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 Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพ
สงูสดุในอาหารเหลวปรับปรุงสตูรซึ)งมีอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 16:0.7 ประกอบด้วย 
กลโูคส 5.33% นํ $ามนัถั)วเหลือง 10.67% สารสกดัยีสต์ 0.35% NaNO3 0.35% KH2PO4 0.02% 
และ MgSO4·7H2O 0.02% (นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 ภาวะการ
เลี $ยงเชื $อที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 รอบ
ตอ่นาที ในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตรแบบแบตช์ เป็นเวลา 7 วนั โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้มี
คา่แรงตงึผิวตํ)าสดุ 30 mN/m คา่การกระจายนํ $ามนัเทา่กบั 76.42 ตารางเซนตเิมตร และให้ผลผลิต
เทา่กบั 1,353 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึ)งมากกว่าการผลิตในระดบัขวดเขย่า 42.4 %  เมื)อศกึษาลกัษณะ
สมบตัิตา่งๆ ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ พบว่า มีคา่ความเข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ 
(CMC) เทา่กบั 162 มิลลิกรัมตอ่ลิตร คา่Hydrophilic-lipophilic balance (HLB) ในชว่ง 10-13 
แสดงวา่เป็นสารก่ออิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $าได้ดี ทําให้มีสมบตัใินการห่อหุ้มสารที)ไม่มีขั $วให้ละลาย
ในสารมีขั $วได้ดีขึ $น เชน่ การชว่ยให้สีซูดาน II ที)ไมมี่ขั $วละลายในนํ $าที)มีขั $วได้ นอกจากนี $ยงัสามารถ
ก่ออิมลัชนัตอ่นํ $ามนัที)ใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร เชน่ นํ $ามนัคาโนลา นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัรําข้าว 
นํ $ามนังา และนํ $ามนัถั)วเหลือง เป็นต้น สําหรับการวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้โดย
ทดสอบใน TLC พบวา่มีสว่นประกอบ 3 ส่วน มีอตัราเร็วการเคลื)อนที) (Rf) เทา่กบั 0.88, 0.75 และ 
0.66 (F1-F3) ตามลําดบั โดยสารที)สกดัจากตําแหนง่ F2 ให้คา่การกระจายนํ $ามนัสงูสดุและยงัมี
นํ $าตาลเป็นสว่นประกอบในโมเลกลุ จากนั $นนําสาร F2 ไปทําให้บริสทุธิ9อีกครั $งด้วย HPLC เก็บแต่
ละลําดบัสว่น เพื)อมาตรวจผลด้วยการวดัคา่การกระจายนํ $ามนั และนําไปวิเคราะห์ตอ่ด้วย 
MALDI-TOF MS ซึ)งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้มีมวลโมเลกลุเทา่กบั 480, 492, 520 และ 
548  ซึ)งเทียบเคียงได้กบัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพประเภทไกลโคลิพิด ชนิดโซโฟโรลิพิด ที)โมเลกลุ
ประกอบ ด้วยนํ $าตาลโซโฟโรสกบักรดไขมนัที)มีโครงสร้าง monoacetylate ได้แก่ [C8]Lactone, [C10] 

Lactone , [C18] Lactone รวมถึง [C10:1] Lactone, [C12:1] Lactone  และ [C14:1] Lactone  ตามลําดบั 
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 MATIKA AOENKAEW : BIOSURFACTANT PRODUCTION BY Pichia anomala 
PY1. THESIS ADVISOR : ASSOC. JIRAPORN THANIYAVARN, THESIS CO-
ADVISOR : ASST.PROF. SUCHADA CHANPRATEEP, Ph.D.,124 pp.  

 

 In the present study, the production and characterization of biosurfactant from 
yeast Pichia anomala strain PY1 were investigated. The highest efficiency for 
biosurfactant production was found when the organism was grown in modified medium 
with C:N ratios 16:0.7 consisting of glucose 5.33%, soybean oil 10.67%, yeast extract 
0.35%, NaNO3 0.35%, KH2PO4 0.02% and MgSO4·7H2O 0.02% (wt/vol). The cultivation 
was performed in batch fermenter using optimal condition at 30ºC, control pH of 5.0 with 
aeration rate 2 vvm and agitation rate 400 rpm for 7 days. After 7 day of cultivation, P. 
anomala PY1 was able to produce biosurfactant up to 1,353 mg L-1, a 42.4 % higher 
than what obtained from shake flask The crude biosurfactant was able to reduced the 
surface tension of pure water to 30 mN/m, oil displacement activity of 75.39 cm2 with a 
critical micelle concentration (CMC) of 162 mg/l, it exhibited HLB value of 10-13. It could 
also encapsulated Sudan II, a water insoluble dye suspended in hydrophilic solution. In 
addition, it could form stable oil in water emulsions with various types of vegetable oils 
such as canola oil, salad oil, rice bran oil, sesame oil and soybean oil etc. Result from 
TLC indicated that crude biosurfactant consist of 3 major bands with Rf values of 0.88, 
0.75 and 0.66 (F1-F3), respectively. Among these, F2 gave highest oil displacement 
activity and gave positive test with sugar. Further, F2 was fractionated via HPLC in 
combination with MALDI-TOF MS, the chemical structure of the most relatively abundant 
fraction was identified as sophorolipid in nature containing sophorose dimeric sugar and 
fatty acid with monoacetylate [C8] Lactone, [C10] Lactone, [C18] Lactone including nonacetylate 
[C10:1] Lactone, [C12:1] Lactone  and [C14:1] Lactone , respectively. 
 
Department : ........Microbiology……................ Student’s Signature.................................... 
Field of Study : .....Industrial Microbiology........Advisor’s Signature.................................... 
Academic Year : ..2010…………………..........Co-Advisor’s Signature................................ 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 
 

 oซ  = องศาเซลเซียส 
 %  = เปอร์เซ็นต์ 

  rpm  = รอบตอ่นาที 
                         vvm    =  ปริมาตรอาหารเลี $ยงเชื $อตอ่ปริมาตรอากาศตอ่นาที 
  g L-1  =          กรัมตอ่ลิตร 
  :  =  อตัราสว่นตอ่ 

 cm2  = ตารางเซนตเิมตร 
 mN/m  = มิลลินิวตนัตอ่เมตร 
 L min-1  = ลิตรตอ่นาที       
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บทที� 1 
 

บทนํา 
 

สารลดแรงตงึผิวเป็นสารที)บทบาทสําคญัอยา่งยิ)งในปัจจบุนั เนื)องจากสารลดแรงตงึผิวนั $น 
ถกูนํามาใช้เป็นสว่นประกอบในอตุสาหกรรมหลายภาคสว่น เชน่ ผลิตภณัฑ์ทําความสะอาด  
อตุสาหกรรมกระดาษ  อตุสาหกรรมสิ)งทอ เครื)องสําอาง อตุสาหกรรมการเกษตร รวมไปจนถึง
ทางด้านการแพทย์และอาหาร เป็นต้น อยา่งไรก็ตามสารลดแรงตงึผิวที)ใช้สว่นใหญ่นั $น เป็นสารที)
สงัเคราะห์จากปิโตรเลียมโดยวิธีทางเคมี ซึ)งสารเหล่านี $มกัมีความเป็นพิษ ย่อยสลายยาก ทําให้
เกิดการตกค้าง เป็นสาเหตใุห้เกิดมลพิษตอ่สิ)งแวดล้อม (Van Bogaert และคณะ, 2007) และเนื)อง
ด้วยการตระหนกัถึงปัญหาสิ)งแวดล้อมที)มากขึ $น การนําผลิตภณัฑ์ชีวภาพ (bioproducts) ซึ)งผลิต
ได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ มาทดแทนการใช้ผลิตภณัฑ์ที)ได้จากการสงัเคราะห์ทางเคมี (chemical 
products) จงึเป็นอีกทางเลือกหนึ)งในการชว่ยลดปัญหามลพิษในด้านตา่งๆ ด้วยเหตนีุ $สารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพจงึได้รับความสนใจมากขึ $นที)จะมาใช้ทดแทนสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมี ทั $งนี $
เพราะสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีความเป็นพิษตํ)า สามารถยอ่ยสลายได้เองตามธรรมชาต ิ คงความ
มีประสิทธิภาพดีแม้ในภาวะไมเ่หมาะสม เชน่ ความเป็นกรดดา่ง อณุหภมูิ และความเคม็สงู 
(Chen และคณะ, 2008) สามารถผลิตได้จากทั $งสารตั $งต้นที)มาจากทรัพยากรที)ผลิตทดแทนใหมไ่ด้ 
สารตั $งต้นที)มีราคาถกู (Nitschke และ Pastore, 2006) นอกจากนี $ยงัสามารถยบัยั $งการเจริญของ
จลุินทรีย์ และเป็นสารประกอบที)มีโครงสร้างหลากหลาย ทําให้มีลกัษณะเฉพาะตวั มีสมบตัทิาง
กายภาพ เคมี และชีวภาพแตกตา่งกนั ด้วยเหตนีุ $จงึสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ 
ได้อยา่งกว้างขวาง (Nitschke และ Costa, 2007)  

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ผลิตได้จากสิ)งมีชีวิตหลายชนิด โดยเฉพาะอยา่งยิ)งจากจลุินทรีย์ 
เชน่ แบคทีเรีย รา และยีสต์ ซึ)งเป็นสารชีวโมเลกลุที)มีสมบตัใินการลดแรงตงึผิว (surface active 
compounds) เนื)องจากโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟิลิค (amphiphilic molecules) ที)ประกอบด้วย 
2 สว่น คือ สว่นที)ชอบนํ $าหรือมีขั $ว (hydrophilic หรือ polar group) สว่นใหญ่ ได้แก่ โปรตีนและ
นํ $าตาลที)มีหมูค่าร์บอกซิล หมูไ่ฮดรอกซิล หมู่อะมิโน เป็นต้น อีกสว่นคือส่วนที)ไมช่อบนํ $าหรือไมมี่
ขั $ว (hydrophobic หรือ nonpolar group) สว่นใหญ่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนหรือกรดไขมนั 
(Pattanathu และคณะ, 2008) สามารถจดัจําแนกตามโครงสร้างทางเคมีเป็น 6 กลุม่ ได้แก่ ไกลโค
ลิพิด (glycolipids) ไลโพเพพไทด์และไลโพโปรตีน (lipopeptides and lipoproteins) กรดไขมนั
และไขมนั (fatty acids and neutral lipids) ฟอสโฟลิพิด (phospholipids) สารลดแรงตงึผิวชนิด
โพลิเมอร์ (polymeric surfactants) และสารลดแรงตงึผิวชนิดอนภุาค (particulate 
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biosurfactants) (Desai และ Banat, 1997) เมื)อสารลดแรงตงึผิวชีวภาพละลายในสารที)มีขั $ว เช่น 
นํ $า โมเลกลุจะเกิดการรวมตวัเป็นกลุม่ โดยหนัส่วนที)ไม่มีขั $วเข้าด้านใน และหนัสว่นที)ไมมี่ขั $วออก
ด้านนอกเพื)อยดึกบัโมเลกลุของนํ $า เกิดเป็นโครงสร้างที)เรียกวา่ ไมเซลล์ (micelle) ซึ)งความเข้มข้น
ตํ)าสดุของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ทําให้เกิดการรวมตวัเป็นโครงสร้างไมเซลล์ เรียกวา่ ความ
เข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (Critical Micelle Concentration, CMC)  

อยา่งไรก็ตามแม้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะมีสมบตัทีิ)ดีตา่งๆมากมาย หากแตก่ารนําไปใช้
ทดแทนสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมียงัเป็นเพียงส่วนน้อย เนื)องจากการขยายกําลงัการผลิต
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจนถึงขั $นอตุสาหกรรมนั $นยงัไมป่ระสบความสําเร็จมากนกั และมีต้นทนุ
การผลิตสงู ทําให้ความสามารถในการแขง่ขนัทางด้านการตลาดด้อยกว่าสารสงัเคราะห์ ดงันั $น 
เพื)อพฒันากระบวนการผลิตเพื)อนําไปสูร่ะดบัอตุสาหกรรม จงึจําต้องพิจารณาปรับปรุงปัจจยั
หลายประการ ได้แก่ การเลือกใช้สารตั $งต้นที)มีราคาถกู การพฒันาสายพนัธุ์  การลดคา่ใช้จา่ยใน
การสกดัแยกผลิตภณัฑ์จากนํ $าหมกั ตลอดจนการพฒันากระบวนการหมกั จากเหตผุลดงักล่าว 
งานวิจยันี $จงึสนใจศกึษาการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ซึ)ง
เป็นยีสต์ที)มีความปลอดภยั คดัแยกได้จากอาหารหมกัพื $นบ้าน และมีประสิทธิภาพในการผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพประเภทไกลโคลิพิด เพื)อให้ทราบถึงปัจจยัตา่งๆ ที)เหมาะสมตอ่การผลิต ใน
ระดบัขวดเขย่าและในระดบัถงัหมกัแบบแบตช์ ตลอดจนศกึษาสมบตัขิองสารลดแรงตงึผิวที)ผลิตได้ 
นําไปสูก่ารพฒันากระบวนการหมกัที)มีประสิทธิภาพมากยิ)งขึ $นตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 เพื)อศึกษาถึงอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน ในระดบัขวดเขย่า และภาวะต่างๆ ที)
เหมาะสมสําหรับการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ในถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร แบบแบตช์ 
 
ขั 'นตอนการดาํเนินงาน 
 1.การหาอตัราส่วนของอาหารเลี $ยงเชื $อที)เหมาะสมต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในระดบั
ขวดเขยา่ 
 2.การหาภาวะที)เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในถังหมักขนาด 5 ลิตร
แบบแบตช์ 
 3.การผลิตและสกดัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 4.ลกัษณะสมบตัทิางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ 

5.การทําบริสทุธิ9สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
 1.ทราบปัจจยัที)มีผลตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกั
แบบแบตช์ 
 2.เป็นทางเลือกหนึ)งในการลดปัญหาสิ)งแวดล้อมโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที)ย่อย
สลายได้ 
 3. เป็นประโยชน์ในการพฒันากระบวนการหมกัแบบเฟดแบตช์ตอ่ไป 
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บทที� 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) 
 
2.1 ความหมายและความสาํคัญของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ หมายถึง สารชีวโมเลกลุที)มีคณุสมบตัเิป็นสารลดแรงตงึผิว 
(surface-active molecule) ผลิตได้จากเซลล์สิ)งมีชีวิต โดยเฉพาะในกลุม่ของจลุินทรีย์ ทั $ง
แบคทีเรีย รา และยีสต์ (Lu และคณะ, 2007) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิ
ฟิลิค (amphiphilic structure) ประกอบด้วยส่วนที)มีขั $ว (hydrophilic portion) สว่นใหญ่ได้แก่ 
คาร์โบไฮเดรต หมูอ่ะมิโน หมูฟ่อสเฟต หมูเ่พพไทด์ เป็นต้น และสว่นที)ไมมี่ขั $ว (hydrophobic 
portion) ได้แก่ โมเลกลุของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ซึ)งเป็นได้ทั $งกรดไขมนัชนิดอิ)มตวั 
(saturated fatty acid) และไมอิ่)มตวั (unsaturated fatty acid) เป็นต้น มีทั $งขนาดและโครงสร้างที)
หลากหลาย สง่ผลให้มีประสิทธิภาพแตกตา่งกนัออกไป (Muthusamy และคณะ, 2008) แสดง
โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิว ดงัรูปที) 2.1 

 
 
รูปที) 2.1 โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิว        รูปที) 2.2 การกระจายตวัของโมเลกลุสารลดแรงตงึผิว 
 

จากลกัษณะโครงสร้างที)เป็นแบบแอมฟิฟิลิค ทําให้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีสมบตัทีิ)
สําคญั คือ ช่วยลดแรงตงึผิวระหวา่งวฏัภาค (phase) สองชนิด โดยโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวจะ
ไปสะสมระหวา่งผิวสมัผสั ได้แก่ ผิวสมัผสัระหวา่งของเหลวด้วยกนั ผิวสมัผสัระหว่างของเหลวกบั
แก๊ส หรือระหว่างของแข็งกบัของเหลว ตวัอยา่งเชน่ การกระจายตวัของสารลดแรงตงึผิวระหวา่ง
ผิวสมัผสัของนํ $ากบัอากาศ โมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวจะหนัสว่นที)มีขั $วเข้าสู่ด้านโมเลกลุของนํ $า 
และหนัสว่นที)ไมมี่ขั $วออกด้านอากาศ โดยโมเลกลุจะกระจายตวัอยา่งสมํ)าเสมอบนผิวหน้าของนํ $า 
ทําให้ลดแรงตงึผิวของนํ $าได้ ดงัแสดงในรูปที) 2.2 
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เมื)อสารลดแรงตงึผิวละลายอยุใ่นสารละลาย จะสง่ผลให้คา่แรงตงึผิวมีคา่ลดลง  เช่น นํ $า
กลั)นมีคา่แรงตงึผิว 72 mN/m เมื)อเตมิสารลดแรงตงึผิวลงไป คา่แรงตงึผิวจะลดลงเหลือ 30 mN/m  
สารลดแรงตงึผิวนี $จะไปมีบทบาทในการลดแรงตงึผิวระหวา่งนํ $ากบัอากาศ โดยเมื)อเพิ)มความ
เข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวเรื)อยๆ จะสง่ผลให้สารลดแรงตงึผิวมีความเข้มข้นสงูขึ $นจนไมส่ามารถ
แทรกตวัระหวา่งผิวสมัผสัของสองวฏัภาคได้อีก โมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวสว่นเกินจะจดัเรียงตวั
เป็นโครงสร้างที)เรียกวา่ ไมเซลล์ (micelle) ซึ)งความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวน้อยที)สดุที)ทําให้
เกิดการรวมตวัเป็นโครงสร้างไมเซลล์ เรียกวา่ ความเข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (critical micelle 
concentration, CMC) และหากเพิ)มความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวอีก คา่แรงตงึผิวของ
สารละลายก็จะไมมี่การเปลี)ยนแปลง ดงัแสดงในรูปที) 2.3 ซึ)งคา่ CMC นี $เป็นคา่ที)บง่ชี $ถึง
ความสามารถการละลายของสารลดแรงตงึผิว และยงับอกถึงประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิว
ชนิดนั $นๆ ได้ โครงสร้างไมเซลล์ประกอบด้วยโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว 20-200 โมเลกลุ (Desai 
และ Banat, 1997)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที) 2.3 การเกิดโครงสร้างไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในนํ $าเมื)อเพิ)มความเข้มข้นของสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพจนถึงจดุ Critical Micelle Concentration (CMC) ก) เป็นภาวะที)ไมมี่สารลด
แรงตงึผิว ข) สารลดแรงตงึผิวละลายอยูใ่นนํ $าโดยหนัส่วนที)ไมช่อบนํ $าออกสูผ่ิวนํ $า ค) Critical 
Micelle Concentration (CMC) เป็นจดุที)โมเลกลุสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเพิ)มขึ $นจนเตม็ผิวสมัผสั
ของสองวฏัภาค เริ)มเกิดโครงสร้างไมเซลล์ และ ง) เมื)อเกิดเป็นโครงสร้างไมเซลล์แล้วคา่แรงตงึผิวมี
คา่คงที)ไมล่ดลงอีกแม้ความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะเพิ)มขึ $นก็ตาม (Gilman, 1993)  
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การจดัเรียงตวัของโมเลกลุสารลดแรงตงึผิวสามารถเกิดเป็นไมเซลล์ได้หลายรูปแบบ เชน่ 
ไมเซลล์ทรงกลม ไมเซลล์ทรงกระบอก ไมเซลล์แบบลาเมลลาร์ เป็นต้น ลกัษณะการจดัเรียงตวันั $น
จะแตกตา่งกนัออกไปขึ $นอยู่กบัความสมดลุของสว่นที)ชอบนํ $าและไมช่อบนํ $า เชน่ สารลดแรงตงึผิว
มีโครงสร้างโมเลกลุเป็นโซส่ายสั $นและสว่นมีขั $วขนาดใหญ่จะเกิดการจดัเรียงตวัเป็นไมเซลล์แบบ
ทรงกลม ถ้าสว่นมีขั $วขนาดเล็กจะรวมตวัเป็นไมเซลล์แบบทรงกระบอก (รูปที) 2.4) เป็นต้น และ
รวมถึงแรงดดูหรือแรงผลกัจากพนัธะไฮโดรเจนในโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวอีกด้วย นอกจากนี $
อตัราของการรวมตวัเป็นไมเซลล์จะขึ $นกบัคา่ความเป็นกรดดา่ง อณุหภมูิ และความแรงของประจ ุ
(ionic strength) 

 
รูปที) 2.4 โครงสร้างและการจดัเรียงตวัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพแบบตา่งๆ 

ที)มา: Lawrence และ Rees (2000) 
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2.2 ชนิดของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 การจําแนกชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตามโครงสร้างทางเคมี สามารถแบ่งได้ 6 
กลุม่ (Desai และ Banat, 1997) ได้แก่ 
 

1. ไกลโคลิพดิ (glycolipid) 
เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดที)เป็นที)รู้จกัมากที)สดุ ไมมี่ประจ ุ ลกัษณะโครงสร้าง

ประกอบด้วย คาร์โบไฮเดรต เชน่ กลโูคส แมนโนส แรมโนส เชื)อมตอ่กบัไขมนั เชน่ long-chain 
aliphatic acids หรือ hydroxyaliphatic acids ด้วยหมู่อีเทอร์ (ether) หรือ เอสเทอร์ (ester) สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดที)สําคญั ได้แก่ แรมโนลิพิด (rhamnolipid) ทรีฮาโลลิพิด 
(trehalolipid) โซโฟโรลิพิด (sophorolipid) (Karanth และคณะ, 1999) 

 
 1.1 แรมโนลิพิด (rhamnolipid) 

โครงสร้างของแรมโนลิพิดประกอบด้วยนํ $าตาลแรมโนส 1 หรือ 2 โมเลกลุเชื)อมตอ่
กบั β-hydroxydecanoic acid 1 หรือ 2 โมเลกลุด้วยพนัธะไกลโคซิคิค จําแนกได้เป็น 6 ชนิดตาม
จํานวนของนํ $าตาลแรมโนสและ β-hydroxydecanoic acid ดงัรูปที) 2.5 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
กลุม่นี $มกัผลิตได้โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ Pseudomonas sp. สามารถลดคา่แรงตงึผิวได้เทา่กบั 
30-32 mN/m มีคา่ CMC 5-65 mg/L และยงัเป็นสารก่ออิมลัชนัได้ดี (Van Dyke และคณะ, 1993) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที) 2.5 โครงสร้างของแรมโนลิพิด ชนิด R1  R2  R3  R4  A และ B 

ที)มา: Kitamoto และคณะ (2002) 
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1.2 ทรีฮาโลลิพิด (trehalolipid) 
ประกอบด้วยนํ $าตาลไดแซคคาไรด์ ทรีฮาโลส เชื)อมตอ่กบัสายยาวของ mycolic 

acid (α-branched-β-hydroxy fatty acid) ที)ตําแหน่ง C-6 และ C-6’ สามารถผลิตได้จาก
จลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ เชน่ Mycobacterium Norcardia Rhodococcus (รูปที) 2.6) Arthrobacter 
(รูปที) 2.7) และ Corynebacterium ซึ)งสารที)ผลิตได้จากจลุินทรีย์ตา่งชนิดกนัจะมีขนาดและ
โครงสร้างของ mycolic acid แตกตา่งกนัไปตามจํานวนอะตอมของคาร์บอนและความไมอิ่)มตวั 
ทรีฮาโลลิพิดที)ผลิตโดย Rhodococcus erythropolis และ Arthrobacter sp .  สามารถลดแรงตงึ
ผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อได้เทา่กบั 25-40 mN/m (Li และคณะ, 1984)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที) 2.6 โครงสร้างของ Trehalose ชนิด mono- และ dimycolate  

ที)มา: Desai และ Banat (1997) 
 

 
 

รูปที) 2.7 โครงสร้างของ Trehalose lipid จาก Arthrobacter sp. 
ที)มา: Christofi และ Ivshina (2002) 
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1.3 โซโฟโรลิพิด (sophorolipid) 
เป็นกลุม่ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากยีสต์ เชน่ Torulopsis 

bombicola, Centrolene petrophilum, Candida apicola, C. batistae, Rhodotorula 

bogoriensis เป็นต้น โครงสร้างประกอบด้วยนํ $าตาลโซโฟโรส ซึ)งเป็นไดเมอร์ของนํ $าตาลกลโูคสตอ่

กนัด้วยพนัธะ β-1,2 เชื)อมตอ่กบัสายยาวของ hydroxyl fatty acid ซึ)งสว่นใหญ่เป็นคาร์บอน 16-
18 อะตอม ด้วยพนัธะบีตา-ไกลโคซิดคิ (Asmer และคณะ, 1988) จากการศกึษาของ Hu และ Ju 
(2001b) พบวา่โครงสร้างของโซโฟโรลิพิดแบง่ได้เป็น 2 ลกัษณะ คือ acidic form ที)ปลายสายของ 
hydroxyl fatty acid เป็นปลายเปิด มีสมบตัใินการทําให้เกิดฟองและการละลายดี สว่น lactonic 
form ที)ปลายสายของ hydroxyl fatty acid จะเชื)อมเป็นวงกบันํ $าตาลโซโฟโรสด้วยพนัธะเอสเทอร์ 
มีสมบตัใินการลดคา่แรงตงึผิว แรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนัได้ดี รวมถึงสามารถต้านการเจริญของ
จลุินทรีย์ได้ นอกจากนี $หากเกิดการเตมิหมู่อะซิตลิที)นํ $าตาลโซโฟโรส จะชว่ยเพิ)มประสิทธิภาพใน
การต้านไวรัส และกระตุ้นการหลั)ง cytokine แสดงโครงสร้างดงัรูปที) 2.8 (Shah และคณะ, 2005) 
นอกจากนี $โซโฟโรลิพิดที)ผลิตโดย C. bogoriensis มีโครงสร้างในสว่นของ hydroxyl fatty acid 
ประกอบด้วยคาร์บอน 22 อะตอม ดงัแสดงในรูปที) 2.9   โซโฟโรลิพิดสามารถลดแรงตงึผิวและแรง
ตงึระหวา่งผิวที)ประจนัได้ดี โดยลดคา่แรงตงึผิวของนํ $าเป็น 40 mN/m คา่ CMC อยูใ่นชว่ง 40-100 
mg/L มีคา่ HLB หลากหลายตามลกัษณะโครงสร้าง ทําให้นําไปประยกุต์ใช้อย่างกว้างขวาง 
นอกจากนี $ยงัมีสมบตัใินการก่ออิมลัชนั เป็นสารทําให้เปียก และเป็นสารทําความสะอาดได้ดี 
(Shete และคณะ, 2006) 

 
 

รูปที) 2.8 โครงสร้าง acidic และ lactonic form ของโซโฟโรลิพิด 
ที)มา: Kitamoto และคณะ, 2009 
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(ก) 

(ข) 

 
(ค) 
 

รูปที) 2.9 แสดงโครงสร้างโซโฟโรลิพิด (C22 hydroxy fatty acid) โดย C. bogoriensis 
(ก)  1. R1= R2= COCH3 ;   (MW = 764) 

2. R1= H; R2= COCH3 ;    (MW = 722) 
    R1= COCH3; R2= ; H  (MW = 722) 
3. R1= R2= H ;    (MW = 680) 

(ข)  โซโฟโรลิพิด 2 โมเลกลุตอ่กนัเป็นไดเมอร์ (dimer) รูปแบบ lactonic form 
[R1= R2= H ; (MW = 1324)] 

(ค)  โซโฟโรลิพิดรูปแบบ lactonic form [R1= R2= H ; (MW = 662)] 
ที)มา: Nunez และคณะ (2004) 
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 1.4 แมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด (mannosylerythritol lipid, MEL) 
 เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากยีสต์ Pseudozyma  เชน่ Pseudozyma 
aphidis,  P. Antarctica,  P. rugurosa  เป็นต้น (Konishi และคณะ, 2007) โครงสร้าง
ประกอบด้วย 4-O-β-D-mannopyranosyl-meso-erythritol เชื)อมตอ่กบักรดไขมนั แบง่ออกได้
เป็น 3 ชนิด คือ MEL-A  MEL-B และ MEL-C แสดงในรูปที) 2.10 นอกจากสารนี $จะมีสมบตัใินการ
ลดแรงตงึระหว่างวฏัภาคที)ดีแล้ว ยงัสามารถยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ได้โดยเฉพาะแบคทีเรีย
แกรมลบอีกด้วย 

  

รูปที) 2.10 โครงสร้างของ mannosylerythritol lipid 

ที)มา: Fukuoka และคณะ (2008) 
 

      2. ไลโพเพปไทด์และไลโพโปรตีน (lipopeptide and lipoprotein) 
เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สามารถผลิตได้จากแบคทีเรียหลายชนิด แตมี่เพียงไมกี่)

ชนิดที)ได้มีการศกึษาคณุสมบตักิารเป็นสารลดแรงตงึผิว ซึ)งสว่นมากมีคณุสมบตัเิป็นสารปฏิชีวนะ 
เชน่ กรามิซิดนิ (gramicidin) เซอร์แฟคตนิ (surfactin) หรือซบัทิไลซิน (subtilysin) จาก Bacillus 
subtilis เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพสงู มีโครงสร้างประกอบด้วยลิพิดเชื)อมตอ่กบั
สายโพลิเพพไทด์  

  
 2.1 เซอร์แฟคติน (surfactin)  

