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อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์

1. อุปกรณ์และเคร่ืองมือท่ีใข้ในการทดลอง

- ถังหมัก (fermenter) ขนาด 5 ลิตร รุ่น WP-Winpact ของบริษัท กิบไทย จำกัด
- เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท Kruss, Germany

กล้องจุลทรรศน์ชนิด 2 ตา (Biocular compound microscope) รุ่น BH-2 ของบริษัท 
Olympus, Japan

- อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) M-LAB ของบริษัท เมโทรโลยี เทคนิคคอล, 
Thailand

- เครื่องนี่งอบฆ่าเชื้อ (Autoclave) รุ่น รร-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
เครื่องป่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (High - performance centrifuge) รุ่น 
Avanti® J-30I ของบริษัท Beckman Coulter, USA

- เครื่องป่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 3700 ของบริษัท 
Kubota Corporation, Japan

- เครื่องป่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 6500 ของบริษัท 
Kubota Corporation, Japan
เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท 
Eyela, Japan

- เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น R-300 ของบริษัท 
BUCHI, Switzerland
เคร่ืองระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น eppendorf 
concentrator 5301 ของบริษัท Modotech, Germany 
เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 
ของบริษัท Thermo Spectronic, USA

- เคร่ืองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น Innova™ 4300 ของบริษัท 
New Brunswick Scientific, USA
ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
ตู้บ่มเช้ือ (Incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany

- เคร่ืองช่ังหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metier Toledo, Switzerland
- เครื่องช่ังละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Metier Toledo, Switzerland
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- เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ของบริษัท Metier Toledo, 
Switzerland
ตู้ปลอดเซ้ือ (Larminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, USA

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

- ไมโครปีเปต (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 ของ 
บริษัท Gilson, France

- เครื่องวิเคราะห์ความหนืดแบบรวดเร็ว Rapid Visco Analyser (RVA, series 4D, 
Newport Scientific, Warriewood, Australia)

2. เคมีภัณฑ์ท่ีใซ้ในการทดลอง

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัทBio Springer, France 
สารสกัดจากข้าวมอลต์ (Malt extract) ของบริษัท Labscan, Ireland 
แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

- กลูโคส ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
แบคโตอะการ์ (Bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA

- น้ํามันถั่วเหลือง ของบริษัท น้ํามันไทย จำกัด, Thailand
- โซเดียมไฮดรอกไซต์ (NaOH) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
- โซเดียมคลอไรต์ (NaCl) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgS04.7H20) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2POa) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 

Germany
- โซเดียมในเตรท (NaN03) 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

- ทริสไฮโดรคลอไรต์ (Tris HCl) ของบริษัท Sigma, USA
เมทานอล (Methanol) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
เฮกเซน (Hexane) (C6H14) ของบริษัท Mallinckrodt Baker, USA
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (Concentration HCl) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt,
Germany
กรดซัลฟูริก (sulfuric acid) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
เอทิล แอซีเทต (Ethyl acetate) ของบริษัท Fisher Scientific UK, UK
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- ไอโอดีนขนิดเกล็ด 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
- แผ่น?ลิกาเจล 60 ขนาด 20 X 20 ซม.,หนา 0.2 มม. (TLC silica gel 60, 0.2 mm.) 

ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany
- นํ้ามันสังเคราะห์ (Synthetic oil) ของบริษัท Tokyo kasei, Japan

3. วิธีดำเนินการทดลอง

3.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Pichia anomala MUE24 ในระดับขวดเขย่า

3.1.1 การเตรียมหัวเตึอ

นำยีสต์ Pichia anomala MUE24 ที่เพาะเล้ียงไว้บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด Yeast Malt 
Extract ปมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมงมา 1 ลูป เพาะลงในอาหารเหลว 
Yeast Malt Extract ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทำการบ่มในตู้ปมเชื้อที่มีการเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส เขย่าอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง

3.1.2 การติดตามการเจรีญและผลิตสารลดแรงตึงผิวปีวภาพในอาหารเหลวกำหนดปีตร

นำหัวเชื้อที่ครบอายุ 18 ช่ัวโมง มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.9-1 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหารเหลวกำหนดสูตร 50 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วย KH2P04 0.02 
เปอร์เซ็นต์ MgS04.7H20  0.02 เปอร์เซ็นต์ สารสกัดยีสต์ 0.64 เปอร์เซ็นต์ NaN03 0.11 เปอร์เซ็นต์ 
นํ้ามันถั่วเหลือง 13.34 เปอร์เซ็นต์ และกลูโคส 6.66 เปอร์เซ็นต์ ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างเริ่มต้น 
เท่ากับ 4.5 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในระดับขวดเขย่าอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่าง 
เมื่อเวลา 1 3 5 และ 7 วัน เพื่อติดตามการเจริญโดยการหานํ้าหนักแห้งของเซลล์ และทดสอบ 
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้โดยการวัดค่าการกระจายน้ํามัน และค่าแรงตึงผิว

3.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Pichia anomala MUE24 ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 

โดยกระบวนการหมักแบบแบข

3.2.1 การเตรียมหัวเข๋ึเอ

เตรียมหัวเชื้อเซ่นเดียวกับในระดับขวดเขย่า ตามข้อ 3.1.1

3.2.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวปีวภาพโดยควบคุม pH เท่ากัน 4.5 ตลอดการทดลอง

นำหัวเช้ือท่ีเตรียมได้มาเพาะเล้ียงยีสต์ในกังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยอาหารเหลวกำหนดสูตรที่ 
ประกอบด้วย KH2P04 0.02 เปอร์เซ็นต์ MgS04.7H20  0.02 เปอร์เซ็นต์ สารสกัดยีสต์ 0.64
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เปอร์เซ็นต์ NaN03 0.11 เปอร์เซ็นต์นั้ามันถั่วเหลือง 13.34 เปอร์เซ็นต์และกลูโคส 6.66 เปอร์เซ็นต์ 
ควบคุมการเพาะเลี้ยงที่ pH 4.5 ตลอดการทดลอง อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคุมอัตราเร็วรอบ 
กวนในถังเป็น 400 รอบต่อนาที และควบคุมอัตราการให้อากาศ 1พทก เป็นเวลา 7 วันติดตามการ 
เจริญของยีสต์โดยการเก็บตัวอย่างทุก 24 ช่ัวโมง โดยทำการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ํา เพ่ือหาน้ําหนัก 
เซลล์แห้ง ทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวซีวาภาพโดยการวัดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง 
เซ้ือ ค่าการกระจายนํ้ามัน และปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ เมื่อเพาะเลี้ยงเซ้ือเป็นเวลา 1 -7 วัน และทำการ 
สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ด้วยเอทิลแอซีเทต เพ่ือหาน้ําหนักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

3.2.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวโ}วภาพโดยไม่ควบคุม pH

ทำการผลิตเซ่นเดียวกับการผลิตโดยควบคุม pH เท่ากับ 4.5 ตลอดการทดลอง แต่ไม,มีการ 
ควบคุม pH เพาะเลี้ยงยีสต์ในกังหมักขนาด 5 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ควบคุมอัตราเร็ว 
รอบกวนในกังเป็น 400 รอบต่อนาที และควบคุมอัตราการให้อากาศ lw m  เป็นเวลา 7 วันติดตาม 
การเจริญของยีสต์โดยการเก็บตัวอย่างทุก 24 ช่ัวโมง โดยทำการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ํา เพ่ือหาน้ําหนัก 
เซลล์แห้ง ทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวาภาพโดยการวัดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง 
เช้ือ ค่าการกระจายนํ้ามัน ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ และปริมาณนํ้ามันที่เหลืออยู่ เมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อเป็น 
เวลา 1 -7 วัน และทำการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ด้วยเอทิลแอซีเทต เพ่ือหาน้ําหนักของ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

3.2.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวตึวภาพโดยไม่ควบคุม pH เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง

จากการทดลองเบื้องต้นพบว่าการผลิตโดยไม่มีการควบคุม pH ให้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพดีกว่าการผลิตโดยควมคุม pH และให้ผลการทดลองดีที'สุดท่ี 3 วัน หรือ 72 ช่ัวโมง ดังท้ับในก 
การทดลองต่อไป จึงทำการเพาะเลี้ยงยีสต์เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง และเก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ช่ัวโมง เพ่ือ 
สืกใะทความสัมพันธ์และการเปล่ียนแปลงภายในกังหมักท่ีทำการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

