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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

ณัฐวรา อมาตยกุล : การผลิตและลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 
Aureobasidium pullulans สายพันธุ ์YTP6-14 (PRODUCTION AND CHARACTERIZATION 
OF BIOSURFACTANT FROM Aureobasidium pullulans STRAIN YTP6-14) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก: รศ. จิราภรณ์ ธนียวัน, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. สุเทพ ธนียวัน {, 
136 หน้า. 

งานวิจัยน้ีได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Aureobasidium pullulans สายพันธุ์ 
YTP6-14 พบว่า ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลูโคสร้อยละ 5 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีละลายอยู่ใน
น้้าหมัก (biosurfactant, BS) และผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้า (heavy oil, HO) ปลดปล่อยออกนอกเซลล์ใน
ปริมาณมาก เม่ือวิเคราะห์ BS และ HO ด้วย HPLC โดยน้าพีคที่มีประสิทธิภาพการกระจายน้้ามันสูงจาก
เวลา 11.154 และ 11.161 นาที ตามล้าดับ ไปหาน้้าหนักโมเลกุลด้วยวิธี GC/MS พบว่าทั้งคู่มี แมสซอย 
แลคโทน (168 ดาลตัน) และจากการหาน้้าหนักโมเลกุลด้วยวิธี MALDI-TOF/MS พบว่า สารสกัดหยาบ HO 
มีพีค [M+Na]+ ตรงกับ เลียโมซิน เอ1 เลียโมซิน บี1 เลียโมซิน บี2 เลียโมซิน อรา-เอ1 เลียโมซิน อรา-      
บ1ี เอ็กโซฟิลิน เอ1 เอ็กโซฟิลิน เอ1-H2O เอ็กโซฟิลิน เอ1+4Ac และ เอ็กโซฟอลิน บี2 จากการท้าให้เซลล์
แตกด้วยอุลตร้าโซนิเคเตอร์พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ BS ที่อยู่ภายในเซลล์ถูกปลดปล่อยออกมา  เเละ
จากการแปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นร้อยละ 5  เพื่อศึกษาการการผลิต BS และ HO พบว่า
กลีเซอรอลสามารถผลิต BS ได้สูงสุด คือ 1.81 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 5 และแป้งมันส้าปะหลังย่อยสามารถ
ผลิต HO ได้สูงสุดเท่ากับ 7.37 กรัมต่อลิตร ในวันที ่7 โดย BS และ HO ที่ได้จากแป้งมันส้าปะหลังย่อยมีค่า 
CMC เท่ากับ 42.28 และ 13.80 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ทนเกลือได้สูง ทนต่อความเป็นกรดด่าง ทน
อุณหภูมิ ทนต่อภาวะภายใต้หม้อน่ึงฆ่าเช้ือได้ และสามารถก่ออิมัลช่ันที่มีได้ดีกับน้้ามันมะกอกโดยอมัลช่ันมี
ความคงตัวมากกว่าร้อยละ 90 เม่ือตั้งทิ้งไว้ 60 วัน นอกจากน้ี BS และ HO สามารถยับยั้งการสร้างไบโอ-
ฟิล์มของ Streptococcus sobrinus 6715 ได้สูงสุดร้อยละ 24.73 และ 53.16 ในขณะที่ BS และ HO 
สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Streptococcus mutans ได้ร้อยละ 88.86 และ 91.10 ตามล้าดับ 
BS และ HO จึงเป็นสารประกอบชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูง เหมาะแก่การน้าไปประยุกต์ในอุตสาหกรรม
ต่างๆ  
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤษ 

# # 5771982023 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: BIOSURFACTANT/MASSOIA LACTONE/LIAMOCIN 

NATWARA AMATYAKUL: PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF 
BIOSURFACTANT FROM Aureobasidium pullulans STRAIN YTP6-14. ADVISOR: 
ASSOC. PROF. JIRAPORN THANIYAVARN, CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. SUTHEP 
THANIYAVARN {, Ph.D., 136 pp. 

In the present study, the production of surface active compounds from 
Aureobasidium pullulans strain YTP6-14 was investigated. In the medium containing 5% of 
glucose, biosurfactant (BS) was released and dissolved in culture broth whereas those in 
form of heavy oil (HO) were found as droplets. The obtained BS and HO were analyzed by 
HPLC. The fractions with high activity at retention time of 11.154 and 11.161 minutes were 
found to processes Massioa lactone (168 Da) as analyzed by GC/MS. Crude HO was also 
characterized by pseudomolecular [M+Na]+ ions in MALDI-TOF/MS, the spectra of (m/z) 
were corresponded to Liamocin A1, Liamocin B1, Liamocin B2, Liamocin Ara-A1, Liamocin 
Ara-B1, Exophilin A1, Exophilin A1-H2O Exophilin A1 + 4Ac and Exophilin B2. Cells disruption 
by ultrasonicator revealed the release of BS.  As carbon sources for BS and HO production, 
5% of glycerol produced the highest BS of 1.81 g/L at day 5 while 5% of cassava flour 
hydrolysate produced the highest HO of 7.37 g/L at day 7. CMC of BS and HO were 42.28 
mg/L and 13.80 mg/L respectively. Both, BS and HO resisted to wide range of NaCl 
concentrations, pH, temperatures and autoclave condition. Moreover, they displayed good 
emulsifying activity with olive oil and able to retain these emulsifying form more than 90% 
when left on for 60 days. In addition, BS and HO inhibited biofilm formation of 
Streptococcus sobrinus 6715 by 24.73% and 53.16% respectively. While the inhibited 
formations of Streptococcus mutans were 88.86% and 91.10% respectively. Based on the 
above properties, HO and BS from A. pullulans strain YTP6-14 are high efficiency bioactive 
compounds and valuable for industrial applications.  
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและความเป็นมา 

สารลดแรงตึงผิวมีบทบาทส้าคัญในชีวิตประจ้าวัน เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวใช้เป็นส่วนผสม
ของผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์อาหาร ผลิตภัณฑ์ส่วนบุคคลที่ใช้ในการดูแลสุขภาพร่างกาย 
น้้ายาท้าความสะอาดพื้นผิว เครื่องส้าอาง ยา  และรวมทั้งในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรม
แปรรูปอาหาร อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมกระดาษ และอุตสาหกรรมปโิตรเลียม (Satpute และ
คณะ, 2010; Ma และคณะ, 2012) สารลดแรงตึงผิวมีโครงสร้างโมเลกุลเป็นแบบแอมฟิฟาติก 
(Amphipathic) ที่ประกอบด้วยส่วนที่ชอบน้้าและไม่ชอบน้้า ท้าให้สารลดแรงตึงผิวสามารถเกิด
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างพื้นผิวของสิ่งที่เป็นของเหลว ของแข็ง และอากาศได้  (Marchant และ Banat, 
2012b) สารลดแรงตึงผิวมีคุณสมบัติหลายอย่าง เช่น  ลดค่าแรงตึงผิว ก่ออิมัลช่ัน ท้าให้เกิดฟอง และ
ช่วยให้เกิดการดูดซับ โดยข้ึนอยู่กับชนิดของสารลดแรงตึงผิว (Satpute และคณะ, 2010; Marchant 
และ Banat, 2012b) ด้วยคุณสมบัติเหล่าน้ี ท้าให้มีความต้องการสารลดแรงตึงผิวเพิ่มข้ึน สารลดแรง
ตึงผิวเป็นสารเคมีสังเคราะห์ที่ใช้กันทั่ว ๆ ไป มีข้อด้อยที่ไม่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติรวมทั้ง
อาจเป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อมได้  ดังนั้นการน้าสารลดแรงตึงผิวที่สังเคราะห์จาก
ปฏิกิริยาทางเคมีไปใช้จะต้องค้านึงถึง ชนิด ความเข้มข้นที่ใช้ และผลกระทบที่จะเกิดข้ึน  (Van 
Bogaert และคณะ, 2011) จากปัญหาดังกล่าวข้างต้นจึงมีการวิจัยและพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  รา และยีสต์  ที่ให้คุณสมบัติเช่นเดียวกันกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ แต่
มีข้อดี คือ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม มีความเป็นพิษต่้า และสามารถสลายได้ตามธรรมชาติ (Shin และ
คณะ, 2010; Marchant และ Banat, 2012a) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถคงประสิทธิภาพได้ดี
แม้อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และความเข้มข้นไอออน ข้ึนอยู่กับ
ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Cameotra และ Makkar, 2010; Makkar และคณะ, 2011)  

Aureobasidium pullulans  (A. pullulans) เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus)  มี
รูปร่างหลายแบบ และจัดอยู่ ในคลาสแอสโคมัยซีสที่สามารถสร้างเส้นใยได้ ( filamentous 
ascomycetes) สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ดิน ดอกไม้ป่า ผนังก้าแพง ผลองุ่น หิน น้้า
ทะเล และธารน้้าแข็งอาร์กติก (Urzì และคณะ, 1999; Gunde-Cimerman และคณะ, 2000; Zalar 
และคณะ, 2008; Grube และคณะ, 2011) A. pullulans มีความส้าคัญในอุตสาหกรรมเนื่องจาก
สาม าร ถผ ลิ ต สา รป ระกอบ ชี วภาพ ได้ หล ากห ลายชนิด  เ ช่น  เ อก โซพอลิ แซ็ ก คา ไร ด์ 
(Exopolysaccharide) มีช่ือว่า พูลลูแลน (Pullulan) ถูกน้าไปใช้อย่างมากในอุตสาหกรรมอาหาร 
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นอกจากนี้ A. pullulans ยังผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอื่น ๆ เช่น เอนไซม์ บีตา-กลูแคน สารฆ่ารา 
สารต้านแบคทีเรีย น้้ามันและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Price และคณะ, 2013; Gostin และคณะ, 
2014) 

Kurosawa และคณะ (1994) รายงานว่า Aureobasidium sp. ผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้า 
(heavy oil) ปลดปล่อยออกนอกเซลล์ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลกลูโคสร้อยละ 12  น้้ามันที่ผลิต
ออกมานั้นเป็นส่วนผสมน้้าตาลอะราบิทอล (Arabitol) หรือน้้าตาลแมนนิทอล (mannitol) ที่ต่อกับ
เอสเทอร์ของกรดไขมัน กรดไขมันที่พบมี 2 ชนิด คือ 3,5-dihydroxydecanoic acid และ           
5-hydroxy-2-decanoic acid จากนั้น Manitchotpisit และคณะ (2011) รายงานว่า  A. 
pullulans หลายสายพันธ์ุสามารถผลิตน้้ามันและปล่อยออกนอกเซลล์ มีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึง
ผิว ต่อมาได้ศึกษาโครงสร้างของน้้ามันที่ผลิตโดย A. pullulans สายพันธ์ุ NRRL 50380 ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลซูโครสร้อยละ 5 พบว่ามีองค์ประกอบเป็นเลียโมซิน (Liamocin) สามารถแบ่งได้
เป็น 4 แบบ คือ A1 A2 B1 และ B2 มีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลกับเอสเทอร์ของ 3,5-
hydroxydecanoic จ้านวน 3 ถึง 4 กลุ่ม โดยที่อาจต่อกับหมู่อะเซติล (acetyl) (Price และคณะ, 
2013) จากนั้น Manitchotpisit และคณะ (2014) รายงานว่าเลียโมซินสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้า
นมและเซลล์มะเร็งปากมดลูกโดยไม่เป็นพิษกับเซลล์ปกติ Kim และคณะ (2015) พบว่า A. 
pullulans สายพันธ์ุ L3-GPY สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหารเลี้ยงเช้ือ GPY ที่มี
น้้าตาลกลูโคสร้อยละ  4  มีโครงสร้างเป็นกลีเซอรอล-เลียโมซิน  (glycerol-Liamocin) และเมื่อเร็วๆ 
นี้ ได้มีรายงานว่า A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ผลิตแมสซอย แลคโทน (Massoia lactone) มี
ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลูโคสและกลีเซอรอลอย่างละร้อยละ 2.5 
(สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ, 2557) จากรายงานการวิจัยแสดงให้เห็นว่านอกจาก A. pullulans ที่ต่าง
สายพันธ์ุกันแล้ว อาหารเลี้ยงเช้ือและแหล่งคาร์บอนที่ใช้อาจมีผลต่อลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่
ผลิตได ้

นอกจากนี้ยังพบว่า A. pullulans สามารถสร้างไบโอฟิล์มบนพื้นผิวของวัสดุ เช่น พอลีไวนิล
คลอไรด์ (polyvinylchloride) และ พอลีคาร์บอเนต (polycarbonate) ได้ (Webb และคณะ, 
2000; Metzger และคณะ, 2006) โดยปัจจัยที่ส่งผลต่อการสร้างไบโอฟิล์ม ได้แก่ ลักษณะของวัสดุ
พื้นผิว ชนิดของจุลินทรีย์ และ อาหารที่ใช้ในการทดลอง (Prabhawathi และคณะ, 2014) ลักษณะ
ของวัสดุพื้นผิวที่ไม่ชอบน้้าเป็นปัจจัยหนึ่งทีเ่ปน็อุปสรรคส้าคัญในการเกาะติดและสร้างไบโอฟลิ์ม  การ
เติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นต่้าๆ จะช่วยให้จุลินทรีย์สามารถเกาะติดกับพื้นผิวและการ
สร้างไบโอฟิล์มได้ดีข้ึน ในขณะที่ความเข้มข้นสูงจะรบกวนการสร้างไบโอฟิล์ม (Arutchelvi และคณะ, 
2011)  
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพื่อศึกษาองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Aureobasidium pullulans 
สายพันธ์ุ YTP6-14 ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตและลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตได้  

1.3 ขั้นตอนการด าเนินงาน 

1.3.1 ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

1.3.2 ศึกษาองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ 

1.3.3 ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

1.3.4 ศึกษาผลของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพต่อการสร้างไบโอฟิล์ม 
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บทที่ 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิว ผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิด
เช่น แบคทีเรีย รา และยีสต์ โดยใช้น้้าตาล น้้ามัน ของเสียเหลือใช้เป็นสารตั้งต้น จุลินทรีย์จะหลั่งสาร
ลดแรงตึงผิวออกมาภายนอกเซลล์ หรือสะสมอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ (Marchant และ Banat, 2012b) 
ตัวอย่างเช่น Candida bombicola สายพันธ์ุ ATCC 22214 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด  
โซโฟโรลิปิด (Sophorolipid) โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือที่ประกอบด้วยน้้ามันจาก  Cryptococcus 
curvatus สายพันธ์ุ ATCC 20509 ร่วมกับน้้ามันดอกเรพซีด (Rapeseed oil) (Daniel และคณะ, 
1998) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างเป็นแอมฟลิฟลิลิก (Amphiphilic 
molecules) ประกอบไปด้วยส่วนหัวที่ชอบน้้า (hydrophilic moiety) ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต 
(carbohydrate) ฟอสเฟต (phosphate) กรดอะมิโน (amino acid) เปปไทด์ (peptide) กรดคาร์
บอกซิลิก (carboxylic acid) และแอลกอฮอล์ (alcohol) และส่วนหางที่ไม่ชอบน้้า (hydrophobic 
moiety) ได้แก่ กรดไขมันอิ่มตัวหรือไม่อิ่มตัว และเอสเทอร์ของกรดไขมัน (Mishra และคณะ, 2009; 
Makkar และคณะ, 2011; Foley และคณะ, 2012) โครงสร้างดังกล่าวท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สามารถละลายได้ทั้งในน้้าและในน้้ามนั มักจะอยู่ในบริเวณรอยต่อระหว่างพื้นผิวโดยหนัส่วนที่มีข้ัวเข้า
สู่โมเลกุลของน้้าและหันส่วนที่ไม่มีข้ัวเข้าสู่โมเลกุลของน้้ามันหรืออากาศ ดังรูปที่ 2.1 จึงท้าให้ค่าแรง
ตึงผิวระหว่างวัฎภาคทั้งสองชนิด (surface tension, ST) เช่น ค่าแรงตึงผิวระหว่างโมเลกุลของ
ของเหลวและอากาศ และค่าแรงตึงผิวระหว่างวัฎภาคชนิดเดียวกัน เช่น ค่าแรงตึงผิวระหว่างโมเลกุล
ของเหลวและของเหลว (interfacial tension, IT) มีค่าลดลง (Banat และคณะ, 2010) นอกจากนี้
สารลดแรงตึงผิวยังมีคุณสมบัติอื่นๆ อีก ได้แก่  ความสามารถในการกระจายน้้ามัน ความสามารถใน
การท้าให้พื้นผิวเปียก การก่ออิมัลช่ัน การเกิดฟอง และช่วยให้เกิดการดูดซับ (Satpute และคณะ, 
2010) โดยสามารถพิจารณาคุณสมบัติเหล่านี้ได้จากประจุที่โครงสร้างส่วนหัวและสัดส่วนของ 
hydrophilic ต่อส่วน hydrophobic เรียกว่า Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) (Foley 
และคณะ, 2012) 
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ผลิตภัณฑ์หลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์อาหาร ผลิตภัณฑ์ส่วนบุคคลที่ใช้ในการดูแลสุขภาพ
ร่างกาย น้้ายาท้าความสะอาดพื้นผิว เครื่องส้าอาง ยาเวชภัณฑ์ มีสารลดแรงตึงผิวเป็นส่วนประกอบ 
โรงงานอุตสาหกรรมมีการใช้สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ซึ่งไดจ้ากปฏิกิริยาทางเคมีโดยการรวมส่วนที่
ชอบน้้า เช่น คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน และ เปปไทด์ เข้ากับส่วนที่ไม่ชอบน้้า เช่น กรดไขมันอิ่มตัว
หรือไม่อิ่มตัว และเอสเทอรข์องกรดไขมัน เพื่อให้เกิดโครงสร้างเป็นแอมฟลิฟลิลิกที่สามารถน้าไปใช้ได้
โดยตรงหรือสามารถน้าไปปรับปรุงหมู่ฟังก์ชัน (functional group) เพื่อให้ได้สารลดแรงตึงผิวชนิด
ใหม่ๆ (Foley และคณะ, 2012) แต่อย่างไรก็ตาม ข้อเสียของสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ คือ ไม่
สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ เป็นอันตรายต่อสิ่งมีชีวิตและสิ่งแวดล้อม (Van Bogaert และ
คณะ, 2011) จึงท้าให้มีการวิจัยและพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจากจุลินทรีย์ เช่น 
แบคทีเรีย รา และยีสต์ ที่ให้คุณสมบัติเช่นเดียวกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ แต่มีข้อดี คือ มีความ
เป็นพิษต่้ากว่า และสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ (Shin และคณะ, 2010; Marchant และ 
Banat, 2012a)  

2.2 คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2.2.1  ลดค่าแรงตึงผิว  

แรงตึงผิว คือ คุณสมบัติของของเหลวที่บริเวณพื้นผิวเกิดจากความไม่สมดุลของแรงยึด
เหนี่ยวระหว่างโมเลกุล เมื่อโมเลกุลบนพื้นผิวไม่ได้ล้อมรอบไปด้วยโมเลกุลชนิดเดียวกันในทุกๆ ด้าน 
ท้าให้มีแรงดึงดูดกับโมเลกุลข้างเคียงมากข้ึน เช่นแรงตึงผิวที่เกิดจากโมเลกุลของน้้ายึดเหนี่ยวกันด้วย
พันธะไฮโดรเจน (Reger และคณะ, 2009) ดังรูปที่ 2.2   

รูปท่ี 2.1 โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
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แรงตึงผิวสามารถแบ่งได้ 2 ชนิดคือแรงตึงผิวระหว่างของเหลวและอากาศ ( surface 
tension, ST) และแรงระหว่างผิวประจันของของเหลว 2 ชนิด หรือระหว่างของเหลวและของเหลว 
(interfacial tension, IT) (Nitschke และ Costa, 2007) ค่าแรงตึงผิวสามารถวัดได้ด้วยวิธีของ Du 
Nouy โดยใช้เครื่องแทนซิโอมิเตอร์ (tensiometer) และห่วงวงแหวนทองค้าขาวอิริเดียม (Latinum 
Iridium ring)  มีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) หรือ ดายน์ต่อเซนติเมตร (dyne/cm) 
(Marchant และ Banat, 2014) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสจากประมาณ 72.8 mN/m  ให้ต่้าลงถึง 27 mN/m ได้โดยประมาณ และ
ลดค่าแรงระหว่างผิวประจันของน้้าและเฮกเซนจาก 40 mN/m  ให้ต่้าลงถึง 1 mN/m (Mulligan, 
2005; Marchant และคณะ, 2014) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่างชนิดกันจะสามารถลดแรงตึงผิวของ
น้้าได้ไม่เท่ากัน ดังตารางที่ 2.1 

ตารางท่ี 2.1 ค่าแรงตึงผิวที่ต่้าสุด และค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างน้้าและเฮกเซน 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

จุลินทรีย์ 
ค่าแรงตึงผิวต่้าสุด 

(mN/m) 

ค่าแรงตึงผิว
ประจันระหว่าง
น้้าและเฮกเซน 

(mg/l) 

อ้างอิง 

เซอร์แฟคทิน 
(Surfactin) 

Bacillus subtilis 25 <1 
(Cooper และคณะ, 
1981) 

แรมโนลิปิด 
(Rhamnolipid) 

Pseudomonas 
aeruginosa 

26 <1 
(Syldatk และคณะ, 
1985) 

โซโฟโรลิปิด 
(Sophorolipid) 

Candida bombicola 33 5 
(Cooper และ 
Paddock, 1984) 

  

รูปท่ี 2.2 โมเลกุลของน้้ายึดเหนี่ยวกันด้วยพันธะไฮโดรเจน 
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2.2.2 ความสามารถในการกระจายน้้ามัน (oil displacement activity) 

การกระจายน้้ามันเป็นวิธีการวัดประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ง่ายและรวดเร็ว 
โดยวัดขนาดของพื้นที่วงใสที่เกิดข้ึนบนฟิล์มน้้ามันดิบสังเคราะห์ที่อยู่บนผิวน้้าเมื่อหยดสารลดแรงตึง-
ผิวชีวภาพลงไป ดังรูปที่ 2.3 พื้นที่กระจายน้้ามันสามารค้านวณได้จากสูตร πr2 มีหน่วยเป็นตาราง
เซนติเมตร (Morikawa และคณะ, 2000) 

 
 
 

2.2.3 ค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration, CMC) 

ความสามารถในการลดแรงตึงผิวจะแปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จนกระทั่งถึงจุด CMC กล่าวคือเมื่อเติมสารลดแรงตึงผิวลงในสารละลาย ค่าแรงตึงผิวของสารละลาย
จะลดลงเรื่อยๆ จนกระทั่งถึง CMC ค่าแรงตึงผิวจะคงที่ ดังรูปที่ 2.4 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะ
เรียงตัวอยู่ในรูปไมเซลล์ (micelle) เวสซิเคิล (vesicle)  หรือไบเลเยอร์ต่อกัน (continuous 
bilayers) และค่าแรงตึงผิวจะคงที่ ดังรูปที่ 2.5 (Maier, 2003; Mulligan, 2005) การจับกันเช่นนี้
เกิดจากปฏิกิริยาเคมีอย่างอ่อนระหว่างส่วนหัวที่มี ข้ัวและส่วนหางที่ไม่มีข้ัว เช่น พันธะไฮโดรโฟบิก 
(hydrophobic bond) พันธะวันเดอวาลล์ (van der Waals bond) และพันธะไฮโดรเจน 
(hydrogen bond) ที่จุด CMC คุณสมบัติทางกายภาพของสารละลายเปลี่ยนแปลงไป เช่น ค่าการน้า
ไฟฟ้า ความหนืด ความหนาแน่น และความขุ่น เป็นต้น สารลดแรงตึงผิว ชีวภาพแต่ละชนิดจะมีค่า 
CMC จ้าเพาะแตกต่างกัน ข้ึนกับโครงสาร ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ความเข้มข้นของประจุ และ
อุณหภูมิ (Margaritis และคณะ, 1979; Maier, 2003; Raza และคณะ, 2010; Satpute และคณะ, 
2010) สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพจะมีค่า CMC ต่้า ซึ่งก็คือใช้ปริมาณสารน้อยในการลดค่า  
แรงตึงผิว (Seydlová และ Svobodová, 2008)  

รูปท่ี 2.3 พื้นที่วงใสทีเ่กิดจากการกระจายน้้ามัน 
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ที่มา : Mulligan (2005) 
 

 

 
ที่มา : Maier (2003) 

2.2.4 การก่ออิมลัช่ัน (Emulsification) 

อิมัลช่ันเป็นระบบคอลลอยด์ (colloid) ประกอบด้วยของเหลวอย่างน้อยสองชนิดที่ไม่
สามารถละลายเข้ากันได้ โดยของเหลวชนิดหนึ่งจะแตกตัวเป็นเม็ดเล็กๆ (droplets) เรียกว่าวัฏภาค
ภายใน (dispersal phase) กระจายอยู่ในของเหลวอีกชนิดหนึ่งซึ่ งเป็นวัฏภาคภายนอก 

รูปท่ี 2.4 ความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์  

รูปท่ี 2.5 ชนิดของการรวมกลุ่มของสารลดแรงตงึผิว 
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(continuous phase) เช่น สารประกอบไฮโดรคาร์บอนและน้้า (Nitschke และ Costa, 2007; 
Satpute และคณะ, 2010) อิมัลช่ันแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ อิมัลช่ันชนิดน้้า-ใน-น้้ามัน (water-in-oil, 
W/O) คืออิมัลช่ันที่มีน้้าเป็นวัฏภาคภายในและน้้ามันเป็นวัฏภาคภายนอก และอิมัลช่ันชนิดน้้ามัน-ใน-
น้้า (oil-in-water, O/W) คือ อิมัลช่ันที่มีน้้ามันกระจายเป็นวัฏภาคภายในและน้้าเป็นวัฏภาคภายนอก 
อิมัลช่ันเป็นระบบที่มีความเสถียรต่้า ดังนั้นการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้าไปในระบบจะช่วยลด
ค่าแรงตึงผิวระหว่างของเหลวทั้งสองชนิดท้าให้ระบบอิมัลช่ันมีความเสถียรมากข้ึนคงอยู่ได้เป็นเดือน
หรือเป็นปี (Velikonja และ Kosaric, 1993) โดยส่วนใหญ่แล้วสารลดแรงตึงผิวที่มีน้้าหนักโมเลกุลสูง
จะมีคุณสมบัติเป็นอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) ที่ดีกว่าสารลดแรงตึงผิวน้้าหนักโมเลกุลต่้า เรียกว่า   
ไบโออิมัลซิไฟเออร์ (bioemulsifers) จะท้าให้ระบบอิมัลช่ันเสถียรแต่ไม่สามารถลดค่าแรงตึงผิวได้
มาก  ตัวอย่างเช่น โซโฟโรลิปิด ที่ผลิตจากเช้ือ Torulopsis bombicola  มีประสิทธิภาพในการลด
ค่าแรงตึงผิวได้ดีแต่มีความสามารถในการก่ออิมัลช่ันต่้า ในทางกลับกัน ไลโพซาน (Liposan) มี
น้้าหนักโมเลกุลสูงไม่สามารถลดค่าแรงตึงผิวได้แต่ก่ออิมัลช่ันได้ดีในน้้ามันส้าหรับประกอบอาหาร 
(Cooper และ Paddock, 1984; Cirigliano และ Carman, 1985) นอกจากนี้ยังมีอิมัลช่ันประเภท
ไมโครอิมัลช่ัน (microemulsions) เป็นระบบอุณหพลศาสตร (thermodynamics) ที่มีความเสถียร 
แบ่งเป็น 4 ชนิดตามการจัดจ้าแนกของวินซอร์ (Winsor) Winsor (1948) ดังรูปที่ 2.6 

 1. อิมัลช่ันสองเฟสที่ช้ันล่างเป็นอิมัลช่ันชนิดน้้ามัน-ใน-น้้า (oil-in-water, O/W) และช้ันบน
เป็นน้้ามันส่วนเกิน 
 2. อิมัลช่ันสองเฟสที่ช้ันบนเป็นอิมัลช่ันชนิดชนิดน้้า-ใน-น้้ามัน (water-in-oil, W/O) และช้ัน
บนเป็นน้้าส่วนเกิน 
 3. อิมัลช่ันระบบสามเฟสที่ช้ันกลางเป็นไมโครอิมัลช่ันที่อยู่ในภาวะสมดุล โดยมีช้ันบนเป็น
น้้ามันส่วนเกิน และช้ันล่างเป็นน้้าส่วนเกิน   
 4. อิมัลช่ันเฟสเดี่ยว คือ น้้ามัน น้้า และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพผสมเป็นเนื้อเดียวกัน 

 
 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก (Chai และคณะ, 2005)  
รูปท่ี 2.6 การจัดจ้าแนกชนิดของไมโครอิมลัช่ันตามแบบวินซอร ์
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2.2.5 ค่าเอชแอลบี (hydrophilic-lipophilic balance, HLB) 

ค่า HLB คือ ค่าที่แสดงสัดส่วนระหว่างส่วนที่ชอบน้้าและไม่ชอบน้้าในโครงสร้างของ       
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีค่าระหว่าง 0 ถึง 20 สามารถบอกชนิดของอิมัลช่ันและการน้าไป
ประยุกต์ใช้ได ้ดังตารางที่ 2.2  

ตารางท่ี 2.2 ช่วงค่า HLB ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการน้าไปประยุกต์ใช้ 
ค่า HLB การน าไปประยุกต์ใช ้
3-6 อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้้า-ใน-น้้ามัน (water-in-oil emulsifier) 
7-9 สารท้าให้เปียก (wetting agent) 
8-18 อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้้ามัน-ใน-น้้า (oil-in-water emulsifier) 
13-15 สารท้าความสะอาด (detergent) 
15-18 สารละลาย (solubilizer) 

 
2.3 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างหลากหลาย สามารถจัดจ้าแนกได้ตามโครงสร้าง 
จุลินทรีย์ผู้ผลิต และขนาดมวลโมเลกุล (Fracchia และคณะ, 2012) เมื่อจัดจ้าแนกสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพตามมวลโมเลกุลจะสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่มีมวลโมเลกุลต่้า และกลุ่มที่มีมวล
โมเลกุลสูง สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลต่้าจะสามารถลดค่าแรงตึงผิวได้ดี ได้แก่ ไกลโคลิปิด 
(Glycolipid) ไลโปเปปไทด์ (Lipopeptide) กรดไขมัน (fatty acid) และฟอสโฟลิปิด 
(Phospholipid) ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกุลสูงจะมีความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว
ต่้าแตเ่พิ่มความเสถียรของอิมัลช่ันไดดี้จึงเรียกว่า ไบโออิมัลซไฟเออร์ (bioemulsifier)  ได้แก่ สารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์ (polymeric biosurfactant) และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
อนุภาค (particulate biosurfactant) (Gautam และ Tyagi, 2006; Dastgheib และคณะ, 2008; 
Singh และ Saini, 2014) การจัดจ้าแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามมวลโมเลกุลและจุลินทรีย์ผู้ผลิต 
ได้แสดงไว้ ดังตารางที่ 2.3   
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ตารางท่ี 2.3 การจัดจ้าแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามมวลโมเลกลุ  
ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จุลินทรีย์ 

มวลโมเลกุลต่ า 
 

ไกลโคลิปิด (Glycolipid)  
แรมโนลิปิด (Rhamnolipid)  Pseudomonas aeruginosa 
โซโฟโรลิปิด (Sophorolipid) Candida bombicola 
ทรีฮาโรลิปิด (Trehalolipid) Arthrobacter paraffineus 
แมนโนซิลอีรีทริทอล ลิปิด (Mannosylerythritol 
lipid, MELs) 

Pseudozyma sp. 