ผลิตได้จาก Bacillus subtilis มีโครงสร้างประกอบด้วย กรดอะมิโน 7 โมเลกลุ
เชื)อมตอ่กบัหมู่คาร์บอกซิล หมูไ่ฮดรอกซิลของ β-hydroxyl fatty acid เป็นวง (รูปที) 2.11) ด้วย
พนัธะโควาเลนท์สามารถลดคา่แรงตงึผิวของ NaHCO3 เข้มข้น 0.1 โมลาร์จาก 71.6 mN/m เป็น 
27.9 mN/m 
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รูปที) 2.11 โครงสร้างของเซอร์แฟคตนิ 

ที)มา: Lang (2002) 
 

 2.2 ไลเคไนซิน เอ (lichenysin A)  
 ผลิตได้จาก B. licheniformis ลกัษณะโครงสร้างคล้ายกบัเซอร์แฟคตนิ (รูปที) 
2.12) และมีสมบตัทีิ)ดีแม้อยู่ในภาวะที)มีความเคม็ ความเป็นกรดดา่ง และอณุหภมูิที)ไมเ่หมาะสม 
สามารถลดคา่แรงตงึผิวของนํ $าจาก 72 mN/m เป็น 24 mN/m นอกจากนี $ยงัลดคา่แรงตงึระหวา่ง
ผิวที)ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดคเคนเป็น 0.36 mN/m  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที) 2.12 โครงสร้างของ lichenysin A  
ที)มา: Yakimov และคณะ (1995) 
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Morikawa และคณะ (1993) พบสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดใหม ่ คือ อาร์โทรแฟก
ตนิ (arthrofactin) ผลิตโดย Arthrobacter sp. MIS38 ซึ)งมีโครงสร้างประกอบด้วย 3-
hydroxydecanosyl-D-leucyl-D-asparagyl-D-threonyl-D-leucyl-D-seryl-L-leucyl-D-seryl-L-
isoleucyl-L-isoleucyl-L-aspapragyl lactone (รูปที) 2.13) มีประสิทธิภาพดีกว่าเซอร์แฟคตนิ 5-7 
เทา่ สามารถลดคา่แรงตงึผิวได้ตํ)าสดุ 24 mN/m และมีคา่การกระจายนํ $ามนัดีกวา่สารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์ เชน่ Triton X-100 และโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (Sodiumdodecyl sulfate: SDS) 

 
 
  
 
 

รูปที) 2.13 โครงสร้างอาร์โทรแฟกตนิ จาก Arthrobacter sp. MIS38 
ที)มา: Morikawa และคณะ (1993) 

 
3. กรดไขมันและไขมัน (fatty acid and neutral lipid) 
ผลิตได้ในแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิด เมื)อเจริญในอาหารที)มี n-alkanes จะผลิต

และหลั)งออกนอกเซลล์เป็นปริมาณมาก กรดไขมนัที)ผลิตออกมานั $นจะมีความซบัซ้อน คือ มีหมูไ่ฮ
ดรอกซิลและสายอลัคลิเป็นสว่นประกอบ เชน่ กรดโครีโนมยัโคลิก (corynomycolic acid) คา่ 
HLB ของกรดไขมนัมีความสมัพนัธ์กบัความยาวของสายไฮโดรคาร์บอน ซึ)งกรดไขมนัอิ)มตวัที)มี
ประสิทธิภาพในการลดแรงตงึผิวและแรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนัได้ดีจะมีจํานวนคาร์บอน 12-14 
อะตอม (Rosenberg และ Ron, 1999) เชน่ กรดโครีโนมยัโคลิก (corynomycolic acid) จาก 
Corynebacterium lepus ที)สามารถลดคา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อเหลือ 30 mN/m ที)ความ
เข้มข้นของสารละลายกรดโครีโนมยัโคลิก 0.5 กรัมตอ่ลิตร จะลดคา่แรงตงึผิวเหลือ 40 mN/m และ
คา่แรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนัตอ่เฮกซาเดกเคนได้ 10 mN/m และรูบเิวททิน อาร์ 1 (rubiwettin R1) 
ซึ)งเป็นลิพิดที)ผลิตจาก Serratia rubidaea ATCC27593 เป็นลิพิดชนิด β-hydroxy fatty acid มี
จํานวนคาร์บอน 10 อะตอมเชื)อมตอ่กบั β-hydroxy fatty acid ที)มีจํานวนคาร์บอน 12 14 หรือ 16 
อะตอมด้วยพนัธะเอสเทอร์ (Matsuyama และคณะ, 1990) 
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4. ฟอสโฟลิพดิ (phospholipid) 
ฟอสโฟลิพิดเป็นส่วนประกอบหลกัของเยื)อหุ้มในจลุินทรีย์ โดยโครงสร้างทั)วไปจะ

ประกอบด้วยกลีเซอรอลเชื)อมตอ่กบักรดไขมนั 2 หมู ่ และฟอสเฟต 1 หมู ่ ตวัอย่างเชน่ 
Acinetobacter sp. สายพนัธุ์ H01-N และ Rhodococcus erythropolis เมื)อเจริญในอาหารที)มี
เฮกซาเดคเคน จะสามารถผลิตฟอสโฟลิพิด ชนิด phosphatidylethanolamine (รูปที) 2.14) ซึ)งมี
สมบตัใินการลดแรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดคเคนได้ตํ)ากวา่ 1 mN/m และมีคา่ 
CMC 30 mg/L (Kretschner และคณะ, 1982) นอกจากนี $ยงัมีจลุินทรีย์ชนิดอื)นๆ ที)สามารถผลิต
ฟอสโฟลิพิดชนิดตา่งๆ ได้ เชน่ Corynebacterium lepus, Corynebacterium alkanolyticum, 
Candida tropicalis, Micrococcus cerificans เป็นต้น (Cooper และ Zajic, 1980) โดยฟอสโฟ
ลิพิดที)ผลิตได้จะแตกตา่งกนัไปขึ $นกบัสารตั $งต้นที)ใช้ในการเลี $ยงจลุินทรีย์ 

 
 
 

 
 

 
 

รูปที) 2.14 โครงสร้างของ phosphatidylethanolamine จาก Acinebator sp. 
R1 และ R2 คือสายไฮโดรคาร์บอนของกรดไขมนั 

ที)มา: Desai และ Banat (1997) 
 

5. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์ (polymeric biosurfactants) 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ที)เป็นที)รู้จกักนัทั)วไป คือ อิมลัแซน 

(emulsan) ไลโพแซน (liposan) แมนโนโปรตีน (mannoprotein) และสารประกอบเชิงซ้อนของพอ
ลิแซคคาไรด์กบัโปรตีน (polysaccharide-protein complex) มีรายงานวา่ Arthrobacter 

calcoaceticus สายพนัธุ์ RAG-1 สามารถผลิต polyanionic amphipathic 
heteropolysaccharide bioemulsifier หรือเรียกวา่อิมลัแซน (รูปที) 2.15) โดยมีโครงสร้างสายหลกั
เป็นเฮเทอโรโพลิแซคคาไรด์ (heteropolysaccharide) ประกอบจากไตรแซคคาไรด์ของ N-acetyl-
D-galactosamine N-acetylgalactosamine uronic acid และ unidentified N-acetyl amino 
sugar เชื)อมตอ่กบักรดไขมนัด้วยพนัธะ 0-ester อิมลัแซนสามารถก่ออิมลัชนัระหวา่งสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนกบันํ $าได้ดีที)ความเข้มข้นเพียง 0.001-0.01 เปอร์เซ็นต์ และยงัเป็นสารชว่ยรักษา
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ความเสถียรของอิมลัชนัด้วย และหากตั $งอิมลัชนัไว้นานๆหลงัจากทําการผสมสาร อิมลัชนัจะแยก
เป็นสองชั $น โดยชั $นบนจะมีลกัษณะเป็นครีมที)เรียกวา่ อิมลัแซนโนโซล (emulsanosol) ที)
ประกอบด้วยนํ $ามนั 70-75 เปอร์เซ็นต์ 

สว่นไลโพแซนสามารถผลิตได้จาก Candida lipolytica ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 
83 เปอร์เซ็นต์ และโปรตีน 17 เปอร์เซ็นต์ โดยสว่นของคาร์โบไฮเดรตเป็น heteropolysaccharide 
ที)ประกอบด้วยกลโูคส กาแลคโตส กาแลคโตซามีน และกรดกาแลคทโูรนิค (galacturonic acid) 
Saccharomyces cerevisiae สามารถผลิตแมนโนโปรตีนซึ)งเป็นสารก่ออิมลัชนัที)ดีกบันํ $ามนั อลั
เคน และตวัทําละลายอินทรีย์ โดยประกอบด้วยนํ $าตลแมนโนส 44 เปอร์เซ็นต์ และโปรตีน 17 
เปอร์เซ็นต์ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดโพลิเมอร์ชนิดอื)นๆ ได้แก่ ไบโอดสิเพอร์แซน 
(biodispersan) อะลาแซน (alasan) เป็นต้น 

 
 

รูปที) 2.15 โครงสร้างของอิมลัแซน (emulsan) จาก Acinebactor calcoaceticus 
ที)มา: Desai และ Banat (1997) 

 
6. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactants) 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดอนภุาคเป็นสว่นของ extracellular membrane vesicle 

ที)รวมตวักนัเป็น microemulsion กบัสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ โดยมีบทบาทที)สําคญัในการ
นําอลัเคนเข้าสูเ่ซลล์ของจลุินทรีย์ พบว่า Acinetobacter sp. สายพนัธุ์ HO1-N สามารถผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดอนภุาคขนาดเส้นผา่ศนูย์กลาง 20-50 เซนตเิมตร และมีความหนาแนน่
การลอยตวั 1.158 กรัมตอ่ลกูบาศก์เซนตเิมตร ซึ)งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนี $ประกอบด้วยโปรตีน 
ฟอสโฟลิพิด และไลโพพอลิแซคคาไรด์ โดย membrane vesicle เหมือนกบั outer membrane 
ของจลุินทรีย์ที)ผลิตขึ $น (Desai และ Banat, 1997)  



16 
 

 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดยทั)วไปจะมีนํ $าหนกัโมเลกลุอยู่ในชว่ง 500-1500 ดาลตนัจงึ
ทําให้สามารถจําแนกสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ตามนํ $าหนกัโมเลกลุได้เป็น 2 ชนิด คือ (Van 
Hamme และคณะ, 2006) 

1. สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีนํ $าหนกัโมเลกลุสงู (high molecular weight 
biosurfactant) ได้แก่ โพลิแซคคาไรด์ที)มีโครงสร้างแบบแอมฟิฟาตกิ โปรตีน ไลโพโพลิแซคคาร์ไรด์ 
และไลโพโปรตีน อาจมีชื)อเรียกอีกอย่างวา่ ไบโออิมลัแซน (bioemulsan) หรือ ไบโออิมลัซิไฟเออร์  
(bioemulsifier) สารที)อยูใ่นกลุม่นี $มีความสามารถในการเพิ)มความเสถียรของอิมลัชนัชนิดนํ $ามนั
ในนํ $า แตไ่มมี่ประสิทธิภาพในการลดแรงตงึผิว 

2. สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีนํ $าหนกัโมเลกลุตํ)า (low molecular weight 
biosurfactant) ได้แก่ ไกลโคลิพิด ไกลโคเพปไทด์ ซึ)งในกลุม่นี $จะมีประสิทธิภาพในการลดแรงตงึ
ผิวและแรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนัได้ดี 
 

ในธรรมชาตสิารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีบทบาทสําคญัทางด้านกายภาพของจลุินทรีย์  
โดยจะไปเพิ)มความสามารถในการนําโมเลกลุที)ไมช่อบนํ $าเข้าสูเ่ซลล์ ชว่ยในการเคลื)อนที)แบบกลุม่
ของจลุินทรีย์ มีส่วนในกระบวนการทางด้านกายภาพของเซลล์ทั $งการสง่สญัญาณ และ 
differentiation นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพยงัเกี)ยวข้องกบักระบวนการสร้างไบโอฟิล์ม 
(Kearns และ Losick, 2003) รวมทั $งพบวา่ยีสต์ ผลิตโซโฟโรลิพิดเพื)อเปลี)ยนรูปนํ $าตาลและใช้เป็น
แหลง่สะสมคาร์บอนภายนอกเซลล์ ในกรณีที)เจริญในภาวะที)มีความเข้มข้นของนํ $าตาลสงู จาก
โครงสร้างที)เปลี)ยนไปทําให้จลุินทรีย์ชนิดอื)นนํานํ $าตาลไปใช้ได้ยากขึ $น รวมทั $งยงัมีสมบตัยิบัยั $งการ
เจริญของจลุินทรีย์ชนิดอื)น ทําให้จลุินทรีย์อื)นๆ ไมส่ามารถนํานํ $าตาลไปใช้ได้ (Van bogeart และ
คณะ, 2007) 
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ตารางที) 2.1 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ (Desai และ Banat, 1997; 
Kitamoto และคณะ, 2009) 
 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จลุินทรีย์ 
Surface 
tension 
(mN/m) 

CMC 
Interfacial 

tension 
(mN/m) 

Glycolipid     
  Rhamnolipid P. aeruginosa 29  0.25 
 Pseudomonas sp. 25-30 0.1-10 1 
  Trehalolipid R. erythropolis 32-36 4 14-17 
 N. erythropolis 30 20 3.5 
 
  Succinoyl-trehalose lipid 

Mycobacterium sp 
R. erythropolis. 

38 0.3 15 

  Sophorolipid C. bombicola 33  1.8 
 
   
  Mannosylerythritol lipid 
 
 
   
  
 Cellobiose lipid 
 
  
 Oligosaccharide lipid 
Lipopeptides and lipoproteins 
  Peptide-lipid 
  Serrawettin 
   Viscosin 
   Surfactin 
   Subtilisin 
 

C. apicola 

C. batistae 

P. antarctica 

P. crassa 

P. siamensis 

P. shanxiensis 

P. hubeiensis 

U. cynodontis 

U. maydis 

U. zeac 

Tsukamurells sp. 
 

B. licheniformis 

S. marcescens 

P. fluorescens 

B. subtilis 

B. subtilis 

30 
39.3 
28.2 
26.5 
30.7 

 
30.7 

 
 
 
 
 

27 
28-33 
26.5 

27-32 

 
138 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12-20 
 

150 
123-160 

0.9 
 

2.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0.1-0.3 
 
 

1 
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ตารางที) 2.1 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ (Desai และ Banat, 1997; 
Kitamoto และคณะ, 2009) (ตอ่) 
 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จลุินทรีย์ 
Surface 
tension 
(mN/m) 

CMC 
Interfacial 

tension 
(mN/m) 

Fatty acid,neutral lipids, and 
phospholipids 

    

  Fatty acids C. lepus 30 150 2 
  Neutral lipids N. erythropolis 32  3 
  Phospholipids 
  Corynomycolic acid 

T. thiooxidans 

C. insidibasseosum 

   

Polymeric surfactants     
  Emulsan A. calcoaceticus    
  Biodispersan A. calcoaceticus    
  Mannan-lipid-protein C. tropicalis    
  Liposan C. lipolytica    
  Carbohydrate-protein-lipid P. fluorescens 27 10  
 D. polymorphis    
  Alasan A. radioresistens    
Particulate biosurfactants     
  Vesicles and fimbriae A. calcoaceticus    
  Whole cells Variety of bacteria    
 
2.3 สมบัตขิองสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 
 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้รับความสนใจในการนํามาใช้ทางด้านการค้ามากขึ $นเรื)อย ๆ 
ในปัจจบุนั  เนื)องจากสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีสมบตัิที)ดีและปลอดภยัตอ่สิ)งแวดล้อมมากกวา่สาร
ลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์จากทางเคมีหลายประการ (Muthusamy และคณะ, 2008) ดงันี $ 
 

1. มีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวและแรงตงึระหว่างผิวที�ประจันได้ดี 
สารลดแรงตงึผิวที)มีประสิทธิภาพดี ต้องสามารถลดแรงตงึผิวของนํ $าจาก 72 mN/m 

เหลือ 35 mN/m และลดแรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดคเคนจาก 40 mN/m เหลือ 
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1 mN/m (Mulligan, 2005) ซึ)งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด เซอร์แฟคตนิ จาก B. subtilis 
สามารถลดแรงตงึผิวของนํ $าเหลือเพียง 25 mN/m และลดแรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัของนํ $ากบัเฮก
ซาเดคเคนได้ตํ)ากวา่ 1 mN/m โซโฟโรลิพิดจาก T. bombicola ก็สามารถลดแรงตงึผิวของนํ $าเหลือ
เพียง 33 mN/m เชน่กนั โดยทั)วไปแล้วสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีประสิทธิภาพมากกวา่และยงัมีคา่ 
CMC ตํ)ากวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมี 10-40 เทา่ นั)นคือสามารถใช้สารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพในปริมาณน้อยกวา่ในการทําให้คา่แรงตงึผิวลดลงถึงคา่ที)น้อยที)สดุ 

 
2. มีประสิทธิภาพดีแม้ในอุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และปริมาณไอออนที�

ไม่เหมาะสม 
 ปัจจยัภายนอกตา่งๆ เชน่ อณุหภมูิและความเป็นกรดดา่ง ไมมี่ผลตอ่ประสิทธิภาพ
ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จากการศกึษาของ McInerney และคณะ (1990) พบวา่ ไลเคไนซิน ที)
ผลิตจาก B. licheniformis JF-2 ยงัคงมีประสิทธิภาพดี แม้อยูใ่นอณุหภมูิสงูเกิน 50 องศา
เซลเซียส ความเป็นกรดดา่ง 4.5-9 ปริมาณโซเดียมคลอไรด์และแคลเซียมสงูถึง 50 และ 25 กรัม
ตอ่ลิตร ตามลําดบั นอกจากนี $ยงัมีรายงานวา่ ไลโพเพปไทด์ จาก B. subtilis LB5a ยงัคงความ
เสถียรได้หลงัจากผ่านการนึ)งฆา่เชื $อที) 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และการเก็บภายใต้
อณุหภมูิ -18 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6 เดือน 
 

3. สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ 
สารลดแรงตงึผิวที)ผลิตจากจลุินทรีย์นั $น สามารถยอ่ยสลายได้ง่ายทางชีวภาพ 

(biodegradability) จงึเหมาะสมสําหรับการนําไปประยกุต์ใช้ในสิ)งแวดล้อม ซึ)งตา่งจากสารลดแรง
ตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมีที)ย่อยสลายยาก ทําให้เกิดการตกค้างในสิ)งแวดล้อม 

 
4. มีความเป็นพษิตํ�า 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีความเป็นพิษตํ)า  เนื)องจากสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีคา่ 

LC50 สงูกวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ถึงสิบเทา่ และเมื)อเปรียบเทียบสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
จาก P. aeruginosa กบั Marlon A-350 ซึ)งเป็นสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ที)ใช้ทั)วไปในโรงงาน 
พบวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์นอกจากจะมีความเป็นพิษสงูกวา่ แล้วยงัเป็นสารก่อการกลาย
พนัธุ์อีกด้วย ดงันั $น สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจงึเหมาะสําหรับการนําไปใช้ทางด้านอาหาร ยา และ
เครื)องสําอาง 
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5. สามารถก่ออิมัลชันได้ดี 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดที)มีมวลโมเลกลุสงูสามารถก่อหรือสลายอิมลัชนัได้ดี 

ตวัอยา่งเชน่ ไลโพแซน เป็นตวัอิมลัซิไฟเออร์ในนํ $ามนัที)รับประทานได้ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด
โพลิเมอร์ สามารถเคลือบหยดนํ $ามนัได้ ทําให้อิมลัชนัมีความเสถียร จากสมบตัข้ิอนี $จงึเหมาะใน
การนําไปประยกุต์ใช้การเกิดอิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า สําหรับอตุสาหกรรมเครื)องสําอางและอาหาร
นอกจากนี $ยงัปลอดภยัตอ่สิ)งมีชีวิตด้วยเนื)องจากสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็น Bio-compatibility  

 
6. มีโครงสร้างหลากหลาย 
มีโครงสร้างหลากหลาย ทําให้มีคณุสมบตัแิตกตา่งกนัมากมาย เช่น ชว่ยในการก่อ

อิมลัชนั การแยกชั $นของวฏัภาค การทําให้เปียก การเกิดฟอง การละลาย ลดความหนืด ยบัยั $งการ
กดักร่อน โดยลกัษณะของโครงสร้างสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนั $นจะขึ $นกบัชนิดของจลุินทรีย์และ
สารตั $งต้นที)ใช้ผลิตสารนั $น ๆ ทําให้สามารถเลือกนําไปใช้ได้อยา่งเหมาะสมกบัอตุสาหกรรมหลาย
ประเภท 
 
2.4 กระบวนการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

การจดัเรียงตวัของผนงัเซลล์สิ)งมีชีวิต มีลกัษณะเป็นลิพิดไบเลเยอร์ เกิดจากโมเลกลุของ
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเรียงตวัเป็นผนงัสองชั $น โดยหนัส่วนที)ไมมี่ขั $วหรือสายไฮโดรคาร์บอนเข้าหา
สว่นที)ไมมี่ขั $วเชน่เดียวกนั และหนัสว่นที)มีขั $วออกนอกเซลล์ (extracellular) และไซโตพลาสซมึ 
(cytoplasm) ในเซลล์ จากลกัษณะดงักล่าวทําให้การนําแหลง่อาหารคาร์บอนและกระบวนการขน
ย้าย (transport) ไฮโดรคาร์บอนเข้าสูเ่ซลล์ทําได้ง่ายขึ $น  จากการรวมตวัระหว่างสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนกบัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

ในการเลี $ยงเชื $อที)มีการเตมิสารลดแรงตงึผิว  หรือจลุินทรีย์ผลิตขึ $นมาเอง  สง่ผลให้การ
ละลายและการกระจายตวัของโมเลกลุสารประกอบไฮโดรคาร์บอนในสารละลายดีขึ $น  กรณีที)
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีขนาดใหญ่กวา่ขนาดของจลุินทรีย์ จลุินทรีย์จะเกาะล้อมรอบหยด
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยตรงและอาศยัสารลดแรงตงึผิวชว่ยในการยึดเกาะ จากนั $นจงึเกิด
การขนย้ายสารเข้าไปในเซลล์  โดยอาศยัการกระจายตวัของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนรวมตวักบั
โมเลกลุสารลดแรงตงึผิวในรูปของไมเซลล์ ทําให้สามารถขนย้ายผ่านผนงัเซลล์ได้ (Sekelsky และ 
Shreve, 1999 และ Al-Tahhan และคณะ, 2000)  
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แหลง่คาร์บอนตา่งชนิดกนั ยอ่มมีลกัษณะการนําไปใช้ของจลุินทรีย์แตกตา่งกนั สําหรับ
การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนั $นนิยมใช้ทั $งแหลง่คาร์บอนชนิดที)ละลายนํ $า และไมล่ะลายนํ $า
เป็นสารตั $งต้น หากเตมิเฉพาะแหลง่คาร์บอนที)ละลายนํ $าในการเลี $ยงจลุินทรีย์ กรดไขมนัจะถกู
สร้างจาก de novo โดยไพรูเวทที)ได้จากปฏิกิริยาไกลโคไลซิส ถกูเปลี)ยนเป็นอะซิตลิ โคเอ จากนั $น
จงึถกูนําไปใช้ผา่นทางกระบวนการ บีตา ออกซิเดชั)น เพื)อใช้สําหรับ cell maintenance ทําให้ขาด
สารตั $งต้นในการสงัเคราะห์กรดไขมนั การแก้ไขปัญหาทําได้โดยการเตมิแหลง่คาร์บอนชนิดไม่
ละลายนํ $า เพื)อเป็นสารตั $งต้นสําหรับสว่นของกรดไขมนัในการสร้างโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ   ตวัอยา่งการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ชนิดแมนโนซิลอิริทริทอลลิพิด และโซโฟโรลิพิด 
เป็นสารลดแรงตงึผิวที)ยีสต์สามารถผลิตได้เป็นปริมาณมาก โดยเฉพาะอยา่งยิ)งโซโฟโรลิพิดนั $น
ผลิตจากยีสต์ที)ไมก่่อโรค จงึได้รับความสนใจเป็นอยา่งยิ)ง โครงสร้างหลกัของโซโฟโรลิพิด
ประกอบด้วยกลโูคสและกรดไขมนั ในอาหารเลี $ยงเชื $อจึงควรมีแหลง่คาร์บอนทั $งสองชนิดนี $ ใน
ขั $นตอนการผลิตหากใช้อลัเคนเป็นแหลง่คาร์บอนในการเลี $ยงเชื $อเอนไซม์ cytochrome P450 
monooxygenase จะทําให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัที)ปลายสายอลัเคน ได้เป็นแอลกอฮอล์ จากนั $น
เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และเอนไซม์อลัดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส  
(aldehyde dehydrogenase) จะเข้าทําปฏิกิริยาตอ่ เกิดเป็นอลัดีไฮด์ (aldehyde) และกรดไขมนั 
ตามลําดบั ถ้าหากใช้สารตั $งต้นเป็นไตรกลีเซอร์ไรด์ (triglyceride) เอนไซม์ไลเปส (lipase) จะเข้า
มาทําปฏิกิริยาได้เป็นกรดไขมนั และกรดไขมนัที)ได้จะเข้าสูก่ระบวนการบีตาออกซิเดชั)นตอ่ไป 

ขั $นแรก กรดไขมนัจะถกูเตมิหมูไ่ฮดรอกซิลที)ตําแหนง่ปลายสาย (ω) หรือ ตําแหนง่ก่อน

ปลายสาย (ω-1) ได้เป็น hydroxyl fatty acid จากการทํางานของ membrane bound NADP 
monooxygenase หรือเอนไซม์ cytochrome P450 monooxygenase จากนั $นเอนไซม์ 
glycosyltransferase I จะเตมิกลโูคสจาก nucleotide-activate glucose [uridine diphosphate 
(UDP)-glucose) เข้าที)หมูไ่ฮดรอกซิลของกรดไขมนัที)ตําแหนง่ C1’  ด้วยพนัธะไกลโคซิดิค ได้เป็น 
กลโูคลิพิด (glucolipid)  ตอ่จากนั $นเอนไซม์ glycosyltransferase II จะทําการเตมิกลโูคสตวัที)สอง
ที)ตําแหนง่ C2’ ของกลโูคสตวัแรก เกิดเป็นโซโฟโรลิพิดในรูปของ acidic form และโซโฟโรลิพิด
เหลา่นี $มกัจะถกูเปลี)ยนแปลงตอ่ด้วยการทําปฏิกิริยา esterification ภายในเซลล์ สง่ผลให้หมูค่าร์
บอกซิลที)ปลายกรดไขมนัเชื)อมตอ่กบัหมูไ่ฮดรอกซิลของนํ $าตาลโซโฟโรส ที)ตําแหนง่ 4” หรือ
บางครั $งอาจเกิดที)ตําแหนง่ 6’ หรือ 6” เกิดเป็นวง เรียกวา่ lactonic form และอาจเกิดปฏิกิริยาการ
เตมิหมูอ่ะซิตลิที)สว่นหวัที)เป็นคาร์โบไฮเดรตที)ตําแหนง่ 6’ และ/หรือ 6” โดยเอนไซม์ acetyl 
transferase แสดงในรูปที) 2.16 
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รูปที) 2.16 แสดงกระบวนการผลิตโซโฟโรลิพิดจาก Candida bombicola ATCC 22214 

(1) cytochrome P450 monooxygenase (2) alcohol-dehydrogenase  
(3) aldehyde-dehydrogenase (4) lipase (5)  cytochrome P450 monooxygenase 
(6) glycosyltranferase I (7) glycosyltranferase II (8) lactonesterase  
(9) acetyl transferase 
ที)มา: Van Bogaert และคณะ (2007) 
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2.5 ปัจจัยที�มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

1. แหล่งคาร์บอน 
แหลง่คาร์บอนที)มกันํามาใช้ในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ แบง่เป็น 2 กลุม่

หลกัๆ คือ กลุม่ที)ละลายนํ $า (glycidic) ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต จําพวกกลโูคส ซูโครส กลีเซอรอล และ
กลุม่ที)ไมล่ะลายนํ $า (lipidic) เชน่ ไฮโดรคาร์บอน นํ $ามนัพืชชนิดตา่งๆ ซึ)งสมบตัขิองแหลง่คาร์บอน
แตล่ะชนิด ย่อมสง่ผลตอ่ ชนิด คณุภาพ และปริมาณของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ (Raza 
และคณะ, 2007) นอกจากนี $ยงัมีการศกึษาการใช้แหลง่คาร์บอนที)มีราคาถกู สามารถผลิตทดแทน
ใหมไ่ด้ และเหลือทิ $งจากทางเกษตร มาใช้ในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ เพื)อลดต้นทนุการ
ผลิตเชน่กนั ตวัอยา่งเชน่ ไขมนัสตัว์ โมลาส แลคติคเวย์ เป็นต้น 

การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดยยีสต์นั $น หากมีการใช้แหลง่คาร์บอนเพียง
ชนิดเดียว เชน่ กลโูคส หรือ อลัเคน อยา่งใดอยา่งหนึ)งนั $น พบวา่สามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้ แตจ่ะ
ผลิตได้ในปริมาณน้อยกวา่การใช้แหลง่คาร์บอนสองชนิดร่วมกนั คือ ทั $งชนิดละลายนํ $าและไม่
ละลายนํ $า และเมื)อใช้นํ $าตาลกลโูคสสามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้ปริมาณมากกวา่นํ $าตาลซูโครส 
(Klekner และคณะ, 1991) และเมื)อใช้สารตั $งต้นเป็นกรดไขมนัที)มีจํานวนคาร์บอนแตกตา่งกนั 
ปริมาณของโซโฟโรลิพิดที)ผลิตได้ก็แตกตา่งกนั เชน่ การผลิตโซโฟโรลิพิดจาก Candida 

bombicola ATCC22214 พบวา่ เมื)อใช้แหลง่คาร์บอนเป็นกรดไขมนัที)มีคาร์บอน 18 อะตอม ชนิด
อิ)มตวัและไมอิ่)มตวั 1 ตําแหนง่ ยีสต์สามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้ปริมาณมากกว่าการใช้กรดไขมนัที)
มีคาร์บอนน้อยกวา่ 16 อะตอม และมากกวา่ 20 อะตอมเป็นสารตั $งต้น (Felse และคณะ, 2007) 
นอกจากนี $ยงัพบว่าสว่นของ hydroxyl fatty acid ของโซโฟโรลิพิดที)ใช้โดเดคเคน (dodecane) 
เป็นสารตั $งต้น จะมีโครงสร้างเป็น hydroxydodecanoic fatty acid ซึ)งไมพ่บในโซโฟโรลิพิดที)ผลิต
ได้จากสารตั $งต้นชนิดอื)น และในสว่นของกรดไขมนัจะมีความยาวเพิ)มขึ $นตามความยาวของสาย
คาร์บอนของสารตั $งต้น (Cavalero และ Cooper, 2003) 
   

