าสุด(minimum response) หรือเปนจุดเปลี่ยนแปลงของขอมูล(saddle point)  

กําหนดชวงคาตัวแปรอิสระของคาความเปนกรด-ดางเปน 6.0 ถึง 8.0 ความเร็วรอบใบ

กวนเปน 580 ถึง 820 รอบตอนาที  และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม 1.0 เปอรเซ็นตถึง 3.0 เปอรเซ็นต

โดยปริมาตร  เพื่อสะดวกตอการคํานวณ กําหนดคาตัวแปรอิสระในชวงของ -1 ถึง 1 โดยอาศัยสม

การที่ (ข1) 

    
b
ax n

n
−

=
ξ    (ข1) 

เมื่อ  nx   เปนโคดของตัวแปรอิสระแตละตัว 
nξ    เปนคาจริงของตัวแปรอิสระ 

a     เปนจุดกึ่งกลางของชวงตัวแปรอิสระที่เลือกในแตละตัวแปร 
b     เปนชวงกวางที่ทําการทดสอบในแตละตัวแปร 

 ดังนั้น สามารถแสดงโคดคาของตัวแปรอิสระของความเปนกรด-ดาง  คาของตัวแปรอิสระ

ความเร็วรอบ และตัวแปรอิสระเปอรเซ็นตน้ํามันปาลมไดตามลําดับ ดังนี้ 

    
0.1

0.71
1

−
=
ξx    (ข2)   
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120

7002
2

−
=
ξx    (ข3) 

    
0.1

0.23
3

−
=
ξx    (ข4) 

ทําการออกแบบการทดลองแสดงในตารางที่ ข1 เปนการทดลองแบบแฟกเตอรเรียลมี

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

กลาง(center)จํานวนสามถึงหาการทดลอง ในการทดลองชุดนี้ทําการทดลองที่ศูนยกลางสามการ

ทดลองเพื่อหาคาความผิดพลาดที่เกิดขึ้นจากการทดลอง   แสดงดังรูปที่ ข1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ ข1 แสดงการออกแบบการทดลอง 17 การทดลองของสามตัวแปร 

 

 

 

 

 

x 1 

x 3 

x 2 

x 

x x 

x 

x 
x 

α

Central composite design 
   = Point of initial 23 factorial
x = Addition points added  
       for composite design   
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การคํานวณคาของการทดลองกระจายรอบจุดศูนยกลาง(star)  กําหนดใหมีคาเทากับ α  

โดยคาของ α ในแตละชุดการทดลองที่มีจํานวนตัวแปรอิสระไมเทากันจะแตกตางกันออกไป 

สําหรับชุดการทดลองที่มีตัวแปรอิสระเปนสาม อาศัยสมการที่ (ข5) ในการหาคาของ α จะไดคา

เปน 1.682  

42
n

=α   (ข5) 

เมื่อ   n   คือจํานวนตัวแปรอิสระ 

 ตัวอยางการแสดงการหาสมการแสดงความสัมพันธของตัวแปรอิสระทั้งสามตัวที่มีผลตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล จากจํานวนการทดลองรวมทั้งหมดเปน 17 การทดลอง นํา

มาคํานวณหาสมการอันดับสอง และทํานายผลการทดลองที่จุดที่เหมาะสมดวยสมการดังนี้ 

 
εβββ

βββββββ
++++

++++++=

322331132112

2
333

2
222

2
1113322110

       xxxxxx
xxxxxxy   (ข6) 

 โดยที่  β0, β1, β2, β3,… และ ε  คือคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสองและ

คาความผิดพลาดจากการทดลอง(experimental error)  ตามลําดับ   
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ตารางที่ ข1 แสดงคาของตัวแปรในแตละการทดลองตั้งแตการทดลองที่ 1 ถึง 17 

ชุดการ 
ทดลอง 

                 คาของตัวแปร  โคดของตัวแปร อัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะของเซลล 

อัตราการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะ 
 กรด-ดาง 

(pH) 
ความเร็วรอบ 

(rpm) 
เปอรเซ็นตน้ํามัน 

(%v/v) 
X1 X2 X3 (ตอช่ัวโมง) (มิลลินิวตันลิตรตอกรัม

เซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 
1 6.0 580 1 -1 -1 -1 0.232 2.238 

