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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ : การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยก
ได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง (BIOSURFACTANT PRODUCTION BY YEAST AND 
YEAST-LIKE FUNGI ISOLATED FROM COASTAL AREAS OF KOH SI CHANG) อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. จิราภรณ์ ธนียวัน, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร.ศศิธร 
จินดามรกฎ, 132 หน้า. 

การคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัด
แยกได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี  ราคล้ายยีสต์สายพันธุ์  Aureobasidium 
pullulans YTP6-14  มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากที่สุด และเมื่อเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่ประกอบด้วยอัตราส่วนระหว่างกลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 
2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนที่อัตราส่วน C:N เท่ากับ 300 ค่าพี
เอชในอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า เท่ากับ 
200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่าค่าแรงตึงผิวในอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงจาก 53 มิลลินิวตัน
ต่อเมตร เหลือ 32 มิลลินิวตันต่อเมตร หรือมีค่าผลต่างแรงตึงผิว เท่ากับ 37 เปอร์เซ็นต์ และค่าการ
กระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 43.34±2.5 ตารางเซนติเมตร จากการศึกษาลักษณะคุณสมบัติของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า มีค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ หรือ ค่า critical micelle 
concentration (CMC) เท่ากับ 39 มิลลิกรัมต่อเมตร ค่า Hydrophilic-lipophilic balance (HLB) 
เท่ากับ 10 - 14.27 และสามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้้ามันร้าข้าวได้ดีที่สุด จากการศึกษาความเสถียร
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเสถียรต่อภาวะต่างๆ เช่น ความ
เข้มข้นเกลือ (1-12 เปอร์เซ็นต์ ) ค่าพีเอช (2-12) และอุณหภูมิ (4-100 องศาเซลเซียส) เมื่อเตรียม
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยเทคนิค preparative TLC พบว่า สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสามารถแบ่งเป็น 3 ล้าดับส่วน ได้แก่ F1, F2 และ F3 ซึ่งล้าดับส่วนที่ F2 และ F3 มีค่าการ
กระจายน้้ามันสูง จึงได้เลือกมาท้าให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค HPLC และจากการวิเคราะห์โครงสร้างทาง
เคมีของสารลดแรงตึงชีวภาพด้วยเทคนิค FI-MS และ 2D-NMR พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพล้าดับ
ส่วนที่ F2-3 มีน้้าหนักมวลโมเลกุล เท่ากับ 168 ซึ่งคือสาร 5-hydroxy-2-decenoic acid deta-
lactone หรือ Massoia lactone โดยถือเป็นการรายงานครั้งแรกที่พบว่าสาร Massoia lactone มี
คุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากราคล้ายยีสต์ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5572147323 : MAJOR INDUSTRIAL MICROBIOLOGY 
KEYWORDS: BIOSURFACTANT / KOH SICHANG / AUREOBASIDIUM PULLULANS 

SUDARAT LUEPONGPATTANA: BIOSURFACTANT PRODUCTION BY YEAST AND 
YEAST-LIKE FUNGI ISOLATED FROM COASTAL AREAS OF KOH SI CHANG. 
ADVISOR: ASSOC. PROF. JIRAPORN THANIYAVARN, CO-ADVISOR: DR.SASITORN 
JINDAMORAKOT, 132 pp. 

Screening of the efficient biosurfactant producing yeasts and yeast-like 
fungi isolated from coastal areas of Koh Sichang, Aureobasidium pullulans YTP6-14 
was the most efficient biosurfactant producing yeast-like fungi and further 
investigated for optimizing the nutritional and environmental condition for 
biosurfactant production. The highest biosurfactant production was obtained when 
cultivating with 2.5 % (w/v) glucose supplemented with 2.5 % (w/v) glycerol as a 
carbon source and peptone as a nitrogen source with C:N ratio of 300, pH 6.5, at 
30 °C within a shake flask at 200 rpm After cultivation for 7 days,  it shown the 
surface tension of culture medium was decreased from 53 mN/m to 32 mN/m or 
37% and oil displacement in medium 43.34 cm2. The physicochemical study of the 
biosurfactant, the CMC value is 39 mg/L, the HLB value is 10-14.27 
and best form emulsion with rice bran oil. The study of stability test, it 
remained unchanged properties of the biosurfactant within a wide range of 
environmental condition  such as pH (2-12), temperature (4-100 ºC) and NaCl 
concentration (2-10 %). It display three major biosutrfactants, namely F1, F2 
and F3. F2 and F3 shown high biosurfactant activity by oil displacement assay and 
futher analysis via HPLC. In addition, the chemical structure of biosurfactant by FI-MS 
and 2D-NMR. The molecular mass of 168 was obtained and this was clearly shown 
that F2-3 is 5-hydroxy-2-decenoic acid delta lactone, massoia lactone. This is the first 
report natural production of Massoia Lactone which has surfactant activity by yeast-
like fungi. 
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บทที่ 1 
 

บทน า 

1.1 ความส าคัญและความเป็นมา 

สารลดแรงตึงผิวเป็นสารที่มีบทบาทส้าคัญในชีวิตประจ้าวัน เนื่องจากถูกน้ามาใช้ ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ อย่างกว้างขวาง เช่น อุตสาหกรรมการผลิตน้้ามันและปิโตรเลียม อุตสาหกรรม
อาหารและเครื่องดื่ม เครื่องส้าอาง อุตสาหกรรมยา กระดาษ หนัง สิ่งทอ และเซรามิก นอกจากนี้สาร
ลดแรงตึงผิวยังสามารถน้าไปใช้ทางด้านสิ่งแวดล้อมได้อีกด้วย เช่น การบ้าบัดน้้าเสีย การขจัดคราบ
น้้ามันปนเปื้อน เป็นต้น (Banat และคณะ, 2010) จึงท้าให้ปริมาณความต้องการของสารลดแรงตึงผิว
เพ่ิมมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามการน้าสารลดแรงตึงผิวไปใช้ประโยชน์ ต้องค้านึงถึงชนิดและความ
เข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวให้เหมาะสมกับลักษณะงานที่น้าไปใช้ เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวเป็นสาร
สังเคราะห์ทางเคมี (chemical surfactant) ที่ย่อยสลายได้ยาก อาจจะเป็นสาเหตุท้าให้เกิดการ
ตกค้างและก่อสารมลพิษแก่สิ่งแวดล้อม หรือสะสมอยู่ในสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งในระบบนิเวศ
แหล่งน้้า (Salihu และคณะ, 2009; Van Bogaert และคณะ, 2011) ในปัจจุบันมีการตระหนักและให้
ความส้าคัญเกี่ยวกับปัญหาทางด้านสิ่งแวดล้อมมากยิ่งขึ้น จึงน้าไปสู่การวิจัยและพัฒนาการใช้
ผลิตภัณฑ์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ โดย
เป็นอีกทางเลือกในการทดแทนการใช้สารลดแรงตึงผิวเคมี ซึ่งข้อดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ 
สามารถย่อยสลายได้เองตามธรรมชาติ มีความเป็นพิษต่้า สามารถคงประสิทธิภาพที่ดีได้แม้อยู่ภาวะที่
ไม่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ค่าพีเอช และความเข้มข้นของเกลือ (Kitamoto และคณะ, 2002; 
Makkar และคณะ, 2011) และมีคุณสมบัติในการแทรกซึมเข้าสู่ผิวได้ ก่อให้เกิดการอาการระคาย
เคืองน้อย ถึงแม้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีคุณสมบัติที่ดีหลายประการและมีความเป็นมิตรแก่
สิ่งแวดล้อม แต่การน้าสารลดแรงตึงชีวภาพมาใช้ยังไม่สามารถทดแทนสารลดแรงตึงผิวทางเคมีได้
ทั้งหมด เนื่องจากมีผลผลิตต่้าและต้นทุนในการผลิตค่อนข้างสูง (Pornsunthorntawee และคณะ, 
2009; Panesar และคณะ, 2011) จึงต้องมีการพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพ่ือ
ควบคุมและลดต้นทุนในการผลิต โดยคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ และพัฒนาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เหมาะสมต่อการผลิตและการเลือกแหล่ง
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูกถือเป็นปัจจัยหลักที่มีอิทธิผลต่อการลดต้นทุนในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเป็นอย่างมาก (Pal และคณะ, 2009; Panesar และคณะ, 2011) 



 2 

จากปัญหาขยะทั่วโลกที่มีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้นทุกปี จึงจ้าเป็นจะต้องมีระบบการจัดการ
ทางด้านสิ่งแวดล้อมที่ดีเข้ามาช่วยเพ่ือลดปริมาณขยะที่เป็นมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม โดยวิธีการน้าขยะ 
วัสดุหรือสิ่งที่ไม่ใช้แล้วกลับมาใช้ใหม่ เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สามารถช่วยลดปริมาณขยะได้ (Makkar 
และ Cameotra, 2002; Panesar และคณะ, 2011) วัสดุที่สามารถน้ากลับมาใช้เป็นแหล่งอาหาร
ส้าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีหลายชนิด ได้แก่ สิ่งเหลือใช้ทาง
การเกษตร หรือผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมต่างๆ เนื่องจากยังคงมีปริมาณของ
คาร์โบไฮเดรต ไขมันและสารอาหารอ่ืนๆ ที่เหมาะสมส้าหรับน้ามาใช้เป็นแหล่งอาหารเลี้ยงเชื้อได้ 
(Panesar และคณะ, 2011; Banat และคณะ, 2010) 

ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น  Candida 
sp., Pseudozyma sp. และ Yarrowia sp. ซึ่งส่วนใหญ่แยกได้จากบริเวณระบบนิเวศพ้ืนดิน เช่น 
ผิวหน้าใบไม้ พื้นดิน โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากยีสต์ มีรายงานว่าน้าไปใช้ในอุตสาหกรรม
ไม่ค่อยแพร่หลาย ดังนั้นจึงจ้าเป็นต้องค้นหายีสต์จากแหล่งใหม่ๆ ที่มีความสามารถในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพ่ือพัฒนาศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

จากโครงการศึกษาความหลากหลายของยีสต์ที่แยกจากบริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งของเกาะสีชัง 
อ้าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี เก็บตัวอย่างน้้าทะเลหรืออินทรียวัตถุ 5 จุด ได้แก่ หาดถ้้าพัง หาดท่าวัง 
หาดท่ายายทิม ท่าเรือเทววงษ์ และท่าเรือภานุรังษี เมื่อปี พ.ศ. 2554-2555 (Thaniyavarn และคณะ
, 2013) ได้ท้าการคัดแยกยีสต์จากบริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งทะเลเกาะสีชัง และจัดจ้าแนกโดยอาศัยลักษณะ
สัณฐานวิทยาเบื้องต้นร่วมกับวิธีการอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular taxonomy) โดยศึกษา
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26s rDNA เพ่ือจัดจ้าแนกและศึกษาความหลากหลายของ
ยีสต์และราคล้ายยีสต์บริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งของเกาะสีชัง ซึ่งเป็นบริเวณที่มีอินทรียวัตถุและมีสารอาหาร
ต่างๆ ที่เหมาะสมกับการเจริญของยีสต์ ท้าให้เกิดความหลากหลายทางชีวภาพสูง อีกทั้งอาจจะมีการ
ผลิตสารเมแทบอไลต์ชนิดใหม่ๆ ที่มีความหลากหลาย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุ่งคัดแยกยีสต์และราคล้าย
ยีสต์ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งของเกาะสีชัง เพ่ือ
พัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยศึกษาหาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากยีสต์ที่คัดเลือกให้เหมาะสม เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพให้ได้ปริมาณมาก ศึกษาคุณสมบัติและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เพ่ือเป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ต่อไป 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 คัดเลือกสายพันธุ์ยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งของเกาะสีชัง ที่มี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
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1.2.2 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวทางชีวภาพจากสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ 
  1.2.3 ศึกษาสมบัติและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต
ได ้
1.3 ขั้นตอนการด าเนินงาน 

1.3.1 คัดเลือกยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชังที่มีความสามารถในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวทางชีวภาพ 

1.3.2 การจัดจ้าแนกสกุลของยีสต์และวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
1.3.3 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมและการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่า 
1.3.4 ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของ

สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้ 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

คัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง ที่มีความสามารถในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ ทราบองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมส้าหรับ
การเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ลักษณะสมบัติของสารและโครงสร้างทางเคมีของสารลด
แรงตึงผิวทางชีวภาพที่ผลิตได้ เพื่อใช้เป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพใน
อุตสาหกรรมต่อไป



บทที ่2 
 

ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ สารชีวโมเลกุลที่มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิว (Surface-
active compound) ซึ่งผลิตจากจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ โดยจุลินทรีย์จะ
ผลิตและหลั่งออกมาภายนอกเซลล์ (Abouseoud และคณะ, 2008) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี
โครงสร้างแบบแอมฟิฟาลิก (Amphiphilic molecules) ดังรูปที่ 1 ซึ่งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วน
ที่ชอบน้้า (hydrophilic moiety) ได้แก่ กรดอะมิโนหรือเปปไทด์ คาร์โบไฮเดรต หมู่ฟอสโฟริล หมู่
แอลกอฮอล์ หมู่ไฮดรอกซิล และส่วนที่ไม่ชอบน้้า (hydrophobic moiety) ได้แก่ กรดไขมันอ่ิมตัว
หรือกรดไขมันไม่อ่ิมตัว และเอสเตอร์ของกรดไขมันไขมัน (Burgos-Diaz และคณะ, 2012; Kitamoto 
และคณะ, 2002; Saharan และคณะ, 2011) จากโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกล่าว ท้า
ให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถละลายได้ทั้ งในน้้าและน้้ามัน โดยโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจะหันส่วนที่มีขั้วเข้าสู่โมเลกุลของน้้าและหันส่วนที่ไม่มีขั้วเข้าสู่โมเลกุลของน้้ามันหรืออากาศ 
ท้าให้เกิดการลดค่าแรงตึงผิวระหว่างวัฏภาคทั้งสองชนิด เช่น การลดค่าแรงตึงผิวระหว่างโมเลกุลน้้า
และอากาศ (surface tension) การลดค่าแรงตึงผิวระหว่างโมเลกุลน้้าและน้้ามัน ( interfacial 
tension)  

 
 

รูปที่ 1 โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการจัดเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ระหว่างวัฏภาคสองชนิด (ดัดแปลงจาก (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2011)  
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2.2 คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
2.2.1 แรงตึงผิว (surface tension) 

  แรงตึงผิว คือ แรงที่กระท้าต่อผิวหน้าของของเหลวซึ่งท้าให้เกิดการลดค่าแรงตึงผิวของ
ของเหลวให้เหลือพ้ืนที่น้อยท่ีสุด แรงตึงผิวสามารถแบ่งได้ 2 ชนิด คือ แรงตึงผิวระหว่างของเหลวและ
อากาศ (Surface tension) และแรงระหว่างผิวประจันของของเหลว 2 ชนิด หรือระหว่างของเหลว
และของเหลว (Interfacial tension) ค่าแรงตึงผิวสามารถวัดค่าได้โดยใช้เครื่องเทนซิโอมิเตอร์ 
(tensiometer) มีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) หรือ ดายน์ต่อเซนติเมตร (dyne/cm) 
(Nitschke และ Costa, 2007; Rahman และ Gakpe, 2008) สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพจะ
สามารถลดค่าแรงตึงผิวในน้้าจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือต่้ากว่า 30 มิลลินิวตันต่อเมตร และลด
ค่าแรงระหว่างผิวประจันของน้้าและเอ็นเฮกซะเดกเคนจาก 40 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือเพียง 1 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร (Mulligan, 2005) เซอร์แฟกตินเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดหนึ่งที่สามารถค่าลด
แรงตึงผิวในน้้าจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือเท่ากับ 27 มิลลินิวตันต่อเมตร โดยค่าแรงตึงผิวจะ
เป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิว และจะมีค่าคงที่ เมื่อความเข้มข้นของสารลด
แรงตึงผิวถึงจุดวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (The critical micelle concentration) (Mulligan และ 
Gibbs, 2004; Fracchia และคณะ, 2012)   

2.2.2 ค่าการกระจายน้้ามัน (oil displacement test) 

 ค่าการกระจายน้้ามันเป็นการวัดประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว สามารถหาได้โดยวัด
ขนาดของพ้ืนที่วงใส (clear zone) ที่เกิดแทนที่แผ่นฟิล์มของน้้ามันที่ปกคลุมอยู่บนผิวหน้าน้้า ดังรูปที่ 

2 โดยพื้นที่ของการกระจายน้้ามันสามารถค้านวณจากขนาดของพ้ืนที่วงใส เท่ากับ πr2  มีหน่วยเป็น
ตารางเซนติเมตร ซึ่งค่าการกระจายน้้ามันจะแปรผันโดยตรงกับปริมาณความเข้มข้นของสารลดแรงตึง
ผิว (Morikawa และคณะ, 2000)  

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 การวัดค่าการกระจายน้้ามัน โดยวัดพ้ืนที่ของการเกิดวงใส (Fracchia และคณะ, 2012) 
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2.2.3 ค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration, CMC) 

 ค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ คือ ค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวที่น้อยที่สุด 
ที่ท้าให้สารลดแรงตึงผิวเกิดการจัดเรียงตัวเป็นรูปร่างไมเซลล์ (micelle) ในสารละลาย โดย ณ จุดที่
ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวต่้ากว่าค่า CMC โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเกาะกันแบบหลวมๆ 
เรียงตัวกันเป็นรูปแบบมอนอเมอร์ (monomer) ในสารละลาย ค่าแรงตึงผิวหรือแรงระหว่างผิว
ประจันในสารละลายจะลดลงเรื่อยๆ จนกระทั่งความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวถึงจุด CMC สารลด
แรงตึงผิวจะเกาะกลุ่มกันเกิดเป็นรูปร่างไมเซลล์ อาจจะมีลักษณะเป็นแบบทรงกลม ( spherical 
form) หรือเรียงตัวเป็นชั้น (lamellar form) โดยจุดที่ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวมากกว่าค่า 
CMC จะมีแรงตึงผิวหรือแรงระหว่างผิวประจันในสารละลายคงที่ (Fracchia และคณะ, 2012) 
นอกจากนี้ยังพบว่าอัตราการรวมตัวเป็นไมเซลล์จะขึ้นอยู่กับค่าพีเอช อุณหภูมิ และความแรงของ
ประจ ุโดยที่ค่า CMC จะท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางกายภาพของแรงตึงผิวในสารละลาย 
เช่น ค่าการน้าไฟฟ้า ความหนืด ความหนาแน่น และความขุ่น เป็นต้น (Lawrence และ Reesb, 
2000)  

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
รูปที่ 3 ความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration, CMC) 
(Bustamante และคณะ, 2012) 
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2.2.4 การก่ออิลมัลชัน (Emulsification) 

อิมัลชันเป็นระบบคอลลอยด์ (colloid) ประกอบด้วยของเหลวสองชนิดที่ไม่สามารถละลาย
รวมเป็นเนื้อสารเดียวกันได้ เช่น น้้าและสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Satpute และคณะ, 2010) โดย
ของเหลวชนิดหนึ่งเป็นวัฏภาคภายใน (Disperse phase) จะแตกตัวเป็นหยดเล็กๆ และกระจายตัวอยู่
ในของเหลวอีกชนิดหนึ่งซึ่งเป็นวัฏภาคภายนอก (Continuous phase) อิมัลชันเป็นระบบอุณหพล
ศาสตร์ (Thermodynamic) ที่มีความเสถียรต่้า ดังนั้นจึงต้องเติมสารลดแรงตึงผิวเข้าไปในระบบ ซึ่ง
สารลดแรงตึงผิวเป็นสารที่มีคุณสมบัติอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) จะช่วยลดแรงตึงผิวระหว่าง
ของเหลวทั้งสองชนิด ท้าให้อิมัลชันมีความเสถียรมากขึ้น โดยทั่วไปอิมัลชันแบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
อิมัลชันชนิดน้้ามันในน้้า หรือ oil-in-water (O/W) และอิมัลชันชนิดน้้าในน้้ามัน หรือ water-in-oil 
(W/O) อิมัลชันน้้ามันในน้้า คือ อิมัลชันที่มีน้้ามันกระจายตัวเป็นวัฏภาคภายในและวัฏภาคภายนอก
เป็นน้้า ส่วนอิมัลชันน้้าในน้้ามัน คือ อิมัลชันที่มีน้้ากระจายเป็นวัฏภาคภายในและวัฏภาคภายนอก
เป็นน้้ามัน (Madaan และคณะ, 2014) นอกจากนี้ยังมีอิมัลชันประเภทอิมัลชันเชิงซ้อน (multiple 
emulstion) ซึ่งเป็นระบบที่ประกอบด้วยน้้าเป็นอนุภาคเล็กๆ กระจายอยู่ในอนุภาคของน้้ามัน ซึ่ง
น้้ามันกระจายตัวอยู่ในน้้าที่เป็นวัฏภาคภายนอกสุด หรือ อิมัลชันชนิดน้้าในน้้ามันในน้้า water-in-oil-
in-water (W/O/W) และ ระบบที่ประกอบด้วยน้้ามันเป็นอนุภาคเล็กๆ กระจายอยู่ในอนุภาคของน้้า 
และน้้ากระจายตัวอยู่ในน้้ามันซึ่งเป็นวัฏภาคภายนอกสุด หรือ อิมัลชันชนิดน้้ามันในน้้าในน้้ามัน (oil-
inwater-in-oil (O/W/O)  

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4 ลักษณะของอิมัลชัน a) อิมัลชันชนิดน้้ามันในน้้ามัน b) ลักษณะโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
เกาะอยูร่ะหว่างวัฎภาคน้้าและวัฏภาคน้้ามัน C ) อิมัลชันน้้าในน้้ามัน (Lawrence และ Reesb, 
2000)  
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2.2.5 ค่าเอชแอลบี (hydrophilic-lipophilic balance (HLB)) 

ค่าเอชแอลบี คือ ค่าที่แสดงสัดส่วนระหว่างส่วนชอบน้้าและไม่ชอบน้้าในโครงสร้างของสาร
ลดแรงตึงผิว (Zhang และคณะ, 2014 ) มีค่าระหว่าง 0-20 ค่าเอชแอลบีของสารลดแรงตึงผิวแต่ละ
ชนิดจะสามารถบ่งบอกแนวโน้มชนิดของอิมัลชันและการน้าไปประยุกต์ใช้ได้ โดยถ้าค่าเอชแอลบีมีค่า
น้อยกว่า 6 แสดงว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนั้นมีแนวโน้มจะเกิดอิมัลชันชนิดน้้าในน้้ามัน ขณะที่
ค่าเอชแอลบีมีค่าระหว่าง 8-18 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีแนวโน้มจะเกิดอิมัลชันชนิดน้้ามันในน้้า 
(Płaza และคณะ, 2014) ดังตารางที่ 1 

 

ตารางท่ี 1 ช่วงค่า HLB ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการน้าไปประยุกต์ใช้  (Tadors, 2009) 
 

 
 
 
 

 

 
2.3 ข้อดีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์เป็นสารที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งใน
ปัจจุบัน เนื่องจากมีความเป็นพิษต่้า สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ และเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม มี
คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวที่ดีแม้อยู่ในสภาวะไม่เหมาะสม เช่น ความเข้มข้นเกลือ ค่าพีเอช และ
อุณหภูมิ มีโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลาย อีกทั้งยังสามารถใช้แหล่งอาหารที่มีราคาถูกในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้อีกด้วย (Banat และคณะ, 2000; Abouseoud และคณะ, 2008; 
Cooklin และคณะ, 2013)  

2.3.1 มีความเป็นพิษต่้า 

มีรายงานว่าเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่น้อย โดยทั่วไปสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพมีความเป็นพิษต่้าหรืออาจจะไม่ก่อความเป็นพิษเลย เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิว
เคมี (chemical surfactant) (Klosowska-Chomiczewska และคณะ, 2010) จึงเหมาะกับการ
น้าไปประยุกต์ใช้กับงานทางด้านเภสัชกรรม เครื่องส้าอางและอาหาร (Nitschke และ Costa, 2007)  
Corexit เป็นสารลดแรงตึงเคมีที่มีค่า LD50 ของ Photobacterium phosphoreum น้อยกว่าสาร

ช่วงของ HLB การน าไปไประยุกต์ 

3-6 
7-9 
8-18 
13-15 
15-18 

อิมัลซิไฟเออร์ชนิด น้้า-ใน-น้้ามัน (Oil-in-water emulsifier) 
สารท้าให้เปียก (Wetting agent) 
อิมัลซิไฟเออร์ชนิด น้้ามัน-ใน-น้้า (Water-in-water emulsifier) 
สารท้าความสะอาด (Detergent) 
สารละลาย (Solubilizer) 
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ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิพิด 10 เท่า ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร Corexit เป็นสารลดแรงตึงผิวเคมี
ทีม่ีความเป็นพิษสูง (Kapadia Sanket และ Yagnik, 2013) 

 2.3.2 ย่อยสลายทางชีวภาพได้ 

Hirata และคณะ (2009) ทดสอบการย่อยสลายทางชีวภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
โซโฟโรลิพิดที่ผลิตได้จาก Candida bombicola ตามขั้นตอนของ OECD พบว่า สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจะถูกย่อยสลายทันทีหลังจากทดสอบ และหลังทดสอบ 8 วัน โซโฟโรลิพิดถูกย่อยสลายลดลง
ถึง 61 เปอร์เซ็นต์ เช่นเดียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดเซอร์เฟกตินและแอนโทรเฟกติน ถูกย่อย
สลายทางชีวภาพได้ง่าย ในขณะที่สารลดแรงตึงผิวเคมีไม่สามารถย่อยสลายได้ เมื่อระยะเวลาผ่านไป 
8 วัน จากปัญหาสิ่งแวดล้อมที่เพ่ิมมากขึ้น ท้าให้ผู้บริโภคตะหนักถึงผลกระทบที่เกิดจากปัญหา
สิ่งแวดล้อมมากข้ึน รวมทั้งกฎหมายที่คุ้มครองเกี่ยวข้องกับปัญหาสิ่งแวดล้อมมีความเข้มงวด ดังนั้นจึง
มีการเลือกใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาประยุกต์กับงานทางด้านสิ่งแวดล้อมมากขึ้น เนื่องจากเป็น
สารที่ถูกย่อยสลายทางชีวภาพได้ง่าย (Nitschke และคณะ, Costa, 2007)  

 2.3.3 ทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม 

ในอุตสาหกรรมขั้นตอนการผลิตจะต้องผ่านกรรมวิธีการต่างๆ ที่มีภาวะแตกต่างกัน เช่น 
ความร้อน ความดัน พีเอช และไอออนต่างๆ ดังนั้นเพ่ือให้กระบวนการสามารถด้าเนินต่อไป จ้าเป็น
จะต้องใช้สารตั้งต้นในการผลิตที่สามารถทนต่อสภาวะเหล่านั้นได้ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพหลายชนิดมี
คุณสมบัติที่สามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมต่างๆได้ จึงเป็นสารที่มีความน่าสนใจในการน้าไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเป็นอย่างยิ่ง (Nitschke และ Costa, 2007) Sarubbo และคณะ (2007) 
รายงานว่า ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก Candida glabrata ยังคงมีความ
เสถียรในภาวะที่มีค่าพีเอช ในช่วง 2-12 ที่อุณหภูมิ 4-80 องศาเซลเซียส และภายใต้ความเข้มข้นของ
เกลือสูงกว่า 10 เปอร์เซ็นต ์

