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บทคัดย่อ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) ถูกผลิตได้จากจุลินทรีย์หลายชนิดรวมถึงกลุ่มแบคทีเรียผลิต

กรดแลคติก ซึ่งเป็นท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปว่ามีความปลอดภัยในการใช้งาน (Generally recognized as safe, 

GRAS) แต่การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในปริมาณมากต้องใช้ต้นทุนการผลิตท่ีสูง งานวิจัยนี จึงมีจุดประสงค์ท่ี

จะน้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ท่ีมีค่าซีโอดีสูงมาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก 

ชนิด Weissella cibaria สายพันธุ์ PN3 แบบเซลล์ตรึง เพื่อลดต้นทุนการผลิต จากการหาปริมาณของน ้าเสียท่ี

เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าน ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดีเจือจางเป็น 1 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อเบ

ซัลสูตรปกติและมีการเติมน ้ามันถั่วเหลือง 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร ให้ผลผลิตมากท่ีสุดในรอบการ

ผลิตท่ี 1 และมีแนวโน้มท่ีจะใช้เซลล์ตรึงซ ้าได้ในรอบท่ี 2 และ 3 โดยปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมจากการ

ผลิตทั ง 3 รอบ มีปริมาณ 4.26 กรัมต่อลิตร และเมื่อน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จากการใช้น ้าเสียมาเป็น

แหล่งคาร์บอนมาทดสอบคุณสมบัติต่างๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ ชนิดติดอยู่ท่ี

ผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ และชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ในวัสดุตรึงมีค่า CMC อยู่ท่ี 1.76 กรัมต่อลิตร 3.98 

กรัมต่อลิตร และ 3.91 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

พบว่าชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ มีสัดส่วน คาร์โบไฮเดรต : โปรตีน: ไขมัน 

เท่ากับ 69: 0: 39 และ 14: 25: 61 ตามล้าดับ จากนั นเมื่อน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้มาทดสอบการก่อ

อิมัลชันกับน ้ามันชนิดต่างๆ  พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระมีประสิทธิภาพใน

การก่ออิมัลชันกับน ้ามันพืชท่ีน้ามาทดสอบได้มากกว่า 50 เปอร์เซนต์ จากงานวิจัยนี จึงสรุปได้ว่าการใช้น ้าเสียจาก

โรงงานแปรรูปผลไม้มาเป็นแหล่งคาร์บอนร่วมกับการตรึงเซลล์อาจเป็นหนึ่งทางเลือกในการช่วยลดต้นทุนการผลิต 

และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้อาจน้าไปใช้ประโยชน์เป็นตัวก่ออิมัลชันในอาหาร และเครื่องส้าอาง เป็นต้น 
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Abstract 

Biosurfactant is produced by many microorganisms, including lactic acid bacteria, which 
are generally regarded as safe (GRAS). However, the scale-up biosurfactant production has high 
production cost. This research aimed to utilize wastewater from fruit processing industry, which 
has high COD for producing biosurfactant by immobilized Weissella cibaria PN3 to reduce the 
cost of production. From the optimization of wastewater volume, the results showed that the 
medium containing wastewater at COD equal to the normal basal medium (1x COD) and 2% (v/v) 
soybean oil produced the highest biosurfactant yield in the first production cycle. The 
immobilized cells could be reused in the second and third production cycles. The total amount 
of biosurfactant after three production cycles was 4.26 g/L. The produced biosurfactants were 
later characterized. Extracellular biosurfactant, cell-bound biosurfactant from suspended cells 
and cell-bound biosurfactant from immobilized cells had CMC values of 1.76 g/L, 3.98 g/L and 
3.91 g/L respectively. After analyzing chemical composition, the ratios of sugar: protein: lipid were 
69: 0: 31 in extracellular biosurfactant, 14: 25: 61 in cell-bound biosurfactant (suspended cells). 
The emulsification index of biosurfactants with difference oil were tested. The cell-bound 
biosurfactant from suspended cells created emulsion with vegetable oils at >50%. From this 
research, we can conclude that the utilization of wastewater from fruit processing industry as 
carbon source together with immobilized cells could reduce production cost and the produced 
biosurfactant has potential to act as emulsifier in food and cosmetics. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) คือ สารประกอบท่ีท้าให้แรงตึงผิวของของเหลวลดลงซึ่งถูก

ผลิตจากจุลินทรีย์ โดยโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟิลิก (Amphiphilic) คือ

เป็นส่วนท่ีมีขั ว (Hydrophilic moiety) และส่วนท่ีไม่มีขั ว (Hydrophobic moiety) อยู่ในโมเลกุลเดียวกัน แสดง

ดังรูปท่ี 1.1 จากคุณสมบัติดังกล่าวท้าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดความตึงเครียดบริเวณ

ผิวหน้าระหว่างของเหลวที่มีขั วต่างกัน (Mouafo และคณะ, 2018) นอกจากนี สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเป็น

พิษต่อส่ิงแวดล้อมต้่า สามารถย่อยสลายได้ และมีประสิทธิภาพในการใช้งานท่ีอุณหภูมิและค่าความเป็นกรด-เบส

ท่ีหลากหลายจึงถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทางอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเครื่องส้าอาง 

อุตสาหกรรมยา เป็นต้น (Sharma และคณะ, 2014) 

 

 

 

   ส่วนท่ีมขีั ว    ส่วนท่ีไม่มีขั ว 

  (Hydrophilic moiety)        (Hydrophobic moiety) 

รูปที่ 1.1 โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากจุลินทรีย์มีทั งชนิดท่ีจุลินทรีย์ปล่อยออกมานอกเซลล์ (Extracellular) 

และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ (Cell-bound) ขึ นกับแต่ละสายพันธุ์ ซึ่งบางสายพันธุ์ผลิตเพียงชนิดใดชนิดหนึ่งแต่บาง

สายพันธุ์ผลิตทั งสองชนิด เช่น Lactobacillus paracasei ssp. paracasei A20 ผลิตทั งชนิดท่ีปล่อยออกมา

นอกเซลล์และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ (Vecino และคณะ, 2017) Lactobacillus pentosus CECT-4023T ผลิต

ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์เพียงชนิดเดียว (Vecino และคณะ, 2018) เป็นต้น  
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ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 องค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความส้าคัญเนื่องจากใช้ท้านายความเป็นไปได้ในการ

น้าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ โดยแต่ละสายพันธุ์จะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีม ีองค์ประกอบทาง

ชีวเคมีท่ีแตกต่างกัน หรือสายพันธุ์เดียวกันแต่เมื่อให้แหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกันส่งผลให้ผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพคนละชนิดกัน แสดงดังตารางท่ี 1.1 

ตารางที่ 1.1 ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ต่างๆ 

สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ แหล่งคาร์บอน 
ชนิดสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ 
อ้างอิง 

Pseudomonas aeruginosa 
LBI 

ของเสียจากการผลิต
น ้ามันดอกทานตะวัน 

แรมโนลิปิด 
Benincasa และ

คณะ, 2008 

Bacillus subtilis C19 ซูโครส ลิโปเปปไทด์ 
Yuliani และคณะ, 

2018 

Lactobacillus agilis 
CCUG31450 

เวย์โปรตีน ไกลโคโปรตีน 
Gudi˜na และคณะ, 

2015 
Lactobacillus helveticus 

MRTL 91 
เวย์โปรตีน ไซโลลิปิด 

Sharma และคณะ, 
2014 

Lactobacillus paracasei 
ssp. paracasei A20 

กลูโคสจากกิ่งไม้ในไร้องุ่น ไกลโคลิโพเพฟไทด์ Vecino และคณะ, 
2017 แลคโตส ไกลโคโปรตีน 

Enterococcus faecium 
MRTL9 

แลคโตส ไกลโคลิปิด 
Sharma และคณะ, 

2015 

Lactococcus lactis ID1.5 กลูโคส ลิโปเปปไทด์ 
Saraiva และคณะ, 

2017 
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จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 จุลินทรีย์ท่ีศึกษากันอย่างแพร่หลายในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีให้ผลผลิตปริมาณมาก ได้แก่ 

Pseudomonas sp. และ  Bacillus sp. เช่น Pseudomonas aeruginosa LBI และ  Bacillus subtilis C19 

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 7.3 กรัมต่อลิตร และ 2 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (Benincasa และคณะ, 2008; 

Yuliani และคณะ, 2018) แม้ว่าจุลินทรีย์ดังกล่าวจะให้ผลผลิตในปริมาณมากแต่บางสายพันธุ์ยังมีข้อจ้ากัด

ทางด้านความปลอดภัย ดังนั นแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกจึงเป็นแบคทีเรียท่ีเหมาะสมท่ีจะน้ามาใช้ผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพและน้ามาใช้ประโยชน์ได้อย่างปลอดภัย 

 

แบคทีเรียผลิตกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) 

 แบคทีเรียผลิตกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีรูปร่างเป็นแบบกลม (Coccus) หรือแบบแท่ง 

(Rod) ซึ่งเป็นแบคทีเรียท่ีได้รับการยอมรับโดย FDA (US Food and Drug Administration) ว่าเป็นแบคทีเรียท่ี

มีความปลอดภัย (Generally Recognized as Safe, GRAS)  แบคทีเรียผลิตกรดแลคติกบางชนิดสามารถผลิต

กรดแลคติคเพียงอย่างเดียว แต่บางชนิดสารมารถผลิตสารชนิดอื่นออกมาด้วย (Souza และคณะ, 2017) 

นอกจากนี แบคทีเรียผลิตกรดแลคติกยังมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดต่างๆ เช่น สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) และ แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) (Saraiva และคณะ, 2017) โดยสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกผลิตได้มีงานวิจัยท่ีรายงานถึงความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ใน

หลายด้าน เช่น ทางด้านอาหาร และด้านส่ิงแวดล้อม เป็นต้น แสดงดังตารางท่ี 1.2 
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ตารางที่ 1.2 ตัวอย่างการน้าสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกไปใช้ประโยชน์ 

จุลินทรีย์ 
ชนิดสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ 
การประยุกต์ใช้ อ้างอิง 

Lactobacillus 
paracasei ssp. 
paracasei A20 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

- ยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ 
- ต้านการยึดเกาะของจุลินทรีย์ 

Gudiña และคณะ, 
2010 

- Pediococcus 
acidilactici 

- Lactobacillus 
plantarum 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

ยับยั งการเจริญ, ต้านการยึดเกาะ  
และลดการเกิดไบโอฟิล์มของ 
Staphylococcus aureus 

Yan และคณะ, 
2019 

Lactococcus 
lactis 
N5764 

แบคเทอริโอซินชนิดไน
ซิน (Nisin) 

ผสมกับสารประกอบฟีนอลิก 
เพื่อยับยั งการเจริญของ S. aureus 
 และ L. monocytogenes ในนมวัว 

Alves และคณะ, 
2016 

Lactobacillus 
reuteri INIA 

P572 
แบคเทอริโอซิน 

ยับยั งการเจริญของ Clostridium 
tyrobutyricum ในชีส 

Gómez-Torres 
และคณะ, 2014 

  

แบคทีเรียผลิตกรดแลคติกสายพันธุ์ W. cibaria 

เพ็ญนภา บุญจริง (2015) ได้คัดแยกแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกสายพันธุ์ Weissella cibaria PN3 จาก

