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ภาคผนวก ก

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ

1. อาหารเหลวจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM broth)

สารสกัดยีสต์ (Yeast extract) 3.0 กรัม

สารสกัดมอลส์ (Malt extract) 3.0 กรัม

เพปโตน (Peptone) 5.0 กรัม

กลูโคส 10.0 กรัม

นํ้ากลั่น 1.0 ลิตร

ผสมสารให้เข้ากัน ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.5 นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ
ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที

2. อาหารแข็งจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM agar)

สารสกัดยีสต์ (Yeast extract) 3.0 กรัม

สารสกัดมอลล์ (Malt extract) 3.0 กรัม

เพปโตน (Peptone) 5.0 กรัม

กลูโคส 10.0 กรัม

วุ้นผง (Agar) 20.0 กรัม

นํ้ากลั่น 1.0 ลิตร

ผสมสารให้เข้ากัน ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 4.5 นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนต์ 
ต่อตารางน้ิว อุพหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
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3. อาหารเหลวปรับปรุงสูตร

โซเดียมไนเตรท (NaN03) 0.01 % (N-content)

โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) 0.02 %

แมกนีเซียม1ซัณ'ฟต (MgS04.7H20) 0.02 %

สารสกัดยีสต์ (Yeast extract) 0.64 %

น้ํามันถ่ัวเหลือง 13.34 % (พ/ห)

กลูโคส 6.66 % (C-content)

นิ้ากลั่น 1.0 ลิตร

ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 5 นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด้ต่อตารางน้ิว 
อุพหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยแยกน่ึงฆ่าเช้ือกลูโคส ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที



ภาคผนวก ข

สารเคมีที่ใซ้ในการทดลอง

1. มอริซ ร ีเอเจนท์ (Molisch’s reagent)

แอลฟา-แนฟทอล (a-naphtol) 0.5 กรัม

เอทานอล (Ethanol) 10.0 มล.

ละลายแอลฟา-แนฟทอลในเอทานอลแล้วเติมในตัวอย่างที่จะทำการทดสอบปริมาตร 0.2 

มล. จากนั้นเติมกรดซัลฟูริก (แ2ร04) 0.5 มล. ต้ังท้ิงไว้โดยห้ามเขย่า

2. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 
เท่ากับ 8 (50 mM Tris-HCl buffer pH 8)

ทริส เบส (Tris base) 0.61 กรัม

นํ้ากลั่น 80 มล.

ปรับค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 มล. 
ด้วยน้ัากล่ัน ล้าหาต้องการทริสไฮโดรคลอไรด้บัพเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรดด่างอื่นๆ ก็ใซ้กรด,ไฮโดรคลอ 
ร ิก เข้มข้นปรับให้มีค่าความเป็นกรดด่างนั้นๆ
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ภาคผนวก ค

หลักการการวัดค่าแรงตึงผ ิวด ้วยวิธ ี Du Nouy Ring

การวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี ring method หรือ Du Nouy Ring method ค้นคิดโดย 
Lecomte Du Nouy ในปี 1919 ซ่ีงวิธีน้ีจะพิจารณาวงแหวนทองคำขาว (platinum ring) ในแนว 
ระนาบโดยวงแหวนทองคำขาวจะจมในของเหลว และถูกยกข้ึน แรงสูงสุดที่ใช้ในการดีงวงแหวน 
ทองคำพ้นของเหลว คือ ค่าแรงตึงผิว (surface tension) คุณลักษณะของวงแหวนทองคำขาวก็คือ 
ความยาวที่ถูกทำให้เปียก (wetted length) ซ่ีงรวมทั้งรัศมีด้านในและด้านนอกของวงแหวน 
ทองคำขาวท่ีทำให้เปียกโดยของเหลว

Phase 1

A) Force increases R) Force is at its maximum C) Force decreases

ภาพแสดงข้ันตอนการวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring
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อุปกรณ์ท่ีใช้ในการวัดค่าแรงตึงผิว

ลักษณะและองค์ประกอบของเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท 
KRUSS ประเทศเยอรมัน เครื่องวัดค่าแรงตึงผิวนี้ทำการวัดท่ีอุณหภูมิ 25±2 °ซ ตลอดทำการทดลอง

ขั้นตอนการวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเคร่ืองวัดค่าแรงตึงผิว มีดังนี้

1. ปรับ handwheel with point (2) ให้สเกลมีค่าศูนย์
2. ปรับ zero adjustment (8) โดยหมุนทวนเข็มนาฬิกาให้ balance beam (9) อยู่ใน 