ไลโปแปปไทด์ (Lipopeptide)  
เซอร์เฟคทิน (Surfactin,  Bacillus subtilis 
อิทูริน (iturin), เฟนไจซิน (fengycin)  
ฟลิปาสตาติน (Phipastatin) Bacillus cereus 
ไลเคไนซิน (Lichenysin) Bacillus licheniformis 

อาร์โทรเฟคทิน (Arthrofactin) Arthrobacter sp. 
กรดไขมัน (fatty acid)  
โครีโนมัยโคลิค แอซิด  
(Corynomycolic acid) 

Corynebacterium lepus 
 

ฟอสโฟลิปิด (Phospholipids) 
 

Acinetobacter sp., 
Thiobacillus thiooxidans 

มวลโมเลกุลสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์  
อีมัลซาน (Emulsan) Acinetobacter calcoacetius 

อลาซาน (Alasan) Acinetobacter radioresistens 

ไลโปซาน (Liposan) Candida lipolytica 

มานานโปรตีน (Mananprotein) Saccharomyces cerevisiae 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค  

สารลดแรงตึงผิวพาร์ทิคูเลต 
(Particulate surfactant, PM) 

Pseudomonas marginalis 
 

ไบโอเซอร์ พีเอ็ม (Biosur PM) Pseudomonas maltophila 

เวสิเคิล (Vesicles) Acinetobacter sp. 

ท่ีมา : (Cirigliano และ Carman, 1985; Mulligan, 2005; Gautam และ Tyagi, 2006; 
Rahman และ Gakpe, 2008; Fracchia และคณะ, 2012) 
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2.3.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกลุต่้า 

  2.3.1.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิปิด (Glycolipid) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่จะเป็นชนิดไกลโคลิปิด มี โครงสร้าง เป็น
คาร์โบไฮเดรต เช่น กลูโคส (Glucose) แมนโนส (Mannose) กาแลคโตส (Galactose) แรมโนส 
(Rhamnose) ทรีฮาโรส (Treharose) กรดกลูคูรูนิค (Glucurunic acid)  และ กาแลคโตสซัลเฟต 
(Glalactose sulphate) เช่ือมต่อกับกรดไขมันสายยาว หรือ กรดไขมันที่มีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl 
group) ด้วยพันธะไกลโคซิดิก (Glycosidic bond) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดที่ถูกศึกษามากที่สุด 
ได้แก่ แรมโนลิปิด โซโฟโรลิปิด ทรีฮาโรลิปิด และ แมนโนซิลอีรีทริทอล ลิปิด เป็นต้น (Chen และ
คณะ, 2007; Rahman และ Gakpe, 2008) 

แรมโนลิปิด (Rhamnolipid) เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย
สกุล Pseudomonas เช่น P. aeruginosa, P. fluorescens และแบคทีเรียในสกุล Burkholderia 
มีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแรมโนส จ้านวน 1 หรือ 2 โมเลกุล เช่ือมกับกรด β-hydroxydecanoic 
จ้านวน 1 หรือ 2 โมเลกุล (Gautam และ Tyagi, 2006; Fracchia และคณะ, 2012) ดังรูปที่ 2.7 
สามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิจาก 72.8 mN/m  ให้ต่้าลงอยู่ในระหว่าง 32 ถึง 30 mN/m มี
ค่า CMC อยู่ในช่วง 5 ถึง 65 มิลลิกรัมต่อลติร สามารถก่ออิมัลช่ันได้ดี และละลายได้ดีในสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนจึงมักถูกน้าไปใช้ในทางสิ่งแวดล้อม เช่น การก้าจัดสารไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในดิน 
นอกจากนี้ยังถูกใช้ในทางการแพทย์เพื่อในการต่อต้านการยึดเกาะ (antiadhesive) ต้านแบคทีเรีย 
(antibacteria) ต้านเช้ือรา (antifungal) และต้านไวรัส (antiviral) (Dyke และคณะ, 1993; 
Rahman และ Gakpe, 2008; Fracchia และคณะ, 2012) 

โซโฟโรลิปิด (Sophorolipid) ผลิตได้จากยีสต์หลายสปี ชีย์  เ ช่น Candida 
bombicola, Candida lipolytica, Rhodotorula bogoriensis, Wickerrhaminella 
domercqiae และ Candida batistae (Van Bogaert และคณะ, 2011) มีโครงสร้างเป็นน้้าตาล
โซโฟโรส (Sophorose) หรือ กลูโคส 2 โมเลกุล ที่เช่ือมกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก β-1,2 ต่อกับกรด
ไขมันที่มีจ้านวนคาร์บอน 16 ถึง 18 อะตอม โดยแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ อะซิดิก (acidic) มีลักษณะเป็น
วงเปิดโดยหมู่คาร์บอกซิล (carboxyl) อยู่อย่างอิสระที่ปลายสายของกรดไขมัน และชนิดแลคโทนิค 
(lactonic) หมู่คาร์บอกซิลที่ปลายสายของกรดไขมันจะเช่ือมต่อกับน้้าตาลโซโฟโรสท้าให้มีลักษณะ
เป็นวงปิด ดังรูปที่ 2.8 ท้าให้มีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน โดยชนิดแลคโทนิคจะมีคุณสมบัติในการลด
ค่าแรงตึงผิว และต่อต้านจุลชีพได้ดีกว่า ในขณะที่ชนิดอะซิดิกจะสามารถละลายน้้าและก่อฟองได้
ดีกว่า นอกจากนี้การมีหมู่อะเซติลเพิ่มข้ึนจะท้าให้ละลายน้้าได้น้อยลง แต่กระตุ้นการต้านไวรัสและ



 

 

13 

การหลั่งไซโตไคน์ (Cytokine) (Van Bogaert และคณะ, 2007; Van Bogaert และคณะ, 2011) 
โซโฟโรลิปิดสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิจาก 72.8 mN/m  ให้ต่้าลงอยู่ในระหว่าง 40 ถึง 
30 mN/m มีค่า CMC ประมาณ 11-250 มิลลิกรัมต่อลิตร (Develter และ Lauryssen, 2010) 
สามารถผลิตได้มาก เช่น Candida bombicola สายพันธ์ุ ATCC 22214 ผลิตได้สูงถึง 422 กรัมต่อ
ลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีน้้ามันจาก Cryptococcus curvatus สายพันธ์ุ ATCC 20509 ปริมาณ 
20 กรัมต่อลิตร และน้้ามันดอกเรพซีด (rapeseed oil) ปริมาณ 400 กรัมต่อลิตร (Daniel และคณะ, 
1998) 

 
 
 

a : Monorhamnolipid, b : Dirhamnolipid 
ที่มา : Magalhães และ Nitschke (2013) 

 

 
รูปท่ี 2.8 โครงสร้างของโซโฟโรลปิิด 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Van Bogaert และคณะ (2007) 

รูปท่ี 2.7 โครงสร้างของแรมโนลปิิด  
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ทรีฮาโรลิปิด (Trehalolipid) เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์
หลายชนิด เช่น Mycobacteria, Corynebacteria, Arthrobacter, Nocardia และ Gordonia มี
โครงสร้างเป็นน้้าตาลทรีฮาโรส (กลูโคส 2 โมเลกุล เช่ือมกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก α,α-1,1) เช่ือมต่อ
กับกรดมัยโคลิก (Mycolic acids) ที่มีลักษณะเป็นกรดไขมันสายยาว (α-branched-β-hydroxy 
fatty acids)  ดังรูปที่ 2.9 อย่างไรก็ตามชนิดของจุลินทรีย์ผู้ผลิตมีผลต่อโครงสร้างส่วนกรดมัยโคลิก 
(Mycolic acid) ท้าให้มีจ้านวนคาร์บอนอะตอมตั้งแต่ 20 ไปจนถึง 90 อะตอม และจ้านวนกรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวที่แตกต่างกัน (Desai และ Banat, 1997; Fracchia และคณะ, 2012)  

 

 
รูปท่ี 2.9 โครงสร้างของทรีฮาโรลปิิด  

(Trehalose 6,6' - dimycolate, TDM) 
ที่มา : Shao (2011) 
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แมนโนซิลอีรีทริทอล ลิปิด (Mannosylerythritol lipid, MELs) เป็นสารลดแรงตึง-
ผิวชีวภาพที่มีลักษณะเป็นน้้ามันผลิตได้จากยีสต์สกุล Pseudozyma sp. และ Ustilago sp. มี
โครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนโนสและน้้าตาลแอลกอฮอล์อีรีทรีทอล (4-O-β-D-manopyranosyl-D-
erythritol) ต่อกับกรดไขมันที่มีคาร์บอนต้ังแต่ 2 ถึง 18 อะตอม โดยที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 4 และ 6 
ของน้้าตาลแมนโนสอาจจะต่อกับหมู่อะเซติล  จ้านวนและต้าแหน่งที่มีหมู่อะเซติลส่งผลให้เกิด
โครงสร้างที่หลากหลายแบ่งเป็น 4 แบบ คือ MEL-A, MEL-B, MEL-C และ MEL-A ดังรูปที่ 2.10 
MEL-A จะมีอะเซติล 2 หมู่ MEL-B มีอะเซติล 1 หมู่ที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 4 MEL-C มีอะเซติล 1 หมู่
ที่คาร์บอนต้าแหน่งที่ 6 ส่วน MEL-D ไม่มีหมู่อะเซติล (Morita และคณะ, 2008; Arutchelvi และ 
Doble, 2011) การสังเคราะห์แมนโนซิลอีรีทริทอล ลิปิด จะเกิดข้ึนเมื่อยีสต์เจริญอยู่ในเฟสคงที่ 
(stationary phase) และเก็บสะสมไว้ในเซลล์เพื่อเป็นแหล่งพลังงานเหมือนกับไตรเอซิลกลีเซอรอล 
(triacylglycerols) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้สามารถลดค่าแรงตึงของน้้าบริสุทธ์ิที่ให้ต่้าลงกว่า 
30 mN/m ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก ต้านเซลล์มะเร็ง และต้านการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว (Kitamoto และคณะ, 2002; Arutchelvi และ Doble, 2011)  

 
 
 

ที่มา : Arutchelvi และ Doble (2011) 

 
 
 
  

รูปท่ี 2.10 โครงสร้างของแมนโนซลิอรีีทริทอล ลิปิด 
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  2.3.1.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไลโปเปปไทด์ (Lippopeptide) 

ไลโปเปปไทด์ส่วนใหญ่ผลิตจากจุลินทรีย์ในกลุ่ม Bacillus แบ่งออกเป็น 4 แฟมิลีส์ 
(families) คือ เซอร์แฟคทิน (Surfactin) อิทูริน (Iturin) เฟนไจซินและฟลิปาสตาติน (Fangycin 
และ Flipastatin) และ เคิร์สตาคิน (Kurstakins) มีความแตกต่างกันเล็กน้อยที่สายกรดไขมันและ
กรดอะมิโนในสายเปปไทด์ ดังรูปที่ 2.11 และ 2.12 

เซอร์แฟคทิน (Surfactin) ผลิตได้จาก Bacillus subtilis  มีโครงสร้างเป็นกรด    
อะมิโน 7 ตัว เช่ือมกับกรดไขมันเบต้าไฮดรอกซีทีม่ีคาร์บอนต้ังแต่ 12 ถึง 16 อะตอม มีลักษณะเป็นวง
ดังรูปที่ 2.11 (Seydlová และ Svobodová, 2008) เซอร์แฟคทินแบ่งได้เป็น 3 แบบ คือ A, B และ 
C มีความแตกต่างกันที่ชนิดของกรดอะมิโนในต้าแหน่งที่เช่ือมเป็นวงกับคาร์บอนต้าแหน่งที่ 14 ถึง 15 
ของกรดไขมัน โดยแบบ A มีกรดอะมิโนเป็น L-leucine แบบ B มี L-valine และแบบ C มี          
L-isoleucine ส่วนกรดอะมิโนล้าดับอื่นๆ อาจแตกต่างกันข้ึนกับภาวะในการเลี้ยงเช้ือ โดยเฉพาะ
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกรดอะมิโนจ้าเพาะประกอบอยู่ด้วย (Jacques, 2011) เซอร์แฟคทินสามารถลด
ค่าแรงตึงของน้้าบริสุทธ์ิจาก 72 mN/m เป็น 27 mN/m มีค่า CMC ประมาณ 23 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(Heerklotz และ Seelig, 2001) มีคุณสมบัติในการต้านจุลชีพ ต้านมะเร็ง และยับยั้งการแข็งตัวของ
เลือด จึงมักถูกน้าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ (Arima และคณะ, 1968; Thimon และคณะ, 
1992; Kim และคณะ, 2007) อนุพันธ์ุอื่นๆ ของเซอร์แฟคทิน ได้แก่ ไลชีนัยซิน (Lichenysin) และ  
พูมิลาซิดิน (Pumilacidin) ที่ผลิตได้จาก Bacillus licheniformis และ Bacillus pumilus 
ตามล้าดับ (Horowitz และคณะ, 1990; Morikawa และคณะ, 1992) ไลชีนัยซินมีโครงสร้างที่
คล้ายกันกับเซอร์แฟคทินต่างกันที่กรดอะมิโนต้าแหน่งที่หนึ่ง จึงท้าให้มีคุณสมบัติทางเคมีที่คล้ายกัน 
(McInerney และคณะ, 1990)  

อิทูริน (Iturin) ผลิตได้จาก Bacillus subtilis ถูกค้นพบครั้งแรกโดย Delcambe 
(1950) มีคุณสมบัติในการต้านจุลชีพ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี้ประกอบไปด้วยอินทูริน A ถึง 
E (Iturins A-E)  บาซิลโลมัยซิน D, F, L (Bacillomycins D, F, L) และ มัยโคซับทิลิน 
(Mycosubtilin) อิทูรินมีโครงสร้างเป็นวงเปปไทด์ที่ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ้านวน 7 ตัว เช่ือมกับ
กรดไขมันเบต้าไฮดรอกซีที่มีคาร์บอนต้ังแต ่14 ถึง 17 อะตอม (Bland, 1996; Jacques, 2011)  

เฟนไจซิน (Fengycin) และฟลิปาสตาติน (Phipastatin) ผลิตได้จาก Bacillus 
subtilis และ  Bacillus cereus ตามล้าดับ เฟนไจซินถูกค้นพบครั้งแรกเป็นสารต้านเช้ือราโดย
นักวิจัยชาวเยอรมัน (Vanittanakom และคณะ, 1986) ในขณะที่ฟลิปาสตาตินถูกค้นพบครั้งแรกเป็น
สารยับยั้งเอนไซม์ฟอสโฟไลเปซ เอ2 (Phospholipase A2) โดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่น (Nishifiori และ
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คณะ, 1986) สารทั้งสองมีโครงสร้างแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยและมีคุณสมบัติทางชีวภาพที่คล้ายคลึง
กันมาก  

เคิร์สตาคิน (Kurstakin) ผลิตได้จาก Bacillus thuringiensis ถูกค้นพบโดย 
Hathout และคณะ (2000) มีคุณสมบัติเป็นสารต้านเช้ือรา Stachybotrys charatum มีโครงสร้าง
ดังรูปที่ 2.12 
 

 
 
 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Hamley (2015)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา : Béchet และคณะ (2012)  
  

รูปท่ี 2.11 โครงสร้างของไลโปเปปไทด์ชนิดด่างๆ 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของเคิรส์ตาคิน 
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  2.3.1.3 กรดไขมัน (Fatty acid) และฟอสโฟลิปิด (Phospholipid) 

จุลินทรีย์หลายชนิดทั้ง รา แบคทีเรียและยีสต์ เช่น Candida lepus, Nocardia 
erythropolis, Thiobacillus thiooxidans, Acinetobacter sp., Micrococcus sp., 
Mycococcus sp., Pseudomonas sp., Candida sp., Penicillium sp., และ Aspergillus sp. 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสร้างเป็นกรดไขมันและฟอสโฟลิปิดจากอาหารเลี้ยงเช้ือ
ที่มีแอลเคน (Alkane) เป็นองค์ประกอบ โดยค่า HLB ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะแปรผันตรงกับ
ความยาวของสายไฮโดรคาร์บอน (Shekhar และคณะ, 2015) กรดไขมันที่ผลิตข้ึนโดยจุลินทรีย์
เหล่าน้ีมีโครงสร้างซับซ้อน เช่น กรดโครีโนมัยโคลิก (Corynomycolic acid) ที่ประกอบไปด้วยหมู่ 
ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) และหมู่อัลคิล (alkyl group) (Rahman และ Gakpe, 2008)  

การเลี้ยงจุลินทรีย์เหล่านี้ในอาหารที่มีแอลเคนจะท้าให้ผลิตฟอสโฟลิปิดได้เพิ่มข้ึน
อย่างมาก แต ่Thiobacillus thiooxidans สามารถผลิตฟอสโฟลิปิดได้ในปริมาณมากเมื่อมีซัลเฟอร์ 
(Sulphur) อยู่ในอาหารเลี้ยงเช้ือ (Beeba และ Umbreit, 1971) Acinetobacter sp. สายพันธ์ุ 
HO1-N ผลิตสารสื่อประสาทฟอสฟาทิดิวเอทาโนลามีน (Phosphatidylethanolamine) ที่มี
โครงสร้างดังรูปที่ 2.13 ไว้ในถุงเวสสิเคิล (vesicle) มีความสามารถในการเกิดไมโครอิมัลช่ัน (micro 
emulsion) ที่สามารถเห็นด้วยตาเปล่าในแอลเคนและน้้า (Käppeli และ Finnerty, 1979)       
ฟอสฟาทิดิวเอทาโนลามีนที่ผลิตจาก Rodococcus erythropolis ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีแอลเคนมี
คุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างน้้าและเฮกซะเดคเคน (Hexadecane) ได้ต่้ากว่า 1 
mN/m และมีค่า CMC เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร (Kretschmer และคณะ, 1982)  

 
 
 

หมู่ R1 และ R2 คือ สายของกรดไขมัน 
ที่มา : (Sampalis, 2011)  

 
  

รูปท่ี 2.13 โครงสร้างของฟอสฟาทิดิวเอทาโนลามีน  
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2.3.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมวลโมเลกลุสูง 

  2.3.2.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร ์

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทนี้มีลักษณะเป็นพอลิเมอร์มีน้้าหนักโมเลกุลสูง
ประมาณ 1,000 กิโลดาลตัน ท้าให้สามารถก่ออิมัลช่ันได้ดี เช่น อิมัลซาน (Emulsan) อลาซาน 
(Alasan) และ ลิโพซาน (Liposan) เป็นต้น อิมัลซานเป็นเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ประจุลบ มีโครงสร้าง
หลักเป็นน้้าตาลอะมิโนต่อกัน 3 ตัว คือ D-galactosamine, D-galactosaminouronic acid และ 
di-deoxy-di-amino hexose  ในอัตราส่วน 1:1:1  และมีกรดไขมันที่มีคาร์บอน 10 ถึง 22 อะตอม
ต่อกับโครงสร้างหลักนี้ประมาณร้อยละ 5 ถึง 23 โดยน้้าหนักของพอลิเมอร์ ดังรูปที่ 2.14 (Dams-
Kozlowska และคณะ, 2008)  อิมัลซานมีน้้าหนักโมเลกุล 1,000 กิโลดาลตัน ผลิตได้จากเช้ือ 
Acinetobacter calcoaceticus สายพันธ์ุ RAG-1 ATCC 31012 (Rosenberg และ Ron, 1997) 
ไลโพซานเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่ประกอบด้วยน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยวต่างชนิดกัน คือ กลูโคส (Glucose)           
กาแล็ ก โ ตส  (Galactose) ก าแล็ ก โ ตซ ามี น  (Galactosamine) และก ร ดกาแล็ ก โต โ ร นิ ก 
(Galactoronic acid) มาเช่ือมต่อกัน มีคาร์โบไฮเดรทร้อยละ 83 และโปรตีนร้อยละ 17 ผลิตได้จาก 
Candida lipolytica (Cirigliano และ Carman, 1985) 

 
 
 

ที่มา : (Gautam และ Tyagi, 2006) 

 
 

  

รูปท่ี 2.14 โครงสร้างของอิมลัซาน 
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  2.3.2.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้ ถูกผลิตและปลดปล่อยออกมาภายนอกเซลล์  
Acinetobacter sp. สายพันธ์ุ HO1-N ปลดปล่อยเวสสิเคิลที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 20 ถึง
50 นาโนเมตร ภายในประกอบด้วย โปรตีน ฟอสฟอลิปิด และลิโปพอลิแซ็กคาไรด์ สามารถเกิด     
ไมโครอิมัลช่ันกับสารไฮโดรคาร์บอนได้ และมีบทบาทส้าคัญในการน้าอัลเคนเข้าสู่เซลล์  (Käppeli 
และ Finnerty, 1979)  

2.4 ข้อดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพผลิตได้จากแบคทีเรีย รา และยีสต์ โดยสามารถใช้แหล่งอาหารที่มี
ราคาถูกในการผลิต สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเช่นเดียวกันกับสารลดแรงตึงผิ วสังเคราะห์ 
แต่มีข้อดี คือ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม มีความเป็นพิษต่้า และสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ อีกทั้ง
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่ทนภาวะที่ไม่เหมาะสมต่างๆ เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และ
ความเข้มข้นของเกลือได้ดี (Shin และคณะ, 2010; Marchant และ Banat, 2012a) 

2.4.1 มีความเป็นพิษต่้า 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเป็นพิษต่้าหรือไม่เป็นพิษ มีส่วนน้อยที่เป็นพิษแต่ก็ต่้ากว่า 
สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ จึงท้าให้เหมาะส้าหรับการน้าไปใช้ในด้านเภสัชกรรม เครื่องส้าอาง และ
อาหาร (Nitschke และ Costa, 2007) งานวิจัยโดย Poremba และคณะ (1991a) รายงานว่า    
แรมโนลิปิดมีค่า LC50 (ค่าความเข้มข้นที่ท้าให้ประชากรร้อย 50 ของกลุ่มตัวอย่างเสียชีวิต) ต่อ 
Photobacterium phosphoreum สูงกว่าโครีซิท (Corexit) ที่เป็นสารลดแรงตึงผวิสังเคราะห์ถึง 10 
เท่า ซึ่งแสดงให้เห็นว่า แรมโนลิปิดเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีความเป็นพิษต่้า สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ได้จาก Pseudomonas aeruginosa มีความปลอดภับต่อมนุษย์โดยไม่มีผลต่อเนื้อเยื่อหัวใจ 
ปอด ตับ และไต (Das และ Mukherjee, 2005) และเมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์
มาร์ลอน เอ-350 (Marlon A-350) พบว่ามาร์ลอน เอ-350 มีความเป็นพิษสูงกว่าและมีผลต่อการ
กลายพันธ์ุ (Flasz และคณะ, 1998)   

2.4.2 สามารถย่อยสลายทางชีวภาพ 

นอกจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมแล้วยังสามารถย่อยสลายทาง
ชีวภาพได้โดยมีรายงานว่าแรมโนลิปิดสามารถย่อยสลายได้ดีโดยแบคทีเรียแอโรบิก (Aerobic 
bacteria) แบคทีเรียแอนแอโรบิก (Anaerobic bacteria) แบคทีเรียรีดิวซ์ไนเตรท (Nitrate-
reducing bacteria) และแบคทีเรียรีดิวซ์ซัลเฟต (Sulphate-reducing bacteria) ส่วนไตรตอน 
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เอ็กซ์-100 (Triton x-100) ที่เป็นสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์สามารถย่อยสาลายได้บางส่วนในภาวะที่
มีอากาศ (Aerobic condition) แต่ไม่สามารถย่อยสลายได้ในภาวะอื่นๆ (Mohan และคณะ, 2006) 

2.4.3 ทนต่อภาวะที่ไม่เหมาะสม  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพหลายชนิดมีความสามารถทนต่อภาวะที่ไม่เหมาะสมต่างๆ ซึ่งเป็น
ประโยชน์ต่อการน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมเนื่องจากจะต้องผ่านกรรมวิธีต่าง ๆ ที่มีภาวะที่
แตกต่างกัน เช่น ความร้อน ความดัน กรดด่าง (pH) และไอออนต่างๆ (Cameotra และ Makkar, 
1998; Muthusamy และคณะ, 2008) ไลชีนัยซินเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus 
licheniformis สายพันธ์ุ JF-2 สามารถทนอุณหภูมิได้ถึง 50 องศาเซลเซียส ทนต่อความเป็นกรดด่าง
ในช่วง 4 ถึง 9 ได้ และทนต่อความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) และแคลเซียม (Ca2+) ได้ถึง 
50 และ 25 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ นอกจากนี้ ไลโปเปบไทด์จาก Bacillus subtilis สายพันธ์ุ LB5a 
ทนต่อภาวะภายในตู้นึ่งฆ่าเช้ือที่ 121 องศาเซลเซียส เวลา 20 นาที และเก็บรักษาได้ 6 เดือนที่
อุณหภูมิ -18 องศาเซลเซียส ทนต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 5 ถึง 11 ได ้และทนต่อโซเดียมคลอไรด์
เข้มข้นร้อยละ 20 โดยมวลต่อปริมาตร ได้ (Poremba และคณะ, 1991b; Nitschke และ Pastore, 
2006; Muthusamy และคณะ, 2008) 

2.4.4 มีโครงสร้างทางเคมีทีห่ลากหลาย 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลายข้ึนอยู่กับจุลินทรีย์และสารตั้งต้นที่
ใช้ในการผลิต (Nitschke และ Pastore, 2006) เช่น สารลดแรงตึงชีวภาพเซอร์เฟคทินที่ผลิตจาก 
Bacillus subtilis มีโครงสร้างเป็นไลโปเปปไทด์ คือ สายเปปไทด์จับกับกรดไขมัน (Kakinuma และ
คณะ, 1969) ในขณะที่โซโฟโรลิปิดจาก Candida bombicola มีโครงสร้างเป็นไกลโคลิปิดซึ่ง
ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตเช่ือมต่อกับกรดไขมันสายยาว  สารตั้งต้นที่ใช้ในการผลิต เช่น แหล่ง
คาร์บอนที่เป็นไฮโดรโฟบิกส่งผลต่อกรดไขมันในโครงสร้างของโซโฟโรลิปิด (Van Bogaert และคณะ, 
2007) ท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ได้มีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน  

2.4.5 แหล่งอาหารที่ใช้ในการผลิตมรีาคาถูก 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตได้จากแหล่งอาหารที่มีราคาถูกเนื่องจากจุลินทรีย์
สามารถใช้แหล่งอาหารได้หลากหลาย เช่น พืชที่ให้แป้ง น้้ามันจากพืชและจากสัตว์ที่เหลือใช้จาก
อุตสาหกรรมต่างๆ วัตถุดิบเหลือใช้ทางการเกษตร ของเสียและผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมน้้าตาล 
อุตสาหกรรมน้้ามัน เป็นต้น (Singh และ Saini, 2014)  น้้าเสียจากโรงงานผลิตแป้งจากมันส้าปะหลัง
เป็นแหล่งอาหารที่นิยมน้ามาใช้เนื่องจากประกอบไปด้วยโปรตีน กลูโคส มอลโตส (Maltose) ไนเตรท 
(Nitrate) ฟอสฟอรัส (Phosphorus) และแร่ธาตุ ถูกน้าไปใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น 
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เซอร์เฟกทนิและแรมโนลิปดิ (Barros และคณะ, 2008; Costa และคณะ, 2009) โมลาส (Molasses) 
เป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาลจากอ้อยมีน้้าตาลทั้งหมด (total sugar) ที่ส่วนใหญ่
เป็นน้้าตาลซูโครสประมาณร้อยละ 48 ถึง 56 ถูกน้าไปใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 
Bacillus subtilis (Makkar และ Cameotra, 1997) น้้ามันที่เหลือจากการประกอบอาหารก็สามารถ
น้ามาใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ โดย  Haba และคณะ (2000) รายงานว่า 
Pseudomonas spp. และ Bacillus spp. สามารถใช้น้้ามันมะกอกและน้้ามันทานตะวันที่ผ่านการ
ทอดแล้วมาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ นอกจากนี้ Shah และคณะ (2007) ได้น้าน้้ามันที่เหลือใช้
จากร้านอาหารมาผลิตโซโฟโรลิปิดจาก Candida bombicola 