2. แหล่งไนโตรเจน 
องค์ประกอบอื)นๆ ของอาหารเลี $ยงเชื $อที)มีผลตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

คือ แหลง่ไนโตรเจน ไนโตรเจนนั $นมีความจําเป็นตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ โดยมีความสําคญัตอ่
กระบวนการสร้างโปรตีนและเอนไซม์ ซึ)งแหลง่ไนโตรเจนที)ถกูใช้ในการผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพโดยยีสต์มีหลายชนิด เชน่ ยเูรีย แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียมไนเตรท โซเดียมไนเตรท 
เพพโตน สารสกดัมอลต์ สารสกดัเนื $อ และสารสกดัยีสต์ โดยเฉพาะสารสกดัยีสต์ได้ถกูนํามาใช้
มากที)สดุ สว่นความเข้มข้นที)ใช้นั $นจะแตกตา่งกนัออกไปขึ $นกบัชนิดของจลุินทรีย์และอาหารเลี $ยง
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เชื $อ จากงานวิจยัของ Casas และ Garcia-Ochoa (1999) พบวา่ การผลิตไกลโคลิพิดโดยยีสต์ C. 
bombicola เมื)อใช้ความเข้มข้นของสารสกดัยีสต์ที)สงู จะสง่ผลให้ปริมาณเซลล์เพิ)มขึ $น แตก่ารผลิต
ไกลโคลิพิดลดลง เนื)องจากแหลง่คาร์บอนได้ถกูใช้หมดไปสําหรับการเจริญของยีสต์ นอกจากนี $อีก
หนึ)งปัจจยัที)สําคญั คือ อตัราสว่นระหวา่งคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C/N ratio) เชน่ Pseudomonas 
fluorescens สามารถผลิตแรมโนลิพิดได้ดีที)สดุ เมื)อมีอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเทา่กบั 10 
แตจ่ะให้ผลผลิตน้อยลงเมื)อมีอตัราส่วนเพิ)มขึ $นเป็น 30 และ 50 (Abouseoud และคณะ, 2008) 
แรมโนลิพิดสามารถผลิตได้ดีที)สดุ เมื)อจํากดัปริมาณไนโตรเจนที)อตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
16:1 และ 18:1 (Guerra-Santos และคณะ, 1984) 
 

3. ความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิ 
จลุินทรีย์แตล่ะชนิดจะเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดีที)ความเป็นกรด

ดา่งแตกตา่งกนั เชน่ ความเป็นกรดดา่งของอาหารเลี $ยงเชื $อเป็นปัจจยัที)สําคญัอยา่งยิ)งตอ่การผลิต
โซโฟโรลิพิด Bernardski และคณะ (2004) ได้ศกึษาปัจจยัของความเป็นกรดดา่งตอ่การผลิตไกล
โคลิพิดโดย C. antarctica และ C. apicola  พบวา่ เมื)อควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งที) 5.5 
สามารถผลิตไกลโคลิพิดได้ปริมาณมาก ขณะที)ไมมี่การควบคมุความเป็นกรดดา่งการผลิตสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพจะลดลง เช่นเดียวกบั Candida bombicola ATCC 22214 สามารถผลิตได้ดีเมื)อ
มีความเป็นกรดดา่งเริ)มต้นเท่ากบั 3.5 และควบคมุอณุหภมูิระหวา่งการเลี $ยงเชื $อเท่ากบั 25 องศา
เซลเซียส ซึ)งคา่ความเป็นกรดดา่งที)ตํ)านี $สามารถป้องกนัการปนเปื$อนของนํ $าเลี $ยงเชื $อ (Davila และ
คณะ, 1997) กระบวนการหมกัของ C. bombicola ATCC 22214 สว่นมากเลี $ยงที) 25 หรือ 30 
องศาเซลเซียส โดยโซโฟโรลิพิดที)ผลิตได้มีปริมาณใกล้เคียงกนั แตที่) 25 องศาเซลเซียส การเจริญ
ของจลุินทรีย์ตํ)ากวา่แตมี่อตัราการใช้กลโูคสสงูกวา่เมื)อเทียบกบั 30 องศาเซลเซียส (Casas และ 
Garcia-Ochoa, 1999) นอกจากนี $ยงัมีรายงานวา่อณุหภมูิสง่ผลเพียงเล็กน้อยตอ่สมบตัขิองสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพ เชน่ คา่แรงตงึผิว คา่แรงตงึระหวา่งผิวที)ประจนั และประสิทธิภาพการก่อ
อิมลัชนั เป็นต้น ( Desai และ Banat, 1997) 
 

4. แหล่งแร่ธาตุและวิตามิน 
แร่ธาตแุละวิตามินเป็นปัจจยัสําคญัในการสง่เสริมหรือยบัยั $งการเจริญและการ

ผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ เชน่ การเตมิเหล็ก ฟอสเฟต และแมงกานีสในอาหารเลี $ยงเชื $อ ชว่ย
เพิ)มปริมาณการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตโดย B. subtilis (Wei, 2003) ความเข้มข้นของ
เกลือที)สงูเกินกวา่ 10 เปอร์เซ็นต์ (นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) สง่ผลตอ่การทํางานของเซลล์และการผลิต
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ และมีผลตอ่คา่ CMC เล็กน้อย (Abu-Ruwaida และคณะ, 1991) 
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5. การให้อากาศ 
การให้อากาศ และการกวน เป็นการเพิ)มปริมาณออกซิเจนและชว่ยในการ

กระจายตวัอยา่งสมํ)าเสมอให้กบัจลุินทรีย์และอาหารเลี $ยงเชื $อ ซึ)งการละลายของออกซิเจนนี $มี
ความสําคญัตอ่การเจริญของจลุินทรีย์ ปริมาณออกซิเจนในอาหารเลี $ยงเชื $อจะเป็นตวัควบคมุอตัรา
การเจริญและการผลิตสารเมตาบอไลท์ ซึ)งความต้องการจะแตกตา่งออกไปในจลุินทรีย์แตล่ะชนิด 
เชน่ ในการเลี $ยง Nocardia erythropolis เมื)อเพิ)มอตัราการให้อากาศและอตัราเร็วการกวน จะมี
อตัราการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพลดลงเนื)องจากแรงเฉือนที)มากเกินไปมีผลตอ่การเจริญเซลล์ 
ในทางตรงข้าม ยีสต์สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ในปริมาณที)สงูขึ $น เนื)องจากมีการ
ละลายของออกซิเจนสงูขึ $น (Gautam และ Tyagi, 2005) การละลายของออกซิเจนยงัสง่ผลถึง
โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้เชน่กนั เชน่ เมื)อเลี $ยงยีสต์ในระดบัขวดเขยา่ จะสามารถ
ผลิตโซโฟโรลิพิดแบบอะซิดิคได้ปริมาณมากกวา่แบบแลคโตน ตรงข้ามกบัการเลี $ยงเชื $อในถงัหมกัที)
ผลิตโซโฟโรลิพิดแบบแลคโตนได้มากกวา่ โดยปริมาณการละลายของออกซิเจนนา่จะเป็นปัจจยั
สําคญัของการผลิตโซโฟโรลิพิดในรูปแบบตา่งๆ (Davila และคณะ, 1992) 

นอกจากนี $การผลิตเซอร์แฟคตนิจาก B. subtilis ATCC21332 พบวา่ที)อตัราการให้
อากาศ 1.5 vvm ความเร็วในการเขย่าที) 300 รอบตอ่นาที จะให้ผลผลิตสงูสดุ (Yeh และคณะ, 
2006) แตก่ารผลิตเซอร์แฟคตนิจาก B. licheniformis JF-2 ได้ดีที)สดุในภาวะการจํากดัปริมาณ
ออกซิเจน (Lin และคณะ, 1994) เป็นต้น ทั $งนี $จากการศกึษาของ Sheppard และ Cooper (1990) 
ได้สรุปวา่การถ่ายเทของออกซิเจนในอาหารเลี $ยงเชื $อเป็นปัจจยัสําคญัสําหรับการพฒันา
กระบวนการหมกัและการผลิตเซอร์แฟคตนิในระดบัขยายสว่น  

การใช้กระบวนการหมกัเพื)อผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในระดบัอตุสาหกรรม จําเป็นต้อง
ทําให้ต้นทนุการผลิตตํ)าที)สดุ เพื)อให้ผลผลิตที)ได้มีราคาไมส่งูจนเกินไป และสามารถแขง่ขนักบัการ
ผลิตโดยการใช้กระบวนการทางเคมีซึ)งมีราคาตํ)ากวา่ ปัจจยัที)สําคญัในการลดต้นทนุการผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพ คือ การคดัเลือก การปรับปรุงสายพนัธุ์จลุินทรีย์ การใช้แหล่งคาร์บอนที)มี
ราคาถกู ซึ)งจะชว่ยลดต้นทนุการผลิตได้ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ เชน่ ของเสียจากโรงงานการเกษตร 
(Makkar และ Cameotra, 1999) หรือจากวสัดทีุ)ผลิตทดแทนใหมไ่ด้ เชน่ นํ $ามนัพืช เป็นต้น การ
พฒันากระบวนการผลิต รวมถึงการเลือกวิธี การออกแบบขั $นตอน ตลอดจนปัจจยัตา่งๆ ใน
กระบวนการหมกัให้เหมาะสม เพื)อให้จลุินทรีย์สามารถผลิตผลิตภณัฑ์ได้ในปริมาณมาก เพื)อลด
ต้นทนุและราคาในการจดัการ (Salihu และคณะ, 2009) 
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2.6 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขยายส่วน 
 

 การศกึษาทดลองภายในห้องปฏิบตัิการนั $น โดยทั)วไปนิยมเลี $ยงเชื $อจลุินทรีย์ในระดบัขวด
เขยา่ เนื)องจากสามารถทําเป็นจํานวนมากหลายๆการทดลองได้ ไมยุ่ง่ยาก และมีโอกาสปนเปื$อน
น้อย จงึชว่ยให้สามารถศกึษาปัจจยัที)เกี)ยวข้องเพื)อหาภาวะที)เหมาะสมสําหรับการผลิตสารนั $นๆ 
ได้ง่าย อย่างไรก็ตามการเลี $ยงในระดบัขวดเขยา่ก็มีข้อจํากดัในการศกึษาการเปลี)ยนแปลงเกี)ยวกบั
เมแทบอลิซมึ ผลของอณุหภมูิ อตัราการให้อากาศ การเตมิสารชนิดตา่งๆ และการปรับความเป็น
กรดดา่งในระหว่างการเลี $ยงเชื $อดงันั $นก่อนที)จะพฒันากระบวนการหมกัไปจนถึงระดบัอตุสาหกรรม
ได้ จะต้องมีการศกึษาปัจจยัตา่งๆเหลา่นี $ในถงัหมกัขนาดเล็กระดบัห้องปฏิบตักิารก่อน เนื)องจาก
ถงัหมกัระดบัห้องปฏิบตัิการนี $มีลกัษณะคล้ายกบัถงัหมกัที)ใช้ในระดบัอตุสาหกรรม เพียงแตมี่
ขนาดเล็กกวา่ จงึทําให้สามารถศกึษาปรับปรุงภาวะตา่งๆให้เหมาะสมได้ โดยที)เสียคา่ใช้จา่ยไมส่งู
นกั ก่อนที)จะขยายขนาดไปสู่การผลิตในระดบันําร่องและระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป    
 
 กระบวนการหมักแบบแบตช์ 
 กระบวนการหมกัแบบแบตช์ เป็นกระบวนการเพาะเลี $ยงจลุินทรีย์ในระบบปิด ซึ)งสามารถ
ทําได้ทั $งในระดบัขวดเขย่าหรือถงัหมกัที)บรรจอุาหารเลี $ยงเชื $อที)เหมาะสมตอ่การเจริญ และเลี $ยง
เชื $อภายใต้ภาวะที)เหมาะสม กระบวนการหมกัแบบนี $จะทําในระบบปิดที)มีสารอาหารเริ)มต้น
ปริมาณจํากดั และเมื)อใสจ่ลุินทรีย์ลงในระบบแล้วจะไมมี่การเตมิสารอาหารใดๆเพิ)มลงไปอีก 
เซลล์จะเจริญจนกระทั)งองค์ประกอบของสารอาหารที)จําเป็นหมดไป หรือเกิดการเปลี)ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อม เป็นต้น จากการเลี $ยงเชื $อแบบแบตช์นี $จะเป็นข้อมลูเบื $องต้นที)ประโยชน์ในการ
พฒันาการเลี $ยงเชื $อแบบเฟดแบตช์ตอ่ไป  

สําหรับผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดโซโฟโรลิพิดจลุินทรีย์ที)สามารถผลิตได้สว่นมาก
อยูใ่นกลุม่ของยีสต์ เชน่ Candida bombicola และ Pichia anomala ซึ)ง P. anomala สามารถ
เจริญได้ดีในอาหารที)มีแป้งและไนเตรทเป็นแหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน ตามลําดบั และจดัเป็น 
facultative yeast โดยมีอตัราการเจริญและความหนาแนน่ของเซลล์สงู ในภาวะที)มีออกซิเจนและ
ความเข้มข้นของนํ $าตาลสงู เพราะฉะนั $นในระหวา่งกระบวนการเลี $ยง P. anomala ในถงัหมกัซึ)ง
ต้องการให้เชื $อมีการแบง่ตวัจํานวนมาก จงึสามารถเติมนํ $าตาลในความเข้มข้นสงูในอาหารเลี $ยง
เชื $อเริ)มต้นได้ (Walker, 2010)   ในสว่นของสภาพแวดล้อมในการผลิตโซโฟโรลิพิดในถงัหมกั   

Hommel และคณะ (1994) ได้ทําการผลิตโซโฟโรลิพิดโดย C. apicola IMET 43747 ใน
ถงัหมกัแบบแบตช์ โดยมีภาวะที)เหมาะสมคือ ควบคมุอตัราการให้อากาศที) 0.6 vvm อตัราเร็วใบ
กวนที) 300 rpm อณุหภมูิ 25±0.5 องศาเซลเซียส ผลผลิตที)ได้เทา่กบั 22 กรัมตอ่ลิตร 
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Kim และคณะ (1997) ได้ทําการผลิตโซโฟโรลิพิดโดย Torulopsis bombicola ATCC 
22214 ในถงัหมกัแบบแบตช์ โดยใช้กลโูคสและนํ $ามนัถั)วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน ควบคมุ
อณุหภมูิที) 25 องศาเซลเซียส อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 500 rpm และได้ผลผลิต 
40-80 กรัมตอ่ลิตร 

Hu และ Ju (2001a) ได้ทําการการผลิตโซโฟโรลิพิดโดยยีสต์ C. bombicola ATCC 
22214 โดยใช้กลโูคสและนํ $ามนัถั)วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน ในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)ควบคมุ
อตัราเร็วใบกวนที) 500 rpm อตัราการให้อากาศ 0.5 vvm และควบคมุอณุหภมูิ 30±0.2 องศา
เซลเซียส ได้ผลผลิตเทา่กบั 0.20 กรัมตอ่กรัมของนํ $ามนัถั)วเหลือง โดยโซโฟโรลิพิดที)ผลิตได้มี
โครงสร้างแบบแลคโตนเป็นสว่นมาก และพบส่วนหางที)เป็นกรดไขมนั C16 และ C18 ทั $งชนิด
อิ)มตวัและไมอิ่)มตวั  

Shah และคณะ (2007) พบวา่ การผลิตโซโฟโรลิพิดโดยยีสต์ C. bombicola ATCC 
22214 ในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)ควบคมุอตัราเร็วใบกวน 400 rpm และอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส
สามารถผลิตโซโฟโรลิพิดได้ 42 กรัมตอ่ลิตร ซึ)งมีปริมาณสงูกวา่การเลี $ยงเชื $อในระดบัขวดเขย่าที)
เขยา่ด้วยความเร็ว 200 rpm ที)ผลิตโซโฟโรลิพิดได้ 38 กรัมตอ่ลิตร ทั $งนี $เนื)องจากกระบวนการหมกั
ภายในถงัหมกันั $นสามารถควบคมุภาวะตา่งๆได้ดีกว่า ทั $งการควบคมุอณุหภมูิ ความเป็นกรดดา่ง 
รวมถึงมีการกวนที)ชว่ยให้จลุินทรีย์และสารอาหารภายในถงัหมกัโดยเฉพาะแลง่คาร์บอนที)ไม่
ละลายนํ $ากระจายตวัได้อยา่งสมํ)าเสมอ และการให้อากาศเพื)อให้จลุินทรีย์ได้รับออกซิเจนอยา่ง
เพียงพอ สง่ผลให้คา่การละลายของออกซิเจนเพิ)มมากขึ $น 

นอกจากนี $การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในถงัหมกัมกัมีปัญหาเกี)ยวกบัการเกิดฟอง แต่
จากการศกึษาของ Rau และคณะ (2005) ได้ใช้นํ $ามนัถั)วเหลืองเป็นทั $งแหลง่คาร์บอนและชว่ยใน
การลดการเกิดฟอง ซึ)งชว่ยเพิ)มปริมาณของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้อีกด้วย 
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2.7 การประยุกต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 
 สารลดแรงตงึผิวสว่นใหญ่สงัเคราะห์ได้จากสารเคมี จนกระทั)งในชว่งหลายปีที)ผา่นมาสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพได้เข้ามามีบทบาทในอตุสาหกรรมหลายภาคสว่นเพิ)มมากขึ $น เนื)องจากมี
สมบตัแิละโครงสร้างที)หลากหลาย ทําให้เลือกนําไปประยกุต์ใช้ประโยชน์ได้อยา่งเหมาะสมใน
อตุสาหกรรมด้านตา่งๆ ดงันี $ 
 

1. อุตสาหกรรมอาหาร 
มีการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมาใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร เพื)อควบคมุการรวมตวัของ

หยดไขมนัในอาหาร สง่เสริมให้คณุภาพของแป้งสาลี มีผิวสมัผสัดีขึ $น ช่วยยืดอายกุารเก็บ
ผลิตภณัฑ์ที)มีแป้งเป็นสว่นประกอบ ป้องกนัการกระเดน็ของนํ $ามนัระหว่างทอด นอกจากนี $ยงัเพิ)ม
ความเข้ากนัเป็นเนื $อเดียวในผลิตภณัฑ์ที)มีไขมนั เชน่ เบเกอรี)และไอศกรีม จะมีการใสส่ารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพเพื)อเพิ)มความเนียน เพิ)มการละลายของไขมนั และยงัชว่ยรักษาความเสถียรของ
ไขมนั  แรมโนลิพิดยงัสามารถชว่ยเพิ)มคณุภาพของครีมเนย ครัวซองก์ และผลิตภณัฑ์แชแ่ข็ง 
รวมถึงใช้เป็นสารต้านการยึดเกาะของจลุินทรีย์ในบริเวณพื $นผิวที)ต้องสมัผสักบัอาหาร เพื)อป้องกนั
การเนา่เสียและการแพร่กระจายของเชื $อโรคในโรงงานอาหาร (Gautam และ Tyagi, 2006) โดย
จากการศกึษาของ Meylheuc และคณะ (2006) พบว่า สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไมมี่ประจทีุ)
ผลิตโดย Pseudomonas fluorescens สามารถลดจํานวนของ Listeria monocytogenes LO28 
บนพื $นผิวของสเตนเลส สตีล และ polytetrafluoroethylene ได้  

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นประโยชน์หลายด้านในอตุสาหกรรมอาหาร เนื)องจากสมบตัิ
ในการลดการยดึเกาะ (anti-adhesive) ประกอบกบัสามารถก่ออิมลัชนั และยงัมีฤทธิ9ต้านจลุินทรีย์ 
ซึ)งนา่สนใจสําหรับใช้เป็นสารยบัยั $งและทําลายการเกิดไบโอฟิล์มในพื $นผิวที)ต้องสมัผสัอาหาร 
รวมทั $งยงัเป็นสว่นประกอบในอาหารที)มีสมบตัหิลากหลาย อยา่งไรก็ตาม การนําสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพมาใช้ในอาหารยงัเป็นที)ถกเถียงถึงความปลอดภยั และราคาต้นทนุการผลิตสงู ดงันั $น จงึมี
การนําวสัดเุหลือทิ $งจากภาคการเกษตรมาใช้เป็นสารตั $งต้นเพื)อลดต้นทนุ รวมถึงการเลือกใช้
จลุินทรีย์กลุม่ Lactobacilli และยีสต์ ซึ)งเป็นจลุินทรีย์ที)ได้การยอมรับวา่เป็น GRAS จงึนา่สนใจ
อยา่งยิ)งสําหรับการประยกุต์ใช้ในภาคอาหารและยาตอ่ไป 
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ตารางที) 2.3 หน้าที)ตา่งๆ ของสารลดแรงตงึผิวที)ใช้เป็นอิมลัสิไฟเออร์ในอาหารชนิดตา่งๆ 
(Kosaric, 1993) 
 

Functions Product examples 
Emulsification (water-in-oil) Margarine 
Emulsification (oil-in-water) Mayonnaise 
Aeration Whipped toppings 
Improvement of whippability Whipped toppings 
Inhibition of fat crystallization Candy 
Softening Candy 
Antistaling Bread 
Dough conditioning Bread dough 
Improvement of loaf volume Bread 
Reduction of shortening requirements Bread 

Pan release agent 
Yeast-leavened and other dough and 
batter products 

Fat stabilizer Food oil 
Antispattering agent Magarine and frying oils 
Antisticking agent Caramel candy 
Protective coating Fresh fruits and vegetables 
Surfactant Molasses 
Viscosity control Molten chocolate 
Improvement of solubility Instant potatoes 
Starch complexation Cake icing 
Humectant Cake icing 
Plasticizer Sugar productions 
Stabilization of flavor oils Ice cream 
Promotion of “dryness” Whipped topping 
Freeze-thaw stability Instant soups 
Inhibition of sugar crystallization Panned coating 
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2. ด้านเครื�องสาํอาง 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด ได้รับความนิยมในนํามาใช้เป็นสว่นผสมใน

ผลิตภณัฑ์เครื)องสําอางในปริมาณมาก เนื)องจากสามารถเข้ากบัผิวหนงัได้ดี ไมเ่กิดการระคาย
เคือง หรือเป็นอนัตรายตอ่ผิวหนงัมนษุย์ (Pornsunthorntawee และคณะ, 2009a) เชน่ โซโฟโร
ลิพิดที)ผลิตโดย Candida bombicola มีสมบตัใินการให้ความชุม่ชื $น ชว่ยตอ่ต้านแบคทีเรีย เป็น
สารต้านอนมุลูอิสระ และยงัเชื)อวา่มีสมบตัใินการกระตุ้นการสงัเคราะห์เลปตินผา่นเซลล์
adipicytes ซึ)งจะชว่ยลดไขมนัสว่นเกินในผิวหนงัชั $น subcutaneous ได้ (Pelleciar และ André, 
2004) รวมไปถึงการนําโซโฟโรลิพิดไปใช้เป็นสว่นผสมสําคญัในเชิงพาณิชย์ ได้แก่ ผลิตภณัฑ์รักษา
สิว แชมพปู้องกนัรังแค ผลิตภณัฑ์ระงบักลิ)นกาย ในชื)อยี)ห้อ Sopholiance โดยบริษัท Groupe 
soliance ประเทศฝรั)งเศส  แผน่มาร์คหน้า สบูล้่างหน้า สบูเ่หลว ในชื)อยี)ห้อ Sopholine ประเทศ
เกาหลี และเป็นสารให้ความชุม่ชื $นใน ลิบสติก อายแชโดว์ แป้งอดัแข็ง ในชื)อยี)ห้อ Sofina โดย
บริษัท Kao ประเทศญี)ปุ่ น (Kawano และคณะ, 1981) เป็นต้น รวมถึงแมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด ก็
มีการนํามาใช้เป็นตวัอิมลัซิไฟเออร์ในเครื)องสําอาง ซึ)งมีสมบตัใินการตอ่ต้านริ $วรอย ชว่ยให้ผิว
เนียนเรียบ นอกจากนี $แรมโนลิพิดที)ผลิตโดย Pseudomonas sp. ยงัมีสมบตัใินการต้านการเจริญ
ของจลุินทรีย์ ซึ)งจําเป็นสําหรับเครื)องสําอางในการช่วยป้องกนัการปนเปื$อนจากการสมัผสัเป็น
ประจําจากผู้ใช้ และมีสมบตัเิป็นอิมลัซิไฟเออร์ที)ดี ชว่ยเรื)องการเข้ากนัและเนื $อสมัผสัที)ดีใน
เครื)องสําอางอีกด้วย (Lourith และ Kanlayavattanakul, 2009) 

 
3. ด้านสิ�งแวดล้อม 
การปนเปื$อนในสิ)งแวดล้อม เกิดจากโรงงานอตุสาหกรรมและสารพิษจากการเกษตร 

ปลอ่ยสารประกอบอินทรีย์ และอนินทรีย์ลงในสิ)งแวดล้อมทั $งทางตรงและทางอ้อม สารประกอบ
เหลา่นี $ก่อให้เกิดปัญหาการตกค้างในสิ)งแวดล้อม ยากแก่การกําจดัทําลาย เนื)องจากสารเหลา่นี $จบั
กบัอนภุาคของดนิได้ง่าย จงึมีการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมาชว่ยเพิ)มประสิทธิภาพในการ
บําบดัสารพิษ การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการกําจดัสารประกอบอินทรีย์ พวก
ไฮโดรคาร์บอนนั $น สารลดแรงตงึผิวสามารถชว่ยรักษาความเสถียรระหว่างนํ $ามนักบันํ $า ชว่ยกําจดั
สารปนเปื$อนด้วยวิธีการละลายแบบเทียม (pseudosolubilization) ชว่ยในการเกิดอิมลัชนัซึ)งจะ
ชว่ยเพิ)มคา่การละลายของไฮโดรคาร์บอนภายในไมเซลล์ ทําให้ผิวสมัผสัระหวา่งนํ $ามนักบันํ $า
เพิ)มขึ $น (Volkering และคณะ, 1998) ซึ)งจะเป็นการเพิ)มความสามารถในการเจริญของจลุินทรีย์บน
ไฮโดรคาร์บอน (bioavailability) เป็นการชว่ยกําจดัไฮโดรคาร์บอนออกจากดนิให้มีประสิทธิภาพดี
ยิ)งขึ $น (Banat และคณะ, 2010) ตวัอยา่งเชน่ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก R. erythropolis 3C-9 
ชว่ยเพิ)มประสิทธิภาพการกําจดั n-hexadecane โดย Alcanivorax dieselolei และ 
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Psychrobacter celer ได้อยา่งมีนยัสําคญั (Noordman และ Janssen, 2002; Peng และคณะ, 
2007) สว่นการกําจดัสารประกอบอนินทรีย์ เชน่ โลหะหนกั  สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะชว่ยให้เกิด
การรวมไอออน และกําจดัไอออนได้ง่ายขึ $น และจากการรายงานของ Wang และ Mulligan (2009) 
พบวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด bioemulsifier ที)ผลิตโดย Gordonia sp. BS29 มีประสิทธิภาพ 
ในการกําจดัสารหนใูนกากแร่หรือในดนิที)ปนเปื$อน ภายใต้สภาวะที)มีความเคม็ นอกจากนี $แรมโน
ลิพิด ยงัมีความสามารถในการกําจดัแคดเมียม ตะกั)ว และสงักะสีออกจากดิน โดยการรวมตวัของ
โลหะหนกักบัแรมโนลิพิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที)ผิวของเซลล์ จากนั $นเซลล์จะนําโลหะหนกัเข้า
ภายในเซลล์จงึลดความเป็นพิษลงได้ และอิมลัแซนที)ผลิตโดย Alcanivorax calcoaceticus 
สามารถจบักบัยเูรเนียมได้ (Ron และ Rosenberg, 2001) 

 
4. อุตสาหกรรมนํ 'ามัน 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นประโยชน์อยา่งยิ)งในกระบวนการนํานํ $ามนัขึ $นมาใช้ การทํา

ความสะอาดถงัเก็บนํามนั และกระบวนการขนสง่นํ $ามนัผา่นทอ่ โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะ
ชว่ยเพิ)มความสามารถในการละลายของสารประกอบตา่งๆ ในปิโตรเลียมกบันํ $า ชว่ยลดความหนืด
ของนํ $ามนั ช่วยกําจดันํ $าออกจากนํ $ามนัก่อนเข้าสูก่ระบวนการถดัไป นอกจากนี $ยงัชว่ยในการเกิด
อิมลัชนัของนํ $ามนั รวมถึงลดการเกิดฟิล์มของนํ $ามนักบัชั $นหิน จากการศกึษาของ Makkar และ 
Cameotra (1998) พบวา่ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตโดย Bacillus licheniformis JF-2 และ B. 
subtilis ซึ)งทนร้อนและทนเค็ม สามารถดงึนํ $ามนัขึ $นมาใช้ได้มากขึ $น 9.3-62 เปอร์เซ็นต์  