2.3.4 ก่ออิมัลชันที่มีความเสถียร 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติในการก่ออิมัลชันที่มีความเสถียร โดยทั่วไปสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพมวลโมเลกุลสูงจะมีคุณสมบัติเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ได้ดีกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวล
โมเลกุลต่้า โซโฟโรลิพิดที่ผลิตได้จาก Torulopsis bombicola มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิวและ
แรงระหว่างผิวประจันได้ดีกว่าเป็นสารอิมัลซิไฟต์เออร์ ในขณะที่ลิโปแซนเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ที่มีมวลโมเลกุลสูง มีคุณสมบัติเป็นสารอิมัลซิไฟต์เออร์ที่มีประสิทธิภาพ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
พอลิเมอร์ สามารถเคลือบอยู่ที่ผิวของหยดน้้ามัน ท้าให้เกิดอิมัลชันที่มีความเสถียร ซึ่งจากคุณสมบัติที่
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ดีนี้ท้าให้สามารถน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องส้าอางไ ด้ 
(Kapadia Sanket และ Yagnik, 2013)  

2.3.5 โครงสร้างหลากหลาย 

สารลดแรงตึงชีวภาพมีโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลาย ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์และสาร
ตั้งต้นที่ใช้ในกระบวนการผลิต (Nitschke และ Costa, 2007) ซึ่งท้าให้สารแต่ละชนิดมีคุณสมบัติที่
จ้าเพาะ จึงสามารถเลือกน้าไปประยุกต์ใช้กับงานที่เหมาะสมได้ (Kapadia Sanket และ Yagnik, 
2013)  

2.3.6 ใช้แหล่งอาหารในการผลิตที่มีราคาถูก 

กระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตจากแหล่งอาหารที่มีราคาถูก เช่น
วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตร ของเสียและผลพลอยได้ทางอุตสาหกรรม (by products) เนื่องจากมี
ปริมาณมาก ราคาถูก และถือว่าเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่สามารถลดต้นทุนในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้ อีกทั้งยังเป็นแหล่งอาหารที่มีปริมาณของคาร์โบไฮเดรตและไขมันที่เหมาะสมส้าหรับการ
เจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอีกด้วย (Nitschke และ Costa, 2007)   

 
2.4 ประเภทของสารลดแรงตึงผิว 

การจัดจ้าแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แบ่งประเภทตามน้้าหนักมวลโมเลกุล (Molecular 
mass) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ มวลโมเลกุลต่้า และมวลโมเลกุลสูง สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมวลโมเลกุลต่้า เช่น ไกลโคลิพิด (Glycolipids) ไลโปเปปไทด์ (lipopeptides) กรดไขมันและ
ไขมัน ฟอสโฟลิพิด (Fatty acid, neutral lipid และ phospholipid) ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มวลโมเลกุลสูง ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอร์ (polymeric surfactant) และสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactant) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลต่้า จะมี
คุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิวได้ดี (25-30 มิลลินิวตันต่อเมตร) ในขณะที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มวลโมเลกุลสูงจะมีความสามารถในการเพิ่มความเสถียรของอิมัลชันชนิดน้้ามันในน้้า หรือเรียกสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้ว่า ไบโออิมัลซิไฟต์เออร์ (bioemulsifier) (Rosenberg และ Ron, 1999; 
Muthusamy และคณะ, 2008; Burgos-Diaz และคณะ, 2012)    
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2.4.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลต่้า 

2.4.1.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด (Glycolipid) 

   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่มนี้ โดยมีโครงสร้างประกอบด้วย
คาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส ซูโคส แมนโนส แรมโนสและทรีฮาโรส เชื่อมต่ อกับกรดไขมันสายยาว 
(long chain fatty acids) หรือ กรดไขมันที่มีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl fatty acids) ด้วยพันธะไกล
โคซิดิก (Kaloorazi และ Choobari, 2013) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดที่นิยมศึกษามาก
ที่สุด ได้แก่ Rhamnolipids, Mannosylerythritol lipids (MELs) และ Sophorolipids,  
Trehalolipids  เป็นต้น   

    แรมโนลิ พิด (Rhamnolipild)  เป็นสารลดแรงตึ งผิ วชี วภาพชนิดที่
ประกอบด้วย น้้าตาลแรมโนส จ้านวน 1 หรือ 2 โมเลกุล เชื่อมต่อกับ ß-hydroxydecanoic acid 
จ้านวน 1 หรือ 2 โมเลกุล ด้วยพันธะไกลโคซิดิก รูปที่ 5 (Kaloorazi และ Choobari, 2013; 
Kapadia Sanket และ Yagnik, 2013) ส่วนใหญ่พบว่าผลิตในแบคทีเรีย Pseudomonas 
aeruginosa และแบคทีเรียสปีชีส์อ่ืนๆ ได้แก่ P. chlororaphis, P. plantarii, P. putida, และ P. 
fluorescens (Maier และ Soberon-Chavez, 2000; Abdel-Mawgoud และคณะ, 2011; 
Fracchia และคณะ, 2012; Sekhon-Randhawa และ Randhman, 2014) แรมโนลิพิดเป็นสารที่มี
ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิว และสามารถละลายได้ดีในสารประกอบไฮโดรคาร์บอน จึงมัก
น้ ามาประยุกต์ ใช้ กั บงานทางด้านสิ่ งแวดล้อม ได้แก่  การบ้ าบัดสารมลพิษทางชี วภาพ 
(bioremediation) และการย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) (Abdel-Mawgoud และคณะ
, 2011) นอกจากนี้แรมโนลิพิดที่หลั่งออกมาจาก Pseudomonas aeruginosa มีสารฮีโมไลซิน 
(hemolysin) ซึ่งมีคุณสมบัติในการท้าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเซลล์เม็ดเลือดแดง ท้าให้เซลล์เม็ดเลือด
แดงแตก จึงน้ามาใช้ต้านจุลชีพต่างๆได้ เช่น สารต้านแบคทีเรีย ( antibacterial) สารต้านรา 
(antifungal) สารต้านไวรัส (antiviral) เป็นต้น (Abdel-Mawgoud และคณะ, 2010) 
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รูปที ่5 โครงสร้างแรมโนลิพิด จากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa UG2.  
(1) Monorhamnolipid (RhC10C10) (2) Dirhamnolipid (Rh2C10Cn) n= 8, 10, 12 
(Mata-Sandoval และคณะ, 2001) 

 

    โซโฟโรลิพิด (Sophorolipids) มีโครงสร้างประกอบด้วยน้้าตาลโซโฟโรส 
เชื่อมต่อกับกรดไขมันสายยาวที่มีจ้านวนคาร์บอน 16-18 อะตอม ด้วยพันธะไกลโคซิดิก โดยกรด
ไขมันจะประกอบด้วยพันธะไม่อ่ิมตัวจ้านวนหนึ่งพันธะหรือมากกว่าหนึ่งพันธะ รูปแบบโครงสร้างของ
โซโฟโรลิพิด มี 2 ชนิด คือ รูปแบบแลตโตนิค (lactonic) คือ หมู่ไฮดรอกซิลที่ปลายสายของกรดไขมัน
จะสร้างพันธะโควาเลนต์ (covalent) เชื่อมต่อระหว่างน้้าตาลโซโฟโรสท้าให้มีลักษณะเป็นวงปิด ส่วน
รูปแบบแอซิดิก (acidic) จะมีลักษณะเป็นวงเปิด เนื่องจากหมู่ไฮดรอกซิลที่ปลายสายของกรดไขมันจะ
อยู่แบบอิสระ ดังรูปที่ 6 โครงสร้างของโซโฟโรลิพิดมีหลากหลายรูปแบบท้าให้มีคุณสมบัติทางด้าน
ชีวภาพและทางเคมีกายภาพแตกต่างกัน โดยทั่วไปโซโฟโรลิพิดรูปแบบแลตโตนิค จะมีคุณสมบัติใน
การลดค่าแรงตึงผิวและยับยั้งจุลชีพได้ดีกว่า ส่วนโซโฟโรลิพิดรูปแบบแอซิดิกจะมีคุณสมบัติในการ
ละลายน้้าและการเกิดฟองได้ดี (Van Bogaert และ Soetaert, 2011) Gorin และ colleagues 
(1961) ค้นพบโครงสร้างแรกของโซโฟโรลิพิด ในยีสต์ Torulopsis magnolia ในปัจจุบันพบว่ายีสต์ 
Candida bombicola (Starmerella bombicola) เป็นที่รู้จักกันในการผลิตโซโฟโรลิพิด เนื่องจาก
สามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้จ้านวนมาก (400 กรัมต่อลิตร) และมีการน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมอย่าง
กว้างขวาง (Van Bogaert และคณะ, 2007; Van Bogaert และคณะ, 2011)  
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รูปที่ 6 โครงสร้างของโซโฟโรลิพิด จากเชื้อ candida bombicola (Mulligan และ Gibbs, 2004) 
(1) โซโฟโรลิพิดรูปแบบแอซิดิก (2) โซโฟโรลิพิดรูปแบบแลตโตนิค 
 

      แมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิด (Mannosylerythritol lipids, MELs) ผลิตใน
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Pseudozyma sp. และ Ustilago sp. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้ ประกอบด้วย 
4-O-ß D-mannopyranosylmeso-erythritol เชื่อมต่อกับกรดไขมันชนิดสายสั้นที่มีจ้านวนคาร์บอน 
2-8 อะตอม หรือกรดไขมันชนิดสายยาวที่มีจ้านวนคาร์บอน 10-18 อะตอม โดยสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดแมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิดมีโครงสร้างที่หลากหลาย ดังรูปที่ 7 ขึ้นอยู่กับจ้านวนและ
ต้าแหน่งของหมู่เอซิลที่ เกาะกับน้้าตาลแมนโนสหรืออีริทริทอลและความยาวของกรดไขมัน 
(Arutchelvi และคณะ, 2008; Morita และคณะ, 2007) แมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิดจะเริ่มมีการผลิต
เมื่อยีสต์อยู่ในระยะที่เซลล์คงที่ (stationary phase) และจะเก็บสะสมภายในเซลล์คล้ายกับไตรเอซี
ลกลีเซอรอล (Triacylglycerols) โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้มีความน่าสนใจ เนื่องจาก
สามารถน้ามาประยุกต์ใช้งานทางด้านการแพทย์ได้ เช่น สารต้านมะเร็ง (antitumor) และสารต้าน
การแบ่งเซลล์ของมะเร็งเม็ดเลือดขาว (against human leukemia cells) เป็นต้น (Arutchelvi และ
คณะ, 2008) 

 

 

 

 
 
รูปที่ 7 โครงสร้างแมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิด (MEL-A: R1 = R2 = Ac; MEL-B: R1 = Ac, R2 = H; 
MEL-C: R1 = H, R2 = Ac: n = 6–10) (Arutchelvi และคณะ, 2008) 
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    ทรีฮาโรสลิพิด (Trehalolipids) พบในจุลินทรีย์ที่ผนังเซลล์มีโครงสร้าง
ประกอบด้วยน้้าตาลทรีฮาโรส 2 โมเลกุล เชื่อมต่อกับด้านไฮโดรโฟบิก (hydrophobic) มีส่วนที่
แตกต่างกับไกลโคลิพิดชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ กรดแอลฟาติก (aliphatic acids) และ hydroxylated 
branched-chain fatty acids (mycolic acids) ดังรูปที่ 8 ซึ่งโครงสร้างของ mycolic acids จะมี
จ้านวนของคาร์บอนอะตอม และจ้านวนกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของกลุ่ม
จุลินทรีย์ที่ผลิต เช่น Mycobacteria, Corynebacteria, Arthrobacter, Nocardia และ 
Gordonia (Burgos-Díaz และคณะ, 2012) จึงท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้ มีโครงสร้าง
หลากหลายรูปแบบ (Kaloorazi และ Choobari, 2013) โดยแบคทีเรีย Rhodococcus 
erythropolis เป็นสายพันธุ์ที่นิยมศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดทรีฮาโรสลิพิดมากที่สุด 
(Kaloorazi และ Choobari, 2013; Peng และคณะ, 2007)  

 
 
 
 

 
 
 

 
 
รูปที่ 8 โครงสร้างของทรีฮาโรสลิพิด (Franzetti และคณะ,  2010 )  
     

    ลิมโมซินและเอ็กโซฟิลิน (Liamocins and Exophilins) เป็นสารลดแรงตึง
ผิ วชี วภาพชนิ ดแมนนิ ทอลลิ พิด  ( Mannitol-lipid)  ที่ ผ ลิ ต ได้ จ ากร าคล้ ายยี ตส์ ส าย พันธุ์ 
Aureobasidium pullulans ลิมโนซินมีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลต่อกับ สาย 3,5 
dihydroxy-decanoic ester group สามารถแบ่งออกเป็น 8 โครงสร้างที่แตกต่างกัน ดังรูปที่ 9 
ได้แก่ ลิมโมซิน เอ1, ลิมโมซิน เอ2, ลิมโมซิน บี1 และ ลิมโมซิน บี2 โดยโครงสร้างของลิมโมซิน เอ มี
โครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลต่อกับ 3,5 dihydroxy-decanoic ester จ้านวน 3 กลุ่ม เชื่อมต่อกัน
ด้วยพันธะ1,5-polyester ส่วนโครงสร้างของลิมโนซิน บี มีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลต่อกับ 
3,5 dihydroxy-decanoic ester จ้านวน 4 กลุ่ม ส้าหรับโครงสร้างของลิมโมซินชนิด เอ1 และบี1 
ภายในโครงสร้างไม่มีหมู่อะซิติล โครงสร้างของลิมโมซินชนิด เอ2 และ บี2 จะมีหมู่อะซิติล 1 ต้าแหน่ง 
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นอกจากนี้ยังพบโครงสร้าง 3,5 dihydroxy-decanoic ester ที่ไม่มีส่วนของน้้าตาลแมนนิทอล ได้แก่ 
เอ็กโซฟิลิน (Exophilins) เอ1, เอ็กโซฟิลิน เอ2, เอ็กโซฟิลิน บี1 และเอ็กโซฟิลิน บี2 Manitchotpisit 
และคณะ (2011) รายงานว่า ลิมโมซินที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ์ RSU 9 และ RSU 21 มี
คุณสมบัติในการยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมและมะเร็งปากมดลูก โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 032.2 ± 1.4 
ถึง 63.1 ± 2.4 µg liamocins/ml Doshida และคณะ (1996) รายงานว่า เอ็กโซฟิลิน เอ ที่ผลิตได้
จากยีสต์ Exophiala pisciphila เป็นสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก
ได ้(Doshida และคณะ, 1996; Price และคณะ, 2013) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 9 โครงสร้างลิมโมซินและเอ็กโซฟิลินที่ผลิตได้จากราคล้ายยีตส์สายพันธุ์ A. pullulans (Price 
และคณะ, 2013) 
 
     Kim และคณะ (2015) รายงานโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
โครงสร้างใหม่ที่ผลิตจาก A. pullulans L3-GPY จากการศึกษาโครงสร้างด้วยเทคนิค MS และ NMR 
พบว่า สารมีน้้าหนักโมเลกุล เท่ากับ 650 (C33H62O12) โดยมีโครงสร้างบางส่วนคล้ายกับ Exophilin A 
ที่ผลิตจาก Exophiala pisciphila NI10102 และ Liamocin ที่ผลิตจาก A. pullulans สายพันธุ์ 
NRRL 50380 สามารถจัดจ้าแนกเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด glycerol-liamocin มีโครงสร้าง
ประกอบด้วย glycerol เชื่อมต่อกับ 3,5-dihydroxydecanoic polyester จ้านวน 3 กลุ่ม โดยสาร
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ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด glycerol-laimocin เป็นสารที่มีลักษณะใส ไม่มีสี คล้ายกับ glycerol โดย
สามารถลดแรงตึงผิวได้ 31 มิลลินิวตันต่อเมตร 

2.4.1.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ (Lipopeptides) 

   แบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus เป็นกลุ่มที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปป
ไทด์ โดยมีโครงสร้างเป็นสายเปปไทด์จับกับกรดไขมัน โดยไลโปเปปไทด์เป็นสารลดแรงตึงผิวที่มี
ประสิทธิภาพและยังมีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์อีกด้วย (Burgos-Díaz และคณะ, 2012) ซึ่ง
จ้าแนกตามลักษณะโครงสร้างได้ 4 รูปแบบ คือ Surfactins, iturins, fengycins (plipastatins) และ 
kurstakins ดังรูปที่ 10 (Jacques, 2011; Raaijmakers และคณะ, 2010) แบคทีเรีย Baciilus 
subtilis ผลิต surfactins ซ่ึงประกอบด้วย ß-hydroxy-fatty acid ที่มีคาร์บอนจ้านวน 13-15 
อะตอม เชื่อมต่อกับกรดอะมิโนจ้านวน 7 โมเลกุล (L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-
Leu) (Youssef และคณะ, 2005) Surfactins มีคุณสมบัติเป็นสารยับยั้งการแข็งตัวของเม็ดเลือด สาร
ยับยั้งจุลินทรีย์และสารต้านมะเร็ง (Gong และคณะ, 2009; Jeong และคณะ, 2003; Fernandes 
และคณะ, 2007) ตัวอย่างอนุพันธุ์อ่ืนๆ ในกลุ่มของ surfactins เช่น lichenysin จาก Baciilus 
licheniformis มีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวที่ดี (ค่าแรงตึงผิว 28 มิลลินิวตันต่อเมตร, ค่า CMC 
12 มิลลิกรัมต่อลิตร) และเป็นสารยับยั้งจุลินทรีย์ที่ดีอีกด้วย (Burgos-Díaz และคณะ, 2012) iturins 
A ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ้านวน 7 โมเลกุล เชื่อมต่อกันเป็นวงและเชื่อมต่อกับกรดไขมันที่มี
คาร์บอนจ้านวน 14-17 อะตอม (Kumar และ Johri, 2012) โดยสาร Mycosubtillin ที่อยู่ใน 
iturins เป็นสารกลุ่มแรกของไลโปเปปไทด์ ที่พบว่ามีคุณสมบัติในการสารต้านเชื้อรา (antifungal) 
(Jacques, 2011) ส้าหรับ Fengycins มีกรดอะมิโน 10 โมเลกุล เรียงต่อกัน (Glu1,5, Orn2, Tyr3,9, 
Thr4, Ala/Val/Ile/Leu6, Pro7, Gln/Glu8, Val/Ile/Leu10) และโมเลกุลกรดไขมันมีจ้านวนคาร์บอน 
14-21 อะตอม Fengycins เป็นกรดอะมิโนชนิด unusual amino acids เช่น ornithine และ allo-
threonine. ซึ่งแตกต่างกับ iturins และ surfactin (Pathak และคณะ, 2012) 
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รูปที่ 10 โครงสร้าง surfactin, Inturin, Fengycin  (Marvasi และคณะ, 2010) 
 

2.4.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลสูง 

2.4.2.1 สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอร์ (Polymeric surfactant) 

    สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์ ได้แก่ อิมัลแซน (emulsan) ไลโพ
แซน (liposan) แมนโนโปรตีน (mannoprotein) และสารประกอบเชิงซ้อนของพอลิเมอร์กับโปรตีน 
(polysaccharide-protein complexs) (Singh, 2012) แบคทีเรีย Acinetobacter calcoaceticus 
RAG-1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอร์ชนิด  polyanionic amphipathic 
heteropolysaccharide bioemulsifier หรือ อิมัลแซน โดยสายของเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ 
ประกอบด้วยกลีเซอไรด์ 3 ชนิด ได้แก่ N-acetyl-D-galactosamine, N-acetylgalactosamine 
uronic acid และ an unidentified N-acetyl amino sugar มีกรดไขมันเป็นตัวเชื่อมต่อระหว่างพอ
ลิแซ็กคาไรด์ด้วยพันธะเอสเตอร์ ดังรูปที่ 11 (Desai และ  Banat, 1997) ไลโพแซน (Liposan) เป็น
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถก่ออิมัลชันได้ดี ผลิตจากยีสต์ Yarrowia lipolytica โดยโครงสร้าง
มีคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบ 83 % ซึ่งเป็นสายของเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ ได้แก่ กลูโคส กา
แลกโตส กาแลกโตซามีน และ กรดกาแลคโทโรนิก และมีโปรตีน 17 % (Cirigliano และ Carman, 
1984) แมนโนโปรตีนที่ผลิตจาก Saccharomyces cerevisiae เป็นโปรตีนที่มีคุณสมบัติเป็นสาร
อิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) กับน้้ามันหลายชนิด แอลเคน และตัวท้าละลาย (Gautam และ Tyagi, 
2006) 
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รูปที่ 11 โครงสร้างของอิมัลแซน จากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus (n=9-11) (Desal และ 
Banat, 1997)  

2.4.2.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactant) 

   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาคมี 2 ชนิด ได้แก่ Extracellular membrane 
vesicles และ Whole microbial cell โดยสารลดแรงตึงชีวภาพชนิด Extracellular membrane 
vesicles จะสามารถรวมตัวกันเป็นไมโครอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ ซึ่งมีบทบาท
ส้าคัญในการน้าแอลเคนเข้าสู่เซลล์ (Shoeb และคณะ, 2013) และจะสะสมอยู่บริเวณเวสิเคิลของ
เซลล์แบคทีเรีย แบคทีเรีย Acinetobacter sp. HO1-N ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาคมี
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของเวสิเคิล 20-50 นาโนเมตร ซึ่งประกอบด้วย โปรตีน ฟอสโฟลิพิด และไลโพ
พอลิแซ็กคาไรด์ (Kappeli และ Finnerty, 1979)  

2.4.2.3 กรดไขมันและไขมัน ฟอสโฟลิพิด (Fatty acid, neutral lipid และ 
phospholipid) 

   แบคทีเรียและยีสต์หลายชนิดสามารถผลิตกรดไขมันและไขมันจ้านวนมากระหว่าง
การเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอลเคนเป็นองค์ประกอบ ความยาวของกรดไขมัน ขึ้นอยู่กับ
การออกซิเดชั่นของสายแอลเคน โดยค่าเอชแอลบี (hydrophilic/lipophilic balance) จะบ่งบอก
เป็นความยาวของสายไฮโดรคาร์บอนของโครงสร้างได้ จุลินทรีย์สามารถผลิตกรดไขมันที่มีความ
ซับซ้อน (complex fatty acids) ซึ่งประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิลและหมู่แอลคิล เช่น 
corynomycolic acids ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพ (Rosenberg และ Ron, 1999) 
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   ส้าหรับฟอสโฟลิพิดเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่ของเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อจุลินทรีย์เจริญ
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแอลเคนเป็นองค์ประกอบ ตัวอย่างเช่น Acinetobacter sp. HO1-N เมื่อเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเฮกซะดีเคน จะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด phosphatidylethanolamin 
ไว้ในถุงเวซิเคิลจ้านวนมาก ซึ่งจะท้าให้เกิดเป็นไมโครอิมัลชันในน้้า  Rhodococcus erythropolis 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด phosphatidylethanolamin ดังรูปที่ 12 มีคุณสมบัติในการลด
ค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างน้้าและเฮกซะดีเคนได้น้อยกว่า 1 มิลลินิวตันต่อเมตร และมีค่า CMC 
เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร (Rosenberg และ Ron, 1999; Gautam และ Tyagi, 2006) 

 
 
 

 
 
 
 

 
รูปที่ 12 โครงสร้าง phosphatidylethanolamin (Gautam และ Tyagi, 2006) 
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ตารางท่ี 2 จุลินทรีย์และชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลต่้า (Desai และ  Banat, 
1997; Rosenberg  และ Ron, 1999; Muthusamy และคณะ, 2008) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จุลินทรีย์ที่ผลิต 

ไกลโคลิพิด  
              Rhamnolipids 
              Trehalose lipids 
 
                 
              Sophorolipids 
                
               Mannosylerythritol lipids 

 
Pseudomonas aeruginosa 
Arthrobacter sp.,  
Mycobacterium sp., 
Rhodococcus erythropolis 
Candida bombicola,  
C. apicola 
Pseudozyma sp. 
Ustilago sp. 