2.5 ประโยชน์และการประยุกต์ใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีประโยชน์และถูกน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมแทนการใช้สารลดแรงตึง-
ผิวสังเคราะห์เนื่องจากมีคุณสมบัติเหมือนกัน เช่น ส่งเสริมการไหล ส่งเสริมการละลาย ช่วยในการ
กระจายตัวของสาร เป็นสารก่ออิมัลช่ัน ท้าให้เกิดฟอง ท้าให้พื้นผิวเปียก และช่วยให้ตกตะกอน    
เป็นต้น แต่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเป็นพิษน้อยกว่า ย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ และมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ เช่น ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์  ยับยั้งการเกาะติดและการสร้างไบโอฟิล์ม ยับยั้งการเจริญ
ของเนื้องอกและเซลล์มะเร็ง ยับยั้งการท้างานของระบบภูมิ คุ้มกัน ลดการอักเสบ ต้านอาการแพ้ 
ส่งเสริมการท้างานของเอนไซม์ และ เป็นพาหนะขนส่งยา เป็นต้น (Rahman และ Gakpe, 2008; 
Gharaei-Fathabad, 2011) จึงมีการน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปประยุกต์ใช้จ้านวนมาก โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในอุตสาหกรรมน้้ามันทั้งในการผลิตน้้ามันปิโตรเลียม การผสมสูตรน้้ามันตลอดจนการบ้าบัด
ทางชีวภาพ เช่น การก้าจัดน้้ามันออกจากดิน ทรายและน้้าทะเล นอกจากนี้ยังถูกน้าไปประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส้าอาง เภสัชกรรม การแพทย์ การเกษตร เหมืองแร่ และผลิตภัณฑ์ส้าหรับ
ซักล้างท้าความสะอาด (Banat และคณะ, 2000) รายละเอียดแสดงคุณสมบัติเด่นของสารลดแรงตึง-
ผิวชีวภาพและการน้าไปประยุกต์ใช้ ดังตารางที่ 2.4  
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ตารางท่ี 2.4 การประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอุตสาหกรรมต่างๆ 
การประยุกต์ใช้ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แหล่งอ้างอิง 

อุตสาหกรรมน้ ามัน   
เพิ่มการผลิตน้้ามัน (EOR) โดยการลดแรงตึงผิว
ประจันระหว่างน้้ามันและน้้าเกิดเป็นอิมัลชั่นท้าให้
น้้ามันไหลออกมาจากช่องหิน 

Surfactin Schaller และคณะ (2004)  
Lichenysin Banat (1993) 

Rhamnolipid Yakimov และคณะ (1997) 

ขนส่งน้้ามันปิโตรเลียมผ่านท่อโดยท้าให้เกิดอิมัลชั่น 
ความหนืดลดลงเหลือ 70 cP ส่งน้้ามันได้ไกล 9.56 
กิโลเมตรต่อชั่วโมง  

Emulsan Hayes และคณะ (1990) 

ท้าความสะอาดถังบรรจุน้้ามัน โดยท้าให้เกิดอิมัลชั่น Rhamnolipid Pesce (2002) 

ผสมลงในสูตรน้้ามันปิโตรเลียมเพื่อให้เกิดอิมัลชั่น
ระหว่างน้้าและน้้ามันดีเซล 

Rhamnolipid Perfumo และคณะ (2010) 

การบ าบัดทางชีวภาพ 
  

ก้าจัดน้้ามันจากชายหาดที่รั่วไหลจากถังบรรจุน้้ามัน  Rhamnolipid Harvey และคณะ (1990) 

ช่วยให้น้้ามันดีเซลละลายในเฟสของเหลวได้ดีขึ้น
เพื่อให้ต่อการย่อยสลาย 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ Ayed และคณะ (2015) 

ชะโลหะหนักออกจากดินปนเปื้อน  Glycolipid Yang และคณะ (2016) 

อุตสาหกรรมอาหาร 
  

ลดความเสื่อมเสียและการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ Mnif และคณะ (2012) 

เพิ่มความคงตัวของมายองเนส สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ Campos และคณะ (2015) 

เครื่องส าอาง 
  

ต้านจุลชีพและเพิ่มความชุ่มชื้นให้แก่ผิวหนัง Sophorolipid Cho และคณะ (2008) 

สารบ้ารุงผิวหยาบกร้าน Mannosylerythritol lipids Kitagawa และคณะ (2006) 

การเกษตร 
  

ยับยั้งเชื้อราที่ก่อโรคในพืช Rhamnolipid Sha และคณะ (2012) 
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2.5.1 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในอุตสาหกรรมปโิตรเลยีม 

เนื่องจากโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีทั้งส่วนที่มีข้ัวและไม่มีข้ัวท้าให้
ของเหลวผสมระหว่างน้้ามันและน้้าเกิดการเปลี่ยนแปลทางกายภาพ เช่น ค่าแรงตึงผิว ค่าแรงตึงผิว
ประจัน ความหนืด ข้ัว และ ความยืดหยุ่น เป็นต้น อุตสาหกรรมปิโตรเลียมจึงได้น้าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมาใช้เพื่อช่วยเพิ่มการผลิตน้้ามันปิโตรเลียม (Microbial Enhancing Oil recovery, MEOR) 
เช่น การใช้จุลินทรีย์ย่อยสลายโมเลกุลน้้ามันให้เล็กลงเพื่อลดความหนืดของน้้ามัน การเติมจุลินทรีย์ที่
สามารถผลิตเมือกพอลิแซ็กคาไรด์ และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หรือการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพใส่
ลงไปโดยตรงเพื่อหล่อลื่นน้้ามันให้ไหลได้ดีข้ึนจะช่วยแซะน้้ามันออกจากซอกหินภายในหลุมด้วยการ
ลดค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างน้้ามันและน้้า ท้าให้หินและรูพรุนในหินเปียก และท้าให้เกิดอิมัลช่ัน 
(Khire, 2010)  นอกจากนี้ยังใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น อิมัลซาน มาใช้โดยให้เกิดเป็นอิมัลช่ันใน
ลักษณะน้้าในน้้ามันเพื่อลดความหนืดและเพิ่มอัตราการไหลของน้้ามันปิโตรเลียมผ่านท่อขนส่ง 
(Perfumo และคณะ, 2010) การท้าความสะอาดถังบรรจุน้้ามันโดยบริษัท wIdrabel Italia  และ
บริษัท Jeneil Biosurfactant ใช้แรมโนลิปิด น้้า และสารหล่อลืน่ (fluidizing agent) ปล่อยเข้าถังใน
ลักษณะวนรอบถังจนกระทั่งเกิดเป็นอิมัลช่ัน เมื่อหยุดระบบหมุนวน อิมัลช่ันจะแยกส่วนโดยส่วนบน
เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ส่วนล่างเป็นน้้า สารอนินทรีย์ และส่วนที่เป็นทรายจะตกลงสู่ก้นถัง  
(Pesce, 2002) และการประยุกต์ใช้กับเครื่องยนต์โดยผสมลงในน้้ามันดีเซล เนื่องจากน้้ามันดีเซล
อิมัลช่ันนี้มีข้อดีคือ ปรับปรุงประสิทธิภาพการเผาไหม้ของเครื่องยนต์ ลดการปล่อยสารมลพิษ ลดการ
เผาไหม้ของเครื่องยนต์ดีเซล เช้ือเพลิงอิมัลช่ันนี้จะเป็นอิมัลช่ันแบบน้้าในน้้ามันดีเซลโดยมีสัดส่วนของ
น้้าอยูร่้อยละ 10 ถึง 20 โดยปริมาตร ซึ่งจะประกอบไปด้วยสารลดแรงตึงผิวและสารเติมแต่งต่างๆ 

ยับยั้งเชื้อราที่ก่อโรคในพืช เช่น Fusarium spp., 
Aspergillus spp., และ Bipolaris sorokiniana 

Surfactin  และ Iturin A Velho และคณะ (2011) 

การแพทย์ 
  

ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ Salmonella 
enterica บนพลาสติกพีวีซี และสายท่อปัสสาววะ  

Surfactin  Mireles และคณะ (2001) 

กระตุ้นการตายของเซลล์มะเร็งตับในมนุษย์ H7402 Sophorolipid Chen และคณะ (2006) 

สังเคราะห์อนุภาคนาโนซิลเวอร์ที่มีคุณสมบัติในการ
ต้านแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และต้าน
เชื้อ Candida albican  

Rhamnolipid Kumar และคณะ (2010) 
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เช่น สารชะล้างท้าความสะอาด สารหล่อลื่น สารก้าจัดโฟม สารเพิ่มประสิทธิภาพการเผาไหม้ สาร
ต้านสนิม และ สารป้องกันการเกิดปฏิกิริยาของโลหะกับน้้ามัน สารลดแรงตึงผิว ชีวภาพจะช่วยให้
อิมัลช่ันมีความเสถียรและกระจายโมเลกุลของน้้าให้อยู่ในน้้ามันดีเซล (Perfumo และคณะ, 2010)  

2.5.2 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการบ้าบัดทางชีวภาพ 

การปนเปื้อนของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน โลหะหนัก และย่าฆ่าแมลง ในแหล่งน้้าและดิน
ส่งผลกระทบอย่างร้ายแรงต่อสิ่งมีชีวิตทั้งคนและสัตว์รวมถึงระบบนิเวศน์และระบบเศรษฐกิจ 
(Franzetti และคณะ, 2010) เนื่องจากอุตสาหกรรมปิโตรเลียมมคีวามส้าคัญเพื่อใช้เป็นแหลง่พลังงาน
และเป็นวัตถุดิบให้กับอุตสาหกรรมเคมี จึงมีการปนเปื้อนในน้้าและดินอันเนื่องมาจากการรั่วไหลจาก
แท่นขุดเจาะ ถังบรรจุน้้ามัน ท่อส่งน้้ามัน (Xia และคณะ, 2014) นอกจากนี้การท้าเหมืองแร่ โรงงาน
อุตสาหกรรม และการฝังกลบของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมยังส่งผลให้บริเวณโดยรอบปนเปื้อนไป
ด้วยโลหะหนัก โลหะหนักจะอยู่ในสิ่งแวดล้อมได้ยาวนานกว่าสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและยาฆ่า
แมลง การละลายของโลหะหนักข้ึนกับค่าความเป็นกรดด่าง ท้าให้โลหะหนักบางส่วนถูกน้าไปใช้โดย
สิ่งมีชีวิต ความเป็นพิษและอันตรายจากโลหะหนักจึงเกิดจากการปนเปื้อนในน้้าด่ืม และการสะสมใน
ห่วงโซ่อาหาร (Hashim และคณะ, 2011; Luna และคณะ, 2016) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูก
น้าไปใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการย่อยสลายสารปนเปือ้นจากอุตสาหกรรมปิโตรเลียมโดยใช้กลไก เช่น 
การก่ออิมัลช่ัน การลดค่าแรงตึงผิวของสารปนเปื้อนเพื่อให้จุลินทรีย์ย่อยสลายได้ง่ายข้ึน และการเพิ่ม
ค่า hydrophobicity ให้แก่ผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ผู้ย่อยสลายท้าให้จุลินทรีย์เข้าถึงสารปนเปื้อนได้
ง่ายข้ึน อย่างไรก็ตามการบ้าบัดทางชีวภาพจะต้องใช้เวลานานข้ึนเมื่อสารปนเปื้อนเกาะติดอยู่ในรูหรือ
ซอกขนาดเล็ก เช่น ซอกดิน ซอกหิน เป็นต้น สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะช่วยลดค่าแรงตึงผิวของสาร
ปนเปื้อน ลดค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างสารปนเปื้อนและดิน และลดค่าแรงคาปิลลารี่ (Capillary) 
ระหว่างน้้ามันและดิน ส้าหรับการบ้าบดัโลหะหนักที่ตกค้างอยู่ในสิ่งแวดล้อม สารลดแรง-ตึงผิวชีวภาพ
จะเข้าไปจับกับโลหะหนัก ลดค่าแรงตึงผิวประจันระหว่างโลหะหนักและพื้นผิวท้าให้สามารถชะโลหะ
หนักออกมาได ้(Franzetti และคณะ, 2010; Hashim และคณะ, 2011) 

2.5.3 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในอุตสาหกรรมอาหาร 

การใช้สารเติมแต่งในอุตสาหกรรมรมอาหารมีความส้าคัญและจ้าเป็นในข้ันตอนการผลิต การ
บรรจุ การเก็บรักษา และการขนส่ง เพื่อปรับปรุงลักษณะทางกายภาพ เคมี ชีวภาพ หรือรสชาดของ
อาหารให้ดียิ่งข้ึน โดยจะต้องมีความปลอดภัย ไม่เป็นพิษ เพื่อให้สอดคล้องกับความต้องการของ
ผู้บริโภคที่มีค่านิยมลดการบริโภคอาหารที่มีสารสังเคราะห์เป็นองค์ประกอบ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จึงมีบทบาทส้าคัญเนื่องจากการมีคุณสมบัติที่เป็นประโยชน์ เช่น เป็นสารให้ความคงตัว ท้าให้ข้น และ
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ก่ออิมัลช่ัน เป็นต้น สามารถน้าไปใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ ได้หลายชนิด เช่น เบเกอรี ไอศกรีม โย
เกิร์ต น้้าสลัด ซอส และ เนย เป็นต้น นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดยังมีคุณสมบัติต้าน
จุลชีพและป้องกันการยึดเกาะของจุลินทรีย์ จึงถูกน้าไปใช้เพื่อควบคุมการปนเปื้อนของแบคทีเรียใน
อาหาร ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค และป้องกันการสร้างไบโอฟิล์มหรือเมือกบนผิวหน้า
อาหาร ส่งผลให้อาหารมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค ยืดอายุการเก็บรักษาอาหาร และลดการเน่าเสีย
ของอาหาร (Nitschke และ Costa, 2007; Campos และคณะ, 2013)  

2.5.4 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในอุตสาหกรรมความงาม 

เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ มีความเป็นพิษต่้า และ
เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม จึงมีความเหมาะสมต่อการน้ามาประยุกต์ใช้ในเครื่องส้าอาง สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ถูกน้ามาใช้อย่างกว้างขวางในผลิตภัณฑ์เพื่อการท้าความสะอาดและเครื่องส้าอาง ได้แก่ 
โซโฟโรลิปิด แรมโนลิปิด และ แมนโนซิลอิริธิออล ลิปิด เป็นต้น ซึ่งมีคุณสมบัติหลากหลาย เช่น ก่อ
อิมัลช่ัน ที่ท้าให้สิ่งสกปกเปียก ช่วยในการละลาย การกระจาย และการเกิดฟอง (Lourith และ 
Kanlayavattanakul, 2009) 

2.5.4.1 โซโฟโรลปิิด 

โซโฟโรลิปิดมีข้อดีคือปกป้องเส้นผมและเพิ่มความชุ่มช้ืนให้กับผิวหนัง โซโฟโรลิปิด
ถูกผลิตโดยบริษัท Kao Co. Ltd และจ้าหน่ายทางการค้าในรูปของโลช่ันบ้ารุงผิวและเครื่องส้าอาง
ภายใต้ยี่ห้อการค้า Sofina และ Soliance เช่น ลิปสติก ดินสอเขียนขอบปาก ที่ทาตา และแป้งทา
หน้า เป็นต้น เนื่องจากมีคุณสมบัติในการต่อต้านอนุมูลอิสระ  ช่วยเพิ่มความชุ่มช้ืนให้กับผิวหนัง 
กระตุ้นการท้างานของเซลลผ์ิวหนังและการสงัเคราะห์คอลาเจน นอกจากนี้โซโฟโรลิปิดยังมีคุณสมบัติ
ในการต่อต้านจุลชีพจึงถูกน้าไปใช้เป็นส่วนผสมในผลิตภัณฑ์เพื่อรักษาสิว ขจัดรังแค และก้าจัดกลิ่น
กาย (Lourith และ Kanlayavattanakul, 2009) 

2.5.4.2 แรมโนลปิิด 

แรมโนลิปิดถูกน้าไปใช้อย่างกว้างขวางในผลิตภัณฑ์บ้ารุงผิวลดริ้วรอย เนื่องจาก
สามารถข้ากับผิวหนังได้ดีและก่ออาการระคายเคืองผิวได้ต้่า นอกจากนี้แรมโนลิปิดยังก่ออิมัลช่ันได้ดี
และลดค่าแรงตึงผิวได้สูงจึงถูกน้าไปใช้ในผลิตภัณฑ์ดูแลสุขภาพ เช่น ยาไล่แมลง ยาลดกรด แผ่นแปะ
สิว ผลิตภัณฑ์ขจัดรังแค น้้ายาล้างคอนแทคเลนส์ (contact lens)  สารก้าจัดกลิ่น ผลิตภัณฑ์ดูแลเล็บ 
และยาสีฟัน เป็นต้น (Lourith และ Kanlayavattanakul, 2009) 
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2.5.4.3 แมนโนซิลอริิธิออล ลิปิด   

แมนโนซิลอิริธิออล ลิปิด มีคุณสมบัติในการเพิ่มความชุ่มช้ืนให้แก่ผิว ปกป้องและ
ซ่อมแซมเส้นผมที่แห้งเสยีจากสารเคมี ปกป้องเซลลผ์ิวจากสารอนุมูลอิสระ จึงถูกน้าไปใช้ในผลิตภัณฑ์
เพื่อการบ้ารุงผมและบ้ารงุผวิ ลดริ้วรอย เครื่องส้าอาง ครีมรองพื้นและแป้งรองพืน้ซึ่งจะช่วยให้รองพืน้
กันน้้าได้ดีข้ึนและยังคงความชุ่มช้ืนให้แก่ผิวหน้า (Morita และคณะ, 2013) 

2.5.5 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการเกษตร 

การเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรเพื่อตอบสนองความต้องการอาหารของประชากรมนุษย์เป็น
ปัญหาความกังวลระดับโลก การเกษตรแบบยั่งยืนและความมั่นคงทางอาหารจงึเป็นเรื่องส้าคัญน้าไปสู่
การปรับปรุงคุณภาพดินเพื่อเพิ่มผลผลิต การเติมจุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพลงในดินจะ
ช่วยบ้ารุงดิน และเพิ่มปริมาณสารอาหารที่พืชจะน้าไปใช้ได้ และยังช่วยในด้านการบ้าบัดดินที่
ปนเปื้อนจากน้้ามันปิโตรเลียม โลหะหนัก และสารเคมีก้าจัดศัตรูพืช นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพยังถูกน้าไปประยุกต์ใช้เพื่อควบคุมก้าจัดจุลินทรีย์ที่ก่อโรคในพืช และถูกน้าไปใช้ทดแทนสาร
สังเคราะห์ทางเคมีที่เป็นองค์ประกอบในสารก้าก้าจัดศัตรูพืช (Sachdev และ Cameotra, 2013) 

2.5.6 การใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในด้านการแพทย ์

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกน้าไปประยุกต์ใช้ในด้านการแพทย์อย่างกว้างขวางเนื่องจากการมี
คุณสมบัติในการต่อต้านจุลชีพ ทั้งแบคทีเรีย รา และไวรัส อีกทั้งยังสามารถยับยั้งการเกาะติดและการ
สร้างไบโอฟิล์มบนอุปกรณ์การแพทย์ เช่น สายต่อให้อาหาร หรือสายต่อปัสสาวะ ซึ่งจะท้าให้เกิด
อันตรายแก่ผู้ป่วย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิด เช่น เซอร์แฟคทิน แมนโนซิลอีริธิออล ลิปิด และ 
ธีฮาโรส ลิปิด ถูกน้ามาใช้ ในการยับยั้งการอักเสบ ต่อต้านการเกิดเนื้องอก ยับยั้งการท้างานของระบบ
ภูมิคุ้มกันซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการน้าไปใช้ในผู้ป่วยที่เปลี่ยนถ่ายอวัยวะ นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพยังถูกน้าไปประยุกต์เป็นสารที่ช่วยในการส่งผ่านยีน และการน้าส่งยา เช่น อนุภาคนาโน 
(Fracchia และคณะ, 2012) 

2.6 สารประกอบชีวภาพท่ีผลิตไดจ้าก A. pullulans 

2.6.1 A. pullulans 

A. pullulans เป็นราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) เดิมจัดจ้าแนกอยู่ในช้ัน 
Dueteromycetes หรือ Fungi imperfecti ปัจจุบันมีการจัดจ้าแนกทางอนุกรมวิธานให้อยู่ในไฟลัม 
Ascomycota ช้ัน Deuteromycetes อันดับ Dothideales วงศ์ Aureobasidiaceae สามารถแบ่ง
ออกเป็น 3 varieties ได้แก่ Aureobasidium pullulans var. pullulans, A. pullulans var. 
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melanogenum และ A. pullulans var. aubasidani Yurlova (De Hoog และคณะ, 1999; 
Zalar และคณะ, 2008; Thambugala และคณะ, 2014)  A. pullulans เจริญในภาวะที่มีอากาศ 
โดยเริ่มแรกโคโลนีมีลักษณะเรียบ เป็นเมือก สีเหลือง และเปลี่ยนเป็นสีครีม ชมพูอ่อน หรือน้้าตาล
อ่อน และกลายเป็นสีด้าเมื่อมีการสร้างคลาไมโดสปอร์ จึงมักเรียกว่ายีสต์ด้า เนื่องจากมีการผลิตเม็ดสี
เมลานิน (Melanin) เพื่อปกป้องตนเองจากรังสีอุลต้าไวโอเล็ต (Ultraviolet ray) มีเส้นใยสั้นๆ รอบ
โคโลนี โดยเส้นใยมีลักษณะโปรง่แสง เรียบ ผนังบาง กว้าง 2 ถึง16 ไมโครเมตร เมื่อเวลาผ่านไปเสน้ใย
จะมีสีเข้มข้ึน และเซลล์จะหนาข้ึน (Gadd, 1980; Deshpande และคณะ, 1992) A. pullulans มี
รูปร่างหลายแบบ (polymorphic form) ข้ึนอยู่กับชนิดอาหารเลี้ยงเช้ือและภาวะที่ใช้ในการเลี้ยง 
(Ramos และ Acha, 1975; Deshpande และคณะ, 1992) โดยมีวงจรชีวิตดังรูปที่ 2.15  

 
รูปท่ี 2.15 วงจรชีวิตของ A. pullulans 

ที่มา : ดัดแปลงมาจาก  Ramos และ Acha (1975) 
 

จากรูปที่ 2.15 วงจรชีวิตของ A. pullulans เริ่มจากบลาสโสปอร์ (Blastospores) หรือ
เซลล์ที่มีลักษณะคล้ายยีสต์จะเกิดการเปลี่ยนแปลงได้ 3 ลักษณะ คือ ลักษณะที่ 1 บลาสโสปอร์แตก
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หน่อได้บลาสโตสปอร์ใหม่ ลักษณะที่ 2 บลาสโตสปอร์สร้างเส้นใยเทียมมีลักษณะเป็นเซลล์ใหม่ที่ต่อ
จากเซลล์เดิม ลักษณะที่ 3  บลาสโตสปอร์กลายเป็นเซลล์พอง จากนั้นเซลล์พองนี้อาจเกิดการแตก
หน่อเป็นบลาสโตสปอร์ใหม่ หรือสร้างท่องอก (germ tube) แล้วกลายเป็นเส้นใย หรือเซลล์พอง
อาจจะสร้างผนังกั้นข้ึนมา เซลล์พองที่มีผนังกั้นน้ีสามารถแตกหน่อเป็นบลาสโตสปอร์ใหม่ได้หรือสร้าง
ท่องอกเพื่อกลายเป็นเส้นใยได้เช่นกัน หรือผนังของเซลล์อาจจะหนาข้ึนกลายเป็นคลาไมโดสปอร์ 
(Clamydospore) คลาไมโดสปอร์จะสามารถแตกหน่อเป็นบลาสโตสปอร์ใหม่ หรือสร้างท่องอกและ
เปลี่ยนเป็นเส้นใยได้ ในทางกลับกันเส้นใยจะผลิตเม็ดสีและเปลี่ยนไปเป็นคลาไมโดสปอร์ได้   

A. pullulans เป็นราที่สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ในดิน ตะกอนในมหาสมุทร ดิน
บริเวณปากแม่น้้า น้้าทะเล ดอกไม้ป่า เนื้อไม้ หินปูน ผลองุ่น ธารน้้าแข็งอาร์กติก ถังน้้ามัน บนพื้นผิว
พลาสติก หรือบริเวณที่มีความช้ืนสูง เช่น ผนังห้องน้้า ม่านห้องน้้า ห้องครัว ขอบหน้าต่าง เป็นต้น 
(Deshpande และคณะ, 1992; Urzì และคณะ, 1999; Gunde-Cimerman และคณะ, 2000; 
Zalar และคณะ, 2008; Gostinčar และคณะ, 2014) พบได้ทั้งในหลายเขตอากาศ เช่น ร้อน แห้ง
แล้ง อบอุ่น หนาว และข้ัวโลก เป็นต้น เช่น Thaniyavarn และคณะ (2013) ได้คัดแยก A. 
pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 จากตัวอย่างน้้าทะเลบริเวณเกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี ประเทศไทย ซึ่ง
เป็นเขตร้อน ส่วน Kim และคณะ (2015) แยก A. pullulans สายพันธ์ุ L3-GPY จากดอกลิลลี่ลาย
เสือ เขตอุลจิน (Uljin) ประเทศเกาหลีใต้  

A. pullulans มีความส้าคัญในอุตสาหกรรมเนื่องจากสามารถผลิตสารได้หลากหลายชนิด 
เช่น เอกโซพอลิแซ็กคาไรด์ที่ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารมีช่ือว่าพูลลูแลน (Pullulan) ซึ่งประกอบด้วย
หน่วยของน้้าตาลมอลโตไตรโอส (Maltotriose) ต่อกันเป็นสายยาว นอกจากนี้ยังผลิตสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพอื่น ๆ เช่น บีตา-กลูแคน (β-glucan) สารฆ่ารา สารต้านแบคทีเรีย สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ และเอนไซม์ ต่างๆ เช่น อะไมเลส เซลลูเลส โปรติเอส แพคติเนส และไลเปส เป็นต้น (Gostin 
และคณะ, 2014) ดังตารางที่ 2.5  
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ตารางท่ี 2.5 การประยุกต์ใช้สารประกอบชีวภาพที่ผลิตโดย A. pullulans 
ผลิตภัณฑ์ การประยุกต์ใช้ 

พูลลูแลน 
 

ฟิล์มที่มีคุณสมบัติในการป้องกันการซึมผ่านของออกซิเจน (oxygen-impermeable 
film) สารเพิ่มความข้นหนืด สารยึดติดหรือสารห่อหุ้ม สารผสมในอาหารที่มีแคลอรี่ต่า 
สารต้านการจับตัวเป็นก้อนของเลือด ใช้เป็นวัตถุดิบสาหรับอุตสาหกรรมทางเคมี 

อะไมเลส ใช้ในขั้นตอนการย่อยแป้ง สารลอกแป้งออกในอุตสาหกรรมผ้า เป็นสารเติมใน
ผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้ในการผลิตเอทานอล ใช้ในการวิเคราะห์ทางการแพทย์และเคมี
คลินิก ใช้ในการผลิตน้้าเชื่อที่มีปริมาณมฟรุกโทสสูง และยังใช้ในการผลิตยีสต์ และ
จุลินทรีย์อ่ืนๆ  

เซลลูเลส ใช้ในอุตสาหกรรมสิ่งทั้งทั้งการปรับปรุงเส้นใยเซลลูเลสและการฟอกผ้า เป็นสารเติมใน
ผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้ผลิตโปรตีนเซลล์เดียวและเชื้อเพลิงชีวภาพ และใช้ในการบาบัด
ของเสีย  

ไลเปส ใช้เป็นสารเร่งปฏิกิริยา เช่น ไฮโดรไลซิส อินเตอร์-เอสเทอร์ริฟิเคชัน แอลกอฮอล์ไลซิส 
อะติโดไลซิส เอสเทอร์ริฟิเคชัน และ อะมิโนไลซิส เป็นต้น และใช้ในการผลิตไบโอดีเซล  

อัลคาไลน์ ไลเปส เป็นสารเติมในผลิตภัณฑ์ซักล้าง ใช้ในการแยกโลหะเงิน ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและ
อาหารสัตว์ อุตสาหกรรมเคมี บาบัดของเสีย และใช้ในการย่อยโปรตีน  

ไซแลนเนส ใช้ในอุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรมอาหาร และใช้ในการบาบัดของเสีย 

β -Fructofuranosidase 
และ Maltosyl 
Transferase 

บรรเทาอาการท้องผูก ปรับปรุงองค์ประกอบของของเหลวในเลือดในผู้ที่มีไขมันใน
เลือดสูง เพิ่มประสิทธิภาพของการดูดซึมแคลเซียมและแมกนีเซียม ยังยั้งการผลิตสาร
เน่าเสียในล้าไส้ และยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์จ้าพวก bifidobacterium 

แมนนาเนส ใช้ฟอกเยื่อกระดาษ ใช้ในการเปลี่ยนของเสียชีวมวลให้กลายเป็นน้าตาลเพื่อใช้ในการ
หมัก เพิ่มคุณค่าทางโภชนาการในอาหารสัตว์ ใช้ลดความหนืดของสารสกัดจากกาแฟ 
และใช้ในการผลิตแมนโน – โอลิโกแซ็กคาไรด์  

โปรตีนเซลล์เดียว ใช้เป็นอาหารสัตว์และอาหารมนุษย์ ใช้เป็นแหล่งโปรตีนสาหรับ 
การผลิตสารเปปไทด์ที่ออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (bioactive peptide)  

การควบคุมทางชีวภาพ ใช้ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ในผลไม้ ธัญพืชและผัก  

ไซเดอโรฟอร์ ใช้ในทางการแพทย์ ใช้ในการแยกโลหะและบาบัดของเสีย  

ที่มา : Chi และคณะ (2009) 
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นอกจากนี ้A. pullulans ยังสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและน้้ามันที่มีคุณสมบัติใน
การลดค่าแรงตึงผิวได้หลายชนิด เช่น น้้ามัน Liamocin และ Massoia lactone เป็นต้น  