ตำแหน่งสมดุลก่ึงกลางของ mask (7)
3. ปรับระดับที่วางสารตัวอย่างโดยหมุน (10) แล้วยกขึ้นให้อยู่ในระดับท่ีต้องการ
4. แขวน ring ลงใน balance beam(9) ปรับให้อยู่ในตำแหน่งสมดุลโดยหมุน zero 

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

หมุน micrometer screw (5) ตามเข็มนาฬิกาเพ่ือยกท่ีใส่สารตัวอย่างข้ึนให้สัมผัสกับ ring 
โดยให้ ring จมอยู่ในตัวอย่างไม่น้อยกว่า 5 มม.

6. เม่ือ ring สัมผัสกับตัวอย่างแล้วอาจต้องปรับ balance (9) อยู่ในตำแหน่งสมดุลอีกคร้ัง โดย 
หมุน zero adjustment (8) ทวนเข็มนาฬิกา

7. เริมวัดค่าแรงตึงผิวโดยหมุน micrometer screw (5) ทวนเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ ใน 
ขณะเดียวกันก็หมุน pointer (2) ตามเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ โดยรักษาให้ balance beam
(9) อยู่ในตำแหน่งสมดุล

8. เม่ือ ring หลุดออกจากตัวอย่างอ่านค่าแรงตึงผิวตามสเกล (1) มีหน่วยเป็น ทาผ/ทก
9. เมื่อเสร็จการทดลองล้าง ring ด้วยน้ํากล่ัน สะบัดให้แห้ง (หรือผ่านเปลวไฟ) เก็บเช้ากล่องไม้ 

ส่วน vessel ล้างให้สะอาดด้วยน้ํากล่ัน(หรือ acetone) ซับให้แห้งหรือผ่านเปลวไฟ
10. การเก็บเครื่องจะต้องปรับ zero adjustment (8) ให้ balance beam (9) ยกข้ึน เพ่ือ 

ป๋องกันการแกว่งของ balance beam ปรับที่ว่างสารตัวอย่างให้อยู่ในระดับเดิม แล้วหมุน 
เช้าหาตัวเคร่ือง

ข้อควรระวัง

1. ห้ามกดปุมท่ีอยู่ด้านหลังของ zero adjustment (8) เด็ดขาด เพราะจะทำให้ wire หลุดได้
2. ห้ามหมุน zero adjustment (8) เกิน 1 รอบเด็ดขาด
3. การใช้ ring ต้องใช้ด้วยความระมัดระวังอย่าให้บิดเบี้ยว เพราะล้า ring เสียรูปจะทำให้การวัด 

ค่าผิดไปไต้
4. การใช้ vessel ต้องใช้ด้วยความระมัดระวังเซ่นกัน
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ข้อแนะนำ

1. ขณะวัดค่าแรงตึงผิวตามข้อ 7 ถ้าทำการหมุน micrometer screw(5) และ pointer (2) 
อย่างช้าๆ จะทำให้เกิดความผิดพลาดน้อย

2. ring, vessel มีคุณสมบัติทนไฟ สามารถผ่านเปลวไฟได้ ในกรณีที่จำเน้น
3. ขณะแขวน ring ลงบน balance beam (9) อาจต้องใช้มือข่วยเล็กน้อย

แสดงองค์ประกอบของเครื่องวัดค่าแรงตึงผิวรุ่น K6 บริษัท KRUSS ประเทศเยอรมัน

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

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

ถังหมักที่ใช้ในโทรทดลอง

: Cooling Jack* I

Cooling พ»!*! Ont

B a f f le s -----

Cooling'"*'ท ----► -
Water In

ถังหมักระดับห้องปฏิบัติการ ขนาด 5 ลิตร รุ่น WP-Winpact บริษัท กิบไทย, ประเทคไทย
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ถังหมักท่ีใซ้ในอุตสาหกรรม ควรมีลักษณะดังน้ี
1. สามารถควบคุมสภาพการเจริญของเช้ือจุลินทรืย์ และสภาพการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ต่าง ไๆด้ดี
2. ใช้งานได้ง่าย
3. มีความแข็งแรง เช่น ทนต่อแรงดันเม่ือมีอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณมาก
4. สารท่ีใช้ทำถังหมักต้องไม่ถูกกัดกร่อนด้วยผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการหมัก รวมท้ังไม่ทำให้เกิดประจุท่ี 
เป็นพิษ
5. สามารถควบคุมหรือปองกันการปนเปีอนของเช้ือจุลินทรืย์ท่ีไม่ต้องการได้ดี
6. มีเคร่ืองมือในการให้อากาศบริสุทธ้ิ และการกวน เพ่ือเพ่ิมการถ่ายเทอากาศ
7. มีเคร่ืองมือในการเติมสารต้านการเกิดฟอง (antifoam)
8. มีเคร่ืองควบคุม pH
9. มีเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ
10. มีระบบเก็บตัวอย่างท่ีปองกันการปนเปีอนของเช้ือ