 
5. ด้านการแพทย์ 
ปัจจบุนัจลุินทรีย์ดื $อตอ่ยาปฏิชีวนะมีจํานวนเพิ)มมากขึ $น สง่ผลให้การรักษาเป็นไปได้ยาก 

ดงันั $น สารลดแรงตงึผิวชีวภาพซึ)งมีสมบตัใินการต้านการเจริญของจลุินทรีย์ ทั $งแบคทีเรียแกรม
บวก แกรมลบและรา อีกทั $งยงัมีประสิทธิภาพและมีความปลอดภยั จงึเป็นอีกทางเลือกที)น่าสนใจ
อยา่งยิ)งในวงการแพทย์  ตวัอยา่งเชน่ เซอร์แฟคติน สามารถต้านการอกัเสบ ต้านไวรัส ชกันําให้
เกิด apoptosis ในเซลล์ Human breast cancer MCF-7 ได้ (Cao, 2010) รวมถึงยบัยั $งการเกิด 
ไฟบรินคลอท ยบัยั $ง cyclic adenosine monophosphste (cAMP) ไลเคไนซิน อิทริูน เอ แดปโต
มยัซิน พมูิลาซิดิน วิสโคซินาไมด์ มีสมบตัใินการต้านไวรัสและราได้ (Baltz และคณะ, 2005) โซโฟ
โรลิพิด สามารถต้านเชื $อไวรัส HIV (Banat และคณะ, 2010) และยบัยั $งการหลั)ง cytokine ได้ 
(Shah และคณะ, 2005) นอกจากนี $ยงัมีรายงานการใช้ไลโพโซมและอนพุนัธ์ของโคเลสเตอรอลที)
ผลิตโดยแมนโนซิลอิริทริทอลลิพิดสําหรับการขนถ่ายยีน ซึ)งมีประสิทธิภาพและปลอดภยักวา่การ
ใช้ไวรัสเป็นเวคเตอร์ (Singh และ Cameotra, 2004) 
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6. ด้านอื�นๆ 
ด้านการเกษตร การที)สารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีสมบตัใินการทําให้เปียก (wettability) จงึ

นํามาใช้ในเป็นสว่นผสมในปุ๋ ยหรือยาฆา่แมลง เพื)อชว่ยให้การกระจายตวัในดนิดีขึ $น นอกจากนี $
แรมโนลิพิดยงัมีสมบตัเิป็นสารควบคมุทางชีวภาพ โดยการทําลายเยื)อหุ้มเซลล์ของจลุินทรีย์ และ
ยงัสามารถทําลายซูโอสปอร์ของจลุินทรีย์ที)ก่อโรคในพืช เชน่ Pythium sp., Phytophora sp. และ 
Plasmopara sp. (Banat และคณะ, 2000) 

บริษัท Saraya ประเทศญี)ปุ่ นสามารถผลิตโซโฟโรลิพิดในเชิงพาณิชย์ได้โดยใช้เป็นสารทํา
ความสะอาดในนํ $ายาล้างจาน (Futura และคณะ, 2002) และจากคณุสมบตักิารยบัยั $งจลุินทรีย์ จงึ
นํามาใช้เป็นสว่นผสมในการทําความสะอาดผกัและผลไม้ (Pierce และ Heliman, 1998)       
นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพยงัสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมกระดาษ สี และ
เซรามิค โดยใช้เฮเทอโรพอลิแซคคาไรด์ จาก Macrocystis pyrifera และ Azotobacter vinelandii 
เป็นสารชว่ยกระจายตวัในโรงงานผลิตเซรามิค (Pellerin และคณะ, 1991) ดงัตารางที) 2.4 
 
 ด้วยประโยชน์และสมบตัิหลายประการที)กล่าวมาข้างต้นเกี)ยวกบัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
ทําให้ปัจจบุนัสารลดแรงตงึผิวได้รับความสนใจในการนํามาประยกุต์ใช้ในระดบัอตุสาหกรรม และ
ในเชิงพาณิชย์มากขึ $น โดยเฉพาะอยา่งยิ)งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดที)มกัพบได้ใน
ผนงัเซลล์ยีสต์ ซึ)งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนั $นได้มีการจดสิทธิบตัรแล้วทั)วโลกเป็นจํานวนถึง 225 
สิทธิบตัร ในจํานวนนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดโซโฟโรลิพิดที)ผลิตจากยีสต์ได้ถกูจดสิทธิบตัร
ปริมาณมากที)สดุคือ 24 เปอร์เซ็นต์ (Shete และคณะ, 2006) ดงัแสดงตวัอยา่งของสิทธิบตัรใน
ตารางที) 2.5 ดงันั $น จงึได้มีการศกึษาวิจยัเกี)ยวกบัการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจากยีสต์มากขึ $น 
เนื)องจากยีสต์นั $นสามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ในปริมาณสงู และหลั)งออกมาภายนอก
เซลล์ง่ายตอ่การเก็บเกี)ยว อยา่งไรก็ตามเพื)อให้การผลิตมีประสิทธิภาพสงูสดุ และต้นทนุการผลิต
ตํ)าลง จําต้องมีการศกึษาพฒันาแหลง่อาหารให้มีราคาถกูหรือจากวสัดเุหลือใช้ ภาวะการเลี $ยงเชื $อ 
และปัจจยัตา่งๆ ที)เกี)ยวข้องในทกุขั $นตอนการผลิต ทั $งนี $หากสามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)
มีความคุ้มทนุ และมีราคาไมส่งูจนเกินไปนกั จะทําให้สามารถแขง่ขนัเชิงเศรษฐศาสตร์กบัสารลด
แรงตงึผิวสงัเคราะห์ได้ ซึ)งหากมีการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพไปใช้ทดแทนสารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์ทางเคมีมากขึ $นเท่าใด นั)นยอ่มหมายความถึงการชว่ยลดการเกิดมลภาวะเป็นพิษตอ่
สิ)งแวดล้อมมากยิ)งขึ $นเทา่นั $น 
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ตารางที) 2.4 การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชนิดตา่งๆ (Kosaric, 2001) 
Use Effect of surfactant 
Metals 
Concentration of ores 
Cutting and forming 

 
Wetting and foaming, collectors and frothers 
Wetting, emulsification, lubrication and corrosion 
inhibition in rolling oils, cutting oils  

Casting 
Rust and scale removal 
Plating 

 
In picking and electrolytic cleaning 
Wetting and foaming in electrolytic plating 

Paper 
Pulp treatment 
Paper machine 
Calender 

 
Deresinification, washing 
Defoaming, color leveling and dispersing 
Wetting and leveling, coating and coloring 

Paint and protective coating 
Pigment preparation 
Latex paints 

 
Dispersing and wetting of pigment during grinding 
Emulsification, dispersion of pigment, stabilize latex, 
retard sedimentation and pigment separation, rheology 

Waxes and polishes Emulsify waxes, stabilize emulsions, antistat 
Petroleum production/product 
Drilling fluids 

 
Emulsify oil, disperse solids, modify rheological 
properties of drilling fluids for oil and gas wells 

Textiles 
Preparation of fibers 
 
 
Dyeing and printing 

 
Detergent and emulsifier in raw wool scoring; 
dispersant in viscose rayon spinbath; lubricant and 
antistat in spinning of hydrophobic filaments 
Wetting, penetration, solubilization, emulsification, dye 
leveling, detergency and dispersion 

Agricultural 
Phosphate fertilizers 
Spray application 

 
Prevent caking during storage 
Wetting, dispersing, suspending of powdered 
pesticides and emulsification of pesticide solutions  
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ตารางที) 2.4 การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชนิดตา่งๆ (Kosaric, 2001) (ตอ่) 
 
Use Effect of surfactant 
Building and construction 
Paving 
Concrete 

 
Improve bond of asphalt to gravel and sand 
Promote air entertainment 

Elastomers and plastics 
Emulsion polymerization 
Foamed polymers 
Latex adhesive 
Plastic articles 
Plastic coating and laminating 

 
Solubilization, emulsification of monomers 
Introduction of air, control of cell size 
Promote wetting, improve bond strength 
Antistatic agents 
Wetting agent 

Food and beverages 
Food processing plants 
Fruit and vegetables 
Bekery and icecream 
Crystallization of sugar 
Cooking fat and oils 

 
For cleaning sanitizing 
Improve removal of pesticides, and in wax coating 
Solubilize flevor oils, control consistency, retard staling 
Improve washing, reduce processing time 
Prevent spattering due to super heat and water 

Industrial cleaning 
Janitorial supplies 
Descaling 
 
Soft goods 

 
Detergent and sanitizing 
Wetting agents and corrosion inhibitors in acid 
cleaning of boiler tubes and heat exchangers 
Detergents for laundry and dry cleaning 

Leather 
Skins 
Tanning 
Hides 
Dyeing 

 
Detergent and emulsifier in decreasing 
Promote weting and penetration 
Emulsifiers in fat liquoring 
Promote wetting and penetration 
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ตารางที) 2.5 ตวัอยา่งการจดสิทธิบตัรของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตโดยยีสต์ (Shete และ
คณะ, 2006) 
จลุินทรีย์ หวัข้อ หมายเลข

สิทธิบตัร 
วนัที)ตีพิมพ์ ผู้จดสิทธิบตัร 

T. bombicola สว่นประกอบเครื)องสําอาง 
สําหรับผิวและเส้นผม 

US 4297340 27-10-1981 Abe Y., Inoue S., 
Ishida A. 

Sophorolipid 
producers 

วิธีปรับปรุงคณุภาพของ
ผลิตภณัฑ์จากแป้งสาลี 

JP 61205449 11-09-1986 Akira S., Akira Y. 

Candida spp. การใช้โซโฟโรลิพิด ชนิดแลค
โตน สําหรับรักษารังแคและ

ระงบักลิ)นกาย 

EP0209783,B1 28-01-1987 Rothlisberger R., 
Mager H., 
 Wagner F. 

C. bombicola 
22214 

อนพุนัธ์ของโซโฟโรลิพิด JP 06100581 12-04-1994 Yutaka I., Yasuo 
G., Masaru K. 

Micropolyspora เตตระกลโูคสและกรดไขมนั
ชนิดเอสเตอร์ 

JP 06298784 25-10-1994 Ishigami Y., Gama 
Y., Someya J., 
Takamori Y., Ito T. 

Sophorolipid 
producers 

สารชว่ยรักษาความสดของ
ไม้ตดัดอก 

US 5536155 16-07-1996 Futaki K., Shigeno 
K., Hoshi K. 

Sophorolipid 
producers 

การใช้โซโฟโรลิพิดใน
เครื)องสําอางและการรักษา

ผิวหนงั 

WO 97/01343 25-06-1996 Maingault M. 

C. bombicola กระบวนการผลิตโซโฟโรส
โดย C. bombicola 

ES 2103688 16-09-1997 Casas P. J. A., 
Garcia-Ochoa S.  

Sophorolipid 
producers 

การใช้โซโฟโรลิพิดเป็นสาร
กระตุ้นเมตาบอลิซมึใน

ผิวหนงัชั $นไฟโบรบลาสต์ 

US 6057302 02-05-2000 Borziex F. 

Sophorolipid 
producers 

เป็นสว่นประกอบในการ
ขนสง่แบบเยือกแข็ง 

JP 2001131538 15-05-2001 Masaru K. 
Takahashi N.,  Yoji  
A., Kazuo N., Tatsu 
N., Sumiko T.,  
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ตารางที) 2.5 ตวัอยา่งการจดสิทธิบตัรของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตโดยยีสต์ (Shete และ
คณะ, 2006) (ตอ่) 
จลุินทรีย์ หวัข้อ หมายเลข

สิทธิบตัร 
วนัที)ตีพิมพ์ ผู้จดสิทธิบตัร 

C. Antarctica 

T-34 

วิธีสําหรับรักษานํ $ามนัซอสถั)ว
เหลือง 

JP 2002101847 09-04-2002 Furubayashi M., 
Nakahara T., 
Nomura N., Okada 
K., Nakajima T. 

C. bombicola 

C.bogoriensis 

C. magnoliae 

C. apicola 

วิธีการผลิตและการนําโซโฟโร
ลิพิดไปใช้ 

US 6433152 13-08-2002 Lang S., 
Brakemeier  A., 
Seiffert-Storicko  A. 

Sophorolipid 
producer 

การใช้โซโฟโรลิพิดใน
เครื)องสําอาง 

CA 2192595 - Hilliton G., 
 Marchal R., Stoltz 
C., Borzeix F. 

Sophorolipid 
producer 

การใช้โซโฟโรลิพิดเป็นสาร
กระตุ้นเมตาบอลิซมึในผิวหนงั

ชั $นไฟโบรบลาสต์ และการ
สงัเคราะห์คอลลาเจน 

US 6596265 22-07-2003 Borzeix C. F. 

C. bombicola เป็นสารต้านอสจุิ และ/หรือ
สารต้านไวรัส 

WO2005089522 
US2004242501 
US2005164955 

29-09-2005 Gross R. A.,  
Shah V.,  
Doncel G. F. 

Sophorolipid 
producer 

ผงซกัฟอก ชนิดฟองน้อยที)
ยอ่ยสลายทางชีวภาพ และทน

อณุหภมูิได้ในชว่งกว้าง 

WO 03002700 09-01-2003 Furuta T., 
Igarashi K., 
 Hirata Y. 

Sophorolipid 
producer 

ใช้เป็นสารลดสดัส่วน และ/
หรือกระตุ้นการสงัเคราะห์    

เลปตนิผา่น adipocyte และ
ชว่ยลดไขมนัสว่นเกินในชั $น 

subcutaneous 

WO2004108063 16-12-2004 Pellicier F.,     
Andre P. 
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2.8 การวิเคราะห์สมบัตสิารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

1. ค่าแรงตึงผิว (surface tension) 
หมายถึง แรงที)กระทําระหว่างของเหลวกบัอากาศ มีหนว่ยเป็น mN/m หรือ dyne/cm  

โมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีโครงสร้างแบบแอมฟิฟิลิค จะสะสมบริเวณผิวหน้าของวฏั
ภาคที)แตกตา่งกนั ทําให้แรงกระทําระหว่างของเหลวกบัอากาศลดลง เมื)อความเข้มข้นของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพิ)มขึ $น ค่าแรงตึงผิวจะลดลงเรื) อยๆ โดยทั $งสองค่านี $จะมีความสัมพันธ์กัน
จนกระทั)งถึงจุดที)ความเข้มข้นมากพอจนเกิดการรวมตัวเป็นโครงสร้างไมเซลล์ เรียกว่า ความ
เข้มข้นวิกฤติการเกิดไมเซลล์ (critical micelle concentration, CMC) ที)จดุนี $เมื)อเพิ)มความเข้มข้น
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ค่าแรงตึงผิวจะไม่เปลี)ยนแปลง ซึ)งค่า CMC สามารถบ่งบอกถึง
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆได้  ดงัแสดงในรูป 2.17  ความสามารถในการละลาย
สารที)ไมล่ะลายนํ $าจะเริ)มที) CMC และคอ่ยๆ เพิ)มขึ $นตามความเข้มข้นของไมเซลล์ การวดัคา่แรงตงึ
ผิวทําได้โดยใช้เครื)อง tensiometer ซึ)งเป็นวิธีที)นิยมอย่างกว้างขวาง เนื)องจากคอ่นข้างแม่นยํา ไม่
ยุง่ยาก ทําได้สะดวกและรวดเร็วในอณุหภมูิห้อง คา่แรงตงึผิวของนํ $าบริสทุธิ9เท่ากบั 72 mN/m และ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที)ถือว่ามีประสิทธิภาพดีจะทําให้ค่าแรงตึงผิวลดลงเหลือ 35 mN/m 
(Kosaric, 1993) 

 
รูปที) 2.17 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่แรงตงึผิว แรงตงึระหว่างผิวที)ประจนั และคา่การละลายกบั 

ความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
ที)มา: Mulligan (2005) 
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2. ค่าแรงตงึระหว่างผิวที�ประจัน (interfacial tension) 
หมายถึง แรงที)กระทําระหว่างของเหลวกับของเหลวที)มีของวฏัภาคต่างกัน มีหน่วย

เป็น mN/m การวดัคา่แรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัจะวดัระหว่างนํ $าและสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
เชน่ นํ $ามนั เฮกซาเดกเคน หรือนํ $ามนัก๊าด โดยทั)วไปคา่แรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัของนํ $ากบัเฮกซา
เดกเคนมีคา่เท่ากบั 50 mN/m และคา่แรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัของนํ $ากบันํ $ามนัก๊าดมีคา่เท่ากบั 
30-40 mN/m ซึ)งเมื)อเตมิสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะสามารถลดแรงตงึระหว่างผิวที)ประจนัลงเหลือ 
0.1-1.0 mN/m (Gerson, 1993) 

 
3. การก่ออิมัลชัน (emulsification) 

อิมลัชนัเป็นระบบที)ประกอบด้วยของเหลว 2 ชนิดที)เข้ากันไม่ได้ หรือไม่ละลายในกัน
และกนั โดยมีของเหลวชนิดหนึ)งกระจายตวัเป็นหยดเล็กๆอยูใ่นของเหลวอีก เป็นระบบที)มีความคง
ตวัทางเทอร์โมไดนามิกส์ตํ)า จึงต้องมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงไปเพื)อลดแรงตึงระหว่างผิวของ
ของเหลวทั $งสอง และลดพลังงานอิสระที)พื $นที)ผิว เป็นการช่วยเพิ)มความคงตวัของอิมัลชัน โดย
สามารถแบง่ตามชนิดของของเหลวที)เป็นวฏัภาคภายใน และวฏัภาคภายนอกได้เป็น 3 ชนิด คือ 
ชนิดนํ $าในนํ $ามัน (W/O emulsion) ชนิดนํ $ามนัในนํ $า (O/W emulsion) และอิมลัชันเชิงซ้อน 
(multiple emulsion) โดยเส้นผา่นศนูย์กลางของอนภุาคมีขนาดระหว่าง 0.5-100 ไมโครเมตร (พิม
พร, 2551) การวดัประสิทธิภาพในการเกิดอิมลัชนัอาจทําด้วยการวดัค่าดชันีการเกิดอิมลัชนั คือ 
การวดัอตัราสว่นระหว่างความสงูของอิมลัชนัและความสงูของของเหลวในหลอดทั $งหมดเมื)อเวลา
ผ่านไป 24 ชั)วโมง (Patel และ Desai, 1997) หรือค่าการดดูกลืนแสง (Shepherd และคณะ, 
1995) และอาจวดัความเสถียรของอิมลัชนัที)เกิดขึ $นโดยวดัค่าดชันีการเกิดอิมลัชนัในระยะเวลาที)
นานออกไป 
 

4. ค่าการกระจายตัวของนํ 'ามัน (oil displacement activity) 
เป็นการวดัประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการทําให้แผ่นฟิล์มของนํ $ามนั

สงัเคราะห์บนผิวนํ $าเกิดเป็นวงใส (clear zone) โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของพื $นที)วงใส แล้ว
คํานวณหาพื $นที)วงกลมตามสตูร ¶r2 มีหนว่ยเป็นตารางเซนติเมตร โดยกําหนด 1 ตารางเซนติเมตร
ของการกระจายตวัของนํ $ามันสงัเคราะห์เท่ากับ 1 หน่วย วิธีนี $เป็นวิธีที)ไม่ยุ่งยากและประหยัด
คา่ใช้จา่ย และยงัเป็นวิธีที)เหมาะสมในการวดักิจกรรมของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผ่านการทําให้
บริสทุธิ9แล้ว เนื)องจากวิธีนี $ใช้สารปริมาณเพียงเล็กน้อยในการวิเคราะห์ คือ 10 ไมโครลิตรเท่านั $น 
(Morikawa และคณะ, 1993) 
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5. ค่า Hydrohilic-Lipophilic balance (HLB) 
 คือสมบตัิที)ชอบนํ $าและชอบนํ $ามนัในโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว ตามทฤษฎีสารลด

แรงตงึผิวที)มีคา่ HLB สงูระหวา่ง 8-18 จะให้อิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า และที)มีคา่ HLB ตํ)าระหวา่ง 
3-6 จะให้อิมลัชนัชนิดนํ $าในนํ $ามนั คา่ HLB นี $เป็นคา่เฉพาะตวั ซึ)งจะตา่งกนัออกไปตามโครงสร้าง
ของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆ เชน่ สารลดแรงตงึผิวชนิดโซโฟโรลิพิด มีคา่ HLB เทา่กบั 10-13 
(Van Bogaert และคณะ, 2007) ชนิดแมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด ที)ผลิตโดย Candida sp. SY16 มี
คา่ HLB เทา่กบั 8.8 (Kim และคณะ, 2002) เป็นต้น 
 

6. โครมาโทกราฟี (Chromatography) 
 เป็นเทคนิคที)เป็นประโยชน์ในการแยกสาร ตรวจสอบ และวิเคราะห์ชนิดของสาร โดย

อาศยัหลกัการการละลายของสารในตวัทําละลายและการถกูดดูซบัที)แตกตา่งกนั กล่าวคือ สารที)
ละลายในตวัทําละลายได้ดีและถกูดดูซบัน้อยจะเคลื)อนที)ออกมาก่อน สว่นสารที)ละลายได้น้อย
และถกูดดูซบัได้ดีจะเคลื)อนที)ออกมาทีหลงั การแยกของสารนั $นอาศยัความแตกตา่งของอตัราการ
เคลื)อนที)ระหวา่งสารตวัอยา่ง วิธีการนี $มีเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยูก่บัที) (stationary phase) กบัเฟส
เคลื)อนที) (mobile phase) (Skoog, 1988) 

 
6.1 โครมาโทกราฟีแบบบาง (Thin-Layer Chromatography) 

 เป็นเทคนิคที)ใช้ในการแยก การทําบริสทุธิ9สารประกอบอินทรีย์ที)มีขั $วแตกตา่งกนั 
เฟสคงที)ที)นิยมใช้ คือ ซิลิกาเจลเคลือบบนแผน่แก้ว เฟสเคลื)อนที)ที)ใช้จะเป็นตวัทําละลายอินทรีย์ 
(organic solvent) เทคนิคการแยกทําได้โดยจดุสารตวัอยา่งลงบนเฟสคงที) จากนั $นนําไปใสใ่น
ภาชนะที)บรรจตุวัทําละลาย สารจะเคลื)อนที)ผา่นเฟสคงที)ด้วยแรง capillary action อตัราเร็วที)
แตกตา่งกนัขึ $นอยู่กบัความสามารถในการกระจายตวัระหวา่งเฟสคงที)และเฟสเคลื)อนที) ซึ)งบนซิลิ
กาเจลนั $นจะมีหมูไ่ฮดรอกซิลทําให้มีความเป็นขั $วสงู ทําให้สารที)มีขั $วจบับนอนภุาคของเจลได้ดีจงึ
เคลื)อนที)ได้ช้า ในขณะที)สารไมมี่ขั $วจะจบัได้น้อยจงึเคลื)อนที)ได้เร็ว ข้อดีของโครมาโตกราฟีชนิดนี $ 
คือ ไมยุ่ง่ยาก ต้องการอปุกรณ์น้อย สามารถตรวจแยกสารในปริมาณน้อย ๆ ได้ และสามารถแยก
สารออกจากเฟสคงที)โดยสกดัด้วยตวัทําละลาย (Heyd และคณะ, 2008) 
 

6.2 ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid chromato   
graphy) 

เป็นเทคนิคที)ใช้ในการวิเคราะห์สารประกอบที)อยูใ่นรูปของเหลว โดยใช้เครื)องสบู
แรงดนัสงู (high pressure pump) สบูตวัทําละลายซึ)งทําหน้าที)เป็นเฟสเคลื)อนที) (mobile phase) 
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พาสารตวัอยา่งที)ถกูฉีดเข้าทางชอ่งฉีดสาร (injector) ผา่นอนภุาคที)เป็นเฟสอยูก่บัที) (stationary 
phase) ซึ)งบรรจอุยูใ่นคอลมัน์ (column) สารผสมตวัอยา่งจะเคลื)อนที)ผา่นคอลมัน์และถกูแยก
ออกมา สารจะถกูแยกออกมาในเวลาที)ตา่งกนั โดยสารผสมที)อยูใ่นตวัอยา่งสามารถถกูแยกออก
จากกนัได้นั $น จะขึ $นอยูก่บัการดดูซบัของสารประกอบนั $นกบัเฟสคงที) สารที)ดดูซบัได้ตํ)าในเฟสคงที)
จะเคลื)อนที)ผ่านคอลมัน์ได้เร็ว สารนั $นก็จะถกูแยกออกมาก่อน สว่นสารที)ดดูซบัได้ดีในเฟสคงที)จะ
เคลื)อนที)ผ่านคอลมัน์ได้ช้าจะถกูแยกออกมาทีหลงั (Lindsay,1991) เพื)อผา่นเข้าสูเ่ครื)องตรวจวดั 
(detector) เชน่ UV ELSD  ในเวลาที)ตา่งกนั สญัญาณที)วดัได้จะอยูใ่นรูปสญัญาณไฟฟ้าตามเวลา
และปริมาณของสารแตล่ะตวัที)ตรวจวดัได้ จากนั $นสญัญาณจะถกูสง่ไปยงัเครื)องบนัทกึสญัญาณ 
เพื)อแสดงผลออกมาเป็นโครมาโทแกรม เทคนิค HPLC แบง่เป็น 2 แบบตามลกัษณะการใช้เฟส
เคลื)อนที)คือ การแยกโดยใช้องค์ประกอบของเฟสคงที)แบบเดียวตลอดการแยก (Isocratic) และ
การแยกโดยมีการเปลี)ยนองค์ประกอบของเฟสคงที)ในระหวา่งการแยกแบบตอ่เนื)องหรือแบบทีละ
ขั $น (Gradient elution) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)จะนํามาแยกด้วยวิธีนี $ ต้องทําให้มีความบริสทุธิ9

เบื $องต้นก่อน ตวัอยา่งเชน่ โซโฟโรลิพิดที)ได้จากกระบวนการหมกั ก่อนผ่านการแยกด้วย HPLC ได้ 
ผา่นขั $นตอนการแยกบนโครมาโทกราฟีแบบบางมาแล้ว โดยการวิเคราะห์โซโฟลิพิดนั $นนิยมใช้
คอลมัน์ C-18 เป็นเฟสคงที) และใช้สารละลายอะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) เป็นเฟสเคลื)อนที) 
ตรวจวดัด้วยเครื)อง UV detector ที) 207 นาโนเมตร อตัราการชะเทา่กบั 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที 
จากนั $นโซโฟโรลิพิดที)มีโครงสร้างแบบตา่งๆ จะแยกออกที)เวลาแตกตา่งกนั ดงัแสดงในรูปที) 2.18 
(Hu และ Ju, 2001a) 

 

 
รูปที) 2.18 โครมาโทแกรม HPLC ของโซโฟโรลิพิดบริสทุธิ9บางสว่นผลิตโดย  

Torulopsis bombicola และใช้นํ $ามนัถั)วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน 
ที)มา: Hu และ Ju (2001a) 
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7. แมสสเปกโทรเมตรี (Mass spectrometry) 
เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ที)ใช้วิเคราะห์สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ เพื)อตรวจสอบ

ข้อมลูโครงสร้าง มวลโมเลกลุของสาร ทํานายถึงปริมาณและองค์ประกอบในสารนั $นๆ โดยอา่น
จากคา่สเปกตรัม วิธีนี $จดัเป็นเทคนิคขั $นสงูมีคา่ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์สงู สามารถ
วิเคราะห์ได้ทั $งแบบเจาะจงและแบบทั)วไป ทั $งในเชิงคณุภาพและปริมาณ ด้วยการทําให้โมเลกลุ
แตกตวัเป็นไอออนด้วยวิธีตา่งๆ เชน่ electrosprey ionization (ESI) และ atmospheric pressure 
chemical ionization (APCI) ในระยะหลงัได้พฒันาการทําให้เกิดไอออนโดยใช้พลงังานตํ)า (soft 
ionization)  เชน่  matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) จะใช้ UV lasers เชน่ 
ไนโตรเจนเลเซอร์ ที)ความยาวคลื)น 337 นาโนเมตร ซึ)งสามารถทําให้เกิดไอออนได้โดยสารไม่
สลายตวั จงึเหมาะสําหรับการวิเคราะห์สารที)มีโมเลกลุขนาดใหญ่ระเหยได้ยาก จําพวกสารชีว
โมเลกลุ เชน่ โปรตีนเพพไทด์และนํ $าตาล) สว่นมวลของไอออนที)เกิดขึ $นสามารถวิเคราะห์ด้วยวิธี
ตา่งๆ ดงันี $ time of flight (TOF), magnetic section ion trap ซึ)งจะทําให้เกิดสเปกตรัมของไอออน
ได้อยา่งสมบรูณ์ การวิเคราะห์มวลด้วย TOF มีข้อดีที)แตกตา่งจากวิธีอื)น คือสามารถบนัทกึคา่มวล
ของไอออนได้ทั $งหมดในเวลาอนัรวดเร็ว  จงึชว่ยลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ และยงัให้ผลการ
วิเคราะห์ที)เชื)อถือได้ แมสสเปกโทรเมตรีจะตรวจวดัไอออนที)เกิดขึ $นและปรากฏเป็นพีก (peak) บน
สเปกตรัมตามขนาดมวลตอ่ประจขุองไอออน (m/z)  