ไส้กรอกอีสานในประเทศไทยซึ่งถูกจัดอยู่ในชั น Bacilli, อันดับ Lactobacillales, วงศ์ Leuconostocaceae, 

สกุล Weissella โดยเป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างแบบแท่งหรือแบบกลม ให้ผลการทดสอบแคตาเลสเป็นลบ 

ไม่สร้างสปอร์ภายในเซลล์ สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ เช่น อะราบิโนส เซโลไบโอส ฟรุกโตส 

มอลโตส ซูโครส และไซโลส และเป็นแบคทีเรียท่ีหมักน ้าตาลในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจ้ากัดเป็นแบบเฮเทอร์โร

เฟอร์เมนเททีฟ (obligately heterofermentative) โดยผลิตก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร่วมกับกรดแลคติกและ

กรดอะซีติก (Fusco และคณะ, 2015) นอกจากนี จุลินทรีย์สายพันธุ์ W. cibaria ยังมีความสามารถในการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
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ปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกมีปัจจัยหลักท่ีมาเกี่ยวข้องคือ แหล่ง

คาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน โดยสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตจะต้องมีปริมาณของแหล่งคาร์บอนสูงและ

ปริมาณของแหล่งไนโตรเจนจ้ากัด (Vera และคณะ, 2018) เนื่องจากหากมีไนโตรเจนปริมาณมากเชื อจะน้าไปใช้

ในการเจริญเติบโตมากกว่าผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นอกจากนี มีงานวิจัยท่ีใช้เชื อ Lactobacillus agilis 

CCUG31450 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้อาหารเลี ยงเชื อเป็นชีสเวย์ (cheese whey medium) และบ่ม

บนเครื่องเขย่า 100 รอบต่อนาทีท่ี 37 องศาเซลเซียส พบว่าให้ผลผลิต 960 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่เมื่อใช้อาหาร

เลี ยงเชื อเป็น MRS medium ให้ผลผลิตเพียง 84 มิลลิกรัมต่อลิตร (Gudina และคณะ, 2015) แสดงดังตารางท่ี 

1.2 เนื่องจากในชีสเวย์มีองค์ประกอบของน ้าตาลแลคโตสซึ่งจะไปกระตุ้นการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ี

เกาะอยู่ท่ีผิวเซลล์ดังนั นผลผลิตรวมจึงเพิ่มมากขึ น (Vera และคณะ, 2018) การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

นอกจากปริมาณท่ีผลิตได้แล้วต้องค้านึงถึงความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวและค่าความเข้มข้นวิกฤตของไม

เซลล์ (CMC) เพื่อให้ทราบถึงคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์ผลิตได้ แสดงดัง

ตารางท่ี 1.3
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ตารางที่ 1.3 ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก 

สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ แหล่งคาร์บอน 
ชนิดสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแบ่งตามการผลิต 

ชนิดสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพแบ่ง

ตามองค์ประกอบ 

Surface 
tension 
(mN/m) 

CMC อ้างอิง 

Lactobacillus agilis 
CCUG31450 

MRS medium ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ ไกลโคโปรตีน 42.5 7.5 mg/mL 
Gudi˜na และ
คณะ, 2015 

Lactobacillus 
helveticus MRTL 91 

เวย์โปรตีน ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ ไซโลลิปิด 39.5 2.5 mg/mL 
Sharma และ
คณะ, 2014 

Lactobacillus casei 
MRTL3 

MRS broth 

ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ 

ไกลโคลิปิด 

40.8 

ND 
Sharma และ
คณะ, 2014 

 
ชนิดท่ีปล่อยออกมานอก

เซลล์ 
46.8 

Enterococcus faecium 
MRTL9 

MRS-Lac ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ ไกลโคลิปิด 40.2 2.25 mg/mL 
Sharma และ
คณะ, 2015 

Lactobacillus 
paracasei 

กลูโคส ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ ไกลโคลิโปเปปไทด์ 25 1.35 g/L 
Ferreira และ
คณะ, 2017 

Lactobacillus 
paracasei ssp.  
paracasei A20 

กลูโคสจากกิ่ง
ไม้ในไร้องุ่น ชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ 

ไกลโคลิโปเปปไทด์ 25.1 1.35 mg/mL Vecino และ
คณะ, 2017 

แลคโตส ไกลโคโปรตีน 27.3 1.52 mg/mL 
หมายเหยตุ    ND หมายถึง  Not Determine
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น้ าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้สู่ทางเลือกในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ผลไม้อบแห้งถือเป็นการแปรรูปผลไม้อย่างหนึ่งท่ีช่วยเพิ่มมูลค่าและยืดอายุในการเก็บรักษาให้แก่ผลไม้

ชนิดนั นๆ ซึ่งประกอบกับประเทศไทยท่ีมีการเพาะปลูกผลไม้ตามแต่ละท้องถิ่นจ้านวนมาก  ท้าให้มีการส่งออกสู่

ต่างประเทศจึงน้าไปสู่การเติบโตท่ีมากขึ นของอุตสาหกรรมแปรรูปผลไม้ ผลกระทบท่ีตามมาคือจะต้องมีการ

จัดการน ้าเสียจากกระบวนการผลิตอย่างเหมาะสมเพื่อให้ไม่ส่งผลเสียต่อส่ิงแวดล้อม โดยมีข้อก้าหนดมาตรฐาน

ควบคุมการระบายทิ งจากโรงงานอุตสาหกรรมจะต้องไม่เกิ น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร  (ประกาศกระทรวง

ทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดล้อม, 2549 ) น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้แบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ น ้าเสีย

ท่ีมาจากการแช่ผลไม้ในสารละลายซัลเฟอร์ไดออกไซด์เพื่อก้าจัดจุลินทรีย์ชนิดต่างๆท่ีปนเปื้อนและอาจส่งผลให้

ผลไม้เน่าเสีย โดยน ้าเสียส่วนนี จะมีค่าความเป็นกรดสูง น ้าเสียส่วนท่ีสอง คือ น ้าเสียท่ีได้จากการผลิตโดยจะเป็น

พวกน ้าตาล น ้าเช่ือมจึงท้าให้มีค่าซีโอดีท่ีสูง (Chemical oxygen demand) ดังนั นจะต้องมีการจัดการท่ีถูกต้อง

ก่อนปล่อยลงสู่แม่น ้า (พีรดนย์ เอื อนศิริกุล, 2017)  

โครงงานวิจัยนี สนใจท่ีจะหาปริมาณน ้าเสียท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Weissella 

cibaria PN3 รหัส MSCU 0840 จากคลังจุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (MSCU 

Microbial Culture Collection) โดยเลือกใช้น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ เนื่องจากมีน ้าตาลซูโครสเป็น

องค์ประกอบหลักและมีค่าซีโอดีสูง (พีรดนย์ เอื อนศิริกุล, 2017) มาเป็นแหล่งคาร์บอนให้เชื อใช้ในการเจริญและ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นอกจากนี ผู้วิจัยเลือกใช้การตรึงเซลล์บนวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุน (cubic sponges) 

ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  เพื่อให้ง่ายต่อการผลิตซ ้าและลดต้นทุนการผลิต โดยสาเหตุท่ีเลือกใช้วัสดุ

สังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนนี  เนื่องจากมีรูพรุนมากจึงเพิ่มพื นผิวสัมผัสระหว่างเซลล์กับอาหารเลี ยงเชื อท้าให้เซลล์ได้รับ

อาหารอย่างท่ัวถึง และวัสดุนี มีราคาต่อหน่วยท่ีถูกจึงเป็นการลดต้นทุนในการผลิตลง เมื่อทราบปริมาณน ้าเสียท่ี

เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแล้ว  จะน้ามาทดสอบหาองค์ประกอบทางเคมี และทดสอบ

ประสิทธิภาพโดยการวัดค่าแรงตึงผิว (surface tension) และหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (Critical 

micelle concentration, CMC) เพื่อหาความเข้มข้นที่ต้่าสุดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสามารถท้าให้เกิดการ

ก่อไมเซลล์ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

2.1 หาความเข้มข้นของน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ท่ีเหมาะสมส้าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

2.2 เพื่อเพิ่มการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้เซลล์ตรึงซ ้า 

2.3 ทดสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 3.1 สามารถน้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มาใช้เป็นแหล่งอาหารในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ของเชื อแบคทีเรียเพื่อลดต้นทุนในการผลิต 

 3.2 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพมากพอส้าหรับการใช้งานจริง 
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บทท่ี 2 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และชุดทดสอบ 

2.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

1. วัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุน (Aquaporousgel, Cubic sponges) ของบริษัท GSI Creos, Thailand 

2. ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX, USA 

3. หลอดเอพเพนดอร์ฟ ( Eppendorf tube) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรของบริษัท AXYGEN, INC., USA 

4. ไมโครปิเปต (Micropipette) 

5. เครื่องช่ังหยาบ (Laboratory balance) รุ่น PG 2002-S และรุ่น PG 6002-S ของบริษัท Mettler 

Toledo Co., Ltd., Switzerland 

6. เครื่องช่ังละเอียด 4 ต้าแหน่ง (Analytical balance) และรุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

7. เครื่องคนแม่เหล็ก หรือเครื่องระเหยสาร (Magnetic Stirrer) รุ่น HS10-2 ของบริษัท Torrey pines 

Scientific, USA 

8. เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific Co., Edison, N.J., 

USA 

9. เครื่องล้างท้าความสะอาดด้วยคล่ืนอัลตราโซนิค (Elmasonic E Ultrasonic Cleaning รุ่น E30H), 

Germany 

10. เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated micro-centrifuge) รุ่น 6500 ของบริษัท Kubota, 

Japan 

11. เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific industries, USA 

12. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง รุ่น MP125 ของบริษัท Mettler Toledo Co.,Ltd., Switzerland 

13. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 ของบริษัท Thermo Scientific, 

USA 

14. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 2 Genesys ของบริษัท Thermo 

Spectronic, USA 

15. เตาย่อยสาร (COD reactor) ของบริษัท HACH, USA 

16. เครื่องวัดค่าซีโอดี ของบริษัท Hanna instruments, Italy 
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17. จานเพาะเลี ยงเชื อ (Petri dish) ของบริษัท PYREX, USA 

18. ตู้ดูดควัน (Fumehood) รุ่น Airone 12009s ของบริษัท Safelab systems, England 

19. ตู้ปลอดเชื อแบบ laminar flow ISSCO รุ่น BV-124 ของบริษัท International Scien tific Supply 

Co., Ltd., Thailand 

20. ตู้บ่มเชื อ (Incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

21. ตู้อบแห้ง (Hot air oven) รุ่น Series 5 ของบริษัท Contherm Scientific Ltd., New Zealand 

22. หม้ออบฆ่าเชื อด้วยไอน้า (Autoclave) รุ่น ES-315ของบริษัท Tomy Kogyo Co.,Ltd., Japan และรุ่น 

HV- ของบริษัท HIRAYAMA, Japan 

23. ตู้แช่เย็น (Refrigerated showcase) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสรุ่น SPE-0753D11A ของบริษัท 

Sanden Intercool, Thailand 

24. เครื่องวัดแรงตึงผิว (tensiometer) รุ่น K100 บริษัท Kruss, Germany 

25. เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น R-300 ของบริษัท BUCHI, 

Switzerland 

2.2 เคมีภัณฑ์ 

1. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

2. อาหารเลี ยงเชื อเหลว LB (Luria-Bertani) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