3.3 การหาน้ําหนักแห้งของเซลล์

นำตัวอย่างที่เก็บไต้มาทำการปินเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที และควบคุม 
อุณหภูมิไว้ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นำส่วนของเหลวท่ีไต้แยกเก็บไว้ ส่วนเซลล์นำมาล้าง 
ด้วย เฮกเซน2 รอบ และนํ้ากลั่น 1 รอบ จากนั้นอบเซลล์ในถ้วยฟอยล์ที่รู้นํ้าหนักแน่นอนแล้วที่ 80 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงหรือจนกว่านํ้าหนักจะคงที่ เมื่อครบเวลานำถ้วยฟอยล์มาใสในโถ 
ดูด ความช้ืน แล้วช่ังด้วยเครื่องช่ังละเอียด และคำนวณนั้าหนักเซลล์แห้งเป็นกรัมต่อลิตร

3.4 การวัดค่าความเป็นกรดด่าง

นำส่วนของเหลวที'ไต้มาวัดค่าความเป็นกรดด่างด้วยเคร่ือง pH meter ท่ีอุณหภูมิ 25 องคา
เซลเซียส
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3.5 การวัดค่าการกระจายน้ํามัน (Oil displacement test)

ทดสอบการกระจายนํ้ามันตามวิธีของ Morikawa และคณะ [23] โดยตวงน้ํา 45 มิลลิลิตรลง 
ในจานแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 มิลลิเมตร ที่มีกระดาษกราฟรองอยู่เป็นมาตรวัดความกว้าง 
ของบริเวณใส (โดย 1 ซ่องใหญ่ของกราฟมิค่าเท่ากับ 1 เซนติเมตร) หยดนํ้ามับติบ (crude oil) 
ปริมาตร 15 ไมใครลิตร ลงบนผิวหน้าของนั้าจะเกิดเป็นแผ่นฟิล์มแผ่ทั่วผิวนํ้า จากนั้นหยดตัวอย่างที่ 
เป็นส่วนของนํ้าเลี้ยงเฃี้อที่ไม่มิเซลล์ปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนแผ่นฟิล์มของนํ้ามันดิบทำการวัด 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสของการกระจายตัวของนํ้ามันที่ไดัและคำนวณหาพื้นที่ของการ 
กระจายนํ้ามัน (Hr2)

3.6 การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension)

นำส่วนของของเหลวท่ีไม่มีเซลล์มาวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี Du Nuoy Ring จาก เคร่ืองวัด 
ค่าแรงตึงผิว (Tensiometer) รุ่น K6 ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับนั้าบริสุทซึ๋ท่ีมี 
ค่าแรงตึงผิว เป็น 72 mN/m

3.7 การหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซี

หาปริมาณนั้าตาลรีดิวซี ด้วย DNSA (Dinitrosalicylic Acid Reagent) ตามวิธีของ Miller 
[56] ใดยใซ้อาหารเล้ียงเช้ือท่ีแยกเซลล์ออกแล้วปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติม DNSA 1 มิลลิลิตรลง'ไป 
ในหลอดทดลอง จากนั้นนำไปต้มในนํ้าเดือดเป็นเวลา 5 นาที จากน้ันท้ิงไว้ให้เย็น เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 
10 มิลลิลิตรลง1ไป แล้วนำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 575 นาโนเมตร

3.8 การหาปริมาณน้ํามันท่ีเหลือในอาหารเล้ียงเช้ือ

หาปริมาณน้ํามันที,เหลืออยู่ตามวิธีของ Kim และคณะ [4] โดยนำอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแยกเซลล์ 
ออกแล้วมาสกัดด้วยเฮกเซนในปริมาตร 1 เท่าของอาหารเล้ียงเช้ือ แล้วนำขั้นบนหรือขั้นของเอกเซน 
ไประเหยออกด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศเพื่อระเหยเฮกเซนออก ส่วนที,เหลืออยู่นำไปช่ัง 
นํ้าหนักเพื่อหาปริมาณน้ํามันที่เหลืออยู่