2.6.2 น้้ามันที่หนักกว่าน้้า (Heavy oil, HO) จาก A. pullulans 

นักวิจัยหลายกลุ่มได้รายงานว่า A. pullulans หลายสายพันธ์ุสามารถผลิตน้้ามันที่หนักกว่า
น้้าเมื่อเจริญอยู่ในข้ันทุติยภูมิและปลดปล่อยออกนอกเซลล์ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีปริมาณไนโตรเจน
จ้ากัดและมีแหล่งคาร์บอนเป็นน้้าตาลหรือน้้าตาลแอลกอฮอล์ มีลักษณะเป็นหยดน้้ามันลอยอยู่ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือและเกาะที่ก้นหรือผนังของขวดรูปชมพู่ น้้ามันนี้จะตกลงอยู่ใต้ช้ันเซลล์เมื่อน้าน้้าหมัก
ไปปั่นเหว่ียง น้้ามันที่สกัดได้มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวเช่นเดียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
อยู่ในน้้าเสี้ยงเช้ือ  

 Kurosawa และคณะ (1994) พบว่าจุลินทรีย์สกุล Aureobasidium sp. ผลิตน้้ามันและ
ปลดปล่อยออกนอกเซลลเ์มื่อเลีย้งในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลกลูโคสร้อยละ 12 น้้ามันที่ผลิตออกมา
นั้นมีองค์ประกอบเป็นเอสเทอร์ของกรดไขมันที่ต่อกับน้้าตาลอะราบิทอล (Arabitol) หรือน้้าตาล 
แมนนิทอล (Mannitol) โดยกรดไขมันที่พบมี 2 ชนิด คือ 3,5-dihydroxydecanoic acid และ           
5-hydroxy-2-decanoic acid 

Manitchotpisit และคณะ (2011) ได้รายงานว่า A. pullulans จ้านวน 21 สายพันธ์ุ
สามารถผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้าได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลซูโครสร้อยละ 5 โดยสายพันธ์ุ CU 43 
ผลิตน้้ามันได้สูงสูด 6 กรัมต่อลิตรในวันที่ 6 จากนั้น Price และคณะ (2013) ได้ศึกษาโครงสร้างน้้ามัน
ที่ผลิตจากสายพันธ์ุ NRRL 50380 ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลซูโครสร้อยละ 5 และให้ช่ือว่าน้้ามัน
เลียโมซิน (Liamocin) มีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แบ่งได้เป็น 4 แบบ คือ A1, A2, B1 
และ B2  มีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลต่อกับเอสเทอร์ของกรด 3,5-hydroxydecanoic จ้านวน 
3 ถึง 4 กลุ่ม และอาจมีบางส่วนต่อกับหมู่อะเซติล (acetyl) แบบ A มีเอสเทอร์ของกรด 3,5-
hydroxydecanoic จ้านวน 3 กลุ่ม ในขณะที่ แบบ B มี 4 กลุ่ม A1 และ B1 ไม่มีหมู่อะซิติลใน
โครงสร้าง แต่ A2 และ B2 หมู่อะซิติลในโครงสร้าง นอกจากนี้ยังพบโครงสร้างที่ไม่มีน้้าตาลแมนนิ
ทอล เรียกว่า เอ็กโซฟินลิน (Exophilin) มีความแตกต่างกันดังรูปที่ 2.16  
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ที่มา : Price และคณะ (2013) 

 Leathers และคณะ (2015) ได้ท้าการเลี้ยง A. pullulans จ้านวน 6 สายพันธ์ุในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ 4 ชนิดที่มีองค์ประกอบดังตารางที่ 2.6 โดยอาหารทุกชนิดจ้ากัดปริมาณไนโตรเจนและมี
ปริมาณคาร์บอนเกินพอเพื่อให้จุลินทรีย์น้าไปใช้ในการผลิตสารทุตยภูมิ เช่น พลูลูแลน กรดโพลีเบต้า
แอลมาลิก (Poly β-L-malic acid) และเลียโมซิน พบว่าสายพันธ์ุและแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการ
เจริญ การผลิตเลียโมซิน และการสร้างเมด็สี แต่อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ระหว่างองค์ประกอบของ
อาหารเลี้ยงเช้ือและชนิดของเลียโมซินยังไม่ชัดเจน  

 Leathers และคณะ (2016) พบว่า A. pullulans ผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้าโดยใช้อาหาร
เลี้ยงเช้ือที่มีฟางข้าวที่ผ่านการย่อยด้วยอัลคาไลน์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (alkaline hydrogen 
peroxide) ร่วมกับเอนไซม์เซลลูเลส (Cellulase) เบต้า-กลูโคสิเดส (β-glucosidase) และ ไซลาเนส 
(Xylanase) ท้าให้ได้น้้ามันที่ปราศจากสีด้าเมลานิน (Melanin)  

ต่อมา Price และคณะ (2016) พบว่าแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้้าตาลแอลกอฮอล์ (Polyol) เช่น 
ดี-แมนนิทอล (D-Mannitol) ดี-ซอร์บิทอล (D-Sorbitol) ดี-กาแล็คทิทอล (D-Galactitol) ดี-อราบิ
ทอล (D-Arabitol) แอล-อราบิทอล (L-Arabitol) ดี-ไซลิทอล (D-Xylitol) ดี-ริบิทอล (D-Ribitol) 
แอล-ธรีอิทอล (L-Threitol) ดี-ธรีอิทอล (D-Threitol) เมโซ-อิรีธริทอล (Meso-erythritol) และ ดี-

รูปท่ี 2.16 โครงสร้างของ Liamocin และ Exophilin 
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กลีเซอรอล (D-Glycerol) ส่งผลต่อโครงสร้างส่วนหัวที่ของเลียโมซินที่ผลิตโดย A. pullulans NRRL 
50380 ให้เปลี่ยนจากน้้าตาลแมนนิทอลเป็นน้้าตาลอราบิทอล   

ตารางท่ี 2.6 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือเพื่อผลิตน้้ามนัจาก A. pullulans  
องค์ประกอบ อาหารชนิด A อาหารชนิด B อาหารชนิด C อาหารชนิด D 

Sucrose 5 
   

Glucose 
 

12 1 8 

Peptone 0.06 
   

Yeast extract 0.04 0.02 
 

0.02 

l-Asparagine·H2O 
  

0.05 
 

NaNO3 
 

0.15 
  

KNO3 
 

0.1 
  

(NH4)SO4 
   

0.02 

Sea salts 
  

4 
 

NaCl 0.1 
   

CaCl2 
   

0.015 

K2HPO4 0.5 0.005 0.05 0.7 

Na2PO4 
   

0.25 

MgSO4·7H2O 0.04 0.02 
 

0.15 

FeCl3·7H2O 
   

0.015 

MnSO4·H2O 
   

0.002 

ZnSO4·7H2O 
 

0.02 
 

0.002 

pH 6.5 5.5 7.0 6.0 

ที่มา : Leathers และคณะ (2015) 
 Wang และคณะ (2014) แยกเช้ือ A. pullulans var. melanogenum สายพันธ์ุ P10 จาก
ป่าชายเลน สามารถผลิตน้้ามันไดร้้อยละ 66 ของน้้าหนกัเซลล์แห้ง เมือ่เลี้ยงในถังหมักขนาด 10 ลิตร 
ด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือที่มกีลูโคสร้อยละ 8 เป็นเวลา 5 วัน น้้ามันที่ผลิตได้มีองค์ประกอบเป็นกรดไขมัน 
C16:0 ร้อยละ 26.7 C16:1 ร้อยละ 1.7 C18:0 ร้อยละ 6.1 C18:1 ร้อยละ 44.5 และ C18:2 ร้อยละ 
21.0   
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 Liu และคณะ (2014) แยกเช้ือ A. pullulans var.melanogenum สายพันธ์ุ P5 จากป่า
ชายเลน สารมารถผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้าได้ดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลกลูโคสร้อยละ 12 
และสารสกัดจากข้าวโพดร้อยละ 0.1 พบว่าสามารถผลิตน้้ามันได้ 32.5 กรัมต่อลิตร ในถังหมักขนาด 
10 ลิตร โดยใช้เวลา 7 วัน น้้ามันที่ได้มีองค์ประกอบเป็นอัลเคนสายยาวร้อยละ 66.15 และกรดไขมัน
ร้อยละ 26.4 ซึ่งเป็น C16:0 ร้อยละ 21.2 C16:1 ร้อยละ 2.8 C18:0 ร้อยละ 2.9 C18:1 ร้อยละ 
39.8 และ C18:2 ร้อยละ 33.3  

น้้ามันที่ผลิตได้จาก A. pullulans ถูกน้าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์เพื่อเป็นสารยับยั้ง
เซลล์มะเร็งและสารต้านแบคทีเรีย และอุตสาหกรรมน้้ามัน ดังตารางที่ 2.7 โดย Manitchotpisit 
และคณะ (2014) รายงานว่าน้้ามัน Liamocin จาก A. pullulans สายพันธ์ุ RSU สามารถยับยั้ง
เซลล์มะเร็งเต้านมได้ โดยมีค่า IC50 เท่ากับ 32.1 ± 1.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  และน้้ามัน 
Liamocin จาก A. pullulans สายพันธ์ุ RSU 21 สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูก โดยมีค่า IC50 
เท่ากับ 63.1 ± 2.4 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  Bischoff และคณะ (2015) พบว่าน้้ามัน Liamocin 
สามารถต้านแบคทีเรียได้หลายชนิด ได้แก่ E. faecalis สายพันธ์ุ ATCC 29212, S. agalactiae  
สายพันธ์ุ NRRL B-1815, S mutans สายพันธ์ุ ATCC 25175, S. infantarius สายพันธ์ุ NRRL     
B-41208 และ S. uberis นอกจากนี้ Wang และคณะ (2014) พบว่าน้้ามันที่ผลิตได้จาก               
A. pullulans var.melanogenum สายพันธ์ุ P10 มีองค์ประกอบเป็นกรดไขมันสามารถน้าไปผลิต
เป็นน้้ามันดีเซล และน้้ามันดีเซลที่ผลิตได้น้ีสามารถจุดติดไฟได้ดี  

ตารางท่ี 2.7 การประยุกต์ใช้น้้ามันทีผ่ลิตได้จาก A. pullulans 
จุลินทรีย์ การน้าไปประยุกต์ใช้ แหล่งอ้างอิง 

A. pullulans สายพันธ์ุ RSU 9 ยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านม (Manitchotpisit และคณะ, 2014) 
A. pullulans สายพันธ์ุ RSU 21 ยับยั้งเซลล์มะเร็งปากมดลูก (Manitchotpisit และคณะ, 2014) 
A. pullulans สายพันธ์ุ NRRL 
50380 

ต้านแบคทีเรีย 
E. faecalis ATCC 29212, 
S. agalactiae NRRL B-1815, 
S mutans ATCC 25175, 
S. infantarius NRRL B-41208, 
S. uberis, 

(Bischoff และคณะ, 2015) 

A. pullulans var.melanogenum 
สายพันธ์ุ P10 

ผลิตน้้ามันดีเซลจุดติดไฟ (Wang และคณะ, 2014) 
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2.6.3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จากน้้าหมักเลี้ยงเช้ือ A. pullulans 

 นอกจาก A. pullulans จะผลิตน้้ามันและปลดปล่อยออกนอกเซลล์แล้วยังผลิตสารประกอบ
ชีวภาพในน้้าหมักเลี้ยงเช้ือ โดยสารประกอบชีวภาพดังกล่าวนี้มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิว Kim 
และคณะ (2015) รายงานว่า A. pullulans สายพันธ์ุ L3-GPY สามารถผลิตกลีเซอรอล-เลียโมซิน 
(Glycerol-Liamocin) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ GPY ที่มีน้้าตาลกลูโคสร้อยละ 4 มีโครงสร้างเป็น         
กลีเซอรอลต่อกับเอสเทอร์ของกรด 3,5-hydroxydecanoic ดังรูปที่ 2.17 มีน้้าหนักโมเลกุล 650 
ดาลตันสามารถลดแรงตึงผิวของน้้าจาก 72.8 ลงเหลือ 31.5 มิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) ที่ความ 
เข้นข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 

 
ที่มา : Kim และคณะ (2015) 

 
ต่อมา Kim และคณะ (2016) ได้เลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ L3-GPY  ในอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่ประกอบด้วยกลีเซอรอลร้อยละ 4 ในถังหมักขนาด 300 ลิตร เป็นเวลา 136 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส สามารถสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหม่ได้ 2 ชนิด คือ ออรีโอเซอร์เฟคทิน 
(Aureosurfactin) และ 3-ดีออกซีออรีโอเซอร์เฟคทิน (3-deoxyaureosurfactin)  มีโครงสร้างดังรูป
ที่ 2.18 มีลักษณะเป็นน้้ามันไม่มีสี มีน้้าหนักโมเลกุล 404 และ 388 ดาลตัน ตามล้าดับ และที่ความ
เข้นข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าลงเหลือเพียง 29.5 และ 36.4 ดายน์ต่อ
เซนติเมตร (dyne/cm) ตามล้าดับ ที่ความเข้นข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.17 โครงสร้างของ Glycerol-Liamocin 
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ที่มา : Kim และคณะ (2016) 
 

A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลูโคส
ร้อยละ 2.5 และกลีเซอรอลร้อยละ 2.5 สารสกัดหยาบมีค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์
เท่ากับ 39 มิลลิกรัมต่อลิตร และก่ออิมัลช่ันได้ดีในน้้ามันร้าข้าว ทนต่อความเข้มข้นเกลือ ความเป็น
กรดด่าง และอุณหภูมิได้ดี  และพบว่ามีแมสซอย แลคโทน (Massoia lactone, 5-hydroxy-2-
decenoic acid delta lactone) เป็นองค์ประกอบและมีคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มี
มวลโมเลกุล 168 ดาลตัน และมีโครงสร้างดังรูปที่ 2.19 (สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ, 2557) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ที่มา : สุดารัตน์ ลือพงศ์พฒันะ (2557) 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.18 โครงสร้างของ Aureosurfactin และ 3-deoxyaureosurfactin 

รูปท่ี 2.19 โครงสร้างของ Massoia lactone 
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2.6.4 การเกบ็สะสมสารประกอบชีวภาพไว้ภายในเซลล์ 

 A. pullulans ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และน้้ามัน แล้วหลั่งออกนอกเซลล์ แต่ไม่มี
งานวิจัยใดที่รายงานว่ามีการสะสมสารประกอบเหล่านี้ไว้ภายในเซลล์ อย่างไรก็ตามงานวิจัยจ้านวน
มากพบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ ลิปิด แล้วสะสมไว้ภายใน
เซลล์ เช่น Lactobacillus pentosus ผลิตและสะสมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไว้ภายในเซลล์ 4.8 
มิลลิกรัมต่อลิตร (Rivera และคณะ, 2007) Candida antarctica ผลิตแมนโนซิลอีรีทรีธอล ลิปิด 
โดยทั้งสะสมและปลดปล่อยออกนอกเซลล์ (Kitamoto และคณะ, 2002)  

 สารประกอบชีวภาพชนิดอื่นที่ผลติโดย A. pullulans  เช่น เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส 
(Fructosyltransferase) เป็นที่ทราบกันดีว่าเมื่อผลิตแลว้จะถูกหลัง่ออกนอกเซลลแ์ละสะสมไว้ภายใน
เซลล์ ดังนั้นในการสกัดเอนไซม์ที่สะสมไว้ภายในจึงท้าได้หลากหลายวิธีทั้งการบด และการใช้คลื่น
เสียงในการท้าให้เซลล์แตก โดยงานวิจัยของ Lateef และคณะ (2007) ได้ใช้คลื่นเสียงก้าลัง 
(acoustic power) 20 วัตต์ เป็นเวลา 9 นาที   

2.7 ไบโอฟิล์ม 

 จุลินทรีย์ในธรรมชาติมักจะเกาะติดกับพื้นผิวที่ เป็นของแข็งและสร้างแผ่นไบโอฟิล์ม          
ไบโอฟิล์มมีโครงสร้างเป็นสามมิติประกอบด้วยเซลล์จุลินทรีย์และพอลิเมอร์ที่จุลินทรีย์หลั่งออกมา
ภายนอกเซลล์ เช่น คราบสกปรกบนสุขภัณฑ์ในห้องน้้า ท่อน้้าทิ้ง หรือแม้กระทั่งท่อน้้าประปา
สารประกอบชีวภาพหลายชนิดเช่น สารพิษและเอนไซม์มจะถูกผลิตอยู่ภายในกลุ่มเซลล์ไบโอฟิล์ม 
เซลล์ไบโอฟิล์ม (Biofilm cell) มีความแตกต่างจากเซลล์ที่อยู่เป็นอิรสะ (Planktonic cell) ในปัจจัย
ต่างๆ เช่น ปริมาณอาหาร การแลกเปลี่ยนแก๊ส และแรงเฉือนจากการกวน ปัจจัยเหล่านี้ท้าให้เช้ือก่อ
โรคสามารถต้านทานยาปฏิชีวนะได้มากข้ึน มีความรุนแรงมากข้ึนและยากต่อการก้าจัดด้วยสารเคมี 
(Banat และคณะ, 2014) 

2.7.1 การเกิดไบโอฟิล์ม 

ข้ันตอนการเกิดไบโอฟิล์มเป็นข้ันตอนที่ซบัซอ้น ประกอบไปด้วยข้ันตอนหลักๆ 3 ข้ันตอน คือ 
การยึดเกาะ (Attachment) การเจริญของไบโอฟิล์ม (Maturation) และการหลุด (Detachment) 
เพื่อกลับไปเป็นเซลล์อิสระ (free living cell)  

เซลล์จุลินทรีย์ที่อยู่ในสิ่งแวดล้อมอยา่งอิสระและไม่ยึดเกาะพื้นผิวใดๆ แบคทีเรียอาจจะยึด
เกาะกับพื้นผิววัสดุโดยอาศัยโครงสร้างที่เกี่ยวข้องกับการยึดเกาะ เช่น Pili และ Fimbria พื้นผิวของ
วัสดุและสิ่งแวดล้อมจะส่งผลต่อการยึดเกาะเช่นกัน เมื่อเซลล์เกาะกับพื้นผิวแล้วจะสามารถกลับไป
เป็นเซลล์อิสระได้อีก หรือแบ่งเซลล์เจริญเติบโตต่อไปบนพื้นผิว ในช่วงแรกเซลล์ที่อยู่ใกล้ๆ กัน จะไม่
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ส่งผลกระทบซึ่งกันและกันเนื่องจากมีออกซิเจนและแหล่งคาร์บอนเพียงพอ แต่เมื่อเจริญเติบโตมาก
ข้ึนจนซ้อนทับกันเป็นกลุ่มขนาดเล็ก (microcolony) เซลล์ที่อยู่บริเวณพื้นผิววัสดุจะขาดออกซิเจน
และแหล่งคาร์บอนจึงต้องมีการปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมดังกล่าว ท้าให้เกิดความหลากหลาย
ในไบโอฟิล์ม จากนั้นกลุ่มเซลล์จะสร้างพอลิแซ็กคาไรด์ ออกมาเพื่อยึดกลุ่มจุลินทรีย์เป็นร่างแหท้า
ให้ไบโอฟิล์มเจริญสูงข้ึนในแนวตั้ง (macrocolony) ส่งผลให้ได้รับออกซิเจนและแหล่งคาร์บอนมาก
ข้ึน แต่อย่างไรก็ตามเมื่อไบโอฟิล์มสูงข้ึนก็จะท้าให้มีแรงเฉือนเพิ่มข้ึนที่บริเวณส่วนบนของไบโอฟิล์ม 
กลุ่มเซลล์บริเวณนี้จึงมกีารปรับตัวแตกต่างจากเซลลท์ี่อยู่ภายในไบโอฟิลม์ จากนั้นกลุ่มจุลินทรีย์ขนาด
ใหญ่นี้ก็จะเจริญเติบโตต่อไปมีรูปร่างคล้ายเห็ด หรืออาจมีลักษณะเป็นก้อนแบน กลุ่มเซลล์ขนาดใหญ่
นี้อาจถูกชะจนแตกออกและปลดปล่อยเซลล์ที่เกาะกลุ่มกันอยู่ภายในออกมา ท้าให้เซลล์กลับมาอยู่
อย่างอิสระอีกครั้ง (Costerton และคณะ, 1995; Elasri และ Miller, 1999; O'Toole และคณะ, 
2000; Monds และ O’Toole, 2009) ดังรูปที่ 2.20 

 
 

 
ที่มา : Monds และ O’Toole (2009) 

พอลิแซ็กคาไรด์ มีความส้าคัญต่อการสร้างไบโอฟิล์มหลายประการ เช่น มีโครงสร้างสามมิติ
เป็นที่ยึดเกาะของเซลล์ไบโอฟิล์ม เป็นแหล่งอาหารให้กับเซลล์ และปกป้องเซลล์ไบโอฟิล์มจากการ 
การขาดน้้า ยาปฏิชีวนะ รังสีอุลตร้าไวโอเล็ต (UV) และความเป็นกรด-ด่าง (pH) เป็นต้น นอกจากนี้
พอลิแซ็กคาไรด์ยังมีหน้าที่อีกหลายอย่างดังตารางที่ 2.8  

รูปท่ี 2.20 ข้ันตอนการเกิดไบโอฟลิ์ม 
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ตารางท่ี 2.8 หน้าที่ของพอลิแซ็กคาไรด์ต่อการสร้างไบโอฟลิ์ม 
หน้าท่ี ความสัมพันธ์กับไบโอฟิล์ม ส่วนประกอบของ EPS ท่ีเกี่ยวข้อง 

การยึดเกาะ ช่วยในการยึดเกาะกับพื้นผิวของวัสดุหรือผิวของ
สิ่งมีชีวิตทั้งในขั้นแรก และระยะยาว 

พอลิเซ็กคาไรด์ โปรตีน ดีเอ็นเอ และ
แอมฟิฟลิลิกโมเลกุล 

รวมกลุ่มของเซลล์
แบคทีเรีย 

เป็นสะพานเชื่อมระหว่างเซลล์ เพิ่มความหนาแน่น
ของกลุ่มเซลล์ รวมถึงการติดต่อระหว่างเซลล์ 

พอลิเซ็กคาไรด์ โปรตีน และ ดีเอ็นเอ 

สร้างโครงไบโอ
ฟิล์มไบโอฟิล์ม 

สร้างโครงข่ายพอลิเมอร์ช่วยให้ไบโอฟิล์มมีความ
เสถียรเชิงกล และช่วยในการติดต่อระหว่างเซลล์ 

พอลิเซ็กคาไรด์ ดีเอ็นเอ และ โปรตีน 
เช่น  amyloids และ  lectins 

เก็บรักษาน้้า ท้าให้ไบโอฟิล์มทนต่อความแห้งแล้งเมื่อขาดน้้า พอลิเซ็กคาไรด์ที่ชอบน้้าและโปรตีน 

เกราะป้องกัน ช่วยให้ทนต่อกลไกการป้องกันตัวของเจ้าบ้านใน
ระหว่างการติดเชื้อ ช่วยให้ทนต่อสารฆ่า ป้องกัน
อันตรายจากออกซิเจนต่อเอนไซม์ไนโตรจีเนสของ
ไซยาโนแบคทีเรีย และ ปกป้องจากการถูกกินจาก
โปโตซัว 

พอลิเซ็กคาไรด์ และ โปรตีน 

การดูดซับ
สารประกอบอินทรีย์ 

ช่วยในการเก็บสะสมอาหารจากสิ่งแวดล้อม และ
ดูดซับสารพิษแปลกปลอม 

พอลิเซ็กคาไรด์ที่มีประจุ พอลิแซ็กคา
ไรด์ ที่ชอบน้้า และ โปรตีน 

การดูดซับ 
ไอออนนินทรีย์ 

ช่วยในการการแลกเปลี่ยนไอออน และเก็บสะสม
ไอออนของโลหะที่เป็นพิษ 

พอลิเซ็กคาไรด์ที่มีประจุ โปรตีน สาร 
อนินทรีย์ เช่น ฟอสเฟต และซัลเฟต 

กิจกรรมเอนไซม์ ช่วยในการย่อยสารโมเลกุลใหญ่ภายนอกเพื่อให้ได้
สารอาหารที่จ้าเป็น และย่อยพอลิเซ็กคาไรด์ 

โปรตีน 

แหล่งอาหาร มีคาร์บอน ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสส้าหรับเป็น
อาหารของกลุ่มเซลล์ในไบโอฟิล์ม 

ส่วนประกอบของพอลิเซ็กคาไรด์
ทั้งหมด 

แลกเปลี่ยนสาร
พันธุกรรม 

อ้านวยความสะดวกในการถ่ายโอน horizontal 
gene ระหว่างเซลล์ไบโอฟิล์ม 
 

ดีเอ็นเอ 

ให้และรับอิเล็กตรอน ช่วยให้เกิดปฏิกิริยารีดอกซ์ในโครงสร้างไบโอฟิล์ม สารฮิวมิก โปรตีน เช่นโปรตีนที่ใช้ใน
การสร้าง pili และ สายนาโน 

ปลดปล่อย ปลดปล่อยสารประกอบสู่นอกเซลล์เพื่อหมุนเวียน ถุงเวสิเคิลบรรจุกรดนิวคลีอิก 
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สารประกอบสู่นอก
เซลล์ 

การเผาผลาญ เอนไซม์ ลิโปพอลิแซ็กคาไรด์ 
และฟอสโฟลิปิด 

แหล่งสะสมพลังงาน
ส่วนเกิน 

สะสมคาร์บอนส่วนเกินเม่ืออัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนไม่สมดุล 

พอลิแซ็กคาไรด์ 

ยึดเกาะเอนไซม์ ช่วยเก็บสะสมและรักษาเสถียรภาพของเอนไซม์ พอลิแซ็กคาไรด์ และ เอนไซม์ 

ที่มา : Flemming และ Wingender (2010) 
 

2.7.2 ผลเสียของไบโอฟลิ์ม 

ไบโอฟิล์มก่อให้เกิดผลเสียมากมายหลายด้าน เช่น ด้านการแพทย์ ทันตกรรม และ 
อุตสาหกรรม เนื่องจากจุลินทรีย์ที่ก่อโรค และทนต่อยาปฏิชีวนะ  

2.7.2.1 ด้านการแพทย์  

เมื่อเช้ือก่อโรคสร้างไบโอฟิล์มจะก่อให้เกิดปัญหามากมายในการรักษาพยาบาล 
เนื่องจาก Biofilm cells ทนต่อยาปฏิชีวนะได้ดีกว่า Planktonic cells เป็นสาเหตุหลักที่ท้าให้การ
ปลูกถ่ายอวัยวะเทียมล้มเหลว แพทย์จะก้าจัดไบโอฟิล์มโดยวิธีเชิงกล หรือไม่เช่นนั้นจะต้องถอด
อวัยวะเทียมออก ซึ่งมีค่าใช้จ่ายสูงและสร้างความเจ็บปวดให้กับผู้ป่วย นอกจากนี้ไบโอฟิล์มยังก่อ
ความเสียหายกับอุปกรณ์การแพทย์ท้าให้มีอายุการใช้งานสั้นลง (Anderl และคณะ, 2000) 

 Kojic และ Darouiche (2004) รายงานว่าร้อยละ 10 ของการติดเช้ือจากสายสวนหลอด
เลือดด้าและวาว์ลหัวใจเทียมเกิดจากเกิดจากยีสต์ในกลุ่ม Candida ร้อยละ 21 ของการติดเช้ือในท่อ
ปัสสาวะก็เกิดจากยีสต์ในกลุ่ม Candida เช่นกัน ซึ่งผู้ที่ติดเช้ือในท่อปัสสาวะกลุ่มนี้จะมีอัตราการ
เสียชีวิตสูงร้อยละ 20 ถึง 40  

2.7.2.2 ด้านทันตกรรม 

Streptococcus  mutans และ Streptococcus sobrinus เป็นแบคทีเรียที่อยู่ใน
ช่องปากร่วมกับจุลินทรีย์อื่นๆ มากกว่า 500 ชนิด อย่างสมดุล แบคทีเรียทั้งสองชนิดจะสร้างคราบ 
(ไบโอฟิล์ม) บนผิวฟันเมื่อภาวะในช่องปากเปลี่ยนแปลงไป เช่นเมื่อรับประทานอาหารที่มีน้้าตาล
ซูโครสสูง แบคทีเรียทั้งสองชนิดจะสร้างคราบ (ไบโอฟิล์ม) บนผิวฟันได้ คราบบนผิวฟันจะประกอบไป
ด้วยจุลินทรีย์เป็นหลัก ร่วมกัมกับสารอินทรีย์ สารอนินทรีย์  มีลักษณะนุ่ม หนืด ยึดติดกับผิวเคลือบ
ฟัน แบคทีเรียจะสร้างเอนไซม์ในกลุ่มกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (Glucosyltransferase) หลั่งออกมา
นอกเซลล์เพื่อเร่งปฏิกิรยิาการเปลีย่นน้้าตาลซโูครสเปน็ 2 ชนิด คือ มูแทน (mutan, α-(1,6)-glucan)  
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ไม่ละลายน้้า และ เดกซ์แทรน (dextran, glucan α-(1,3)-glucan) ละลายน้้าได้ ความเหนียวหนืด
ของเดกซ์แทรนจะท้าหน้าที่เสมือนกาวยึดเกาะกับผิวเคลือบฟัน และส่งเสริมการยึดเกาะของ
แบคทีเรียอื่นที่ไม่สามารถสร้างพอลิเมอร์ได้ ท้าให้เกิดคราบจุลินทรีย์ที่แข็งแรงและห่อหุ้มแบคทีเรีย
หลายชนิดไว้ด้วยกัน เมื่อจุลินทรีย์ใช้น้้าตาลจะปลดปล่อยกรดออกมาซึ่งนอกจากจะส่งเสริมการเจริญ
ของจุลินทรีย์แล้ว กรดเหล่านี้จะย่อยสลายแร่ธาตุในผิวเคลือบฟัน (demineralization) ท้าให้เกิดรู
หรือโพรงในช้ันเนื้อฟัน (สิทธิชัย ขุนทองแก้ว, 2552) 