3. น ้ามันถั่วเหลือง ตราองุ่น ประเทศไทย 

4. คลอโรฟอร์ม (Chloroform) ของบริษัท RCI Labscan, Thailand 

5. เมทานอล (Methanol) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

6. โซเดียมไนเตรท (Sodium nitrate) ของบริษัท VWR chemicals, Belgium 

7. โพแทสเซียม ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท VWR chemicals, Belgium 

8. ไดโพแทสเซียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 

9. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

10. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4 ·7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 

11. แคลเซียมคลอไรด์ ไดไฮเดรต (CaCl2 ·2H2O) ของบริษัท Merck, Germany 

12. สารสกัดจากยีสต์ (Yeast Extract Powder) ของบริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India  

13. เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O) จากบริษัท Ajax Finechem Pty Ltd., New 

Zealand  
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14. กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (35% w/w) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

15. กรดฟอสฟอริก ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

16. วานิลิน (Vanillin) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

17. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

18. Brilliant Blue G ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA 

19. ชุดทดสอบค่าซีโอดี จากบริษัท Hanna instruments, Italy 

20. น ้าเสีย จากบริษัท Market Gateway Co. Ltd., Thailand 

21. น ้ามันปาล์ม ตราโอลีน ประเทศไทย 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินงาน 

3.1 การหาความเข้มข้นของน้ าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ที่เหมาะสมส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.1.1 การเตรียมน้ าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ 

น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ของบริษัทมาร์เก็ตเกทเวย์ จ้ากัด ท่ีมีคุณสมบัติคือ มีน ้าตาลซูโครสเป็น

องค์ประกอบหลัก เมื่อทดสอบค่าซีโอดีหรือค่าของปริมาณออกซิเจนทั งหมดท่ีใช้ในการท้าปฏิกิริยาทางเคมีกับ

สารอินทรีย์ภายในน ้าสูง (พีรดนย์ เอื อนศิริกุล, 2017) น้าน ้าเสียมาเจือจาง 100 เท่า เพื่อน้าไปวัดค่าซีโอดี จากนั น

น้ามาเจือจางให้มีค่าซีโอดีเป็น 1 และ 5 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัลปกติ (มีกลูโคสเป็นองค์ประกอบ) 

(ภาคผนวก ก) เพื่อใช้ในการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัล ส้าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ของบริษัทมาร์เก็ตเกทเวย์ จ้ากัด 
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3.1.2 การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก 

น้าเชื อแบคทีเรีย Weissella cibaria สายพันธุ์ PN3 รหัส MSCU 0840 จากคลังจุลินทรีย์ ภาควิชาจุล

ชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (MSCU Microbial Culture Collection) มาขีดบนอาหารเลี ยงเชื อแข็งชนิด 

MRS บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั นน้าโคโลนีของเชื อ W. cibaria สายพันธุ์ PN3 ถ่ายลง

ในอาหารเลี ยงเชื อเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีเตรียมใน Erlenmeyer flasks ขนาด 250 มิลลิลิตรเพื่อ

เตรียมเป็นหัวเชื อ น้าไปบ่มแบบเขย่าบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16 

ช่ัวโมง ให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร เท่ากับ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 ลักษณะโคโลนีของเชื อ Weissella cibaria สายพันธุ์ PN3 รหัส MSCU 0840 ท่ีเจริญ

บนอาหารเลี ยงเชื อแข็งชนิด MRS 
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3.1.3 การตรึงเชื้อจุลินทรีย์บนวัสดุสังเคราะห์ที่มีรูพรุน 

วัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนส้าหรับตรึงเชื อจุลินทรีย์ เป็นวัสดุท่ีจ้าหน่ายทางการค้าในช่ือ Aquaporousgel 

จากบริษัท Nisshinbo ขั นตอนการตรึงเริ่มจากถ่ายหัวเชื อจุลินทรีย์จากข้อ 3.1.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

อาหารเลี ยงเชื อเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีมีวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนอยู่  1.8 กรัม ท่ีเตรียมใน 

Erlenmeyer flasks ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปบ่มแบบเขย่าบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.3 Aquaporousgel ท่ีใช้เป็นวัสดุส้าหรับตรึงเซลล์ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

3.1.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Weissella cibaria สายพันธุ์ PN3 โดยใช้เซลล์

ตรึงผลิตซ้ า 

จากข้อ 3.1.3 เปล่ียนอาหารเลี ยงเชื อเหลว LB โดยแทนท่ีด้วยอาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัล ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร (Laorrattanasak และคณะ, 2016) แบ่งออกเป็น 3 สภาวะคือ อาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัล ท่ีมีกลูโคส

เป็นแหล่งคาร์บอน (เป็นชุดควบคุม) อาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัล ท่ีใช้น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้แทนกลูโคสท่ี

มีค่าซีโอด ีเป็น 1 และ 5 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัลปกติ จากนั นเติมน ้ามันถั่วเหลืองท่ีผ่านการท้าให้ปลอด

เชื อปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในทั ง 3 สภาวะ และน้าไปบ่มแบบเขย่าบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อ

นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บส่วนน ้าเลี ยงเชื อเพื่อเตรียมไปสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และน้า

ส่วนวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนเติมอาหารเลี ยงเชื อเหลวเบซัล 100 มิลลิลิตร  และเติมน ้ามันถั่วเหลือง 2 มิลลิลิตร 
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เพื่อท้าการผลิตซ ้า โดยน้าไปบ่มบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 

ช่ัวโมง เมื่อครบก้าหนดเก็บส่วนน ้าเลี ยงเชื อ เพื่อเตรียมไปสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ท้าซ ้าแบบเดิมอีก 1 รอบ 

และเก็บส่วนน ้าเลี ยงเชื อและวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนมาสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

3.1.5 ปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ในแต่ละข้ันการผลิต 

เก็บเชื อจุลินทรีย์จากขั นการตรึงเชื อจุลินทรีย์ในข้อ 3.1.3 และเชื อจุลินทรีย์ในแต่ละรอบการผลิตในข้อ 

3.1.4 น้ามาหาปริมาณเชื อโดยการท้า MPN บนเพลท 96 หลุม (96 well plate) เริ่มจากหยดอาหารเลี ยงเชื อ

เหลว LB ลงในแต่ละหลุมปริมาตร 180 ไมโครลิตรจากนั นหยดเชื อจุลินทรีย์ 20  ไมโครลิตรลงในแถวแรก จากนั น

เจือจาง 10 เท่าจนถึงระดับการเจือจางท่ี 10-10 น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 

น้าส่วนวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนในขั นการตรึงเชื อจุลินทรีย์ในข้อ 3.1.3 และในแต่ละรอบการผลิตในข้อ 

3.1.4 มาตัดเป็น 4 ส่วนลงในขวดไวแอล (Vial) จากนั นเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85% ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ลงในขวด น้าไปใส่เครื่องโซนิเคเตอร์ (Sonicator) เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให้เซลล์บางส่วนออกมาจากวัสดุ

สังเคราะห์ท่ีมีรูพรุน เมื่อครบก้าหนดดูดส่วนน ้าไปท้า MPN บนเพลท 96 หลุมตามวิธีท่ีกล่าวไปข้างต้น 

 

3.1.6 การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เชื้อผลิตได้ 

 น้าส่วนน ้าเลี ยงเชื อท่ีได้ในแต่ละรอบการผลิตมาปั่นเหวี่ยง 8 ,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนน ้าใสเพื่อเตรียมในขั นสกัดและน้าไปวัดค่าแรงตึงผิวท่ีเชื อผลิตออกมานอก

เซลล์ น้าส่วนตะกอนเซลล์และส่วนวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีรูพรุนมาเติมสารละลายเมทานอล 30 มิลลิลิตร จากนั น

น้าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั นน้าส่วนเมทา

นอลมาปั่นเหวี่ยง 8,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนน ้าใสเพื่อเตรียมใน

ขั นสกัด 

 

3.1.7 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

น้าส่วนน ้าใสท่ีได้จากข้อ 3.1.6 มาเติมสารละลายคลอโรฟอร์มและเมทานอล อัตราส่วน 2:1 ในอัตราส่วน 

1:1 จากนั นน้าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าสารท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เมื่อครบ

ก้าหนดน้าส่วนน ้าทั งหมดไปแยกในกรวยแยกสาร (Separatory funnel) ไขส่วนล่างเพื่อเก็บชั นคลอโรฟอร์มและ



16 
 

เมทานอลใส่ใน Erlenmeyer flasks ขนาด 150 มิลลิลิตร น้าไประเหยจนแห้งและชะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย

เมทานอล จากนั นดูดเฉพาะส่วนเมทานอลใส่กระทงฟอยล์ท่ีทราบน ้าหนักท่ีแน่นอน น้าไปอบข้ามคืนท่ี 50 องศา

เซลเซียส และน้ามาช่ังน ้าหนักด้วยเครื่องช่ังละเอียดเพื่อเปรียบเทียบปริมาณปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในแต่

ละสภาวะ โดยเลือกสภาวะท่ีให้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากสุดไปท้าการทดลองต่อไป  

 

3.2 การทดสอบคุณสมบัติของของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากข้อ 3.1.7 

3.2.1 การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension) 

น้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ทั งชนิดท่ีเชื อผลิตออกมานอกเซลล์และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์มาวัด

ค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่อง Tensiometer (Kruss, K100) ท่ีอุณหภูมิห้อง โดยเปรียบเทียบกับน ้า DI (Deionized 

water) (เพ็ญนภา บุญจริง, 2015)  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.4 เครื่อง Tensiometer (Kruss, K100) 

3.2.2 การหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (Critical micelle concentration, CMC) 

ค่า CMC เป็นค่าท่ีบอกถึงความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีต้่าสุดในการเกิดเป็นไมเซลล์ซึ่ง

สามารถลดแรงตึงผิวได้มีประสิทธิภาพสูงสุดซึ่งหาได้จากการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวกับค่า

ความเข้มข้นต่างๆของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแสดงดังรูปท่ี 3.5  
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รูปที่ 3.5 วิธีการหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ 

ค่า CMC ค้านวณโดยหาเส้นสัมผัส AB และ BC ด้วยสมการถดถอยเชิงเส้นเพื่อหาจุดตัด B   

เมื่อก้าหนดให้   

  เส้นสัมผัส AB : y1 = b1x1 + a1 

  เส้นสัมผัส BC : y2 = b2x2 + a2 

เมื่อเกิดจุดตัด B จะได้ 

   b1x1 + a1  = b2x2 + a2   เมื่อ y1 = y2 

  b1x1 - b2x2  = a2 - a1 

  x(b1-b2)  = a2 - a1   เมื่อ x1 = x2 

   x  = (a2 - a1)/ (b1 - b2) 

จุดตัด B จึงเท่ากับ (a2-a1)/(b1-b2) 

เมื่อลากเส้นตรง BD ผ่านจุด B ให้ตั งฉากกับเส้นสัมผัส EF ท่ีจุด D แล้วลากมาตัดแกน X ค่าท่ีได้คือค่า

ความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ และเมื่อลากมาตัดแกน Y ค่าท่ีได้คือค่าแรงตึงผิว ณ จุดของการเกิดไมเซลล์ 

(Sheppard และ Mulligan, 1987) 
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ทดสอบโดยน้าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีอยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์