3.9 การย้อมเซลล์ด้วยลื nile red เพ่ือตึกษาไขมันท่ีสะสมภายในเซลล์

การทดลองน้ีทำตามวิธีของ Morita และคณะ [57] โดย'ไข้สีย้อม Nile red ท่ีมิค'วามเข้ม,ข้น 
500 pg/mL ซึ่งละลายอยู่ในสารละลายแอซีโทนในการย้อมไขมันที'สะสมภายในเซลล์ โดยเริ่มจาก 
การนำนั้าเลี้ยงเชื้อที่มีเซลล์อยู่มาปีนเหวี่ยงที่อัตราเร็ว 10,000 xg เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นนำส่วน 
น้ําเล้ียงเช้ือท้ิงไป แล้วล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์ 0.8 เปอร์เซ็นต์ (NaCL) อย่าง 
น้อย 3 คร้ัง และทำการละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรต์ไว้ จากนั้นเติมลิย้อม Nile red ให้มี 
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.1 pg/ml_ จากนั้นบ่มไว้เป็นเวลา 5 นาที แล้วล้างตะกอนเซลล์ด้วย 
สารละลายโซเดียมคลอไรต์อีกอย่างน้อย 3 คร้ัง แล้วนำไปส่องด้วยกล้องฟลูออเรสเซนล์ท่ีกำลังขยาย
40x
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3.10 สกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้

3.10.1 การสกัดสารลดแรงตึงผิวจากน้ําเล้ียงเล้ีอ

โดยนำนํ้าเลี้ยงเชื้อ มาป่นแยกเซลล์ออก ด้วยเครื่องป่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศา 
เซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เมินเวลา 20 นาที จากนั้นนำนั้าส่วนใสมาสกัดนั้ามันออก 
ด้วยเฮกเซน ตามด้วยการสกัดสารลดแรงตึงผิวด้วยเอทิลแอซีเทตปริมาตร 1 เท่า 3 คร้ัง แล้วนำ 
ส่วนบนมาระเหยเอทิลแอชีเทต ออกด้วยเครื่อง evaporator ภายใต้สภาวะสุญญากาศ แล้วนำสารท่ี 
ได้มาหาน้ําหนักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้เมินกรัมต่อลิตร

3.10.2 การสกัดสารลดแรงตึงผิวตึวภาพจากน้ําเล้ียงเล้ีอท่ียังไม่ได้แยกเซลล์ออก

ท่าการสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามวิธีของ Ueda และคณะ [58]โดยการนำ 
ตัวอย่างที่เก็บแต่ละตัวอย่างมาต้มในนั้าเดือดเมินเวลา 15 นาที ท้ิงไว้ให้เย็น จากน้ันนำไป'ป่นเหว่ียงท่ี
8,000 รอบต่อนาที เมินเวลา 20 นาที ให้ตกตะกอน นำส่วนนั้ามาทำการสกัดด้วยเฮกเซนปริมาตร 
50 มิลลิลิตร แล้วป่นเหว่ียงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เมินเวลา 15 นาที เก็บข้ันของส่วนนํ้าเลี้ยงเช้ือมา 
สกัดต่อด้วยเอทิลอะซิเตดปริมาตร 50 มิลลิลิตร 3 รอบ จากนั้นนำไประเหยที่สุญญากาศ แล้วช่ัง 
น้ําหนักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้เมินกรัมต่อลิตร

3.11 การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลขัน (Emulsion index)

เปรียบเทียบค่าตัฃนีการก่ออิมัลขันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ร่วมกับนั้ามันขนิด 
ต่างๆ เข่น น้ัามันเมล็ด'ซา นํ้ามันคาโนล่า นั้ามันดอกทานตะวัน นั้ามันถ่ัวเหลือง เมินต้น โดยนำสารลด 
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดได้มาละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ท่ีมีค'วามเมินกรด 
ด่างเท่ากับ 8 ให้มิความเข้มข้นเมิน 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับเติมนํ้ามันแด่ละชนิดที่ต้องการ 
ตึก'ษา ในอัตราส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อนํ้ามันเท่ากับ 60:40 (โดยนํ้าหนัก) จากนั้นนำไป 
v o r t e x  เมินเวลา 1 นาที จากนั้นเจือจาง 2 เท่าด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไอโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ท่ีมิ 
ความเมินกรดด่างเท่ากับ 8 แล้วนำมาวัดค่าดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 นาโนเมตรทันที เพ่ือหา 
ค่าการก่ออิมลัขัน และส่วนท่ีเหลือต้ังที'ไว้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมินเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน 
เพื่อหาค่าความเสถียรของอิมัลขัน โดยดูดสารละลายส่วนล่างมาเจือจาง 2 เท่าด้วย 50 มิลลิโมลาร์ 
ทริสไอโรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ที่มิความเมินกรดด่างเท่ากับ 8 แล้ววัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 
นาโนเมตร นำค่าที่ได้มาคำนวณเปอร์เซ็นต์ค่าดัชนีการเกิดอิมัลขันหรือความเสถียรในการก่ออิมัลขัน 
ต่อไป [22]