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)จะนํามาวิเคราะห์ด้วยวิธี MS นี $ ต้องผา่นการทําให้มีความ
บริสทุธิ9เบื $องต้นก่อน ตวัอย่างเชน่ โซโฟโรลิพิดต้องผา่นการแยกด้วย TLC และ HPLC มาก่อน จงึ
นํามาวิเคราะห์ด้วยวิธีนี $ตอ่ไป จากการศกึษาของ Hu และ Ju (2001a) พบวา่ โซโฟโรลิพิดที)ผลิต
โดยใช้นํ $ามนัถั)วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน จะมีโครงสร้างทั $งรูปแบบแลคโตน ชนิด C18:0 C18:1 
C18:2 และ C16:0 มีคา่มวลโมเลกลุ (m/z) เทา่กบั 688.9  686.9  684.9 และ 661.2 ตามลําดบั 
และรูปแบบอะซิดคิ ชนิด C18:0 C18:1 C18:2 และ C16:0 มีคา่มวลโมเลกลุ (m/z) เทา่กบั 707.0  
705.0  703.0 และ 679.3 ตามลําดบั รวมถึงอาจเกิดการเตมิหมูอ่ะซิตลิ 1-2 หมู ่ และมีการขาด
หายของกลโูคสในนํ $าตาลโซโฟโรสได้เชน่กนั ดงัแสดงในรูป 2.19 
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รูปที) 2.19 แมสสเปกตรัมของโซโฟโรลิพิดเมื)อใช้แหลง่คาร์บอนตา่งๆ 
ก) กลโูคสเพียงชนิดเดียว ข) กลโูคสร่วมกบัเฮกซะเดคเคน ค) กลโูคสร่วมกบันํ $ามนัถั)วเหลือง 

ที)มา: Hu และ Ju (2001a) 
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บทที� 3 
 

อุปกรณ์และวิธีดาํเนินการวิจัย 
 

อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ 
1. อุปกรณ์ 

- ถงัหมกั (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME ของบริษัท Eyela, Japan 
- เครื)องวดัแรงตงึผิว (Ring Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท Kruss, Germany 

- เครื)องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC) รุ่น Pro star ของบริษัท Varian, USA 

- คอลมัน์  C18- AR Cosmosil 5 µm, 120 °A  ขนาด 4.6 x 150 มม. ของบริษัท 
Water 

- กล้องจลุทรรศน์ชนิด 2 ตา (Biocular compound microscope) รุ่น BH-2 ของบริษัท 

Olympus, Japan 

- อา่งนํ $าควบคมุอณุหภมูิ (water bath) M-LAB ของบริษัท เมโทรโลยี เทคนิคคอล, 
Thailand 

- เครื)องนึ)งอบฆ่าเชื $อ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy 
Seiko, Ltd., Japan, รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น 
HV-25 ของบริษัท Hirayama, Co., Ltd., Japan 

- เครื)องปั)นเหวี)ยงความเร็วควบคมุอณุหภมูิ (High - performance centrifuge) รุ่น 

Avanti® J-30I ของบริษัท Beckman Coulter, USA 

- เครื)องปั)นเหวี)ยงความเร็วควบคมุอณุหภมูิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 3700 ของ
บริษัท Kubota Corporation, Japan 

- เครื)องปั)นเหวี)ยงความเร็วควบคมุอณุหภมูิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 6500 ของ
บริษัท Kubota Corporation, Japan 

- เครื)องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท 

Eyela, Japan 

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

- เครื)องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น eppendorf 
concentrator  5301 ของบริษัท Modotech, Germany 
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- เครื)องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 
ของบริษัท Thermo Spectronic, USA 

- เครื)องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ (Incubator shaker) รุ่น Innova™ 4300 ของบริษัท 
New Brunswick Scientific, USA 

- ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 

- ตู้บม่เชื $อ (Incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

- เครื)องชั)งหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

- เครื)องชั)งละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

- เครื)องวดัคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

- ตู้ปลอดเชื $อ (Larminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, USA 

- เครื)องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries Inc., 
USA 

- ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 ของ
บริษัท Gilson, France 
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2. เคมีภัณฑ์ 
- สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัทBio Springer, France 
- สารสกดัจากข้าวมอลต์ (Malt extract)  ของบริษัท Labscan, Ireland 
- แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- กลโูคส ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- แบคโตอะการ์ (Bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ไทรทอน เอ็กซ์-100 (Triton X-100) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- สารเคมีขจดัคราบนํ $ามนัเคมเทค 307 (Chemtec 307 dispersant) ของกรม

วิทยาศาสตร์ทหารเรือ กองทพัเรือ ประเทศไทย 
- นํ $ามนัถั)วเหลือง ของบริษัท นํ $ามนัไทย จํากดั, Thailand 
- นํ $ามนัปาล์ม ของบริษัท มรกตอินดสัตรีส์ จํากดั, Thailand  
- นํ $ามนัรําข้าว ของบริษัท อมรไชย จํากดั, Thailand  
- นํ $ามนัมะกอก ของบริษัท อิโฮส เด อิบาร์รา เอส เอ, Spain 
- นํ $ามนัดอกคําฝอย ของบริษัท เซซาฮาล เอช เอ กวัดาลาจารา ฮาล, Mexico 
- นํ $ามนัคาโนลา ของบริษัท ไซม์ดาร์บี $ เอดเิบิ $ล โปรดกัส์ ลิมิเตด็, Singapore 
- นํ $ามนังา ตรากล้วยไม้ จงัหวดัแมฮ่อ่งสอน, Thailand 
- นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย ของบริษัท อตุสาหกรรมวิวฒัน์ จํากดั, Thailand 
- นํ $ามนัสลดั ของบริษัท อตุสาหกรรมวิวฒัน์ จํากดั, Thailand 
- นํ $ามนัมะรุม ของบริษัท EIMEM ordinary partnership, Thailand 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 

Germany  
- โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท Carlo Erba, Italy 
- โซเดียมอะซิเตท (CH3COONa) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- ทริสเบส (Tris base; Tris [hydroxymethl] aminomethane) (NH2C(CH2OH)3) ของ

บริษัท Fisher Scientific UK, UK 
- ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris HCl) ของบริษัท Sigma, USA 
- คลอโรฟอร์ม (Chloroform) ของบริษัท RCI Labscan, Ireland 
- เมทานอล (Methanol) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
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- เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- เฮกเซน (Hexane) (C6H14) ของบริษัท Mallinckrodt Baker, USA 
- กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (Concentration HCl) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 

Germany 
- แอลฟา-แนฟทอล (α-naphtol) (C10H7OH) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
- กรดอะซิตกิ (acetic acid) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- กรดซลัฟริูก (sulfuric acid) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- SDS (Sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3Na) ของบริษัท Sigma, USA  
- เอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) ของบริษัท Fisher Scientific UK, UK 
- อะซิโตรไนไตรท์ (Acetronitrile) HPLC grade ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 

Germany 
- นํ $า HPLC grade ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- กรดไตรฟลอูอโรอะซีติก (Trifluoroacetic acid) HPLC grade ของบริษัท E.Merk, 

Dramstadt, Germany 
- ไอโอดีนชนิดเกล็ด ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- กระดาษกรอง (Nylon membrane) ขนาด 47 มม. 0.45 ไมครอน ของบริษัท 

Whatman, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
- กระดาษกรอง หมายเลข 2 ขนาด 125 มม.ของบริษัท Whatman, USA 
- แผน่ซิลิกาเจล 60 ขนาด 20 x 20 ซม.,หนา 0.2 มม. (TLC silica gel 60, 0.2 mm.) 

ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- แผน่ซิลิกาเจล 60 ขนาด 20 x 20 ซม., หนา 2 มม. (TLC silica gel 60, 2 mm.) ของ

บริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 

- สารกําจดัฟอง (antifoam A) ของบริษัท Fluka, Switzerland 

- นํ $ามนัสงัเคราะห์ (Synthetic oil) ของบริษัท Tokyo kasei, Japan 
- บรูซีน ซลัเฟต (Brucine sulfate) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
- กรดซลัฟานิลิค (Sulfanilic acid) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany  
- ไดคลอโรมีเทน (Dichloromethane) ของบริษัท Mallinckrodt Baker, USA 
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3. วิธีดาํเนินการทดลอง 
 
 Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ที)ใช้ในการทดลองนี $ คดัแยกได้จากอาหารหมกัดอง
พื $นบ้าน (ข้าวหมาก) อําเภอพนัสนิคม จังหวัดชลบุรี มีลักษณะโคโลนีกลม สีขาวครีม ผิวด้าน 
กลางโคโลนีมีผิวยน่เล็กน้อย ขอบเรียบ ย้อมตดิสีแกรมบวก มีรูปร่างเป็นทรงกลมรี ขนาดกว้าง 2.0 
- 4.8 ไมครอน ยาว 2.6 – 5.2 ไมครอน สร้างสปอร์ที)มีรูปทรงคล้ายหมวก (ธนัสถา เชียงอุทัย, 
2549) สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีในอาหารเหลวปรับปรุงสูตรที)มีนํ $ามนัถั)วเหลือง
และกลโูคสเป็นแหลง่คาร์บอน สารสกดัยีสต์และโซเดียมไนเตรทเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยให้คา่การ
กระจายนํ $ามนัสงูสดุ 75.39 ตารางเซนติเมตร ลดคา่แรงตงึผิวได้ตํ)าสดุ  33 mN/m และให้ผลผลิต
เทา่กบั 0.95 กรัมตอ่ลิตร (ผกามาศ ราชมนตรี, 2551) 
 
 3.1 การหาอัตราส่วนของอาหารเลี 'ยงเชื 'อที�เหมาะสมต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
โดย Pichia anomala สายพันธ์ุ PY1 ระดับขวดเขย่า 
 
 3.1.1 การหาอตัราส่วนของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนที)เหมาะสมตอ่สารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพ ระดบัขวดเขยา่ 
 

เตรียมหวัเชื $อในอาหารเหลว YM จนอาย ุ 18 ชั)วโมง มีคา่การดดูเกินแสงที) 540 
นาโนเมตร 0.9 – 1 ถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 8 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลวกําหนดสตูร (ปรับ pH 5) 
โดยกําหนดให้มีแหลง่คาร์บอนรวมคงที)ที) 16 เปอร์เซนต์ แบง่เป็นความเข้มข้นของนํ $ามนัถั)วเหลือง 
10.67 เปอร์เซ็นต์ (นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) และกลโูคส 5.33 เปอร์เซ็นต์ (นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) (ผกา
มาศ ราชมนตรี, 2551) จากนั $นแปรผนัอตัราสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน ที)อตัราสว่น 16:0.25  
16:0.5, 16:0.7,  16:1,  16:1.5  และ  16:2 ตามลําดบั (ในสดัส่วนความเข้มข้นโซเดียมไนเตรท
และสารสกดัยีสต์ที)เทา่กนัหรือในอตัราส่วน 1:1) ที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที)ความเร็ว 
200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั และติดตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง นํา
สว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, 
Germany) และคา่การกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ Morikawa และคณะ (1993) คา่ความเป็นกรด
ดา่งในแตล่ะอตัราสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
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การติดตามประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

1) การวดัคา่แรงตงึผิว 
ปั)นแยกเซลล์ออกจากนํ $าเลี $ยงเชื $อ โดยใช้ครื)องปั)นเหวี)ยงควบคมุอณุหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที ถ่ายสว่นนํ $าใสที)อาจมีนํ $ามนัถั)ว
เหลืองเหลืออยู่ ลงในกรวยแยก (Separating funnel) เติมเฮกเซน 2 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ ตั $งทิ $งไว้ 
3 นาที เพื)อให้ทั $งสองวฏัภาคแยกชั $น จากนั $นไขเฉพาะส่วนนํ $าเลี $ยงเชื $อใสด้านล่างมาวดัคา่แรงตงึ
ผิวโดยวิธี Du Noüy ring method ด้วยเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, 
Germany) แสดงหลกัการและวิธีการใช้ในภาคผนวก ค   

 
2) การวดัคา่การกระจายตวัของนํ $ามนั (Oil displacement test) 

ตามวิธีของ Morikawa และคณะ, 1993 
 หยดนํ $ามนัสงัเคราะห์ (Synthesis oil) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในจานแก้ว

ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 150 มิลลิเมตร ที)บรรจนํุ $า 40 มิลลิลิตร โดยใช้กระดาษกราฟรองใต้จาน 
เพื)อเป็นมาตรวดัความกว้างของบริเวณใส  ( 1 ช่องใหญ่ของกราฟมีค่าเท่ากับ 1 เซนติเมตร ) 
นํ $ามนัที)หยดลงไปนั $น จะกระจายตวับนผิวหน้าของนํ $าทําให้เกิดเป็นแผ่นฟิล์มแผ่ทั)วผิวนํ $า จากนั $น
หยดตัวอย่างที)เป็นส่วนนํ $าใส หรือสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ9บางส่วนที)ได้จากการสกัด 
(crude extract) ที)เจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ของทริสไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรด
เป็นดา่งเท่ากบั 8 ปริมาตร 10  ไมโครลิตร ลงบนแผ่นฟิล์มของนํ $ามนัในแนวตั $งฉาก สงัเกตและวดั
บริเวณใสของการกระจายตวัของนํ $ามนัดงัรูปที) 3.1 และคํานวณหาพื $นที)ของการกระจายนํ $ามนั 

รูปที) 3.1 แสดงลกัษณะการกระจายตวัของนํ $ามนั (Morikawa และคณะ, 1993) 

r 
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พื $นที)ของการกระจายนํ $ามนัสามารถคํานวณได้จาก 

พื $นที)บริเวณใสของการกระจายนํ $ามนั    =    πr2 
  เมื)อ r  เทา่กบัรัศมีความกว้างของบริเวณใส (เซนตเิมตร) 
  กําหนด 1 ตารางเซนตเิมตรของการกระจายตวัของนํ $ามนัมีคา่เทา่กบั 1 หนว่ย 
วิธีการวดัคา่การกระจายตวัของนํ $ามนันี $จะใช้ได้กบัสารที)มีความเข้มข้นอยา่งน้อย 10 µg หรือ 10 
nmol ขึ $นไป  
 

3) การวดัการเจริญของเชื $อโดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
ปั)นแยกเซลล์ออกจากนํ $าเลี $ยงเชื $อ โดยใช้เครื)องปั)นเหวี)ยงควบคมุอณุหภมูิที) 4 

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที ทําการล้างเซลล์ด้วยเฮกเซน 2 
รอบ และนํ $ากรองตามลําดบั จากนั $นนําเซลล์ไปอบที)อณุหภมูิ 70 องศาเซลเซียส แล้วนําไปชั)งเพื)อ
หานํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
 
 3.1.2 การหาอตัราสว่นของโซเดียมไนเตรทและสารสกดัยีสต์ที)เหมาะสมตอ่สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพ ระดบัขวดเขย่า 
 
   ใช้อตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจนที)เหมาะสมตามข้อ 3.1.1 
ทําการแปรผนัอตัราสว่นของโซเดียมไนเตรทและสารสกดัยีสต์ที)อตัราสว่น 0.1:0.6,  0.2:0.5,  
0.3:0.4,  0.35:0.35,  0.4:0.3,  0.5:0.2  และ 0.6:01 ตามลําดบั ที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
เขยา่ที)ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั และตดิตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกั
เซลล์แห้ง คา่ความเป็นกรดดา่ง และนํานํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว 
และคา่การกระจายนํ $ามนั 
 
 3.2 การหาภาวะที�เหมาะสมต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Pichia anomala สาย
พันธ์ุ PY1 ระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร 
  
  3.2.1  การหาอตัราการให้อากาศและอตัราความเร็วใบกวนที)เหมาะสมตอ่สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพ ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 
  เตรียมหวัเชื $อในอาหารเหลว YM จนอาย ุ18 ชั)วโมง คา่การดดูเกินแสงที) 
540 นาโนเมตรเป็น 0.9 – 1 จากนั $นถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 8 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ลงในถงั
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หมกัที)มีอาหารเหลวปรับปรุงสตูรที)เหมาะสมตามข้อ 3.1.2 บรรจอุยู ่ โดยให้ปริมาตรของอาหาร
เลี $ยงเชื $อรวมทั $งหมดเป็น 2.5 ลิตร แปรผนัอตัราการให้อากาศภายในถงัหมกัที) 1  1.5 และ 2 vvm 
ตามลําดบั ร่วมกบัแปรผนัอตัราความเร็วใบกวนที) 200, 300 และ 400 รอบตอ่นาที ตามลําดบั 
ควบคมุอณุหภมูิที) 30 องศาเซลเซียส ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5 เก็บตวัอยา่งทกุ 12 
ชั)วโมง เป็นเวลา 7 วนั ติดตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง การใช้นํ $าตาล วดั
คา่แรงตงึผิวด้วยเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว และคา่การกระจายนํ $ามนั 
 
 3.2.2  การติดตามการเจริญและการใช้แหลง่คาร์บอนของยีสต์ 
 
  เลี $ยงเชื $อในอาหารเหลวปรับปรุงสตูรที)ได้จากข้อ 3.1.2 ใช้อตัราการให้
อากาศและอตัราความเร็วใบกวนที)เหมาะสมตอ่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจากข้อ 3.2.2  ควบคมุ
อณุหภมูิที) 30 องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่ง 5 ติดตามการเจริญและการใช้แหลง่คาร์บอน
ของยีสต์ทกุ 24 ชั)วโมง เป็นเวลา 7 วนั โดยนําตวัอยา่งนํ $าเลี $ยงเชื $อมาปั)นแยกเซลล์ออกด้วยเครื)อง
ปั)นเหวี)ยงควบคมุอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที 
จากนั $นล้างสว่นตะกอนด้วยเฮกเซน 2 รอบ นํ $ากรอง 1 รอบ เพื)อกําจดันํ $ามนัสว่นเกินที)ตดิอยู่ นํา
ตะกอนที)ได้มาอบที) 70 องศาเซลเซียสเพื)อหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง ตรวจหาปริมาณนํ $ามนัถั)วเหลือง
ด้วยวิธี partition-gravimetric ใช้ไดคลอโรมีเทนเป็นตวัทําละลาย (APHA, AWWA, and  WEF, 
1992) โดยนํานํ $าเลี $ยงเชื $อ มาเตมิ 1:1 กรดไฮโดรคลอริก จนมี pH 2 จากนั $นนํามาปั)นเหวี)ยงที)
ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที แล้วจงึเทใสก่รวยแยก เตมิไดคลอโรมีเทน 30 
มิลลิลิตร เขย่าเบาๆเป็นเวลา 2 นาที เมื)อตั $งทิ $งไว้จะแยกออกเป็นสองวฏัภาค  นําชั $นลา่งซึ)งเป็น
สว่นของตวัทําละลาย มาเทลงในกรวยที)บรรจกุระดาษกรอง และโซเดียมซลัเฟต 10 กรัม ส่วนชั $น
บนเป็นส่วนของนํ $าเลี $ยงเชื $อนํามาสกดัซํ $า 2 รอบด้วยวิธีเดียวกนั สารละลายที)ผา่นการกรองแล้ว 
จะนํามาระเหยไดคลอโรมีเทนออกที) 70 องศาเซลเซียส 24 ชั)วโมง  จากนั $นชั)งนํ $าหนกัสว่นของ
นํ $ามนัที)เหลืออยู่ และนํานํ $าเลี $ยงเชื $อใสที)แยกส่วนของนํ $ามนัออกแล้ว มาตรวจหาปริมาณนํ $าตาล
กลโูคสที)เปลี)ยนแปลงโดยวิธี Dinitrosalicylic acid  (Bernfield, 1955) และตรวจหาปริมาณไนเต
รท-ไนโตรเจนโดยวิธี Brucine (APHA, AWWA and  WEF No. 4500-NO3

- E, 1998) 
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 3.3 การผลิต สกัด และการทาํสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสุทธิhบางส่วน 
 
  3.3.1  การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
 
   เตรียมหวัเชื $อในอาหารเหลว YM เป็นเวลา 18 ชั)วโมง ถ่ายหวัเชื $อลงในถงั
หมกัขนาด 5 ลิตร ที)บรรจอุาหารเหลวปรับปรุงสตูรที)เหมาะสมจากข้อ 3.1.2 ปริมาตรรวม 2.5 ลิตร 
โดยใช้อตัราการให้อากาศและอตัราความเร็วใบกวนที)เหมาะสมตอ่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจากข้อ 
3.2.2 และควบคมุอณุหภมูิที) 30 องศาเซลเซียส คา่ความเป็นกรดดา่ง 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 
  3.3.2  การสกดัแยกและตรวจสอบชนิดสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ 
 
   นํานํ $าเลี $ยงเชื $อจากข้อ 3.3.1 มาปั)นแยกเซลล์ออก ด้วยเครื)องปั)นเหวี)ยง
ควบคมุอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที นําสว่นนํ $าเลี $ยง
เชื $อใสนี $ ใสใ่นกรวยแยก เติมเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ ตั $งทิ $งไว้เป็นเวลา 3 นาที 
เพื)อให้นํ $ามนัและนํ $าเลี $ยงเชื $อใสแยกชั $น จากนั $นไขเอาเฉพาะสว่นของนํ $าเลี $ยงเชื $อด้านลา่งมาสกดั
ด้วยเอทิลอะซิเตตปริมาตร 1 เทา่ นําสว่นล่างมาแยกสกดัซํ $า 2 ครั $ง ครั $งละ 4 นาที เก็บสว่นนํ $าใส
ชั $นบนซึ)งเป็นชั $นของตวัทําละลายอินทรีย์ไว้ เพื)อนํามาระเหยเอทิลอะซิเตตออกด้วยเครื)องระเหย 
(Evaporator) ภายใต้สภาวะสญุญากาศ จากนั $นนําสารที)สกดัได้มาละลายด้วยเมทานอล และ
ระเหยแห้งอีกครั $ง จะได้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)บริสทุธิ9บางสว่น ซึ)งมีสีนํ $าตาลไหม้ เหนียวหนืด 
นําสารนี $มาทดสอบการกระจายนํ $ามนั นํ $าหนกัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ และตรวจสอบชนิดของ
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้เบื $องต้นด้วยวิธีโครมาโทกราฟี (Ito และ Inoue, 1982) 
 
 3.4 ลักษณะสมบัตทิางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
  
 3.4.1 เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle 
concentration; CMC)  
 
  เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพที)ผลิตได้กบัสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ เชน่ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecyl 
sulfate;SDS) ไทรทอน เอกซ์ 100 (TritonX-100) เป็นต้น โดยนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้
หรือสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ มาทําการเจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ 
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ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ที)ความเข้มข้น 0.01-20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นําแตล่ะความ
เข้มข้นมาวดัคา่แรงตงึผิว เพื)อหาคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ โดยเขียนกราฟระหวา่ง
คา่แรงตงึผิวและความเข้มข้น ดงัแสดงในรูปที) 3.2 ตามวิธีของ Sheppard และ Mulligan (1987) 
 

การหาคา่ CMC ได้จากการคํานวณหาเส้นสมัผสั AB, BC และหาคา่จดุตดั B ด้วยสมการ
การถดถอยเชิงเส้น (Linear regression) เมื)อกําหนดให้ 

เส้นสมัผสั  AB :   y1    =      b1x1 + a1 
เส้นสมัผสั  BC :  y2        =     b2x2 + a2 

เมื)อเกิดจดุตดั B จะได้ 
               b1x1 + a1            =     b2x2 + a2         เมื)อ y1 = y2 

            b1x1 – b2x2         =     a2 – a1  
         x(b1 – b2)            =     a2 – a1   เมื)อ x1 = x2 

                    x            =    (a2 – a1)/(b1 – b2) 
เพราะฉะนั $น จดุตดั B เทา่กบั (a2 – a1)/(b1 – b2) 
 

 
 

รูปที) 3.2 วิธีการหาคา่ความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ โดยการวดัคา่แรงตงึผิวของสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพที)ผลิตได้ 
 
 คา่ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (Critical Micelle Concentration, CMC) คือ 
คา่ที)เกิดเมื)อลากเส้นตรง BD ผา่นจดุ B ให้ตั $งฉากกบัเส้นสมัผสั EF ที)จดุ D แล้วลากมาตดัแกน X 
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และเมื)อลากมาตดัแกน Y คา่ที)ได้คือคา่แรงตงึผิว ณ จดุของการเกิดไมเซลล์ (γCMC) และความ
เข้มข้นสมัพทัธ์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ (CMC-1) คือสว่นกลบัของคา่ความเข้มข้นของการเกิด
ไมเซลล์ (100/CMC) 
 
 3.4.2  วดัคา่ดชันีการก่ออิมลัชนั (Emulsion Index) 
   

เปรียบเทียบคา่ดชันีการก่ออิมลัชนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้
ร่วมกบันํ $ามนัชนิดตา่งๆ เช่น นํ $ามนังา นํ $ามนัปาล์ม นํ $ามนัรําข้าว นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัถั)วเหลือง เป็น
ต้น โดยนําสารลดแรงตงึผิวชีภาพที)เตรียมได้จากข้อ 3.3.2 มาละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดร
คลอไรด์บพัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
ร่วมกบัเตมินํ $ามนัแตล่ะชนิดที)ต้องการศกึษา ในอตัราสว่นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพตอ่นํ $ามนัเทา่กบั 
60:40 (โดยนํ $าหนกั) นําไปปั)นเหวี)ยงที)ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั $นเจือ
จาง 2 เทา่ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 แล้ว
นํามาวดัคา่ดดูกลืนแสงที)ความยาวคลื)น 500 นาโนเมตรทนัที เพื)อหาคา่การก่ออิมลัชนั และสว่นที)
เหลือตั $งทิ $งไว้ที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 7 วนั เพื)อหาคา่ความเสถียรของ
อิมลัชนั โดยดดูสารละลายสว่นลา่งมาเจือจาง 2 เทา่ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์
บพัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 แล้ววดัคา่ดดูกลืนแสงที)ความยาวคลื)น 500 นาโนเมตร 
นําคา่ที)ได้มาคํานวนเปอร์เซ็นคา่ดชันีการเกิดอิมลัชนัหรือความเสถียรในการก่ออิมลัชนัตอ่ไป 
(Shepherd และคณะ, 1995) 

 
3.4.3  วดัคา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) 
 

 วดัคา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) เบื $องต้น ด้วยการนํา
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)เตรียมได้จากข้อ 3.3.2 มาละลายในนํ $ากรองและนํ $าดื)ม ซึ)งมีคา่ความ
เป็นกรดดา่งเทา่กบั 5.5 และ 7 ตามลําดบั ให้มีความเข้มข้นเป็น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนั $น
ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื)องผสมสาร (vortex mixer) เป็นเวลา 2 นาที ตั $งทิ $งไว้สกัครู่จงึสงัเกตลกัษณะ
ของสารละลายที)ได้เทียบกบัตารางที) 3.1  

นอกจากนี $คา่ HLB ยงัสามารถคํานวนได้จากสตูรโครงสร้างของโมเลกลุ 
ดงันี $ HLB= E/5  เมื)อ E คือ นํ $าหนกัโมเลกลุ (%) ของสว่นที)ชอบนํ $า (hydrophilic content) ใน
โมเลกลุสารลดแรงตงึผิวทั $งหมด (Kim และคณะ, 2002) 
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ตารางที) 3.1 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ HLB กบัลกัษณะสารละลายของสารลดแรงตงึผิวในนํ $า 
 

ลกัษณะสารละลายของสารลดแรงตงึผิวในนํ $า คา่ HLB 

ไมล่ะลาย 1-4 
ละลายได้น้อย 3-6 
กระจายตวัได้เล็กน้อยสีขาวขุน่ ไมเ่สถียร 6-8 
กระจายตวัสีขาวขุน่ เสถียร 8-10 
กระจายตวัได้ดี สารละลายโปร่งแสง 10-13 
กระจายตวัได้ดี สารละลายโปร่งใส 13+ 

 
3.4.4  ทดสอบประสิทธิภาพในการหอ่หุ้ม (Encapsulation) ของสารลดแรงตงึ

ผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่น 
 
 นําสีซูดาน (Sudan II) ซึ)งเป็นสีที)ไมล่ะลายนํ $า ไปละลายในคลอโรฟอร์ม

เตรียมให้มีความเข้มข้น 1.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร แล้วจงึดดูมา 100 ไมโครลิตรใสล่งในหลอด 
ระเหยตวัทําละลายออกภายใต้ภาวะสญุญากาศจนแห้ง จากนั $นเตมิสารลดแรงตงึผิวบริสทุธิ9

บางสว่นที)ละลายในทริสบฟัเฟอร์  ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ที)มีความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื)องผสมสาร เป็นเวลา 2 นาที สงัเกตการ
ละลายของสีซูดาน เทียบกบัสารชนิดตา่งๆ 
   

3.5 การทาํบริสุทธิhสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
 

3.5.1 การเตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสทุธิ9บางสว่นด้วย Analytical 
Thin-Layer Chromatography 