ไลโปเปปไทด์  
   Surfactin/iturin/fengycin 
   Phospholipids 
   Polymyxin 
 

กรดไขมันและไขมัน ฟอสโฟลิพิด 
               Fatty acids 
                Neutral lipids 
                Phospholipids 
                Phosphatidylethanolamin 

 
Bacillus subtilis 
Acinetobacter sp. 
Corynebacterium lepus 
B. polymyxa 
 
Corynebacterium lepus 
Nocardia erythropolis 
Thiobacillus thiooxidans 
Rhodococcus erythropolis  
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ตารางท่ี 3 จุลินทรีย์และชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลสูง (Desai และ  Banat, 1997; 
Rosenberg  และ Ron, 1999; Muthusamy และคณะ, 2008) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.5 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์มีคุณสมบัติที่ดีหลายประการและมีความเป็น
มิตรแก่สิ่งแวดล้อม แต่การน้าสารลดแรงตึงชีวภาพมาประยุกต์ใช้ยังมีข้อจ้ากัด เนื่องจากต้นทุนในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวทางเคมีและได้ผลผลิตต่้า 
(Pornsunthorntawee และคณะ, 2009; Panesar และคณะ, 2011) ท้าให้นักวิจัยจ้านวนมากศึกษา
และการพัฒนากระบวนผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยพัฒนาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและ
หาภาวะให้เหมาะสมต่อการการเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งการเลือก
แหล่งอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูก ถือเป็นปัจจัยหลักที่มีอิทธิผลต่อการลดต้นทุนในกระบวนการทาง
เทคโนโลยีชีวภาพเป็นอย่างมาก (Muthusamy และคณะ, 2008) 

2.5.1 ปัจจัยที่ส่งผลต่อกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

2.5.1.1 แหล่งคาร์บอน 

    แหล่งคาร์บอนเป็นสารประกอบอินทรีย์ในอาหารที่มีความส้าคัญส้าหรับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพแบ่งเป็น 3 ประเภท ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต สารประกอบไฮโดรคาร์บอน และน้้ามัน

ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จุลินทรีย์ที่ผลิต 

สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอร์  
              Emulsan  
              Alasan  
              Liposan  
              Lipomanan  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค  
               Vesicles   
               Whole microbial cells 
               Particulate surfactant 
 

 
Acinetobacter calcoaceticus                   
A. radioresistens  
Candida lipolytica  
C. tropicalis 
 
Acinetobacter calcoaceticus 
Cyanobacteria sp. 
Pseudomonas marginalis 
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พืช จุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ที่แตกต่างกัน โดยอาจจะใช้แหล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียวหรือหลายๆแหล่งรวมกันในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ (Gautam และ Tyagi, 2006; Bhardwaj และ คณะ, 2013a)      

      การน้าวัสดุที่สามารถน้ากลับมาใช้ใหม่ (renewable resources) มาเป็นแหล่ง
คาร์บอนส้าหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์และผลิตสารลดแรงตึงเป็นผิวชีวภาพ เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่มี
บทบาทในการลดต้นทุนในอุตสาหกรรมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และมีส่วนช่วยรักษา
สิ่งแวดล้อมเป็นอย่างมาก เนื่องจากเป็นทรัพยากรที่มีอยู่ในปริมาณมากและราคาถูก ของเสียหรือสิ่ง
เหลือใช้ทางการเกษตร หรือผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตทางอุตสาหกรรมต่างๆ  เป็นแหล่งที่มี
ปริมาณของคาร์โบไฮเดรต โปรตีนและไขมันจ้านวนมาก ซึ่งเหมาะส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ แต่อย่างไรก็ตามการน้าวัสดุดังกล่าวกลับมาใช้ ใหม่จ้าเป็นจะต้องมีการคัดเลือกวัสดุที่มี
สารอาหารที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Deleu และ Paquot, 2004; Silva และคณะ, 2010; Panesar และคณะ, 2011)  

    กากน้้าตาลเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมผลิตน้้าตาลจากอ้อยหรือบีท และเป็น
วัสดุดิบหลักในการผลิตยีสต์ส้าหรับท้าขนมปัง (baker’s yeast) กรดซิตริก อะซิโตน และกรดอะมิโน 
ซึ่งกากน้้าตาลมีราคาถูกกว่าวัสดุดิบแหล่งอ่ืนๆ และยังคงมีสารอาหารอยู่มากมาย เช่น น้้าตาลซูโครส 
สารประกอบอินทรีย์ โปรตีน แมกนีเซียม โปรแทสเซียม แคลเซียม และฟอสฟอรัส เป็นต้น (Makkar 
และ Cameotra, 2002) ยีสต์ Starmerella bombicola NBRC 10243 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่มีกากน้้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่า พบว่า
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโซโฟโรลิพิดได้ เท่ากับ 14.4 กรัมต่อลิตรหลังจากบ่ม 120 
ชั่วโมง (Takahashi และคณะ, 2011)  

   กลี เซอรอลเป็นของเสียหรือผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดี เซล 
(biodiesel) และอุตสาหกรรมโอลีโอเคมีอ่ืนๆ (oleochemical) ที่มีแนวโน้มจะเพ่ิมสูงขึ้นทุกปี (Silva 
และคณะ, 2010) กลีเซอรอลเป็นกรดไขมันสายสั้นๆ ในโมเลกุลมีหมู่ไฮดรอกซิล ท้าให้สามารถละลาย
ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ดี จุลินทรีย์จึงสามารถน้าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงานได้ง่าย  

(Hamzah และคณะ, 2013) ยีสต์ Pseudozyma antarctica JCM 10317 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่ประกอบด้วยกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน ในระดับขวดเขย่า และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 3 สัปดาห์ พบว่า สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิด 
ได้ 12.6 กรัมต่อลิตร (Morita และคณะ, 2007) 
    น้้ามันพืชเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งประกอบด้วยกรดไขมันอ่ิมตัวและกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวที่มีจ้านวนคาร์บอน 16-18 อะตอม เช่น น้้ามันคาโนล่า น้้ามันข้าวโพด น้้ามันดอกทานตะวัน 
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น้้ามันดอกค้าฝอย น้้ามันปาล์ม และน้้ามันถั่วเหลือง เป็นต้น (Makkar และคณะ, 2011) โดยทั่วไป
น้้ามันแบบหยาบที่สกัดจากพืช (crude) หรือ น้้ามันที่ยังไม่ผ่านกรรมวิธี (unrefined oils) จะมีกรด
ไขมันอิสระจ้านวนมาก เช่น สารประกอบกลีเซอไรด์ ฟอสฟอไทด์ กลีเซอรอล โทโคฟีรอล 
(tocopherols) เม็ดสี และแร่ธาตุต่างๆ เป็นต้น (Dumont และ Narine, 2007) ซึ่งเป็นวัสดุดิบที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและมีราคาถูก Vollbrecht และคณะ (1999) พบว่า 
Tsukamurella spec DSM 44370 เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้้ามันพืชเป็นองค์ประกอบ
สามารถเจริญเติบโตและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโซโฟโรลิพิดได้ดีกว่าเมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เป็น complex หรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอน และเมื่อเลี้ยงในน้้ามันที่มีกรดโอเลอิกและ
น้้ามันคาโนล่า (Canola) (C22:1) จะท้าให้สามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้ดีที่สุด   

    Cooper และ Paddock (1984) รายงานว่า การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ
ยีสต์ Torulopsis bombicola ขึ้นอยู่กับชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกลูโคส
หรือน้้ามันพืชเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงชนิดเดียวจะท้าให้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้น้อย แต่ถ้า
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีทั้งกลูโคสและน้้ามันพืชเป็นแหล่งคาร์บอนจะท้าให้เชื้อสามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวได้ถึง 70 กรัมต่อลิตร ยีสต์ Candida lipolytica เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้้ามันคาโน
ล่าและกลูโคสเป็นองค์ประกอบ และบ่มที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6 วัน พบว่า 
ผลิตโซโฟโรลิพิดได้สูงสุด (8 กรัมต่อลิตร) และสามารถลดค่าแรงตึงผิวในอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 71 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร เหลือเท่ากับ 34 มิลลินิวตันต่อเมตร (Sarubbo และคณะ, 2007)   

2.5.1.2. แหล่งไนโตรเจน 

    แหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อมีบทบาทส้าคัญต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ จุลินทรีย์ต้องการไนโตรเจนเพ่ือน้ามาใช้ในการสร้างโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบของเซลล์ 
รวมทั้งผลิตเอมไซม์ต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ ไนโตรเจนที่อยู่ในรูปสารอินทรีย์ (organic nitrogen) เช่น ยูเรีย 
เพปโตน สารสกัดจากมอลต์ และสารสกัดจากยีสต์ เป็นต้น และไนโตรเจนที่อยู่ในรูปสารอนินทรีย์ 
(inorganic nitrogen) เช่น โซเดียมไนเตรท แอมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมซัลเฟต เป็นต้น         
(Bhardwaj และคณะ, 2013) จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ จะมีความสามารถในการใช้แหล่งไนโตรเจน
แตกต่างกัน เช่น โปแทสเซียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของยีสต์ Rhodotorula glutinis IIP-30 เมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งไนโตรเจนชนิดอ่ืนๆ 
(แอมโมเนียมไนเตรทและยูเรีย) (Johnson และคณะ, 1992) 
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     จุลินทรีย์จะเริ่มมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อแหล่งไนโตรเจนในอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีปริมาณจ้ากัด หรือจุลินทรีย์เข้าสู่ระยะคงตัว (stationary phase) ซึ่งส่งผลท้าให้เกิดการ
ยับยั้งกระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆภายในเซลล์ (Kim และคณะ, 2006) และท้าให้เอมไซม์ที่
เกี่ยวข้องการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Daverey และ Pakshirajan, 
2010)   Kim และคณะ (2006) เปรียบเทียบแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพของยีสต์ Candida sp. SY16 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแหล่งไนโตนเจน
อินทรีย์ ได้แก่ เปปโตน และแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรท ในระดับถังหมัก 
พบว่า เมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเปปโตนแหล่งไนโตรเจน เป็นระยะเวลา 190 ชั่วโมง ท้าให้
เชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุด 20 กรัมต่อลิตร   

2.5.2 ปัจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  การศึกษาสภาวะแวดล้อมทางด้านกายภาพเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากปัจจัยทางด้านกายภาพ เช่น ค่าพีเอชและอุณหภูมิที่เหมาะสม จะส่งผลต่อการ
เจริญของจุลินทรีย์ และท้าให้เอมไซม์การเกี่ยวข้องกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกกระตุ้นให้
ท้างานอย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Amaral และคณะ, 2008)  

2.5.2.1 ค่าพีเอช 

    ยีสต์ Candida apicola สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าพีเอชมา
กกว่า 2 และค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส้าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโค
ลิพิด เท่ากับ 5.5 ดังนั้นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเป็นกรด เท่ากับ 5.5 จึงเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพในการเพาะเลี้ยงยีสต์ Candida apicola เนื่องจากเป็นค่าพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับการ
เจริญของยีสต์และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอีกด้วย (Bednarski และคณะ, 2004) 

2.5.2.2. อุณหภูมิ 

    อุณหภูมิมีผลต่อการควบคุมกระบวนการเมตาบอลิซึมต่างๆที่เกี่ยวข้องกับการเจริญ
ของเซลล์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากเอนไซม์จะท้างานได้ดีสุดในภาวะที่อุณหภูมิที่
เหมาะสม (optimum temperature) (Auhim และ Mohamed, 2013) มีรายงานว่าการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจะผลิตได้ดีในช่วงอุณหภูมิเท่ากับ 25-30 องศาเซลเซียส (Okoliegbe และ 
Agarry, 2012)    
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2.6 ประโยชน์และการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

มีรายงานวิจัยและเผยแพร่เกี่ยวกับการน้าสารลดแรงตึงผิวไปประยุกต์ใช้จ้านวนมาก โดย
พบว่าสารลดแรงตึงผิวถูกน้ามาใช้ในชีวิตประจ้าวันต่างๆของมนุษย์ ซึ่งท้าให้ความต้องการของตลาด
สารลดแรงตึงผิวมีเพ่ิมข้ึน (Gakpe และคณะ, 2007) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ มี
โครงสร้างทางเคมีและคุณสมบัติที่หลากหลาย ท้าให้สามารถน้ามาประยุกต์ใช้ให้เหมาะสมกับงานได้
หลากหลายเช่นกัน (Shete และคณะ, 2006; Muthusamy และคณะ, 2008) และจากคุณสมบัติที่ดี
ของสารที่กล่าวไปแล้วข้างต้น สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจึงเหมาะกับการน้าไปประยุกต์ใช้กับงาน
ทางด้านสิ่งแวดล้อม อุตสาหกรรมน้้ามัน อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส้าอางและเภสัชกรรม (Nitschke 
และ Costa, 2007) นอกจากนี้ยังพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดมีคุณสมบัติในการต้านจุลชีพ 
จึงสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ทางด้านการแพทย์ได้อีกด้วย (Muthusamy และคณะ, 2008) 

2.6.1 ด้านอุตสาหกรรมน้้ามัน 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารที่มีบทบาทในการช่วยเก็บเก่ียวน้้ามันดิบ โดยจะช่วยเพ่ิมการ
ผลิตน้้ามันดิบผ่านกระบวนการทางจุลชีววิทยา (microbial-enhanced oil recovery, MEOR) 
จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จะสามารถลดค่าแรงตึงผิวและความหนืดระหว่างน้้ามันกับหิน
ท้าให้น้้ามันดิบในชั้นหินเคลื่อนตัวได้ดีขึ้น (de Cassia และคณะ, 2014) จากคุณสมบัติอิมัลซิไฟเออร์
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ท้าให้สามารถช่วยขนส่งน้้ามันดิบไปตามท่อขนส่งและท้าความสะอาดถัง
เก็บน้้ามันดิบได้ เช่น อิมัลแซน (Emulsam) เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถเกิดอิมัลชันกับ
น้้ามันดิบ เพ่ือลดความหนืดของน้้ามันดิบระหว่างการขนส่งน้้ามันดิบผ่านท่อ (Perfumo และคณะ, 
2008) Diab และ El Din (2013) ศึกษาผลของน้้าเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย Pseudomonas 
aeruginosa SH 29 ในการท้าความสะอาดถังเก็บน้้ามัน หลังจาก 15 นาทีที่เติมน้้าเลี้ยงเชื้อ พบว่า
น้้ามันหลุดออกจากบริเวณด้านล่างและผนังของถังเก็บน้้ามัน โดยน้้ามันดิบลอยขึ้นมายังชั้นของน้้า
เลี้ยงเชื้อ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า น้้าเลี้ยงเชื้อของ P. aeruginosa SH 29 มีประสิทธิภาพในการท้าความ
สะอาดถังเก็บน้้ามนัได ้

2.6.2 ด้านสิ่งแวดล้อม  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ทางด้านสิ่งแวดล้อมได้ เช่น การย่อยสลาย
สารไฮโดรคาร์บอน การบ้าบัดโลหะหนักและยาฆ่าแมลง (Thavasi, 2011) การปนเปื้อนของ
ปิโตรเลียมและผลพลอยได้จากปิโตรเลียมในสิ่งแวดล้อมเป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้ เกิดมลพิษทั่วโลกและ
กลายเป็นปัญหาที่ส้าคัญของประเทศอุตสาหกรรมและประเทศก้าลังพัฒนา เนื่องจากการปนเปื้อนจะ
แพร่กระจายไปยังสิ่งแวดล้อมต่างๆ รวมถึง ดิน น้้าใต้ดิน และอากาศ ซึ่งสาเหตุของการปนเปื้อนมัก
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เกิดจากอุบัติเหตุระหว่างการขนส่งเชื้อเพลิงทางเรือหรือรถบรรทุก การรั่วไหลของถังเก็บน้้ามัน
เนื่องจากการกัดกร่อน เช่น สถานีบริการน้้ามัน เป็นต้น (de Cassia และคณะ, 2014) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะช่วยให้แบคทีเรียที่ย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอนสามารถเข้าถึงสาร
มลพิษได้ โดยลดค่าแรงตึงผิวระหว่างผนังเซลล์ของแบคทีเรียและโมเลกุลของไฮโดรคาร์บอน อีกทั้งยัง
ช่วยในการกระจายตัวของสารไฮโดรคาร์บอนโดยหุ้มห่อสารไว้ภายในโครงสร้างของไมเซลล์  (Aparna 
และคณะ, 2011) มีรายงานเกี่ยวกับการน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปใช้ในการก้าจัดสิ่งปนเปื้อนใน
ด้านสิ่งแวดล้อมจ้านวนมาก Sobrinho และคณะ (2008) รายงานว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้
จาก Candida sphaerica สามารถย่อยสลายน้้ามันเครื่องยนต์จากดินและสาหร่ายที่ปนเปื้อนได้ โดย
สามารถย่อยสลายได้ 75 และ 92 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ แรมโนลิพิดสามารถก้าจัดสารสไตรีน 
(Styrene) ออกจากดินที่ปนเปื้อนได้ 90 เปอร์เซ็นต์ หลังจาก 5 วัน โดยแรมโนลิพิดมีส่วนช่วยเพ่ิม
อัตราการละลายของสารสไตรีน 0.29 กรัมต่อกรัมของแรมโนลิพิด และหลังจากสารสไตรีนถูกก้าจัด
ออกจากดินที่ปนเปื้อนแล้ว 70 เปอร์เซ็นต์ของสารสไตรีนจะถูกย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์ในสภาวะไร้
ออกซิเจน (Mulligan, 2009)  

Mulligan และคณะ (2005) ศึกษาการบ้าบัดโลหะหนักด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า 
เซอร์เฟกติน แรมโนลิพิด และ โซโฟโรลิพิด มีประสิทธิภาพในการก้าจัดทองแดงและสังกะสีออกจาก
ดินตะกอนได้ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถดูดซึมอยู่บนผิวหน้าดินตะกอนที่ปนเปื้อนโลหะ
หนักและโครงสร้างไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวภาพจะเกิดการรวมตัวกันกับโลหะหนัก ซึ่งจะสามารถ
ก้าจัดโลหะหนักออกจากดินตะกอนได้ 

2.6.3 อุตสาหกรรมอาหาร 

ในขั้นตอนกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมอาหารไม่เพียงแต่ต้องค้านึงถึงด้านความ
ปลอดภัยของผู้บริโภค แต่ยังต้องค้านึงถึงลักษณะรูปร่าง รสชาติ และกลิ่นรสที่ปรุงแต่งให้มีความ
ใกล้เคียงกับอาหารที่ปรุงสดใหม่ ดังนั้นจึงต้องมีการเติมสารเติมแต่งอาหาร (food additives) เพ่ือ
รักษาคุณภาพและชะลอความสดใหม่ของอาหาร จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เป็นสาร
อิมัลซิไฟเออร์ (Emulsifier) สารที่ป้องกันการยึดเกาะของจุลินทรีย์ (antiadhesive) และมีคุณสมบัติ
ในการต้านจุลชีพ (antimicrobial) ท้าให้สามารถน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาประยุ กต์ใน
อุตสาหกรรมอาหารได้หลากหลาย เช่น ขนมปังอบ ผลิตภัณฑ์นม น้้าสลัด และเนยเทียม เป็นต้น
(Ranasalva และคณะ, 2014) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิพิดเป็นตัวควบคุมความเหนียว
ข้น ชะลอการเน่าเสียของไอศกรีมและขนมปัง และช่วยเพ่ิมการละลายในไขมันที่ใช้ในการปรุงแต่ง
รสชาติได้ (Maqsood และ Seddig-Shams, 2014; Ranasalva และคณะ, 2014) นอกจากนี้สารลด
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แรงตึงผิวชีวภาพถูกน้ามาใช้ในการควบคุมการจับตัวเป็นก้อนของไขมันต่างๆ การพัฒนาเนื้อสัมผัส
และยืดระยะเวลาในการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่มีแป้งเป็นส่วนประกอบได้ (Nitschke และ Costa, 
2007) 

 การปนเปื้อนของแบคทีเรียชนิดสร้างไบโอฟิล์มในอุตสาหกรรมอาหาร เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้
อาหารเกิดการเน่าเสียและอาจก่อให้เกิดโรคที่รุนแรงได้ ดังนั้นการควบคุมการยึดเกาะของแบคทีเรีย
ชนิดสร้างไบโอฟิล์มในผิวหน้าของอาหารจึงเป็นขั้นตอนที่ส้าคัญ เพ่ือคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหาร
และความปลอดภัยต่อผู้บริโภค โดยมีรายงานว่ามีการน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก 
Streptococcus thermophilus มาเคลือบยางซิลิโคน (Silicone rubber) จะท้าให้ยับยั้งการยึด
เกาะของ Candida albicans 85 % (Nitschke และ Costa, 2007; Muthusamy และคณะ, 
2008) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดเซอร์เฟกติน มีคุณสมบัติในการลดการก่อตัวของไบโอฟิล์มที่ผลิต
จาก Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, E. coli และ Proteus mirabilis ใน
แผ่นพลาสติกพีวีซีได้ 

2.6.4 ด้านเครื่องส้าอาง 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด เช่น โซโฟโรลิพิด แรมโนลิพิดและแมนโนซิลอีรีทริ
ทอลลิพิด เป็นสารที่นิยมน้ามาประยุกต์ใช้กับอุตสาหกรรมเครื่องส้าอางอย่างกว้างขวาง เช่น โซโฟโร
ลิพิดเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติเข้ากับผิว ให้ความชุ่มชื้นแก่ผิว และยับยั้งแบคทีเรีย ซึ่ง
สามารถน้ามาใช้เป็นส่วนผสมในยารักษาสิว  ขจัดรังแค และดับกลิ่นกายได้ (Lourith และ 
Kanlayavattanakul, 2009) นอกจากนี้โซโฟโรลิพิดสามารถช่วยลดไขมันส่วนเกินได้ โดยกระตุ้น
ฮอร์โมนเลปติน (leptin) ในเซลล์ไขมัน (dipocytes) ซึ่งท้าหน้าที่ในการส่งสัญญาณไปยังสมอง 
เพ่ือให้ร่างกายรู้สึกอ่ิม (Friedman, 2002) บริษัท Kao Co. Ltd. น้าโซโฟโรลิพิดมาใช้เป็นส่วนผสมที่
ให้ความชุ่มชื้นในเครื่องส้าอาง เช่น ลิปสติก ดินสอเขียนขอบปาก ภายใต้ยี่ห้อ Sofina และ Soliance 
(Irfan-Maqsood และ Seddig-Shams, 2014) แรมโนลิพิดถูกน้ามาใช้ในผลิตภัณฑ์ดูแลสุขภาพ
ต่างๆ เช่น ยาลดกรด แผ่นแปะสิว ผลิตภัณฑ์ขจัดรังแค ผลิตภัณฑ์ระงับกลิ่นกาย ผลิตภัณฑ์ดูแลเล็บ
และยาสีฟัน ในแง่เครื่องส้าอาง มีการจดสิทธิเกี่ยวกับการน้าแรมโนลิพิดมาใช้เป็นสารต่อต้านริ้วรอย 
ซึ่งถูกใช้เป็นส่วนผสมในเครื่องส้าอางหลายชนิด เนื่องจากคุณสมบัติที่สามารถเข้ากับผิว และก่อให้เกิด
อาการระคายเคืองผิวน้อย (Lourith และ Kanlayavattanakul, 2009) Morita และคณะ (2007) 
รายงานว่า แมนโนซิลอิรีทริทอลลิพิด มีคุณสมบัติที่ดีสามารถน้าไปเป็นส่วนผสมในเครื่องส้าอางได้ 
เช่น เป็นสารให้ความชุ่มชื่นแก่ผิว ซ่อมแซมผมแห้งเสีย ปกป้องเซลล์ผิวและเป็นสารแอนตี้ออกซิแดนท์ 
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2.6.5 ด้านการเกษตร 

จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถย่อยสลายสาร
มลพิษในดินได้ เช่น สารปนเปื้อนไฮโดรคาร์บอน เพ่ือเป็นการพัฒนาและปรับปรุงคุณภาพดินที่ใช้
ทางด้านการเกษตร (Sachdev และ Cameotra, 2013) Mani และคณะ (2011) รายงานว่าแรมโน
ลิพิดที่ผลิตได้จาก Pseudomonas aeruginosa สามารถย่อยสลายยาฆ่าแมลงกลุ่มออร์กาโนคลอรีน 
(Endosulfan) ที่ปนเปื้อนในดินได้มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ หลังจาก 7 วัน แรมโนลิพิดและเซอร์
เฟกติน สามารถย่อยสลายโลหะหนักที่ปนเปื้อนในดินได้ เช่น Ni, Cd, Mg, Mn, Ca, Ba, Li, Cu, และ 
Zn (ions) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถยับยั้งการผลิตสารแอลฟาทรอกซินจาก Apergillus sp. ที่
ปนเปื้อนอยู่ในเมล็ดฝ้าย ข้าวโพดและถ่ัวลิสง ระหว่างเก็บรักษาได้ นอกจากนี้ยังมีส่วนช่วยส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช เนื่องจากท้าให้สารอาหารสามารถเข้าถึงรากพืชได้ มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
จุลินทรีย์ที่ก่อโรคพืช และมีส่วนช่วยเพ่ิมจ้านวนของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่ อต้นพืชอีกด้วย 
(Sachdev และ Cameotra, 2013)  

2.6.6 ด้านการแพทย ์

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรีย (antibacterial) รา 
(antifungal) และไวรัส (antivirus) โดยอาจจะสามารถเทียบเคียงได้กับยารักษาโรคแบบสังเคราะห์ 
ซึ่งมีประสิทธิภาพและความปลอดภัยในการรักษาโรค (Gudina และคณะ, 2011) มีรายงานว่าสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดอินทูลินและเซอร์เฟกตินมีคุณสมบัติเป็นยาปฏิชีวนะ ยาต้านไวรัส ยาต้านมะเร็ง 
และสารยับยั้งการสร้างเอมไซม์ได้  (Das และคณะ, 2010) เซอร์เฟกตินที่ผลิตจาก Bacillus 
circulans มีคุณสมบัติเป็นสารยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เช่น 
Mycobacterium smegmatis, Escherichia coli, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, 
Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Alcaligenes faecalis, Acetobacter 
calcoaceticus, Bordetella bronchiseptica, Klebsiella aerogenes และ Enterobacter 
cloacae (Fracchia และคณะ, 2012) แบคทีเรีย Bacillus pumilis ผลิต pumilacidin A, B, C, G, 
E, F และ G ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านไวรัสชนิด HSV-1 และนอกจากนี้ยังพบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจาก Lactococcus lactis 53 และ Streptococcus thermophilus A สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิดที่อยู่ในเครื่องมือแพทย์ ( voice prosthese) 
(Rodrigue และคณะ, 2006)  



 29 

  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน้ามาใช้เป็นสารยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม ( antibiofilm) 
สารป้องกันการยึดเกาะของจุลินทรีย์ (antiadhesive) สารส่งผ่านยีน (gene transfection) สาร
ยับยั้งการแข็งตัวของเลือด (fibrin clot formation) (Gudina และคณะ, 2013)  

แบคทีเรียสร้างไอโอฟิล์ม คือ กลุ่มของแบคทีเรียสร้างพอลิแซ็คคาไรด์ มีลักษณะเป็น
แผ่นฟิล์มบางๆ เพื่อเป็นที่อยู่อาศัยของแบคทีเรีย โดยไบโอฟิล์มจะท้าให้ประสิทธิภาพของยารักษาโรค
ลดลง เนื่องจากไม่สามารถเข้าไปท้าลายแบคทีเรียได้ ซึ่งการที่แบคทีเรียสร้างไบโอฟิล์มเป็นปัญหาที่
ส้าคัญทางการแพทย์ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติรบกวนการสร้างไอโอฟิล์มของกลุ่ม
แบคทีเรียและลดการยึดเกาะของแบคทีเรียดังกล่าวได้ มีรายงานว่า เซอร์เฟกตินสามารถยับยั้งการ
สร้างไบโอฟิล์มของเชื้อ Salmonella typhimurium, S. enterica, E. coli และ Proteus 
mirabilis ในสายท่อปัสสาวะของผู้ป่วยได้ (Mireles และคณะ, 2001) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต
ได้จากแบคทีเรีย Lactobacillus acidophilus สามารถลดการยึดเกาะของแบคทีเรียก่อโรคใน แก้ว 
ยาง เนื้อเยื่อที่ปลูกถ่ายของกล่องเสียง และอุปกรณ์การแพทย์ได้ (Sambanthamoorthy และคณะ, 
2014) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการยับยั้งเซลล์มะเร็งจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอีกด้วย ได้แก่ แมน
โนซิลอีรีทิทอลชนิดเอ และ บี สามารถยับยั้งการเจริญและแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวได้
หลายชนิด (Arutchelvi และ Doble, 2011) โซโฟโรลิพิดที่ผลิตจากยีสต์ Wickerhamiella 
domercqiae สามารถกระตุ้นให้เซลล์มะเร็งท่ีตับ H7402 ตายได้ (Chen และคณะ, 2006)  
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2.7 ความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์จากสิ่งแวดล้อมทางทะเล 

ยีสต์คือกลุ่มของจุลินทรีย์ที่อยู่ในอาณาจักรฟังไจ (Fungi Kingdom) มีลักษณะเซลล์เป็น
เซลล์เดี่ยว (unicellular fungi) การจัดจ้าแนกประเภท (classification) แบ่งเป็น 2 ไฟลัม ได้แก่ เบ
สิดิโอมัยโคตา (Basidiomycota)  และ แอสโคมัยโคตา (Ascomycota) ปัจจุบันมียีสต์ถูกค้นพบแล้ว 
149 สกุล ประมาณ 1500 สปีชีส์ หรือ มีเพียงประมาณ 1 เปอร์เซ็นต์ของประชากรของยีสต์ทั้งหมด
ในธรรมชาติที่ถูกค้นพบ ยีสต์มีบทบาทส้าคัญต่อมนุษย์มาหลายศตวรรษ โดยเริ่มจากมีการน้ายีสต์มา
ใช้ในกระบวนการหมัก ท้าเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ขนมปัง และอาหารสัตว์ เนื่องจากเป็นแหล่งของ
โปรตีน วิตามิน เอมไซม์สูง ในแง่อุตสาหกรรมอาหารน้ายีตส์มาใช้เป็นสารเติมแต่ง (food additives) 
สารเติมแต่งกลิ่นรส (flavouring agents) และอาหารส้าหรับเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ นอกจากนี้ยีสต์ยัง
สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆได้ เช่น การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ (Production of biofuel) 
การย่อยสลายสารมลพิษด้วยวิธีทางชีวภาพ (Biodegradation) (Kutty และ Philip, 2008; 
Bekatorou และคณะ, 2006; Chen และคณะ, 2009) การควบคุมศัตรูพืชด้วยชีววิถี (Biocontrol) 
เป็นต้น ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถพบได้ทุกหนทุกแห่งในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติ เช่น น้้า ดิน
ตะกอน ต้นไม้ สัตว์ แม่น้้า ทะเล ทะเลสาบ บริเวณปากแม่น้้าหรือน้้ากร่อย และป่าชายเลน เป็นต้น 
ซึ่งการแพร่กระจายของประชากรและความหลากหลายของยีสต์ขึ้นอยู่กับชนิดและความเข้มข้นของ
สารอินทรีย์ในสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้ยังขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมทางกายภาพ เช่น อุณหภูมิ แสง 
ความดัน และ ค่าพีเอช (Kutty และ Philip, 2008; Nagahaman, 2006; Gadanho และคณะ, 
2013; Kutty และคณะ, 2013)     