2 8.0 580 1 1 -1 -1 0.138 3.409 

3 6.0 820 1 -1 1 -1 0.148 3.244 

4 8.0 820 1 1 1 -1 0.120 2.207 

5 6.0 580 3 -1 -1 1 0.193 2.006 

6 8.0 580 3 1 -1 1 0.157 3.194 

7 6.0 820 3 -1 1 1 0.208 3.682 

8 8.0 820 3 1 1 1 0.139 0.934 

9 5.3 700 2 -1.68 0 0 0.120 1.853 

10 8.7 700 2 1.68 0 0 0.105 1.848 

11 7.0 498 2 0 -1.68 0 0.110 2.540 

12 7.0 902 2 0 1.68 0 0.126 3.003 

13 7.0 700 0.32 0 0 -1.68 0.175 3.101 

14 7.0 700 3.68 0 0 1.68 0.130 2.830 

15 7.0 700 2 0 0 0 0.246 2.589 

16 7.0 700 2 0 0 0 0.144 5.001 

17 7.0 700 2 0 0 0 0.189 3.091 
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การประมาณคา β0
/
 ,β1 ,β2 ,…. โดยใชวิธีกําลังสองนอยที่สุด(least squares method)  

นั่นคือหาคาของ β0
/
 ,β1 ,β2 ,…..ที่ทําให   εεε /2

1
=Σ=

= i

n

i
L   มีคานอยที่สุด (Myers, 1971) 

นั่นคือ ( ) ( )∧∧

−−= ββ XYXYL
/

    (ข7) 

และ ( ) 022 // =+−=
∂

∂ ∧

∧ β
β

XXYXL     (ข8) 

ดังนั้น ( ) YXXX // =
∧

β  หรือ ( ) YXXX /1/ −
∧

=β      (ข9) 

แสดงคาของสมการรวมในรูปของเมตริก เพื่อสะดวกในการคํานวณ   
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 คาของ xI, j แสดงโคดของตัวแปรที่ i และ j ตางๆกัน 

 โดยที่ i คือแสดงชนิดของตัวแปรประกอบดวยคาความเปนกรด-ดาง ความเร็ว

รอบใบกวน และเปอรเซ็นตน้ํามันปาลม เปนตัวเลข 1, 2 และ 3 ตามลําดับ 

 และ    j   แสดงชุดการทดลองตั้งแต 1 ถึง 17 การทดลอง 

การคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์ของสมการอันดับสองอาศัยการแกสมการที่แสดงไวสมการ

ที่(ข8) ตองหาอินเวอรสของเมตริก(X/X) คูณกับคาเมตริก(X/Y)   แสดงขั้นตอนการคํานวณดังนี้ 
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เมตริกอินเวอสรของ(X/X)คือ 
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จากสมการขางตนสามารถเขียนเปนเมตริก แลวทําการแกสมการของเมตริกจะทําใหได

เวคเตอรของของ ∧

β  ดังนั้นสมการแสดงผลอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล โดยมีตัวแปร

อิสระของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวนและเปอรเซ็นตน้ํามันที่มีอิทธิพลตอกระบวน

การหมัก ไดความสัมพันธดังตอไปนี้ 

323121

2
3

2
2

2
13211

0123.00021.00.0040        
0049.00171.00190.00013.00056.00185.01905.0

xxxxxx
xxxxxxy

+++
−−−−−−=    (ข10) 

และในทํานองเดียวกัน การคํานวณผลของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบและ

ปริมาณของน้ํามันที่นํามาใชในกระบวนการหมัก ที่มีผลตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

จําเพาะ แสดงความสัมพันธดังตอไป 

323121

2
3

2
2

2
13212

0485.02118.00.7681-        
1781.02467.05719.01272.00001.01050.05521.3

xxxxxx
xxxxxxy

−−
−−−−−−=    (ข11) 

แทนคาตัวแปรของ x1, x2 และ x3 ตามรหัสโคดของตัวแปรในชุดการทดลองที่ 1 ถึง 17 ที่

แสดงไวในตารางที่ ข1 จะไดผลในตารางที่ ข2 
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ตารางที่ ข2  เปรียบเทียบคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพจําเพาะที่ไดจากสมการที่ (ข10) และ (ข11) ตามลําดับ กับผลที่ไดจากการทดลอง 