ระบบควบคุมการหมัก ได้แก่ 
1. การให้อากาศ (Aeration)

ปกติการให้อากาศในถังหมักจะได้จากเคร่ืองอัดอากาศ (Air compressor) ผ่านเคร่ืองกรอง 
ขนาด 0-2 pm (Air filter) และผ่านหัวฉีดอากาศ ควบคุมอัตราการไหลโดย flow meter
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2. การกวน (Agitation)
การกวนซ่วยให้อาหาร จุลินทรีย์และอากาศคลุกเคล้ากันได้อย่างท่ัวถึง ระบบการกวนท่ีมี 

ประสิทธิภาพจะทำให้การละลายของออกซิเจนในอาหารเหลวมีค่าสูงมีปริมาณเท่ากันทุกๆจุดในกัง 
หมัก การกวนอาศัยแกนกวนต่อกับใบพัด เรียกว่า Impeller ช่วยตีฟองอากาศให้มีขนาดเล็กกระจาย 
ไปยังส่วนต่าง  ๆและมี baffle ช่วยป้องกันการเกิดน้ําวน

3. การควบคุมอุณหภูมิ (Temperature control)
เน่ืองจากระหว่างการเติบโตของจุสินทรียในขณะหมัก มักมีความร้อนเกิดข้ึนเป็นผลจาก 

ปฏิกิริยาขืวเคมีในการออกซิไดซ์สารอาหารของจุลินทรีย์ และจุสินทรีย์แต่ละชนิดมีความต้องการ 
สภาพอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ดังน้ันจำเป็นต้องควบคุมอุณหภูมิระหว่างการหมัก ในระบบควบคุม 
อุณหภูมิประกอบด้วยระบบหล่อเย็นกับระบบทำความร้อน โดยอาศัย Temperature probe 
sensing ท่ีอยู่ภายในถังหมัก
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4. การควบคุม pH (pH Control)
ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใซ้ในการหมักมักมีคุณสมบัติเป็นบัฟเฟอร์อยู่แล้ว แต่ในการหมักหลาย 

ชนิด pH อาจเปล่ียนแปลงมากกระท่ังไม่สามารถสร้างผลิตภัณฑ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังน้ัน 
จำเป็นต้องควบคุม pH ของน้ัาหมักให้อยู่ในช่วงท่ีพอเหมาะ โดยอาศัยเคร่ืองมือวัด pH electrode 
ต่อเข้ากับ control unit เพ่ือส่ังให้ป็มทำการเติมกรดหรือด่างเม่ือค่า pH ท่ีวัดได้สูงหรือต่ํากว่าค่า set 
point ท่ีกำหนด

5. การควบคุมออกซิเจน (Oxygen control)
ปริมาณออกซิเจนในอาหารเหลวมีผลโดยตรงต่อการเจริญและการสร้างผลิตภัณฑ์ของ 

จุลินทรืย์ การควบคุมปริมาณออกซิเจนท่ีละลาย (Dissolve oxygen, DO) ปิจจุบันสามารถวัดและ 
ควบคุมด้วย Oxygen probe ทำการควบคุมโดยอาศัยการปรับอัตราการไหลของอากาศหรืออัตรา 
การกวนของมอเตอร์
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ภาคผนวก จ

กราฟมาตรฐานนํ้าตาลรีด ิวซ ์เม ื่อวิเคราะห ์ด ้วยวิธ ี D in itrosalicylic acid (Bernfield,

1955)

กราฟมาตรฐานแสดงค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร

กับน้ําตาลกลโคสความเข้มข้น 0-1 กรัมต่อลิตร



ภาคผนวก ฉ

ตารางแสดงการวิเคราะห์ผลทางสถิติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ม ีต ่อการเกิดเพสต๙