ซาไลน์ให้มีความเข้มข้นในช่วง 0.01 ถึง 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั นน้าไปวัดค่าแรงตึงผิวและสร้างกราฟ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวกับค่าลอการิทึมความเข้มข้นต่างๆ ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Gudiña และ

คณะ, 2010) 

 

3.2.3 การวัดค่าดัชนีการเกิดอิมัลชัน (Emulsification index, E24) 

การวัดความเสถียรขอสารลดแรงตึวผิวทางชีวภาพต่อการเกิดอิมัลชันโดยเปรียบเทียบกับน ้ามันพืช และ

น ้ามันหอมระเหยชนิดต่างๆ ได้แก่ น ้ามันปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันมะกอก น ้ามันหอมระเหย 

กล่ินลาเวนเดอร์ และน ้ามันหอมระเหยกล่ินโรสแมรี่ น้าน ้ามันชนิดต่างๆ 300 ไมโครลิตร ใส่ลงในขวดแก้วปริมาตร 

1 มิลลิลิตร จากนั นเติมสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการใช้เครื่อง

ผสมสารละลาย (Vortex Mixer) เป็นเวลา 2 นาที จากนั นตั งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และวิเคราะห์

ความขุ่นของอิมัลชันโดยค้านวณจากสมการท่ี 3.1 (เพ็ญนภา บุญจริง, 2015) 

  𝐸₂₄ =
𝐻𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛

𝐻𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
× 100  

สมการที่ 3.1  การค านวนค่า E24 

โดย E24 คือ ความเสถียรของอิมัลชัน  

Hemulsion คือ ความสูงของชั นอิมัลชัน  

Htotal คือ ความสูงของของเหลวทั งหมด  
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3.3 การทดสอบหาองค์ประกอบทางชีวเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากข้อ 3.1.7 

3.3.1 การวิเคราะห์องค์ประกอบของไขมันในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้โดยวิธี Sulfo–

Phospho–Vanillin 

น้าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีอยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ซาไลน์ท่ีปรับ

ค่าความเป็นกรดเบสท่ี 8 ให้มีความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 100 ไมโครลิตรใส่ลงในหลอดทดลองโดย

ท้าคู่กับน ้ากล่ัน 100 ไมโครลิตร (เป็นหลอดอ้างอิง) แล้วน้าทั ง 2 หลอด มาเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้นปริมาตร 2 

มิลลิลิตร จากนั นน้าไปต้มในอ่างน ้าร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบก้าหนดวางทิ งไว้ท่ี

อุณหภูมิห้อง 5 นาที เติมกรดฟอสฟอริก-วานิลลิน (Phosphoric acid– vanillin reagent) 5 มิลลิลิตร แล้วน้าไป

ต้มในน ้าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตั งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ท่ีจากนั นน้าไปวัด

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 530 นาโนเมตร แล้วค้านวณจากกราฟมาตรฐานส้าหรับวัดปริมาณไขมัน (Izard และคณะ, 

2003) 

 

3.3.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบของโปรตีนในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้โดยวิธี Bradford 

น้าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีอยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ซาไลน์ท่ีปรับ

ค่าความเป็นกรดเบสท่ี 8 ให้มีความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลองแล้ว

เติมสารละลาย Coomassie Brilliant Blue ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน ตั งทิ งไว้เป็นเวลา 10 นาที 

เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์ จากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร แล้วค้านวณจากกราฟมาตรฐาน

ส้าหรับวัดปริมาณโปรตีน (He, 2011) 

 

3.3.3 การวิเคราะห์องค์ประกอบของคาร์โบไฮเดรตในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้โดยวิธี 

phenol–sulfuric acid 

น้าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีอยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ซาไลน์ท่ีปรับ

ค่าความเป็นกรดเบสท่ี 8 ให้มีความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองแล้วเติม

สารละลายฟ ีนอล 25 ไมโครลิตร และกรดซัลฟิวริกเข้มข้น ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร จากนั นผสมให้เข้ากันแล้วตั งทิ ง

ไว้เป็นเวลา 10 นาที น้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 485 นาโนเมตร แล้วค้านวณจากกราฟมาตรฐานส้าหรับวัด

ปริมาณน ้าตาล (ณัฐิวุฒิ ขุนอาวุธ, 2016) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้น้ าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จากการวิเคราะห์น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ บริษัท มาร์เก็ตเกทเวย์ จ้ากัด พบว่า มีค่าซีโอดีเท่ากับ 

638,200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และอาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนมีค่าเท่ากับ 3,310 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั นจึงน้าค่ามาจ้านวนเป็นสูตรอาหารท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ  โดยอาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ีใช้น ้าเสียเป็น 1 เท่า และ 5 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ีมีกลูโคส

พบว่ามีค่าซีโอดีเริ่มต้นเท่ากับ 5,440±84.9 และ 15,750±70.7 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล้าดับ 

 

4.2 การเลือกสภาวะการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เหมาะสม 

การหาปริมาณน ้าเสียท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยพิจารณาจากปริมาณสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพท่ีมากท่ีสุดเมื่อเทียบกับชุดควบคุม และผลความสามารถในการใช้เซลล์ตรึงซ ้าในการผลิตรอบถัดไป 

 4.2.1 เปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ W. cibaria PN3 แบบเซลล์ตรึงผลิตได้ในชุด

การทดลองที่ใช้น้ าเสียเปน็แหล่งคาร์บอน 

เมื่อน้าแบคทีเรียสายพันธุ์  W. cibaria PN3 มาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบเซลล์ตรึงบน 

Aquaporousgel โดยใช้น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มาเป็นแหล่งคาร์บอนตามสูตรอาหารในข้อ 4.1 

เปรียบเทียบกับอาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนซึ่งใช้เป็นชุดควบคุม และทั งสามชุดการทดลอง

มีการเติมน ้ามันถั่วเหลือง 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร เพื่อใช้เป็นโครงสร้างของหลักในโมเลกุลสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ  จากนั นบ่มแบบเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ผลิตซ ้า

อีก 2 รอบ พบว่าชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคสทั งสองชุดการทดลอง สามารถผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ทั ง 2 ชนิด คือ ชนิดท่ีปล่อยออกมานอกเซลล์และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์  โดยมีปริมาณ

ผลผลิตใกล้เคียงกับชุดควบคุม โดยชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสีย 1 เท่าและ 5 เท่า มีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์อยู่ท่ี 1.33 กรัมต่อลิตร และ 1.32 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (รูปท่ี 4.1) และปริมาณสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ท่ีเชื อ W. cibaria PN3 ผลิตในชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสีย 1 เท่าและ 5 

เท่า คือ 0.46 กรัมต่อลิตร และ 0.39 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่งแม้ว่าเมื่อใช้น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดีสูงแต่ผลผลิตท่ีได้
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กลับไม่สูงขึ นตามไปด้วย  อาจเป็นผลมาจากในน ้าเสียมีสารอื่นปนเปื้อน ท้าให้เมื่อมีปริมาณสารปนเปื้อนมาก

เกินไปอาจส่งผลต่อจุลินทรีย์หรือการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซ ้าโดยการใช้เซลล์ตรึงซ ้าและเปล่ียนอาหาร

เพื่อผลิตในรอบท่ี 2 และ 3 พบว่า ในรอบท่ี 2 และ 3 เชื อ W. cibaria PN3 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ได้ทั ง 2 ชนิด แต่มีปริมาณลดลงจากรอบท่ี 1 ประมาณครึ่งหนึ่ง โดยชุดน ้าเสีย 1 เท่าและ 5 เท่าผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ได้เท่ากับ 0.62 กรัมต่อลิตร และ 0.45 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ส่วนสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์มีปริมาณ 0.25 กรัมต่อลิตร และ 0.24 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ นอกจากนี 

ในรอบท่ี 3 มีการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเซลล์ท่ีเกาะอยู่บนวัสดุตรึงเพิ่ม จึงมีปริมาณสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพเพิ่มมากขึ น  

 

รูปที่ 4.1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชุดการทดลองต่างๆและแต่ละรอบการผลิตท่ีผลิตโดยเชื อ 

W. cibaria PN3 แบบเซลล์ตรึง 
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4.2.2 จ านวนจุลินทรีย์ในแต่ละข้ันการทดลอง 

 จากการวิเคราะห์จ้านวนจุลินทรีย์โดยวิธี MPN ในแต่ละขั นการทดลอง ได้แก่ ขั นการตรึงเซลล์ และขั น

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวิเคราะห์ทั งจ้านวนจุลินทรีย์ท่ีถูกตรึงอยู่ในวัสดุตรึงและจ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่

ในอาหารเลี ยงเชื อ พบว่าจ้านวนจุลินทรีย์ท่ีถูกตรึงอยู่ในวัสดุตรึงของชุดท่ีใช้น ้าเสีย 1 เท่าและ 5 เท่ามีปริมาณ

ใกล้เคียงกับชุดควบคุมอยู่ท่ีประมาณ log 8 MPN ต่อกรัมของวัสดุตรึง ทั งในขั นการตรึงเซลล์และในขั นการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (รูปท่ี 4.2 ก) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเมื่อใช้น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดีท่ีสูงกว่าไม่ได้ส่งผลให้จ้านวน

จุลินทรีย์ในวัสดุตรึงเพิ่มมากขึ นอาจเป็นผลมาจาก สารบางอย่างท่ีอยู่ในน ้าเสียเป็นพิษต่อเซลล์เมื่อใช้น ้าเสียท่ีมี

ความเข้มข้นที่มีมากเกินไป หรือขีดจ้ากัดของวัสดุตรึงในการตรึงเซลล์ เมื่อพิจารณาจ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในอาหาร

เลี ยงเชื อพบว่าจ้านวนจุลินทรีย์หลังการผลิตรอบท่ี 1 ทั งชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสียและชุดควบคุมมีจ้านวนใกล้เคียง

กันอยู่ท่ี log 8 MPN ต่อมิลลิลิตร แต่เมื่อผลิตซ ้าในรอบท่ี 2 และ 3 จ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในอาหารเลี ยงเชื อมี

จ้านวนลดลงประมาณ 1-2 log cycle (รูปท่ี 4.2 ข) ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรอบท่ี 2 

และ 3 ท่ีลดลงเมื่อเทียบกับรอบท่ี 1 (รูปท่ี 4.1) 
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รูปที่ 4.2 จ้านวนจุลินทรีย์ในแต่ละขั นการทดลองของชุดควบคุม ชุดท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน 1 เท่า และ 5 

เท่า ก.จ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่บนวัสดุตรึง ข. จ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในอาหารเลี ยงเชื อ 

 

จากข้อมูลปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในแต่ละรอบการผลิตแสดงให้เห็นว่าชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสีย

เป็นแหล่งคาร์บอน 1 เท่า มีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมมากท่ีสุด จึงเลือกสภาวะนี ไปผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพปริมาณมากแล้วน้าไปทดสอบคุณสมบัติต่อไป  

 

4.3 การทดสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ลักษณะภายนอกของสารสกัดหยายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเชื อ W. cibaria PN3 แบบเซลล์

ตรึงเมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั ง 3 ชนิด มีลักษณะท่ีแตกต่างกัน โดยสาร

สกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีปล่อยออกมานอกเซลล์มีสีเหลืองขุ่น และหนืด ส่วนสารสกัดหยาบสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระและเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง มีสีเหลืองอมส้ม มีความใส