 
หมายเหตุ 

# หนวยของอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 

# หนวยของอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ (มิลลินิวตันตอลิตรตอกรัม

เซลลตอเมตรตอช่ัวโมง) 
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ใช ANOVA ในการวิเคราะหสมการ (ข10) และ (ข11)  โดยอาศัยโปรแกรม STATGRAPHICS 

เวอรชัน 6.1 ทํานายหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลและอัตราการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพจําเพาะ แสดงถึงความแมนยําในตารางที่ ข3 และ ข4 ตามลําดับ 

 

ตารางที่ ข3 การวิเคราะหความแตกตางของสมการ (ข10) โดยใช ANOVA ตรวจสอบ 

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

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

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

พิจารณาคา F วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต จะไดคาของ  F วิกฤต ณ จุด  

F0.90, 5, 2 ประมาณ  9.29  ซึ่งคาของ F ที่คํานวณนั้นเทากับ 0.88 ซึ่งมีคานอยกวา F วิกฤตที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต แสดงวาสมการอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลลที่ไดมีความเชื่อ

ถือไดที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต 
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ตารางที่ ข4 การวิเคราะหความแตกตางของสมการ (ข13) โดยใช ANOVA ตรวจสอบ 

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

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

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

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

พิจารณาคา F วิกฤตที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต จะไดคาของ  F วิกฤต ณ จุด  

F0.90, 5, 2 ประมาณ  9.29  ซึ่งคาของ F ที่คํานวณนั้นเทากับ 0.09 ซึ่งมีคานอยกวา F วิกฤตที่ระดับ

ความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต แสดงวาสมการการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะมีความเชื่อ

ถือไดที่ระดับความเชื่อมั่น 90 เปอรเซ็นต 
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 ข2 การหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม 

 จากความสัมพันธของคาความเปนกรด-ดาง ความเร็วรอบใบกวน และเปอรเซ็นตของน้ํา

มันปาลมที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเซลล มีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตรา

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ  เราจําเปนตองหาภาวะที่เหมาะสมของตัวแปรทั้งสาม

จากสมการที่ (ข6) ทําการดิฟเฟอเรนเชียล (Differential) เทียบกับตัวแปรอิสระแตละตัวดังนี้  

02 3132121111
1

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข12) 

   02 3232221122
2

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข13) 

   02 3332231133
3

=+++=
∂
∂ xxx
x
y ββββ   (ข14) 

ข2.1 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล 

 จากสมการที่ (ข10) เมื่อดิฟเฟอเรนเชียลเทียบกับตัวแปรแลวจะไดสมการดังนี้ คือ 

  00021.00040.03803.00185.0 321 =++−− xxx    (ข15) 

  00123.00341.00040.00056.0 321 =+−+− xxx    (ข16) 

  00097.00123.00021.00013.0 321 =−++− xxx    (ข17) 

 จากสมการ (ข15) ถึง (ข17) แกสมการหาคาของตัวแปรอิสระ 

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

 เปลี่ยนคาของระดับในแตละตัวแปรใหเปนคาจริงของตัวแปรจะไดภาวะที่เหมาะสมตอ

อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง คือ 

   คาความเปนกรด-ดาง = 6.4 

   ความเร็วรอบใบกวน =  627  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.0 เปอรเซ็นต 
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 ข2.2 ภาวะที่เหมาะสมตออัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 

 จากสมการที่ (ข11) เมื่อดิฟเฟอเรนเชียลเทียบกับตัวแปรแลวจะไดสมการดังนี้ คือ 

  02118.07681.01438.11050.0 321 =−−−− xxx    (ข18) 

   00485.04934.07681.00001.0 321 =−−−− xxx    (ข19) 

   03563.00485.02118.01272.0 321 =−−−− xxx    (ข20) 

 จากสมการ (ข18) ถึง (ข20) แกสมการหาคาของตัวแปรอิสระ 

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

 เปลี่ยนคาของระดับในแตละตัวแปรใหเปนคาจริงของตัวแปรจะไดภาวะที่เหมาะสมตอ

อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง คือ 

   คาความเปนกรด-ดาง = 7.5 

   ความเร็วรอบใบกวน =  608  รอบตอนาที 

   เปอรเซ็นตน้ํามันปาลม = 1.5 เปอรเซ็นต 

     