 สิ่งแวดล้อมทางทะเลเป็นแหล่งที่รวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพสูง โดยท้องทะเลมี
พ้ืนที่ปกคลุมกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนผิวโลก เป็นแหล่งที่อยู่อาศัยของสิ่งมีชีวิตต่างๆใต้ท้องทะเล
รวมถึงจุลินทรีย์ที่มีความน่าสนใจ (Gonzalez-Parraga และคณะ, 2011) จากการศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรีย์ พบว่ายีสต์จะด้ารงชีวิตอยู่ในทะเลมากกว่าราชนิดอ่ืนๆ เนื่องจาก
ระบบนิเวศทางทะเลมีปริมาณของสารอินทรีย์ที่เพียงพอและเหมาะสมส้าหรับการเจริญของยีสต์  
ยีสต์จากทะเลมีศักยภาพในการผลิตสารที่มีคุณสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive 
compound) เช่น กรดอะมิโน กลูแคน กลูต้าไทโอน สารพิษ เอนไซม์ ไฟเตต แคโรทีนอยด์ และ 
วิตามิน ซึ่งสามารถน้ามาประยุกต์ในอุตสาหกรรมได้หลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร 
อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง และ อุตสาหกรรมเคมี  ดังตารางที่ 5 (Chi และคณะ, 
2006; Nagahaman, 2006; Zaky และคณะ, 2014)  

ยีสต์จากทะเลถูกค้นพบครั้งแรกเม่ือปี ค.ศ. 1894 โดย Fisher ได้คัดแยกยีสต์ที่มีโคโลนีสีขาว
และสีแดง จากมหาสมุทรแอตแลนติก และน้ามาจัดจ้าแนก พบว่า คือ ยีสต์ Torula sp. และ 



 33 

Mycoderma sp. จากการค้นพบยีสต์ทะเลของ Fisher ท้าให้มีนักวิจัยจ้านวนมากสนใจคัดแยกยีสต์
ทะเลจากแหล่งต่างๆ เช่น น้้าทะเล สิ่งทับถมในทะเล สาหร่าย ปลา และ สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้้านมทาง
ทะเล ยีสต์ทะเลสามารถจัดจ้าแนกเป็น 2 กลุ่ม คือ ยีสต์กลุ่มที่เจริญได้ในสภาวะที่ไม่มีอากาศ หรือไม่
มีออกซิเจนเท่านั้น (obligate หรือ indigenous marine yeasts) ซึ่งสามารถพบยีสต์กลุ่มนี้ได้ใน
สิ่งแวดล้อมทางทะเลเท่านั้น ส่วนยีสต์กลุ่มที่สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีหรือไม่มีออกซิเจน 
(facultative marine yeast) มักเป็นกลุ่มยีสต์สายพันธุ์เดียวกับที่สามารถพบได้ในระบบนิเวศทั่วไป 
(Kutty และ Philip, 2008; Zaky และคณะ, 2014) Kutty และ Philip (2008) รายงานว่า ยีสต์ที่คัด
แยกมาจาก ผลไม้ ดิน สัตว์ และ มนุษย์ สามารถด้ารงชีวิตอยู่ในแหล่งน้้าและทะเลได้ หรือ ยีสต์บาง
ชนิดที่สามารถพบได้บ่อยในน้้าทะเล อาจเป็นยีสต์ที่ปนเปื้อนมาจากสิ่งแวดล้อมทางบก และสามารถ
อยู่รอดในน้้าทะเลได้ เช่น สกุล Candida, Cryptococccus, Debaryomyces, Pichia, 
Hanesnula, Rhodotorula, Saccharomyces, Trichosporon และ Torulopsis (Gadanho และ
คณะ, 2013)  

ยีสต์ที่อาศัยอยู่ในสิ่งแวดล้อมทางทะเลจะมีจ้านวนประชากรลดลง ในบริเวณที่ระยะห่างจาก
ชายฝั่งทะเลมากขึ้น เนื่องจากบริเวณชายฝั่งทะเลมีสารอินทรีย์ที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญของยีสต์  
โดยพบว่าบริเวณใกล้ชายฝั่งทะเลจะพบยีสต์อาศัยอยู่ประมาณ 10-1000 เซลล์ต่อลิตร และจะพบ
แอสโคมัยซีตัสยีสต์ เช่น Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia และ 
Saccharomyces ในขณะที่บริเวณท่ีอยู่ห่างจากชายฝั่งออกไปหรือน้้าทะเลลึกเป็นบริเวณที่มีปริมาณ
ของสารอินทรีย์อยู่น้อย จะพบยีสต์เพียง 10 หรือน้อยกว่า 10 เซลล์ต่อลิตร โดยจะสามารถพบเบสิดิ
โอมัยสิตัสยีสต์ เช่น Cryptococcus, Rhodosporidium, Rhodotorula, และ Sporobolomyces 
เป็นต้น (Kutty และ Philip 2008; Kutty และคณะ, 2013) นอกจากนี้ยังพบว่า ปรากฏการณ์ต่างๆที่
เกิดขึ้นในน้้าทะเล ส่งผลต่อจ้านวนประชากรและความหลากหลายของยีสต์ เช่น ปรากฏการณ์น้้า
ทะเลลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว (Thermoclines) ปรากฏการณ์น้้าทะเลเปลี่ยนสี (Plankton 
Bloom) และน้้ามันเคลือบอยู่ที่ผิวหน้าของน้้าทะเล (surface slicks) เป็นต้น (Gadanho และคณะ, 
2013)  

ในสิ่งแวดล้อมทางทะเลมีการปนเปื้อนด้วยมลพิษต่างๆ เช่น สารอินทรีย์ โลหะหนัก 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารไฮโดรคาร์บอน ยีสต์ที่อาศัยอยู่ในทะเลมีบทบาทส้าคัญในการย่อยสลายสาร
มลพิษทางผ่านกระบวนการทางชีวภาพ (biodegradation) ย่อยสลายสารประกอบที่ย่อยสลายยาก 
(Recalcitrant compounds) หมุนเวียนสารอินทรีย์ ในระบบนิเวศ (Nutrient-recycling 
phenomena) Kutty และคณะ, 2013 เป็นต้น มีรายงานว่ายีสต์จากทะเลสามารถย่อยสลายอะลิฟา
ติกไฮโดรคาร์บอนในน้้ามันดิบได้ เช่น Candida parapsilosis, C. albicans, C. guilliermondii, Y. 
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lipolytica, C. tropicalis และ C. intermedia  โดยยีสต์ Yarrowia lipolytica มีศักยภาพในการ
ย่อยสลายได้ดีท่ีสุด (78 เปอร์เซ็นต์) (Chi และคณะ, 2010)  

กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ ในขั้นตอนการย่อยสลายสารมลพิษจะมีประสิทธิภาพเมื่อ
สารมลพิษมีลักษณะกระจายตัว ละลาย หรือ ก่อตัวเป็นอิมัลชัน (Maneerat, 2005) Olivera และ
คณะ, 2003 รายงานว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดเซอร์เฟกตินสามารถจับกับสารไฮโดรคาร์บอน
และช่วยส่งเสริมการละลายของไฮโดรคาร์บอนได้ Amaral และคณะ, 2006 พบว่า ยีสต์สายพันธุ์ 
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Yansan ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น
สารก่ออิมัลชันทางชีวภาพ (bioemulsifier) สามารถก่ออิมัลชันกับสารอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน
และอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนที่มีความเสถียรในช่วงพีเอช 3-9 ท้าให้สามารย่อยสลายสารมลพิษได้ดี  
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ตารางท่ี 5 การน้ายีสต์จากทะเลมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ (Chi และคณะ, 2010; Zaky 
และคณะ, 2014)  
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Bio-ethanol 
 
 
 
 
Microbial oil 
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2.7.1 ความหลากหลายทางชีวภาพของเกาะสีชัง 

  เกาะสีชัง เป็นเกาะที่ตั้งอยู่บริเวณตามแนวชายฝั่งทะเลตะวันออกของอ่าวไทย อ้าเภอศรีราชา 
จังหวัดชลบุรี โดยเกาะสีชังเคยเป็นพระราชวังฤดูร้อนในพระบาทสมเด็จพระจุลจอมเกล้าเจ้าอยู่หัว 
(รัชกาลที่ 5) และเป็นเคยที่พระทับของรัชกาลที่ 4-6 นอกจากนี้ยังเป็นเส้นทางการขนส่งสินค้าทาง
เรือของในและต่างประเทศที่ส้าคัญตั้งแต่ปีที่ 1800 (Wattayakorn และ Boopern, 2014; 
Somboonna และคณะ, 2012) ในปัจจุบันเกาะสีชังเป็นสถานที่ท่องเที่ยวที่มีทรัพยากรธรรมชาติทาง
ทะเลที่มีความสวยงาม ประกอบด้วย 5 หาด ได้แก่ หาดท่าวัง หาดทรายแก้ว หาดถ้้าพัง หาดหินกลม 
และหาดถ้้าทราย เกาะน้อยใหญ่ 8 เกาะ ได้แก่ เกาะยายท้าว เกาะค้างคาว เกาะท้ายตาหมื่น เกาะ
ขามใหญ่ เกาะขามน้อย เกาะสัมปันยื้อ เกาะปรง และเกาะร้านดอกไม้ (ภัทรกุล ศรีสุข, 2548) 
นอกจากนี้ยังมีแหล่งท่องเที่ยวทางด้านประวัติศาสตร์ที่ส้าคัญ ได้แก่ พระจุฑาธุราชฐาน รอยพระพุทธ
บาทจ้าลอง และโบสถ์พระแก้ว เป็นต้น ท้าให้มีการขยายตัวของชุมชนเพ่ิมมากขึ้น มีการประกอบ
ธุรกิจการค้าขาย ที่พักอาศัย มีอุตสาหกรรมต่างๆ มากมาย รวมทั้งกิจกรรมทางทะเลต่างๆ และเกาะสี
ชังยังเป็นที่ส้าหรับขนถ่ายสินค้าทางการเกษตรผ่านการประมงน้้าลึก ได้แก่ แป้งมันส้าปะหลัง ข้าว 
โดยขนถ่ายสินค้ากลางทะเลสู่เรือใหญ่อีกทอดหนึ่ง (ณิฏฐารัตน์ ปภาสิทธิ์, 2546) ซึ่งจากข้อมูลและ
สถิติของกรมเจ้าท่าในปี 2009 (Marine Department of Thailand) พบว่าเกิดเหตุการณ์น้้ามันดิบ
รั่วไหลที่เกาะสีชังมากกว่า 20 ครั้งภายใน 2 ศตวรรษ ซึ่งมลพิษจากน้้ามันปนเปื้อนจะส่งผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมทางทะเลและสัตว์ที่อยู่บริเวณหน้าดิน (Wattayakorn และ Rungsapa, 2012; 
Wattayakorn และ Boopern, 2014)  

  การประกอบการอุตสาหกรรม การขนส่งสินค้าทางเรือ การก่อสร้างสาธารณูปโภคเพ่ือรองรับ
การท่องเที่ยว ตลอดจนเหตุการณ์การรั่วไหลของน้้ามันดิบระหว่างการขนส่งสินค้า หากปัจจัยเหล่านี้
เกิดขึ้นโดยมิได้ค้านึงถึงความเหมาะสมและการจัดการแก้ไขด้วยวิธีถู กต้อง จะส่งผลท้าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงและความเสื่อมโทรมของระบบนิเวศทางทะเล คุณภาพของน้้าทะเล และกระทบต่อ
หลากหลายของสิ่งมีชีวิตบริเวณชายฝั่งของเกาะสีชั่ง (ภัทรกุล ศรีสุข, 2548) การศึกษาชนิดและความ
หลากหลายของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่บริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งของเกาะสีชัง จะเป็นข้อมูลพ้ืนฐานท้าให้ทราบ
ถึงความเปลี่ยนแปลงและสามารถบ่งชี้ภาวะที่เกิดขึ้นในระบบนิเวศของเกาะสีชังได้ ซึ่งจะเป็นแนวทาง
อนุรักษ์พันธุ์ของสิ่งมีชีวิตและระบบนิเวศต่อไป 

  จากโครงการวิจัยในหัวข้อเรื่องความหลากหลายของยีสต์และราคล้ายยีสต์จากบริเวณพ้ืนที่ 
ชายฝั่งของเกาะสีชัง อ้าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 5 จุด ได้แก่ หาดถ้้าพัง หาดท่าวัง หาดท่ายายทิม 
ท่าล่าง (ท่าเรือเทววงษ์) และท่าบน (ท่าเรือภานุรังสี) เมื่อปี พ.ศ.2554-2555 (Thaniyavarn และ
คณะ, 2013) ได้ท้าการคัดแยกยีสต์จากบริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งทะเลเกาะสีชัง โดยอาศัยลักษณะสัณฐาน

http://wiki.eanswers.com/th/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
http://wiki.eanswers.com/th/%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AA%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B9%87%E0%B8%88%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B9%89%E0%B8%B2%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7
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วิทยาเบื้องต้นร่วมกับวิธีการอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล (molecular technique) ตามวิธีของ 
Kurtzman และคณะ, 2011 เพ่ือจัดจ้าแนกและศึกษาความหลากหลายของยีสต์และราคล้ายยีสต์
บริเวณพ้ืนที่ชายฝั่งของเกาะสีชัง พบว่า แยกยีสต์ได้ทั้งหมด 246 ไอโซเลต จาก 41 ตัวอย่าง และน้า 
50 ไอโซเลต มาพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธีอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล ศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในโดเมน 
D1/D2 ของ 26S rDNA ซึ่งผลจากการจัดจ้าแนกสายพันธุ์ยีสต์แสดงในตารางที่ 6 

  จากการศึกษาความหลายหลากของยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่คัดแยกได้ มีเปอร์เซ็นต์ความถี่
ของการพบสายพันธุ์ยีสต์ ดังตารางที่ 7 พบว่า มีแอสโคมัยซิตัสยีตส์ 82 เปอร์เซ็นต์ และ เบสิดิโอมัย
ซิตัสยีสต์ 18 เปอร์เซ็นต์ของยีสต์สกุลที่รู้จักแล้ว ทั้งหมด 15 สกุล ได้แก่ Candida, Pichia, 
Wickerhamomyces, Rhodosporidium, Aureobasidium, Clavispora, Sporidiobolus, 
Issatchenkia, Hanseniaspora, Saccharomyces, Rhodotorula, Cryptococcus, 
Debaryomyces, Astermella และ Sporidiobolus ยีสต์ที่พบส่วนใหญ่เป็นแอสโคมัยซิตัสยีสต์ 
ได้แก่ Aureobasidium pullulans, Candida fermentati, C. glabrata, C. hawaiiana, C. 
metapsilosis, C. thaimueangensis, C. tropicalis C. orthopsilosis, C. parapsilosis, C. 
rugosa, Clavispora lusitaniae, Debaryomyces nepalensis, Hanseniaspora opuntiae, 
Pichia ciferrii Pichia terrícola, P. kudriavzevii, P. caribbica, M. guilliermondii, 
Rhodosporidium poludigenum, Issatchenkia terricola, Saccharomyces cerevisiae, 
Wickerhamomyces siamensis และ W. anomalus และพบเบสิดิโอมัยซิตัสยีสต์เพียง 18 
เปอร์เซ็นต์ของความถี่การพบสปีชีส์ ได้แก่  Asterotremella humícola, Rhodosporidium 
azoricum, R. mucilaginosa, R. paludigenum และ Sporidiobolus ruineniae นอกจากนี้ยัง
พบว่ามียีสต์สปีชีส์ใหม่หรือสปีชีส์ที่ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Candida sp. 
YTW5-4 ซึ่งคัดแยกได้น้้าทะเลบริเวณหาดท่าวัง 
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รูปที่ 13 จุดเก็บตัวอย่างน้้าทะเลและอินทรียวัตถุรอบเกาะสีชัง (Thaniyavarn และคณะ, 2013) ทิศ
ตะวันออกของ ได้แก่ หาดท่าวัง, ท่าล่าง (ท่าเทววงศ์), ท่าบน (ท่าภาณุรังษี), ท่ายายทิม ทิศตะวันตก 
ได้แก่ หาดถ้้าพัง 
 

จากการศึกษาพบยีสต์สกุล Candida มากที่สุด Kutty และ Phillip (2008) รายงานว่า ยีสต์
สกุล Candida สามารถพบได้บ่อยในบริเวณปนเปื้อนด้วยสารมลพิษและการพบยีสต์สกุลนี้ สามารถ
เป็นตัวบ่งชี้ปริมาณของมลพิษที่เกิดขึ้นบริเวณชายฝั่งทะเลได้  ส่วนสปีชีส์ที่พบมากที่สุด ได้แก่ 
Candida tropicalis 12 ไอโซเลต (24%) และ C. parapsilosis 5 ไอโซเลต  (10%) 
Aureobasidium pullulans 3 ไอโซเลต (6%), Rhodotorula mucilaginosa  3 ไอโซเลต (6%) 
เช่นเดียวกับ Yan และคณะ (2010) พบว่า ยีสต์สายพันธุ์ C. tropicalis มีการแพร่กระจายทั่วระบบ
นิเวศทางทะเลหลายแห่งของประเทศจีนและในตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไต้หวัน โดย
สันนิษฐานว่าบริเวณชายฝั่งทะเลอาจจะมีแหล่งอาหารที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญของ C. tropicalis 
ท้าให้พบการแพร่กระจายของยีสต์สปีชีส์นี้ในระบบนิเวศทางทะเลจ้านวนมาก(Chen และคณะ, 
2009) A. pullulans เป็นราคล้ายยีสต์ที่มักจะพบในผิวพืชที่อยู่เหนือดิน (phylloplane) บริเวณที่มี
ความเค็ม (hypersaline habitats) บริเวณชายฝั่งทะเล ซึ่งมีบทบาทเป็นผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
สิ่งแวดล้อม (Liu และคณะ, 2009) 

 
 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAA&url=https%3A%2F%2Ffoursquare.com%2Fv%2F%25E0%25B8%2597%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25A0%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%2593%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%2587%25E0%25B8%25A9%25E0%25B8%2597%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%259A%25E0%25B8%2599%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%2581%25E0%25B8%25B2%25E0%25B8%25B0%25E0%25B8%25AA%25E0%25B8%258A%25E0%25B8%2587%2F4f825993e4b0880780a0d851&ei=F_JSVYzbNcu2uATJnIGoAw&usg=AFQjCNHjsQpOWatC-1fNllMaEKf2My86og&bvm=bv.93112503,d.c2E
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ตารางท่ี 7 เปอร์เซ็นต์ความถี่ของการพบยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งของเกาะสีชัง 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : จุดเก็บตัวอย่าง :TW= หาดท่าวัง, TP= หาดถ้้าพัง, TU = ท่าบน, TD = ท่าล่าง, TY= ท่า
ยายทิม  * % ความถี่ของการพบสายพันธุ์ยีสต์ A= (จ้านวนสายพันธุ์ยีสต์ A X 100) /จ้านวนยีสต์
ทั้งหมดท่ีพบ 

 % frequency occurrence (FO )*  

      Yeast Species TW TP TU TD TY Total 

Ascomycota       
Aureobasidium pullulans - 6 - - - 6 
Candida fermentati 2 2 - - - 4 
C. glabrata - 2 - - - 2 
C. hawaiiana 2 - - - - 2 
C. metapsilosis - 2 - - - 2 
C. thaimueangensis - - - 2 - 2 
C. tropicalis 4 12 6 2 - 24 
C. orthopsilosis - 2 - 2 - 4 
C. parapsilosis 4 2 2 2 - 10 
C. rugosa - 2 - - - 2 
Clavispora lusitaniae - 2 - - - 2 
Debaryomyces nepalensis - - - - 2 2 
Hanseniaspora opuntiae 2 - 2 - - 4 
Issatchenkia terrícola - 2 - - - 2 
Meyerozyma caribbica 4 - - - - 4 
M. guilliermondii 2 - - - - 2 
Pichia kudriavzevii - 2 - - - 2 
Saccharomyces cerevisiae - - 2 - - 2 
Wickerhamomyces siamensis 2 - - - - 2 
W. anomalus - - - 2 - 2 
Basidiomycota       
Asterotremella humícola 2 - - - - 2 
Rhodosporidium azoricum - 2 - - - 2 
R. mucilaginosa - - - 6 - 6 
R. paludigenum 2 2 - - - 4 
Sporidiobolus ruineniae 2 2 - - - 4 

Total 28 42     12 16 2 100 

 



 43 

เมื่อเปรียบเทียบประชากรและความหลากหลายของยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากหาด
ถ้้าพังซึ่งอยู่ทางด้านทิศตะวันตกของเกาะสีชังและหาดท่าวังที่ตั้งอยู่ด้านทิศตะวันออกของเกาะสีชัง 
พบว่า หาดถ้้าพังมีประชากรและความหลากหลายของยีสต์มากกว่าหาดท่าวัง โดยพบยีสต์ 42% และ 
28% ของความถี่ในการพบยีสต์ ตามล้าดับ ในบริเวณหาดท่าวังมักเป็นบริเวณที่มีประชากรอาศัยยู่
อย่างหนาแน่น มีที่พักอาศัย ท่าเทียบเรือ ตลอดจนมีกิจกรรมทางทะเลต่างๆ ท้าให้เป็นที่สนใจของ
นักท่องเที่ยวจ้านวนมากขึ้น ซึ่งจะส่งผลกระทบโดยตรงต่อระบบนิเวศชายหาด เนื่องจากมีปริมาณของ
ขยะที่ถูกทิ้งจ้านวนมาก (ปิยา รพีธรรม, 2553) ขยะบางชนิดเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตและสะสมมล
สารอยู่บริเวณระบบนิเวศทางทะเล ซึ่งอาจจะส่งผลกระทบต่อความหลากหลายในการพบสกุลและสปี
ชีส์ของยีสต์ในบางชนิด ส่วนหาดถ้้าพัง มีลักษณะภูมิทัศน์ส่วนใหญ่เป็นโขดหิน มีประชากรอาศัยไม่
มากนัก ระบบนิเวศทางทะเลจึงไม่ถูกรบกวน ท้าให้มีความหลากหลายของปริมาณและสปีชีส์ของยีสต์
ที่อาศัยอยู่บริเวณหาดถ้้าพัง 



บทที่ 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ 

3.1.1. อุปกรณ์ 

- เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท Kruss, Germany 

- เครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิคโครมาโตกราฟี (High Performance Liquid     
Chromatography: HPLC) รุ่น Pro star บริษัท Varian, USA 

- คอลัมน์ C18–AR Cosmosil 5 µm, A º ขนาด 4.6 x 150 มม. ของบริษัท Water  

- กล้องจุลทรรศน์ชนิดสองตา (Binocular compound microscope) รุ่น Olympus ของ   
บริษัท รุ่น BH-2 ของบริษัท Olympus, japan 

- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated centrifuge) รุ่น 
Avanti J-301 ของบริษัท Beckman Coulter, USA 

- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิแบบตั้งโต๊ะ (Superspeed table-top 
centrifuge) รุ่น KUBOTA 3700 ของ บริษัท Kubota Corporation, Japan 

- เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Rotary vaccum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท 
Eyela, Japan 

- เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น R-300 ของบริษัท 
BUCHI, Switzerland 

- เครื่องท้าให้แห้งด้วยระบบสูญญากาศ (Freeze dry F0-1) ของบริษัท Tokyo Rikakikai, 
Co, LTD. Japan 

- เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ
บริษัท Thermo Spectronic, USA 

- เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nano drop) รุ่น nanodrop 2000 ของบริษัท thermo 
scientific 
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- ตู้นึ่งความดันไอฆ่าเชื้อแบบอัตโนมัติ (Autoclave) รุ่น SS-35 และรุ่น ES-315 ของบริษัท 
Tomy Seiko, Ltd., Japan, รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sany Co., Ltd., Japan และรุ่น 
HV-25 ของบริษัท Hirayama, Co., Ltd., Japan  

- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated incubator shanker) รุ่น InnovaTM 
4300 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 

- อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น M-LAB ของบริษัท เมโทรโลยี เทคนิคคอล 

- อ่างอัลตราโซนิก หรือ เครื่องดูดสูญญากาศ รุ่น Bandelin Sonorex PK 100 ของบริษัท
Bandelin electronic, เยอรมนี 

- ตู้อบเพาะเชื้อ (Incubator) รุ่น memmert BE 600 ของบริษัท Jebsen & Jessen 

- เครื่องชั่งหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

- เครื่องชั่งละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

- เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

- ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, USA 

- ตู้ดูดควัน (Air flow Hood) ของบริษัท Flexlab  

- เครื่องผสมสาร (Vortex mixer2) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industies Inc., USA 

- ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P1000 และ P5000 ของบริษัท 
Gilson, France 

3.1.2. เคมีภัณฑ์ 

- สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- สารสกัดจากข้าวมอลต์ (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- ทริปโตน (Tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- กลูโคส (Glucose) ของบริษัท E.Merck, Dramstdt, Germany 

- น้้ามันสังเคราะห์ (Synthetic crude-oil) ของบริษัท Japan Petroleum Institute, 
Japan 
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- ทริสมาเบส (Trisma base; Tris [hydroxymethyl] aminomethane)(C4H12NO3) ของ
บริษัท Sigma, U.S.A. 

- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) Merck ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (HCl) Merck ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS; sodium dodecyl sulfate) ของบริษัท E. Merk, 
Dreamstadt Germany 

- โพแทสเซียมอะซิเตท (CH3COOK) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- คลอโรฟอร์ม (Chloroform) ของบริษัท BHD-Prolabo, England  

- ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (isoamylalcohol; 3-Methylbutanal of molecular biology)  
ของบริษัท ajaxfinechem,  Australia 

- ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

- เอทานอลบริสุทธิ์ (Absoluteethanol) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- พีดีบี (PDB, Potato dextrose broth) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- โปรแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- คอร์นมีล (Corn Meal) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 

- โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัทE. Merk, DreamstadtGermany 

- แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO47H2O) ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 

- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัทบริษัท Promega, U.S.A. 

- ซูโครส บริษัทวังขนายคอนสตรัคชั่นจ้ากัดประเทศไทย 

- น้้ามันปาล์ม บริษัทมรกตอินดัสตรีส์ จ้ากัด ประเทศไทย 

- น้้ามันถั่วเหลือง บริษัทมรกตอินดัสตรีส์ จ้ากัด ประเทศไทย 

- น้้ามันงา บริษัท ล่้าสูง จ้ากัด ประเทศไทย 

- น้้าคาโนล่า (conola) Singapore บริษัท ไซม์ดาร์บี้ เอดิเปิ้ง โปรดักส์ ลิมิเต็ด จ้ากัด 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rja&uact=8&ved=0CEgQFjAG&url=http%3A%2F%2Fwww.chemtrack.org%2FNews-Detail.asp%3FTID%3D1%26ID%3D90&ei=iCglU4yGCcSSiAff3IDIBA&usg=AFQjCNFvCT_cVWG97qhAuZN-xOuOzu_Ixw&sig2=kTbX6sPquMnuZA9XMnJBZg&bvm=bv.62922401,d.aGc
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCoQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.foodietaste.com%2FFoodPedia_detail.asp%3Fid%3D392&ei=9jAlU5ahEISZiQezvIGICw&usg=AFQjCNGxaaUaXB6evYmgagTfya0x9BdMUg&sig2=vZc7yVI3h9PAL3zlvExCPA&bvm=bv.62922401,d.aGc
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- น้้ามันมะกอก (olive oil) Naturel บริษัท ล่้าสูง จ้ากัด ประเทศไทย 

- น้้าดอกทานตะวัน (Sunflower) บริษัท ธนากรผลิตภัณฑ์ น้้ามันพืช จ้ากัด 

- น้้ามันข้าวโพด (corn oil) บริษัท ล่้าสูง จ้ากัด ประเทศไทย 

- น้้ามันปาล์ม (Palm oil) ของบริษัท มรกต อินดัสสตริ้งส์ จ้ากัด (มหาชน) 

- น้้ามันถั่วเหลือง (Soybean) ของบริษัท น้้ามันพืชไทย จ้ากัด (มหาชน) 

- Mineral oil ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- น้้ามันร้าข้าว (Rice bran oil) ของบริษัท กสิสุรีย์ จ้ากัด 

- Headecane ของบริษัท ACROS organics, Belgium 

- Dodecane ของบริษัท ACROS organics, Belgium 

- Toluene ของบริษัท ACROS organics, Belgium 

- กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 

- แอมโนเนียมไนเตรด (NH4NO3) ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 

- แอมโนเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- แอมโนเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt Germany 

- เฮกเซน (Hexane, C6H14) ของบริษัท Macron, U.S.A. 

- กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (Concentration HCl) ของบริษัท E. Merk, 
DreamstadtGermany 

 - เอทิลอะซิเตต (C4H8O2) Macron Fine Chemicals ของบริษัท Avantor Performance 
Materials สหรัฐอเมริกา - แอลฟา-แนฟทอล (naphtol) ของบริษัท Fluka, Switzerland  

- อะซิโตรไนไตรล์ (Acetonitrile) HPLC grade ของบริษัท E. Merk, 
DreamstadtGermany 

- น้้า HPLC grade ของบริษัท E. Merk Dramstadt, Germany 

- กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoroacetic acid) HPLC grade ของบริษัท E. Merk, 
Dreamstadt, Germany 
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- กระดาษกรองขนาด 47 มม. 0.45 ไมครอน  (Cellulose acetate membrane) ของ
บริษัท Whatman, USA 

- ไอโอดีนชนิดเกล็ด ของบริษัท Univar, U.S.A. 

- แผ่นโครมาโตรกราฟีทินเลเยอร์ (Analytical Thin-layer Chromatography) Sillica gel 
60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 0.2 มิลลิเมตร ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 

- แผ่นโครมาโตรกราฟีทินเลเยอร์ (Preparative Thin-layer Chromatography) Sillica 
gel 60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 2 มิลลิเมตร ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 

 
3.2 วิธีด าเนินการวิจัย 

3.2.1 คัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชังที่มี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 

  3.2.1.1 การคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพบนอาหารแข็ง 

      น้ายีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกจากบริเวณชายฝั่ งของเกาะสีชัง อ้าเภอศรีราชา 
จังหวัดชลบุรีที่เคยมีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจ้านวน 16 สายพันธุ์ (Thaniyavarn 
และคณะ, 2013) มาทดสอบความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยขีดเชื้ออายุ 24 
ชั่วโมง บนอาหารแข็ง Yeast Malt Extract agar (YM agar) ที่ปกคลุมด้วยน้้าดิบ 20 ไมโครลิตร บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส คัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยสังเกตการสร้างบริเวณวงใสรอบโคโลนีบนอาหารแข็งทุกๆ 1, 3, 5 และ 7 วัน ตาม
วิธีการของ Morikawa และคณะ (1993)   

   3.2.1.2 การคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวทางชีวภาพระดับขวดเขย่า 

     น้าเชื้อยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบน
อาหารแข็ง มาทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ เพ่ือคัดเลือกสายพันธุ์ที่มี
ประสิทธิภาพมากที่สุด โดยการน้ายีสต์และราคล้ายยีสต์แต่ละสายพันธุ์มาเลี้ยงในอาหารเหลว YM  
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเร็วเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง เพ่ือ
ใช้ส้าหรับเตรียมหัวเชื้อและถ่ายหัวเชื้อ 10 % ปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหารเหลวก้าหนดสูตรโดย
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ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (ธนัสถา เชียงอุทัย, 2549) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วย
อัตราเร็วเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 7 วัน  

3.2.1.3 การติดตามประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  น้าน้้าเลี้ยงเชื้อมาปั่นแยกเซลล์ออกโดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 8,000 รอบ
ต่อนาที และควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที จากนั้นน้าส่วนใสมาวัด
ประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 

3.2.1.3.1 การวัดค่าการกระจายน้้ามัน (Oil displacement activity) 

               ด้าเนินการตามวิธีของ Morikawa และคณะ (2000) ตวงน้้ากลั่นปริมาตร 
40 มิลลิลิตรลงในจานแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 มิลลิเมตรที่มีกระดาษกราฟรองอยู่เพ่ือใช้
ส้าหรับเป็นมาตราวัด หยดน้้ามันดิบ (crude oil) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงผิวหน้าของน้้าจะเกิด
เป็นแผ่นฟิล์มบางๆปกคลุมทั่วผิวน้้า จากนั้นหยดตัวอย่างน้้าเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบน
แผ่นฟิล์มของน้้ามันดิบ สังเกตบริเวณใสของการกระจายน้้ามัน และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
บริเวณใสและค้านวณหาพื้นที่ของการกระจายน้้ามัน 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14 การวัดค่าการกระจายน้้ามัน พ้ืนที่บริเวณใสของการกระจายน้้ามัน = ¶r2 
เมื่อ r  คือรัศมีความกว้างของพ้ืนที่บริเวณใส มีหน่วยเป็นตารางเซนติเมตร (cm2) 

โดยก้าหนดให้ 1 ตารางเซนติเมตรของการกระจายน้้ามันมีค่าเท่ากับ 1 หน่วย 

3.2.1.3.2 การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension activity)  

   น้าตัวอย่างน้้าเลี้ยงเชื้อมาวัดค่าแรงตึงผิวตามวิธี Du Nuoy Ring โดยใช้
เครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (Ring tensiometer K6, Kruss Germany) ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
และค้านวณเปอร์เซ็นต์ผลต่างแรงตึงผิวตามสูตรดังนี้ 

        

เปอร์เซ็นต์ผลต่างแรงตึงผิว =                                                          x 100    
ค่าแรงตึงผิวเริ่มต้น − ค่าแรงตึงผิวที่วัดได้

ค่าแรงตึงผิวเริ่มต้น
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3.1.3.3.3 การวัดการเจริญของเชื้อโดยหาน้้าหนักเซลล์แห้ง (Dry cell  

weight) 

   แยกเซลล์ออกจากน้้าเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 8,000 
รอบต่อนาที และควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้้ากลั่น 2 
รอบ จากนั้นน้าเซลล์ไปอบที่อุณหภูมิ 65±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงหรือจนกว่าจะแห้ง 
และชั่งน้้าหนักเซลล์แห้งด้วยเครื่องชั่งละเอียด 

3.2.2 การจัดจ าแนกยีสต์ 

3.2.2.1 จัดจ้าแนกยีสต์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล ด้วยการศึกษาล้าดับนิ
วคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS 

3.2.2.1.1 สกัดดีเอ็นเอ 

       การสกัดดีเอ็นเอจากจุลินทรีย์ตามวิธีการของ Jindamorakot (2006) 
เตรียมเซลล์แขวนลอย โดยขูดเซลล์ยีสต์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง YM  อายุไม่เกิน 48 ชั่วโมง ใส่ในไล
ซิสบัฟเฟอร์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จากนั้นน้าไปต้มในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 15 นาที 
เติมโปแทสเซียมอะซีเตต ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และแช่ในตู้แช่แข็ง 
เป็นเวลา 1 ชั่งโมง จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงโดยใช้เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที และดูดส่วนใสด้านบนมาสกัดโดยเติมคลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 
ปริมาตรเท่าตัวของส่วนใส 2 รอบ จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยไอโซโพรพานอล และล้าง
ตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล70 และ 90 % ตามล้าดับ และละลายในน้้า nano pure เก็บรักษาไว้
ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส การวิเคราะห์หาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอโดยน้า
ตัวอย่างสารละลายดีเอ็นเอส่งไปวิเคราะห์ที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี  

3.2.2.1.2 จัดจ้าแนกจุลินทรีย์โดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 

    จัดจ้าแนกโดยอาศัยอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล โดยการศึกษาล้าดับนิวคลี
โอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26s rDNA เปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีสต์สปีชีส์ที่มีความ
ใกล้เคียงกันมากที่สุดในฐานข้อมูลและใช้โปรแกรม BLASTn (Altschul และคณะ, 1997)  
    ส้าหรับสปีชีส์ที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน หรือสปีชีส์ใหม่ จัดจ้าแนกโดย
อาศัยหลักเกณฑ์ตาม Kurtzman และคณะ, 2011 น้ามาศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
(internal transcribed spacers) เพ่ือจัดจ้าแนกยีสต์ตามอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล 
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     การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีสต์ โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณโดเมน D1/D2 และบริเวณ ITS โดยการใช้โปรแกรม ClustalXver 1.8 (Larkin และคณะ, 
2007) เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์กับสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกัน และสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิง
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยใช้วิธีการ Neighbor-Joining (Saitou และ Nei, 1987) และ
ประเมินความน่าเชื่อถือด้วยการวิเคราะห์ค่า bootstrap (Felsenstein, 1985)  

         3.2.2.1.3 การจัดจ้าแนกยีสต์สปีชีส์ใหม่ด้วยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและ
อนุกรมวิธานเคมี 

             วิธีการจัดจ้าแนกประเภทของยีสต์ที่ใช้เป็นมาตรฐาน ท้าตามวิธีการ 
Kurtzman และคณะ ในหนังสือ The Yeast, A Taxonomic Study ฉบับพิมพ์ครั้งที่ 5 (2011) โดย
น้ายีสต์มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง YM เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้ายีสต์มาทดสอบลักษณะต่างๆดังนี้ 

    ศึกษาลักษณะทางด้านสัณฐานวิทยา 

      1. ศึกษาการเจริญของยีสต์ในอาหารเหลว 

     เลี้ยงยีสต์ในอาหารเหลว YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 วัน สังเกตลักษณะการเจริญในอาหารเหลว และศึกษารูปร่าง ขนาด ลักษณะการแตก
หน่อ และการจัดเรียงตัวของเซลล์ยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

         2. ศึกษาการเจริญของยีสต์ในอาหารแข็ง 

    เลี้ยงยีสต์ในอาหารแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 วัน จากนั้นตรวจสอบลักษณะโคโลนีที่เกิดขึ้นโดยสังเกตจากผิวหน้าของโคโลนี การนูน
ของโคโลนี และขอบโคโลนี 

        3. การสร้างแอสโคสปอร์ 

    เลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YM agar, Acetate agar (fowell), Malt extract 
agar, Potato dextrose agar (PDA) และ Acetate agar บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ ตรวจสอบการสร้างแอสโคสปอร์ รูปร่าง พ้ืนผิวและจ้านวนของแอสโคสปอร์
ทุกๆ 7 วัน ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

                          4. การสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียม 

              ศึกษาการสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียมด้วยวิธีเทคนิค Dalmau plate 
ในอาหารแข็ง YM agar, PDA และ Bacto corn meal agar (CMA) โดยเทอาหารเลี้ยงเชื้อลงบน

http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1/190-1825810-5262948?_encoding=UTF8&field-author=Cletus%20Kurtzman&search-alias=books&sort=relevancerank
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แผ่นสไลด์ที่อยู่ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ จากนั้นขีดเชื้อเป็นเส้นตรงและใช้กระจกปิดสไลด์ปลอดเชื้อปิด
ทับ บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-7 วัน สังเกตจากสร้างเส้นใยแท้และเส้นใย
เทียมจากกระจกปิดสไลด์และแผ่นสไลด์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 ศึกษาลักษณะทางด้านสรีรวิทยาและชีวเคมี 

    ศึกษาลักษณะทางด้านสรีรวิทยาและชีวเคมี และการทดสอบลักษณะอ่ืนๆ
ของสายพันธุ์ยีสต์ ได้แก่ การใช้สารประกอบคาร์บอน การใช้สารประกอบไนโตรเจน การหมัก
คาร์โบไฮเดรต เป็นต้น  

3.2.3 ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยยีสต์
ในระดับขวดเขย่า 

   3.2.3.1 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ 

    3.2.3.1.1 ชนิดของแหล่งคาร์บอนและปริมาณความเข้มข้นที่เหมาะสม
ส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

     เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ที่คัดเลือกในอาหารเหลวก้าหนดสูตร Manitchotpisit 
และคณะ (2011) และแปรผันแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส ซูโครส กลีเซอรอล น้้ามันถั่วเหลือง และ
น้้ามันปาล์ม โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของแหล่งคาร์บอน เท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) 
และเพาะเลี้ยงยีสต์ตามวิธีการในข้อที่ 3.2.1.2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 
วัน ติดตามการเจริญของยีสต์จากน้้าหนักเซลล์แห้งและค่าพีเอช และน้าตัวอย่างน้้าเลี้ยงเชื้อมา
ทดสอบหาค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว จากนั้นใช้แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมแปรผันความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอน เท่ากับ 2.5, 5, 7.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือเปรียบเทียบหาปริมาณความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

       3.2.3.1.2 ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนและอัตราส่วนระหว่างคาร์บอน
และไนโตรเจนเหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

                เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวก้าหนดสูตร Manitchotpisit และคณะ 
(2011) และแปรผันแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ เปปโตน สารสกัดจากมอลต์ แอมโมเนียมไนเตรท 
(NH4NO3) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) และโซเดียมไนเตรท 
(NaNO3) โดยใช้ความเข้มข้นเริ่มต้นของไนโตรเจน เท่ากับ 0.06 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) 
เพาะเลี้ยงยีสต์ตามวิธีการในข้อที่ 3.2.1.2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 
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ติดตามการเจริญของยีสต์จากน้้าหนักเซลล์แห้งและค่าพีเอช และน้าตัวอย่างน้้าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบหา
ค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว จากนั้นใช้แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ ศึกษาหาอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม (C:N) โดยแปรผัน
อัตราส่วนดังนี้ C:N 100, 200, 300 และ 400 เพ่ือเปรียบเทียบหาอัตราส่วนของคาร์บอนและ
ไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

    3.2.3.1.3 ศึกษาค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญ
และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

                เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวก้าหนดสูตรที่มีองค์ประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมและแปรผันค่าพีเอชในอาหารเริ่มต้น เท่ากับ 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 และ 7.5 
เพาะเลี้ยงยีสต์ตามวิธีการในข้อที่ 3.2.1.2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 
ติดตามการเจริญของยีสต์จากน้้าหนักเซลล์แห้งและค่าพีเอช และน้าตัวอย่างน้้าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบหา
ค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว เพ่ือหาค่าพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

       3.2.3.1.4. ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ 

                เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเหลวก้าหนดสูตรที่มีองค์ประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อและค่าพีเอชที่เหมาะสม แปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง เท่ากับ 30, 37 และ 40 องศา
เซลเซียส เพาะเลี้ยงยีสต์ตามวิธีการในข้อที่ 3.2.1.2 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน ติดตามการเจริญของยีสต์จากน้้าหนักเซลล์แห้งและค่าพีเอช และน้าตัวอย่างน้้าเลี้ยง
เชื้อมาทดสอบหาค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว เพ่ือหาอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญ
และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.2.4 การผลิตและการสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ผลิตได้ให้บริสุทธิ์บางส่วน 

 เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 7 วัน น้าน้้าเลี้ยงเชื้อมาปั่นแยกเซลล์ออก จากนั้นสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย
เอทิลอะซิเตทในอัตราส่วน 1:1 จ้านวน 3 ครั้ง น้าส่วนบนของสารละลายมาระเหยเอทิลอะซิเตท ออก
ด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Evaporator) จากนั้นท้าการระเหยแห้งอีกครั้งด้วยเครื่อง 
Centrifuge evaporator และหาน้้าหนักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ทดสอบประสิทธิภาพของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ท้าให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยวัดค่าการการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว 
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3.2.5 การติดตามการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตร และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที โดยเก็บตัวอย่างวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ติดตามการเจริญของ
ยีสต์ ทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยน้า
น้้าเลี้ยงเชื้อปั่นแยกเซลล์ออกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ แยกส่วนเซลล์ไปหาน้้าหนักแห้ง
เพ่ือติดตามการเจริญของเซลล์ และน้าส่วนน้้าใสมาทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
โดยวัดค่าการกระจายน้้ามัน ค่าแรงตึงผิว และติดตามสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ โดยการสกัด
สารและค้านวณหาน้้าหนักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.2.6 ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.2.6.1 การหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle 
concentration) 

            เป็นการหาค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น้อยที่สุดที่ท้าให้สารลดแรง
ตึงผิวเกิดการรวมตัวเป็นไมเซลล์ โดยน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ มาเจือจางให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 0.01-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยสารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ พีเอช 8 จากนั้น
วัดค่าแรงตึงผิวและเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและค่า log ความเข้มข้นของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ เพื่อค้านวณหาจุดวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ 

  3.2.6.2 วัดค่า Hydrophillic-Lipophillic Balance (HLB) เบื้องต้น (Kim และ
คณะ, 2002) 
   น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มาละลายในน้้า ให้มีค่าความเข้มข้นเท่ากับ 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และปรับค่าพีเอชเท่ากับ 5.5 และ 7 ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสม
สาร (vortex mixer) เป็นระยะเวลา 2 นาที สังเกตลักษณะการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
น้้าที่เกิดขึ้น และเปรียบเทียบค่า HLB จากตารางที่ 8 
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ตารางท่ี 8 เปรียบเทียบลักษณะการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในน้้าที่เกิดขึ้นและค่า HLB 
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
 

 

 

 

 

 

การหาค่า HLB ตามวิธีของ Chun และคณะ, 1960 หาค่าได้จากการวัด interfacial 
tension โดยเจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ให้มีความ
เข้มข้น เท่ากับ 10 เท่าของค่า CMC เทสารโทลูอีน (Toluene) ให้อยู่ชั้นบนของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากนั้นวัดค่า interfacial tension ระหว่างของเหลวทั้ง 2 ชนิด ค้านวณหาค่า HLB และ
เปรียบเทียบการน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปประยุกต์ใช้ดังตารางที่ 9 

 

ค้านวณหาค่า HLB ตามสูตร ดังนี้ 

HLB = -(∂-45.7)/2.36 

∂ คือค่า interfacial tension ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารโทลูอีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลักษณะการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในน้ า ค่า HLB 

ไม่ละลาย 1-4 
ละลายได้น้อย 3-6 
กระจายตัวได้เล็กน้อยสีขาวขุ่น ไม่เสถียร 6-8 
กระตัวสีขาวขุ่น เสถียร 8-10 
กระจายตัวได้ดี สารละลายโปรงแสง 10-13 
กระจายตัวได้ดี สารละลายโปร่งใส 13 

 



 56 

ตารางท่ี 9 ช่วงของ HLB และการน้าไปประยุกต์ใช้ (Tadros, 2009) 
 
 
 
 
 
 

 

3.2.6.3 การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsion Index) 

  การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงชีวภาพร่วมกับน้้ามันพืชชนิดต่างๆ 
และน้้ามันดีเคน เช่น น้้ามันปาล์ม น้้ามันถั่วเหลือง น้้ามันงา น้้ามันคาโนล่า น้้ามันมะกอก น้้ามันดอก
ทานตะวัน น้้ามันข้าวโพด น้้ามันร้าข้าว น้้ามันมิเนอรอล (Mineral oil) เฮกซะดีเคน (Hexadecane) 
และเดคเคน (Decane) น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเจือจางในทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์  ให้มี
ความเข้มข้นเท่ากับ 1 กรัมต่อลิตร ผสมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและน้้ามัน ในอัตราส่วน 1:1 โดย
เครื่องผสมสาร (vortex) ความเร็วสูงสุด เป็นระยะเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จากนั้นวัดความสูงของอิมัลชันที่เกิดขึ้นหลังจากบ่ม 24 ชั่วโมงและค้านวณหาเปอร์เซ็นต์ค่าดัชนีการ
ก่ออิมัลชันและวัดค่าความเสถียรในการก่ออิมัลชันจากสูตรดังนี้ 

 

การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (E24)   =                                       x 100 

 

3.2.6.4 การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Stability of 
biosurfactant)  

  การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะต่างๆ น้าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมาเจือจางด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นเกลือเท่ากับ 1-12 เปอร์เซ็นต์ (มวล
ต่อปริมาตร) ค่าพีเอช 2-12 และอุณหภูมิ 4, 30, 60 และ 100 องศาเซลเซียส และนอกจากนี้ยัง
ทดสอบความเสถียรภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 
ปาสคาล เป็นระยะเวลา 15 นาที บ่มในภาวะดังกล่าว และวัดค่าแรงตึงผิว เพ่ือเปรียบเทียบความ
เสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

ช่วงของ HLB การน าไปไประยุกต์ 

3-6 
7-9 
8-18 
13-15 
15-18 

อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้้ามันในน้้า (Oil-in-water emulsifier) 
สารท้าให้เปียก (Wetting agent) 
อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้้าในน้้ามัน (Water-in-oil emulsifier) 
สารท้าความสะอาด (Detergent) 
สารละลาย (Solubilizer) 

 

ความสูงของชั้นอิมัลชัน 

ความสูงของสารละลายทั้งหมด
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3.2.7 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

   3.2.7.1 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบ
แผ่นบาง (Thin Layer Chromatography) 

             การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้เฟสคงที่เป็นแผ่นซิลิกา
เจล 60 ขนาด 20x20 เซนติเมตร หนา 0.2 มิลลิเมตร และเฟสเคลื่อนที่ คือ สารละลายคลอโรฟอร์ม 
เมทานอล และน้้า ในอัตราส่วน 65:25:4 น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเจือจางให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยเมทานอล จากนั้นจุดบนแผ่นซิลิกาเจลปริมาตร 140 ไมโครลิตร 
และน้าไปใส่ในภาชนะปิดที่บรรจุด้วยเฟสเคลื่อนที่ ทิ้งไว้ประมาณ 1-2 ชั่วโมง หรือจนกระทั่ง
สารละลายเคลื่อนที่จนเกือบสุดปลายแผ่นซิลิกาเจล (solvent front) จากนั้นน้าแผ่นซิลิกาเจลมา
ระเหยจนแห้ง และน้าไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีนที่อ่ิมตัวในภาชนะที่มีฝาปิดสนิท ประมาณ 15-
20 นาที ท้าเครื่องหมายในต้าแหน่งที่เห็นสารในแผ่นซิลิกาเจล และค้านวณหาค่าอัตราส่วนของ
ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ (Retention factor, Rf)   

 

              อัตราส่วนของระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (Rf)   =  
 

   3.2.7.2 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Preparative 
Thin Layer Chromatography 

            ในการเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Preparative 
Thin Layer Chromatography ท้าตามวิธีในข้อ 3.2.7.1 แต่เปลี่ยนเฟสคงที่เป็นแผ่นซิลิกาเจลที่มี
ความหนา 2 มิลลิเมตรและจุดบนแผ่นซิลิกาเจลปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ค้านวณหาค่าอัตราส่วน
ของระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (Retention factor, Rf) จากนั้นขูดสารออกจากแผ่นซิลิกาเจล และสกัด
ด้วยเอทิลอะซิเตท ในอัตราส่วน 1:1 จ้านวน 3 ครั้ง ระเหยสารสกัดด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบ
สูญญากาศ น้าแต่ละล้าดับส่วนที่สกัดได้จากแผ่นซิลิกาเจล มาทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากค่ากระจายน้้ามันและตรวจสอบคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีมอริส (molisch test) 

 

 

 

ระยะทางที่สารตัวอย่างเคลื่อนที่

ระยะที่ตัวท้าละลายเคลื่อนที่
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  3.2.7.3 การทดสอบคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีมอริส (Molisch test) 

    น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละล้าดับส่วนมาเจือจางด้วยน้้า ให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 1-2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นหยดสารมอริส 2 หยดลงในตัวอย่าง ผสมให้เข้ากัน เอียง
หลอดทดลอง และค่อยๆเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร สังเกตสีที่เกิดขึ้นในหลอด

ทดลอง โดยผลการทดสอบจะให้ผลบวก เมื่อสังเกตเห็นสีม่วงหรือสีน้้าตาลแดงเกิดขึ้นตรงกลาง
ระหว่างชั้นของสารละลายและชั้นของกรด  

    3.2.7.4 การท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ์ด้วยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิ
ขวิดโครโมโตกราฟี (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

     น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์บางส่วนจากข้อ 3.2.7.2 มา
ละลายในอะซิโตไนไตรล์ 100 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน้าไปวิเคราะห์และแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้
บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้คอลัมน์ C18 reversed phase เป็นเฟสคงที่ (stationary phase) 
และใช้สารชะหรือเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase ) เป็นสารที่มีการปรับอัตราส่วนตามเวลาที่เปลี่ยนไป 
(gradient elution) ได้แก่ สารละลาย A (อะซิโตไนไตรล์ 10 % + กรดไตรฟลูออโรอะซิติก 0.1 %)
และสารละลาย B (อะซิโตไนไตรล์ 100 % + กรดไตรฟลูออโรอะซิติก 0.1%) โดยก้าจัดแก๊สออกจาก
สารละลายก่อนใช้งานทุกครั้งด้วยอ่างอัลตราโซนิก หรือ เครื่องดูดสูญญากาศ 
 

โปรแกรมของลิเนียร์เกรเดียนท์เท่ากับ 0 ถึง 100 %  ภายใน 30 นาที มีดังนี้ 

 

 

 

 

 

 

 

โดยมีอัตราเร็วของการชะสารละลาย เท่ากับ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดสารที่ออกมาจากคอลัมน์
ด้วย UV Detector ที่ความยาวคลื่น เท่ากับ 210 นาโนเมตร 

    

เวลา (นาที) % ของสารละลาย A % ของสารละลาย B 
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เก็บตัวอย่างจากพีกที่ปรากฏบนโครมาโตแกรมในแต่ละช่วงเวลา (Retention time) จากนั้นน้าไป
ระเหยแห้งด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Centrifuge evaporator) และน้าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่แยกได้มาวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเจือจองในสารละลายทริส
ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร วัดค่าการกระจายน้้ามัน 
และคัดเลือกพีกท่ีให้ค่าการกระจายน้้ามันสูงสุดไปทดสอบ เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ 

3.2.7.5 วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

   วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี FI-MS ร่วมกับวิธี 
NMR ท้าการวิเคราะห์น้้าหนักโมกุลของสารด้วยเครื่องสเปกโทรมิเตอร์มวล (Mass Spectrometer) 
รุ่น LMS-T100GCV (JEOL) ท้าให้เกิดไอออไนเซชันแบบ FD/FI (field desorption/ field 
ionization) วิเคราะห์อิเล็กตรอนไอออไนเซชัน (electron ionization, EI) เพ่ือศึกษาไอออนของบาง
โมเลกุลที่แตกหัก และวิเคราะห์องค์ประกอบของโครงสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเครื่อง NMR 
สเปคโทรมิเตอร์ รุ่น Bruker Avance spectrometer AMX 500 (Bruker): MMS-0025 2.5 mm 
ID (Shigemi) ที่มหาวิทยาลัยฮอกไกโด ประเทศญี่ปุ่น 

 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 

4.1 การคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
บนอาหารแข็ง 

 
 น้ายีสต์และราคล้ายยีสต์ที่คัดแยกได้จากบริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง 16 สายพันธุ์ที่เคยมีรายงาน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มาทดสอบความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบน
อาหารแข็ง โดยขีดเชื้อยีสต์หรือราคล้ายยีสต์บนอาหารแข็ง YM ที่ปกคลุมด้วยน้้าดิบ 20 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สังเกตวงใสรอบๆ โคโลนีที่เกิดขึ้น ทุกๆ 1, 3, 5 และ 7 วัน เพ่ือ
คัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า ยีสต์และรา
คล้ายยีสต์ที่น้ามาทดสอบทั้งหมดมีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ โดยสังเกตเห็นวงใสรอบๆ 
โคโลนีที่เกิดข้ึน เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน ดังตารางที่ 10 จึงน้าเชื้อทั้งหมดมาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่าต่อไป 