มากกว่าและหนืดน้อยกว่าโดยสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีปล่อยออกมานอกเซลล์ (รูปท่ี 4.3 ก)  
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รูปที่ 4.3 ลักษณะสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพละลายใน PBS ท่ีผลิตจากเชื อ W. cibaria 

PN3 แบบเซลล์ตรึงเมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน ก.สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อย

ออกมานอกเซลล์ ข. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ ค. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด

ติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

 

 4.3.1 การวัดค่าแรงตึงผิวและการหาค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การหาค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท้าได้โดยการเจือจางสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาไลน์ให้มีความเข้มข้น 0 ถึง 9 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั นน้าแต่ละค่าการเจือ

จางไปวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่อง Tensiometer และน้าไปสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกับค่าแรงตึงผิวเพื่อหาจุดค่าแรงตึงผิวที่เริ่มคงท่ี จากการทดลองวัดค่าแรงตึงผิวของสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีปล่อยออกมานอกเซลล์พบว่ามีประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวของน ้าจาก 71.6 มิลลินิว

ตันต่อเมตร เหลือ 33.57 มิลลินิวตันต่อเมตร โดยมีค่า CMC เท่ากับ 1.76 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 4.4 ก) ส่วนสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์แบ่งการวิเคราะห์ค่าออกเป็น 2 ส่วน คือ เซลล์อิสระในอาหารเลี ยงเชื อและ

เซลล์ท่ีติดอยู่บนวัสดุตรึง โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดจากเซลล์อิสระในอาหารเลี ยงเชื อสามารถลดค่าแรงตึง

ผิวของน ้าได้มากกว่าเซลล์ท่ีติดอยู่บนวัสดุตรึง ซึ่งลดค่าแรงตึงผิวของน ้าได้เหลือ 30.21 มิลลินิวตันต่อเมตร และ 

38.02 มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล้าดับ แต่ทั ง 2 ส่วนมีค่า CMC ท่ีใกล้เคียงกัน คือ 3.98 กรัมต่อลิตร และ 3.91 

กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (รูปท่ี 4.4 ข) นอกจากนี เมื่อเปรียบเทียบค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก

สภาวะท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน กับสภาวะท่ีใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า เมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่ง

ข ก ค 
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คาร์บอน ค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์มีค่าใกล้เคียงกับเมื่อใช้กลูโคสเป็น

แหล่งคาร์บอน ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์มีค่าแตกต่างกันซึ่งอาจเป็นผลมาจากมีสารอื่นใน

น ้าเสียมาเจือปนส่งผลให้ค่า CMC ของชุดท่ีใช้น ้าเสียมีค่าสูงกว่า (ตารางท่ี 4.1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเชื อ 

W. cibaria PN3 แบบเซลล์ตรึงกับค่าแรงตึงผิว เมื่อใช้น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีค่าซี

โอดีเป็น 1 เท่าของอาหารเลี ยงเขื อเบซัล และเติม 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรต่อปริมาตร ของน ้ามันถั่วเหลือง  

ก. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ ข.สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ 
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        สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ 

        สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 
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ตารางที่ 4.1 เปรียบเทียบค่า CMC และค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากสภาวะท่ีใช้น ้าเสียเป็น

แหล่งคาร์บอน กับสภาวะท่ีใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

ชนิดสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

ค่า CMC (กรัมต่อลิตร) ค่าแรงตึงผิว (มิลลินิวตันต่อเมตร) 
แหล่งคาร์บอนเป็น

น ้าเสีย 
แหล่งคาร์บอนเป็น

กลูโคส 
แหล่งคาร์บอนเป็น

น ้าเสีย 
แหล่งคาร์บอนเป็น

กลูโคส 
ปล่อยออกมานอก

เซลล์ 
1.76 1.6 33.57 30.84 

ติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
อิสระ 

3.98 3.2 30.21 32.97 

ติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ผิว
เซลล์ตรึง 

3.91 3.3 38.02 36.78 

 

  

4.3.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การวิเคราะห์สัดส่วนต่างๆในโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และ

ไขมัน พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิดท่ีเชื อ W. cibaria PN3 ผลิตได้เมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน

แทนกลูโคส มีสัดส่วนองค์ประกอบท่ีแตกต่างกัน คือ ชนิดท่ีปล่อยออกนอกเซลล์ มีอัตราส่วนของคาร์โบไฮเดรต: 

โปรตีน: ไขมัน เป็น 69: 0: 31 ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ เป็น 14: 25: 61 แสดงดังตารางท่ี 4.2  

ตารางที่ 4.2 ผลการวิเคราะห์สัดส่วนองค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใช้อาหารเบซัลท่ีใช้น ้าเสีย

มีค่าซีโอดีเป็น 1 เท่า 

ชนิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
สัดส่วนองค์ประกอบทางเคมี (%w/w) 

คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน 

ชนิดท่ีปล่อยออกนอกเซลล์ 69 0 31 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ 14 25 61 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 100 N/A N/A 

หมายเหตุ N/A หมายถึงไม่สามารถวัดค่าได้ 
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4.3.3 การหาค่าดัชนีการเกิดอิมัลชัน (E24) 

 จากการทดสอบการก่ออิมัลชันของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเชื อ W. cibaria 

PN3 แบบเซลล์ตรึงเมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน มีความเข้มข้นอยู่ท่ี 1 CMC และ 2 CMC เปรียบเทียบกับชุด

ท่ีใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยทดสอบประสิทธิภาพการก่ออิมัลชันกับน ้ามันพืชและน ้ามันหอมระเหย ได้แก่ 

น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันมะกอก น ้ามันหอมระเหยกล่ินส้ม และน ้ามันหอมระเหยกล่ิน 

ยูคาลิปตัส พบว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากับ 1 CMC ทั งชุดการทดลอง

ท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนและชุดท่ีใช้กลูโคส พบว่ามีค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันน้อยและเกิดกับน ้ามันบางชนิด

เท่านั น นอกจากนี ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังส่งผลต่อการก่ออิมัลชัน เช่น น ้ามันมะพร้าวสามารถเกิด

อิมัลช่ันกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ แต่ไม่เกิดกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด

ปล่อยออกมานอกเซลล์ จากการทดสอบการก่ออิมัลชันของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีความเข้มข้น 

1 CMC มีประสิทธิภาพต่้า (ตารางท่ี ง.6) จึงทดสอบท่ีความเข้มข้นของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็น 

2 CMC พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระในชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่ง

คาร์บอนมีประสิทธิภาพในการก่ออิมัลชันดีท่ีสุดกับน ้ามันพืช แต่ชุดท่ีใช้กลูโคสสามารถก่ออิมัลชันได้ดีกับพืชและ

น ้ามันหอมระเหยกล่ินยูคาลิปตัส แสดงดังตารางท่ี 4.3 

 

ตารางที่ 4.3 ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน

ท่ีความเข้มข้น 2 CMC เทียบกับน ้ามันชนิดต่างๆ 

ชนิดของน้ ามัน 

ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชัน (%) 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดปล่อย
ออกมานอกเซลล ์

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดติดอยู่ที่ผิว
เซลล์จากเซลล์อิสระ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดติดอยู่ที่ผิวเซลล์จาก

เซลล์ที่อยู่ในวัสดุตรึง 

น ้ามันถั่วเหลือง 0 54.72±5.19 0 
น ้ามันปาล์ม 0 53.95±1.06 0 

น ้ามันมะพร้าว 3.45±0.00 76.67±17.32 48.28±0.00 
น ้ามันมะกอก 0 64.37±1.99 49.43±1.00 

น ้ามันหอมระเหยกล่ินส้ม 3.45±0.00 0 3.33±0.00 
น ้ามันหอมระเหย 
กล่ินยูคาลิปตัส 

0 0 0 
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รูปที่ 4.5 ผลการก่ออิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ เมื่อใช้น ้าเสียเป็น

แหล่งคาร์บอนกับน ้ามันชนิดต่างๆ ก. น ้ามันถั่วเหลือง ข. น ้ามันปาล์ม ค. น ้ามันมะพร้าว ง. น ้ามันมะกอก จ. 

น ้ามันหอมระเหยกล่ินส้ม ฉ. น ้ามันหอมระเหยกล่ินยูคาลิปตัส  

 

เมื่อเปรียบเทียบค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก W. cibaria PN3 เมื่อ

ใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีความเข้มข้นของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากับ 2 CMC กับสารลด

แรงตึงผิวที่สังเคราะห์ขึ นทางเคมี ได้แก่ TritonX-100 กับ SDHS ท่ีความเข้มข้น 1 CMC และ 10 CMC พบว่า ท่ี

ความเข้มข้น 1 CMC ของ TritonX-100 มีประสิทธิภาพในการก่ออิมัลชันได้เกือบทุกน ้ามัน แต่ SDHS ท่ีความ

เข้มข้น 1 CMC และ 10 CMC มีประสิทธิภาพในการก่ออิมัลชันกับน ้ามันทุกชนิดท่ีทดสอบต้่า เมื่อเปรียบเทียบค่า

ดัชนีการเกิดอิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก W. cibaria PN3 เมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน 

ท่ีความเข้มข้นของสารสกัดหยาบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากับ 2 CMC จึงบอกได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี

ผลิตได้มีประสิทธิภาพดีกว่า SDHS เนื่องจากใช้ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในปริมาณท่ีต้่ากว่า 

SDHS แต่มีค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันสูงกว่า แต่เมื่อเทียบกับ TritonX-100 ให้ผลตรงกันข้ามคือ TritonX-100 มี

ประสิทธิภาพสุดกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก W. cibaria PN3 เมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน 

 

ก ข ค ง จ ฉ 

a = ความสูงของ 

ชั นอิมัลชัน 
a 
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ตารางที่ 4.4 ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวท่ีสังเคราะห์ทางเคมีท่ีความเข้มข้น 1 CMC เทียบกับ

น ้ามันชนิดต่างๆ 

ชนิดของน้ ามัน 

ค่าดัชนีการเกิดอิมัลชัน (%) 
TritonX-100 
ความเข้มข้น  

1 CMC 

SDHS 
ความเข้มข้น  

1 CMC 

TritonX-100 
ความเข้มข้น  

10 CMC 

SDHS 
ความเข้มข้น  

10 CMC 
น ้ามันถั่วเหลือง 50±0.00 0 58.89±1.92 0 

น ้ามันปาล์ม 92.77±3.57 8.13±1.92 56.17±0.86 0 
น ้ามันมะพร้าว 4.81±2.25 0 30.54±20.50 0 
น ้ามันมะกอก 67.83±6.34 0 45.56±27.95 0 

น ้ามันหอมระเหย 
กล่ินส้ม 

3.41±0.07 5.79±3.95 3.33±0.00 47.78±1.92 

น ้ามันหอมระเหย 
กล่ินยูคาลิปตัส 

0 37.93±0.00 6.78±0.16 0 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ท่ีมีปริมาณน ้าตาลค่อนข้างสูง ท้าให้พบว่ามีค่าซีโอดีในน ้าเสียสูงตามไป

ด้วย จึงเกิดแนวคิดท่ีจะน้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มาประยุกต์ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนทางเลือกในการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  รวมถึงสามารถช่วยลดต้นทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอีกด้วย งานวิจัยนี 