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ค 
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การใชเครื่อง Kruss   Tensiometer K6 
 
1 ปรับ handwheel with pointer [2] ใหสเกลมีคาเปนศูนย 
2 ปรับ zero adjustment [8] โดยหมุนทวนเข็มนาฬิกา (ไมเกินรอบ) ให balance beam [9] อยูใน
ตําแหนงสมดุล กึ่งกลางของ mark [7] 
3 ปรับระดับที่วางตัวอยางโดยหมุน [10] แลวยกขึ้นใหอยูในระดับที่ตองการ (สูงพอควร) 
4 แขวน ring ลงใน balance beam [9] ปรับใหอยูในตําแหนงสมดุล โดยหมุน zero adjustment [8]  
หมุนตามเข็มนาฬิกา (ไมเกินรอบ) 
5 ใสตัวอยางลงใน vessel (10 - 50 ml)  แลววางลงบน sample table [6] แลวหมุน micrometer 
screw [5] ตามเข็มนาฬิกา เพื่อยก vessel ขึ้นใหสัมผัสกับ ring โดยให ring จมอยูในตัวอยางไมนอย
กวา 5 mm. 
6 เมื่อ ring สัมผัสกับตัวอยางแลวอาจตองปรับ balance beam [9]  ใหอยูในตําแหนงสมดุลอีกครั้ง 
โดยหมุน zero adjustment [8] 
7 เมื่ออยูในตําแหนงสมดุลแลว ก็เร่ิมวัดคาไดโดยการหมุน micrometer screw [5] ลงอยางชา ๆทวน
เข็มนาฬิกาเพื่อดึงตัวอยางลง ในขณะเดียวกันก็หมุน pointer [2] ตามเข็มนาฬิกาอยางชา ๆ โดยรักษา
สภาพของ balance beam [9]  ใหอยูในตําแหนงสมดุล 
8 เมื่อ ring หลุดออกจากสารตัวอยางอานคาแรงตึงผิวตามสเกล [1] 
9 เมื่อเสร็จการทดลองลาง ring ดวนน้ํากลั่น สะบัดใหแหง (หรือผานเปลวไฟ) เก็บเขากลองไม สวน 
vessel ลางใหสะอาดดวยน้ํากลั่น (หรือ acetone ) ซับใหแหง (หรือผานเปลวไฟ) 
10 การเก็บเครื่องจะตองปรับ zero adjustment [8]  ให balance beam [9] ยกขึ้น เพื่อปองกันการ
แกวงของ balance beam  ปรับที่วางสารตัวอยางใหอยูในระดับเดิม แลวหมุนเขาหาตัวเครื่อง [13] 
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ขอควรระวัง 
 
1  หามกดปุมที่อยูดานหลังของ zero adjustment [8] เด็ดขาด เพราะจะทําให wireหลุดได 
2  หามหมุน zero adjustment [8] เกิน 1 รอบเด็ดขาด 
3  การใช ring ตองใชดวยความระมัดระวังอยาใหบิดเบี้ยว เพราะถา ring เสียรูปจะทําใหการ  
วัดคาผิดไปได 
4   การใช vessel ตองใชดวยความระมัดระวังเชนกัน 
 
 
ขอแนะนํา 
 
1 ขณะวัดคาแรงตึงผิวตามขอ 7 ถาทําการหมุน micrometer screw[5] และ pointer[2] อยาง 
ชา ๆ จะทําใหเกิดความผิดพลาดนอย 
2. ring, vessel มีคุณสมบัติทนไฟ สามารถผานเปลวไฟได ในกรณีที่จําเปน 
3.ขณะแขวน ring ลงบน balance beam [9] อาจตองใชมือชวยเล็กนอย 
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จ ตัวอยางการคํานวณผลการทดลอง 

แสดงตัวอยางการคํานวณหาคาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ จากการเพาะเลี้ยง Pseudomonas sp.A41 บนอาหาร

สังเคราะหที่มีน้ํามันปาลม 2.1 เปอรเซ็นต ภาวะความเปนกรด-ดางที่ 7.0 และควบคุมความเร็ว