3.12 การหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ชองสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (CMC ะ 

Critical micelle concentration)

ค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์หรือค่าจุดวิกฤตการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตึง 
ผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ สามารถทำไต้โดยเจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดร 
คลอ'ใรตับัฟเฟอร์ ที่มิความเมินกรดด่างเท่ากับ 8 โดยเตรียมให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมิความเข้มข้น 
ต้ังแต่ 0.01-20,000 มิลลิกรัมต่อลิตร นำแด่ละความเข้มข้นไปวัดค่าแรงตึงผิวระหว่างของเหลวและ
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อากาศเซ่นเดียวกับการวัดค่าแรงตึงผิวของนํ้าเลี้ยงเชื้อในข้อ 3.3 และนำไปเขียนกราฟเพื่อหาค่า 
CMC คือความเข้มข้นน้อยท่ีสุดพ่ืสามารถลดแรงตึงผิวของน้ําได้ต่ําพ่ืสุด

3.13 การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บรีสุทธิ๋บางส่วนด้วย Analytical Thin-Layer 

Chromatograph

โดยไข้เฟสคงที่เน้นแผ่นซิลิกาเจล (Si02'XH20) 60 ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 
Germany ขนาด 20 X 20 ซม. หนา 0.2 มม. ส่วนเฟสเคล่ือนท่ีใข้สารละลายคลอโรฟอร์ม เมทานอล 
และน้ํา ในอัตราส่วน 65:25:4 นำสารลดแรงตึงผิวท่ีเตรียมได้จากข้อ 2.2 มาละลายด้วยเอทิลแอขีเทต 
ให้มีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มาจุดบนแผ่น TLC ปริมาตรจุดละ 20 ไมโครลิตร ให้ห่าง 
จากขอบล่าง ประมาณ 1.5 เซนติเมตร จากนั้นหย่อนแผ่น TLC ลงในแนวด่ิงอย่างข้าๆ ในภาซนะปีด 
ที่บรรจุเฟสเคลื่อนที่สูงประมาณ 1 เซนติเมตร ท้ิงไว้ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง จนเฟสเคล่ือนท่ีไปเกือบสุด 
แผ่นหรีอเหลือขอบประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร จากนั้นนำแผ่น TLC ออกมาท้ิงไว้จนแห้ง แล้วจึง 
ตรวจหากรดไขมันด้วยการนำไปอบในภาขนะปีดสนิทที่อิ่มตัวไปด้วยไอของไอโอดีน ประมาณ 30 
นาที เปีดภาซนะออกแล้วทำเครื่องหมายบริเวณที่เกิดสีนั้าตาลเข้ม และท้ิงไว้ข้ามคืนเพ่ือให้ไอโอดีน 
ระเหยจนหมด

3.14 การทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ด้วยสารละลายมอรีข (molisch’s test)

ทำการทดสอบคาร์โบไฮเดรตซี่งเน้นส่วนประกอบในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ด้วยสารละลาย 
มอริช โดยนำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ละลายอยู่ใน 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด้บัฟเฟอร์ ท่ีมี 
ความเน้นกรดด่างเท่ากับ 8 ปริมาตร 1 มีลลิลิตร แล้วเติมมอริซริเอเจนต์ลงไป จากนั้นค่อยๆเอียง 
หลอดทดลองเพื่อค่อยๆเทกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป สารละลายในหลอดจะแยก 