ท้าการศึกษาโดยการน้าน ้าเสียมาเจือจางให้มีค่าซีโอดีเป็น 1 และ 5 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ีมีแหล่ง

คาร์บอนเป็นกลูโคส และวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีเชื อ Weissella cibaria PN3 แบบเซลล์ตรึงผลิตได้ 

พบว่าเชื อ W. cibaria PN3 สามารถเจริญโดยใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอน  และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 2 

ชนิด คือ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ จากผลการทดลองพบว่า 

ชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนและอาหารเลี ยงเบซัลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ในปริมาณท่ี

ใกล้เคียงกัน โดยปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์

และติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากการผลิตทั ง 3 รอบ ในชุดการทดลองท่ีใช้น ้าเสีย 1 เท่า 5 เท่า และชุดควบคุม มีค่าอยู่ท่ี 

4.26 กรัมต่อลิตร 3.84 กรัมต่อลิตร และ 4.10 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ โดยให้ผลผลิตสูงกว่างานวิจัยของ Das 

และ Kumar (2018) ท่ีน้ากากมันฝรั่งและชานอ้อยมาเป็นแหล่งคาร์บอนให้เชื อ Pseudomonas azotoformans 

AJ15 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งผลิตได้ 1.0 กรัมต่อลิตร และงานวิจัยของ  Vera และคณะ (2018) ได้

น้าเวย์จากโรงงานอุตสาหกรรมมาเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้เชื อ  

Lactococcus lactis CECT-4434 พบว่าให้ผลผลิตเพียง 8.9 มิลลิกรัมต่อลิตร จากข้อมูลข้างต้นจึงสรุปได้ว่าน ้า

เสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้ท่ีมีองค์ประกอบของน ้าตาลสูง สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนทางเลือกส้าหรับผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ โดยปริมาณน ้าเสียท่ีเหมาะสมคือ น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดีเป็น 1 เท่าของอาหารเลี ยงเชื อ 

เบซัลปกติ  

นอกจากนี การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบเซลล์ตรึงมีแนวโน้มท่ีสามารถน้าเอาวัสดุตรึงท่ีมีเชื อบรรจุ

อยู่กลับมาใช้ซ ้าเพื่อช่วยลดต้นทุนในกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการศึกษาพบว่าเซลล์ตรึง

สามารถน้ากลับมาใช้ซ ้าในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ถึง 3 รอบ โดยในรอบท่ี 1 เซลล์ตรึงสามารถผลิต

สารลดแรงตึงผิวในปริมาณท่ีมากท่ีสุด แต่อย่างไรก็ตามการผลิตรอบท่ี 2 และ 3 กลับพบว่ามีปริมาณสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพลดลง ซึ่งเมื่อวิเคราะห์จ้านวนจุลินทรีย์ในวัสดุตรึงหลังการผลิต พบว่าปริมาณจุลินทรีย์ใกล้เคียงกับใน

ขั นตอนการตรึงเซลล์ แสดงให้เห็นว่าจุลินทรีย์ยังคงมีชีวิตอยู่แต่ไม่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้ 

ทั งนี อาจเป็นผลมาจากอาจมีสารบางอย่างปกคลุมอยู่ด้านนอกของวัสดุตรึงจึงท้าให้จุลินทรีย์ไม่สามารถผลิตสาร
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ลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาได้เช่นเดิม ซึ่งสารท่ีปกคลุมบริเวณผิวของวัสดุตรึงอาจเป็นน ้ามันถั่วเหลืองท่ีใส่ลงใน

อาหารเลี ยงเชื อเพื่อกระตุ้นให้เกิดการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยน ้ามันถั่วเหลืองจะเคลือบอยู่บริเวณด้าน

นอกของวัสดุตรึง ท้าให้จุลินทรีย์ท่ีอยู่ภายในรูของวัสดุตรึงสัมผัสกับอาหารได้น้อยลง รวมถึงข้อจ้ากัดในเรื่องการ

ส่งผ่านของออกซิเจนในระบบ ซึ่งปัจจัยข้างต้นน่าจะเป็นสาเหตุหนึ่งท่ีส่งผลให้เซลล์ตรึงสามารถผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพได้ในปริมาณท่ีน้อยลง อีกทั งอาจเกิดจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีจุลินทรีย์ผลิตและถูกดูดซับท่ีวัสดุตรึง

ท้าให้มีผลยังยั งการผลิตในรอบถัดไป (Bustos และคณะ, 2018) นอกจากนี มีงานวิจัยของ Ye และคณะ (2018)  

พบว่ า เ ชื อ  Weissella cibaria YB-1 ท่ี แยกไ ด้จาก ผักกาดดองของ จีน  ผ ลิต เอ็ ก โซ โพ ลีแซคค า ไ ร ด์  

(Exopolysaccharides, EPS) ได้ ซึ่ง EPS นี  อาจจะเคลือบผิวของวัสดุตรึงระหว่างการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพก็เป็นได้ 

 หลังจากทราบสภาวะของน ้าเสียท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแล้วจึงน้าสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จากการใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนมาทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ผลการทดลองการหาค่าความ

เข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีปล่อยออกมานอกเซลล์ มีค่า CMC อยู่ท่ี 1.76 กรัม

ต่อลิตร ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ของเซลล์อิสระและเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึงมีค่าอยู่ท่ี 3.98 

กรัมต่อลิตร และ 3.91 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับสารลดแรงตึง ผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จากการใช้

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน จากผลการศึกษา CMC สามารถกล่าวได้ว่า เซลล์ตรึงสามารถผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพ

ได้ 2 ชนิด คือ  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์และชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ นอกจากนี เมื่อ

เปรียบเทียบกับงานวิจัยของ Gudi˜na และคณะ (2015) ท่ีน้าเชื อ Lactobacillus agilis CCUG31450 มาผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้อาหารเลี ยงเชื อเป็นอาหารเลี ยงเชื อ MRS พบว่าผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดติดอยู่ท่ี

ผิวเซลล์โดยมีค่า CMC อยู่ท่ี 7.5 กรัมต่อลิตร ซึ่งมีค่า CMC สูงกว่าท่ีได้จากงานวิจัยนี  อีกทั งสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวของน ้ามากท่ีสุดเมื่อเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้าดัง

ตารางท่ี 5.1 แสดงให้เห็นว่า เชื อ W. cibaria PN3 ท่ีใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแบบเซลล์ตรึง มีประสิทธิภาพเพียงพอและมีความเป็นไปได้ท่ีจะน้าไปใช้ประโยชน์ต่อไป 
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ตารางที่ 5.1 เปรียบเทียบค่าแรงตึงผิวของน ้าท่ีลดลงจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ของ

จุลินทรีย์ชนิดต่างๆ 

สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ แหล่งคาร์บอน 
ค่าแรงตึงผิวของน้ า 
(มิลลินิวตัน/เมตร) 

อ้างอิง 

Weissella cibaria PN3 
น ้าเสียจากโรงงานแปรรูป

ผลไม้ 
30.21 งานวิจัยนี  

Lactobacillus agilis 
CCUG31450 

MRS medium 42.5 
Gudi˜na และคณะ, 

2015 
Lactobacillus 

helveticus MRTL 91 
เวย์โปรตีน 39.5 

Sharma และคณะ, 
2014 

Enterococcus 
faecium MRTL9 

MRS-Lac 40.2 
Sharma และคณะ, 

2015 
หมายเหตุ โดยท่ัวไปค่าแรงตึงผิวของน ้ามีค่าอยู่ท่ี 72 มิลลินิวตันต่อเมตร 

 

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเขื อ W. cibaria PN3 พบว่า

เมื่อใช้น ้าเสียเป็นแหล่งคาร์บอนแทนกลูโคส มีสัดส่วนองค์ประกอบท่ีแตกต่างกัน คือ ชนิดท่ีปล่อยออกนอกเซลล์ 

มีอัตราส่วนของคาร์โบไฮเดรต: โปรตีน: ไขมัน เป็น 69: 0: 31 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั งชนิดท่ี

ปล่อยออกมานอกเซลล์อาจเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด ไกลโคลิปิด เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Sharma และ

คณะ (2014) ท่ีพบว่า Lactobacillus casei MRTL3 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ 

ชนิดไกลโคลิปิด  ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดท่ีติดอยู่ท่ีผิวเซลล์อิสระมีอัตราส่วนของคาร์โบไฮเดรต: โปรตีน: 

ไขมัน เป็น 14: 25: 61  จึงอาจเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด ไกลโคลิโปเปปไทด์ สอดคล้องกับงานวิจัยของ 

Ferreira และคณะ (2017) พบว่า Lactobacillus paracasei ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด ไกลโคลิโปเปป

ไทด์ เช่นเดียวกัน ดังนั นจากข้อมูลท่ีกล่าวมาจึงอาจบอกได้ว่าเชื อจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียผลิตกรดแลคติก

สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีองค์ประกอบหลากหลาย ทั งปัจจัยด้านแหล่งอาหาร ชนิดของสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ และชนิดของจุลินทรีย์ ส่งผลให้องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้แตกต่างกันออกไป  

และจากผลสัดส่วนองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง พบว่า 

มีอัตราส่วนของคาร์โบไฮเดรตเพียงอย่างเดียว ทั งนี อาจเป็นผลมาจากการเจือปนของสาร EPS ท่ีจุลินทรีย์ผลิตขึ น 

จึงส่งให้การวิเคราะห์ผิดพลาดได้ ดังนั นควรเพิ่มขั นตอนการท้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ์ก่อนน้าไปวิเคราะห์
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ผลต่างๆ หรือเพิ่มขั นตอนการล้างวัสดุตรึงเพื่อให้ EPS หลุดออกไปก่อน นอกจากนี ควรวิเคราะห์องค์ประกอบทาง

เคมีเพิ่มเติมเพื่อให้ได้ผลท่ีแม่นย้ายิ่งขึ น เช่น วิธี Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 

เมื่อศึกษาความเสถียรในการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก W. cibaria PN3 แบบ

เซลล์ตรึง พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั ง 3 แบบท่ีทดสอบ คือ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอก

เซลล์ ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ และชนิดท่ีติดอยู่ทีผิวเซลล์จากเซลล์ในวัสดุตรึง ท่ีความเข้มข้น 1 CMC 

ไม่สามารถก่ออิมัลช่ันได้กับทุกชนิดของน ้ามันท่ีทดสอบ อาจเกิดจากความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไม่

เพียงพอในการก่ออิมัลชันท่ีเสถียร ดังนั นจึงเพิ่มความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็น 2 CMC พบว่าเกิด

การก่ออิมัลชันได้ดีกับน ้ามันชนิดต่างๆ โดยเฉพาะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ ก่อ

อิมัลชันกับน ้ามันพืชท่ีน้ามาทดสอบได้มากกว่า 50 เปอร์เซนต์ ดังตารางท่ี 4.3 ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสามารถใน

การก่ออิมัลชันกับน ้ามันสารโซ่ยาว แต่ไม่ก่ออิมัลชันกับสารในกลุ่มเทอร์พีนท่ีเป็นองค์ประกอบหลักของน ้ามันหอม

ระเหย (Bozkurt และคณะ, 2017) โดยผลการทดลองได้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Vecino และคณะ (2015) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จากแบคทีเรียในสายพันธุ์ Lactobacillus pentosus มีความเสถียรในการก่อ