  โดยใช้เฟสคงที)เป็นแผน่ซิลิกาเจล (SiO2·XH2O) 60 ของบริษัท E.Merk, 
Dramstadt, Germany ขนาด 20 x 20 ซม. หนา 0.2 มม. สว่นเฟสเคลื)อนที)ใช้สารละลาย
คลอโรฟอร์ม เมทานอล และนํ $า ในอตัราส่วน 65:25:4 นําสารลดแรงตงึผิวที)เตรียมได้จากข้อ 3.3.2 
มาละลายด้วยเอทิลอะซิเตตที)ความเข้มข้น 10-20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร มาจดุบนแผน่ TLC 
ปริมาตรจดุละ 20 ไมโครลิตร ให้หา่งจากขอบลา่ง ประมาณ 1.5 เซนตเิมตร  จากนั $นหยอ่นแผน่ 
TLC ลงในแนวดิ)งอย่างช้าๆ ในภาชนะปิดที)บรรจเุฟสเคลื)อนที)สงูประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ $งไว้
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ประมาณ 1-2 ชั)วโมง จนเฟสเคลื)อนที)ไปเกือบสดุแผ่นหรือเหลือขอบประมาณ 0.5-1 เซนตเิมตร 
จากนั $นนําแผน่ TLC ออกมาทิ $งไว้จนแห้ง แล้วจงึตรวจหากรดไขมนัด้วยการนําไปอบในภาชนะปิด
สนิทที)อิ)มตวัไปด้วยไอของไอโอดีน ประมาณ 30 นาที เปิดภาชนะออกแล้วทําเครื)องหมายบริเวณที)
เกิดสีนํ $าตาลเข้ม และทิ $งไว้ข้ามคืนเพื)อให้ไอโอดีนระเหยจนหมด จงึทําการขดูซิลิกาเจล 60 บริเวณ
ที)ทําเครื)องหมายไว้มาสกดัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยเอทิลอะซิเตต 3 ครั $ง และระเหยแห้งภายใต้
ภาวะสญุญากาศ นําส่วนที)สกดัได้มาตรวจหาคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีมอรีช รีเอเจนท์ โดยเจือจาง
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยนํ $ากลั)นที)ความเข้มข้นประมาณ 1-2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร จากนั $นเตมิมอรีช รีเอเจนท์ (แอลฟา-แนฟทอล 0.5 กรัม ละลายใน 95% เอทานอล
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) จํานวน 2 หยด ผสมให้เข้ากนั จากนั $นเอียงหลอด แล้วคอ่ยๆ เตมิกรดซลัฟู
ริกเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป โดยห้ามเขยา่ ตั $งทิ $งไว้สงัเกตสีที)เกิดขึ $น ซึ)งถ้าผลเป็นบวกจะ
เกิดสีมว่งหรือสีนํ $าตาลแดงตรงกลางระหวา่งชั $นของสารละลายและชั $นของกรด (Koch และ 
Hanke, 1953) และนําไปทดสอบคา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9

บางสว่นที)สกดัได้จากซิลิกาเจล โดยเตรียมให้มีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เจือจางด้วย 
50 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8  

 
3.5.2 การเตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสทุธิ9บางสว่นด้วย Preparative 

Thin-Layer Chromatography 
โดยทําการทดลองตามวิธีในข้อ 3.4.1 แตใ่ช้แผน่ซิลิกาเจล 60 ที)มีความ

หนา 2 มม. และใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพละลายในเอทิลอะซิเตตที)ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร จดุเป็นเส้นตรงบนแผ่น TLC โดยสงูจากขอบแผน่ซิลิกาเจล 60 
ประมาณ 1.5 เซนตเิมตร ทําการสกดัแยกสารลดแรงตงึผิวออกจากซิลิกาเจล 60 ด้วยเอทิลอะซิ
เตต 3 รอบ แล้วนําไประเหยแห้งโดยเครื)อง evaporator ระเหยแห้งภายใต้ภาวะสญุญากาศ และ
นําไปทดสอบคา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)สกดัได้ 

 
3.5.3 การวิเคราะห์สารด้วยเครื)องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิขวิดโครมาโทกราฟี (High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
            เตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)สกดัได้จากข้อ 3.3.2 ใน
สารละลายอะซิโตไนไตรท์ 100% ที)ความเข้มข้น 6.25 มลิลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนั $นนําไปวิเคราะห์
ด้วยเครื)อง HPLC รุ่น Pro star ของบริษัท Varian, USA คอลมัน์ C18-AR Cosmosil 5 µm, 
120ºA ขนาด 4.6×150 มิลลิเมตร ของบริษัท Water ลิเนียร์เกรเดียนท์ 0-100% ของตวัทําละลาย 
B ใน  A โดย  
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ตวัพา A คือ 10% อะซิโตรไนไตรท์ + 0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซีติก (TFA) 
ตวัพา B คือ 100% อะซิโตรไนไตรท์ + 0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซีตกิ (TFA) 

 
โปรแกรมของลิเนียร์เกรเดียนท์ ดงันี $  
 

เวลา (นาที) % ของตวัพา A % ของตวัพา B 
0 70 30 
5 30 70 
15 20 80 
20 10 90 
35 0 100 

 
 อตัราการชะของตวัพาเท่ากบั 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที ตรวจผลด้วย UV Detector ที)ความ
ยาวคลื)น 210 นาโนเมตร 

 
3.5.4 เก็บตวัอยา่งแตล่ะพีกที)ปรากฏในแตล่ะ Retension time (RT) โดยเก็บ

หลงัจากที)พีกเกิดขึ $นในกราฟเป็นเวลา 55 วินาที นําสารที)เก็บได้ไประเหยแห้งด้วยเครื)อง 
Centrifuge evaporator เมื)อแห้งแล้วจงึละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส
ไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ที)ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
เพื)อวดัคา่การกระจายนํ $ามนั จากนั $นเลือกลําดบัสว่นที)มีคา่การกระจายนํ $ามนัมากไปทดสอบตอ่
ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี (Mass Spectrometry, MS) เพื)อหานํ $าหนกัมวลโมเลกลุ  

 
3.6 วิเคราะห์โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
 

 วิเคราะห์นํ $าหนักโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี 
(Matrix-assisted laser desorption/ionization-Time of flight mass spectrometry; MALDI-
TOF) 

นําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผ่านการทําให้บริสทุธิ9ด้วยวิธี TLC และ HPLC ซึ)งให้คา่
การกระจายนํ $ามนัมาก มาวิเคราะห์ด้วยเครื)องแมสสเปกโทรเมทรี โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF ที)
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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บทที� 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การหาอัตราส่วนของอาหารเลี 'ยงเชื 'อที�เหมาะสมต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย 
Pichia anomala สายพันธ์ุ PY1 ระดับขวดเขย่า 
 

ธนสัถา เชียงอทุยั (2549) ได้ทําการเลี $ยงเชื $อ Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 พบวา่ 
แหลง่คาร์บอน คือนํ $ามนัถั)วเหลือง และแหลง่ไนโตรเจน คือโซเดียมไนเตรท มีความเหมาะสมตอ่
การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สดุ ซึ)งในการทดลองดงักลา่วให้ผลผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
0.26 กรัมตอ่ลิตร ตอ่มางานวิจยัของ ผกามาศ ราชมนตรี (2551) ได้ศกึษาการเสริมนํ $าตาลใน
อาหารเลี $ยงเชื $อให้เหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala สายพนัธุ์ PY1 
ในระดบัขวดเขยา่ พบวา่อาหารเลี $ยงเชื $อที)มีแหลง่คาร์บอนสองชนิด ได้แก่ นํ $ามนัถั)วเหลือง 10.67 
เปอร์เซ็นต์และกลโูคส 5.33 เปอร์เซ็นต์ รวมเป็น 16 เปอร์เซ็นต์ (W/V) คิดเป็นอตัราส่วน 2:1 และ
แหลง่ไนโตรเจนสองชนิด ได้แก่ โซเดียมไนเตรทและสารสกดัยีสต์ สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพได้มีประสิทธิภาพสงูสดุ และให้ผลผลิตเท่ากบั 0.95 กรัมตอ่ลิตร ดงันั $น ในงานวิจยันี $จงึได้
นําแหลง่คาร์บอน คือ นํ $ามนัถั)วเหลือง และกลโูคส แหลง่ไนโตรเจน คือ โซเดียมไนเตรทและสาร
สกดัยีสต์มาเป็นองค์ประกอบในอาหารเลี $ยงเชื $อ โดยมีวตัถปุระสงค์ในการหาอตัราสว่นของแหลง่
คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน และอตัราสว่นของแหลง่ไนโตรเจน (โซเดียมไนเตรทตอ่สารสกดัยีสต์) ที)
เหมาะสมที)สดุ ระดบัขวดเขยา่ เพื)อหาองค์ประกอบของอาหารเลี $ยงเชื $อที)เหมาะสม สําหรับใช้เป็น
ข้อมลูที)จะนําไปสู่การปรับปรุงประสิทธิภาพและปริมาณการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. 

anomala สายพนัธุ์ PY1 ในระดบัขยายสว่น หรือในระดบัถงัหมกัตอ่ไป 
จากการทดลองเลี $ยงเชื $อในอาหารเหลวที)ได้ทําการแปรผนัอตัราสว่นของแหลง่คาร์บอนตอ่

ไนโตรเจนในอตัราสว่นตา่งๆ พบวา่ที)อตัราสว่นความเข้มข้นแหลง่คาร์บอนรวม 16 เปอร์เซ็นต์ 
(จากงานวิจยัของผกามาศ ราชมนตรี ในอตัราสว่นนํ $ามนัถั)วเหลืองตอ่กลโูคส เทา่กบั 2:1)  ตอ่
ความเข้มข้นแหลง่ไนโตรเจน 0.7 เปอร์เซ็นต์ (W/V) (ในอตัราสว่นโซเดียมไนเตรทตอ่สารสกดัยีสต์ 
เทา่กบั 1:1) ที)คา่ความเป็นกรดดา่งเริ)มต้น 5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขย่าที)ความเร็ว 200 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั เหมาะสมที)สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้คา่แรงตงึผิว
ตํ)าสดุที) 29 mN/m ∆คา่แรงตงึผิว b-t (ผลตา่งของคา่แรงตงึผิว ณ เวลาเริ)มต้นและเมื)อสิ $นสดุการ
ทดลอง) เทา่กบั 28 mN/m และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที)สดุเท่ากบั 31.50 ตารางเซนตเิมตร 
ดงัแสดงผลในตารางที) 4.1  
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ตารางที) 4.1 ผลการศกึษาการแปรผนัอตัราสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนในการผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P.anomala PY1 ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 

อตัราสว่น
คาร์บอนตอ่
ไนโตรเจน 

%/% (W/V) 

นํ $าหนกัเซลล์
แห้ง (g L-1) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆คา่แรงตงึผิว b-t 

(mN/m) 

คา่การ
กระจายตวั
ของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่ pH 

16:0.25 20.62 ± 1.22 37 ± 0.00  15 18.86 ± 1.09 7.74 ± 0.22 
16:0.5 15.45 ± 0.56 31 ± 1.14 20 20.04 ± 1.68 7.83 ± 0.21 
16:0.7 16.92 ± 0.86 29 ± 0.29 28 31.50 ± 1.52 7.56 ± 0.25 
16:1 14.49 ± 0.63 31 ± 1.41 20 16.62 ± 1.02 7.05 ± 0.37 

16:1.5   7.08 ± 0.57 39 ± 1.06 10 13.42 ± 0.99 3.71 ± 0.02 
16:2   8.29 ± 0.92 51 ± 1.04 10   0.52 ± 0.20 3.66 ± 0.05 

 
 

รูปที) 4.1 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อแปรผนัอตัราสว่นแหลง่
คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจน ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่  
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รูปที) 4.2 การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อแปรผนัอตัราสว่น
แหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนตา่งๆ ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 
 เมื)อได้อตัราสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนที)เหมาะสมแล้ว จากนั $นจงึนํามาหา
อตัราสว่นของแหลง่ไนโตรเจนที)เหมาะสม เนื)องจากมีแหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิด คือ โซเดียมไนเตรท
และสารสกดัยีสต์ โดยคงให้ปริมาณแหลง่ไนโตรเจนทั $งสองในอาหารเลี $ยงเชื $อรวมกนัเป็น 0.7 
เปอร์เซ็นต์ พบว่าที)อตัราส่วนโซเดียมไนเตรทตอ่สารสกดัยีสต์ 0.35:0.35 เปอร์เซ็นต์หรือ 1:1 ที)คา่
ความเป็นกรดดา่งเริ)มต้น 5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขยา่ที)ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 7 วนั เป็นอตัราส่วนที)เหมาะสมที)สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้คา่แรงตงึผิว 
33 mN/m และคา่การกระจายนํ $ามนัเท่ากบั 60.73 ตารางเซนตเิมตร ดงัแสดงผลในตารางที) 4.2 
ซึ)งอตัราสว่นดงักล่าวนี $ได้ให้คา่แรงตงึผิวตํ)าที)สดุ และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที)สดุ เมื)อ
เปรียบเทียบกบัอตัราสว่นอื)นๆ ดงัแสดงในรูป 4.3 และ 4.4 ตามลําดบั 
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ตารางที) 4.2 ผลการศกึษาการแปรผนัอตัราสว่นโซเดียมไนเตรทตอ่สารสกดัยีสต์ในการผลิตสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพโดย P.anomala PY1 ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 

อตัราสว่น
โซเดียมไน

เตรตตอ่สาร
สกดัยีสต์ 

%/% (W/V) 

นํ $าหนกัเซลล์
แห้ง (g L-1) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆คา่แรงตงึผิว b-t 

(mN/m) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 
คา่ pH 

0.1:0.6 23.64 ± 0.51 33 ± 0.29 21.50 42.99 ± 1.64  7.31 ± 0.20 
0.2:0.5 19.96 ± 0.02 34 ± 1.00 17.67 41.46 ± 1.32 7.39 ± 0.08 
0.3:0.4 19.54 ± 0.04 33 ± 0.29 18.66 30.83 ± 1.14 7.80 ± 0.11 

0.35:0.35 17.09 ± 0.08 33  ± 0.29 19.00 60.73 ± 1.16 7.51 ± 0.17 
0.4:0.3 16.81 ± 0.70 35 ±1.26 16.37 21.64 ± 0.58 7.87 ± 0.12 
0.5:0.2 14.98 ± 0.92 37 ± 0.58 14.34 13.52 ± 0.46 7.31 ± 0.17 
0.6:0.1 11.83 ± 1.64 40 ±1.26 11.33 14.18 ± 0.47 7.61 ± 0.19 
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รูปที) 4.3 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อแปรผนัแหลง่ไนโตรเจน
ตามอตัราส่วนตา่งๆ ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
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รูปที) 4.4 คา่การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อแปรผนัแหลง่
ไนโตรเจนตามอตัราส่วนตา่งๆ ที) 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 
4.2 การหาภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Pichia anomala สาย
พันธ์ุ PY1 ระดับถังหมักขนาด 5 ลิตร 
  
 นําอตัราสว่นของคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเทา่กบั 16:0.7 เปอร์เซ็นต์ (W/V) ที)เหมาะสมจาก
ข้อ 4.1 มาทําการทดลองในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร โดยให้ปริมาตรอาหารเลี $ยงเชื $อในถงัหมกัรวมเป็น 
2.5 ลิตร และใช้กระบวนการหมกัแบบแบตช์ คือ ไมมี่การเตมิอาหารเลี $ยงเชื $อเพิ)มลงไประหวา่งการ
ทดลอง ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5 ที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ทําการแปรผนัอตัรา
การให้อากาศที) 1, 1.5 และ 2 vvm ร่วมกบัอตัราเร็วใบกวนที) 200, 300 และ 400 rpm ตามลําดบั 
ตดิตามการเจริญของยีสต์ และประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยการวดัคา่แรงตงึผิว
และคา่การกระจายนํ $ามนัทกุ 12 ชั)วโมง เป็นเวลา 7 วนั จากผลการทดลองพบวา่ สารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที)ผลิตได้มีประสิทธิภาพสงูสดุที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm ร่วมกบัอตัราเร็วใบกวน 400 

rpm คือ มีคา่แรงตงึผิวตํ)าสดุเทา่กบั 30 mN/m ∆คา่แรงตงึผิวเทา่กบั 14.5 mN/m และคา่การ
กระจายนํ $ามนัเทา่กบั 76.42 ตารางเซนตเิมตร ดงัตารางที) 4.3 
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ตารางที) 4.3 ผลการศกึษาการแปรผนัอตัราการให้อากาศร่วมกบัอตัราเร็วใบกวนตา่งๆ ที)ควบคมุ
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5 เป็นเวลา 7 วนั ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร 
แบบแบตช์ 
 

 
อตัราการให้อากาศ อตัราเร็ว 

ใบกวน 
(rpm) 

คา่แรงตงึผิว
(mN/m) 

∆คา่แรงตงึผิว b-t 

(mN/m) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 
vvm 

Flow rate 
L min -1 

1 2.5 200 34.00 8.00 9.61 

1 2.5 300 32.17 9.83 21.35 

1 2.5 400 31.00 12.00 38.62 

1.5 3.75 200 30.00 10.17 20.69 

1.5 3.75 300 30.17 11.16 43.14 

1.5 3.75 400 29.33 14.84 43.38 

2 5 200 31.20 12.80 10.94 

2 5 300 31.00 13.33 37.73 

2 5 400 30.00 14.5 76.42 
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จากการทดลองภายในถงัหมกัที)แปรผนัอตัราการให้อากาศที) 1, 1.5 และ 2 vvm และ
อตัราเร็วใบกวน 200, 300 และ 400 rpm ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5 อณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั พบวา่ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 rpm 
สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพสงูสดุ ดงันั $นจงึได้ศกึษาติดตามการเจริญ
ของ P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ภายใต้ภาวะที)เหมาะสมดงัที)กล่าวมา โดยทําการ
ตดิตามการเจริญของยีสต์ด้วยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง การใช้แหลง่อาหารชนิดตา่งๆ รวมถึง
ประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพทกุ 12 ชั)วโมง ดงัแสดงในรูปที) 4.7 พบวา่ ในชว่ง 72 
ชั)วโมงแรกนํ $าหนกัเซลล์แห้งเพิ)มขึ $นเพียงเล็กน้อย แตจ่ะเพิ)มขึ $นเรื)อยๆอยา่งรวดเร็ว หลงัจากชั)วโมง
ที) 72 ในสว่นของแหลง่คาร์บอน ยีสต์ใช้นํ $าตาลอยา่งรวดเร็วจนเกือบหมดภายใน 24 ชั)วโมงแรก
ของการทดลอง สว่นนํ $ามนัถั)วเหลืองนั $นยีสต์เริ)มนําไปใช้หลงัจาก 24 ชั)วโมง นั)นคือหลงัจากที)
กลโูคสถกูไปใช้จนหมด และปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจนจะลดลงอยา่งรวดเร็วใน 48 ชั)วโมงแรก 
และเริ)มคงที)ไปจนสิ $นสดุการทดลอง 
 
 

 
 
รูปที) 4.7 ความสมัพนัธ์ระหว่างการเจริญของ P. anomala PY1 และการเปลี)ยนแปลงของปริมาณ
นํ $าตาลรีดวิซ์ นํ $ามนัถั)วเหลือง และปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจนที)ถกูใช้ไป ที)อตัราการให้อากาศ 2 
vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 rpm ที)ควบคมุอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดดา่ง
เทา่กบั 5 เป็นเวลา 7 วนั ในถงัหมกัแบบแบตช์ 
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นอกจากนี $ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 rpm ยงัสามารถผลิต
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพสงูสดุที)เวลา 7 วนั คือ คา่แรงตงึผิวคอ่ยๆลดลงจนกระทั)ง

สิ $นสดุการทดลองจะมีคา่แรงตงึผิวตํ)าสดุเทา่กบั 30 mN/m ∆คา่แรงตงึผิวเทา่กบั 14.5 mN/m สว่น
คา่การกระจายนํ $ามนัจะคอ่ยๆเพิ)มขึ $นในชว่งแรก และเพิ)มขึ $นอยา่งรวดเร็วหลงัจากชั)วโมงที) 132 
จนถึงชั)วโมงที) 168 จนมีคา่สงูสดุเทา่กบั 76.42 ตารางเซนตเิมตร ดงัแสดงในรูปที) 4.8 
 

 
 
รูปที) 4.8 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 rpm ที)ควบคมุอณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5 เป็นเวลา 7 วนั ในถงัหมกัแบบแบตช์ 
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4.3 การผลิตและสกัดสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
  
  Pichia anomala สายพนัธุ์ PY 1 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพ
สงูสดุในอาหารเหลวปรับปรุงสตูรที)มีอตัราสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 16:0.7 แบง่ได้เป็น
แหลง่คาร์บอน คือ นํ $ามนัถั)วเหลือง 10.67 เปอร์เซ็นต์ และกลโูคส 5.33 เปอร์เซ็นต์ แหลง่ไนโตรเจน 
คือ สารสกดัยีสต์ 0.35 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมไนเตรท 0.35 เปอร์เซ็นต์ นําอตัราสว่นที)เหมาะสมนี $
มาทําการทดลองภายในถงัหมกั ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 และอณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั และหลงัจากนั $นจงึทําการสกดัด้วยสารละลายอินทรีย์ในแตล่ะแบตช์เพื)อ
หาปริมาณของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ โดยในแตล่ะแบตช์จะให้ผลผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ ดงัแสดงในตารางที) 4.4 จากการทดลองพบวา่ เมื)อเลี $ยง P. anomala ในถงัหมกัที)มีอตัรา
การให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวนในถงัหมกั 400 รอบตอ่นาที สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพได้ในปริมาณสงูที)สดุ ที) 1,353 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และมีคา่ Yp/s เป็น 10.17  มิลลิกรัมตอ่กรัม
กลโูคส 

 
ตารางที) 4.4 ปริมาณสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้โดย P. anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อแปรผนั
อตัราการให้อากาศ และอตัราเร็วใบกวนตา่งๆ เป็นเวลา 7 วนั ในถงัหมกัแบบแบตช์ 
 

อตัราการให้อากาศ อตัราเร็ว 
ใบกวน 
(rpm) 

ปริมาณสารลดแรง
ตงึผิวที)ผลิตได้ 

(mg L-1) 

อตัราการผลิต
สารลดแรงตงึผิว

ชีวภาพ 
(mg L-1h-1) 

ปริมาณสารลดแรงตงึ
ผิวตอ่กลโูคส(Yp/s) 

(mg per g glucose) vvm 
Flow rate 
L min -1 

1 2.5 200 526.4 3.13 3.96 

1 2.5 300 624.0 3.71 4.69 

1 2.5 400 714.0 4.25 5.37 

1.5 3.75 200 773.9 4.61 5.81 

1.5 3.75 300 841.2 5.01 6.32 

1.5 3.75 400 830.0 4.94 6.24 

2 5 200 582.0 3.46 4.38 

2 5 300 667.0 3.97 5.02 

2 5 400 1,353.0 8.05 10.17 
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4.4 ลักษณะสมบัตทิางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
 

4.4.1 คา่ความเข้มข้นวิกฤติของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration; CMC) 
 

                     คา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์หรือคา่จดุวิกฤตการเกิดไมเซลล์ของสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ สามารถทําได้โดยเจือจางสารลดแรงตงึผิว ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส
ไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ ที)มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 เตรียมให้มีความเข้มข้นตา่งๆ ตั $งแต ่0.01-
20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นําแตล่ะความเข้มข้นไปวดัคา่แรงตงึผิวระหว่างของเหลวและอากาศที)
ลดลง และนําไปเขียนกราฟเพื)อหาคา่ CMC พบวา่ คา่แรงตงึผิวที)วดัได้สามารถแบง่ออกได้เป็น
สองชว่ง โดยในช่วงแรกคา่แรงตงึผิวจะมีคา่ลดลงเรื)อยๆ ตามความเข้มข้นของสารที)เพิ)มขึ $น สว่น
ในชว่งที)สองคา่แรงตงึผิวจะมีคา่คอ่นข้างคงที) ไมข่ึ $นกบัความเข้มข้น ซึ)งความเข้มข้นวิกฤตขิองการ
เกิดไมเซลล์นี $เป็นคา่ที)มีความจําเพาะในสารแตล่ะชนิด และยงัแสดงถึงประสิทธิภาพของสารลด
แรงตงึผิวชนิดนั $นๆ ได้ จากการหาคา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ในการทดลอง
ได้ผลดงัแสดงในตารางที) 4.5 โดยพบวา่คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จาก P. 

anomala PY1 มีคา่เท่ากบั 162 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และคา่แรงตงึผิว ณ การเกิดไมเซลล์ (γCMC) 

เทา่กบั 29.5 mN/m ซึ)งมีคา่ CMC และ γCMC ตํ)ากวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์สองชนิดคือ 
โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต และไทรทอน เอกซ์ 100 นอกจากนี $คา่ที)ได้ยงัมีคา่อยูใ่นชว่งใกล้เคียงกบั
สารลดแรงตงึผิวชนิดโซโฟโรลิพิดจาก Candida bombicola ดงัแสดงในตารางที) 4.6 
 
ตารางที) 4.5 เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)
ผลิตได้จาก P. anomala PY1 กบัสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ 
 

สารลดแรงตงึผิว 
คา่ CMC 

(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 

คา่ γCMC 
(แรงตงึผิว ณ การเกิดไมเซลล์) 

( mN/m) 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก 
P. anomala PY1 

162 29.5 

โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 1,004 38 

ไทรทอน เอกซ์ 100 537 36 
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CMC = 164 mg/l 

 
 
รูปที) 4.10 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตจาก Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 จาก
การเขียนกราฟระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 
 

   
                                                                                                                             

รูปที) 4.11 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต จากการเขียนกราฟ
ระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 

CMC = 162 

CMC = 1,004 
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รูปที) 4.12 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ ไทรทอนเอกซ์ 100 จากการเขียนกราฟ
ระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 
 
ตารางที) 4.6 แสดงคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration; 
CMC) ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดตา่งๆ 
 

จลุินทรีย์ 
สารลดแรงตงึผิว

ชีวภาพ 
CMC 

(มิลลิกรัมตอ่ลิตร) 
อ้างอิง 

Pichia anomala PY1 ไกลโคลิพิด 162 งานวิจยันี $ 

Candida bombicola ATCC 
22214 

โซโฟโรลิพิด 130 Otto และคณะ, 1999 

Candida bombicola ATCC 
22214 

โซโฟโรลิพิด 48-250 Ashby และคณะ, 2008 

Pseudomonas aeruginosa SP4 แรมโนลิพิด 200 
Pornsunthorntawee 
และคณะ, 2009b 

Pseudozyma aphidis DSM 
70725 

แมนโนซิลอิริทริ-
ทอลลิพิด 

10 Rau และคณะ, 2005 

CMC = 537 
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4.4.2 คา่ดชันีการก่ออิมลัชนั (Emulsion Index) 
 

           วดัคา่ดชันีการก่ออิมลัชนั เมื)อใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ร่วมกบันํ $ามนัที)ใช้
ในทางอาหารชนิดตา่งๆ เชน่ นํ $ามนังา นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัถั)วเหลือง เป็นต้น ตามวิธีของ Shepherd 
และคณะ (1995) พบวา่ ความสามารถในการก่ออิมลัชนั (Emulsification activity) ของสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ตอ่นํ $ามนัชนิดตา่งๆ มีคา่ใกล้เคียงกนัคือ มีคา่การดดูกลืนแสงที)ความยาว
คลื)น 500 นาโนเมตร อยูใ่นชว่ง 0.3-0.5 และคา่ความเสถียรในการก่ออิมลัชนั (Emulsification 
stability) ตอ่นํ $ามนัชนิดตา่งๆ เชน่ นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัมะกอก นํ $ามนัคาโนลา นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย 
นํ $ามนัมะพร้าว และนํ $ามนัมะรุม ที) 24 ชั)วโมง (E24) มีคา่มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ โดยนํ $ามนัสลดั 
นํ $ามนัคาโนลา และนํ $ามนัมะพร้าวมีคา่ดชันีการก่ออิมลัชนัลดลงน้อยที)สดุใน 3 วนัแรก (E72) คือ 4-
8 เปอร์เซ็นต์ สว่นนํ $ามนัมะกอก นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย นํ $ามนัมะรุม นํ $ามนัรําข้าว นํ $ามนังา นํ $ามนัถั)ว
เหลือง และนํ $ามนัปาล์ม ลดลง 10-30 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั หลงัจากนั $นในนํ $ามนัทกุชนิดคา่ความ
เสถียรจะคอ่ยๆ ลดลงไปประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ภายใน 7 วนั โดยเมื)อถึงวนัที) 7 พบวา่ การก่อ
อิมลัชนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพตอ่นํ $ามนัคาโนลาและนํ $ามนัมะกอกมีความเสถียรของอิมลัชนั
มากที)สดุซึ)งคงมีความเสถียรของอิมลัชนัที) 75.84 และ 72.63 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ดงัแสดงใน
ตารางที) 4.7 

 
ตารางที) 4.7 แสดงคา่การก่ออิมลัชนั (Emulsification activity) และความเสถียรของการก่อ
อิมลัชนั (Emulsification stability) หรือคา่ดชันีการก่ออิมลัชนั (Emulsion index) ที)เวลาตา่งๆ 
ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ตอ่นํ $ามนัที)ใช้ในทางอาหารชนิดตา่งๆ 
 

ชนิดนํ $ามนั คา่การก่อ
อิมลัชนั 

(OD units) 

คา่ดชันีความเสถียรของอิมลัชนั (%) 
E24 

(1 วนั) 
E72 

(3 วนั) 
E120 

(5 วนั) 
E168 

(7 วนั) 

ทริสบฟัเฟอร์ 0.235 97.14 92.51 88.55 81.50 

นํ $ามนังา 0.397 87.15 76.95 66.75 62.09 

นํ $ามนัปาล์ม 0.484 88.31 70.22 70.01 60.60 

นํ $ามนัรําข้าว 0.461 85.41 81.89 74.62 64.10 

นํ $ามนัสลดั 0.405 98.15 92.35 91.36 69.75 
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ตารางที) 4.7 แสดงคา่การก่ออิมลัชนั (Emulsification activity) และความเสถียรของการก่อ
อิมลัชนั (Emulsification stability) หรือคา่ดชันีการก่ออิมลัชนั (Emulsion index) ที)เวลาตา่งๆ 
ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ตอ่นํ $ามนัที)ใช้ในทางอาหารชนิดตา่งๆ (ตอ่) 
 

ชนิดนํ $ามนั คา่การก่อ
อิมลัชนั 

(OD units) 

คา่ดชันีความเสถียรของอิมลัชนั (%) 
E24 

(1 วนั) 
E72 

(3 วนั) 
E120 

(5 วนั) 
E168 

(7 วนั) 