2.7.2.3 ด้านอุตสาหกรรม 

ไบโอฟาวลิ่ง (Biofouling) หรือกลุ่มไบโอฟิล์มที่เกิดจากการเกาะรวมตัวกันของ
จุลินทรีย์ สาหร่าย พืช หรือสัตว์ บนพื้นผิวที่เปียก พบได้ตั้งแต่บริเวณล้าตัวเรือ และในอุตสาหกรรม
ต่างๆ เช่น การผลิตน้้ามัน ยานยนต์ เหล็กกล้า กระดาษ อาหาร เครื่องดื่ม ตลอดจน การกลั่นน้้าทะเล 
การบ้าบัดน้้าเพื่อบริโภค การจัดเก็บ และการจัดจ้าหน่าย ไบโอฟาวลิ่ง จึงเป็นปัญหาที่มีค่าใช้จ่ายสูง 
เนื่องจากไม่มีระบบเตือนล่วงหน้าที่จะช่วยประหยัดค่าใช้จ่ายในการก้าจัด โดยมากจะพบก็ต่อเมื่อเกิด
ปัญหาในกระบวนการผลิต คุณภาพผลิตภัณฑ์ต่้าลง หรือปริมาณการผลิตลดลง และมีปัจจัยอื่นที่จะ
ก่อปัญหาดังกล่าวได้ อย่างไรก็ตามในทางปฏิบัตถึงแม้จะน้าตัวอย่างน้้ามาตรวจสอบได้ แต่ก็ไม่
สามารถระบุบริเวณและขอบเขตของไบโอฟาวลิ่งได้ การใช้สารฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ก็สามารถท้าได้เพียงฆ่า
เช้ือจุลนทรีย์เท่านั้นแต่ไม่สมารถท้าความสะอาดไบโอฟาวลิ่งออกไปได้ และในบางสถานการณ์สารฆ่า
เช้ือจุลินทรีย์อาจไปออกซิไดซ์ให้โมเลกุลแตกตัวเป็นสารอาหารให้จุลินทรีย์น้าไปใช้ในการเจริญและ
สร้างไบโอฟิล์มมากข้ึน วิธีการที่ดีที่สุดจึงเริ่มต้นจากการเลือกวัสดุที่เกาะติดได้ยาก ท้าความสะอาด
ง่าย นอกจากนั้นจะต้องมีระบบการท้าความสะอาดที่ดี มีน้้ายาท้าความสะอาดที่เหมะสม มีการ
ควบคุม และกลไกลการท้าความสะอาด เพื่อให้ไบโอฟิล์มส่งผลกระทบน้อยกว่าระดับมาตรฐานที่ตั้งไว้ 
(Flemming, 2011) 

  Flemming (2011) รายงานว่าปัญหาไบโอฟิล์มท้าให้ตัวกรองน้้าทะเลเพื่อใช้ใน
อุตสาหกรรมน้้ามันมีอายุการใช้ลดลงจาก 3 ปี เป็น 1 ปี ในอุตสาหกรรมน้้ามันแห่งนี้ใช้งานทั้งหมด
ประมาณ 700 ตัว ราคาตัวละ 2,500 ปอนด์ ท้าให้ค่าใช้จ่ายในการเปลี่ยนตัวกรองเพิ่มข้ึน 1.17 ล้าน
ปอนด์ต่อปีนอกจากนี้ยังต้องจ่ายค่าแรงงานในการเปลี่ยนตัวกรองและเปลี่ยนท่อต่างๆ อีกทั้ง
ประสิทธิภาพของน้้าที่กรองได้ก็ลดลง 

  Cloete (2003) รายงานว่าไบโอฟิล์มก่อให้เกดิปัญหาในการแลกเปลีย่นความร้อนใน
โรงงานไฟฟ้าทั่วโลก โดยโรงงานไฟฟ้าทั่วโลกใช้คลอรีนหลายพันตันในการก้าจัดไบโอฟิล์ม ซึ่งมี
ค่าใช้จ่ายสูงในการท้าความสะอาด และการบ้าบัดน้้าเสียที่เกิดข้ึน  



 

 

42 

ในทะเล เมื่อจุลินทรีย์เกาะที่ล้าตัวเรือจะสร้างเมือกออกมาและกลายเป็นที่ยึดเกาะ
ของสิ่งมีชีวิตอื่นๆ จึงท้าให้เกิดปัญหาคือไปเพิ่มแรงต้านในการเดินเรือ และลดความสามารถในการ
แลกเปลี่ยนความร้อนบริเวณพื้นผิว นอกจากนี้จะสร้างความเสียหายให้กับล้าเรือทั้งภายในและ
ภายนอก มีการค้านวณว่าความหนาของไบโอฟิล์ม 25 ไมโครเมตร จะเพิ่มแรงต้านร้อยละ 8 และถ้า
หนา 50 ไมโครเมตร จะเพิ่มแรงต้านถึงร้อยละ 22 (Schultz, 2007; Flemming และคณะ, 2009; 
Andrewartha และคณะ, 2010) 

2.7.3 การก้าจัดไบโอฟิลม์โดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะช่วยรักษาสภาพของไบโอฟิล์มโดยท้าให้ไบโอฟิล์มเกาะกันแบบไม่
แน่นเกินไป มีช่องว่างเพื่อให้มีอาหารและการแลกเปลี่ยนแก๊ส  ปรากฏการณ์นี้อาจท้าให้ Biofilm 
cells บางส่วนหลุดและกลับไปเป็น Free living cell อีกครั้ง อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยจ้านวนมากได้
รายงานว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการป้องการสร้างไบโอฟิล์มดังตารางที่ 2.9 

ตารางท่ี 2.9 การใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อยับยั้งการสร้างไบโอฟิลม์ 
สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

จุลินทรีย์ การยับย้ังไบโอฟิล์ม 

Lipopeptide 
(Putisolvin I and II) 

Pseudomonas putida ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของ Pseudomonas spp. 

Lipopeptide Bacillus subtilis ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของ S. entrica บนสาย
สวนปัสสาวะ 

Lipopeptide Bacillus sp. สายพันธุ์ SW9 ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียหลายชนิด 

Lipopeptide Bacillus tequilensis ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของ E. coli และ 
Streptococcus mutans 

Glycolipids Brevibacterium casei ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของกลุ่มแบคทีเรียก่อโรค 

ไม่ทราบชนิด Lactobacillus paracasei  
สายพันธุ์ A20 

ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย ยีสต์ และรา
หลายชนิด 

Rhamnolipid P. aeruginosa ยับย้ังการสร้างไบโอฟิล์มของ  S. aureus  และ 
Candida tropicalis 

ที่มา  : Banat และคณะ (2014) 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ ์

1. เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer) รุ่น K6 บริษัท Kruss, Germany  
 2. เครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี  (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) รุ่น Pro star บริษัท Varian, USA 
 3. คอลัมน์ C18-AR Cosmosil 5 μm, Ao ขนาด 4.6 x 150 มม. บริษัท Water 

 4. เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N บริษัท 
Eyela, Japan 
5. เครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น R-300 บริษัท BUCHI, 
Switzerland 
6. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 
บริษัท Spectronic Unicam, USA, รุ่น Gensys 20 บริษัท Thermo Spectronic, USA 
7. ตู้น่ึงความดันไอแบบฆ่าเช้ือแบบอัตโนมัติ (Autoclave) รุ่น SS-35 และรุ่น ES-315 บริษัท 
Tomy Seiko, Ltd., Japan 
8. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated incubator shaker) รุ่น InnovaTM 4300 
บริษัท New Brunwick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., USA และรุ่น Gyromax 707R 
บริษัท Amerex Instruments, Inc., USA 
9. เครื่องก้าเนิดคลื่นเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonicator) บริษัท Sonics and Materials, USA 

 10. ตู้อบเพาะเช้ือ (Incubator) รุ่น Memmert BE 600 บริษัท Memmert, Germany 
11. เครื่องปั่นเหว่ียงชนิดท้าความเย็น รุ่น 6500 บริษัท Kubota, Japan 
 12. เครื่องวัดความเป็นกรด-เบส รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd.,    
Switzerland 
13. เครื่องช่ังหยาบ รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S บริษัท Mettler Toledo Co., 
Ltd., Switzerland 
14. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น AG 204 และรุ่น AG 285 บริษัท Mettler Toledo Co., Ltd., 
Switzerland 

 15. ไมโครปิเปต รุ่น P20, P100, P200, P1000 และ P5000 บริษัท Gilson, France 
 16. หลอดทดลอง บริษัท PYREX, USA 



 

 

44 

17. จานเลี้ยงเช้ือ บริษัท PYREX, USA 
 18. กระบอกเซนตริฟิวส์ บริษัท NALGENE, USA 
 20. ขวดฝาเกลียว บริษัท PYREX, USA 
 21. ขวดวัดปริมาตร บริษัท PYREX, USA 
 22. ขวดรูปชมพู่ บริษัท PYREX, USA 
 23. ขวดรูปชมพู่ชนิดมีแขน บริษัท PYREX, USA 
 24. ขวดก้นกลม บริษัท PYREX, USA 
 25. ขวดระเหย บริษัท PYREX, USA 
 26. ขวดลดความดัน บริษัท PYREX, USA 
 27. กรวยกรอง บริษัท PYREX, USA 
 28. กรวยแยกสาร บริษัท PYREX, USA 
 29. หลอดทดลองฝาเกลียว บริษัท PYREX, USA 
 30. ตู้แช่เย็น อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บริษัท Sanyo, Japan 
 31. ตู้อบความร้อนแห้ง รุ่น UE 600 บริษัท Memmert, Germany 
 32. หัวกรองชนิดไนลอน ขนาดความกว้างของรูกรอง 0.2 ไมครอน บริษัท Filtrex, Virginia 

Beach, USA 
 33. หัวกรองชนิดไนลอน ขนาดความกว้างของรูกรอง 0.45 ไมครอน บริษัท Filtrex, 

Virginia Beach, USA 
 34. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร บริษัท นิโปร (ประเทศไทย) จ้ากัด 
 35. คอลัมน์ Sugar SZ5532 บริษัท Shodex, Japan 
 36. เครื่องผสมสาร (vortex mixer) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
 37. กระดาษกรอง Whatman บริษัท General Electric (GE), China 
 38. เครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก รุ่น Spectrafuge บริษัท National Labnet, Co., Edison, 

USA 
 40. เครื่องปั่นเหว่ียงชนิดตั้งโต๊ะ รุ่น Mikro20 บริษัท Hettich zentrifugen, Germany 
 41. ตู้เข่ียเช้ือ ISSCO รุ่น BV-124, บริษัท International Scientific Supply Co., Ltd., 

Thailand, รุ่น Clear รุ่น V3-4 บริษัท Triwork 2000 Co., Ltd., Thailand และ 
Bosstech รุ่น HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 

 42. คิวเวตต์ ของบริษัท PYREX, USA 
 43. พาราฟิล์ม ของบริษัท American national can, USA  
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44. ปิเปตทิป ขนาด 1-200 ไมโครลิตร, 1 ml, 5 ml และ 10 ml ของบริษัท Axygen 
Scientific, USA 

 45. กระบอกตวง ของบริษัท PYREX, USA 
 46. บีกเกอร์ ของบริษัท PYREX, USA 
 47. อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ บริษัท Memmert, Germany 
 48. ปิเปตต์แก้วขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร ของบริษัท HBG, Germany 

3.2 เคมีภัณฑ ์

 1. สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Biospringer, France 
 2. กลูโคส (Glucose) บริษัท Merck, Germany 
 3. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium Dihydrogenphosphate, KH2PO4) 
 บริษัท Merck, Germany 
 4. กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid, HCl) บริษัท Merck, Germany 
 5. กรด-3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-Dinitrosalicylic acid, C7H4N2O7) บริษัท Merck, 
 Germany 
 6. กรดอะซีติก (Acetic acid, CH3COOH) บริษัท Merck, Germany 
 7. กรดไตรฟลูออโรอะซีติก (Trichloroacetic acid, TCA, C2HCl3O2) บริษัท Merck, 
 Germany 
 8. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH) บริษัท Merck, Germany 
 9. โซเดียมเพอริโอเดต (Sodium periodate, NaIO4) บริษัท Merck, Germany 
 10. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (Magnesium sulphate heptahydrate, 
 MgSO4‧7H2O บริษัท Merck, Germany 
 11. แอมโมเนียมอะซีเตท (Ammonium acetate, C2H7NO2) บริษัท Merck, Germany 
 12. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
 13. เอทานอล (Ethanol, C2H6O) บริษัท Labscan Asia, Co., Ltd., Thailand  
 14. ไอโซโพรพิลแอลกอฮอล์  (Isopropyl alcohol, C3H8O) บริษัท Merck, Germany 
 15. เมทานอล (Methanol, CH3OH) บริษัท Merck, Germany 
 16. อะซีโตน (Acetone, C3H6O) บริษัท Merck, Germany 
 17. อะเซทติลอะซีโตน (Acetylacetone, C5H8O2) บริษัท Sigma chemical, USA   

18. เอธิลอะซีเตต (Ethyl acetate, C4H8O2) บริษัท Avantor Performance Materials, 
 USA 
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 19. อะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile, C2H3N) บริษัท Merck, Germany 
 20. โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCl) บริษัท Merck, Germany 
 21. โพแทสเซียมคลอไรด์ (Potassium chloride, KCl) บริษัท Merck, Germany 
 22. ทริปโตน (Tryptone) บริษัท Difco, USA 
 23. ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO, (CH3)2SO) บริษัท Fisher 
 scientific, UK  
 24. บิวทาโนน (Butanone, C4H8O) บริษัท Merck, Germany 
 25. สีย้อมคริสตัลไวโอเล็ต บริษัท Sigma-Aldrich, India  
 26. เกลือ ตราปรุงทิพย์ บริษัท อุตสาหกรรมเกลือบริสุทธ์ิ จ้ากัด ประเทศไทย 
 27. แป้งมันส้าปะหลัง ตราปลาไทย บริษัท อี.ที .ซี. อินเตอร์เนช่ันแนล เทรดดิ้ง จ้ากัด 
 ประเทศไทย 
 28. ซูโครส (น้้าตาลทรายขาว) บริษัท น้้าตาลมิตรผล ประเทศไทย 

39. เอนไซม์แอลฟาอะไมเลส (α-amylase), (Spezyme alpha, 13,775 AAU/g) บริษัท 
Genencor, Danisco US Inc., USA 

30. เอนไซม์กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase), (GC 147, 580 TGAU/g) บริษัท Genencor, 
Danisco US Inc., USA  

3.3 วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 จุลินทรีย์และการเก็บรักษาจลุินทรีย ์

3.3.1.1 จุลินทรีย ์

  A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 คัดแยกจากน้้าทะเลบริเวณเกาะสีชัง จังหวัด
ชลบุรี ประเทศไทย โดย Thaniyavarn และคณะ (2013) 

  Strptococcus sobrinus 6715 และ Strptococcus mutans ได้รับจาก รศ.ดร.
รัชชพิน ศรีสัจจะลักษณ์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่แยกได้จากช่องปาก และมีความสามารถในการผลิตเดกซ์แทรน 

3.3.1.2 การเกบ็รักษาจุลินทรีย ์

  เลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 บนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็งยีสต์ มอลต์ 
(Yeast Malt, YM) (ยีสต์เอ็กซ์แทร็ก 3 กรัมต่อลิตร มอลท์เอ็กซ์แทร็กซ์ 3 กรัมต่อลิตร เปปโทน 5 
กรัมต่อลิตร และกลูโคส 10 กรัมต่อลิตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน จากนั้น
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ถ่ายเช้ือข้างต้นใส่ในอาหารเหลว YM ที่มีกลีเซอรอลอยู่ร้อยละ 15 และน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 

 เลี้ยง S. sobrinus 6715 บนอาหารเลี้ยงเช้ือส้าเร็จรูป Brain Heart Infusion (BHI) 
ชนิดแข็ง บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วถ่ายเช้ือลงในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิด
เหลว BHI ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 บ่มแบบไม่เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นตกตะกอนเซลลแ์ล้วละลายในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว BHI ที่
มีความเข้มข้นซูโครสร้อยละ 2 ที่มีกลีเซอรอลอยู่ร้อยละ 15 และน้าไปเก็บไว้ที่อณุหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ส้าหรับการเก็บรักษาเช้ือ S. mutans ท้าเช่นเดียวกันกับ S. sobrinus 6715 ดังกล่าว
ข้างต้น 

3.3.2 การผลิตและสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.3.2.1 เตรียมหัวเช้ือส้าหรบัการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  น้าจุลินทรีย์ จากข้อ 3.3.1.2  ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดแข็ง YM บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน จากนั้นใช้ลูปเข่ียเช้ือข้างต้นใส่อาหารเลี้ยงเช้ือ ชนิดเหลวชนิด
เดียวกันซึ่งมีค่าความเป็นกรดด่าง เท่ากับ 4.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วปรับให้อยู่ระหว่าง 0.8 ถึง 1.0 
เพื่อใช้เป็นหัวเช้ือ 

3.3.2.2 ผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

  ถ่ายหัวเช้ือจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลวชนิด A ที่ปรับสูตรจาก Manitchotpisit และคณะ (2011) (กลูโคส 50 กรัมต่อลิตร ยีสต์เอ็กซ์
แทร็ก 0.4 กรัมต่อลิตร แมกนีเซียมซัลเฟต 0.4 กรัมต่อลิตร โปแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 5 
กรัมต่อลิตร โซเดียมคลอไรด์ 1 กรัมต่อลิตร และเปปโทน 0.3 กรัมต่อลิตร) ค่าความเป็นกรดด่าง 
เท่ากับ 6.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที  

3.3.2.3 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  น้าอาหารเลี้ยงเช้ือจากข้อ 3.3.2.2 มาสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและน้้ามัน 
โดยน้าอาหารเลี้ยงเช้ือดังกล่าวไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 40 นาที จะท้าให้อาหาร
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เลี้ยงเช้ือแยกเป็น 3 ช้ัน คือ ช้ันส่วนใส ช้ันเซลล์ และช้ันน้้ามันซึ่งอยู่ใต้ช้ันเซลล์ น้าส่วนใสและน้้ามันที่
ได้ไปสกัดสารลดแรงตึงผิวด้วยสารละลายเอธิลอะซีเตท ดังนี ้

   3.3.2.3.1 การสกัดสารลดแรงตึงผิวจากช้ันส่วนใส (BS) 

   เติมสารละลายเอธิลอะซีเตทและส่วนใสปริมาตรเท่ากันใส่ในกรวยแยกแล้ว
เขย่าเป็นเวลา 3 นาที ตั้งทิ้งไว้จนสารละลายแยกออกเป็น 2 ช้ัน คือ ช้ันเอธิลอะซีเตท และช้ันส่วนใส 
จากนั้นเปิดกรวยแยกเพื่อน้าช้ันส่วนใสออกแล้วเก็บช้ันเอธิลอะซีเตทใส่ในภาชนะใหม่ ท้าการสกัด
เช่นน้ี 3 รอบ จากนั้นเอธิลอะซีเตทที่เก็บไว้ไประเหยภายใต้เครื่องระเหยสุญญากาศ ปิเปตสารที่เหลือ
ในฟลาสก์ก้นกลมใส่ลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น้าไประเหยให้แห้งอีกครั้ง แล้วช่ัง
น้้าหนัก 

   3.3.2.3.2 การสกัดน้้ามัน (HO) 

   หลังจากแยกช้ันเซลล์ออก ละลายน้้ามันที่ติดอยู่กับภาชนะด้วยสารละลาย
เอธิลอะซีเตท น้าไประเหยภายใต้เครื่องระเหยสุญญากาศ ปิเปตสารที่เหลือในฟลาสก์ก้นกลมใส่ลงใน
หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น้าไประเหยให้แห้งอีกครั้ง แล้วช่ังน้้าหนัก 

3.3.3 การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.3.3.1 ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพเป็นระยะเวลา 9 วัน 

เลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 โดยถ่ายหัวเช้ือจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณ 5 
มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวชนิด A (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟ
ลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 9 วัน จากนั้นน้้าน้้าหมักที่ได้ไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 40 นาที 
น้าส่วนใสที่ได้มาวัดค่าความเป็นกรดด่าง วัดปริมาณกลูโคสที่เหลือ แยกเซลล์ออกไปหาน้้าหนักเซลล์
แห้ง และสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) และน้้ามัน (HO) 

3.3.3.2 วัดประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) และน้้ามัน 
(HO)  

การวัดประสทิธิภาพของ BS และ HO สามารถวัดได้จากจากความสามารถในการ
ลดค่าแรงตึงผิวของน้้าและความสามารถในการกระจายน้้ามนั 
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   3.3.3.2.1 การวัดค่าแรงตึงผิวเมื่อเทียบกับน้้าบรสิุทธ์ิ 

   ละลาย BS หรือ HO ด้วยน้้ากลั่น ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
น้าไปวัดค่าแรงตึงผิวโดยใช้เทนซิโอมิเตอร์ (tensiometer) แล้วค้านวณผลต่างค่าแรงตึงผิวเมื่อเทียบ
กับน้้าบริสุทธ์ิ (∆ST)  

3.3.3.2.2 การวัดค่าการกระจายน้้ามัน  

   ละลาย BS หรือ HO ด้วยน้้ากลั่น ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร
จากนั้นเทน้้ากลั่นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในเพลทแก้วที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 มิลลิเมตร หยด
น้้ามันดิบสังเคราะห์ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงบนผิวหน้าของน้้า แล้วหยดสารประกอบชีวภาพที่
เตรียมไว้ข้างต้นปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงไปบนผิวหน้าน้้ามัน วัดพื้นที่การกระจายน้้ามัน (ODA) 
โดยใช้เครื่องมือวัดเวอเนียร์ แล้วค้านวณค่าการกระจายน้้ามัน ดังสมการ 

พื้นที่การกระจายน้้ามัน (ตารางเซนติเมตร) = 𝜋𝑟2(ตารางเซนติเมตร) 

r = รัศมีการกระจายน้้ามัน 

3.3.3.3 การศึกษาองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) 
และน้้ามัน (HO) 

ละลาย BS หรือ HO ในสารละลายอะซีโตไนไตรล์ แล้วกรองผ่านตัวกรองชนิด
ไนลอนที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.2 ไมโครเมตร จากนั้นน้าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) โดยใช้คอลัมน์ C18-AR Cosmosil reverse phase 
สารละลายตัวพา (mobile phase) มี 2 ชนิด คือ ชนิด A และ B และปรับอัตราส่วนตามเวลาที่
เปลี่ยนไป (gradient elution) สารละลายตัวพาชนิด A ประกอบด้วย อะซิโตไนไทรล์ร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร และกรดไตรฟลูออโรอะซีติกร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร สารละลายตัวพาชนิด B 
ประกอบด้วยอะซิโตไนไทรล์ร้อยละ 99.9 โดยปริมาตร และกรดไตรฟลูออโรอะซีติก ร้อยละ 0.1 โดย
ปริมาตร เป็นเวลาทั้งสิ้น 30 นาที ด้วยอัตราการไหลของเหลว 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที  โดยใช้ UV 
detector ที่ความยาวคลื่น 200 นาโนเมตร จากนั้นเก็บสารตัวอย่างที่ถูกชะออกจากคอลัมน์ตามเวลา 
ระเหยสารละลายตัวพาออก แล้วน้าสารตัวอย่างที่ได้มาวัด ค่าการกระจายน้้ามัน จากนั้นน้าสาร
ตัวอย่างที่มีความสามารถในการกระจายน้้ามันสูงส่งไปวิเคราะห์ต่อด้วยเครื่องแมสสเปกโทรเมทรี 
(GC/MS) และเครื่องมัลดิทอฟแมสสเปกโทรเมทรี (MALDI-TOF/MS) และน้าสารสกัดหยาบ HO ไป
วิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF/MS ที่ศูนย์บริการวิเคราะห์ด้านเครื่องมือ มหาวิทยาลัยฮอกไกโด 
(Hokkaido University) 
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3.3.4 การศึกษาการปลดปล่อยสารประกอบชีวภาพโดยการท้าให้เซลล์แตก 

เลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 โดยถ่ายหัวเช้ือจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร 
ใส่ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 
มิลลิลิตร แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
2, 4, 5, 7 และ 9 วัน น้าตัวอย่างน้้าหมักที่เก็บได้มาวิเคราะห์ดังรูปที่ 3.1 โดยแบ่งน้้าหมัก ออกเป็น 2 
ขวดเท่าๆกัน (I, II) แล้วน้าทั้งสองส่วนไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 40 นาที อาหาร
เลี้ยงเช้ือจะแยกเป็น 3 ช้ัน คือ ช้ันส่วนใส (A) ช้ันเซลล์ (B) และช้ันน้้ามัน (C)  น้าส่วนใสของทั้ง 2 
ส่วน (IA, IIA) ไปสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามข้อ 3.3.2.3.1 จากนั้นละลายส่วนที่เหลือ (B, C)  
ของทั้ง 2 ขวดด้วยสารละลายน้้าเกลือเข้มข้นร้อยละ 0.85 แล้วถ่ายใส่หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 15 
มิลลิลิตร จากนั้นน้าหลอดที่ 1 ไปปั่นด้วยเครื่องผสมสาร และน้าหลอดที่ 2 ไปท้าให้เซลล์แตกโดยใช้
อุลตร้าโซนิเคเตอร์ทีแ่อมพลจิูด 40% เป็นเวลา 5 นาที จ้านวน 3 รอบจากวิธีการข้างต้นจะท้าให้ ขวด
ที่ 1 ต่างจากขวดที่ 2 ตรงที่ ขวดที่ 1 จะมีสารประกอบชีวภาพที่ติดอยู่ที่ผิวเซลล์หลุดออกมาเมื่อปั่น
ด้วยเครื่องผสมสาร ส่วนขวดที่ 2 จะมีสารประกอบชีวภาพที่ถูกปลดปล่อยออกมาจากการแตกเซลล์ 
จากนั้นน้าทั้ง 2 ขวดไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 10 นาที น้าช้ันส่วนใสและน้้ามันไป
สกัดแยกจะได้ IB, IC, IIB และ IIC แล้วช่ังน้้าหนักแห้งของสารประกอบชีวภาพทุกส่วนที่สกัดได้ 
จากนั้นน้าสารไปวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง HPLC ตามวิธีในข้อ 3.3.3.3 

 
รูปท่ี 3.1 วิธีการเก็บตัวอย่างเพื่อศึกษาการปลดปล่อยสารประกอบชีวภาพจาก A. pullulans     
สายพันธ์ุ YTP6-14 โดยใช้อุลตร้าโซนิเคเตอร์ 
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3.3.5 การศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส 

(BS) และน้้ามัน (HO) 

3.3.5.1 แหล่งคารบ์อนทีเ่หมาะสม 

ถ่ายหัวเช้ือ ปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใส่อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A 
(ภาคผนวก ก) โดยแปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอนปริมาณร้อยละ 5 จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ กลูโคส 
ซูโครส กลีเซอรอล และแป้งมันส้าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บรรจุ
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วัน จากนั้นน้้าอาหารเลี้ยงเช้ือไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 
9,800xg เป็นเวลา 40 นาที น้าส่วนใสที่ได้มาวัดค่าความเป็นกรดด่าง วัดปริมาณแหล่งคาร์บอนที่
เหลือ แยกเซลล์ออกไปหาน้้าหนักเซลล์แห้ง สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (BS) และสกัดน้้ามัน (HO) 
เปรียบเทียบค่าต่างๆ ระหว่างชนิดคาร์บอน จากนั้นน้า BS และ HO จากแต่ละแหล่งคาร์บอนไป
วิเคราะห์ด้วย HPLC โดยใช้คอลัมน์ C18-AR Cosmosil reverse phase ตามข้อ 3.3.3.3 โดยใช้
ความเข้มข้น 80 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วน้าโครมาโทแกรมที่ได้มา
เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากแหล่งคาร์บอนที่ต่างชนิดกัน 

3.3.5.2 ย่อยแป้งมันส้าปะหลงัด้วยเอนไซม์ ตามวิธีของ ธนาพร พลศักดิ์ (2557) 

  น้าแป้งมันส้าปะหลังปริมาณ 15 กรัม มาละลายด้วยน้้ากลั่น 50 มิลลิลิตร แล้วปรับ
ค่าความเป็นกรดด่างให้เท่ากับ 5.8 จากนั้นเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
น้าไปบ่มในอ่างน้้าร้อนที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส พร้อมเขย่าด้วยอัตราการเขย่า 60 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นรอให้เย็นแล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เทา่กับ 4.5 เติมเอนไซม์กลูโคอะ
ไมเลส ปริมาตร 400 ไมโครลิตร น้าไปบ่มในอ่างน้้าร้อนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส พร้อมเขย่าด้วย
อัตราการเขย่า 60 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน้าสารละลายน้้าตาลที่ได้ไปปั่นเหว่ียงด้วย
ความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 20 นาที แล้วเก็บส่วนใสมาวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ 

3.3.5.3 วิเคราะห์น้้าตาลรีดิวซ์ด้วยกรด 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

  เติมสารละลายกรด 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงอาหารเลี้ยงเช้ือ
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต้มในอ่างน้้าเดือด 5 นาที แล้วน้ามาแช่ในอ่างน้้าเย็น  จากนั้นเติมน้้ากลั่น
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร ค้านวณปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์  เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลาย
กลูโคสเข้มข้น 0 ถึง 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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  3.3.5.4 วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลซูโครส 

  ตกตะกอนพอลิแซ็กคาไรด์ ด้วยอะซิโตไนไทรล์ แล้วน้าส่วนใสไปกรองผ่านตัวกรอง
ชนิดไนลอนที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 0.2 ไมโครเมตร น้าไปวิเคราะห์ด้วย เครื่อง HPLC โดยใช้
คอลัมน์ Sugar Sz5532 สารละลายตัวพา (mobile phase) ที่ใช้คืออะซิโตไนไทรล์ร้อยละ 85 โดย
ปริมาตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยใช้สารละลายซูโครสเข้มข้น 0 ถึง 50 กรัมต่อลิตร 

  3.3.5.5 วิเคราะห์ปริมาณกลีเซอรอลด้วยปฏิกิริยา Malaprade และ Hantzsch 
ตามวิธีของ Kuhn และคณะ (2015)  

  เติมสารละลายเพอริโอเดต (โซเดียมเพอริโอเดต 18 กรัมต่อลิตร อะซีโตไนไตรล์ 
100 มิลลิลิตรต่อลิตร แอมโมเนียมอะซีเตท 77 กรัมต่อลิตร) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในตัวอย่าง
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเติมสารละลายอะเซทติลอะซี
โตน (อะเซทติลอะซีโตน 10 มิลลิลิตรต่อลิตร ไอโซโพพิลแอลกอฮอล์ 990 มิลลิลิตรต่อลิตร) ปริมาตร 
625 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลา 15 และ 25 นาทีน้าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานกลีเซอรอลความเข้มข้น 
0 ถึง 200 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วค้านวณปริมาณกลีเซอรอลดังสมการ 