อิมัลชันกับน ้ามันหอมโรสแมรี่ ท่ีมีองค์ประกอบในกลุ่มเทอร์พีน จึงอาจน้าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้ไปใช้

ประโยชน์ทางด้านอาหารท่ีมีน ้ามันพืชเป็นองค์ประกอบเพื่อ คงเนื อสัมผัสและการละลายของกล่ินอาหารได้ 

(Sharma และคณะ, 2016)  

จากการวิจัยนี ถือว่ามีความเป็นไปได้ท่ีจะน้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแทนกลูโคสเพื่อลดต้นทุนการผลิต โดยปัจจุบันกลูโคส (D-(+) Glucose) มีราคาขายอยู่ท่ี 1.7 บาทต่อกรัม 

อ้างอิงจากบริษัท Sigma-aldrich ประเทศสิงคโปร์ และหากต้องการเพิ่มผลผลิตให้มากขึ นอาจทดลองโดยการเติม

แลคโตสลงในอาหารเลี ยงเชื อเพื่อกระตุ้นการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์ (Vera และคณะ, 

2018) นอกจากนี การผลิตโดยใช้เซลล์ตรึงซ ้ายังคงมีความเป็นไปได้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรอบต่อๆ 

ไป แต่อาจต้องปรับปรุงและหาวิธีการเพิ่มผลผลิตให้ เท่ากับการผลิตรอบท่ี 1 เช่น การเติมน ้ามันถั่วเหลืองใน

ปริมาณท่ีน้อยลงเพื่อลดปริมาณน ้ามันท่ีเหลืออยู่ในวัสดุตรึง หรือ  ใช้สารละลายอื่นนอกจาก 0.85 เปอร์เซ็นต์

โซเดียมคลอไรด์ในการล้างวัสดุตรึงก่อนการผลิตรอบถัดไป นอกจากนี อาจท้าการกระตุ้นเซลล์ (reactivate) โดย

การเติมอาหารเลี ยงเชื อท่ีอุดมสมบูรณ์ระหว่างการผลิต เพื่อให้เซลล์มีประสิทธิภาพในการผลิตสูงขึ น  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเช้ือและวิธีค านวณปริมาณน้ าเสียท่ีใช้ 

อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 

อาหารส้าเร็จรูป MRS        55.00  กรัม  

ละลายอาหารส้าเร็จรูป 55.00 กรัม ในน ้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเป็น 7.0 น้าไป

นึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

อาหารเลี้ยงเชื้อเบซัล 

  โซเดียมไนเตรต (NaNO3)       10.17  กรัม 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)     1.00  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.50  กรัม 

โพแทสซียมคลอไรด์ (KCl)      0.10  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 ·7H2O)    5.00  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)      0.01  กรัม 

เฟอรัสซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O)    0.06  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      0.10  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4 ·H2O)   0.326  กรัม 

กลูโคส         5.00  กรัม 

สารอาหารอื่นๆ        0.05  มิลลิลิตร 

ละลายสารทั งหมดในน ้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 7.0 น้าไป

นึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน (Tryptone)       10  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      5  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       5  กรัม 

ละลายสารทั งหมดในน ้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 7.0 และ 

น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนดต่์อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที อาหาร

เลี ยงเชื อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 18 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตร ก่อนน้าไปนึ่งฆ่าเชื อ 

สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน (PBS)  
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)      8.00  กรัม  

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)     0.20  กรัม  

ไดโซเดียมฟอสเฟต (Na2HPO4)      1.44  กรัม  

โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)    0.24  กรัม  

ละลายส่วนประกอบข้างต้นในน ้ากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 

8.0 และ น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ค านวณปริมาณน้ าเสีย 

- น ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มีค่าซีโอดีเริ่มต้นเท่ากับ 638,200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลตร 

- อาหารเลี ยงเชื อเบซัลสูตรปกติท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนมีค่าซีโอดีเท่ากับ 3 ,310 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลตร 

-ใช้สูตรค้านวนความเข้มข้น C1V1=C2V2  

เมื่อ  C1 แทน ค่าซีโอดีของน ้าเสียเริ่มต้น 

C2 แทน ค่าซีโอดีของน ้าเสียสุดท้าย 

V1 แทน ปริมาตรของน ้าเสียเริ่มต้น 
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V2 แทน ปริมาตรของน ้าเสียสุดท้าย 

เมื่อต้องการเจือจางให้ได้ค่าซีโอดีเป็น 1 เท่าและ 5 เท่า ของอาหารเลี ยงเชื อเบซัลสูตรปกติ 

ค่าซีโอดี 1 เท่า เท่ากับ 3,310 มิลลิกรัมต่อมิลลิลตร 

จาก    C1V1 = C2V2 

(638,200) *V1  =  (3,310) *(1,000) 

V1  =  5.19 มิลลิลิตร 

ดังนั น น้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มา 5.19 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ,000 มิลลิลิตรด้วย

น ้ากล่ัน น้าน ้าเสียท่ีเจือจางแล้วไปละลายสารตามสูตรอาหารเบซัลแต่ไม่เติมกลูโคส ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมี

ค่าเท่ากับ 7.0 น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที 

ค่าซีโอดี 5 เท่า เท่ากับ 16,550 มิลลิกรัมต่อมิลลิลตร 

จาก   C1V1 = C2V2 

(638,200) *V1  =  (16,550) *(1,000) 

V1  =  25.93 มิลลิลิตร 

ดังนั น น้าน ้าเสียจากโรงงานแปรรูปผลไม้มา 25.93 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตรด้วย

น ้ากล่ัน น้าน ้าเสียท่ีเจือจางแล้วไปละลายสารตามสูตรอาหารเบซัลแต่ไม่เติมกลูโคส ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมี

ค่าเท่ากับ 7.0 น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที 
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ภาคผนวก ข 

สารเคม ี

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์  
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       8.5  กรัม  
น ้ากล่ัน         1,000  มิลลิลิตร  

ละลายสารในน ้ากล่ัน น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

ตัวท าละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล (2:1) โดยปริมาตรต่อปริมาตร 
คลอโรฟอร์ม        100  มิลลิลิตร  
เมทานอล        50  มิลลิลิตร 

สารทดสอบ Phospho-vanilline  

สารละลาย vanilline 

Vanilline        0.6  กรัม  

ละลายสารในน ้ากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

สารละลาย vanilline       35  มิลลิลิตร  

กรดฟอสฟอริก 85 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร    60  มิลลิลิตร  

น ้ากล่ัน         5  มิลลิลิตร  

ผสมสารให้เข้ากัน เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้องในขวดสีชา 

สารละลาย Comassie Brilliant Blue  

Coomassie Brilliant Blue G      5  มิลลิกรัม 

เมทานอล        5  มิลลิลิตร 

กรดฟอสฟอริก 85 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร     10  มิลลิลิตร 
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ผสมสารให้เข้ากัน จากนั นปรับปริมาตรด้วยน ้ากล่ันในขวดปรับปริมาตรให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

เก็บรักษาในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

ภาคผนวก ค 

ข้อมูลดิบต่างๆ ส าหรับการเปรียบเทียบสภาวะอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพแบบเซลล์ตรึง 

ตารางที่ ค.1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ในสภาวะต่างๆ และแต่ละรอบการผลิต 

รอบการ
ผลิต 

สภาวะอาหาร
เลี ยงเชื อ 

ชุดการ
ทดลอง 

น ้าหนักฟรอย
ก่อน (กรัม) 

น ้าหนักฟรอย
หลัง (กรัม) 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ  

(กรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉล่ีย  
(กรัมต่อลิตร) 

1 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.3477 0.3857 0.76 

0.5305±0.1885 
2 0.3398 0.3565 0.334 
3 0.3447 0.3747 0.6 
4 0.3439 0.3653 0.428 

น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 1 เท่า 

1 0.3427 0.3574 0.294 

0.4630±0.2404 
2 0.3442 0.3699 0.514 
3 0.3451 0.3582 0.262 
4 0.3432 0.3823 0.782 

น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 5 เท่า 

1 0.3412 0.3765 0.706 

0.3935±0.2146 
2 0.3447 0.3566 0.238 
3 0.3412 0.3592 0.36 
4 0.3434 0.3569 0.27 

2 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.3417 0.3559 0.284 

0.2915±0.0362 
2 0.3432 0.3588 0.312 
3 0.3429 0.3592 0.326 
4 0.3445 0.3567 0.244 

น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 1 เท่า 

1 0.3435 0.3554 0.238 

0.2535±0.0553 
2 0.3432 0.3533 0.202 
3 0.3397 0.3563 0.332 
4 0.3408 0.3529 0.242 
1 0.3462 0.3587 0.25 0.2375±0.0662 
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น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 5 เท่า 

2 0.3409 0.35 0.182 
3 0.3405 0.3501 0.192 
4 0.3433 0.3596 0.326 

3 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.3377 0.3565 0.376 

0.2115±0.1128 
2 0.3434 0.3525 0.182 
3 0.3372 0.3456 0.168 
4 0.3406 0.3466 0.12 

น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 1 เท่า 

1 0.3381 0.347 0.178 

0.2340±0.0590 
2 0.3437 0.3553 0.232 
3 0.3391 0.3496 0.21 
4 0.3423 0.3581 0.316 

น ้าเสียท่ีมีค่า 
ซีโอดี 5 เท่า 

1 0.3423 0.3538 0.23 

0.1715±0.0871 
2 0.3403 0.3454 0.102 
3 0.3415 0.3546 0.262 
4 0.3404 0.345 0.092 

 

ตารางที่ ค.2 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระในสภาวะต่างๆ และแต่ละรอบ

การผลิต 

รอบการ
ผลิต 

สภาวะอาหาร
เลี ยงเชื อ 

ชุดการ
ทดลอง 

น ้าหนักฟรอย
ก่อน (กรัม) 

น ้าหนักฟรอย
หลัง (กรัม) 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ  

(กรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉล่ีย  
(กรัมต่อลิตร) 

1 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.513 0.6296 1.166 
1.1005 
±0.1692 

2 0.5159 0.6247 1.088 
3 0.52 0.6074 0.874 
4 0.5247 0.6521 1.274 

น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 1 เท่า 

1 0.5192 0.6529 1.337 

1.3250±0.1087 
2 0.5153 0.6337 1.184 
3 0.5147 0.6596 1.449 
4 0.5151 0.6481 1.33 
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น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 5 เท่า 

1 0.5043 0.6126 1.083 

1.3175±0.1742 
2 0.516 0.6559 1.399 
3 0.5131 0.6619 1.488 
4 0.5148 0.6448 1.3 

2 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.5138 0.5562 0.424 

0.4230±0.1483 
2 0.5072 0.537 0.298 
3 0.5219 0.5558 0.339 
4 0.5131 0.5762 0.631 

น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 1 เท่า 

1 0.5038 0.5513 0.475 

0.6170±0.2768 
2 0.5145 0.5634 0.489 
3 0.5167 0.6199 1.032 
4 0.5134 0.5606 0.472 

น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 5 เท่า 

1 0.5162 0.5604 0.442 

0.4523±0.0835 
2 0.5133 0.5515 0.382 
3 0.4913 0.5326 0.413 
4 0.4998 0.557 0.572 

3 

กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน 

1 0.5206 0.5769 0.563 

0.5145±0.0446 
2 0.5084 0.5551 0.467 
3 0.5153 0.5693 0.54 
4 0.5134 0.5622 0.488 