นํ $ามนัถั)วเหลือง 0.490 87.22 77.22 71.81 64.86 

นํ $ามนัมะกอก 0.368 91.69 89.89 88.50 72.63 

นํ $ามนัคาโนลา 0.425 94.92 94.10 90.97 75.84 

นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย 0.361 99.47 88.95 82.75 67.42 

นํ $ามนัมะพร้าว 0.359 98.23 96.87 80.07 63.09 

นํ $ามนัมะรุม 0.373 90.00 88.19 87.36 60.47 
 
 4.4.3 คา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) 
 
          คา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance คือ คา่ที)บอกถึงสมบตัทีิ)ชอบนํ $าและชอบ
นํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชนิดไมมี่ประจ ุคา่ HLB มีคา่ตั $งแต ่0-20 หากถ้ามีคา่เป็น 0 จะเป็นสาร
ลดแรงตงึผิวที)ชอบนํ $ามนัทั $งโมเลกลุ ในทางตรงข้ามหากมีคา่เป็น 20 จะชอบนํ $าทั $งโมเลกลุ โดยคา่ 
HLB นี $ยงัสามารถบอกถึงหน้าที)หรือประโยชน์ของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆได้ จากการทดลอง
เมื)อนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)สกดัได้มาละลายในนํ $ากรองและนํ $าดื)มเพื)อสงัเกต
ความสามารถในการละลายของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ พบวา่ สารละลายที)ได้มีลกัษณะโปร่ง
แสง และกระจายตวัได้ดีในนํ $า ดงัรูปที) 4.13 โดยลกัษณะดงักลา่วสามารถบง่ชี $ถึงคา่ HLB ได้
ในชว่ง 10-13 ที)บอกได้วา่เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีสมบตัใินการก่ออิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า
ได้ดี (ดงัตารางที) 3.1) ซึ)งสอดคล้องกบัคา่ HLB ที)ได้จากการคํานวณตามสตูรโครงสร้างของ
นํ $าหนกัมวลโมเลกลุสว่นที)ชอบนํ $าเทียบกบันํ $าหนกัโมเลกลุทั $งหมด มีคา่เทา่กบั 11-14 
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รูปที) 4.13 ลกัษณะของสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)ผลิตโดย  
P. anomala PY1 เมื)อละลายในนํ $ากรอง และนํ $าดื)มตามลําดบั 

 
 

4.4.4 ประสิทธิภาพในการห่อหุ้ม (Encapsulation) ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9

บางสว่น 
 

ทดสอบประสิทธิภาพในการหอ่หุ้ม (Encapsulation) สีซูดาน II ของสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่น โดยสีซูดานII นั $นไมส่ามารถละลายได้ในนํ $า ดงันั $นหากเตมิสารลดแรง
ตงึผิวที)ละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์ความเป็นกรดดา่ง 8 แล้วมีการละลายของสี
ออกมา เกิดเป็นสารละลายสีส้มแสดงวา่สารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นมีความสามารถในการห่อหุ้มสี
ภายในไมเซลล์ได้ดี จากรูปที) 4.14 สีซูดานสามารถละลายได้ดีในเฮกเซนซึ)งเป็นสารไมมี่ขั $ว แตไ่ม่
ละลายในทริสไฮโดรคลอไรด์ความเป็นกรดดา่ง 8 ซึ)งเป็นสารมีขั $ว และเมื)อเปรียบเทียบระหว่าง
สารละลายของสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ คือ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟตกบัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
บริสทุธิ9บางสว่นจาก P. anomala PY1 ความเข้มข้นเทา่กนัที) 5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร พบวา่ สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพมีประสิทธิภาพในการหอ่หุ้มสีซูดาน II ได้ดีกวา่โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต ดงัจะ
เห็นได้จากความเข้มของสีส้มในสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเข้มกวา่ในสารละลายโซเดียม
โดเดซิลซลัเฟต ซึ)งเกิดฟองได้ดีกวา่แตห่่อหุ้มสารไมมี่ขั $วได้ไมดี่ นอกจากนี $ จากรูปที) 4.15 จะเห็นได้
วา่เมื)อเพิ)มความเข้มข้นของสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ สีซูดาน II สามารถละลายออกมา
อยูใ่นสารละลายได้มากยิ)งขึ $นตามไปด้วย 
 



76 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที) 4.14 ประสิทธิภาพการหอ่หุ้มสีซูดาน II ของสารประเภทตา่งๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที) 4.15 ประสิทธิภาพการหอ่หุ้มสีซูดาน II ของสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9

บางสว่นที)ผลิตโดย P. anomala PY1 ที)ความเข้มข้นตา่งๆ 
 
 
 

Hexane  TrisHCl 
pH8 

SDS 
5 mg/ml 

PY1 
5 mg/ml 

PY1 
1 mg/ml 

PY1 
2.5 mg/ml 

PY1 
5 mg/ml 
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4.5 การทาํบริสุทธิhสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
 
 4.5.1 การทําบริสทุธิ9สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC) 
 

         ทดสอบและแยกสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สกดัได้ในแตล่ะแบตช์จากข้อ 4.3 โดยใช้
แผน่ TLC silica gel 60 เฟสเคลื)อนที)ประกอบด้วยคลอโรฟอร์ม เมทานอล และนํ $า ในอตัราสว่น 
65: 25: 4 ตามลําดบั แล้วจงึนําไปองัด้วยไอระเหยของไอโอดีนเพื)อวิเคราะห์หาสว่นที)มีพนัธะคูเ่ป็น
องค์ประกอบ พบวา่ เมื)อนําสารที)สกดัได้ในแตล่ะแบตช์มาทดสอบ สามารถแยกสารออกได้เป็น 3 
ลําดบัส่วน เรียกวา่ F1, F2 และ F3 ตามลําดบั โดยแตล่ะแบตช์ที)ทําการแปรผนัอตัราการให้อากาศ
และอตัราเร็วใบกวนตา่ง ๆ นั $น จะมีลกัษณะคล้ายกนัดงัแสดงในรูปที) 4.16 และคา่คงที)ของ
อตัราสว่นการเคลื)อนที) (Rf) มีคา่ใกล้เคียงกนัดงัแสดงในตารางที) 4.8 
 
ตารางที) 4.8 อตัราการเคลื)อนที)ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สกดัได้จากแตล่ะแบตช์ที)แปรผนั
อตัราการให้อากาศและอตัราเร็วใบกวนตา่ง ๆ เมื)อทดสอบบนแผน่ TLC 
 
ชนิดการผลิต อตัราการให้

อากาศ 

(vvm) 

อตัราเร็วใบ

กวน 

(rpm) 

อตัราเร็วการเคลื)อนที)ของแถบ 

F1 F2 F3 

ขวดเขย่า - 200 0.89 0.76 0.66 

ถงัหมกั 1 200 0.89 0.75 0.66 

 1 300 0.89 0.75 0.66 

 1 400 0.89 0.76 0.67 

 1.5 200 0.89 0.77 0.68 

 1.5 300 0.89 0.78 0.69 

 1.5 400 0.89 0.78 0.69 

 2 200 0.89 0.75 0.67 

 2 300 0.88 0.75 0.67 

 2 400 0.88 0.75 0.66 
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เมื)อสกดัแตล่ะลําดบัส่วนและนํามาเจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์
บฟัเฟอร์ความเป็นกรดดา่ง 8 ที)ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เพื)อนํามาตรวจสอบ
ประสิทธิภาพด้วยการวดัคา่การกระจายนํ $ามนั พบว่า F2 มีคา่การกระจายนํ $ามนัสงูที)สดุ คือ 
148.85 ตารางเซนตเิมตร ดงัแสดงในตารางที) 4.9 และเมื)อตรวจสอบแตล่ะลําดบัส่วนด้วยการเจือ
จางในนํ $ากลั)นที)ความเข้มข้นประมาณ 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เพื)อหาสว่นที)มีนํ $าตาลเป็น
องค์ประกอบด้วยมอรีช รีเอเจนท์ พบวา่ลําดบัส่วน F2 และ F3 ให้ผลบวก โดยเกิดเป็นสีนํ $าตาล
เข้มระหวา่งชั $นของสารละลายกบัชั $นของกรด ดงัแสดงในรูปที) 4.17 จงึสนันิษฐานได้วา่ Pichia 
anomala สายพนัธุ์ PY1 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีนํ $าตาลเป็นองค์ประกอบหรือ
เป็นสารประเภทไกลโคลิพิด 
 
ตารางที) 4.9 คา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สกดัได้จากแผน่ TLC ในแตล่ะ
ลําดบัส่วน  
 

แถบที) คา่การกระจายนํ $ามนั (cm2) 

F1 32.15  

F2 148.85  

F3 138.02  

 
 
 

 
 
 

รูปที) 4.17 ผลการวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สกดัได้จากแผน่ TLC ในแตล่ะลําดบัสว่น 
เมื)อตรวจสอบผลด้วย มอริช รีเอเจนท์ 

      -                     +                     F1                F2               F3 
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 4.5.2 การทําบริสทุธิ9สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโท- 
กราฟี (HPLC) 
 

         จากนั $นทําการสกดัตวัอยา่งสารจากตําแหนง่ F2 และ F3 ที)เตรียมได้จาก 
preparative TLC ซึ)งให้ผลบวกในการทดสอบด้วยมอริช รีเอเจนท์ และสามารถกระจายนํ $ามนัได้ดี 
มาวิเคราะห์และทําให้บริสทุธิ9ตอ่ด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) โดย
ละลายสารตวัอยา่งด้วย 100 % อะซิโตรไนไตรล์ให้มีความเข้มข้น 6.25 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และ
ใช้ภาวะดงัข้อ 3.5.3 และทําการเก็บลําดบัสว่นของตวัอย่างตําแหนง่ F2 ที)ปรากฏจํานวน 5 ลําดบั
สว่น ดงัแสดงในรูปที) 4.18 ตอ่จากนั $นจงึนํามาทําให้แห้งในภาวะสญุญากาศ แล้วเติม 50 มิลลิโม
ลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ที)มีคา่ความเป็นกรดดา่ง เทา่กบั 8 เจือจางให้มีความเข้มข้นเป็น 20 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร นําสารที)เตรียมได้ไปวดัคา่การกระจายนํ $ามนั ดงัแสดงในตารางที) 4.10 
พบวา่ หลงัจากผา่น HPLC ลําดบัส่วนที) 5 และ 1 ที)RT 26 และ 14.1 นาที มีประสิทธิภาพในการ
กระจายนํ $ามนัได้ดีที)สดุ คือ 134.71 และ 27.33 ตารางเซนตเิมตร ตามลําดบั ส่วนพีกที)เหลือให้คา่
การกระจายนํ $ามนัที)ใกล้เคียงกนั และกําหนดให้เรียกชื)อสารที)เก็บได้หลงัจากผา่น HPLC ของ
ตําแหนง่ F2 ทั $ง 5 ลําดบัส่วนนี $วา่ P1 ถึง P5 ตามลําดบั 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที) 4.18 โครมาโทแกรมของตวัอย่างลําดบัสว่น F2 จาก HPLC โดยตําแหนง่ที)เก็บตวัอยา่งได้แก่ 
RT ที) 14.1, 14.6, 15.3, 15.6 และ 26.0 นาที ตามลําดบั 

P1-14.1 

P2-14.6 

P3-15.3 

P4-15.6 
P5-26.0 
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ตารางที) 4.10 คา่การกระจายนํ $ามนัของตวัอยา่งตําแหนง่ F2 ที)ผา่นการวิเคราะห์และทําให้บริสทุธิ9

ด้วย HPLC 
 

ตําแหนง่พีกจากลําดบัสว่น F2 
Retention time (RT) 

(นาที) 

คา่การกระจายนํ $ามนั 

(cm2) 

1 (P1) 14.1 27.33 

2 (P2) 14.6 4.15 

3 (P3) 15.3 5.72 

4 (P4) 15.6 3.46 

5 (P5) 26.0 134.71 
 

 นําคา่การกระจายที)ได้ในแตล่ะลําดบัสว่นมาเขียนกราฟเทียบกบัโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต
และสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ดงัแสดงใน
รูปที) 4.19 พบว่า ลําดบัส่วนที) 5 สามารถกระจายนํ $ามนัได้ดีที)สดุ ในขณะที)ทริสไฮโดรคลอไรด์
ความเป็นกรดดา่ง 8 กระจายนํ $ามนัได้น้อยที)สดุ นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9

บางสว่น และลําดบัสว่นที) 5 ยงัสามารถกระจายนํ $ามนัได้ดีกวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์โซเดียม
โดเดซิลซลัเฟต 
 

 
 

รูปที) 4.19 คา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ9บางสว่นที)ผลิตโดย Pichia 

anomala PY1 และตําแหนง่พีกที)เก็บได้หลงัจากผา่น HPLC เทียบกบัทริสไฮโดรคลอไรด์และ SDS 
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เมื)อนําตวัอยา่งสารจากตําแหนง่ F3 มาวิเคราะห์และทําให้บริสทุธิ9ตอ่ด้วยวิธีไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) ด้วยวิธีเชน่เดียวกบัตําแหนง่ F2 และทําการเก็บลําดบั
สว่นที)ปรากฏจํานวน 7 ลําดบัสว่น ดงัแสดงในรูปที) 4.20 ตอ่จากนั $นจงึนํามาทําให้แห้งในภาวะ
สญุญากาศและวดัคา่การกระจายนํ $ามนั พบวา่ ที)ตําแหนง่ลําดบัส่วนที) 5 RT 14.6 นาที มี
ประสิทธิภาพในการกระจายนํ $ามนัได้ดีที)สดุ คือ 6.60 ตารางเซนตเิมตร ดงัแสดงในตารางที) 4.11 
ซึ)งแสดงให้เห็นวา่ลําดบัสว่นที)เก็บได้จาก HPLC ของ F3 มีประสิทธิภาพการกระจายนํ $ามนัได้ตํ)า
กวา่สารที)เก็บได้จาก F2  ดงันั $นจงึคดัเลือกเฉพาะลําดบัส่วนที)เก็บได้จาก F2 เพื)อนําไปวิเคราะห์ตอ่
ด้วยแมสสเปกโทเมตรีเพื)อหานํ $าหนกัมวลโมเลกลุตอ่ไป   

 

 
 
รูปที) 4.20 โครมาโทแกรมของตวัอย่างลําดบัสว่น F3 จาก HPLC โดยตําแหนง่ที)เก็บตวัอยา่งได้แก่ 
RT ที) 6.84, 7.15, 8.64, 14.08, 14.60, 15.46 และ 17.75 นาที ตามลําดบั 
 
 
 
 
 

1-6.84 

2-7.15 3-8.64 

4-14.08 

5-14.60 

6-15.46 
7-17.75 
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ตารางที) 4.11 คา่การกระจายนํ $ามนัของตวัอยา่งตําแหนง่ F3 ที)ผา่นการวิเคราะห์และทําให้บริสทุธิ9

ด้วย HPLC 
 

ตําแหนง่พีกจากลําดบัสว่น F3 
Retention time (RT) 

(นาที) 

คา่การกระจายนํ $ามนั 

(cm2) 

1 6.84 0.50 

2 7.15 1.33 

3 8.64 3.80 

4 14.08 1.54 

5 14.60 6.60 

6 15.46 1.77 

7 17.75 3.46 
 

4.6 วิเคราะห์โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิวที�ผลิตได้ 
 

 นําตวัอยา่งสาร P1 ถึง P5 จากตําแหนง่ F2 ซึ)งผา่นการทําบริสทุธิ9ด้วย HPLC มาวิเคราะห์
หานํ $าหนกัมวลโมเลกลุด้วยวิธีแมสสเปกโทเมตรี โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF ที)ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  

รูปที) 4.21 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P1 

[C12:1] 
 
[C14:1], 
[C8:1] 
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รูปที) 4.22 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P2 
 
 

 
รูปที) 4.23 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P3 

[C12:1] 

[C12:1] 

[C14:1], 
[C8:1] 

[C14:1], 
[C8:1] 

[C10:1] 
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รูปที) 4.24 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P4 
 
 

 
รูปที) 4.25 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P5 

[C12:1] [C14:1], 
[C8:1] 

[C10:1] 

[C8] [C10] 

[C18] 
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 โครมาโทแกรมข้างต้นจากรูป 4.21-4.25 คือผลการวิเคราะห์แตล่ะลําดบัส่วนด้วยวิธี 
MALDI-TOF ซึ)งแสดงถึงคา่มวลตอ่ประจขุองไอออน (m/z) ที)บง่บอกถึงนํ $าหนกัมวลโมเลกลุของ
สารจงึชว่ยให้สามารถวิเคราะห์โครงสร้างของสารที)ผลิตได้ โดยการจากคํานวนสตูรโครงสร้าง ดงั
แสดงผลการวิเคราะห์ในตารางที) 4.12 พบวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากยีสต์ Pichia 

anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ มีมวลโมเลกลุเท่ากบั 492, 508, 520, 548, 558 และ 648 
เทียบเคียงได้กบัสารโซโฟโรลิพิดที)มีโครงสร้างในสว่นของกรดไขมนัตั $งแต ่ C8-C18 ทั $งชนิดอิ)มตวั
และไมอิ่)มตวั สว่นใหญ่อยูใ่นรูปแบบแลคโตน (lactonic form) และอาจมีการเตมิหมูอ่ะซิตลิ 1 
หรือ 2 ตําแหนง่ก็ได้ 
 

 
(ก) 

 
 

 
(ข) 
 

รูปที) 4.26 โครงสร้างของโซโฟโรลิพิดที)ประกอบด้วยนํ $าตาลโซโฟโรสและกรดไขมนัที)มีความยาว
ตา่งๆ จากการวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF MS   (ก) รูปแบบแลคโตน (ข) รูปแบบแอซิด 
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บทที� 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 ด้วยสมบตัทีิ)หลากหลายและมีความปลอดภยัตอ่สิ)งแวดล้อมของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)
ผลิตจากจลุินทรีย์ จงึทําให้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นประโยชน์อยา่งมากตอ่อตุสาหกรรมใน
หลายภาคส่วน ดงันั $น เพื)อตอบสนองความต้องการของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในระดบั
อตุสาหกรรม งานวิจยันี $จงึศกึษาผลของอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน และปัจจยัตา่งๆ ที)เหมาะ
สําหรับการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ตลอดจนศกึษาลกัษณะสมบตับิาง
ประการของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตโดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 
 
  จากงานวิจยัของ Thaniyavarn และคณะ (2008) ได้รายงานวา่ เมื)อใช้นํ $ามนัถั)วเหลืองเป็น
แหลง่คาร์บอน และ NaNO3 เป็นแหลง่ไนโตรเจนเหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย 
P. anomala PY1 ได้ดีที)สดุ ตอ่มาผกามาศ ราชมนตรี (2551) ได้รายงานวา่ P. anomala PY1 
สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดีในอาหารเลี $ยงเชื $อที)มีการเสริมนํ $าตาลกลโูคส
ร่วมกบันํ $ามนัถั)วเหลือง ปริมาณรวมทั $งหมด 16% ประกอบด้วยนํ $ามนัถั)วเหลือง 10.67 % และ
กลโูคส 5.33% (W/V) คดิเป็นอตัราสว่นระหวา่งนํ $ามนัถั)วเหลืองตอ่กลโูคสเทา่กบั 2:1 แหลง่
ไนโตรเจนที)ประกอบด้วย NaNO3 0.4 % และสารสกดัยีสต์ 0.3% (W/V) คา่ความเป็นกรดดา่ง
เทา่กบั 5.0 ที)อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ดงันั $นในงานวิจยันี $จงึได้นําชนิดและ
ปริมาณของแหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจน จากงานวิจยัของผกามาศ ราชมนตรี (2551) เพื)อ
ทําการศกึษาตอ่ถึงอตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน รวมทั $งอตัราส่วนของ NaNO3 ตอ่สารสกดัยีสต์
ที)เหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในระดบัขวดเขย่า พบวา่ อตัราสว่นคาร์บอนตอ่
ไนโตรเจนเทา่กบั 16:0.7% ซึ)งประกอบด้วยแหลง่คาร์บอน 2 ชนิด คือ นํ $ามนัถั)วเหลือง 10.67% 
และกลโูคส 5.33% รวมเป็น 16% (W/V) แหลง่ไนโตรเจน 2 ชนิด คือ NaNO3 0.35% และสารสกดั
ยีสต์ 0.35% รวมเป็น 0.7% (W/V) มีความเหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยนํ $า
สว่นใสจากการเลี $ยงเชื $อมีคา่การกระจายนํ $ามนัสงูสดุ 31.50 ตารางเซนตเิมตร มีคา่แรงตงึผิวตํ)าสดุ 
29 mN/m และนํ $าหนกัเซลล์แห้ง 16.92 กรัมตอ่ลิตร นอกจากนี $ยงัพบว่าที)อตัราส่วนคาร์บอนตอ่
ไนโตรเจนสงู ยีสต์สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)สามารถลดคา่แรงตงึผิวอีกทั $ง
ยงักระจายนํ $ามนัได้ดีกวา่ภาวะที)อตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนในอาหารเลี $ยงเชื $อตํ)า สอดคล้อง
กบังานวิจยัของ Guerra-Santos และคณะ (1984) ที)รายงานวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะถกูผลิต
ได้ดีเมื)ออยูใ่นภาวะที)จํากดัไนโตรเจน รวมถึงหากใช้แหลง่ไนโตรเจนที)ประกอบด้วยสกดัยีสต์
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มากกวา่โซเดียมไนเตรท ยีสต์จะเจริญและผลิตสารได้ดีกวา่ สอดคล้องกบังานวิจยัของ Abu-
Ruwaida และคณะ (1991) ที)รายงานวา่ความเข้มข้นของเกลือที)สงูเกินไปมีผลตอ่การผลิตสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพ เนื)องจากเกลือมีผลตอ่กิจกรรมของเซลล์ 
 
  จากการเลี $ยงเชื $อระดบัถงัหมกัแบบแบตช์ ยีสต์ P. anomala สายพนัธุ์ PY1 ในอาหาร
เหลวปรับปรุงสตูรที)ได้จากระดบัขวดเขย่า สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)มีประสิทธิภาพ
สงูสดุที)ภาวะการเลี $ยงเชื $อควบคมุความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 และอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
อตัราการให้อากาศ 2 vvm และอตัราเร็วใบกวน 400 รอบตอ่นาทีตลอดการทดลอง เป็นเวลา 7 วนั 
โดยนํ $าเลี $ยงเชื $อสว่นใสมีคา่การกระจายนํ $ามนัสงูสดุ 76.42 ตารางเซนตเิมตร คา่แรงตงึผิวตํ)าสดุที) 
30 mN/m และนํ $าหนกัเซลล์แห้ง 47.72 กรัมตอ่ลิตร ซึ)งมีคา่มากกวา่การเลี $ยงในขวดเขยา่ และที)
ภาวะการเลี $ยงเชื $อข้างต้นนี $ยงัให้ผลผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพปริมาณมากที)สดุเทา่กบั 1,353 
มิลลิกรัมตอ่ลิตร อตัราการผลิต 8.05 มิลลิกรัมตอ่ลิตรตอ่ชั)วโมง และคา่ Yp/s เทา่กบั 10.17 
มิลลิกรัมตอ่กรัมของกลโูคส เมื)อทําการเปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดยการเลี $ยง
เชื $อในถงัหมกั พบวา่ให้ผลผลิตมากกวา่การการเลี $ยงเชื $อในระดบัขวดเขยา่ถึง 42.4 เปอร์เซ็นต์ ที)
ให้ผลผลิตเพียง 950 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (ผกามาศ ราชมนตรี, 2551) ซึ)งสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Shah และคณะ (2007) ที)รายงานวา่ การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดโซโฟโรลิพิด โดย C. 
bombicola ในถงัหมกัทั $งแบบแบตช์ และเฟดแบตช์ มีปริมาณสงูกวา่ การผลิตในระดบัขวดเขย่า 
เนื)องจากถงัหมกัสามารถควบคมุปัจจยัตา่งๆ ได้ดีกวา่ทั $งอณุหภมูิ ความเป็นกรดดา่ง มีการกวน
และการให้อากาศ ทําให้มีคา่การละลายของออกซิเจนสงูขึ $น เชน่เดียวกบังานวิจยัของ Gautam 
และ Tyagi (2006) ที)รายงานวา่ ยีสต์สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้มากขึ $น เมื)ออตัรา
การกวนและอตัราการให้อากาศสงูขึ $น โดยแรงเฉือนมีผลตอ่การเจริญและการผลิตสารของยีสต์
เพียงเล็กน้อย 
   
  จากการตดิตามการเจริญ การใช้แหลง่คาร์บอนทั $งกลโูคสและนํ $ามนัถั)วเหลือง รวมถึงไนเต
รท พบวา่เมื)อเวลาผา่นไป 24 ชั)วโมง ยีสต์ใช้กลโูคสไปจนเกือบหมด หลงัจากนั $นนํ $ามนัถั)วเหลืองจงึ
ถกูนําไปใช้ สว่นไนเตรท-ไนโตรเจนได้ถกูใช้ไปอย่างรวดเร็วในชว่ง 24 ชั)วโมงแรกแล้วจงึคอ่ยๆ
ลดลงตามลําดบั ในสว่นของนํ $าหนกัเซลล์แห้งเพิ)มขึ $นอย่างรวดเร็วหลงัจากชั)วโมงที) 72 อาจเป็น

เพราะนํ $ามนัถั)วเหลืองมีผลตอ่การเจริญในชว่งแรก สําหรับคา่การกระจายนํ $ามนั และ∆คา่แรงตงึ
ผิว จะเพิ)มขึ $นอย่างรวดเร็วหลงัจากชั)วโมงที) 120 สอดคล้องกบังานวิจยัของ Hu และ Ju (2001b) 
ที)รายงานว่า ยีสต์ Torulopsis bombicola จะใช้กลโูคสหมดอยา่งรวดเร็วเพื)อใช้ในการเจริญของ
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เซลล์ จากนั $นจงึคอ่ยนํานํ $ามนัถั)วเหลืองมาใช้เป็นลําดบัตอ่มา และยงัพบวา่โซโฟโรลิพิดถกู
สงัเคราะห์มากในช่วงท้ายหรือชว่งพกัตวัของยีสต์ (Casas และคณะ, 1997)  
 
 การวิเคราะห์ลกัษณะสมบตัิทางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ จากการ
ทดลองพบวา่ คา่ความเข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (CMC) เทา่กบั 162 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ

คา่แรงตงึผิว ณ การเกิดไมเซลล์ (γCMC) เทา่กบั 29.5 mN/m ซึ)งมีคา่ตํ)ากว่าสารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์ที)นํามาเปรียบเทียบ คือ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต และไทรทอน เอกซ์ 100 โดยจาก
การศกึษาของผกามาศ ราชมนตรี (2551) ที)ใช้จลุินทรีย์และแหลง่คาร์บอนชนิดเดียวกนัในการ
ผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพพบวา่ มีคา่ CMC ตา่งกนัเล็กน้อย นอกจากนี $ Ashby และคณะ 
(2008) ยงัรายงานวา่คา่ CMC ของโซโฟโรลิพิดอยูใ่นชว่ง 48-250 มิลลิกรัมตอ่ลิตร โดยจะ
แตกตา่งกนัออกไปตามโครงสร้างของโซโฟโรลิพิด และยงัเป็นคา่เฉพาะตวัที)แสดงถึงประสิทธิภาพ
ของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆ ได้อีกด้วย 
 

การศกึษาความสามารถในการก่ออิมลัชนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้โดยการวดั
คา่ดชันีการเกิดอิมลัชนั (Emulsion Index) ตอ่นํ $ามนัที)ใช้ในอาหารชนิดตา่งๆ พบวา่มีคา่การ
ดดูกลืนแสงที)ความยาวคลื)น 500 นาโนเมตร อยูใ่นชว่ง 0.3-0.5 โดยก่ออิมลัชนัได้ดีที)สดุในนํ $ามนั
ถั)วเหลือง นํ $ามนัปาล์ม นํ $ามนัรําข้าว และนํ $ามนัคาโนลา ตามลําดบั และคา่ความเสถียรในการก่อ
อิมลัชนั (Emulsification stability) ตอ่นํ $ามนัชนิดตา่งๆ เชน่ นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัมะกอก นํ $ามนัคาโน
ลา นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย นํ $ามนัมะพร้าว และนํ $ามนัมะรุม ที) 24 ชั)วโมง (E24) มีคา่มากกวา่ 90 
เปอร์เซ็นต์ โดยนํ $ามนัสลดั นํ $ามนัคาโนลา และนํ $ามนัมะพร้าวมีคา่ดชันีการเกิดอิมลัชนัลดลงน้อย
ที)สดุใน 3 วนัแรก (E72) คือ 4-8 เปอร์เซ็นต์ สว่นนํ $ามนัมะกอก นํ $ามนัเมล็ดฝ้าย นํ $ามนัมะรุม นํ $ามนั
รําข้าว นํ $ามนังา นํ $ามนัถั)วเหลือง และนํ $ามนัปาล์ม ลดลง 10-30 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั หลงัจากนั $น
ในนํ $ามนัทกุชนิดคา่ความเสถียรจะคอ่ยๆ ลดลงไปประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ภายใน 7 วนั โดย
เมื)อถึงวนัที) 7 พบว่า การก่ออิมลัชนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพตอ่นํ $ามนัคาโนลาและนํ $ามนั
มะกอกมีความเสถียรของอิมลัชนัมากที)สดุซึ)งคงมีความเสถียรของอิมลัชนัที) 75.84 และ 72.63 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั ซึ)งสอดคล้องกบังานวิจยัของผกามาศ ราชมนตรี (2551) ที)รายงานวา่สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้โดย P. anomala PY1 สามารถก่ออิมลัชนัได้ดีตอ่นํ $ามนัพืชชนิดตา่งๆ 
เชน่ นํ $ามนัคาโนลา นํ $ามนังา นํ $ามนัสลดั นํ $ามนัรําข้าว นํ $ามนัดอกคําฝอย และนํ $ามนัถั)วเหลืองได้ดี 
อีกทั $งในงานวิจยันี $ยงัมีคา่ความเสถียรของอิมลัชนัหลงัจากตั $งทิ $งไว้ 7 วนัเพิ)มสงูขึ $นกวา่งานวิจยั
ก่อนหน้าถึง 30% นอกจากนี $ยงัสอดคล้องกบัการศกึษาสมบตักิารเป็นอิมลัซิไฟเออร์ของสารลด
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แรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้จากยีสต์ ที)พบวา่สามารถก่ออิมลัชนัในนํ $ามนัพืช เชน่ นํ $ามนัถั)วเหลือง
และนํ $ามนัมะกอกได้ดี (Kim และคณะ, 2002) 