ออกเน้น 2 ช้ืน โดยมอริชริเอเจนติ ซี่งมีส่วนประกอบของสารกลุ่มฟนอล คือ Q-naphthol จะทำให้ 
เกิดสารประกอบเซิงซ้อนสีม่วง หรือม่วงแดงปรากฏตรงรอยต่อระหว่างชื้นของสารละลาย

3.15 คำนวณค่าต่างๆทางจลนพลศาสตร์การหมัก

การคำนวณค่าต่างๆทางจลนพลศาสตร์ เพื่อเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตสารใน 
ระดับขวดเขย่า ระดับถังหมักแบบควบคุม pH และไม่ควบคุม pH ดังต่อไปน้ี

X = น้ําหนักเซลส์แห้ง (§/เ) P = นี้าหนักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดได้ (§/0

Yp/S = ผลผลิตท่ีได้ต่อซับเสตรต (g-P/g-S) Qp = Productivity (g-P/l/h)

Specific productivity = Qp(mg-P/l/h)/ g-X

l n ( x 2 -

Specific growth rate = p = t 2 -  t i
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3.16 การน่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้มาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารจำพวกแป็ง 

ข้าว

3.16.1 วิเคราะห์สมบัติต่าง ขๆองแปีงข้าวชัยนาท

แป้งข้าวชัยนาทเป็นแป้งข้าวที่มีแอมิโลสสูงที่มีการใช้อย่างกว้างขวางในอุตสาหกรรมอาหาร 
จึงเลือกน่าแป้งข้าวชัยนาทมาใช้ในการทดลอง

1) วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของฟลาวร์ (แป้งข้าวชัยนาท) ได้แก่ ปริมาณความชื้น 
โปรตีน เถ้า ไขมัน เส้นใยหยาบ และคารโบ'ไฮเดรต ตามวิธีของ AOAC official of analysis [59] โดย 
ส่งวิเคราะห์ที่สถาบันค้นคว้าและพัฒนาผลิตผลทางการเกษตรและอุตสาหกรรมเกษตร หน่วย 
ปฏิบัติการเทคโนโลยีแป้ง มหาวิทยาลัยเกตรศาสตร์

2) ทดสอบสมบัติการเกิดเพสต์โดยใข้เครื่องมีอ Rapid Visco Analyser (RVA) เพ่ือทดสอบ 
สมบัติด้านการคืนตัวของเพสต์ ตามวิธีของ Tattiyakul และคณะ [60] โดยใข้แป้ง 3 กรัม ใน'นากล่ัน 
25 มิลลิลิตร จากนั้นนำเข้าเครื่อง RVA โดยจะมีการควบคุมอุณหภูมิเริมต้นที, 50 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 1.25 นาที จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิสูงชื้นถึง 95 องศาเซลเซียส (อัตราเร็วของการเพิ่มอุณหภูมิ 12 
องศาเซลเซียสต่อนาที) และควบคุมที่อุณหภูมินี้เป็นเวลา 2.5 นาที จากนั้นเริ่มลดอุณหภูมิให้ตํ่าลง 
จนถึง 50 องศาเซลเซียส แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงของค่าความหนืดที่แสดงในกราฟ โดยทำ 
ตัวอย่างละ 2 ซ้ํา แล้ววิเคราะห์ผลทางสถิติแบบ one way anova ด้วยโปรแกรม spss

3) ทดสอบความสามารถในการอุ้มนี้า (water holding capacity) ตามวิธีของ Toyokawa 
และคณะ [61] ทดสอบการพองตัว (swelling power) และการละลาย (solubility) ของแป้งข้าวท่ี 
อุณภูมิต่างๆ ตามวิธีของ Tattiyakul และคณะ [60] ดังต่อไปน้ี

3.1) การทดสอบความสามารถในการอุ้มนี้า

ทำไค้โดยนำแป้ง 5 กรัมใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นใส่นํ้ากลั่น 25 มิลลืลิตร เขย่าให้ 
เข้ากัน แล้วต้ังท้ิงไว้ 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พร้อมกับเขย่าทุก 5 นาที จากน้ันน่าไป 
ป้นเหวี่ยงเป็นเวลา 15 นาที ที่ความเร็วรอบ 1000 xg จากน้ันเทส่วนใส่ท้ิงไป แล้วต้ังหลอดเอียง 45 
องศา เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นซั่งน้ําหนักนํ้าท่ีแป้งอุ้มไว้ ทำการทดลองท้ิงหมด 3 ซ้ํา แล้วคำนวณ 
ความสามารถในการอุ้มนั้า ตามสูตร