4.2 การคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ
ระดับขวดเขย่า 

น้ายีสต์และราคล้ายยีสต์มาทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับ
ขวดเขย่า โดยเพาะเลี้ยงเชื้อทั้งหมดในอาหารเหลวก้าหนดสูตรที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน (ธนัสถา 
เชียงอุทัย, 2549) และติดตามประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวัดค่าการกระจายน้้ามัน
และค่าแรงตึงผิวชีวภาพ จากการทดสอบพบว่า ราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ Aureobasidium pullulans 
YTP6-14 มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่ามากที่สุด โดยมีค่าการ
กระจายน้้ามันสูงสุดเท่ากับ 5.10±0.63 ตารางเซนติเมตร และสามารถลดค่าแรงตึงผิวในน้้าเลี้ยงเชื้อ
จาก 57.5 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือเท่ากับ 38.4±0.40 มิลลินิวตันต่อเมตร ซึ่งมีผลต่างแรงตึงผิว
เท่ากับ 33.22 เปอร์เซ็นต์ ดังตารางที่ 11 จึงคัดเลือกราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 
ไปท้าการทดลองเพ่ือศึกษาหาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อไป 
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ตารางท่ี 10 ยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพบนอาหาร
แข็ง Ym agar ที่ปกคลุมด้วยน้้ามันดิบ 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ: ความกว้างของวงใสของโคโลนี 

2-4    มิลลิเมตร    เครื่องหมาย     +                                                                                                                                                                               
5-10  มิลลิเมตร    เครื่องหมาย    ++                                                                                                                                                                            
11-15 มิลลิเมตร   เครื่องหมาย   +++ 

 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ์ยีสต์ วันที่ 1 วันที่ 3 วันที่ 5 วันที่ 7 
Aureobasidium pullulans YTP6-14 + +++ +++ +++ 
Candida sp. YTW5-4 + ++ ++ +++ 
Candida glabrata YTP6-5 + ++ +++ +++ 
Rhodotorula mucilaginase YTD8-10 + ++ +++ +++ 
Saccharomyces cerevisiae YTU9-24 + + ++ ++ 
Wickernamomyces anomalus YTD8-2 +++ +++ +++ +++ 
Candida rugasa OTP9-2 + ++ +++ +++ 
Issatcheka terricola YTP11-68 - + + + 
Pichia kudruavarii OTP12-2 ++ ++ ++ ++ 
Wickernamomyces siamensis SHN1 + + ++ ++ 
Candida metasilosis YTP11-8 + + + + 
Myerozyma caribbica LEN1 + + + + 
Hanseniaspora opuntiae YTU9-6 + + + + 
Debaryomyces nepalensis YTY7-1 + + + + 
Candida troplicalis TP1-1N5 - - + + 
Rhodotorula azeoricum TP1-2N10 + ++ +++ +++ 
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ตารางท่ี 11 ยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพระดับขวด
เขย่า 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

หมายเหตุ ± คือ การค่าความคลาดเคลื่อนทางสถิติ จากการทดลองซ้้าจ้านวน 3 ครั ้

 
 
 
 
 
 
 

สายพันธุ์ยีสต์ 
ค่าการกระจาย

น้ ามัน 
(ตารางเซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัวต่อ

เมตร) 

 % ผลต่าง 
ค่าแรงตึงผิว 

Aureobasidium pullulans YTP6-14 5.10±0.63 38.4±0.40 33.22 

Candidaa sp. YTW5-4 0.13±0.03 46.7±0.20 18.73 

Candida glabrata YTP6-5 0.07±0.00 48.5±0.30 15.61 

Rhodotorula mucilaginase YTD8-10 0.04±0.13 54.0±0.78 6.12 

Saccharomyces cerevisiae YTU9-27 0.05±0.00 55.3±0.29 3.87 

Wickernamomyces anomalus YTD8-2 0.56±0.07 42.3±0.49 23.48 

Candida rugasa OTP9-2 0.19±0.01 48.6±0.55 14.75 

Issatcheka terricola YTP11-68 0.14±0.01 50.3±0.53 12.51 

Pichia kudruavarii OTP12-2 0.11±0.02 52.7±0.12 8.29 

Wickernamomyces siamensis SHN1 0.28±0.03 46.5±0.33 17.99 

Candida metasilosis YTP11-8 0.07±0.03 53.3±0.55 6.39 

Myerozyma caribbica LEN1 0.09±0.02 54.8±0.23 5.52 

Hanseniaspora opuntiae YTU9-6 0.11±0.02 51.2±029 10.23 

Debaryomyces nepalensis YTY7-1 0.32±0.06 54.6±0.36 5.04 

Candida troplicalis TP1-1N5 0.05±0.02 52.3±0.43 9.13 

Rhodotorula azeoricum TP1-2N10 0.87±0.07 44.2±0.12 21.19 
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4.3 การอธิบายสปีชีส์ใหม่ของยีสต์ Candia sp. YTW5-4 

จากการศึกษาความหลายหลากของยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งของ
เกาะสีชัง สามารถแยกยีสต์ได้ท้ังหมด 246 ไอโซเลต จาก 41 ตัวอย่าง และน้า 50 ไอโซเลต มาพิสูจน์
เอกลักษณ์ด้วยวิธีอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล โดยศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S 
rDNA (Thaniyavarn และคณะ, 2013) โดยพบยีสต์สปีชีส์ที่ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อนหรือยีสต์ส
ปีชีส์ใหม่ 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Candida sp. YTW5-4 ซึ่งคัดแยกได้จากน้้าทะเลบริเวณหาดท่าวัง เกาะ
สีชัง จังหวัดชลบุรี  

  ส้าหรับแอสโคมัยซีตัสยีสต์สปีชีส์ที่ยังไม่มีการายงานมาก่อนมาหรือยีสต์สปีชีส์ใหม่ ตาม
วิธีการของ Kurtzman และคณะ, 2011 รายงานว่า สปีชีส์ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกันมากกว่า 
1 เปอร์เซ็นต์หรือมีการแทนที่ด้วยนิวคลีโอไทด์ 6 นิวคลีโอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26s rDNA 
จัดเป็นสปีชีส์ใหม่หรือ สปีชีส์ที่ยังไม่มีการรายงานมาก่อน (Novel species) และสปีชีส์ที่มีการแทนที่
ด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ 0-3 นิวคลีโอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26S rDNA จัดเป็นสปีชีส์ที่เคยมี
รายงานแล้ว (described species) หรือเป็นสปีชีส์ที่มีความใกล้ชิดกันมาก (sister species) โดย
เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA กับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกัน 
จากฐานข้อมูล Genbank ในการระบุถึงสปีชีส์ที่ใหม่หรือเป็นสปีชีส์ที่ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน 
(kurtzman และ Robnett, 1998) จะต้องศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม อนุกรมวิธานทาง
ชีวเคมี และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของยีสต์ 

4.3.1.อนุกรมวิธานระดบัโมเลกุล 

จากการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของ Candida sp. 
YTW5-4 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกันจากฐานข้อมูล Genbank พบว่า Candida 
sp. YTW5-4 มีล้าดับนิวคลีไทด์ 512 นิวคลีโอไทด์ ซึ่งสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกันมากที่สุด คือ 
Candida hawaiiana CBS 9146T  โดยพบว่ามีการแทนที่นิวคลีโอไทด์ เท่ากับ 10.7 เปอร์เซ็นต์ (57 
ใน 533 นิวคลีโอไทด์) ดังตารางที ่12 นอกจากนี้ยังท้าการยืนยันโดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
พบว่า Candida sp. YTW5-4 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ 359 นิวคลีโอไทด์ และมีความใกล้เคียงกับ 
Candida hawaiiana CBS 9146T มากที่สุด สอดคล้องกับการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ 
D1/D2 โดยมีการแทนที่ของล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณ ITS เท่ากับ 7.56 เปอร์เซ็นต์ (14 ใน 185) 
ดังตารางที่ 12 ซึ่งจากการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และ 
บริเวณ ITS พบว่ามีเปอร์เซ็นต์ของการแทนที่ของล้าดับนิวคลีโอไทด์มากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์ จึงจ้าแนก
ให้ Candida sp. YTW4-5 เป็นสปีชีส์ใหม่ 
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ตารางที่ 12 แสดงผลล้าดับนิวคลีโอไทด์ และการแทนที่นิวคลีโอไทด์ของสายพันธุ์ที่มีความ
ใกล้เคียงกับ Candida sp. YTW5-4 
 

 
 
 
 

 

การศึกษาไฟโลจีนีระดับโมเลกุล (molecular phylogeney) เป็นการจัดกลุ่มของสิ่งมีชีวิต
ตามความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในดีเอ็นเอ สามารถแสดงถึง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตที่มีความใกล้ชิดและมีความแตกต่างกันได้ การศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของ Candida sp. 
YTW5-4 โดยเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU 26S rDNA และบริเวณ ITS 
กับสายพันธุ์ที่มีความใกล้เคียงกัน โดยใช้วิธีการ Neighbor-Joining (Saitou และ Nei, 1987) และ
ประเมินความน่าเชื่อถือด้วยการวิเคราะห์ค่า bootstrap (Felsentein, 1987) ผลจากการ
เปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ LSU 26S rDNA พบว่า Candida sp. YTW5-
4 สร้างคลัสเตอร์เดียวกันกับ Candida hawaiiana CBS 9146T  ซึ่งเปน็สปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกัน
มากที่สุด ดังรูปที่ 15 ส้าหรับแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ของ Candidda 
sp. YTW5-4 บริเวณ ITS พบว่า Candida sp. YTW5-4 สร้างคลัสเตอร์เดียวกับ Candida 

hawaiiana CBS 9146T เชน่เดียวกัน ดังรูปที่ 16 เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และบริเวณ ITS กับสปีชีส์ที่เคยมีรายงานแล้ว ดังนั้นจึงเป็น
การยืนยันว่า Candida sp. YTW5-4 เป็นสปีชีส์ใหม่ จงึน้าศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม 
อนุกรมทางชีวเคมีเพ่ืออธิบายลักษณะต่างๆของสปีชีส์ใหม่ต่อไป
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รูปที่ 15 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการของ Candida sp. YTW5-4 และสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกัน
โดยเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ LSU 26S rDNA สร้างโดยวิธี neighbor-
joining method (Saitou และ Nei, 1997) และประเมินความน่าเชื่อถือโดยวิเคราะห์จากค่า 
bootstrap (Felsentien, 1995) 
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รูปที ่16 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการของ Candida sp. YTW5-4 และสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกัน
โดยเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS สร้างโดยวิธี neighbor-joining method (Saitou 
และ Nei, 1997) และประเมินความน่าเชื่อถือโดยวิเคราะห์จากค่า bootstrap (Felsentien, 1995)
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4.3.2 การจัดจ้าแนกยีสต์สปีชีส์ใหม่ด้วยอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมและอนุกรมวิธานทางเคมี 

การศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม อนุกรมวิธานทางชีวเคมี เพ่ือจัดจ้าแนกยีสต์     
สปีชีส์ใหม่ ปัจจุบันท้าตามวิธีมาตรฐานของ Kurtzman และคณะ ในหนังสือ The Yeast, A 
Taxonomic Study ฉบับพิมพ์ที่ 5 (2011) โดยการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา การสืบพันธุ์แบบ
อาศัยเพศ สรีรวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี ดังต่อไปนี้ 

4.3.2.1. ลักษณะอนุกรมวิธานแบบดั้งเดิมของ Candida sp. YTW5-4 

   4.3.2.1.1 สัณฐานวิทยาของยีสต์ในอาหารเหลว 

    ศึกษาการเจริญบนอาหารเหลว YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 วัน พบว่า เซลล์จับกลุ่มตกตะกอนอยู่ด้านล่างหลอดทดลองมีลักษณะเป็นสีขาว เมื่อส่อง
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่า เซลล์รูปร่างกลมรีมีขนาด 2.5-4.16 X 2.5-5.83 ไมโครเมตร และมักจะ

อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว เป็นคู่ หรือเป็นสายสั้นๆ ลักษณะการสืบพันธ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ
แบบหลายทิศทาง (Multilateral budding)  

4.3.1.1.2 สัณฐานวิทยาของยีสต์ในอาหารแข็ง 

    ศึกษาการเจริญบนอาหารแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 3 วัน พบว่า ลักษณะของโคโลนีมีสีขาวครีม รูปร่างกลม ริมขอบโคโลนีหยักเล็กน้อย 
ผิวหน้าโคโลนีเรียบ มีความมันวาว (glossy) บริเวณตรงกลางนูนกว่าบริเวณขอบขึ้นเล็กน้อย 
(convex)  และมีสีทึบกว่าบริเวณขอบ  

   4.3.1.1.3 การสร้างแอสโคสปอร์ (ascospore) 

    ศึกษาการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ หรือการสร้างแอสโคสปอร์ โดยเลี้ยงยีสต์
บนอาหารแข็ง YM agar, Acetate agar (fowell), Malt extract agar, Potato dextrose agar 
(PDA), Acetate agar บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า ไม่มีการ
สร้างแอสโคสปอร์ 

   4.3.1.1.3 การสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียม (true mycelium และ 

pseudomycelium) 

    ศึกษาสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียมของยีสต์ โดยเลี้ยงบนอาหาร YM 
agar, PDA, CMA ด้วยเทคนิคเลี้ยงเชื้อบนสไลด์ (Dalmau plate technique) บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3-7 วัน พบว่า ยีสต์ไม่มีการสร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียม 
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   (ก.)                                                (ข.) 

 
 
รูปที ่17 ลักษณะสัณฐานวิทยาของ Candida sp. YTW5-4 
(ก.) โคโลนีที่เกิดข้ึนบนอาหารแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วัน 
(ข.) เซลล์ที่เจริญในอาหารเหลว YM บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 วัน (บาร์ = 
10 ไมโครเมตร)  
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4.3.2.2. ลักษณะอนุกรมวิธานทางชีวเคมีของ Candida sp. YTW5-4 

ตารางท่ี 13 การใช้สารประกอบคาร์บอนของยีสต์สายพันธุ์ Candida sp. YTW5-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การใช้สารประกอบคาร์บอน      Candida sp. YTW5-4 
      Candida hawaiiana  

             CBS 9146T 

Glucose 
Galactose 
L-Sorbose 
Sucrose 
Maltose 
Cellobiose 
Trehalose 
Lactose 
Melibiose 
Raffinose 
Melizitose 
Inulin 
Soluble strach 
D-Xylose 
L-Arabinose 
D-Arabinose 
D-Ribose 
L-Rhamnose 
Ethanol 
Glycerol 
Erythritol 
Ribitol 
Galactitol 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
W 
W 
+ 
- 
W 
S 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

S/W 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 

-/W 
-/W 
- 
V 

+/S 
- 

S/W 
- 
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ตารางท่ี 13 การใช้สารประกอบคาร์บอนของยีสต์สายพันธุ์ Candida sp. YTW5-4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การใช้สารประกอบคาร์บอน Candida sp. YTW5-4 
Candida hawaiiana 

CBS 9146T 

D-Manitol 
D-Glucitol 

Methyl-α-D glucoside 
Salicin 
D-Glucono1,5-lactone 
2-Keto-D-gluconic acid 
5-Keto-D-gluconic acid 
DL-Lactic acid 
Succinic acid 
Citric acid 
Inositol 
D-Glucuronic acid 
D-Galacturonic acid 
Xylitol 
L-Arabinitol 
D-Gluconic acid  
D-Glucosamine 
N-Acetyl-D-glucosamine 
Propane-1,2-diol 
Bupane-2,3-diol 
Methanol 
Hexadecane 

+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
W 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
L 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
+ 

ND 
+ 

ND 
ND 
+ 

+/S 
ND 
ND 
ND 
+ 

ND 
S/W 
S 
+ 
+ 

ND 
- 
S 
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ตารางท่ี 14 การใช้สารประกอบไนโตเจนของยีสต์สายพันธุ์ Candida sp. YTW 5-4  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 15 การหมักคาร์โบไฮเดรตของยีสต์สายพันธุ์  Candida sp. YTW5-4 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การใช้สารประกอบไนโตรเจน Candida sp. YTW5-4 
Candida hawaiiana 

CBS 9146T 

Amonium sulfate 
Potassium nitrate 
Sodium nitrite 
Ethylamine-HCl 
Lysine-HCl 
Cadaverine 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

ND 
ND 
- 
+ 
+ 
+ 

 

การหมักคาร์โบไฮเดรต Candida sp. YTW5-4 
Candida hawaiiana 

CBS 9146T 

Glucose 
Galactose 
Sucrose 
Maltose 
Raffinose 
Melibiose 
Melizitose 

+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
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ตารางท่ี 16 การทดสอบลักษณะอื่นๆของยีสต์สายพันธุ์ Candida sp. YTW5-4 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : +  =  การเจริญเป็นบวก (positive)  

L  =  การเจริญเป็นบวกล่าช้า (delayed positive, latent)  

s  =  การเจริญเป็นบวกช้า (slow positive)  

w  =  การเจริญเป็นบวกอ่อน (weak positive)  

-   =  ไม่มีการเจริญ อ่านผลเป็นลบ 

    V =  การแปรผัน บางสายพันธุ์เป็นบวกและบางสายพันธุ์เป็นลบ 

                 ND       =  ไม่พบผลการทดลอง 

การทดสอบลักษณะอื่นๆ Candida sp.YTW5-4 Candida 
hawaiiana CBS 9146T 

การสร้างเอนไซม์ยูเรียเอส 
การท้าปฏิกิรยิากับสไีดอะโซเนยีมบลูบ ี
การสร้างสารประกอบอะมัยลอยดภ์ายนอกเซลล์ 
การสร้างกรดจากการใช้กลูโคส 
การย่อยเจลาติน 
การเจรญิในอาหารที่ปราศจากวติามิน 
การเจรญิบนอาหารกลโูคส 50 เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิบนอาหารกลโูคส 60 เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิในไซโคลเฮกซิไมด์ 0.01 เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิในไซโคลเฮกซิไมด์ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซน็ต์ + เกลือ 10 
เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิอาหารกลูโคส 5 เปอร์เซน็ต์ + เกลือ 15 
เปอร์เซ็นต ์
การเจรญิที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
การเจรญิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
การเจรญิที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
การเจรญิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
การเจรญิที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
การเจรญิที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
สารประกอบยูบิควโินน 
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 จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี พบว่า Candida sp. 
YTW5-4 มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศแบบแตกหน่อแบบหลายทิศทาง ไม่มีการสร้างแอสโคสปอร์ 
ไม่สร้างเส้นใยแท้และเส้นใยเทียม ที่ผนังเซลล์ของยีสต์ไม่มีการท้าปฏิกิริยากับสี ไดอะโซเนียมบลูบี 
และไม่สร้างเอนไซม์ยูเรียเอส ซึ่งเป็นลักษณะของแอสโคมัยซิตัสยีตส์ และพบว่า Candida sp. 
YTW5-4 สามารถใช้โซเดียมไนไตรทในการเจริญได้ ในขณะที่ Candida hawaiiana CBS 9146T ไม่
สามารถใช้โซเดียมไนไตรทได้ และจากการทดสอบคุณลักษณะอ่ืนๆ พบว่า Candida sp. YTW5-4 
สามารถเจริญในอาหารที่ปราศจากวิตามินได้ ในขณะที่ Candida hawaiiana CBS 9146T ไม่
สามารถเจริญได้ ซึ่งแสดงให้เห็นว่า Candida sp. YTW5-4 มีความแตกต่างกับ Candida 
hawaiiana CBS 9146T ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่มีความใกล้ชิดกันมากท่ีสุด 

  จากการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ Candida sp. YTW5-4 และลักษณะ
สัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี สามารถจัดจ้าแนกยีสต์รหัส YTW5-4 เป็นสปีชีส์
ใหม่ แต่ในระหว่างการเตรียมข้อมูลเพ่ือจัดท้า manuscript เพ่ือเสนอสปีชีส์ใหม่ พบว่า ยีสต์รหัส 
YTW5-4 มีล้าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ ยีสต์รหัส IMT-Y-2365 100 เปอร์เซ็นต์และยังมีต้าแหน่ง
เดียวกันบนแผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการอีกด้วย (รูปที่ 18) จึงสรุปว่ายีสต์รหัส YTW5-4 และยีสต์รหัส 
IMT-Y-2365 เป็นสปีชีส์เดียวกัน อย่างไรก็ตามทราบจาก Dr. Gouri Shankar Prasad นักวิจัยจาก
ประเทศอินเดีย ซึ่งเป็นผู้ศึกษายีสต์รหัส IMT-Y-2365 ได้มีการจัดเตรียม manuscript เพ่ืออธิบาย
ยีสต์รหัส IMT-Y-2365 เป็นสปีชีส์ใหม่แล้ว จึงไม่ได้เสนอยีสต์รหัส YTW5-4 เป็นสปีชีส์ใหม่ 
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รูปที ่18 แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการของ Candida sp. YTW5-4,  Metschnikowia sp. IMT-Y-
2365 และสปีชีส์ที่มีความใกล้เคียงกัน โดยเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 
26s rDNA สร้างโดยวิธี neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1997) และประเมินความ
น่าเชื่อถือโดยวิเคราะห์จากค่า bootstrap (Felsentien, 1995) 
 

0.01 
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4.4 ศึกษาองค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพโดยยีสต์ในระดับขวดเขย่า 

ศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ 
Aureobasidium pullulans YTP6-14 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรของ 
Manitchotpisit และคณะ (2011) ที่มีการแปรผันแหล่งคาร์บอน ได้แก่ ซูโครส กลูโคส กลีเซอรอล 
น้้ามันปาล์ม และน้้ามันถั่วเหลือง ที่ความเข้มข้นเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า กลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆ โดยเมื่อเลี้ยง A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีการเจริญสูงสุด มีค่าน้้าหนักเซลล์แห้ง 
เท่ากับ 8.79±0.07 กรัมต่อลิตร และเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากค่า
ผลต่างแรงตึงผิว และค่าการกระจายน้้ามัน พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนมี
ประสิทธิภาพดีที่สุดเช่นกัน โดยมีค่าผลต่างแรงตึงผิวสูงสุดเท่ากับ 32.9 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าการ
กระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 6.30 ±0.31  ตารางเซนติเมตร รูปที่ 19 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่19 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยราคล้าย
ยีสต์สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน  
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ศึกษาหาความเข้มข้นของกลูโคสที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีการแปรผันความเข้มข้นของ
กลูโคสเท่ากับ 2.5, 5, 7.5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 7 วัน จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์เป็นความเข้มข้นที่
เหมาะสมการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังรูปที่ 20 โดย A. pullulans YTP6-14 มี
การเจริญสูงสุด น้้าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ 8.98±0.0 กรัมต่อลิตร ส่วนประสิทธิภาพของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ พบว่า ที่ความเข้มข้นของกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเช่นกัน โดยมีค่าผลต่างแรงตึงผิวสูงสุดเท่ากับ 31.07 เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้้ามัน
สูงสุด เท่ากับ 7.04.±0.61 ตารางเซนติเมตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 20 ผลของความเข้มข้นของกลูโคสต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยรา
คล้ายยีสต์สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน  
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ศึกษาอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นกลูโคสและกลีเซอรอลหรือน้้ามันพืชที่เหมาะสมส้าหรับ
การเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. pullulans YTP6-14 โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร
เลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีการแปรผันอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นกลูโคสและกลีเซอรอลหรือน้้ามัน
พืชในอัตราส่วนต่างๆ ได้แก่ กลูโคส 2.5 : กลีเซอรอล 2.5, กลูโคส 2.5 : น้้ามันปาล์ม  2.5, กลูโคส 
2.5 : น้้ามันถั่วเหลือง 2.5, กลูโคส 5 : กลีเซอรอล 5, กลูโคส 5 : น้้ามันปาล์ม 5, กลูโคส 5 : น้้ามันถั่ว
เหลือง 5 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอัตราส่วน
ความเข้มข้นระหว่างกลูโคส 5 เปอร์เซ็นต์ ต่อกลีเซอรอล 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นอัตราส่วนที่ท้าให้เชื้อมี
การเจริญสูงสุด โดยมีค่าน้้าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ 7.89±004 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อพิจารณา
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าที่ความเข้มข้นของกลูโคสเท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต์ต่อ
กลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุด โดยมีค่าผลต่างของแรงตึงผิวสูงสุด เท่ากับ 
36.00 เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 12.67±1.08 ตารางเซนติเมตร ดังรูปที่ 21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21 ผลของอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นกลูโคสและกลีเซอรอลหรือน้้ามันพืชต่อการเจริญและ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน
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ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย
เลี้ยง A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีแหล่งคาร์บอนประกอบด้วย 
อัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นกลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์ และแปรผัน
แหล่งไนโตรเจน ได้แก่ เปปโตน สารสกัดจากมอลต์ (malt extract) แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) และโซเดียมไนเตรท (NaNO3) ที่
ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 0.06 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 7 วัน จากการทดลองพบว่า แอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียมไนเตรท และโซเดียมไน
เตรท เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ท้าให้ A. pullulans YTP6-14 สามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยมีค่าน้้าหนัก
เซลล์แห้ง เท่ากับ 9.05±0.01, 9.01±0.02 และ 8.92±0.01 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ แต่เมื่อพิจารณา
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า แหล่งไนโตรเจนทั้ง 3 ชนิด มีค่าน้อยว่า เปปโตน 
เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน มีค่าผลต่างของแรงตึงผิวในอาหารเลี้ยง
เชื้อ เท่ากับ 35.6 เปอร์เซ็นต์และค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 11.39±0.8 ตารางเซนติเมตร ดัง
รูปที่ 22 ดังนั้น จึงเลือกเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนส้าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที ่22 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยราคล้ายยีสต์
สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วนั 
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ศึกษาอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม (C:N) ส้าหรับการเจริญและการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. pullulans YTP6-14 โดยแปรผันอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและ
ไนโตรเจน ดังนี้ C:N 100, 200, 300 และ 400 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
7 วัน พบว่า อัตราส่วน C:N เท่ากับ 100 ท้าให้ A. pullulans YTP6-14 มีการเจริญสูงสุด โดยมีค่า
น้้าหนักแห้ง เท่ากับ 12.43±0.05 กรัมต่อลิตร แต่อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ พบว่ามีค่าน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับอัตราส่วน C:N 300 ซึ่งมีค่าผลต่างแรงตึงผิว
เท่ากับ 38.3 เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด 28.51±1.02 ตารางเซนติเมตร ดังรูปที่ 23 
จึงเลือกอัตราส่วน C:N 300 ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งหลังจากการเลี้ยง A. pullulans 
YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีอัตราส่วน C:N เท่ากับ 300 พบว่า A. pullulans 
YTP6-14 มีประสิทธิภาพให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากขึ้น สังเกตจากมีค่าการกระจาย
น้้ามันที่สูงกว่าเดิม ประมาณ 2.5 เท่า  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่23 ผลของอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน 
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ศึกษาค่าพีเอชที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. pullulans 
YTP6-14 โดยแปรผันค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีอัตราส่วนระหว่างความเช้มข้น
กลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน และเปปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 300 ดังนี้ เท่ากับ 3.5, 4.5, 5.5, 6.5 
และ 7.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า พีเอช 5.5 เป็นค่าพีเอชที่
เหมาะสมส้าหรับการเจริญของ A. pullulans YTP6-14 มากที่สุด โดยมีค่าน้้าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 
5.97±0.0 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อติดตามประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า มี
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวน้อยกว่าค่าพีเอช เท่ากับ 6.5 ซึ่งมีค่าผลต่างแรงตึงผิว เท่ากับ 37.9 
เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 31.8±1.4 ตารางเซนติเมตร ดังรูปที่ 24 ดังนั้นจึง
เลือกค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมเท่ากับ 6.5 ไปท้าการทดลองถัดไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 24  ผลของค่าพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ 
A. pullulans YTP6-14 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 