 
คา่ Hydrophilic-lipophilic balance (HLB) เป็นคา่ที)แสดงถึงสมบตัิความชอบนํ $าหรือไม่

ชอบนํ $าสารลดแรงตงึผิว ซึ)งแตกตา่งกนัออกไปตามโครงสร้างของโมเลกลุ โดยเป็นสมบตัเิฉพาะ
ของสารลดแรงตงึผิวแตล่ะชนิดในการละลายนํ $า จากการทดลองพบวา่คา่ HLB ของสารที)ผลิตได้มี
คา่อยูใ่นชว่ง 10-13 ซึ)งใกล้เคียงกบัคา่ HLB ที)ได้จากการคํานวณตามสตูรโครงสร้างของนํ $าหนกั
มวลโมเลกลุสว่นที)ชอบนํ $าเทียบกบันํ $าหนกัโมเลกลุทั $งหมด ที)มีคา่เทา่กบั 11-14 และอยูใ่นชว่ง
เดียวกบัคา่ HLB ที)นํ $ามนัพืชต้องการในการก่ออิมลัชนั จงึมีประสิทธิภาพในการก่ออิมลัชนักบั
นํ $ามนัพืชตา่งๆ ได้ดี อีกทั $งยงัสอดคล้องกบั Van Bogaert และคณะ (2007) ที)รายงานวา่ คา่ HLB 
ของโซโฟโรลิพิดอยูใ่นชว่ง 10-13 เชน่กนั ซึ)งมีประโยชน์สําหรับใช้เป็นสารซกัฟอก หรือสารชว่ยคง
ความเสถียรของอิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)ผลิตได้ยงัมีสมบตัใิน
การหอ่หุ้มสารไมมี่ขั $วให้สามารถละลายในสารมีขั $วได้ดีกวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์โซเดียมโด
เดซิลซลัเฟต และเมื)อเพิ)มความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะสง่ผลให้ประสิทธิภาพในการ
หอ่หุ้มสงูขึ $น เนื)องจากมีการละลายของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมากขึ $น จงึเกิดการรวมตวัเป็น
โครงสร้างไมเซลล์ได้มากยิ)งขึ $นตามไปด้วย 

 
เมื)อวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC) ด้วยไอ

ระเหยของไอโอดีน พบวา่สามารถแยกสารออกได้เป็น 3 ลําดบัสว่น คือ F1 ถึง F3 โดยมีคา่ Rf 
เทา่กบั 0.88, 0.75 และ 0.66 ตามลําดบั ซึ)งคา่การกระจายนํ $ามนัตามลําดบัดงันี $ F2>F3>F1 เมื)อ
ตรวจสอบด้วยมอริช รีเอเจนท์เพื)อตรวจสอบสารที)มีนํ $าตาลเป็นสว่นประกอบ พบว่า F2 และ F3 ให้
ผลบวก จงึสนันิษฐานได้ว่าสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที) Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ผลิตได้มี
นํ $าตาลเป็นสว่นประกอบหรือเป็นสารประเภทไกลโคลิพิด จากนั $นจงึทําบริสทุธิ9 F2 และ F3 ตอ่ด้วย
วิธีไฮเพอร์พอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) แล้วเก็บตวัอยา่งจากลําดบัสว่นที)ปรากฏจาก 
F2 จํานวน 5 ลําดบัสว่น และจาก F3 จํานวน 7 ลําดบัส่วน เพื)อนํามาหาคา่การกระจายนํ $ามนั ซึ)ง
ลําดบัส่วนจาก F2 ให้คา่การกระจายนํ $ามนัได้ดีกวา่ตวัอยา่งลําดบัสว่นจาก F3 ดงันั $นจงึคดัเลือก
เฉพาะลําดบัสว่นจาก F2 โดยให้ชื)อวา่ตวัอยา่ง P1-P5 ตามลําดบั ไปวิเคราะห์ด้วยวิธี MALDI-
TOF MS ตอ่ไป จากผลการวิเคราะห์บอกได้ถึงนํ $าหนกัมวลโมเลกลุ โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที)
ผลิตโดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ มีมวลโมเลกลุเทา่กบั 492, 508, 
520, 548, 558 และ 648 เทียบเคียงได้กบัสารโซโฟโรลิพิดที)มีโครงสร้างในสว่นของกรดไขมนัตั $งแต ่
C8-C18 ทั $งชนิดอิ)มตวัและไมอิ่)มตวั สว่นใหญ่อยู่ในรูปแบบแลคโตน (lactonic form) และอาจมี
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การเตมิหมู่อะซิตลิ 1 หรือ 2 ตําแหนง่ก็ได้ ซึ)งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Davila และคณะ (1992) 
ที)รายงานว่า เมื)อเลี $ยงยีสต์ในถงัหมกัสามารถผลิตโซโฟโรลิพิดรูปแบบแลคโตนได้มากกวา่ในขวด
เขยา่ โดยปริมาณการละลายของออกซิเจนน่าจะเป็นปัจจยัสําคญัของการผลิตโซโฟโรลิพิดใน
รูปแบบตา่งๆ ซึ)งโซโฟโรลิพิดรูปแบบแลคโตนนี $จะมีประสิทธิภาพในการลดแรงตงึผิวได้ดีและยงัมี
สมบตัใินการยบัยั $งจลุินทรีย์อีกด้วย (Van Bogeart และคณะ, 2007)  
 

โดยสรุปจากงานวิจยันี $ พบว่ายีสต์ Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 เมื)อเลี $ยงเชื $อในภาวะ
ที)เหมาะสม โดยใช้อาหารเลี $ยงเชื $อปรับปรุงสตูรที)มีอตัราสว่นคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนเท่ากบั 16:0.7 
อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm ควบคมุความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 และ
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในถงัหมกัแบบแบตช์นั $น สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที)มีประสิทธิภาพดีและปริมาณสงูกวา่เมื)อเทียบกบัระดบัขวดเขย่า อีกทั $งยงัมีสมบตัใินการ
ก่อและห่อหุ้มอิมลัชนัตอ่นํ $ามนัพืชได้หลายชนิด สามารถจะประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารได้ใน
อนาคต นอกจากนี $ยงัมีโครงสร้างหลายรูปแบบทําให้มีสมบตัหิลายประการ เช่น ลดคา่แรงตงึผิวได้
ดี ยบัยั $งเชื $อจลุินทรีย์ ยบัยั $งเชื $อไวรัส เป็นต้น และงานวิจยันี $ยงัเป็นการศกึษาการผลิตในระดบั
ขยายสว่นและคณุสมบตัทิางชีวเคมีของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพฉบบัแรกที)ผลิตได้จากยีสต์ Pichia 
anomala สายพนัธุ์ PY1 ซึ)งเป็นสายพนัธุ์ที)มีความปลอดภยัและใช้ได้ในอตุสาหกรรมที)เกี)ยวข้อง
กบัอาหาร ยา และเครื)องสําอาง 

ข้อเสนอแนะ 

1.งานวิจยันี $เป็นประโยชน์ในการนําไปประยกุต์ใช้สําหรับการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
โดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 ในระดบัถงัหมกัแบบเฟดแบตช์ เพื)อเพิ)มประสิทธิภาพและ
ผลผลิตให้ได้ในปริมาณสงูขึ $น ให้สามารถผลิตได้ในเชิงพาณิชย์และเพียงพอกบัความต้องการของ
ตลาดที)กําลงัขยายตวัสงูขึ $น  

2.แม้วา่การวิเคราะห์มวลโมเลกลุโดย MALDI-TOF จะสามารถวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว
และมีประสิทธิภาพ แตก็่ไมส่ามารถบอกได้ถึงตําแหนง่ของไอโซเมอร์หรือพนัคู ่ ด้วยเหตนีุ $เพื)อให้
ทราบตําแหนง่ที)ถกูต้องในโมเลกลุอาจต้องทําสารให้บริสทุธิ9ยิ)งขึ $นแล้ววิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี
เพิ)มเตมิ เชน่ ด้วย NMR 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี 'ยงเชื 'อ 
 
1. อาหารเหลวจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM broth) 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   3.0 กรัม 
 สารสกดัมอลล์ (Malt extract)   3.0 กรัม 
 เพปโตน (Peptone)    5.0 กรัม 
 กลโูคส      10.0 กรัม 
 นํ $ากลั)น      1.0 ลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากนั ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 4.5 นึ)งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารแข็งจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM agar) 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   3.0 กรัม 
 สารสกดัมอลล์ (Malt extract)   3.0 กรัม 
 เพปโตน (Peptone)    5.0 กรัม 
 กลโูคส      10.0 กรัม 
 วุ้นผง (Agar)     20.0 กรัม 
 นํ $ากลั)น      1.0 ลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากนั ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 4.5 นึ)งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารเหลวกาํหนดสูตร (ผกามาศ ราชมนตรี, 2551) 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)   0.4 % (N-content) 

 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.02 % 
 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)  0.02 % 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   0.3 % 
 นํ $ามนัถั)วเหลือง     10.67  % (w/v) 
 กลโูคส      5.33 % (C-content) 
 นํ $ากลั)น      1.0 ลิตร 
 
 ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 นึ)งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
4. อาหารเหลวปรับปรุงสูตร 

โซเดียมไนเตรท (NaNO3)   0.35 % (N-content) 
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.02 % 
 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)  0.02 % 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   0.35 % 
 นํ $ามนัถั)วเหลือง     10.67  % (w/v) 
 กลโูคส      5.33 % (C-content) 
 นํ $ากลั)น      1.0 ลิตร 
 
 ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5 นึ)งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยแยกนึ)งฆา่เชื $อกลโูคส ที)อณุหภมูิ 110 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 
 

1. มอริช รีเอเจนท์ (Molisch’s reagent) 
 
 แอลฟา-แนฟทอล (α-naphtol)   0.5 กรัม 
 เอทานอล (Ethanol)    10.0  มล. 
 
 ละลายแอลฟา-แนฟทอลในเอทานอลแล้วเตมิในตวัอยา่งที)จะทําการทดสอบปริมาตร 0.2 
มล. จากนั $นเตมิกรดซลัฟริูก (H2SO4) 0.5 มล. ตั $งทิ $งไว้โดยห้ามเขยา่ 
 
2. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที�ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 8 (50 mM Tris-HCl buffer pH 8) 
 
 ทริส เบส (Tris base)    0.61 กรัม 
 นํ $ากลั)น      80 มล. 
  
 ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มล. ด้วยนํ $ากลั)น ถ้าหาต้องการทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ที)คา่ความเป็นกรดดา่งอื)นๆ ก็ใช้กรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้นปรับให้มีคา่ความเป็นกรดดา่งนั $นๆ 
 
3. สารละลายบรูซีน-กรดซัลฟานิลิค (Brucine-Sulfanilic acid solution) 
 
 บรูซีนซลัเฟต (Brucine Sulfate)   1 กรัม 
 กรดซลัฟานิลิค     0.1 กรัม 
 
 ละลายสารด้วยนํ $าร้อน 70 มล. จากนั $นเตมิกรดไฮโดรคลอริคเข้มข้น 3 มล. ทําให้เย็น แล้ว
จงึปรับปริมาตรด้วยนํ $าให้เป็น 100 มล.ในขวดวดัปริมาตร  
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ภาคผนวก ค 
 

หลักการการวัดค่าแรงตงึผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring 
 
 การวดัคา่แรงตงึผิวด้วยวิธี ring method หรือ Du Nouy Ring method ค้นคิดโดย 
Lecomte Du Nouy ในปี 1919 ซึ)งวิธีนี $จะพิจารณาวงแหวนทองคําขาว (platinum ring) ในแนว
ระนาบโดยวงแหวนทองคําขาวจะจมในของเหลว และถกูยกขึ $น แรงสงูสดุที)ใช้ในการดงึวงแหวน
ทองคําพ้นของเหลว คือ คา่แรงตงึผิว (surface tension) คณุลกัษณะของวงแหวนทองคําขาวก็คือ 
ความยาวที)ถกูทําให้เปียก (wetted length) ซึ)งรวมทั $งรัศมีด้านในและด้านนอกของวงแหวน
ทองคําขาวที)ทําให้เปียกโดยของเหลว 
 

 
 

ภาพแสดงขั $นตอนการวดัคา่แรงตงึผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring 
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อุปกรณ์ที�ใช้ในการวัดค่าแรงตงึผิว 
 ลกัษณะและองค์ประกอบของเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว (Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท 
KRUSS ประเทศเยอรมนั เครื)องวดัคา่แรงตงึผิวนี $ทําการวดัที)อณุหภมูิ 25±2 Oซ ตลอดทําการ
ทดลอง 
 ขั $นตอนการวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเครื)องวดัคา่แรงตงึผิว มีดงันี $ 

1. ปรับ handwheel with point (2) ให้สเกลมีคา่ศนูย์ 
2. ปรับ zero adjustment (8) โดยหมนุทวนเข็มนาฬิกาให้ balance beam (9) อยูใ่น

ตําแหนง่สมดลุกึ)งกลางของ mask (7) 
3. ปรับระดบัที)วางสารตวัอยา่งโดยหมนุ (10) แล้วยกขึ $นให้อยูใ่นระดบัที)ต้องการ 
4. แขวน ring ลงใน balance beam(9) ปรับให้อยูใ่นตําแหน่งสมดลุโดยหมนุ zero 

adjustment (8) ตามเข็มนาฬิกา 
5. ใสส่ารตวัอยา่งในที)ใสส่ารตวัอยา่งประมาณ 10-15 มล. วางลงบน sample table (6) แล้ว

หมนุ micrometer screw (5) ตามเข็มนาฬิกาเพื)อยกที)ใส่สารตวัอยา่งขึ $นให้สมัผสักบั ring 
โดยให้ ring จมอยูใ่นตวัอย่างไมน้่อยกวา่ 5 มม. 

6. เมื)อ ring สมัผสักบัตวัอยา่งแล้วอาจต้องปรับ balance (9) อยูใ่นตําแหนง่สมดลุอีกครั $ง 
โดยหมนุ zero adjustment (8) ทวนเข็มนาฬิกา 

7. เริ)มวดัคา่แรงตงึผิวโดยหมนุ micrometer screw (5) ทวนเข็มนาฬิกาอยา่งช้าๆ ใน
ขณะเดียวกนัก็หมนุ pointer (2) ตามเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ โดยรักษาให้ balance beam 
(9) อยูใ่นตําแหนง่สมดลุ 

8. เมื)อ ring หลดุออกจากตวัอย่างอา่นคา่แรงตงึผิวตามสเกล (1) มีหนว่ยเป็น mN/m 
9. เมื)อเสร็จการทดลองล้าง ring ด้วยนํ $ากลั)น สะบดัให้แห้ง (หรือผา่นเปลวไฟ) เก็บเข้ากลอ่ง

ไม้ สว่น vessel ล้างให้สะอาดด้วยนํ $ากลั)น(หรือ acetone) ซบัให้แห้งหรือผา่นเปลวไฟ 
10. การเก็บเครื)องจะต้องปรับ zero adjustment (8) ให้ balance beam (9) ยกขึ $น เพื)อ

ป้องกนัการแกวง่ของ balance beam ปรับที)วา่งสารตวัอยา่งให้อยู่ในระดบัเดมิ แล้วหมนุ
เข้าหาตวัเครื)อง  

ข้อควรระวงั 
1. ห้ามกดปุ่ มที)อยูด้่านหลงัของ zero adjustment (8) เดด็ขาด เพราะจะทําให้ wire หลดุได้ 
2. ห้ามหมนุ zero adjustment (8) เกิน 1 รอบเด็ดขาด 
3. การใช้ ring ต้องใช้ด้วยความระมดัระวงัอยา่ให้บิดเบี $ยว เพราะถ้า ring เสียรูปจะทําให้

การวดัคา่ผิดไปได้ 
4. การใช้ vessel ต้องใช้ด้วยความระมดัระวงัเชน่กนั 
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ข้อแนะนํา 
1. ขณะวดัคา่แรงตงึผิวตามข้อ 7 ถ้าทําการหมนุ micrometer screw(5) และ pointer (2) 

อยา่งช้าๆ จะทําให้เกิดความผิดพลาดน้อย 
2. ring, vessel มีคณุสมบตัทินไฟ สามารถผา่นเปลวไฟได้ ในกรณีที)จําเป็น 
3. ขณะแขวน ring ลงบน balance beam (9) อาจต้องใช้มือชว่ยเล็กน้อย 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แสดงองค์ประกอบของเครื)องวดัคา่แรงตงึผิวรุ่น K6 บริษัท KRUSS ประเทศเยอรมนั 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. Mark 
8. Handwheel for zero-adjustment 
9. Balance-beam 
10. Handwheel for fixing the crossbar 
11. Carrier of sample-table 
12. Handwheel for fixing the crossbar 

 

1. Scale in mN/m 
2. Handwheel with pointer 
3. Screws for regulation of the level 
4. Box level 
5. Micrometer screw 
6. Sample table 
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ภาคผนวก ง 
 

 
 

ถงัหมกัระดบัห้องปฏิบตัิการ ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญี)ปุ่ น 
 

 
องค์ประกอบภายในถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญี)ปุ่ น 

www.eyela.com 

www.eyela.com 
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รายละเอียดถงัหมกั ขนาด 5 ลิตร รุ่น MBF-500ME บริษัท Eyela, ประเทศญี)ปุ่ น 

 
ตวัถงัหมกั (Vessel) : ทําจากแก้วหนา 2 ชั $น  
การหมนุแกนใบพดั (Drive shaft) : พลงังานแมเ่หล็ก (Magnetically coupled drive) 
ชว่งการควบคมุอณุหภมูิ : ควบคมุอณุหภมูิด้วยนํ $าหล่อเย็น ในชว่ง 5 ถึง 60     

องศาเซลเซียส 
ชว่งความเร็วใบพดั : 80 – 800 รอบตอ่นาที 
การตั $งคา่อณุหภมูิ : volume setting 
ฮีตเตอร์ : 300 วตัต์ 
มอเตอร์ใบพดั : 40 วตัต์ 
ชนิดใบพดั (Impeller) : Turbine 
ขนาดถงัหมกั (มม.) : 300W x 470D x 865H 
นํ $าหนกัรวม : 35 กิโลกรัม 
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ภาคผนวก จ 
ตารางที) 1 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

  ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.94 1.33 42.83 0.00 145.98 

12 1.08 0.38 42.83 0.00 134.80 

24 1.54 2.45 41.33 1.50 38.06 

36 2.15 0.25 41.33 1.50 0.49 

48 2.07 0.25 42.83 0.00 0.49 

60 2.20 0.64 42.17 0.66 1.23 

72 2.95 1.13 40.17 2.66 2.18 

84 2.21 0.79 40.00 2.83 1.51 

96 2.44 1.01 42.17 0.66 1.94 

108 2.67 2.74 41.67 1.16 5.27 

120 3.47 3.92 41.67 1.16 7.55 

132 12.35 4.58 40.12 2.71 8.83 

144 22.55 6.54 37.65 5.18 12.61 

156 25.65 9.53 35.61 7.22 18.37 

168 27.12 9.61 34.00 8.83 18.52 

 
 

รูปที) 1 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว            
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm 
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ตารางที) 2 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

  ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.24 0.01 42.00 0.00 129.70 

12 0.28 0.22 42.00 0.00 114.47 

24 4.15 0.07 41.00 1.00 16.33 

36 1.53 0.06 40.50 1.50 1.21 

48 2.36 1.93 36.17 5.83 1.13 

60 1.23 1.93 36.17 5.83 1.24 

72 1.61 2.45 36.17 5.83 1.20 

84 20.13 3.69 36.00 6.00 1.14 

96 17.17 5.17 36.67 5.33 1.07 

108 18.44 6.15 36.17 5.83 0.99 

120 23.21 7.38 34.83 7.17 0.59 

132 26.30 8.55 35.00 7.00 0.67 

144 29.26 8.38 35.17 6.83 0.42 

156 32.11 9.25 34.17 7.83 0.41 

168 33.78 21.35 32.17 9.83 0.36 

 

 
รูปที) 2 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว           

ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm 



 

 

115

 
ตารางที) 3 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

   ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.07 0.15 43.00 0.00 124.40 

12 2.13 4.52 41.67 1.33 85.08 

24 1.68 6.75 38.17 4.83 31.32 

36 0.90 5.04 37.83 5.17 10.31 

48 1.60 5.86 36.33 6.67 1.53 

60 2.13 5.44 36.00 7.00 1.53 

72 1.89 5.58 34.33 8.67 1.56 

84 4.86 6.30 34.17 8.83 1.54 

96 2.80 8.90 35.17 7.83 1.48 

108 4.95 7.38 34.17 8.83 1.52 

120 8.33 13.41 34.83 8.17 1.46 

132 14.79 33.45 32.67 10.33 1.52 

144 23.12 31.16 30.83 12.17 0.73 

156 26.54 35.34 31.00 12.00 0.60 

168 28.35 38.62 31.00 12.00 0.52 

 

 

 

 รูปที) 3 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                   
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm 
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ตารางที) 4 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 
      ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 

 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.30 0.09 40.17 0.00 122.86 

12 0.63 0.89 36.17 4.00 113.51 

24 0.84 2.27 36.00 4.17 1.27 

36 0.91 1.47 34.17 6.00 1.36 

48 1.18 2.45 34.00 6.17 1.35 

60 1.03 2.36 34.00 6.17 1.21 

72 1.56 5.58 33.33 6.83 1.43 

84 1.38 4.15 34.17 6.00 1.34 

96 1.46 3.04 34.50 5.67 1.24 

108 1.78 4.52 34.00 6.17 1.29 

120 2.03 6.30 33.17 7.00 1.03 

132 1.95 8.72 34.17 6.00 0.93 

144 9.99 12.56 33.33 6.83 1.02 

156 17.42 18.59 29.50 10.67 1.07 

168 23.35 20.69 30.00 10.17 1.03 

 

 
รูปที) 4 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว               

ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm 
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ตารางที) 5 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

      ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.10 0.09 41.33 0.00 126.13 

12 0.48 0.46 40.17 1.17 132.49 

24 0.35 5.86 37.00 4.33 53.96 

36 0.47 1.93 35.83 5.50 1.41 

48 0.68 2.74 37.33 4.00 1.27 

60 0.84 2.01 35.67 5.67 1.34 

72 1.89 6.01 35.00 6.33 1.36 

84 1.28 8.21 34.83 6.50 1.40 

96 1.80 12.14 34.17 7.17 1.11 

108 15.98 20.96 33.33 8.00 1.08 

120 19.01 31.82 33.33 8.00 0.99 

132 17.61 37.37 32.50 8.83 1.00 

144 24.41 39.20 31.83 9.50 0.83 

156 28.44 40.61 30.50 10.83 0.53 

168 31.97 43.14 30.17 11.17 0.63 

 

 
 

รูปที) 5 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                  
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm 
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ตารางที) 6 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

      ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.33 0.04 44.17 0.00 143.96 

12 0.63 2.93 36.50 7.67 120.83 

24 0.72 5.17 35.17 9.00 2.68 

36 0.69 4.40 33.67 10.50 1.68 

48 1.29 6.01 33.50 10.67 1.61 

60 1.66 7.54 33.17 11.00 1.53 

72 1.62 7.38 33.33 10.83 1.43 

84 1.88 7.22 34.17 10.00 1.45 

96 4.18 8.38 33.17 11.00 1.42 

108 21.80 8.38 32.50 11.67 1.35 

120 21.61 10.17 31.00 13.17 0.95 

132 20.01 14.07 29.17 15.00 0.56 

144 23.04 28.57 28.83 15.33 0.75 

156 23.59 33.17 29.17 15.00 0.74 

168 24.60 43.37 29.33 14.83 0.61 

 

 
 

รูปที) 6 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                  
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 1.5 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm 
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ตารางที) 7 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

   ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.15 0.06 44.00 0.00 133.17 

12 0.40 0.15 44.00 0.00 130.76 

24 1.64 0.42 42.50 1.50 32.67 

36 2.11 0.89 42.00 2.00 1.20 

48 2.85 0.95 41.83 2.17 1.43 

60 3.16 1.26 39.67 4.33 1.27 

72 3.81 2.74 35.83 8.17 1.35 

84 4.51 3.14 35.00 9.00 1.28 

96 5.29 3.04 36.00 8.00 1.30 

108 9.93 3.57 34.50 9.50 1.30 

120 14.06 3.46 34.00 10.00 1.31 

132 12.96 5.31 33.67 10.33 1.09 

144 20.13 5.44 32.00 12.00 0.79 

156 22.29 10.55 31.17 12.83 0.55 

168 24.06 10.94 31.17 12.83 0.40 

 

 
 

 รูปที) 7 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                         
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 200 rpm 
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ตารางที) 8 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

   ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.21 0.04 44.50 0.00 134.61 

12 0.99 1.47 39.67 4.83 116.88 

24 0.95 2.45 38.33 6.17 3.94 

36 0.61 6.75 37.17 7.33 1.17 

48 1.43 7.07 36.67 7.83 1.07 

60 1.81 8.21 35.83 8.67 0.95 

72 2.99 7.22 35.17 9.33 0.77 

84 4.18 11.14 33.50 11.00 0.71 

96 4.74 11.74 33.17 11.33 0.81 

108 19.75 16.37 31.00 13.50 0.71 

120 19.81 22.33 29.17 15.33 0.47 

132 27.04 26.71 29.00 15.50 0.43 

144 29.98 33.51 29.33 15.17 0.44 

156 31.60 35.12 30.33 14.17 0.39 

168 32.75 37.73 31.00 13.50 0.32 

 

 
 

รูปที) 8 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                              
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 300 rpm 
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ตารางที) 9 การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala PY1 ในถงัหมกัแบบแบตช์ 

   ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm pH 5 เป็นเวลา 7 วนั 
 

เวลา 
(ชั)วโมง) 

นํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
(g L-1) 

คา่การกระจาย
ตวัของนํ $ามนั 

(cm2) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ คา่แรงตงึผิวb-t 
(mN/m) 

นํ $าตาลรีดวิซ์  
(g L-1) 

0 0.05 0.03 44.50 0.00 105.32 

12 0.44 0.11 40.67 3.83 104.16 

24 0.32 0.55 38.83 5.67 0.99 

36 1.53 0.84 38.00 6.50 0.93 

48 0.44 1.07 37.17 7.33 1.50 

60 0.61 1.69 36.83 7.67 1.54 

72 0.32 1.77 36.33 8.17 1.45 

84 6.13 2.09 35.67 8.83 0.99 

96 29.81 5.86 34.17 10.33 0.70 

108 29.86 3.80 33.83 10.67 0.38 

120 29.40 5.72 33.17 11.33 0.33 

132 41.24 7.22 35.00 9.50 0.30 

144 44.80 15.20 33.83 10.67 0.28 

156 50.72 22.33 32.50 12.00 0.31 

168 47.72 76.42 30.00 14.50 0.25 

 

 
 

รูปที) 9 ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเจริญของ P. anomala PY1 และการผลิตสารลดแรงตงึผิว                              
ชีวภาพในถงัหมกัแบบแบตช์ ที)อตัราการให้อากาศ 2 vvm อตัราเร็วใบกวน 400 rpm 
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ภาคผนวก ฉ 

กราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานนํ 'าตาลรีดิวซ์เมื�อวิเคราะห์ด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (Bernfield, 
1955) 

 

 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงที)ความยาวคลื)น 540 นาโนเมตร 
กบันํ $าตาลกลโูคสความเข้มข้น 0-1 กรัมตอ่ลิตร 
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กราฟมาตรฐานปริมาณไนเตรท-ไนโตรเจนเมื�อวิเคราะห์ด้วยวิธี Brucine (APHA, 

AWWA and  WEF No. 4500-NO3
- E, 1998)  

 
 

 
 
 

กราฟมาตรฐานแสดงคา่การดดูกลืนแสงที)ความยาวคลื)น 410 นาโนเมตร 
กบัไนเตรท-ไนโตรเจนความเข้มข้น 0-1.2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

 
นางสาวมาติกา อ้นแก้ว เกิดเมื)อวนัที) 3 กรกฎาคม พ.ศ. 2528 ที)จงัหวัดนครราชสีมา 

สํา เ ร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต  สาขาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลยัมหิดล  ในปีการศึกษา 2549 และเข้ารับการศกึษาต่อในระดบัปริญญามหาบณัฑิต  
สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2550 ที)อยู่ปัจจุบนั 207/10 หมู่ 2 ถ.สีคิ $ว-ชยัภูมิ ต.มิตรภาพ อ.สีคิ $ว 
จ.นครราชสีมา 30140 
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สว่นหนึ)งของงานวิจยันี $ได้เข้าร่วมเสนอผลงานการประชมุทางวิชาการระดบันานาชาตใิน
งาน Pure and  Applied Chemistry International Conference (PACCON) 2010 ระหวา่งวนัที) 
21-23 มกราคม 2553 ณ จงัหวดัอบุลราชธานี ในหวัข้อเรื)อง “Biosurfactant production by 
Pichia anomala PY1 in batch fermenter” 
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