รอบใบกวนเปน 675 รอบตอนาทีในถังหมักแบบไมตอเนื่อง เปนเวลา 30 ชั่วโมง แยกสวนน้ําใสมา

วิเคราะหหาคาแรงตึงผิว และคาการกระจายตัวบนผิวน้ํามัน   เซลลที่แยกน้ําออกแลว 

นําไปอบแหง และคํานวณหาความเขมขนของเซลล แสดงในตารางที่ จ1 

ตารางที่ จ1 ผลการทดสอบคาแรงตึงผิว การกระจายตัวบนผิวน้ํามัน 
                                        และความเขมขนของเซลลจากการทดลองตัวอยาง 
 

เวลา(นาที) ความเขมขน 
ของเซลล 

(กรัมตอลิตร) 

คาแรงตึงผิวที่เจือจาง1:100  
(มิลลินิวตันตอเมตร) 

การแทนที่บน 
ผิวน้ํามัน 

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

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

จากการทําสมดุลมวลของเซลล (cell mass balance) ในกระบวนการหมักแบบไมตอ

เนื่อง 

  x
dt
dx µ=    (จ1) 

เมื่อ x   =   ความเขมขนของเซลล (กรัมตอลิตร) 
 t    =   เวลา (ชั่วโมง) 
 µ   =   อัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล (ตอช่ัวโมง) 

จัดรูปสมการที่ (จ1) และทําการอินทิเกรท 

  
t

t

x

x

t
x

dx
0

0

∫∫ = µ  

  )ln()ln( 0xtx −= µ   (จ2) 

จากสมการที่ (จ2) เขียนกราฟความสัมพันธ t กับ ln(x) จะมีแนวโนมเปนเสนตรง

แสดงดังรูปที่ จ1 ความชันที่ไดเปน 0.242 (ตอช่ัวโมง) 

จ2 การคํานวณอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 
(Spacific Product Productivity)   

จากการทําสมดุลความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (production 

balance) ในกระบวนการหมักแบบไมตอเนื่อง 

  xq
dt
dP

p=    (จ3) 

เมื่อ P   =   ความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (กรัมตอลิตร) 
 qp  =   อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะ 
   (กรัมผลิตภัณฑตอกรัมเซลลตอช่ัวโมง) 
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จัดรูปสมการที่ (จ3) และทําการอินทิเกรท 

  
t

p

P

P

xdtqdp
00
∫∫ =  

  
t

p xdtqPPP
0

0 ∫=−=∆    (จ4) 

กําหนดใหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ )( P∆ เพิ่ม

ขึ้นจะเกิดในทิศทางตรงกันขามกันกับการเปลี่ยนแปลงคาแรงตึง )( S∆ ใหคาลดลง ดังนั้น 

  SaP ∆−=∆     (จ5) 

และจากกฏทราพีซอยดอล(Trapezoidal Rule) 

  Cxxxhxdt
n

i
t

t

=



 +





 +

= ∑∫
−1

1

0

0 2
 (จ6) 

เมื่อ x0   =   ความเขมขนของเซลลเร่ิมตน (กรัมตอลิตร) 
 xt   =   ความเขมขนของเซลลที่เวลาใด ๆ (กรัมตอลิตร) 
 xi   =   ความเขมขนของเซลลในชวงเริ่มตนและเวลาใด ๆ (กรัมตอลิตร) 
 h   =   ระยะเวลาการเปลี่ยนแปลงความเขมขนเซลลแตละครั้ง (ชั่วโมง) 

จากสมการที่ (จ5) และ (จ6) แทนใน (จ4) 

  CQS p=∆−     (จ7) 

 Qp   =   อัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจําเพาะรวม 
  (มิลลินิวตัน ลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 

จากสมการที่ (จ7) เขียนกราฟความสัมพันธ C กับ S∆−  จะมีแนวโนมเปนเสน

ตรงแสดงในรูปที่ จ2  ความชันที่ไดเปน 2.245 (มิลลินิวตัน ลิตรตอกรัมเซลลตอช่ัวโมงตอเมตร) 

สําหรับผลการคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล และอัตราการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในการทดลองทั้งหมดแสดงในภาพผนวก ข ตารางที่ ข2 
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