ปริมาณกลีเซอรอล (
มิลลิกรัม

ลิตร
) =  

∆𝐴ตัวอย่าง(25 นาที − 15นาที) −  ∆𝐴แบลงค์(25 นาที − 15นาที)

ความชันของกราฟมาตรฐาน (
ลิตร

มิลลิกรัม)
 

 
3.3.6 การศึกษาลักษณะสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) และน้้ามัน (HO) 

3.3.6.1 การหาค่าวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (CMC)  

ละลาย BS หรือ HO ด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้น 0.01 - 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร 
วัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่องเทนซิโอมิเตอร์ และเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและค่า 
log ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพื่อค้านวณหาค่าจุดวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ 

3.3.6.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นเกลือ ความเป็นกรดด่าง และอุณหภูมิต่อ BS 
และ HO  

ละลาย BS หรือ HO ด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC แล้วทดสอบ
ความเสถียรต่อความเข้มข้นเกลือรอ้ยละ 1 ถึง 12 โดยมวลต่อปริมาตร ค่าความเป็นกรดด่าง 2 ถึง 12 
ปรับโดยใช้กรดอะซีติกเข้มข้น 6 โมลาร์ และโซเดียมไฮดรอกชนิดเม็ด อุณหภูมิ 4, 30, 60, 100 องศา
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เซลเซียส 15 นาที และความเสถียรภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที แล้ววัดค่าแรงตึงผิว 

3.3.6.3 การศึกษาการเกิดอิมลัช่ัน (Emulsification index, E24) 

น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและน้ามันมาละลายในน้้ากลั่นให้มีความเข้นข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน้าไปผสมกับน้้ามันพืชชนิดต่างๆ ในอัตราส่วน 1:1 ดังนี้ น้้ามันมะกอก 
น้้ามันถ่ัวเหลือง น้้ามันมะพร้าว น้้ามันร้าข้าว น้้ามันข้าวโพด น้้ามันเมล็ดดอกทานตะวัน และน้้ามันงา 
ตามล้าดับ ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที แล้ววัดค่าอิมัลช่ันหลังจาก 24 ช่ัวโมง 
แสดงเป็นร้อยละของระดับความสูงอิมัลช่ันต่อระดับความสูงทั้งหมด (Emulsion index, E24) แล้ว
ติดตามเสถียรภาพของอิมัลช่ันเป็นเวลา 60 วัน   

3.3.7 ศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพต่อการสร้างไบโอฟลิ์ม 

3.3.7.1 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ
YTP6-14 

สร้างไบโอฟิล์ม โดยถ่ายหัวเช้ือจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใส่
อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A และอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวยีสต์ ไนโตรเจน เบส (Yeast Nitrogen 
Base, YNB) แล้วน้ามาเติมลงในไมโครเวลเพลทขนาด 96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่ม
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในภาวะนิ่งและภาวะเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
และ 7 วัน ถ่ายอาหารเลี้ยงเช้ือออก แล้ววัดปริมาณไบโอฟิล์มตามวิธีของ Stepanović และคณะ 
(2000) โดยยึดไบโอฟิล์มด้วยเมทานอลความเข้มข้นร้อยละ 99 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เป็นเวลา 
15 นาที แล้วถ่ายเมทานอลออก รอจนไบโอฟิล์มแห้งสนิท แล้วย้อมด้วยคริสตัลไวโอเล็ตความเข้มข้น
ร้อยละ 0.02 ปริมาตร 120 ไมโครลิตร เป็นเวลา 15 นาที ถ่ายสีย้อมออกแล้วล้างสีย้อมส่วนเกินด้วย
น้้ากลั่นปริมาตร 150 ไมโครลิตร ละลายสีที่เหลือด้วยกรดอะซีติกความเข้มข้นร้อยละ 33 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ชุดควบคุม คือ อาหารเหลว
ปราศจากเช้ือ แล้วเลือกภาวะที่เหมาะสมต่อการสร้างไบโอฟิล์มเพื่อใช้ในการศึกษาผลของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

3.3.7.2 เตรียมสารท้าละลาย 

ผสมไดเมธิลซัลฟอกไซด์ และบิวทาโนน อย่างละ 1.25 มิลลิลิตร เติมน้้ากลั่นจนมี
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  
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3.3.7.3 เตรียมสารประกอบชีวภาพ 

ละลายสารประกอบชีวภาพ BS หรือ HO ด้วยสารท้าละลายข้อ 3.3.7.2 ให้ได้ความ
เข้มข้น 2500 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

3.3.7.4 ศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพ (BS และ HO) ต่อการสร้างไบโอฟลิ์มของ 
A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

การศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพ (BS หรือ HO) ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. 
pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 แบ่งการทดลองออกเป็น 3 แบบ คือ บ่มสารประกอบชีวภาพก่อนการ
สร้างไบโอฟิล์ม (pre-coating) บ่มสารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (co-
incubation) และบ่มสารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์มได้ครึ่งทาง (mid post-formation) 
โดยท้าการทดลองดังนี้ 

   3.3.7.4.1 บ่มสารประกอบชีวภาพก่อนการสร้างไบโอฟิล์ม (pre-coating) 

ใส่สารท้าละลายจากข้อ 3.3.7.2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเวล
เพลทขนาด 96 หลุม จากนั้นเติมสารประกอบชีวภาพ (BS หรือ HO) ความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ 1 และหลุมที่ 2 เริ่มท้าเจือจางทีละ 2 เท่า จากหลุมที่ 
2 จนถึงหลุมที่ 7 จะได้ความเข้มข้น 39 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ดูดสารละลายปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ออกจากหลุมที่ 7 แล้วเติมสารท้าละลายตามข้อ 3.3.7.2 ลงไปทุกหลุมๆละ 50 ไมโครลิตร จะท้าให้ได้
สารประกอบชีวภาพที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1,250 625 312 156 78 39 และ 20 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิตร ชุดควบคุมบวก (ที่ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้เติมตัวท้าละลายปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ชุดควบคุมลบให้เติมตัวท้าละลายปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นดูดสารประกอบชีวภาพออกแล้วล้างด้วยน้้ากลั่นปราศจากเช้ือ 
1 รอบ เติมอาหารเลี้ยงเช้ือความเข้มข้นเข้มข้น 4 เท่า ปริมาตร 25 ไมโครลิตร สารแขวนลอยเช้ือที่มี
ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.4 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และ
สารละลายน้้าเกลือ 50 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้ววัดไบ
โอฟิล์มตามวิธีในข้อ 3.3.7.1 ชุดควบคุมลบ ไม่ต้องเติมเช้ือ ให้เติมสารละลายน้้าเกลือ 

3.3.7.4.2 บ่มสารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้ างไบโอฟิล์ม          
(co-incubation) 

ใส่สารท้าละลายจากข้อ 3.3.7.2 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเวล
เพลทขนาด 96 หลุม จากนั้นเติมสารประกอบชีวภาพ (BS หรือ HO) ความเข้มข้น 2,500 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่ 1 และหลุมที่ 2 เริ่มท้าเจือจางทีละ 2 เท่าจากหลุมที่ 
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2 จนถึงหลุมที่ 7 จะได้ความเข้มข้น 39 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ดูดสารละลายปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ออกจากหลุมที่ 7 จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงความเช้ือเข้มข้น 4 เท่า ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และสาร
แขวนลอยเช้ือที่มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.4 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร จะได้สารประกอบชีวภาพที่มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 ,250 625 312 156 78 39 
และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลติร ชุดควบคุมบวก (ที่ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อลิตร) ให้เติมสารท้าละลาย
แทนสารประกอบชีวภาพ ชุดควบคุมลบให้เติมสารท้าละลายแทนสารประกอบชีวภาพและเติม
สารละลายน้้าเกลือร้อยละ 0.85 แทนสารแขวนลอยเช้ือ แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง แล้ววัดไบโอฟิล์มตามวิธีในข้อ 3.3.7.1 

3.3.7.4.3 บ่มสารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์มได้ครึ่งทาง    
(mid post-formation) 

เติมอาหารเลี้ยงเช้ือความเข้มข้น 4 เท่า ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และสาร
แขวนลอยเช้ือที่มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.4 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร แล้วเติมสารละลายน้้าเกลือ 50 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
12 ช่ัวโมง จากนั้นเติมสารประกอบชีวภาพ (BS หรือ HO) ที่ความเข้มข้น 2,500 1,250 625 312 
156 78 39 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ลงไปในหลุมที่ 1 ถึงหลุมที่ 7 ตามล้าดับ จะได้ความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 1,250 625 312 15678 39 และ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ตามล้าดับ แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส จนครบ 24 ช่ัวโมง แล้ววัดไบโอฟิล์มตามวิธีในข้อ 3.3.7.1 ชุดควบคุมบวกจะเติม
สารละลายน้้าเกลอืปราศจากเช้ือแทนสารประกอบชีวภาพ ชุดควบคุมลบ ไม่เติมเช้ือและสารประกอบ
ชีวภาพ  

3.3.7.5 ศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพ (BS และ HO) ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ             
S. sobrinus 6715 และ S. mutans  

การศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพ (BS หรือ HO) ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. 
sobrinus และ S. mutans แบ่งการทดลองออกเป็น 3 แบบ คือ บ่มสารประกอบชีวภาพก่อนการ
สร้างไบโอฟิล์ม (pre-coating) บ่มสารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (co-
incubation) และบ่มสารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์ม (mid post-formation) ตาม
วิธีการข้อ 3.3.7.4 โดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ Brain Heart Infusion (BHI) ที่เติมซูโครสร้อยละ 2 โดย
มวลต่อปริมาตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 8 ช่ัวโมง ส้าหรับ S. 
sobrinus และ 10 ช่ัวโมง ส้าหรับ S. mutans วัดไบโอฟิล์มตามข้อ 3.3.7.1  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 การผลิตและองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากชั้นส่วนใส (BS) และน้ ามัน (HO) 
จาก A. pullulans สายพันธุ์ YTP6-14  

เมื่อเลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีแหล่ง
คาร์บอนเป็นกลูโคส 50 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 9 วัน พบว่าค่าความเป็นกรดด่าง
ลงลดจาก 6.40 ± 0.02 เป็น 4.37 ± 0.01 ในวันที่ 1 และคงที่ไปตลอดจนวันที่ 9 น้้าตาลกลูโคส
ลดลงเหลือ 2.08 ± 0.625 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 5 และหมดลงหลังจากนั้น น้้าหนักเซลล์แห้งสูงที่สุด
ในวันที่ 3 เท่ากับ 6.38 ± 0.31 กรัมต่อลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) ถูกผลิตและ
ปลดปล่อยออกมาในน้้าหมักเลี้ยงเช้ือ ตั้งแต่วันที่ 1 และสูงสุดในวันที่ 3 เท่ากับ 0.96 ± 0.09 กรัมต่อ
ลิตร เมื่อเลี้ยงไปจนถึงวันที่ 5 จะสามารถเห็นหยดน้้ามันขนาดเล็กลอยอยู่ในน้้าหมักและเมื่อน้าไปปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 9800xg น้้ามันจะตกอยู่ใต้ช้ันเซลล์มีลักษณะดังรูปที่ 4.1 เมื่อแยกเซลล์ออกและ
สกัดน้้ามันด้วยเอธิลอะซีเตท พบว่าเช้ือสามารถผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้า (HO) ได้สูงสุดในวันที่ 9 
เท่ากับ 4.54 ± 0.11 จากความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพ (BS และ 
HO) ในรูปที่ 4.2 แสดงให้เห็นว่า HO ถูกผลิตในวันที่ 5 ซึ่งอยู่ในระยะ stationary phase เป็นสาร
ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ในขณะที่การผลิด BS นั้นสัมพันธ์กับการเจริญ (growth 
associated production)  

 

รูปท่ี 4.1 น้้ามันใต้ช้ันเซลล์เมื่อน้าน้้าหมักไปปั่นเหว่ียง 
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รูปท่ี 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพ (BS และ HO) ของ       
A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 9 วัน 

จากนั้นเตรียมสารประกอบชีวภาพ BS หรือ HO ความเข้มข้น 0.01 และ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร มาทดสอบประสิทธิภาพ พบว่า BS มีค่าผลต่างแรงตึงผิวต่้ากว่า HO แต่มีค่าการกระจาย
น้้ามันสูงกว่า HO โดย BS และ HO มีประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวใกล้เคียงกันเท่ากับ 26.13 
± 0.58 และ 28.80 ± 0.00 มิลลินิวตันต่อตารางเมตร มีค่าการกระจายน้้ามันต่างกันเท่ากับ 30.37 ± 
1.09 และ 23.19 ± 0.86 ตารางเซนติเมตร ตามล้าดับ ดังตารางที่ 4.1 แต่อย่างไรก็ตามปริมาณ HO 
ที่สกัดไดสู้งกว่า คือ 4.54 กรัมต่อลิตร  

ตารางท่ี 4.1 ผลต่างค่าแรงตึงผิวเมื่อเทียบกับน้้าบรสิุทธ์ิ (∆ST)  และการกระจายน้้ามัน (ODA) ของ 
BS และ HO 

สารประกอบชีวภาพ ปริมาณท่ีสกัดได้  
(กรัม/ลิตร) 

ค่าผลต่างแรงตึงผิว1 
(mN/m) 

ค่าการกระจายน้ ามัน2 
(ซม.2) 

BS 0.96 26.13 ± 0.58 30.37 ± 1.09 
HO 4.54 28.80 ± 0.00 23.19 ± 0.86 

1 ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
2 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 10 ไมโครลติร 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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และเมื่อน้าสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC โดยเก็บพีคที่
เวลาต่างๆ จ้านวน 6 พีค เป็นพีคจาก BS จ้านวน 4 พีค คือ BS-1, BS-2, BS-3 และ BS-4 ที่เวลา 
3.645, 4.744, 6.732 และ 11.154 นาที ตามล้าดับ และ พีคจาก HO จ้านวน 2 พีค คือ HO-1 และ 
HO-2 ที่เวลา 7.427 และ 11.161 นาที ตามล้าดับ ดังรูปที่ 4.3 และ 4.4 แล้วน้าตัวอย่างพีคดังกล่าว
ที่ความเข้มข้น 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไปวัดการกระจายน้้ามัน แสดงผลในตารางที่ 4.2   

 
รูปท่ี 4.3 โครมาโทแกรมของ BS จาก HPLC 

 

 
รูปท่ี 4.4 โครมาโทแกรมของ HO จาก HPLC 
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ตารางท่ี 4.2 ประสิทธิภาพการกระจายน้้ามันของตัวอย่างพคีที่เก็บจาก HPLC  

1 ตัวอย่างมีความเข้มข้น 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จากตารางที่ 4.2 พบว่าพีค HO-2  มีค่าการกระจายน้้ามันสูงสุด 35.98 ± 0.20 ตาราง
เซนติเมตร รองลงมาคือ BS-4 มีค่าการกระจายน้้ามันเทา่กับ 10.07 ± 0.05 ตารางเซนติเมตร ทั้งสอง
ตัวอย่างถูกเก็บมาที่เวลาใกล้เคียงกันที่เวลา 11.154 และ 11.161 นาที ตามล้าดับ จึงถูกน้าไป
วิเคราะห์หาน้้าหนักมวลโมเลกุลด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี โดยเทคนิคที่ท้าให้เกิดไออนไนเซช่ัน 2 วิธี 
คือ GC/MS และ MALDI-TOF พบว่า BS-4 และ HO-2 มีองค์ประกอบดังตารางที่ 4.3 นอกจากนี้ได้
น้าสารสกัดหยาบ HO ส่งไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF มีองค์ประกอบดังตารางที่ 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

พีค RT (นาที) ค่าการกระจายน้ ามัน1 (ซม.2) 

BS-1 3.645 0 ± 0.00 
BS-2 4.744 0.13 ± 0.00 
BS-3 6.732 0.13 ± 0.04 
BS-4 11.154 10.07 ± 0.05 
HO-1 7.427 1.87 ± 0.01 
HO-2 11.161 35.98 ± 0.20 
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ตารางท่ี 4.3 น้้าหนักโมเลกลุของส่วนประกอบของ BS-4 และ HO-2  

สารประกอบ
ชีวภาพ 

HPLC 
(เวลา) 

วิธีการวิเคราะห์
น้ าหนักโมเลกุล 

น้ าหนัก 
มวลโมเลกุล 

ส่วนประกอบ 

BS-4 11.154 

GC/MS 

43.06 - 

68.04 - 

73.08 - 

97.04 วงแหวน Lactone ของ Massoia lactone 

108.11 - 

115.06 
วงแหวน Lactone ของ 3,5-

dihydroxydecanoic acid delta lactone 

168.14 Massoia lactone 

187.16 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone 

203.16 - 

MALDI-TOF 

733.9 Liamocin Ara-A1 [M+Na]+ 

763.9 Liamocin A1 [M+Na]+ 

806.0 Liamocin A2 [M+Na]+ 

HO-2 11.161 

GC/MS 

97.04 วงแหวน Lactone ของ Massoia lactone 

108.11 - 

115.06 
วงแหวน Lactone ของ 3,5-

dihydroxydecanoic acid delta lactone 

168.15 Massoia lactone 

187.16 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone 

203.16 - 

MALDI-TOF 

437.6 - 

639.1 - 

641.1 Exophilin A2 [M+Na]+ 

667.1 - 

หมายเหตุ : โครมาโทรแกรมของพีค BS-2 และ HO-4 จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี GC/MS และวิธี 
MALDI-TOF/MS แสดงดังภาคผนวก ง และ จ 
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จากตารางที่ 4.3 และผลการวิเคราะห์หาน้้าหนักโมเลกุลด้วยวิธี GC/MS ที่แสดงใน
ภาคผนวก ง เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยของ สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ (2557) ท้าให้ทราบว่าพีค   
BS-4 และ HO-2 ประกอบไปด้วย  

1. 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone หรือ Massoia lactone + H2O 
(187.16)  

2. Massoia lactone (168.14)  
3. วงแหวน Lactone ของ 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone (115.06)  
4. วงแหวน Lactone ของ Massoia lactone (97.04) 
อย่างไรก็ตามเมื่อน้าผลจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี MALDI-TOF แสดงในภาคผนวก จ มา

เปรียบเทียบ m/z กับงานวิจัยของ Price และคณะ (2013) และ Price และคณะ (2016) พบว่า   
BS-4 มีพีค [M+Na]+ ที่ m/z เท่ากับ 733.9, 763.9 และ 806.0 ตรงกับ Liamocin Ara-A1, 
Liamocin A1 และ Liamocin A2 ตามล้าดับ ส่วน HO-2 พีค [M+Na]+ ที่ m/z เท่ากับ 641.1 ตรง
กับ Exophilin A2 

Liamocin มีโครงสร้างเป็นน้้าตาลแมนนิทอลต่อกับ 3,5-dihydroxydecanoic ester 
จ้านวน 3 (A) ถึง 4 (B) กลุ่ม โดยบางส่วนอาจไม่ต่อ (1) หรือต่อ (2) กับหมู่อะซีติล ในขณะที่ 
Liamocin Ara-A1 คือ Liamocin ที่โครงสร้างส่วนหัวเปลีย่นเป็นน้้าตาลอะราบิทอล ส่วน Exophilin 
จะมีโครงสร้างเป็น Liamocin ที่ไม่มีน้้าตาล  

 

รูปท่ี 4.5 โครงสร้างของ 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone (1)                        
และ Massoia lactone (2) 

ที่มา : Vesonder และคณะ (1972) 
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ตารางท่ี 4.4 น้้าหนักโมเลกลุของส่วนประกอบของสารสกัดหยาบน้้ามัน (HO) 

สารประกอบชีวภาพ 
วิธีการวิเคราะห์
น้ าหนักโมเลกุล 

น้ าหนัก 
มวลโมเลกลุ 

ส่วนประกอบ 

สารสกัดหยาบ 
น้้ามัน (HO) 

MALDI-TOF/MS  

581.6 Exophilin A1 [M+Na-H2O]+ 
599.6 Exophilin A1 [M+Na]+ 
733.6 Liamocin Ara-A1 [M+Na]+ 
763.6 Liamocin A1 [M+Na]+ 
767.7 Exophilin A1 + [M+Na+4Ac]+ 
827.7 Exophilin B2 [M+Na]+ 
919.7 Liamocin Ara-B1 [M+Na]+ 
949.8 Liamocin B1 [M+Na]+ 
991.8 Liamocin B2 [M+Na]+ 

หมายเหตุ : โครมาโทรแกรมของสารสกัดหยาบ HO จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี MALDI-TOF/MS 
แสดงดังภาคผนวก ฉ 
 

จากตารางที่ 4.4 เมื่อน้าผลการวิเคราะห์สารสกัดหยาบ HO ด้วยวิธี MALDI-TOF ดัง
ภาคผนวก ฉ มาเปรียบเทียบ m/z กับงานวิจัยของ Price และคณะ (2013) และ Price และคณะ 
(2016) พบว่ามีพีค [M+Na]+ ที่ m/z เท่ากับ 581.6, 599.6, 733.43, 763.45, 767.49, 827.51, 
919.56, 949.57 และ 991.58 ตรงกับ Exophilin A1 - H2O, Exophilin A1,  Liamocin Ara-A1, 
Liamocin A1, Exophilin A1 + 4Ac, Exophilin B2, Liamocin Ara-B1, Liamocin B1 และ
Liamocin B2  

4.2 การปลดปล่อยสารประกอบชีวภาพด้วยการท าให้เซลล์แตก 

เมื่อเพาะเลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A เป็นเวลา 
2, 4, 5, 7 และ 9 วัน และเก็บตัวอย่างดังรูปที่ 3.1 โดยแบ่งน้้าหมักออกเป็น 2 ขวดเท่าๆกัน (I, II) 
แล้วน้าทั้งสองส่วนไปปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 40 นาที น้้าหมักจะแยกเป็น 3 ช้ัน 
คือ ช้ันส่วนใส (A) ช้ันเซลล์ (B) และช้ันน้้ามัน (C)  น้าส่วนใสของทั้ง 2 ขวด (IA, IIA) ไปสกัดแยกสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากนั้นละลายส่วนที่เหลือ (B, C)  ของทั้ง 2 ขวดด้วยสารละลายน้้าเกลือเข้มข้น
ร้อยละ 0.85 แล้วถ่ายใส่หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นน้าหลอดที่ 1 ไปปั่นด้วยเครื่อง
ผสมสาร และน้าหลอดที่ 2 ไปท้าให้เซลล์แตกโดยใช้อุลตร้าโซนิเคเตอร์ที่แอมพลิจูด 40% เป็นเวลา 5 
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นาที จ้านวน 3 รอบจากวิธีการข้างต้นจะท้าให้ ขวดที่ 1 ต่างจากขวดที่ 2 ตรงที่ ขวดที่ 1 จะมี
สารประกอบชีวภาพที่ติดอยู่ที่ผิวเซลล์หลุดออกมาเมื่อปั่นด้วยเครื่องผสมสาร ส่วนขวดที่ 2 จะมี
สารประกอบชีวภาพที่ถูกปลดปล่อยออกมาจากการแตกเซลล์ จากนั้นน้าทั้ง 2 ขวดไปปั่นเหว่ียงด้วย
ความเร็ว 9,800xg เป็นเวลา 10 นาที น้าช้ันส่วนใสและน้้ามันไปสกัดแยกจะได้ IB, IC, IIB และ IIC 
แล้วช่ังน้้าหนักแห้งของสารประกอบชีวภาพทุกส่วนที่สกัดได้  แล้วน้ามาท้ากราฟความสัมพันธ์ของ
ปริมาณสารประกอบชีวภาพที่สกัดได้กับเวลา ดังรูปที่ 4.6 

 
รูปท่ี 4.6 ปรมิาณสารที่ปลดปล่อยกอ่นและหลงัการแตกเซลล์ 

*  IA และIIA: สารลดแรงตึงผิวทีส่กัดได้จากน้้าหมัก 
   IB: สารที่ติดอยู่กบัผิวเซลล์  
   IIB: สารทีป่ลอ่ยออกมาหลังจากการแตกเซลล ์
   IC: น้้ามันที่จลุินทรียห์ลั่งออกมานอกเซลล ์
   IIC: มีน้้ามันที่ปล่อยออกมาหลงัจากการแตกเซลล์ 

จากรูปที่ 4.6 พบว่าปริมาณสารประกอบชีวภาพที่ได้ก่อนและหลังจากการแตกเซลล์มีความ
ใกล้เคียงกัน ส่วน IIC (Sonicate)  และ IC (Vortex) มีปริมาณใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าว่าเซลล์
ไม่ได้เก็บสะสมน้้ามันไว้ในเซลล์ ส่วนในวันที่ 5 พบว่าปริมาณสารประกอบชีวภาพส่วน IIB (Sonicate) 
มากกว่า IB (Vortex)  โดย IIB เท่ากับ 1.00 ± 0.06 กรัมต่อลิตร ส่วน IB เท่ากับ 0.44 ± 0.04 กรัม
ต่อลิตร แสดงว่าการแตกเซลล์ช่วยปลดปล่อยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมา จึงน้าสารประกอบ
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ชีวภาพในวันที่ 5 มาวัดประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิว และความสามารถในการกระจายน้้ามันดัง
ตารางที่ 4.5 

ตารางท่ี 4.5 ผลต่างค่าแรงตึงผิวเมื่อเทียบกับน้้าบรสิุทธ์ิ (∆ST)  และการกระจายน้้ามัน (ODA) ของ 
IA IIA IB IIB IC และ IIC จากวันที่ 5 

สารประกอบชีวภาพ 
ปริมาณท่ีสกัดได้ 

(กรัม/ลิตร) 
ค่าผลต่างแรงตึงผิว1 

(mN/m) 
ค่าการกระจายน้ ามัน2 

(ซม.2) 
IA 0.6520 ± 0.02 27.80 ± 0.00 31.18 ± 0.99 
IIA 0.7053 ± 0.06 27.80 ± 0.00 31.18 ± 0.99 
IB 0.4373 ± 0.04 18.80 ± 0.00 15.44 ± 0.40 
IIB 1.0040 ± 0.06 23.80 ± 1.00 16.88 ± 1.50 
IC 5.2567 ± 0.25 29.80 ± 0.00 19.14 ± 1.60 
IIC 5.2727 ± 0.25 30.47 ± 0.58 20.43 ± 0.80 

1 ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
2 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 10 ไมโครลติร 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จากตารางที่ 4.5  ส่วน IC และ IIC  มีประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวใกล้เคียงกัน และ
ใกล้เคียงกับส่วน A  แต่แตกต่างจากส่วน B  และส่วน IIB มปีระสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวสูงกว่า 
IB ท้าให้ทราบว่าสารประกอบชีวภาพที่ติดอยู่ที่ผิวเซลล์ และที่อยู่ภายในเซลล์ แตกต่างจาก
สารประกอบชีวภาพที่อยู่ในน้้าหมัก  

เมื่อน้าทุกส่วนมาเปรียบเทียบโดยใช้เครื่อง HPLC พบว่าส่วน A, B และ C มีความแตกต่าง
กันในช่วง 5 นาทีแรก โดย IB และ IIB มีความแตกต่างกันเล็กน้อย และ IC เหมือนกันกับ IIC แสดงใน
รูปที่ 4.7 
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รูปท่ี 4.7 โครมาโทแกรมของ IA IB IIB IC และ IIC จาก HPLC 
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4.3 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากชั้นส่วนใส (BS) 
และน้ ามัน (HO) ของ A. pullulans  สายพันธุ์ YTP6-14 

จากการเลี้ยง A. pullulans YTP6-14 โดยใช้หัวเช้ือปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใส่ลง
ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A โดยแปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอนปริมาณร้อยละ 5 จ้านวน 4 ชนิด 
ได้แก่ กลูโคส แป้งมันส้าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ซูโครส และ กลีเซอรอล ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร บรรจุในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการ
เขย่า 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วัน พบว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลีเซอรอล
เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถผลิตสารประกอบชีวภาพ BS ได้สูงสุด คือ 1.81 ± 0.27 กรัมต่อลิตร ใน
วันที่ 5 อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีแป้งมันส้าปะหลังย่อยสามารถผลิตสารประกอบชีวภาพ HO ได้สูงสุด คือ 
7.37 ± 0.16 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 ซูโครสท้าให้เช้ือเจริญและมีน้้าหนักเซลล์แห้งสูงสุด คือ 9.59 ± 
0.43 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 ดังตารางที่ 4.6 

ตารางท่ี 4.6 ปริมาณ BS และHO ที่ผลิตได้ และน้้าหนักเซลล์แห้งเมื่อแปรผันชนิดของแหล่งคารบ์อน 

แหล่งคาร์บอน 
BS 

(กรัมต่อลิตร) 
HO 

(กรัมต่อลิตร) 
น้ าหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร) 
กลูโคส 
แป้งมันส้าปะหลงัย่อย 
ซูโครส 
กลีเซอรอล 

0.72 ± 0.03 (d3) 
0.89 ± 0.27 (d9) 
0.59 ± 0.22 (d3) 
1.81 ± 0.27 (d5)* 

6.37 ± 0.64 (d7) 
7.37 ± 0.16 (d7)* 
4.36 ± 0.37 (d11) 
1.60 ± 0.04 (d11) 

6.88 ± 0.31 (d7) 
8.10 ± 0.35 (d11) 
9.59 ± 0.43 (d7)* 
8.47 ± 0.16 (d11) 

d คือ วันที่ผลิตได้สูงสูง 
* คือ ปริมาณ BS, HO และน้้าหนักเซลล์แห้งที่สูงที่สุดเมื่อเทียบแต่ละแหล่งคาร์บอน 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