 

ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. pullulans 
YTP6-14 โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมีอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้น
กลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน และเปปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ในอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 300 และปรับค่าพีเอชในอาหารเลี้ยง
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เชื้อเท่ากับ 6.5 และแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง ดังนี้ อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
จากการทดลองพบว่า ที่อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง เท่ากับ 40 องศาเซลเซียส A. pullulans YTP6-14 
ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ในขณะที่อุณหภูมิ เท่ากับ 37 องศาเซลเซียส เชื้อมีการเจริญได้เพียง 1.67 
กรัมต่อลิตร ซึ่ งส่งผลท้าให้สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้อยเช่นกัน เมื่อพิจารณา
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากค่าการกระจายน้้ามัน พบว่ามีค่า เพียง 0.43±0.02 
ตารางเซนติเมตร ส่วนที่อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส พบว่า A. pullulans 
YTP6-14 เจริญได้ดีที่สุด โดยมีค่าน้้าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ 6.17±0.00 กรัมต่อลิตร และมีค่า
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวดีที่สุดเช่นกัน ซึ่งมีค่าผลต่างแรงตึงผิวเท่ากับ 37 เปอร์เซ็นต์  และ
ค่าการกระจายน้้ามันสูงสุดเท่ากับ 43.34±2.5 ตารางเซนติเมตร ดังรูปที่ 25 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่25 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยราคล้ายยีสต์สายพันธุ์ 
A. pullulans YTP6-14  เป็นระยะเวลา 7 วัน 
 
4.5 การผลิตและสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 

เพาะเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมี
อัตราส่วนระหว่างกลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนและ     
เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนในอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 300 ค่าพีเอชใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเขย่า 200 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 7 วัน สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้เอทิลอะซิเตท และระเหยเอทิลอะซิเตทออก



 82 

ภายใต้สูญญากาศ จะได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 1.26 กรัมต่อลิตร มีลักษณะหนืด มีสีน้้าตาลเข้ม ดัง
รูป 26 และน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ (crude biosurfactant) มาวัดประสิทธิภาพของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยน้าสารมาละลายด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อลิตร และน้ามาวัดค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 มีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 176.78 ตาราง
เซนติเมตร และค่าแรงตึงผิวเท่ากับ 32 มิลลินิวตันต่อเมตร 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 26 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (crude biosurfactant) ที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 
 
4.6 การติดตามความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เพาะเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมี
อัตราส่วนระหว่างกลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอนและ    
เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนในอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ 300 ค่าพีเอชใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเขย่า 200 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 7 วัน ติดตามการเจริญของ A. pullulans YTP6-14 จากน้้าหนักแห้งของเซลล์และค่า
พีเอช ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากค่าการกระจายน้้ามันและค่าแรงตึงผิว และสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ เป็นระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วัน พบว่า A. pullulans YTP6-14 เจริญ
ได้ดีที่สุดในวันที่ 7 (5.62 กรัมต่อลิตร) โดยค่าพีเอชในอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง
วันที่ 1-3 ของการเจริญ และจะมีค่าคงที่จนถึงวันที่ 7 ของการเจริญ โดย A. pullulans YTP6-14 จะ
เริ่มมกีารผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตั้งแต่แรกของการเจริญ และเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงวันที่ 3-



 83 

ค่า
แร

งตึ
งผิ

ว 
(ม

ิลล
ินิว

ตัน
ต่อ

เม
ตร

), 
ค่า

กา
รก

ระ
จา

ยน
้ าม

ัน 
(ต

าร
าง

เซ
นต

ิเม
ตร

) 

น้ า
หน

ักเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร)
,  

ค่า
พีเ

อช
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   

น้ า
หน

ักส
าร

ลด
แร

งตึ
งผิ

วช
ีวภ

าพ
 (ก

รัม
ต่อ

ลิต
ร)

 

เวลา (วัน) 

5 และสามารถผลิตได้ดีที่สุดในวันที่ 7 ของการเจริญ (1.26 กรัมต่อลิตร) ซึ่งสัมพันธ์กับค่าแรงตึงผิว
และค่าการกระจายน้้ามันที่วัดค่าได้ โดยค่าแรงตึงผิวจะลดลงตั้งแต่วันแรกของการทดลอง และจะเริ่ม
ค่าคงที่เม่ือเข้าวันที่ 3 ถึงวันที่ 7 (32.1 มิลลินิวตันต่อมิตร) ส่วนค่าการกระจายน้้ามันจะค่อยๆเพ่ิมขึ้น 
จนกระท่ังสูงสุดในวันที่ 7 (53.33 ตารางเซนติเมตร) ของการทดลองเช่นกัน ดังรูปที่ 27 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่27 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans 
YTP6-14 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตร เป็นระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วัน 
 
4.7 การเปรียบเทียบรูปแบบผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและพอลิแซคคาไรด์พูลลูแลน 

มีรายงานเกี่ยวกับการผลิตพอลิแซ็คคาไรด์พลูลูแลนจาก A. pullulans จ้านวนมาก (Gaur 
และคณะ, 2010; Chi และคณะ, 2009; Oliveriaa และคณะ, 2015) ซึ่งพอลิแซคคาไรด์พูลลูแลน
สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในได้หลากหลาย เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรม
เคมี และทางด้านการเกษตร เป็นต้น  

ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจเปรียบเทียบรูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและพอลิแซคคาไรด์
พูลลูแลนที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปรับปรุงสูตรที่เหมาะสม
ส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยขั้นตอนตกตะกอนพอลิแซคคาไรด์พลูลูแลนดัดแปลงจาก
วิธีการของ Gniewosz และ  Synowiec (2011) ติดตามรูปแบบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและ
พอลิแซคคาไรด์พูลลูแลนจาก A. pullulans YTP6-14 เป็นระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วัน พบว่า A. 
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pullulans YTP6-14 จะเริ่มผลิตพอลิแซ็คคาไรด์พลูลูแลนตั้งแต่วันแรกของการเจริญ และจะเพ่ิมขึ้น
อย่างรวดเร็วในช่วงวันที่ 1-5 ของวันที่ผลิตพอลิแซ็คคาไรด์พลูลูแลน โดยจะผลิตสูงสุดในวันที่ 5 
(5.036 กรัมต่อลิตร) ขณะที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเริ่มผลิตตั้งแต่วันแรกของการเจริญเช่นกัน แต่จะ
เพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วงวันที่ 3-5 และผลิตสูงสุดในวันที่ 7 ของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(1.26 กรัมต่อลิตร) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28 ความสัมพันธ์ระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและพอลิแซคคาไรด์พูลลูแลนที่ผลิตได้จาก A. 
pullulans YTP6-14 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงปรับปรุงสูตรระยะเวลา 1 3 5 และ 7 วัน 
 
4.8 ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

4.8.1 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration, CMC) 

 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เป็นค่าความเข้มข้น
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น้อยที่สุดที่ท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพก่อตัวเป็นไมเซลล์ได้ สามารถ
หาค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ โดยน้าสารลดแรงตึงผิวชีภาพที่สกัดได้ มาเจือจางด้วย  
ทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.01-10,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นวัด
ค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี Du Nuoy Ring และเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและค่า log 
ของความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่วัดค่าได้ เพ่ือหาความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ 
จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก 
A. pullulans YTP6-14 มีค่าเท่ากับ 39 มิลลิกรัมต่อเมตร และมีค่าแรงตึงผิว ณ ความเข้มข้นวิกฤต
ของการเกิดไมเซลล์ หรือค่า γCMC เท่ากับ 31.6 มิลลินิวตันต่อเมตร ดังรูปที่ 29 
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รูปที ่29 ค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14  
 

4.8.2 ค่า Hydrophillic-Lipophillic Balance (HLB)  

  4.8.2.1 วัดค่า Hydrophillic-Lipophillic Balance (HLB) เบื้องต้น  

   น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มาเจือจางในน้้า ให้มีค่าความเข้มข้นเท่ากับ 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และปรับค่าพีเอชเท่ากับ 5.5 และ 7 ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสม
สาร (vortex mixer) เป็นระยะเวลา 2 นาที สังเกตลักษณะการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
น้้าที่เกิดขึ้น และเปรียบเทียบค่า HLB พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อน้าไปเจือจางในน้้าที่มีค่าพี
เอชเท่ากับ 5.5 และ 7 จะมีลักษณะละลายน้้าและมีการกระจายตัวได้ดี มองเห็นเป็นสารละลายโปร่ง
แสง ซึ่งตรงกับค่า HLB ในช่วง 10-13 ดังรูป 30 
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รูปที ่30 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อละลายในน้้าค่าพีเอชเท่ากับ 5.5 และ 7 
 

4.8.2.2 วิธีการหาค่า HLB ตามวิธีของ Chun และคณะ, 1960 

    วัดจากการวัดค่า interfacial tension โดยเจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัด
ได้ด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้น เท่ากับ 10 เท่าของค่า CMC (39.18 มิลลิกรัม
ต่อลิตร) เทสารโทลูอีน (Toluene) ให้อยู่ชั้นบนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากนั้นวัดค่า 
interfacial tension ระหว่างของเหลวทั้ง 2 ชนิด และค้านวณหาค่า HLB จากการทดลองพบว่าสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพมีค่า interfacial tension เท่ากับ 12 มิลลินิวตันต่อเมตร และน้าไปค้านวณค่า 
HLB ตามสูตร ซึ่งมีค่าเท่ากับ 14.27 ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans 
YTP6-14 จึงสามารถน้าไปประยุกต์ใช้เป็นอิมัลชันชนิดน้้าในน้้ามัน (water-in-oil emulsifier)  

4.8.3 การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsion Index)    

  การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsification Index) และศึกษาความเสถียรในการก่อ
อิมัลชัน (Emulsificaition stability) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-
14 ร่วมกับน้้ามันพืชชนิดต่างๆที่ใช้ประกอบอาหารและน้้ามันดีเคน เช่น น้้ามันปาล์ม น้้ามันถั่วเหลือง 
น้้ามันงา น้้ามันคาโนล่า น้้ามันมะกอก น้้ามันดอกทานตะวัน น้้ามันข้าวโพด น้้ามันร้าข้าว น้้ามันมิเนอ
รอล (Mineral oil) เฮกซะดีเคน (Hexadecane) เดคเคน (Decane) ที่การก่ออิมัลชันที่ชั่งโมงที่ 24 
(E24) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้้ามันได้ทุกชนิดที่ใช้ในการทดสอบ 
ยกเว้น น้้ามันดีเคน (เฮกซะดีเคน และ เดคเคน) โดยน้้ามันร้าข้าว มีเปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันได้สูงสุด 
โดยมีค่าเท่ากับ 62.98 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปที่ 31 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถก่ออิมัลชันกับ
น้้ามันชนิดอื่นๆโดยมีค่าการก่ออิมัลชันในช่วง 40-45 เปอร์เซ็นต์ ดังรูปที่ 31 และจากการศึกษาความ

  น้้าพีเอช 5.5    น้้าพีเอช 7 
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เสถียรของอิมัลชัน พบว่า น้้ามันพืชเกือบทุกชนิดมีความเสถียรของอิมัลชันมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ 
โดยน้้ามันร้าข้าวมีความเสถียรในการก่ออิมัลชันมากที่สุดมีค่าเท่ากับ 95.58 เปอร์เซ็นต์ ที่ชั่งโมงที่ 
168 ดังตารางที่ 17 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่31 การก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 กับน้้ามัน
ชนิดต่างๆ ที่ 24 ชั่วโมงแรก (E24) 
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ตารางท่ี 17 ค่าการก่ออิมัลชัน (E24) และค่าความเสถียรในการก่ออิมัลชัน ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกับน้้ามันชนิดต่างๆ ในระยะเวลา 24-168 ชั่งโมง 

 
 

 

 

ชนิดน้ ามัน 
ค่าการก่อ
อิมัลชัน 
(E24) 

ค่าความเสถียรของอิมัลชัน (%) 

24 48 72 96 120 144 168 

         
น้้ามันงา 42.86 100 100 92.3 86.56 82.68 80.77 78.16 

น้้ามันคาโนล่า 47.22 100 91.3 90.59 90.59 87.06 86.46 85.98 

น้้ามันมะกอก 47.51 100 91.3 90.71 90.12 88.38 87.79 86.71 

น้้ามันดอกทานตะวัน 45.88 100 90.5 88.62 88.62 87.42 86.22 85 

น้้ามันข้าวโพด 49.16 100 91.4 90.84 90.84 89.13 89.13 88.48 

น้้ามันปาล์ม 43.33 100 92.3 90.46 88.46 88.46 87.19 85.85 

น้้ามันถั่วเหลือง 45.86 100 91 91.56 91.27 91.27 89.91 89.81 

น้้ามันมิเนอรอล 56.52 100 100 99.25 99.25 93.08 91.66 90.76 

น้้ามันร้าข้าว 62.98 100 100 99.57 99.07 98.25 96.49 95.58 

เฮกซะดีเคน  0 0 0 0 0 0 0 0 

เดคเคน  0 0 0 0 0 0 0 0 

         

(ชั่งโมง) 
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4.8.4. ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นของเกลือ ค่าพีเอช และ
อุณหภูมิ 

   การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP 6-14 
ต่อความเข้มข้นเกลือ ค่าพีเอช และอุณหภูมิ เจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์
บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพต่อความเข้มข้นเกลือเท่ากับ 1-12 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) โดยวัดจากค่าแรงตึงผิว ณ 
สภาวะต่างๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังคงมีประสิทธิภาพได้ดีแม้มีการแปรผันความเข้มข้นของ
เกลือ ดังรูป 32 (ก.) การทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าพีเอชในช่วง 2-12 
พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่อค่าพีเอชได้ โดยมีประสิทธิภาพไม่เปลี่ยนแปลงทั้งใน
สภาวะที่เป็นกรดและเบส ดังรูป 32 (ข.) การทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อ
อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 4, 30, 60 และ 100 องศาเซลเซียส พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทน
ต่ออุณหภูมิในช่วงกว้างได้ โดยยังคงมีประสิทธิภาพไม่เปลี่ยนแปลงที่อุณหภูมิ ต่างๆ ดังรูป 32 (ค.) 
นอกจากนี้ยังน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปทดสอบความเสถียรภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปาสคาล เป็นระยะเวลา 15 นาที พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสามารถทนต่ออุณหภูมิสูง โดยยังคงมีประสิทธิของสารลดแรงตึงผิวไม่เปลี่ยนแปลง   
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(ข) ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าพีเอช 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่32 การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14
   

 (ก) ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นเกลือ 
 (ข) ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าพีเอช 

   (ค) ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอุณหภูมิ  
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(ก) ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นเกลือ 
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4.9 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วน 

  4.9.1 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Analytical TLC 

  เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Analytical TLC โดยน้าสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 140 ไมโครลิตร มาจุดบนแผ่นซิลิกาเจล 
60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 0.2 มิลลิเมตร โดยมีคลอโรฟอร์ม เอทานอล และน้้า (65: 25: 4) เป็นเฟส
เคลื่อนที่ จากนั้นวิเคราะห์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องต้น โดยน้าแผ่นซิลิกาเจลไปอบด้วยไอระเหย
ของไอโอดีน พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแยกเป็น 3 ล้าดับส่วน ได้แก่ FI, FII และ FIII ดัง
รูปที่ 33 และหาค่าอัตราส่วนของระยะทางที่สารเคลื่อนที่ (Retention factor, Rf) ได้เท่ากับ 0.93, 
0.80 และ 0.66 ตามล้าดับ   

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่33 การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ด้วย Analytical 
TLC โดยใช้โครมาโตกราฟีชนิดแผ่นบาง (Thin Layer Chromatography) สามารถแยกได้ 3 ล้าดับ
ส่วน ได้แก่ FI, FII และ FIII ตามล้าดับ 
 
 
 
 

 

FI
และ 
FII

FIII
และ 
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4.9.2. เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธี Preparative thin layer 
chromatography 

แยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการ Preparative thin layer chromatography ซึ่ง
เป็นเทคนิคแยกสารที่ต้องการในปริมาณมาก โดยน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร มาจุดบนแผ่นซิลิกาเจล หนา 2 มิลลิเมตร และ
คลอโรฟอร์ม เอทานอล และน้้า (65: 25: 4) เป็นเฟสเคลื่อนที่ จากนั้นวิเคราะห์สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเบื้องต้น โดยน้าแผ่นซิลิกาเจลไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีน พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สามารถแยกเป็น 3 ล้าดับส่วน ได้แก่ F1, F2 และ F3 ดังรูปที่ 34 และมีค่า Rf เท่ากับ 0.90, 0.77 
และ 0.66 ตามล้าดับ และน้าตัวอย่างแต่ละล้าดับส่วนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มาทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า F2 และ F3 มีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 124.74 
และ 176.78 ตารางเซนติเมตร ตามล้าดับ ดังตารางที่  18 ดังนั้นจึงท้าการแยกสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพล้าดับส่วนที่ F2 และ F3 ด้วยวิธี Preparative thin layer chromatography และท้าให้
บริสุทธิ์ด้วยวิธีเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิขวิดโครโมโตกราฟี (High Performance Liquid 
Chromatography, HPLC) ในการทดลองต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่34 การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ด้วย Preparative 
thin layer chromatography สามารถแยกได้ 3 ล้าดับส่วน ได้แก่ F1, F2  และ F3 ตามล้าดับ 
 

F1 
 

F3 
 

F2 
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ตารางท่ี 18 อัตราการเคลื่อนที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและค่าการกระจายน้้ามันของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จากวิธี Preparative thin layer chromatography 
 

 
 

 

 

 

4.9.3. การทดสอบคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีมอริส 

 ทดสอบคาร์โบไฮเดรตจากโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ให้บริสุทธิ์บางส่วนโดย
วิธีการ Preparative thin layer chromatography พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพล้าดับส่วนที่ F1, 
F2 และ F3 ให้ผลบวกในการทดสอบ โดยมีลักษณะสีม่วงเกิดขึ้นตรงกลางระหว่างชั้นของสารละลาย
และชั้นของกรด ดังรูปที่ 35 ดังนั้นจึงสามารถคาดคะเนได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารที่มีหมู่
แอลดีไฮด์หรือคีโตนเป็นองค์ประกอบในโครงสร้าง ซึ่งเมื่อท้าปฏิกิริยากับสารมอริส จะเกิด
สารประกอบเชิงซ้อนทีมีสีม่วง 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่35 การทดสอบคาร์โบไฮเดรตในโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีมอริส โดยใช้สาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ท้าให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธีการ Preparative thin layer chromatography 
 
 
 

น้ า กลูโคส F1 F3 F2 

แถบท่ี อัตราการเคลื่อนที่ของสาร (Rf) ค่าการกระจายน้ ามัน 
(ตารางเซนติเมตร) 

F1 0.90 10.18 
F2 0.77 124.74 
F3 0.66 176.78 
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4.9.4. การท้าให้สารบริสุทธิ์ด้วยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิขวิดโครโมโตกราฟี (High 
Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์บางส่วนที่สกัดได้จากข้อ  4.9.2 มา
วิเคราะห์และแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC โดยน้าตัวอย่างสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพล้าดับที่ F2 และ F3 มาวิเคราะห์ พีกที่เวลา (Retention time) ต่างๆของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพล้าดับที่ F2 แสดงบนโครมาโตรแกรม ดังรูปที่ 36 โดยเก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่างๆ 5 ตัวอย่าง 
ได้แก่ F2-1, F2-2, F2-3, F2-4 และ F2-5 โดยแต่ละตัวอย่างพีกออกมาที่เวลา เท่ากับ 8.505, 8.139, 
11.211, 13.598 และ 16.903 นาที ตามล้าดับ จากนั้นน้าไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ โดยวัดจากค่าการกระจายน้้ามัน ดังตารางที่ 19 พบว่า ตัวอย่างสารพีกที่ F2-3 ที่เวลา
เท่ากับ 11.211 นาที ให้ค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 11.13 ตารางเซนติเมตร 

  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่36 โครมาโตรแกรมของ HPLC จากตัวอย่างล้าดับที่ F2 เก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่างๆ 
(Retention time) จ้านวน 5 ตัวอย่าง ได้แก่ F 2-1, F 2-2, F 2 -3, F 2-4 และ F 2-5  
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ตารางท่ี 19 สรุปค่าการกระจายน้้ามันของตัวอย่างล้าดับส่วนที่ F2 ซึ่งผ่านการวิเคราะห์และท้าให้
บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC 
 

 
 

 

 

 

 

น้าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพล้าดับที่ F3 มาวิเคราะห์และแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC ตัวอย่างพีกที่เวลาต่างๆ ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพล้าดับที่ F3 แสดง
บนโครมาโตรแกรม ดังรูปที่ 37 เก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่างๆ จ้านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ F3-1, F3-2, 
F3-3 และ F3-4 โดยแต่ละตัวอย่างพีกออกมาที่เวลา เท่ากับ 7.420, 8.513, 9.170 และ 11.201 
นาที ตามล้าดับ จากนั้นน้าไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดจากค่าการ
กระจายน้้ามัน ดังตารางที่ 20 พบว่า ตัวอย่างพีกที่ F3-4 ที่เวลาเท่ากับ 11.201 นาที ให้ค่าการ
กระจายน้้ามันสูงสุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 2.27 ตารางเซนติเมตร 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
  

ต าแหน่งพีกจาก F2 
เวลา 
(นาที) 

ค่าการกระจายน้ ามัน 
(ตารางเซนติเมตร) 

F 2-1 8.505 7.07 
F 2-2 8.139 6.16 
F 2-3 11.211 11.34 
F 2-4 13.598 10.18 
F 2-5 16.903 3.14 
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รูปที่ 37 โครมาโตรแกรมของ HPLC จากตัวอย่างล้าดับส่วนที่ F3 เก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่างๆ 
(Retention time) จ้านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ F3-1, F3-2, F3-3 และ F3-4  
 
ตารางท่ี 20 สรุปค่าการกระจายน้้ามันของตัวอย่างล้าดับส่วนที่ F3 ซึ่งผ่านการวิเคราะห์และท้าให้
บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC 
 

 
 
 

 
 

 
 

จากการวิเคราะห์และแยกตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพล้าดับที่ F2 และ F3 และเลือก
ต้าแหน่งพีกที่ให้ค่าการกระจายน้้ามันสูงสุดจากโครมาโตรแกรมของ HPLC มีดังนี ้

ตัวอย่างพีกที่ F2-3 ที่ต้าแหน่งเวลาเท่ากับ 11.211 นาที มีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 
11.34 ตารางเซนติเมตร 

ต าแหน่งพีกจาก F3 เวลา 
(นาที) 

ค่าการกระจายน้ ามัน 
(ตารางเซนติเมตร) 

F 3-1 7.420 0.28 
F 3-2 8.513 0.39 
F 3-3 9.170 0.24 
F 3-4 11.201 2.27 
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ตัวอย่างพีกท่ี F3-4 ที่ต้าแหน่งเวลาเท่ากับ 11.201 นาที มีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 2.27 
ตารางเซนติเมตร 

โดยทั้งสองตัวอย่างออกมาที่เวลาใกล้เคียงกัน คือ 11.211 และ 11.201 นาที ดังนั้นจึงท้า
การวิเคราะห์ตัวอย่างพีกที่ F 2-3 และ F 3-4 โดยน้าทั้งสองตัวอย่างมาผสมกัน และท้าการวิเคราะห์
ด้วยเครื่อง HPLC อีกครั้ง พบว่าสารตัวอย่างทั้งสองชนิดออกมาที่เวลาเดียวกัน คือ 11.139 นาที ดัง
รูปที่ 38 สันนิษฐานว่าน่าจะเป็นสารชนิดเดียวกัน จึงคัดเลือกตัวอย่างพีกที่ F2-3 มาท้าให้บริสุทธิ์ด้วย
เครื่อง HPLC เนื่องจากมีค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด และน้าไปท้าการวิเคราะห์หาน้้าหนักมวลโมเลกุล
ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี และเครื่องโปรตอน-นิวเคลียร์ แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปคโตรสโคปี (1H-
Nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR) ในการทดลองถัดไป 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที ่38 โครมาโตรแกรมของ HPLC จากตัวอย่างผสมพีกที่ F 2-3 และ F 3-4 ที่เวลาเท่ากับ 11.139 
นาท ี
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4.10 วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การวิเคราะห์น้้าหนักโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-
14 ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี โดยเทคนิคท้าให้เกิดไอออไนเซชันแบบ FD/FI จากการวิเคราะห์
สเปกตรัมมวลของตัวอย่าง F2-3 ปรากฏบนโครมาโตรแกรม ดังรูปที่ 39 ซึ่งแสดงค่าไอออนมวลต่อ
ประจุไอออน (m/z) เท่ากับ 169.12 โดยสามารถบ่งบอกน้้าหนักโมเลกุลของสารและท้าให้สามารถ
วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ จากการค้านวณสูตรโครงสร้างโมเลกุลของ
สารได้ เท่ากับ 168 (C10H16O2) และจากการวิเคราะห์สเปกตรัมมวลโดยใช้เทคนิคอิเล็กตรอนไอออไน
เซชัน (electron ionization, EI) ท้าให้พบไอออนโมเลกุลบางส่วนมีการแตกย่อยเป็นไอออนย่อย 
(fragment ion) ปรากฏบนโครมาโตรแกรม ซึ่งมีค่าไอออนมวลต่อประจุมวลไอออน (m/z) เท่ากับ 
97 (C5H5O) และ 68 (C4H4O) ตามล้าดับ ดังรูป 40 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่39 สเปกตรัมมวลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ซ่ึง
วิเคราะห์ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี (แหล่งก้าเนิดไอออนชนิดแบบ FD/FI )  

 
 
 
 
 
 
 

MS Tune Method Name: GCFI Instrument Configuration: JMS-T100GCV Data: common/Apr16:a70046-n2 
Agilent7890A Method Name: HP-5-High-7min-0.2uL Ionization Mode: FI+ Sample: 2253 Morikawa / F2-3 NMR MeOD-MeOH 1-1 

Operator : Y.Takata 
Acquired m/z Range: 20.00..800.00 Experiment Date/Time: 2015/04/16 12:26:28 
Detector Volt: 2300[V] Average(MS[1] Time:4.00) 
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รูปที่ 40 สเปกตรัมมวลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ซึ่ง
วิเคราะห์ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี (แหล่งก้าเนิดไอออนชนิดแบบ Electron ionization, EI) 
 

และเมื่อท้าการวิเคราะห์โครงสร้างโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 1H-NMR ที่ 500 
mHz สามารถระบุต้าแหน่งของสัญญาณหลักของโปรตอนได้ดังนี้ ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 0.9 (พีก a) เป็น
พีคโปรตอนของหมู่เมทิล (-CH3) จะเกิด triple resonance ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 1.35-1.78 (พีก b-c, 
d-e) เป็นพีกโปรตอนของหมู่เมทิลีน (-CH2) เกิด multiple resonance ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 2.38-
2.42 (พีก f) เป็นพีกที่มีการซ้อนทับของโปรตอนของหมู่เมไทน์ (-CH)  เกิด multiple resonance  
ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 4.45 (พีก g) เป็นพีกโปรตอนของหมู่เมไทน์ (-CH) เกิด multiple resonance 
ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 5.95 (พีก h) เป็นพีกโปรตอนของหมู่เมไทน์ (-CH) เกิด double resonance ซึ่ง