- นํ้าหนักนํ้า ( ส ั)
ความสามารถในการอุ้มนา =  —------------ ;-----

นาหนักตัวอย่างแห้ง ( 9 )

3.2) การทดสอบการพองตัวและการละลายที่อุณหภูมิต่างๆ

น่าแป้งข้าว 0.5 กรัม (ทก0) จากน้ันเติมน้ํากลั่น 15 มิลลิลิตร นำไปต้มที่ต้มที่อุณหภูมิต่างๆคือ 
60, 65, 70, 75, 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน่าไปป้นเหวี่ยง เป็นเวลา 15 นาที ท่ี 
ความเร็วรอบ 3000 xg แล้วนำส่วนใสไปอบแห้งท่ี 100 องศาเซลเซียส แล้วข่ังนํ้าหนัก (ททร) ส่วน
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ต ะก อ น ก ็น ำ ไ ป ช ั่ง น ํ้า ห น ัก เซ ่น เด ีย ว ก ัน  (m sw) ท ำก า รท ด ล อ งท ั้งห ม ด  3 ซ ํ้า แ ล ้ว ค ำ น วณ ค ่า ก า รพ อ ง ต ัว  

แ ล ะค ว า ม ส าม า รถ ใน ก า รล ะล า ย ต าม ส ูต ร

น ํ้า ห น ัก ต ะ ก อ น  m sw
ค ว า ม ส าม า รถ ใน ก า รพ อ งต ัว  =  - ------------— 1 ------- — — --------------------------------------------- —

น ำ ห น ัก แ ป ้ง เ ร ิม ต ้น (7ท0) (1 —  ค ว า ม ส า ม า รถ ใ น ก า ร ะ ล า ย )

น ํ้า ห น ัก ส ่ว น ใส อ บ แ ห ้ง  (ท ใ5 ')
ค ว า ม ส าม า รถ ใน ก า รล ะล า ย  =  — ะ----------------— — — -—

น า ห น ัก แ ป ้ง เรม ต ้น  ( m 0 )

3.16.2 การตึกษาผลของความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวข้วภาพท่ีมึต่อสมบัติของแปีงข้าว

แ ป รผ ัน ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ส า รล ด แ รง ต ึง ผ ิว ช ีว ภ า พ อ ย ่า ง น ้อ ย  5 ร ะ ด ับ เห น ือ ค ่า  C M C  ค ือ  120 

150 2 0 0  2 5 0  แ ล ะ  3 0 0  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  (ค ่า C M C  = 116 .16  ม ิล ล ิก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )  ต ่อ ส ม บ ัต ิข อ งแ ป ้ง  

ต าม ข ้อ  2) ค ือ  ท ด ส อ บ ส ม บ ัต ิก า ร เก ิด เพ ส ต ั๒ ย ใข ้เค ร ื่อ งม ือ  R ap id  V is c o  A n a ly s e r  (RVA) แ ล ะ  3) 

ค ือ  ท ด ส อ บ ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า รอ ุ้ม น ํ้า  (w a te r  h o ld in g  c a p a c ity )  ท ด ส อ บ ก า รพ อ ง ต ัว  ( sw e llin g  

p o w e r)  แ ล ะ ก า รล ะ ล า ย  ( s o lu b il it y )  ข อ งแ ป ้ง 1ข ้า วท ี่อ ุณ ภ ูม ิต ่า ง ๆ  โ ด ย เต ร ีย ม ส า รล ด แ รง ต ึง ผ ิว ผ ส ม ก ับ  

แป ้ง  ต า ม ราย ง าน ข อ ง  เก ร ีย งค ัก ด ึ๋ [62] ค ือ  เต ร ีย ม ส า รล ด แ ร ง ต ึง ผ ิว ใ ห ้ม ีป ร ิม า ณ เป ็น  3%  ข อ งน ํ้า ห น ัก  

แป ้งท ี่ใช ้
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