 A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 จะผลิตสารประกอบ BS ตั้งแต่วันที่ 1 และผลิต HO 
ตั้งแต่วันที่ 5 ยกเว้นเมื่อใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอนจะเริ่มผลิต HO  ในวันที่ 7 ปริมาณกลูโคส
และแป้งมันส้าปะหลังย่อยหมดลงในวันที่ 5  ซูโครสหมดในวันที่ 3 ในขณะที่กลีเซอรอลยังคงเหลือถึง 
30 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 11 สอดคล้องกับค่าความเป็นกรดด่างที่ลดเพียงเล็กน้อย แสดงในกราฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพของ A. pullulans สายพันธ์ุ  
YTP6-14 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ดังรูปที่ 4.8 4.9 4.10 และ 4.11  
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รูปท่ี 4.8 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพของ A. pullulans     
สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
 

 

รูปท่ี 4.9 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพของ A. pullulans     
สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีแป้งมันส้าปะหลังย่อยเป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปท่ี 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพของ A. pullulans   
สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน 

 
รูปท่ี 4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพของ A. pullulans   
สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีกลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน 
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เมื่อน้าสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ที่ผลิตจากแหล่งคาร์บอนแตล่ะชนิดมาเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพ พบว่า BS  และ HO  มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกัน ยกเว้น BS ที่ได้จากกลีเซอรอล     
ดังตารางที่ 4.7 

ตารางท่ี 4.7 ผลต่างค่าแรงตึงผิวเมื่อเทียบกับน้้าบรสิุทธ์ิ (∆ST)  และการกระจายน้้ามัน (ODA) ของ 
BS และ HO ของแต่ละแหล่งคาร์บอนที่ใช้ 

สารประกอบชีวภาพ แหล่งคาร์บอน 
ปริมาณท่ีสกัดได้ 

(กรัม/ลิตร) 
ค่าผลต่างแรงตึงผิว1,2 

(mN/m) 
ค่าการกระจายน้ ามัน3 

(ซม.2) 

BS 

กลูโคส 0.72 24.80 ± 0.00 32.90 ± 1.06 

แป้งมันส้าปะหลังย่อย 0.89 26.47 ± 0.58 33.53 ± 0.40 

ซูโครส 0.59 23.46 ± 0.58 32.64 ± 0.65 
กลีเซอรอล 1.81 17.47 ± 0.58 10.93 ± 0.41 

HO 

กลูโคส 6.38 27.80 ± 0.00 28.35 ± 0.89 

แป้งมันส้าปะหลังย่อย 7.37 25.14 ± 0.58 26.53 ± 0.70 
ซูโครส 4.36 26.80 ± 0.00 26.82 ± 1.02 

กลีเซอรอล 1.60 24.80 ± 0.00 25.11 ± 0.48 
1 ความเข้มข้น 0.01 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร  
2 ค่าแรงตึงผิวของน้้าบรสิุทธ์ิ เท่ากับ 66.8 mN/m ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
3 ความเข้มข้น 1 มิลลิกรมัต่อมลิลลิิตร ปริมาตร 10 ไมโครลติร 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

จากตารางที่ 4.7 เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ BS และ HO ระหว่างแต่ละแหล่ง
คาร์บอนที่ใช้ พบว่า BS  และ HO  มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกัน ยกเว้น BS ที่ได้จากกลีเซอรอลจะให้
ค่าผลต่างแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้้ามันต่้าว่า BS ที่ได้จากแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น โดย BS จาก
แป้งมันส้าปะหลังย่อยมีประสิทธิภาพสูงสุดคือ ให้ค่าผลต่างแรงตึงผิว 26.47 ± 0.58 มิลลินิวตันต่อ
เมตร และมีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 33.53 ± 0.40 ตารางเซนติเมตร รองลงมาคือ กลูโคส 
ซูโครส และกลีเซอรอล ตามล้าดับ ส้าหรับ HO พบว่า HO ที่ได้จากกลูโคสมีประสทิธิภาพสูงสุดคือ ให้
ค่าผลต่างแรงตึงผิว 27.80 ± 0.00 มิลลินิวตันต่อเมตร และมีค่าการกระจายน้้ามันเท่ากับ 28.35 ± 
0.89 ตารางเซนติเมตร รองลงมาคือ ซูโครส แป้งมันส้าปะหลังย่อย และกลีเซอรอล ตามล้าดับ  

 และเมื่อน้า BS  และ HO  จากแต่ละแหล่งคารบ์อนไปเปรียบเทียบด้วย HPLC  พบว่าโครมา
โทแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ BS จากทุกแหล่งคาร์บอนคล้ายคลึงกัน ยกเว้นกลีเซอรอล และพบว่า
เป็นเช่นเดียวกันกับ HO ดังภาคผนวก ช 
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4.4 คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากชั้นส่วนใส (BS) และน้ ามัน (HO) ท่ีผลิตได้จาก
แป้งมันส าปะหลังย่อย 

4.4.1 ค่าความเข้มข้นวิกฤตการเกิดไมเซลล์ (CMC) 

เมื่อละลาย BS และ HO ด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้น 0.01 ถึง 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้ว
น้าไปวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่องเทนซิโอมิเตอร์ และเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและ
ค่า log ความเข้มข้นของสารประกอบชีวภาพ เพื่อค้านวณหาค่าจุดวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ พบว่า BS 
มีค่า CMC เท่ากับ 42.28 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังรูปที่ 4.12 โดย BS สามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้า
บริสุทธ์ิได้ต้่าสุดเท่ากับ 32.79 มิลลินิวตันต่อเมตร ในขณะที่ HO มีค่า CMC เท่ากับ 13.80 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ดังรูปที่ 4.13 และสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิได้ต้่าสุดเท่ากับ 31.27 มิลลินิวตันต่อ
เมตร  

 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.12 ค่าความเข้มข้นวิกฤตการเกิดไมเซลล์ (CMC) ของสารประกอบชีวภาพ BS ที่ผลิตได้
จาก A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เมื่อใช้แป้งมันส้าปะหลังย่อยเป็นแหล่งคาร์บอน 
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4.4.2 ผลของภาวะต่างๆ ต่อค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) 

และน้้ามัน (HO) 

เมื่อละลาย BS และ HO ด้วยน้้ากลั่นให้มีความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC แล้วน้าไปทดสอบที่
ภาวะความเข้มข้นเกลือร้อยละ 1 ถึง 12  โดยมวลต่อปริมาตร ความเป็นกรดด่าง 2 ถึง 12 อุณหภูมิ 
4, 30, 60, 100 องศาเซลเซียส 15 นาที และภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที วัดค่าแรงตึงผิว ได้ผลดังรูปที่ 4.14 และ 4.15 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.13 ค่าความเข้มข้นวิกฤตการเกิดไมเซลล์ (CMC) ของสารประกอบชีวภาพ HO ที่ผลิต
ได้จาก A. pullulans  สายพันธ์ุ YTP6-14 เมื่อใช้แป้งมันส้าปะหลังย่อยเป็นแหล่งคาร์บอน 
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รูปท่ี 4.14 ผลของภาวะต่างๆ ต่อค่าแรงตึงผิวของสารประกอบชีวภาพ BS  

(ก) ผลของความเข้มข้นเกลือรอ้ยละ 1 ถึง 12   
(ข) ผลของความเป็นกรดด่าง 2 ถึง 12 
(ค) ผลของอุณหภูมิ 4, 30, 60, 100 องศาเซลเซียส และภาวะภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า 
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รูปท่ี 4.15 ผลของภาวะต่างๆ ต่อค่าแรงตึงผิวของสารประกอบชีวภาพ HO 

(ก) ผลของความเข้มข้นเกลือรอ้ยละ 1 ถึง 12   
(ข) ผลของความเป็นกรดด่าง 2 ถึง 12 
(ค) ผลของอุณหภูมิ 4, 30, 60, 100 องศาเซลเซียส และภาวะภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า 
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จากรูปที่ 4.14 และ 4.15 พบว่า BS และ HO มีผลการทดลองที่คล้ายคลึงกัน โดยความ
เข้มข้นเกลือมีผลต่อค่าแรงตึงผิวของ BS และ HO เล็กน้อย เมื่อความเข้มข้นเกลือสูงข้ึนจะท้าให้
ค่าแรงตึงผิวลดลงจาก 32.00 ± 0.00  เป็น 31.00 ± 0.00 มิลลินิวตันต่อเมตร ส่วนอุณหภูมิที่ 4, 30, 
60, 100 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที และภาวะภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ส่งผลต่อค่าแรงตึงผิวของ BS และ HO เล็กน้อยเช่นกัน โดยค่าแรง
ตึงผิวจะอยู่ในช่วง 31.00 ± 0.00 ถึง 33.00 ± 0.00 มิลลินิวตันต่อเมตร ส้าหรับค่าความเป็นกรดด่าง 
2 ถึง 10 จะมีผลต่อค่าแรงตึงผิวของ BS และ HO เล็กน้อย โดยค่าแรงตึงผิวจะอยู่ในช่วง 32.00 ± 
0.00 ถึง 35.67 ± 0.58 มิลลินิวตันต่อเมตร แต่เมื่อค่าความเป็นกรดด่างเพิ่มเป็น 11 จะส่งผลต่อ
ค่าแรงตึงผิวของ BS และ HO ให้เพิ่มข้ึนเป็น 39.33 ± 0.58 และ 40 ± 0.00 ตามล้าดับ และเมื่อค่า
ความเป็นกรดด่างเพิ่มเป็น 12 ค่าแรงตึงผิวของ BS และ HO จะเพิ่มข้ึนถึง 61.00 ± 0.00 และ 
61.67 ± 0.58 ตามล้าดับ 

4.4.3 ความสามารถในการเป็นสารก่ออิมัลช่ันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส 
(BS) และน้้ามัน (HO) 

เมื่อน้า BS และ HO มาละลายในน้้ากลั่นให้มีความเข้นข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วผสม
ให้เข้ากันกับน้้ามันพืชชนิดต่างๆ ในอัตราส่วน 1:1 ดังนี้ น้้ามันมะพร้าว น้้ามันปาล์ม น้้ามันถ่ัวเหลือง 
น้้ามันร้าข้าว น้้ามันมะกอก น้้ามันเมล็ดดอกทานตะวัน และน้้ามันงา ตามล้าดับ แล้ววัดค่าอิมัลช่ัน
หลังจาก 24 ช่ัวโมง แสดงเป็นร้อยละของระดับความสูงอิมัลช่ันต่อระดับความสูงทั้งหมด (Emulsion 
index, E24) ดังรูปที่ 4.16 แล้วติดตามความคงตัวของอิมัลช่ันเป็นเวลา 60 วัน โดยแสดงเป็นร้อยละ
ของอิมัลช่ันในวันต่างๆ ต่ออิมัลช่ันวันที่ 1 ดังรูปที่ 4.17  
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รูปท่ี 4.16 ค่าการก่ออมิัลช่ันของ BS และ HO กับน้้ามันชนดิต่างๆ 

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้้า และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน
แสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 โดยวิธี 
one-way ANOVA  

 จากรปูที่ 4.16 พบว่า BS และ HO ก่ออิมลัช่ันกับน้้ามันมะกอกไดสู้งสุดเท่ากับร้อยละ 52.66 
และ 56.13 ตามล้าดับ รองลงมาคือ น้้ามันปาล์ม น้้ามันมะพร้าว น้้ามันถ่ัวเหลอืง น้้ามันร้าข้าว น้้ามัน
เมล็ดดอกทานตะวัน ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญกับน้้ามันงา (P≤0.05) ที่ก่ออิมลัช่ันได้ต้่าเพียง
ร้อยละ 14.10 และ 12.78 ตามล้าดับ 
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รูปท่ี 4.17 ค่าความคงตัวของอิมัลช่ันของ BS (ก) และ HO (ข) กับน้้ามันชนิดต่างๆ 

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้้า 

จากรูปที่ 4.17 เมื่อตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 60 วัน อิมัลช่ันของน้้ามันมะกอกมีความคงตัวสูงสุด
เท่ากับร้อยละ 96.08 และ 97.39 ตามล้าดับ รองลงมาคือน้้ามันปาล์มเท่ากับร้อยละ 70.44  และ 
92.50 แสดงว่า สารประกอบชีวภาพ BS และ HO ที่ผลิตได้จากเช้ือนี้มีความสามารถในการเป็นสาร
ก่ออิมัลช่ันได้ดีกับน้้ามันมะกอกและน้้ามันปาล์ม 
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4.5 ผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากชั้นส่วนใส (BS) และน้ ามัน (HO) ต่อการสร้างไบโอฟิล์ม 

4.5.1 ภาวะที่เหมาะสมแก่การสร้างไบโอฟลิ์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

เมื่อสร้างไบโอฟิล์ม โดยถ่ายหัวเช้ือจากข้อ 3.3.2.1 ปริมาณร้อยละ 10 โดยปริมาตร ใส่
อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีน้้าตาลกลูโคส และอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลว Yeast Nitrogen Base 
แล้วเติมสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในไมโครเวลเพลทขนาด 96 หลุม บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสในภาวะนิ่งและภาวะเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 
และ 7 วัน ถ่ายอาหารเลี้ยงเช้ือออก แล้ววัดปริมาณไบโอฟิล์มโดยย้อมด้วยคริสตัลไวโอเล็ตแล้ววัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบดังรูปที่ 4.18 พบว่า A. pullulans 
สายพันธ์ุ YTP6-14 สร้างไบโอฟิล์มได้สูงที่สุดในอาหารเลี้ยงเช้ือ YNB เมื่อบ่มในภาวะเขย่าเป็นเวลา 1 
วัน รองลงมาคืออาหารส้าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  เมื่อบ่มในภาวะนิ่งเป็นเวลา 7 วัน 
ดังนั้นอาหารเลี้ยงเช้ือ YNB ภาวะเขย่าเป็นเวลา 1 วัน จึงถูกเลือกไปใช้ในการศึกษาผลของ BS และ 
HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

 
รูปท่ี 4.18 ภาวะที่เหมาะสมแก่การสร้างไบโอฟลิ์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้้า  
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4.5.2 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟลิ์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 

จากการเปรียบเทียบผลของ BS และ HO ที่ความเข้มข้น 1,250 625 312 156 78 39 และ 
20 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 3 แบบ คือ บ่มสารประกอบชีวภาพก่อนการสร้างไบโอฟิล์ม 
(pre-coating) บ่มสารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (co-incubation) และบ่ม
สารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์มได้ครึ่งทาง (mid post-formation) พบว่า BS และ HO 
ไม่ส่งผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ดังรูปที่ 4.19 โดยเมื่อ
เปรียบเทียบผลของ BS และ HO ที่ความเข้มข้นต่างๆ ต่อการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ A. 
pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 พบว่า BS  และ HO ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ยกเว้นในวิธี pre-coating ที่ความเข้มข้น 156 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วิธี co-incubation ที่ความ
เข้มข้น 78 และ 312 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และวิธี mid post-formation ที่ความเข้มข้น 62 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่า BS และ HO มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P≤0.05) 
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รูปท่ี 4.19 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง (ก) วิธี pre-coating  (ข) วิธี co-incubation (ค) วิธี mid post-incubation 

หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้้า และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน
แสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 โดยวิธี 
one-way ANOVA  
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4.5.3 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และ S. mutans  

จากศึกษาผลของ BS และ HO ที่ความเข้มข้น 1,250 625 312 156 78 39 และ 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และ S. mutans เป็นเวลา 8 และ 10 
ช่ัวโมง ตามล้าดับ โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 3 แบบ คือ บ่มสารประกอบชีวภาพก่อนการสร้างไบ
โอฟิล์ม (pre-coating) บ่มสารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (co-incubation) และ
บ่มสารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์มได้ครึ่งทาง (mid post-formation) ซึ่งเป็นเวลา 4  
ช่ัวโมง ส้าหรับ S. sobrinus และ 5 ช่ัวโมง ส้าหรับ S. mustans พบว่าสารประกอบชีวภาพทั้งสอง
สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และ  S. mutans ได้ ดังรูปที่ 4.20 4.21 และ 
4.22  
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รูปท่ี 4.20 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus (ก) และ S. mutans (ข) 
ด้วยวิธี pre-coating เป็นเวลา 8 และ 10 ช่ัวโมง ตามล้าดับ 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้้า และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน
แสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 โดยวิธี 
one-way ANOVA  

จากรูปที่ 4.20 เมื่อใช้วิธี pre-coating พบว่า BS และ HO ไม่สามารถยับยั้งการสร้างไบโอ
ฟิล์มของ S. sobrinus ได้ แต่ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้บ้าง และเมื่อเปรียบเทียบ
ความสามารถในการยับยั้งไบโอฟิล์มของ BS และ HO พบว่า ที่ความเข้มข้น 625 และ 1,250 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร HO สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ดีกว่าและมีความ
แตกต่างกับ BS อย่างมีนัยส้าคัญ (P≤0.05) โดยในวิธีนี้ HO สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. 
mutans ได้สูงสุดร้อยละ 71.63 
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รูปท่ี 4.21 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟลิ์มของ S. sobrinus (ก) และ S. mutans (ข) 
ด้วยวิธี co-incubation เป็นเวลา 8 และ 10 ช่ัวโมง ตามล้าดับ 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้้า และตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน
แสดงค่าความแตกต่างกันของข้อมูลอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 โดยวิธี 
one-way ANOVA  

จากรูปที่ 4.21 เมื่อใช้วิธี co-incubation พบว่า BS และ HO สามารถยับยั้งไบโอฟิล์มของ 
S. mutans ได้ดีกว่า S. sobrinus และเมื่อเปรียบเทียบความสามารถของ BS และ HO ในการ
ยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. mutans พบว่า HO ที่ความเข้มข้น 78 ถึง 625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ดีกว่าและมีความแตกต่างกับ BS อย่างมี
นัยส้าคัญ (P≤0.05) โดยในวิธีนี้ BS และ HO สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้
สูงสุดร้อยละ 88.86 และ 91.10 ตามล้าดับ 
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รูปท่ี 4.22 ผลของ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟลิ์มของ S. sobrinus (ก) และ S. mutans (ข) 
ด้วยวิธี mid post-formation เป็นเวลา 8 และ 10 ช่ัวโมง ตามล้าดับ 
หมายเหตุ : ค่าที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันแสดงค่าความแตกต่างกันของ
ข้อมูลอย่างมีนียส้าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% โดยวิธี one-way ANOVA  

จากรูปที่ 4.22 เมื่อใช้วิธี mid post-formation พบว่า BS และ HO ไม่สามารถยับยั้งการ
สร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus ได้ แต่สามารถยับยั้งการสร้างยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ 
เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. mutans ระหว่าง BS และ HO พบว่า 
HO ที่ความเข้มข้น 156 ถึง 625 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. 
mutans ได้ดีกว่าและมีความแตกต่างกับ BS อย่างมีนัยส้าคัญ (P≤0.05) โดยในวิธีนี้ BS และ HO 
สามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้สูงสุดร้อยละ 62.19 และ 62.46 ตามล้าดับ 

จากผลการทดลองการยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans 3 วิธี พบว่า ทุกวิธีสามารถ
ยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ โดยวิธี co-incubation ดีที่สุด รองลงมา คือวิธี     
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pre-coating และ mid post-formation ตามล้าดับ แต่มีเพียงแค่วิธีเดียวที่สามารถยับยั้งไบโอฟิล์ม
ของ S. sobrinus ได้คือวิธี co-incubation  
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บทที่ 5 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

Aureobasidium pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เป็นราคล้ายยีสต์ ที่แยกได้น้้าทะเล 
บริเวณหาดถ้้าพัง เกาะสีชัง จังหวัดชลบุรี ประเทศไทย โดย Thaniyavarn และคณะ (2013) ต่อมา
งานวิจัยของ สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ (2557) พบว่าสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงสุดใน
อาหาเลี้ยงเช้ือที่ประกอบด้วยกลูโคสและกลีเซอรอลอย่างละร้อยละ 2.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสกัด
หยาบมีค่า CMC  เท่ากับ 39 มิลลิกรัมต่อลิตร ทนต่อการเปลี่ยนแปลงในช่วงอุณหภูมิ ทนความเป็น
กรดด่าง และทนเกลือได้ดี มี Massoia Lactone หรือ 5-hydroxy-2-decenoic acid delta 
lactone มวลโมเลกุลเท่ากับ 168 กิโลดาลตัน เป็นองค์ประกอบที่มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิว  

ในงานวิจัยนี้ได้น้า A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14  มาศึกษาต่อด้านการเจริญ การผลิต
สารประกอบชีวภาพ องค์ประกอบ การเพิ่มผลผลิต คุณสมบัติของสารประกอบชีวภาพ และการน้าไป
ประยุกต์ใช้เบื้องต้น จากการศึกษาการเจริญและการผลิตในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีน้้าตาลกลูโคสร้อยละ 
5 เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เป็นจุลินทรีย์ที่น่าสนใจเพราะว่า 
นอกจากจะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพละลายอยู่ในน้้าหมัก (biosurfactant, BS) แล้วยัง
สามารถผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้า (heavy oil, HO) แล้วปลดปล่อยออกนอกเซลล์ได้ปริมาณมาก จาก
การศึกษาพบว่าน้้ามันถูกผลิตต้ังแต่วันที่ 5 และสูงสุดในวันที่ 9 เท่ากับ 4.54 ± 0.11 กรัมต่อลิตร โดย
สามารถสังเกตุเห็นหยดน้้ามันขนาดเล็กลอยในน้้าหมัก และเมื่อน้าไปปั่นเหว่ียงน้้ามันจะตกอยู่ใต้ช้ัน
เซลล์ ส่วน BS ที่สกัดได้จากน้้าหมักสูงสุดในวันที่ 3 เท่ากับ 0.96 ± 0.09 กรัมต่อลิตร จาก
ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารประกอบชีวภาพ (BS และ HO) แสดงให้เห็นว่า HO 
ถูกผลิตในวันที่ 5 ซึ่งอยู่ในระยะ stationary phase เป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) 
ในขณะที่การผลิด BS นั้นสัมพันธ์กับการเจริญ (growth associated) จากนั้นจึงได้น้าตัวอย่าง
สารประกอบชีวภาพ BS และ HO ที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ด้วย HPLC โดยใช้คอลัมน์ C18 reverse 
phase จากนั้นได้เก็บพีคตัวอย่าง BS-4 และ HO-2 ที่เวลา Retention time 11.154 และ 11.161 
นาที ไปวัดประสิทธิภาพในการกระจายน้้ามัน แล้ววิเคราะห์หามวลโมเลกุ ลโดยวิธี GC/MS และ 
MALDI-TOF พบว่าจากการวิเคราะห์หาน้้าหนักโมเลกุลด้วยวิธี GC/MS แล้วเปรียบเทียบกับงานวิจัย
ของ สุดารัตน์ ลือพงศ์พัฒนะ (2557) และ Vesonder และคณะ (1972)  ท้าให้ทราบว่าพีค BS-4 
และ HO-2 มีองค์ประกอบหลักดังนี้  
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1. 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone หรือ Massoia lactone + H2O 
(187.16)  

2. Massoia lactone (168.14)  
3. วงแหวน Lactone ของ 3,5-dihydroxydecanoic acid delta lactone (115.06)  
4. วงแหวน Lactone ของ Massoia lactone (97.04) 
นอกจากนี้ยังมีพีคของ m/z ที่ 43.06, 68.04, 73.08 และ 108.11 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัย

ของ Vesonder และคณะ (1972) ที่น้า 3,5-dihydroxydecanoic acid  delta lactone ไปท้า
ปฏิกิริยา dehydration ด้วยกรด p-toluene sulfonic ในสารละลายเบนซีนต้มเดือด  แล้ววิเคราะห์
ด้วย CG/MS พบว่ามีพีคของ m/z ที่ 168, 115, 97, 73 และ 43 ในทางเดียวกัน Price และคณะ 
(2013) ไดร้ายงานไว้ว่าเมื่อน้าสารละลายเมทานอลที่ได้จากกระบวนการ methanolysis ของน้้ามัน 
Liamocin มาวิเคราะห์ด้วย CG/MS พบว่ามีพีคของ m/z ที่ 108, 97, 68 และ 55 

แต่เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี MALDI-TOF แล้วเปรียบเทียบ m/z กับงานวิจัยของ Price และ
คณะ (2013) พบว่า BS-4 มีพีค [M+Na]+ ที่ m/z เท่ากับ 733.9, 763.9 และ 806.0 ตรงกับ 
Liamocin Ara-A1, Liamocin A1 และ Liamocin A2 ตามล้าดับ ส่วน HO-2 พีค [M+Na]+ ที่ m/z 
เท่ากับ 641.1 ตรงกับ Exophilin A2 

เมื่อน้าสารสกัดหยาบ HO มาหาน้้าหนักมวลโมเลกุลด้วยวิธี MALDI-TOF แล้วเปรียบเทียบ 
m/z กับงานวิจัยของ Price และคณะ (2013) และ Price และคณะ (2016) พบว่ามีพีค [M+Na]+ ที่ 
m/z เท่ากับ 581.6, 599.6, 733.43, 763.45, 767.49, 827.51, 919.56, 949.57 และ 991.58 ตรง
กับ Exophilin A1-H2O, Exophilin A1,  Liamocin Ara-A1, Liamocin A1, Exophilin A1+4Ac, 
Exophilin B2, Liamocin Ara-B1, Liamocin B1 และLiamocin B2 ตามล้าดับ จากผลการทดลอง
ท้าให้ทราบว่าในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีกลูโคสร้อยละ 5 สามารถผลิต HO ที่ Liamocin มีส่วนหัวเป็นทั้ง
น้้าตาลแมนิทอลและอะราบิทอล ต่างจากรายงายของ Price และคณะ (2016) ที่ว่าแหล่งคาร์บอนที่
เป็นน้้าตาลจะไม่ส่งผลคือจะโครงสร้างส่วนหัวของเลยีโมซนิที่เปน็น้้าตาลแมนนิทอล แตแ่หล่งคาร์บอน
ที่เป็นน้้าตาลแอลกอออล์จะส่งผล อย่างไรก็ตามความสัมพันธ์ระหว่างองค์ประกอบของอาหารเลี้ยง
เช้ือและชนิดของเลียโมซินยังไม่ชัดเจน 

จากโครงสร้างของ Exophilin ที่เป็นกรดไขมันแสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์สังเคราะห์กรดไขมัน
จากน้้าตาลในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยใช้ acetyl CoA ที่ได้จากการย่อยสลายน้้าตาลในวิถี glycolysis 
มาเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์กรดไขมันข้ึนใหม่ (Van Bogaert และคณะ, 2011) โดยวิถีการ
สังเคราะห์กรดไขมันแสดงดังรูปที่ 5.1 Exophilin มีโครสร้างเป็น 3,5-dihydroxydecanoic acid 



 

 

87 

จ้านวน 3-4 กลุ่ม ต่อกันด้วยปฏิกิริยา esterification จากนั้นจะเกิดโครงสร้างที่เรียกว่า Liamocin 
เมื่อเกิดปฏิกิริยา esterification ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของ Exophilin และหมู่ไฮดรอกซิลของ
น้้าตาลแอลกอฮอล์  

 

รูปท่ี 5.1 วิถีการสังเคราะห์กรดไขมันข้ึนมาใหม ่
ที่มา : ดัดแปลงจาก Bochyboch (2017) และ Rismani-Yazdi และคณะ (2011) 

Massoia lactone ถูกค้นพบและรายงานเป็นครั้งแรกโดย Abe (1937) มีโครงสร้างเป็นวง
แหวนเลคโทนที่ไม่อิ่มท้าให้มีกลิ่นหอมคล้ายมะพร้าว ครีม และเนย จึงถูกน้ามาใช้เป็นสารเติมแต่งใน
อุตสาหกรรมอาหาร (Mineeva, 2012) ด้วยเหตุนี้จึงมีงานวิจัยมากมายได้รายงานวิธีการสกัด 
Massoia lactone จากธรรมชาติโดยสกัดจากเปลือกไม้ Cryptocarya massoia ประเทศปาปัว
นิวกินี และอินโดนีเซีย (Rali และคณะ, 2007; Rolli และคณะ, 2016) และการสังเคราะห์ด้วย
ปฏิกิริยาเคมี (Vesonder และคณะ, 1972) แต่หลายวิธีไม่สามารถน้ามาใช้ได้เนื่องจากมีข้อจ้ากัด 

ส่วนน้้ามัน Liamocin ที่ผลิตได้จาก A. pullulans ถูกน้าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์เพื่อ
เป็นสารยับยั้งเซลล์มะเร็งเต้านมและมะเร็งปากมดลูก และเป็นสารต้านแบคทีเรียได้หลายชนิด ได้แก่ 
E. faecalis ATCC 29212, S. agalactiae NRRL B-1815, S mutans ATCC 25175,              
S. infantarius NRRL B-41208 และ S. uberis (Manitchotpisit และคณะ, 2014; Bischoff และ
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คณะ, 2015) นอกจากนี้ Wang และคณะ (2014) ยังน้าน้้ามัน (triacylglycerols) ที่ผลิตได้จาก     
A. pullulans var. melanogenum สายพันธ์ุ P10 ไปผลิตเป็นน้้ามันดีเซลที่สามารถจุดติดไฟได้ดี 