อยู่ต้าแหน่งแอลฟา (α) ของพันธะคู่ของคาร์บอนนิล และค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 7.01 (พีก i) เป็นพีก
โปรตอนของหมู่เมไทน์ (-CH) เกิด double resonance อยู่ต้าแหน่งเบต้า (ß) ของพันธะคู่ของ
คาร์บอนนิล ดังตารางที่ 21 
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จากการศึกษาน้้าหนักมวลโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรีและ
การวิเคราะห์โครงสร้างสารด้วย 1H-NMR สามารถระบุได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. 
pullulans YTP6-14 ซึ่งคือสาร 5-hydroxy-2-decenoic acid deta-lactone หรือ Massoia 
Lactone  

 
ตารางท่ี 21 ต้าแหน่งสัญญาณโปรตอนจาก 1H-NMR จากสเปกตรัมของ Massoia Lactone ที่ผลิต
ได้จาก A. pullulans YTP6-14 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

สัญลักษณ์โปรตอน ค่าเคมิเคิลชิฟท์ (ppm) 

a 
b-c, d-e 

f 
g 
h 
i 

0.9 
1.35-1.78 
2.38-2.42 

4.45 
5.95 
7.01 
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รูปที่ 41 โครงสร้างของโมเลกุลสาร Massoia lactone และ 1H-NMR สเปกตรัมของ Massoia 
lactone ที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14
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รูปที ่42 1H-NMR แบบ 2 มิติ ของสเปกตรัมของ Massoia lactone ที่ผลิตได้จาก A. pullulans 
YTP6-14 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากโครงการศึกษาความหลากหลายของยีสต์บริเวณชายฝั่งเกาะสีชัง อ้าเภอศรีราชา จังหวัด
ชลบุรี ปี พ.ศ. 2554-2555 Thaniyavarn และคณะ (2013) แยกยีสต์ได้ทั้งหมด 246 ไอโซเลต จาก 
41 ตัวอย่าง และน้า 50 ไอโซเลต มาพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธีอนุกรมวิธานระดับโมเลกุล โดยศึกษา
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในโดเมน D1/D2 ของ 26S rDNA ในงานวิจัยนี้น้ายีสต์และราคล้ายยีสต์ 16 สาย
พันธุ์ที่เคยมีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มาทดสอบเพ่ือคัดเลือกยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยทดสอบเบื้องต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM ที่
ปกคลุมด้วยน้้ามันดิบ (Morikawa และคณะ, 1993) และน้ามาทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพระดับขวดเขย่าในอาหารเลี้ยงเหลวก้าหนดสูตร (ธนัสถา เชียงอุทัย, 2549) พิจารณา
ประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากค่าแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้้ามันของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่า ราคล้ายยีสต  สายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 ซึ่งแยกได้จากน้้าทะเล บริเวณ
หาดถ้้าพัง เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวด
เขย่ามากที่สุด โดยลดค่าแรงตึงผิวในน้้าเลี้ยงเชื้อจาก 57.5 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือเท่ากับ 
38.4±0.40 มิลลินิวตันต่อเมตร ซึ่งมีค่าผลต่างแรงตึงผิว เท่ากับ 33.22 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าการ
กระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 5.10±0.63 ตารางเซนติเมตร จากการคัดเลือกยีสต์สอดคล้องกับ 
Hamzah และคณะ, 2013 รายงานเกณฑ์ในการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย
จะคัดเลือกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและลดค่าแรงตึงผิวในอาหารเลี้ยงเชื้อต่้า
กว่า 40 มิลลินิวตันต่อเมตร 

 การศึกษาความหลากหลายของยีสต์และราคล้ายยีสต์ที่แยกได้จากบริเวณชายฝั่งของเกาะสี
ชัง พบยีสต์สปีชีส์ที่ยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อนหรือยีสต์สปีชีส์ใหม่ 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Candida 
sp. YTW5-4 ซึ่งคัดแยกได้จากน้้าทะเลบริเวณหาดท่าวัง เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี จากการศึกษาล้าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ของ Candida sp.YTW5-4 และลักษณะสัณฐานวิทยา 
สรีรวิทยา และลักษณะทางชีวเคมี สามารถจัดจ้าแนกยีสต์รหัส YTW5-4 เป็นสปีชีส์ใหม่ แต่ใน
ระหว่างการเตรียมข้อมูลเพ่ือจัดท้า manuscript เพ่ือเสนอสปีชีส์ใหม่ พบว่า ยีสต์รหัส YTW5-4 มี
ล้าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับ ยีสต์รหัส IMT-Y-2365 100 เปอร์เซ็นต์ และยังมีต้าแหน่งเดียวกันบน
แผนภูมิต้นไม้เชิงวิวัฒนาการอีกด้วย จึงสรุปว่ายีสต์รหัส YTW5-4 และยีสต์รหัส IMT-Y-2365 เป็นสปี
ชีส์เดียวกัน และทราบจาก Dr. Gouri Shankar Prasad นักวิจัยจากประเทศอินเดีย ซึ่งเป็นผู้ศึกษา 
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ยีสต์รหัส IMT-Y-2365 ได้มีการจัดเตรียม manuscript เพ่ืออธิบายยีสต์รหัส IMT-Y-2365 เป็นสปีชีส์
ใหม่แล้ว จึงไม่ได้ท้าการเสนอยีสต์รหัส YTW5-4 เป็นสปีชีส์ใหม่  

การศึกษาหาองค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะในการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส้าหรับการ
เจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. pullulans YTP6-14 พบว่า เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงปรับปรุงสูตร (Manitchotpisit และคณะ, 2011) ที่ประกอบด้วยอัตราส่วนระหว่างกลูโคส 2.5 
เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน เป็นแหล่งคาร์บอนเหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มากที่สุดในงานวิจัยนี้ ซึ่งการใช้แหล่งคาร์บอนผสมในการเลี้ยงเชื้อสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Bhardwaj และคณะ (2013b) รายงานว่า เมื่อใช้กลูโคสหรือน้้าพืชเพียงชนิดเดียวเป็นแหล่งคาร์บอน
ส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยยีสต์ Torulopsis bombicala จะผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้น้อยเมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนที่ผสมระหว่างกลูโคสและน้้ามันพืช Fontes และ
คณะ (2010) รายงานว่าองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของยีสต์ Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนคือ กลูโคส 4 
เปอร์เซ็นต์ และ กลีเซอรอล 2 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส โดยมีค่าผลต่างแรงตึงผิว 
เท่ากับ 19.5 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอลเป็นสารประกอบอินทรีย์สายสั้นๆ ที่มีคุณสมบัติในการละลายน้้า
ได้ดี ดังนั้นกลีเซอรอลจึงเป็นแหล่งคาร์บอนที่ง่ายต่อการน้าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานส้าหรับการเจริญ
และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Hamzah และคณะ, 2013)   

ส้าหรับแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ A. 
pullulans YTP6-14 คือ เปปโตน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Rocha และคณะ (2007) ผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Pseudomonas aeruginosa โดยใช้น้้ามะม่วงหิมพานต์ (Cashew Apple 
Juice) เป็นแหล่งคาร์บอนและเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ  อัตราส่วนระหว่าง
คาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย
อัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุดในงานวิจัยนี้ คือ อัตราส่วน C:N เท่ากับ 300 โดยเป็นค่าที่ท้าให้มีการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากขึ้น สังเกตจากค่าการกระจายน้้ามันที่มากขึ้นกว่าเดิม 2.5 เท่า ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยหลายงานที่มีการรายงานว่า จุลินทรีย์จะมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดี
เมื่อเลี้ยงในสภาวะที่มีการจ้ากัดปริมาณของไนโตรเจน (Gonzalez-Parraga และคณะ, 2011; 
Abouseoud และคณะ, 2008; Saimmai และคณะ, 2012)    

การศึกษาภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าเมื่อ
เลี้ยง A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสม ที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 6.5 ซึ่ง
ค่าพีเอชที่เหมาะสมที่สุดส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
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Manitchotpisit และคณะ (2011) เลี้ยง A. pullulans CU 43 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีค่าพีเอชเริ่มต้น
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 6.5 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ A. pullulans YTP6-14 โดยเมื่อเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตร ที่ค่าพีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 6.5 พบว่า เมื่อบ่มเชื้อที่อุณหภูมิ เท่ากับ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 200 รอบ
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 7 วัน เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่สุด โดยมีค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด เท่ากับ 43.34±2.5 ตารางเซนติเมตร ค่าแรงตึงผิว 
เท่ากับ 32±0.00 มิลลินิวตันต่อเมตร และมีค่าผลต่างแรงตึงสูงสุด เท่ากับ 37 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อ
ท้าการศึกษาองคป์ระกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมแล้ว พบว่า A. pullulans YTP6-
14 มีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมมากข้ึน 6.422 เท่า จากอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรเดิมที่ยังไม่ได้ท้า
การปรับปรุงสูตร โดยมีผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้นจาก 0.1962 กรัมต่อลิตร เป็น 
1.26 กรัมต่อลิตร 

การติดตามความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่
เหมาะสม พบว่า เชื้อมีการเจริญสูงสุดวันที่ 7 และจะมีการผลิตสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตั้งแต่วัน
แรกของการเจริญ โดยสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดในวันที่ 7 เช่นกัน ซึ่งการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพมีรูปแบบความสัมพันธ์กับการเจริญของเชื้อ (Growth associated production) 
มีค่าเท่ากับ 1.26 กรัมต่อลิตร โดยใช้วิธีการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้้าเลี้ยงเชื้อ ซึ่งสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Manitchotpisit และคณะ, 2010 รายงานว่า A. pullulans หลายสายพันธุ์ เมื่อ
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้้าตาลซูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
ลิมโมซินได้ในช่วง 0.5-6 กรัมต่อลิตร โดยใช้วิธีการสกัดสารพร้อมเซลล์ Kim และคณะ, 2015 
รายงานว่าเมื่อเพาะเลี้ยง A. pullulans L3-GPY ในอาหารเลี้ยงเชื้อ GPY ที่มีกลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน พบว่า สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดกลีเซอรอลลิมโมซิมซึ่งมีผลผลิตต่้ากว่า A. 
pullulans YTP6-14 มีค่าเท่ากับ 0.37 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยใช้วิธีการสกัดสารจากน้้าเลี้ยงเชื้อ และ
นอกจากจะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแล้ว A. pullulans YTP6-14 อาจจะมีการผลิตสารอ่ืนๆอีก 
ที่ยังไม่ได้ท้าการศึกษา แต่เนื่องจากมีรายงานจ้านวนมากเกี่ยวกับการผลิตสารพอลิแซคคาไรด์พูลลู
แลนโดย A. pullulans (Chi และคณะ, 2009; Gaur และคณะ, 2010; Oliveria และคณะ, 2015) 
ดังนั้นผู้วิจัยจึงสนใจศึกษารูปแบบการผลิตสารสารพอลิแซคคาไรด์พูลลูแลนจาก A. pullulans 
YTP6-14 โดยพบว่าเชื้อจะเริ่มผลิตสารพอลิแซ็คคาไรด์พลูลูแลนตั้งแต่วันแรกของการเจริญ และจะ
เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วสูงสุดที่วันที่ 5 (5.036 กรัมต่อลิตร) ซึ่งการผลิตสารพอลิแซ็คคาไรด์พลูลูแลนของ 
A. pullulans YTP6-14 มีความสัมพันธ์กับการเจริญของเชื้อเช่นกัน 
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ลักษณะคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพขึ้นอยู่กับความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว 
ค่า CMC และความเสถียรในการก่ออิมัลชัน โดยความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวจะขึ้นอยู่กับ
ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการทดลองหาค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ 
(CMC) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. pullulans YTP6-14 พบว่า มีค่า CMC เท่ากับ 39 
มิลลิกรัมต่อลิตร และมีค่า γCMC เท่ากับ 31.6 มิลลินิวตันต่อเมตร ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพชนิดอ่ืนๆ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 มีค่า 
CMC ต่้ากว่า เช่น Candida antarctica (35 มิลลินิวตันต่อเมตร) (Adamczak  และ Bednarski, 
2000), Candida bombicola (34.18 มิลลินิวตันต่อเมตร) (Daverey และ Pakshiajan, 2010) 
และเมื่อท้าการเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์พบว่ามีค่า CMC มีต่้ากว่า เช่น โซเดียมโด
เดซิลซัลเฟต (1,004 มิลลิกรัมต่อลิตร) และไทรทอน เอกซ์ 100 (537 มิลลิกรัมต่อลิตร) (มาติกา อ้น
แก้ว, 2553) โดยสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพดีจะมีค่า CMC ต่้า เนื่องจากใช้ความเข้มข้นของ
สารลดแรงตึงผิวน้อยในการลดค่าแรงตึงผิว (Silva และคณะ, 2010; Ranasalva และคณะ, 2014 )   

การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsification Index) และศึกษาความเสถียรในการก่อ
อิมัลชัน (Emulsificaition stability) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-
14 ร่วมกับน้้ามันพืชชนิดต่างๆที่ใช้ประกอบอาหารและน้้ามันดีเคน พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้้ามันได้ทุกชนิดที่ใช้ในการทดสอบ ยกเว้น น้้ามันดีเคน (เฮกซะดีเคน และ 
เดคเคน) โดยน้้ามันร้าข้าวมีเปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันได้สูงสุด มีค่าเท่ากับ 62.98 เปอร์เซ็นต์ที่ 24 
ชั่วโมงแรก สอดคล้องกับผลการทดลองของ Katemai และคณะ (2010) รายงานว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจาก Issatchenkia orientalis PO1.2 สามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้้ามันร้าข้าวได้ดีที่สุด 
(71.67 เปอร์เซ็นต์) และจากการศึกษาความเสถียรของอิมัลชัน พบว่าน้้ามันพืชเกือบทุกชนิดมีความ
เสถียรของอิมัลชันมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ โดยน้้ามันร้าข้าวมีความเสถียรในการก่ออิมัลชันมากที่สุดมี
ค่าเท่ากับ 95.58 เปอร์เซ็นต์ ที่ 168 ชั่งโมง น้้ามันร้าข้าวเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการสีข้าว ซึ่ง
น้้ามันร้าข้าวใช้ในการประกอบอาหาร ท้าน้้าสลัด (Charoen และคณะ, 2011) อุดมไปด้วยวิตามินอี 
โทโคฟีนอล โทโคไตรอินอล และยังประกอบด้วยสารแอนติออกซิแดนซ์ เช่น แกรมมา โอรีซานอล 
(Hoed และคณะ, 2006) โดยในปัจจุบันนิยมน้าน้้ามันร้าข้าวมาท้าเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูง เช่น 
ผลิตภัณฑ์เกี่ยวกับทางด้านเภสัช ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม และเครื่องส้าอาง (Patel และ Naik, 2004) 
Bernardi และคณะ (2011) เตรียมนาโนอิมัลชันจากน้้ามันร้าข้าวและน้ามาประยุกต์ใช้ในการท้าครีม
ทาผิว จากการศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก  A. pullulans YTP 6-14 
ในภาวะต่างๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่อความเข้มข้นเกลือ (1-12 เปอร์เซ็นต์) ค่าพี
เอช (2-12) และอุณหภูมิ (4, 30, 60, 100 องศาเซลเซียส)ได้ นอกจากนี้ยังน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
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ไปทดสอบความเสถียรภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 
15 ปาสคาล เป็นระยะเวลา 15 นาที พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่ออุณหภูมิสูง โดย
ยังคงมีประสิทธิของสารลดแรงตึงผิวไม่เปลี่ยนแปลง ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. 
pullulans YTP6-14 สามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับงานทางด้านสิ่งแวดล้อม รวมทั้งอุตสาหกรรมได้
หลากหลาย 

การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยเทคนิค Analytical TLC พบว่า
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแยกเป็น 3 ล้าดับส่วน ได้แก่ FI, FII และ FIII และมีค่า Rf เท่ากับ 
0.93, 0.80 และ 0.66 ตามล้าดับ จากนั้นเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนให้ได้
ปริมาณมากขึ้นด้วยเทคนิค preparative TLC พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแยกเป็น 3 
ล้าดับส่วน ได้แก่ F1, F2 และ F3 และมีค่า Rf เท่ากับ 0.90, 0.77 และ 0.66 ตามล้าดับ โดย F2 และ 
F3 มีค่าการกระจายน้้ามันสูง จึงเลือกมาท้าให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค HPLC และพบว่า ตัวอย่างพีกที่ 
F2-3 และตัวอย่างพีกที่ F3-4 เป็นต้าแหน่งพีกที่ให้ค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด ซึ่งมีเวลาใกล้เคียงกัน 
คือ 11.211 และ 11.201 นาที ตามล้าดับ ดังนั้นจึงท้าการวิเคราะห์ตัวอย่างพีกที่ F 2-3 และ F 3-4 
โดยน้าทั้งสองตัวอย่างมาผสมกันและวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC อีกครั้ง พบว่าสารตัวอย่างทั้งสอง
ชนิดออกมาที่เวลาเดียวกัน คือ 11.139 นาที สันนิษฐานว่าน่าจะเป็นสารชนิดเดียวกัน จึงได้คัดเลือก
ตัวอย่างพีกที่ F2-3 เนื่องจากมีค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด และน้ามาวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 ด้วยวิธี FI-MS และ 1H-NMR แบบ 2 
มิติ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีน้้าหนักมวลโมเลกุลของสาร เท่ากับ 168 (C10H16O2) และพบว่า
คือ สาร5-hydroxy-2-decenoic acid deta-lactone หรือ Massoia lactone ซ่ึงจากการวิเคราะห์
โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าโครงสร้าง Massoia lactone ไม่มีน้้าตาลเป็น
องค์ประกอบ แต่ให้ผลบวกในการทดสอบมอริส เป็นไปได้ว่ากรดซัลฟูริกท้าปฏิกิริยากับหมู่คีโตนใน
โครงสร้างวงแลคโตน ท้าให้เกิดเป็นสารที่เป็นอนุพันธ์เฟอร์ฟูรอล (Furfural) และเมื่อท้าปฏิกิริยากับ
มอริส จึงท้าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อนที่มีสีม่วง 

สาร Massoia lactone ถูกพบครั้งแรกโดย Abe และคณะ ในปี 1993 โดยแยกได้จาก
เปลือกไม้ของต้น Cryptocarya massoia ประเทศปาปัวนิวกินี (New Guinea) ซึ่งมีรายงานว่ามีการ
น้า Massoia lactone มาประยุกต์ใช้เป็นยารักษาโรค นอกจากนี้ยังสามารถแยกสาร Massoia 
lactone ได้จากกากน้้าตาลจากอ้อย (cane molasses) และดอกมะลิ และพบว่าสาร Massoia 
lactone หลั่งออกมาจากมดในสกุล Componotus ที่พบในประเทศออสเตรีย (Gupta และคณะ, 
2004)  
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Vesonder และคณะ (1979) พบสาร δ-Lactone of 3,5-dihydroxydecanoic acid จาก
ราสายพันธุ์ Cephalosporium recifei และเมื่อท้าปฏิกิริยา dehydration ด้วยกรด p-tolulene-
sulfonic จะได้สาร 5-hydroxy-2-decenoic acid deta-lactone ซึ่งเป็นโครงสร้างแลคโตนที่มี 
Unsaturated มีกลิ่นหอมคล้ายเนย ซึ่งสอดคล้องกับ Nago และคณะ  (2014) ได้ท้าการสังเคราะห์
สาร Massoia lactone ด้วยปฏิกิริยาทางเคมี พบว่าได้สารที่มีกลิ่นหอมคล้ายกับกลิ่นของมะพร้าว 
โดยสันนิษฐานว่าสารที่มีรูปแบบโครงสร้างเป็นแลคโตน มักจะเป็นสารที่ให้กลิ่นหอมเนื่องจากมีพันธะ
คู่ท่ีต้าแหน่งแอลฟาของวงแลคโตน  

 ในงานวิจัยนี้ พบว่า A. pullulans YTP6-14 เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มี
เหมาะสมส้าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งประกอบด้วยอัตราส่วนระหว่าง
กลูโคส 2.5 เปอร์เซ็นต์ และกลีเซอรอล 2.5 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนและเปปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่อัตราส่วน C:N เท่ากับ 300 ค่าพีเอชเท่ากับ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 7 วัน ในระดับขวดเขย่า สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 1.26 กรัมต่อลิตร ซ่ึง
จากการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต
ได้จาก A. pullulans YTP6-14  มีน้้าหนักมวลโมเลกุล เท่ากับ 168 ซึ่งมีชื่อเรียกว่า 5-hydroxy-2-
decenoic acid deta-lactone หรือ Massoia lactone และจากการศึกษาคุณสมบัติของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ เช่น ค่า CMC HLB การก่ออิมัลชัน และความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ภาวะต่างๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก A. pullulans YTP6-14 เป็นสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่มีประสิทธิภาพ ซึ่งจะสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานส้าหรับการน้าสาร Massoia lactone ไป
ประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆต่อไป โดยพบว่าเป็นครั้งแรกท่ีมีการการศึกษาหาองค์ประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและลักษณะสมบัติของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ จาก A. pullulans YTP6-14 และในงานวิจัยนี้ถือเป็นการรายงานครั้งแรก
ที่พบว่าสาร Massoia lactone หรือ 5-hydroxy-2-decenoic acid deta-lactone มีคุณสมบัติใน
การเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากราคล้ายยีสต์ 
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ข้อแนะน้า 

1. ควรเพิ่มผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้มปีริมาณที่สูงขึ้น เช่น เลี้ยงเชื้อในระดับถัง
หมัก พัฒนาสายพันธุ์ A. pullulans YTP6-14 ให้เป็นสายพันธุ์กลายที่มีการผลิตเพ่ิมข้ึน 

2. ศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ราคาถูกลง เช่น น้าของเหลือใช้ทางด้านการเกษตร หรือผลพลอยได้
จากอุตสาหกรรมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนหรือไนโตรเจน เพื่อเป็นการลดต้นทุนในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3. มีรายงานว่าสาร Massoia lactone สามารถน้ามาประยุกต์ใช้เป็นยารักษาโรค ดังนั้นควร
ศึกษาคุณสมบัติในการการยับยั้งจุลินทรีย์ของสาร Massoia lactone ที่ผลิตได้จาก A. 
pullulans YTP6-14 ต่อไป  
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM 
สารสกัดยีสต์            3   กรัม 
สารสกัดมอลต์     3  กรัม 
เพปโตน      5   กรัม 
กลูโคส    10  กรัม 

         น้้ากลั่น              1,000  มิลลิลิตร 
 
ผสมสารให้เข้ากันและปรับค่าพีเอชเท่ากับ 4.5 จากนั้นฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง YM 

สารสกัดยีสต์   3   กรัม 
สารสกัดมอลต์   3  กรัม 
เพปโตน    5   กรัม 
กลูโคส    10  กรัม 
ผงวุ้น    20  กรัม 

           น้้ากลั่น                       1,000  มิลลิลิตร 
ผสมสารให้เข้ากันและปรับค่าพีเอชเท่ากับ 4.5 จากนัน้ฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ เป็นเวลา 15 นาท 
 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อก้าหนดสูตร (ธนัสถา เชียงอุทัย, 2549) 
  โซเดียมไนเตรท   0.40  กรัม 
  โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.02   กรัม 
  แมกนีเซียมซัลเฟต  0.02  กรัม 
  สารสกัดยีสต์   0.10  กรัม 
  น้้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
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ผสมสารให้เข้ากัน จากนั้นฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ 
เป็นเวลา 15 นาท ี

 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อ (Manitchotpisit และคณะ, 2011) 

น้้าตาลซูโคส    50   กรัม 
เพปโตน    0.6   กรัม 
สารสกัดยีสต์    0.4   กรัม 
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  5   กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต  0.4   กรัม 
โซเดียมคลอไรด์    1   กรัม 
น้้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากัน  จากนั้นฆ่าเชื้ออุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ 
เป็นเวลา 10 นาท ี
 

5. Corn meal agar  
Corn meal    50    กรัม 
วุ้น        15  กรัม 
น้้ากลั่น    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับค่าพีเอช   6 

ผสมสารให้เข้ากัน  จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี

 
6.  5% malt extract agar 

   มอล์เอ็กซ์แท็กซ์    50  กรัม 
   วุ้น    15  กรัม 
   น้้ากลั่น    1,000  กรัม 

ผสมสารให้เข้ากัน  จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี

 
7.  Potato dextrose agar 

    Potato dextrose broth  24  กรัม 



 129 

   วุ้น    15  กรัม 
น้้ากลั่น    1,000  กรัม 

ผสมสารให้เข้ากัน  จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี

 
8.  Fowell’s acetate agar 

   Sodium acetate trihydrate  5  กรัม 
   วุ้น    20  กรัม 

น้้ากลั่น    1,000  กรัม 
ผสมสารให้เข้ากัน  จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี
 
9.  Acetate agar 

   Glucose   1  กรัม 
   Potassium chloride  1.8  กรัม 
   Yeast extracts   2.5   กรัม 
   วุ้น    1.5  กรัม 

น้้ากลั่น    1,000  กรัม 
ผสมสารให้เข้ากัน  จากนัน้ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

สารเคมี 

1. Lysis buffer 
    Tris      100  mM   pH 8  20   มิลลิลิตร 

EDTA  30    mM   pH  8  30   มิลลิลิตร 
SDS      5%     10   มิลลิลิตร 
น้้ากลั่น     100  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร และจากนั้นฆ่า
เชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาท ี

 
2. Potassium acetate 2.5  mole 

 
Potassium acetate    12.27   กรัม  

   น้้ากลั่น     50  มิลลิลิตร  
ผสมสารให้เข้ากัน จากนัน้ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์
เป็นเวลา 15 นาท ี

 
3. 50 mM มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ พีเอช 8 

 
ทริส      0.61   กรัม 
น้้ากลั่น      100   มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากันและปรับค่าพีเอชเท่ากับ 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก และปรับปริมาตรเป็น 
100 มิลลิลิตร จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ด้วยความดันไอ 15 ปอนด ์เป็น
เวลา 15 นาท ี
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4. มอริส รีเอเจนท์ 

 
แอลฟา-แนฟทอล   0.5   กรัม 
95% เอทานอล    10  มิลลิตร 

วิธีทดสอบ 
หยดมอริส รีเอเจนท์ จ้านวน 2 หยด ลงในตัวอย่างปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 

จากนั้นเอียงหลอดทดลอง และค่อยๆเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป โดยห้ามเขย่า  
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นางสาวสุดารัตน์  ลือพงศ์พัฒนะ เกิดวันที่ 9 กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2533 ที่จังหวัด
นครราชสีมา ที่อยู่ 629 ถนน พายัพทิศ ต้าบลในเมือง อ้าเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 30000 
ส้าเร็จการศึกษาปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี มหาวิทยาธรรมศาสตร์ ปีการศึกษา 2555 ต่อมาปีการศึกษา 2555 ศึกษาต่อใน
ระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

งานวิจัยได้เข้าร่วมเสนอผลงานการประชุมวิชาการระดับนานาชาติในงาน The 25th 
Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International 
Conference (TSB 2013) ในหัวข้อ“Yeast biodiversity in the coastal area of Koh Si 
Chang and their potential as biosurfactant producers” ระหว่างวันที่  16 -19 ตุลาคม 
2556 ณ โรงแรมดิเอมเมอรัลด์ กรุงเทพมหานคร และ งานประชุมวิชาการระดับนานาชาติในงาน 
The 26th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International 
Conference (TSB 2014) ในหัวข้อ “Screening and biosurfactant production by yeast 
and yeast-like fungi isolated from the coastal areas of Koh Si Chang” ระหว่างวันที่ 
26 ถึง 29 พฤศจิกายน 2557 ณ มหาลัยแม่ฟ้าหลวง จังหวัดเชียงราย 
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