ของแป้งข้าวขัยนาท แบบ ONE WAY ANOVA

Multiple Comparisons

Dependent
Variable (1) sample (J) sample

Mean
Difference (I-

J) std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Upper

Lower Bound Bound Lower Bound Upper Bound Lower Bound
peak 1 2 -23.000 66.953 1 .0 0 0 -345.46 299.46

3 22 .000 66.953 1.000 -300.46 344.46
4 -105.000 66.953 .851 -427.46 217.46
5 11.000 66.953 1.000 -311.46 333.46
6 6.500 66.953 1.000 -315.96 328.96
7 32.500 66.953 1.000 -289.96 354.96

breakdown 1 2 -2 .000 30.971 1.000 -151.16 147.16
3 15.000 30.971 1.000 -134.16 164.16
4 -22 .000 30.971 .996 -171.16 127.16
5 22 .000 30.971 .996 -127.16 171.16
6 -10.500 30.971 1.000 -159.66 138.66
7 -1760000 30.971 .022 -325.16 -26.84

finalvisc 1 2 -46.500 89.232 .999 -476.26 383.26
3 -15.500 89.232 1.000 -445.26 414.26
4 -148.500 89.232 .817 -578.26 281.26
5 9.500 89.232 1.000 -420.26 439.26
6 1.000 89.232 1.000 -428.76 430.76
7 -1163.5000 89.232 .000 -1593.26 -733.74

setback 1 2 -25.500 54.524 1.000 -288.10 237.10
3 -22.500 54.524 1.000 -285.10 240.10
4 -65.500 54.524 .949 -328.10 197.10
5 20.500 54.524 1.000 -242.10 283.10
6 -16.000 54.524 1.000 -278.60 246.60
7 -1372.0000 54.524 .000 -1634.60 -1109.40

peaktime 1 2 .07000 .05292 .923 -.1848 .3248
3 .03500 .05292 .997 -.2198 .2898
4 .03500 .05292 .997 -.2198 .2898
5 .00000 .05292 1.000 -.2548 .2548
6 .03500 .05292 .997 -.2198 .2898
7 .23500 .05292 .072 -.0198 .4898

pastingtemp 1 2 .10000 .34017 1.000 -1.5383 1.7383
3 .20000 .34017 .999 -1.4383 1.8383
4 .02500 .34017 1.000 -1.6133 1.6633
5 .07500 .34017 1.000 -1.5633 1.7133
6 .50000 .34017 .883 -1.1383 2.1383
7 .47500 .34017 .904 -1.1633 2.1133

* The mean difference is significant at the .05 level



(I) Sample ะ 1 คือ ขุดการทดลองควบคุม (control) ไม่มีการเติมสารลดแรงตึงผิว
(J) Sample :

2 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 120 มีลลิกรัมต่อลิตร

3 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 150 มิลลิกรัมต่อลิตร

4 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 200 มิลลิกรัมต่อลิตร

5 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 250 มิลลิกรัมต่อลิตร

6 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้น 300 มิลลิกรัมต่อลิตร

7 คือ ขุดการทดลองท่ีมีการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเข้มข้นโดยไม่มีการเจือจาง
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นางสาวทิวาพร 'ซ้นรัตน์ เกิดเม่ือวันท่ี 25 มิถุนายน พ.ศ. 2532 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สำเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับสอง ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ 
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับ 
ปริญญามหาบัณฑิต ท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา สาฃาวิซาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปีการศึกษา 2554 ท่ีอยู่ปีจจุบัน 1227 ถนนลาดหญ้า แขวงคลองสาน เขต 
คลองสาน จังหวัดกรุงเทพมหานคร 10600

ส่วนหน่ึงของงานวิจัยน้ีได้เข้าร่วมเสนอผลงานการประขุมทางวิชาการระดับนานาชาติดังน้ี
1. งาน Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology Conference 

(TSB) 2011 ระหว่างวันท่ี 1-2 กุมภาพันธ์ 2555 ณ โรงแรม The Imperial Queen’s Park จังหวัด 
กรุงเทพมหานคร ในหัวข้อเร่ือง &quot;Kinetic study of sophorolipid production by Pichia 
anomala MUE24 in 5-L batch bioreactor.&quot;

2. งาน Pure and Applied Chemistry International Conference (PACCON) 2013 
ระหว่างวันท่ี 23-25 มกราคม 2556 ณ โรงแรม The Tide Resort จังหวัดชลบุรี ในหัวข้อเร่ือง 
“ Sophoroipid production by Pichia anomala MUE24 in a 5-L batch bioreactor grown 
in glucose and soybean o il”
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