จากแอคติวิตี้ของ BS และ HO ที่ปลดปล่อยออกนอกเซลล์ซึ่งมาจากการสังเคราะห์ภายใน
เซลล์ จึงเกิดค้าถามว่าทั้ง BS และ HO ที่สังเคราะห์ในเซลล์มีความเหมือนหรือแตกต่างจากที่
ปลดปล่อยออกนอกเซลล์หรือไม่ จึงได้ท้าการศึกษา BS และ HO เทียบกับรูปที่อยู่ภายในเซลล์โดย
การท้าให้เซลล์แตกด้วยคลื่นเสียงอุลตร้าโซนิค  พบว่าสารประกอบชีวภาพที่ได้ก่อนและหลังจากการ
แตกเซลล์มีปริมาณใกล้เคียงกัน แต่ในวันที่ 5 ปริมาณสารประกอบชีวภาพส่วน IIB (Sonicate) 
เท่ากับ 1.00 ± 0.06 กรัมต่อลิตร ส่วน IB (Vortex) เท่ากับ 0.44 ± 0.04 กรัมต่อลิตร แสดงว่าการ
แตกเซลล์ช่วยปลดปล่อยสารประกอบชีวภาพออกมา ส่วน IIC (Sonicate)  และ IC (Vortex) มี
ปริมาณใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าว่าเซลล์ไม่ได้เก็บสะสมน้้ามันไว้ในเซลล์ และเมื่อเปรียบเทียบโดย
ใช้เครื่อง HPLC ท้าให้ทราบว่าสารประกอบชีวภาพที่ติดอยู่ที่ผิวเซลล์ (IB) นั้นมีความเหมือนกันกับที่
อยู่ภายในเซลล์ (IIB) แต่แตกต่างจากสารประกอบชีวภาพที่อยู่ในน้้าหมัก (A) เล็กน้อย ส่วนน้้ามันที่
จุลินทรีย์หลั่งออกมาในน้้าหมัก (IC) มีโครมาโทแกรมเหมือนกับส่วนน้้ามันที่ผ่านการแตกเซลล์ (IIC) 
อย่างไรก็ตามไม่มีงานวิจัยใดที่รายงานว่า A. pullulans สะสมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไว้ภายในเซลล์ 
แต่มี รายงานว่า  A. pullulans สามารถหลั่ ง เอนไซม์ฟรุกโตซิลทรานสเฟอเรส 
(Fructosyltransferase) ออกมาในน้้าหมักและสามารถสะสมไว้ภายในเซลล์ได้ (Lateef และคณะ, 
2007) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยที่รายงานว่าจุลินทรีย์สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและลิปิด
สะสมไว้ภายในเซลล์ พบว่ายีสต์ Candida antarctica ทั้งปลดปล่อยแมนโนซิลอีรีทรีธอล ลิปิด 
(MEL) ออกนอกเซลล์และสะสมไว้ภายในเซลล์  โดยการสะสม MEL มีแนวโน้มเพิ่มข้ึนและลดลงตาม
ปริมาณของไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerols) Kitamoto และคณะ (2002) จึงสันนิษฐานว่า
เช้ืออาจเก็บ MEL ไว้เป็นแหล่งพลังงาน 

จากการศึกษาการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากช้ันส่วนใส (BS) และน้้ามัน 
(HO) ของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A โดยแปรผันชนิดของ
แหล่งคาร์บอนปริมาณร้อยละ 5 จ้านวน 4 ชนิด ได้แก่ กลูโคส แป้งมันส้าปะหลังที่ผ่านการย่อยด้วย
เอนไซม์  ซูโครส และ กลีเซอรอล เป็นเวลา 11 วัน พบว่ากลีเซอรอลสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากช้ันส่วนใสได้สูงสุด คือ 1.81 ± 0.27 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 5 แป้งมันส้าปะหลังย่อย
สามารถผลิตน้้ามันได้สูงสุดเท่ากับ 7.37 ± 0.16 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจาก
ปริมาณน้้าตาลในแป้งมันส้าปะหลังย่อยอาจมีน้้าตาลชนิดอื่นที่ไม่ใช้น้้าตาลรีดิวซ์ปนอยู่จึงท้าให้มี
ปริมาณตั้งต้นสูงกว่าแหล่งคาร์บอนชนิดอื่น ซูโครสท้าให้ได้น้้าหนักเซลล์แห้งสูงสุด คือ 9.59 ± 0.43 
กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 สอดคล้องกับงานวิจัยของ Leathers และคณะ (2015) ที่พบว่า A. pullulans 
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สายพันธ์ุ NRRL 50384 เจริญได้ดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเช้ือสูตรเดียวกัน โดยสายพันธ์ุของ A. 
pullulans และแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการเจริญและการผลิตเลียโมซิน นอกจากนี้งานวิจัยอื่นอีก
มากมายรายงานว่าสายพันธ์ุจุลินทรีย์และแหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ (Gautam และ Tyagi, 2006; Rahman และ Gakpe, 2008)  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีจะต้องสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิจาก 72 เป็น 35 
มิลลินิวตันต่อเมตร ได้ (Mulligan, 2005) BS และ HO มีค่า CMC เท่ากับ 42.28 และ 13.80 
มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้้าบริสุทธ์ิได้ต่้าสุดเท่ากับ 32.79  และ 
31.27 มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล้าดับ และจะเห็นได้ว่าทั้ง BS และ HO มีค่า CMC ต่้า โดยต่้ากว่าสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิปิดที่ผลิตได้จาก P. aeruginosa สายพันธ์ุ LBI ต่้ากว่าเซอร์แฟคทินที่
ผลิตได้จาก Bacillus subtilis สายพันธ์ุ ATCC 21332  และต่้ากว่าโซโฟโรลิปิดสสกัดหยาบที่ได้จาก 
Wickerhamiella domercqiae var. sophorolipid สายพันธ์ุ CGMCC 1576 ดังตารางที่ 5.1  

ตารางท่ี 5.1 ค่า CMC ของ BS และ HO เทียบกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดต่างๆ  

จุลินทรีย์ 
สารประกอบ

ชีวภาพ 
ค่า CMC 
(mg/L) 

แหล่งอ้างอิง 

A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14   BS 42.28 งานวิจัยน้ี 
A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14   HO 13.80 งานวิจัยน้ี 
P. aeruginosa สายพันธ์ุ LBI สารสกัดหยาบ

Rhamnolipid 
51.5 Nitschke และคณะ (2010) 

B. subtilis สายพันธ์ุ ATCC 21332 สารสกัดหยาบ
Surfactin 

50 Whang และคณะ (2008) 

W. domercqiae var. sophorolipid  
สายพันธ์ุ CGMCC 1576 

สารสกัดหยาบ
Sophorolipid 

20-130 Ma และคณะ (2012) 

 
ค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ความดัน และ ความเข้มข้นของไอออน เป็นปัจจัยที่มีผลต่อ

การเปลี่ยนแปลงค่า CMC เพื่อการน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมจึงต้องการสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ทนต่อภาวะเหล่านี้ได้  (Mulligan, 2005; Nitschke และ Costa, 2007) BS และ HO 
สามารถทนเกลือได้ถึงร้อยละ 12 ทนต่อความเป็นกรดด่างในช่วง 2 ถึง 10 ทนต่ออุณหภูมิ 4, 30, 60, 
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และทนต่อภาวะภายใต้หม้อนึ่งฆ่าเช้ือ อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เวลา 15 นาที BS และ HO จึงเป็นสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ
ที่มีปะสิทธิภาพที่จะสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ ได้ ตัวอย่างเช่น สารลดแรงตึงผิว
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ชีวภาพที่ทนเกลือได้จะมีประโยชน์ต่อการน้าไปใช้ในการขุดเจาะน้้ามันเพราะมักจะเป็นภาวะที่มีความ
เข้มข้นเกลือสูง (Shavandi และคณะ, 2011) 

ความสามารถในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์เป็นอีกสมบัติหนึ่งที่ ถูกน้าไปใช้อย่างมากใน
อุตสาหกรรม สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีน้้าหนักโมเลกุลสูงถูกน้าไปใช้เป็นอิมัลซิไฟเออร์ใน
อุตสาหกรรมได้แก่ อิมัลซาน ไลโพซาน และอลาซาน (Nitschke และ Costa, 2007; Dams-
Kozlowska และคณะ, 2008) ถึงแม้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีน้้าหนักโมเลกุลต่้าจะไม่สามารถก่อ
อิมัลช่ันได้ดีนัก แต่จากกการทดสอบพบว่าทั้ง BS และ HO มีความสามารถในการก่ออิมัลช่ันได้ด ี
สอดคล้องกับรายงานของ Nitschke และ Pastore (2006) ที่ว่า B. subtilis ผลิตไลโปเปปไทด์ซึ่งเปน็
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีน้้าหนักโมเลกุลต่้าแต่สามารถก่ออิมัลช่ันที่มีความเสถียรได้ในน้้ามันถ่ัว
เหลือง และ น้้ามันมะพร้าว ส้าหรับ BS และ HO สามารถก่ออิมัลช่ันกับน้้าชนิดต่างๆ ได้ดี โดยก่อ
อิมัลช่ันกับมันมะกอกได้สูงสุดมีค่า E24 เท่ากับร้อยละ 52.66 และ 56.13 ตามล้าดับ รองลงมาคือ 
น้้ามันปาล์ม น้้ามันมะพร้าว น้้ามันถ่ัวเหลือง น้้ามันร้าข้าว น้้ามันเมล็ดดอกทานตะวัน และเมื่อตั้งทิ้งไว้
เป็นเวลา 60 วัน อิมัลช่ันของน้้ามันมะกอกมีความคงตัวสูงสุดเท่ากับร้อยละ 96.08 และ 97.39 
ตามล้าดับ รองลงมาคือน้้ามันปาล์มเท่ากับร้อยละ 70.44  และ 92.50 แสดงว่าสารประกอบชีวภาพ 
BS และ HO ที่ผลิตได้จาก A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 นี้มีความสามารถการเป็นสารก่อ
อิมัลช่ันได้ดีน้้ามันมะกอกและน้้ามันปาล์ม  

จากรายงานของ Kuiper และคณะ (2004) ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Putisolvins 
ของ Pseudomonas putida สายพันธ์ุ PCL1445 สามารถยับยั้งการก่อไบโอฟิล์มของตัวมันเองได้ 
จึงน้า BS และ HO ที่ผลิตได้จาก A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 มาท้าการทดลองการยับยั้งการ
สร้างไบโอฟิล์มกับตัวมันเอง และกับ Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrinus ที่
เป็นที่ทราบกันว่าการสร้างไบโอฟิล์มของมันจัดเป็น virulent factor ในการก่ออาการฟันผุ จึงได้
ศึกษาผลของสารประกอบชีวภาพต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง และผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และ S. mutans เป็นเวลา 8 และ 
10 ช่ัวโมง ตามล้าดับ โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 3 แบบ คือ pre-coating, co-incubation และ 
mid post-formation พบว่า สารประกอบชีวภาพ BS และ HO ที่ความเข้มข้น 0 ถึง 1,250 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่ส่งผลต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 แต่
สามารถยับยั้งไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย S. mutans และ S. sobrinus ได ้

จากการทดสอบการยับยั้งไบโอฟิล์มของแบคทีเรีย S. mutans และ S. sobrinus ด้วยทั้ง 3 
วิธี พบว่าทุกวิธีสามารถยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ แต่มีเพียงแค่วิธีเดียวที่สามารถ
ยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. sobrinus ได้คือวิธี co-incubation แต่ประสิทธิภาพในการยับยั้งไบโอฟิล์ม
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น้อยกว่า S. mutans โดยพบว่า BS และ HO สามารถยับยั้ง S. sobrinus ได้เพียงร้อยละ 24.73 
และ 53.16 ตามล้าดับ แตส่ามารถยับยั้ง S. mutans ได้ร้อยละ 88.86 และ 91.10 ตามล้าดับ แสดง
ให้เห็นว่าจะต้องใช้ความเข้มข้นสารมากข้ึนเพื่อยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และถึงแม้ว่า
แบคทีเรียทั้งสองจะถูกจดัจ้าแนกอยู่ใน Streptococci กลุ่ม Mutans เช่นเดียวกัน แต่มีความแตกต่าง
กัน คือ S. mutans มีน้้าตาลแรมโนสและกลูโคสในโครงสร้างของผนังเซลล์ และมีสายกรดอะมิโน 
Lys-Alanine2-3 ใน peptidoglycan แต ่S. sobrinus มีน้้าตาลแรมโนส กลูโคส และกาแลกโตส ส่วน
สายกรดอะมิใน peptidoglycan เป็น Lys-Thr-Ala (Whiley และ Beighton, 1998) 

เมื่อใช้วิธี pre-coating พบว่า HO ที่ความเข้มข้น 1,250 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถ
ยับยั้งไบโอฟิล์มของ S.  mutans ได้ร้อยละ 71.63 เมื่อเทียบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จาก 
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei A20 ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ในวิธี
เดียวกันสามารถยับยั้งไบโอฟิล์มของ S. mutans HG 985 และ S. mutans NS ได้ร้อยละ 31.4 
และ 38.6 ตามล้าดับ (Gudiña และคณะ, 2010)  HO จึงเป็นสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง     
ไบโอฟิล์มของ S. mutans และจากวิธี mid post-formation พบว่าสารไม่ได้ไปท้าลายไบโอฟิล์มที่
สร้างอยู่ก่อนแล้ว แต่เข้าไปยับยั้งการสร้างไบโอฟิล์ม งานวิจัยจ้านวนมากกล่าวว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจะท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าแรงตึงผิวและประจุของผนังเซลล์ส่งผลต่อการไปยับยั้งการ
เกาะติดกันของเซลล์ (cell-to-cell) หรือไปยับยั้งการเกาะติดกับพื้นผิว (cell-to-surface) หรือสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพอาจท้าให้ความเป็น hydrophilic หรือ hydrophobic ของพื้นผิวของวัสดุ
เปลี่ยนแปลงไป หรืออาจไปมีผลต่อการท้าลายเยื่อหุ้มเซลล์ (Fracchia และคณะ, 2010; Monteiro 
และคณะ, 2011)  

BS และ HO ไม่สามารถยับยั้งการก่อไบโอฟิล์มของ A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ได้ 
แตใ่ห้ผลยับยั้งการก่อไบโอฟิล์มของแบคทีเรียชนิดอื่นบางชนิดได้ เช่น S. mutans และ S. sobrinus 
ที่จับเกาะและก่อโรคฟันผุ อย่างไรก็ตาม BS และ HO ยับยั้งไบโอฟิล์มได้ดีเฉพาะกับ S. mutans 
ส่วนกลไกจะเป็นอย่างไรนั้นจะต้องศึกษาต่อไป โดย BS และ HO อาจจะไป dis-process ของการ
สร้างไบโอฟิล์ม ซึ่งก็จะข้ึนกับจุลินทรีย์ที่ทดสอบ 

ในงานวิจัยน้ี A. pullulans สายพันธ์ุ YTP6-14 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพละลายอยู่ในน้้า
หมัก (biosurfactant, BS) และผลิตน้้ามันที่หนักกว่าน้้า (heavy oil, HO) แล้วปลดปล่อยออกมา
ภายนอกในรูปของหยดน้้ามัน จากการวิเคราะห์พบว่าสารประกอบชีวภาพทั้งสองมีลักษณะสมบัติที่
แตกต่างกัน สารประกอบชีวภาพ HO มีองค์ประกอบหลักเป็น Massoia lactone, Liamocin และ 
Exophilin ส่วนสารประกอบชีวภาพ BS ที่อยู่ในเซลล์และที่ปลดปล่อยออกมานอกเซลล์นั้นไม่ต่างกัน
โดยดูได้จากผลการวิเคราะห์ IB และ IIB ที่ไม่พบความแตกต่าง และเมื่อเลี้ยง A. pullulans สายพันธ์ุ 
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YTP6-14 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ที่มีแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ปริมาณร้อยละ 5 พบว่า     
กลีเซอรอลสามารถผลิต BS ได้สูงสุด คือ 1.81 ± 0.27 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 5 แป้งมันส้าปะหลังย่อย
สามารถผลิต HO ได้สูงสุดเท่ากับ 7.37 ± 0.16 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 ซูโครสท้าให้ได้น้้าหนักเซลล์
แห้งสูงสุด คือ 9.59 ± 0.43 กรัมต่อลิตร ในวันที่ 7 โดย BS และ HO ที่ได้จากแป้งมันส้าปะหลังย่อย
มีค่า CMC ต่้า ทนต่อภาวะต่างๆ เช่น ความเข้มข้นเกลือ ความเป็นกรดด่าง และอุณหภูมิต่างๆ ได้ดี 
รวมทั้งสามารถก่ออิมัลช่ันที่มีความเสถียรได้ในน้้ามันมะกอกและน้้ามันปาล์ม ส้าหรับการยับยั้งการ
สร้างไบโอฟิล์มนั้น BS และ HO สามารถยับยั้งการก่อไบโอฟิล์มของ S. mutans ได้ดี แตก่ลไกในการ
ยับยั้งยังคงต้องศึกษาต่อไป 

ข้อเสนอแนะ 

1. ศึกษาการเพิ่มปริมาณการผลิตในถังหมัก 
2. ควรศึกษาคุณสมบัติอื่นๆ เพิ่มเติม เช่น ความสามารถในการเกิดฟอง ความสามารถในการต้าน

สารอนุมูลอิสระ ความเป็นพิษต่อเซลล์ 
3. น้าคุณสมบัติอื่น เช่น ความเสถียรในอิมลัช่ันน้้ามันมะกอกไปประยุกต์ใช้ในอาหาร เช่น น้้าสลัด   

4. ควรติดตามปริมาณ Planktonic cells และ Biofilm cells หลังจากการทดลองการยับยั้ง     
ไบโอฟิล์ม 

5. ควรศึกษาการน้า HO ไปประยุกต์ใช้ในผลิตภัณฑ์ท้าความสะอาดช่องปากและฟัน หรือ
ประยุกต์ใช้ในหมากฝรั่ง เพื่อยั้งไบโอฟิล์มของ S. sobrinus และ S. mutans  
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารและวิธีเตรียมอาหารเลีย้งเชื้อ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวยสีต์มอลต์ (Yeast Malt, YM) 

 สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     3.00 กรัม 

 สารสกัดจากมอลต์ (Malt extract)    3.00 กรัม 

เปปโตน (Peptone)      5.00 กรัม 

กลูโคส (Glucose)      10.00 กรัม 

เติมน้้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 มิลลลิิตร  

ปรับระดบัความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 4.5  

 ฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 15 นาที 

หมายเหต ุถ้าเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง ใสผ่งวุ้น 20.00 กรัมต่อลิตร 

2. อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวชนิด A ปรบัสูตรจาก Manitchotpisit และคณะ (2011) 

 กลูโคส (Glucose)      50.00 กรัม   

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     0.40 กรัม 

 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.40 กรัม 

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)     5.00 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      1.00 กรัม 

 เปปโตน (Peptone)      0.30 กรัม 

 เติมน้้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 มิลลลิิตร  

ปรับระดบัความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ชนิดแข็ง 

 ฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปน็เวลา 10 นาที 

 หมายเหตุ เปลี่ยนชนิดน้้าตาลส้าหรับการศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต
สารประกอบชีวภาพ  
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3. อาหารเลี้ยงเช้ือชนิดเหลวยีสต์ไนโตรเจนเบส (Yeast Nitrogen Base, YNB)  

ผงอาหารยสีต์ไนโตรเจนเบส     6.7 กรัม 

 กลูโคส (Glucose)      5 กรัม  

 น้้ากลั่น        100 มิลลิลิตร 

 จะได้อาหารเลี้ยงเช้ือเข้มข้น 10 เท่า น้าอาหารเลี้ยงเช้ือนี้ไปกรองด้วยตัวกรองปราศจากเช้ือ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.45 ไมโครเมตร แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เมื่อน้ามาใช้ให้เจือ
จางอาหารเลี้ยงเช้ือเข้มข้นนี้ 10 เท่า ด้วยน้้ากลั่นปราศจากเช้ือ 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมี 

1. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 

 กรด 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก     1 กรัม 

 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 2 โมลาร์   20 มิลลิลิตร 

 โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (Potassium Sodium Tartrate) 30 กรัม 

 ละลายกรด 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก 1 กรัม ในโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 2 โมลาร์ ปริมาตร 
20มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แล้วเติม โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต 30 กรัม แล้วปรับ
ปริมาตรสุดท้ายจนได้ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายส้าหรับวิเคราะห์กลีเซอรอลด้วยปฏิกิริยา Malaprade และ Hantzsch ตามวิธีของ 
Kuhn และคณะ (2015) 

 1.1 รีเอเจนท์ 1 

  โซเดียมเพอริโอเดต (Sodium periodate)   18 กรัม 

  อะซีโตไนไตรล์ (Acetonitrile)     100  มิลลิลิตร 

  แอมโมเนียมอะซีเตท (Ammonium acetate)  77 กรัม 

 ละลายโซเดียมเพอริโอเดตในน้้ากลั่น แล้วเติมอะซีโตไนไตรล์ จากนั้นเติม
แอมโมเนียมอะซีเตท สุดท้ายเติมน้้ากลั่นจนปริมาตรครบ 1000 มิลลิลิตร 

 1.2 รีเอเจนท์ 2  

  อะเซทติลอะซีโตน (Acetylacetone)    10  มิลลิลิตร 

  ไอโซโพพิลแอลกอฮอล์ (Isopropyl alcohol)  990  มิลลิลิตร 

3. การย้อมไบโอฟิล์ม 

2.1 สารละลายคริสตัลไวโอเล็ต (Crystal violet) ร้อยละ 0.02 โดยน้้าหนัก 

ละลายคริสตัลไวโอเล็ต 0.02 กรัม ในน้้ากลั่นให้มีปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 
มิลลิลิตร แล้วในขวดสีชา  
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2.2 กรดอะซีติก (Acetic acid) เข้มข้นร้อยละ 33 โดยปริมาตร 

  เติมกรดอะซีติก 33 มิลลิลิตร ลงในน้้ากลั่น 67 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา 

2.3 สารละลายเมทานอล (Methanol) ร้อยละ 99 โดยปริมาตร 

เติมน้้ากลั่น 1 มิลลิลิตร ลงในเมทานอล 99 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดสีชา 

4. ตัวท้าละลายสารประกอบชีวภาพ BS และ HO 

ผสมไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (Dimethyl sulfoxide, DMSO) และบิวทาโนน (Butanone) อย่าง
ละ 1.25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้้ากลั่นจนได้ 100 มิลลิลิตร แล้วกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.45 
ไมโครเมตร  
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

1. กราฟมาตรฐานน้้าตาลกลูโครสวิเคราะห์น้้าตาลรีดิวซ์ด้วยกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNSA reagent) 

 
2. กราฟมาตรฐานน้้าตาลซูโครสวิเคราะห์โดยเครื่อง HPLC 
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3. กราฟมาตรฐานกลเีซอรอลวิเคราะห์ด้วยปฏิกิริยา Malaprade และ Hantzsch ตามวิธีของ Kuhn 
และคณะ (2015) 
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ภาคผนวก ง 
โครมาโทรแกรมจากการวิเคราะห์พีค BS-2 และ HO-4 ด้วยวิธี GC/MS 

1. โครมาโทแกรมของ BS-4 จากการวิเคราะห์ด้วย GC 

 
2. m/z ของพีคที่เวลา 3.96 นาที  
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3. m/z ของพีคที่เวลา 4.46 นาที 

 
4. m/z ของพีคที่เวลา 4.81 นาที 
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5. โครมาโทแกรมของ HO-2 จากการวิเคราะห์ด้วย GC 

 
6. m/z ของพีคที่เวลา 3.96 นาที  
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7. m/z ของพีคที่เวลา 4.27 นาที  

 
8. m/z ของพีคที่เวลา 4.47 นาที  
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9. m/z ของพีคที่เวลา 4.81 นาที  
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ภาคผนวก จ 
โครมาโทรแกรมของ BS-4 และ HO-2 จากการวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOFF  

1. m/z ที่ [M+Na]+ ของ BS-4  

 



 

 

122 

2. m/z ที่ [M+Na]+ ของ HO-2   
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ภาคผนวก ฉ 
โครมาโทรแกรมของสารสกัดหยาบ HO จากการวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOFF  

1. m/z ที่ [M+Na]+ ของสารสกัดหยาบ HO   
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ภาคผนวก ช 
พื้นที่ใต้กราฟของสารประกอบชีวภาพที่ผลิตจากแหล่งคาร์บอนต่างชนิดกันจาก HPLC 

1. ร้อยละพื้นที่ใต้กราฟ HPLC ที่เวลา (Retention time, RT) ต่างๆ ของสารประกอบ BS ที่ได้จาก
แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

 

กลูโคส แป้งมันส าปะหลังย่อย ซูโครส กลีเซอรอล 
เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

3.645 33.3890 3.759 39.8925 3.736 23.4841 3.757 35.1248 
4.744 12.8217 4.865 16.1823 4.846 9.4699 4.901 3.0059 
6.723 9.7592 6.701 6.4765 6.714 8.8552 6.721 3.9337 
7.409 2.7375 7.458 8.3873 7.584 20.1021 7.495 13.6582 
8.433 1.8334 8.495 1.6541 8.722 3.5554 8.546 1.9204 

      9.664 2.9688 
10.151 3.2139 10.165 4.9525 10.115 5.8399 10.212 5.4911 
11.154 6.0684 11.210 3.9372 11.130 3.9128 11.282 4.1854 

      13.068 2.9774 
16.036 2.9528 15.687 3.0123     
17.661 2.0685 17.623 2.0030 17.612 1.0437 17.652 1.9140 
18.882 3.2618     18.377 2.8717 
20.132 1.5801 20.118 1.3433 23.770 23.770 20.144 1.9704 
23.750 8.2263 23.721 9.4953   23.737 8.5583 

    26.804 1.4619   
รวม 87.9126  97.3363  90.5686  88.5801 
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2. ร้อยละพื้นที่ใต้กราฟ HPLC ที่เวลา (Retention time, RT) ต่างๆ ของสารประกอบ HO ที่ได้จาก
แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

 

 

กลูโคส แป้งมันส าปะหลังย่อย ซูโครส กลีเซอรอล 
เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

เวลา RT 
(นาที) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
(ร้อยละ) 

3.556 5.7228 3.545 9.2365 3.552 8.6422 3.550 25.3955 
7.427 7.1541 7.428 4.0533 7.441 7.5039 7.510 5.2127 
8.437 1.1696     8.856 3.1618 
9.361 1.1269 9.335 1.2298 9.349 4.8384   
9.891 0.8621 9.820 0.6970 9.840 3.0670   
10.148 1.6279 10.080 0.8683 10.093 2.5392 10.202 2.4430 
10.431 2.1430 10.411 2.1596 10.425 1.8299 10.454 1.7556 
11.161 17.9583 11.146 3.7237     

  11.292 4.7213 11.281 6.6854 11.217 22.4923 
11.691 4.5563 11.727 6.7926 11.684 7.5267   
12.914 3.4929 12.957 5.3004 13.012 3.8419 13.079 4.1018 

  13.467 1.6592 13.267 3.1824   
14.486 11.6436 14.350 9.9548 14.388 7.1425 14.763 5.6892 
15.057 3.0144 14.978 2.9816 15.040 2.2789 15.464 6.0877 
15.919 13.3638 16.084 11.3636 16.161 12.8852   
16.970 3.5604 16.805 11.0513 16.820 5.2155 17.174 2.7725 
18.307 0.7582 18.257 2.2100 18.322 2.6704 18.420 4.4012 
20.077 3.1733 20.029 5.0916 20.031 3.4717 20.220 2.6754 
23.174 4.0511 22.965 4.0007 22.955 3.5160   
23.694 1.8521 23.631 0.6759 23.634 0.6470 23.417 4.9123 

      23.869 2.2833 
26.694 1.5884 26.694 3.4356 26.660 2.4769 26.833 6.0263 

รวม 88.8192  91.2068  89.9611  99.4106 



 

 

126 

3. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ BS จากกลูโคส 
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4. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ BS จากแป้งมันส้าปะหลังย่อย 
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5. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ BS จากซูโครส 
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6. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ BS จากกลเีซอรอล 
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7. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ HO จากกลูโคส 
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8. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ HO จากแปง้มันสา้ปะหลังย่อย 
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9. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ HO จากซูโครส 
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10. โครมาโทรแกรมและพื้นที่ใต้กราฟของ HO จากกลีเซอรอล 
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ภาคผนวก ซ 
ผลของสารประกอบชีวภาพต่อการสร้างไบโอฟิล์ม 

1. ผลของสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. sobrinus เมื่อบ่ม
สารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (Co-incubation) 

 
2. ผลของสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans เมื่อบ่ม
สารประกอบชีวภาพพร้อมกับการสร้างไบโอฟิล์ม (Co-incubation) 
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3. ผลของสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans เมื่อบ่ม
สารประกอบชีวภาพในภาชนะก่อนการสร้างไบโอฟิล์ม (Pre-coating) 

 
 

4. ผลของสารประกอบชีวภาพ BS และ HO ต่อการสร้างไบโอฟิล์มของ S. mutans เมื่อบ่ม
สารประกอบชีวภาพหลังการสร้างไบโอฟิล์มเป็นเวลา 5 ช้ัวโมง (Mid post-formation) 
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น วิทย าน ิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขยีนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาว ณัฐวรา อมาตยกุล เกิดวันที่  15 กรกฎาคม 2535 ที่จังหวัดกรุงเทพฯ จบ
การ ศึกษาระดับปริญญา วิทยาศาสตรบัณฑิต เกี ยรตินิยมอันดับหนึ่ ง  ( เ หรียญทอง )                   
ภาควิชาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง ปีการศึกษา 2556 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิต ที่ภาควิชาจุล
ชีววิทยา สาขาวิชาจุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2557 

รางวัลและทุนการศึกษาที่ได้รับ 

- ได้รับประกาศนียบัตร และเข็มรางวัล การศึกษายอดเยี่ยมข้ันวิทยาศาสตร์
บัณฑิต จากมูลนิธิศาสตราจารย์ ดร.แถบ นีละนิธิ ครั้งที่ 46 ประจ้าปี 2556 

- ได้รับทุนการศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพื่อเฉลิมฉลอง
วโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษา ประจ้าปีการศึกษา 
2557 

ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 

 ส่วนหนึ่งของงานวิจัยน้ีได้เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับ
นานาชาติ ในงาน The 28th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology 
and International Conference (TSB 2016): ระหว่างวันที่ 28 -30 มกราคม 2559 ณ โรงแรม 
The Empress Hotel จังหวัดเชียงใหม่ ในหัวข้อเรื่อง “Production and Characterization of 
Biosurfactant from Aureobasidium pullulans strain YTP6-14” 

 เข้าร่วมเสนอผลงานในการประชุมทางวิชาการระดับนานาชาติ ในงาน The 2nd 
Joint Seminar of Core to Core Program A. Advanced Research Networks: ระหว่าง
วันที่ 14 -15 พฤศจิกายน 2559 ณ โรงแรม ณ โรงแรม Bangsaen Heritage Hotel จังหวัด
ชลบุรี ในหัวข้อเรื่อง “Development of Beneficial Biofilms and Biosurfactants from 
Aureobasidium pullulans YTP6-14” 
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