น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 1 เท่า 

1 0.5046 0.5684 0.638 

0.4860±0.1102 
2 0.5233 0.5654 0.421 
3 0.507 0.5461 0.391 
4 0.5286 0.578 0.494 

น ้าเสียท่ีมีค่าซี
โอดี 5 เท่า 

1 0.5125 0.5587 0.462 

0.3833±0.0888 
2 0.5141 0.5599 0.458 
3 0.5118 0.5418 0.3 
4 0.5295 0.5608 0.313 
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ตารางที่ ค.3 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึงในสภาวะต่างๆของ

การผลิตรอบท่ี 3 

สภาวะอาหาร
เลี ยงเชื อ 

ชุดการ
ทดลอง 

น ้าหนักฟรอย
ก่อน (กรัม) 

น ้าหนักฟรอยหลัง 
(กรัม) 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  

(กรัมต่อลิตร) 

ค่าเฉล่ีย  
(กรัมต่อลิตร) 

กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน 

1 0.5226 0.6349 1.123 

1.0240±0.0858 
2 0.5151 0.6131 0.98 
3 0.5317 0.638 1.063 
4 0.5197 0.6127 0.93 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอ
ดี 1 เท่า 

1 0.5132 0.5838 0.706 

0.8798±0.1213 
2 0.5326 0.629 0.964 
3 0.5255 0.6142 0.887 
4 0.5262 0.6224 0.962 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอ
ดี 5 เท่า 

1 0.519 0.594 0.75 

0.8795±0.1362 
2 0.5248 0.6032 0.784 
3 0.5211 0.625 1.039 
4 0.514 0.6085 0.945 
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ตารางที่ ค.4 จ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึงในแต่ละขั นการทดลอง 

ขั นการทดลอง สภาวะอาหารเลี ยงเชื อ ค่า MPN 
Dilution 
factor 

น ้าหนักวัสดุตรึง 
(กรัม) น ้าหนักวัสดุตรึง

เฉล่ีย (กรัม) 
จ้านวนจุลินทรีย์ 

(MPN/กรัม) 

1 2 3 

ตรึงเซลล์ 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 2.4 106 0.0352 0.0361 0.0420 0.0378±0.0037 3.18E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.43 107 0.0354 0.0392 0.0375 0.0374±0.0019 5.75E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 2.4 106 0.0351 0.0425 0.0367 0.0381±0.0039 3.15E+08 

ผลิตรอบท่ี 1 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 0.43 107 0.0495 0.0432 0.0599 0.0509±0.0084 4.23E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.15 108 0.0360 0.0698 0.0465 0.0508±0.0173 1.48E+09 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.43 107 0.0466 0.0443 0.0492 0.0467±0.0025 4.6E+08 
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ผลิตรอบท่ี 2 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 2.4 106 0.0452 0.0426 0.0430 0.0436±0.0014 2.75E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.93 106 0.0440 0.0458 0.0455 0.0451±0.0010 1.03E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.93 106 0.0421 0.0432 0.0478 0.0444±0.0030 1.05E+08 

ผลิตรอบท่ี 3 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 0.93 106 0.0497 0.0329 0.0471 0.0432±0.0090 1.08E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 2.4 106 0.0676 0.0453 0.0389 0.0506±0.0151 2.37E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.29 107 0.0473 0.0469 0.0653 0.0532±0.0105 2.73E+08 
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ตารางที่ ค.5 จ้านวนจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในอาหารเลี ยงเชื อในแต่ละขั นการทดลอง 

ขั นการทดลอง สภาวะอาหารเลี ยงเชื อ ค่า MPN 
Dilution 
factor 

จ้านวนจุลินทรีย์ 
(MPN/มิลลิลิตร) 

ตรึงเซลล์ 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 0.43 108 4.3E+07 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.43 108 4.3E+07 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.93 108 9.3E+07 

ผลิตรอบท่ี 1 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 2.4 108 2.4E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.43 109 4.3 E+08 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.43 109 4.3E+08 

ผลิตรอบท่ี 2 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 2.4 106 2.4E+06 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 2.4 107 2.4E+07 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 0.93 107 9.3E+06 

ผลิตรอบท่ี 3 

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 0.43 107 4.3E+06 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 1 เท่า 0.15 108 1.5E+07 

น ้าเสียท่ีมีค่าซีโอดี 5 เท่า 2.4 107 2.4E+07 
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ภาคผนวก ง 

ข้อมูลดิบต่างๆ ส าหรับการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Weisella cibaria PN3  

ตารางที่ ง.1 ค่าแรงตึงผิวที่ความเข้มข้นต่างๆเพื่อหาค่า CMC 

ความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (กรัมต่อลิตร) 

ค่าแรงตึงผิว (มิลลินิวตันต่อเมตร) 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดปล่อยออกมานอก

เซลล์ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก

เซลล์อิสระ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก

เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 
0 71.6 71.6 71.6 

0.01 70.873 59.815 71.84 
0.05 57.462 57.462 71.6 
0.1 53.053 N/A 63.904 
0.25 46.351 55.403 59.417 
0.5 45.64 48.304 53.755 
0.75 43.447 42.088 49.939 

1 43.772 41.337 47.655 
2.5 38.717 34.898 41.02 
3.5 N/A 33.688 41.887 
5 38.153 30.179 38.035 
6 37.395 31.089 N/A 
7 36.731 31.511 38.793 

7.5 35.914 N/A 35.354 
8 35.673 30.211 38.024 
9 33.568 N/A N/A 

หมายเหตุ N/A หมายถึงไม่ได้ท้าการวัดค่า ณ ความเข้มข้นนั นๆ 
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ตารางที่ ง.2 น ้าหนักสารลดแรงตึงผิวเริ่มต้นส้าหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

ชุดการทดลอง 
ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
น ้าหนักสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ (กรัม) 

ความเข้มข้นสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ี
ใช้น ้าเสียมีค่าซีโอดีเป็น 

1 เท่า  

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.0942 0.021 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.1323 0.033 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

0.1424 0.020 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ี
มีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.1853 0.021 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.0927 0.020 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

0.1026 0.021 

 

ตารางที่ ง.3 ปริมาณองค์ประกอบไขมันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ W. cibaria PN3  

ชุดการทดลอง 
ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
OD530 

Dilution 
factor 

ความเข้มข้นของไขมัน 
(ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีใช้น ้าเสีย 

มีค่าซีโอดีเป็น 1 เท่า 

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.0270 1 14.21 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.0967 2 101.75 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

N/A - - 

อาหารเลี ยงเชื อ 
เบซัลท่ีมีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.0947 3 149.47 
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ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.0977 2 102.81 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

0.0220 1 11.58 

หมายเหตุ N/A หมายถึงไม่สามารถวัดค่าได้ 

ตารางที่ ง.4 ปริมาณองค์ประกอบน ้าตาลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ W. cibaria PN3  

ชุดการทดลอง 
ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
OD485 

Dilution 
factor 

ความเข้มข้นของน ้าตาล 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีใช้น ้าเสียมี 

ค่าซีโอดีเป็น 1 เท่า 

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.538 1 30.92 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.416 1 23.93 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

0.152 5 43.77 

อาหารเลี ยงเชื อ 
เบซัลท่ีมีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมานอก
เซลล์ 

0.463 1 26.63 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์อิสระ 

0.397 1 22.82 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จาก
เซลล์ท่ีอยู่ในวัสดุตรึง 

0.536 1 30.80 
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ตารางที่ ง.5 ปริมาณองค์ประกอบโปรตีนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ W. cibaria PN3  

ชุดการทดลอง ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ OD585 
ความเข้มข้นของโปรตีน 
(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัลท่ี
ใช้น ้าเสียมี 

ค่าซีโอดีเป็น 1 เท่า 

ชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ N/A - 
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ 0.0120 0.04 
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
N/A - 

อาหารเลี ยงเชื อ 
เบซัลท่ีมีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมานอกเซลล์ 0.003 1.58 
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์อิสระ 0.0685 36.05 
ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
0.027 14.21 

หมายเหตุ N/A หมายถึงไม่สามารถวัดค่าได้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ง.1 กราฟมาตราฐานคาร์โบไฮเดรตจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 485 นาโนเมตร 

 

 

y = 0.0174x
R² = 0.9893
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รูปที่ ง.2 กราฟมาตราฐานโปรตีนจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 585 นาโนเมตร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ง.3 กราฟมาตราฐานไขมันจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร (ณัฐิวุฒิ ขุนอาวุธ, 

2016)

y = 0.2925x
R² = 0.9362
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ตารางที่ ง.6 เปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีความเข้มข้น 1 CMC และน ้ามันชนิดต่างๆ 

ชุดการทดลอง 
ตัวอย่างสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ 
น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันมะกอก 

น ้ามันหอม
ระเหยกล่ินส้ม 

น ้ามันหอมระเหย
กล่ินยูคาลิปตัส 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีใช้น ้าเสียมีค่าซีโอดี

เป็น 1 เท่า 

ชนิดปล่อยออกมา
นอกเซลล์ 

0 0 0 0 3.41 0 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์อิสระ 

0 0 7.89 14.75 3.44 0 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
0 0 0 0 3.45 0 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีมีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมา
นอกเซลล์ 

0 0 0 3.39 4.60 24.14 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์อิสระ 

0 0 10.71 0 37.93 51.72 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
0 0 0 0 45.98 41.38 
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ตารางที่ ง.7 เปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีความเข้มข้น 2 CMC และน ้ามันชนิดต่างๆ 

ชุดการทดลอง 
ตัวอย่างสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ 
น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันมะกอก 

น ้ามันหอม
ระเหยกล่ินส้ม 

น ้ามันหอมระเหย
กล่ินยูคาลิปตัส 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีใช้น ้าเสียมีค่าซีโอดี

เป็น 1 เท่า 

ชนิดปล่อยออกมา
นอกเซลล์ 

0 0 3.45 0 3.45 0 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์อิสระ 

54.72 53.95 76.67 64.37 0 0 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
0 0 48.28 49.43 3.33 0 

อาหารเลี ยงเชื อเบซัล
ท่ีมีกลูโคส 

ชนิดปล่อยออกมา
นอกเซลล์ 

0 0 0 49.38 0 39.08 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์อิสระ 

53.49 57.97 88.38 56.33 0 55.17 

ชนิดติดอยู่ท่ีผิวเซลล์
จากเซลล์ท่ีอยู่ใน

วัสดุตรึง 
0 47.04 0 50 51.15 49.43 
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ตารางที่ ง.8 เปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันระหว่างสารลดแรงตึงผิวที่สังเคาะห์ทางเคมีและน ้ามันชนิดต่างๆ 

ตัวอย่างสารลดแรงตึง
ผิว 

ความเข้มข้น น ้ามันถั่วเหลือง น ้ามันปาล์ม น ้ามันมะพร้าว น ้ามันมะกอก 
น ้ามันหอม

ระเหยกล่ินส้ม 
น ้ามันหอมระเหย
กล่ินยูคาลิปตัส 

TritonX-100 
1 CMC 50 92.77 4.81 67.83 3.41 0 
10 CMC 58.89 56.17 30.54 45.56 3.33 6.78 

SDHS 
1 CMC 0 8.13 0 0 5.79 37.93 
10 CMC 0 0 0 0 47.78 0 
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