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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ธิดารัตน์ สมเรือง : การหาภาวะที่เหมาะสมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 
Candida mucifera NJP25 (OPTIMIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCTION 
FROM Candida mucifera NJP25) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. จิราภรณ์ ธนียวัน, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร.จ ารูญศรี พุ่มเทียน{, 122 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Candida mucifera 
NJP25 โดยปรับปรุงสูตรและภาวะการเพาะเลี้ยงส าหรับการผลิตด้วยวิธีการศึกษาทีละปัจจัยและ
พ้ืนผิวตอบสนอง การศึกษาองค์ประกอบของอาหารและภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพประกอบด้วย แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ เมื่อศึกษาทีละปัจจัยที่ประกอบด้วยซูโครสความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต ์(มวลต่อปริมาตร) อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน 20:1 ค่าความเป็น กรด-ด่าง 
เท่ากับ 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า เท่ากับ 200 รอบต่อนาที เป็น
ระยะเวลา 9 วัน ผลิตสารลดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงจาก 53.2 เหลือ 35.5 มิลลินิวตัน
ต่อเมตร และกระจายน้ ามันได้ 0.62 ตารางเซนติเมตร และได้สารสกัดหยาบ 0.26 กรัมต่อลิตร ผล
การออกแบบการทดลอง Box-Behnken พบว่าอาหารที่เหมาะสมประกอบด้วย ซูโครสความเข้มข้น 
7 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน 15:1 ค่าความเป็นกรด-
ด่าง เท่ากับ 6.5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งให้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้นเป็น 
0.36 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาลักษณะคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า มีค่าความ
เข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ เท่ากับ 27.48 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีสมบัติการเป็นสารก่ออิมัลชัน
และสารกระจายน้ ามันที่ดีกับน้ ามันพืช สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเสถียรต่อภาวะต่าง ๆ 
ได้แก่ ความเข้มข้นเกลือ (1-10 เปอร์เซ็นต์) ค่าความเป็นกรด-ด่าง    (2-10) และอุณหภูมิ (4-100 
องศาเซลเซียส) เมื่อเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยเทคนิค preparative TLC 
และ HPLC ได้ล าดับส่วนที่ F2-1 และ F2-4 ที่มีค่าการกระจายน้ ามันสูงสุด เมื่อน าไปวิเคราะห์หามวล
โมเลกุลของสารลดแรงตึงชีวภาพด้วยเทคนิค LC-MS พบว่าได้สารที่มีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 375 
474 490 และ 507 ซึ่งเป็นสารที่มวลโมเลกุลแตกต่างจากโซโฟโรลิพิดที่ผลิตจากยีสต์ชนิดอื่น 

 

 

ภาควิชา จุลชีววิทยา 

สาขาวิชา จุลชีววิทยาและเทคโนโลยีจุลนิทรีย์ 

ปีการศึกษา 2559 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ที่ปรึกษาร่วม   

 



 จ 

 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5672249823 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORDS: BIOSURFACTANT / ONE FACTOR AT A TIME / RSM / BOX-BEHNKEN DESIGN 

TIDARAT SOMRUANG: OPTIMIZATION OF BIOSURFACTANT PRODUCTION 
FROM Candida mucifera NJP25. ADVISOR: ASSOC. PROF. JIRAPORN 
THANIYAVARN, CO-ADVISOR: JAMROONSRI POOMTIEN, Ph.D. {, 122 pp. 

This study aimed to improve the biosurfactant yield of Candida mucifera 
NJP25 and optimization of the culture medium and culture conditions using one 
factor at a time (OFAT) and response surface methodology (RSM). The study 
considered the effects of carbon and nitrogen source, C:N ratio, pH and temperature. 
When studying one factor at a time that consisted of 4.0% sucrose (w/v), C:N ratio 
20:1, pH 6.5 within a shake flask at 200 rpm and incubated at 30°C for 9 days, the 
surface tension of culture medium was decreased from 53.2 mN/m to 35.5 mN/m 
and oil displacement in medium 0.62 cm2 and the biosurfactant yield of 0.26 g/L. 
The results from Box-Behnken design showed that the optimized medium containing 
7.0% sucrose (w/v), C:N ratio (NaNO3) 15:1, pH 6.5 at 30°C, could increase the 
biosurfactant yield to 1.64 g/L. The biosurfactant showed a critical micelle 
concentration (CMC) value of 27.48 mg/ml at the surface tension of 34.81 mN/m and 
emulsification activity with vegetable oils. The study of stability test, it remained 
unchanged properties of the biosurfactant within a wide range of environmental 
condition such as pH (2-10), NaCl concentration (2-10 %) and temperature (4-100ºC). 
A partially purified biosurfactant fraction with preparation TLC and HPLC 
displayed both major biosurfactants, F2-1 and F2-4, showed high biosurfactant 
activity by oil displacement assay and further analyzed via LC-MS. Their molecular 
mass were 375 474 490 and 506. There were molecular mass different substance 
from sophorolipid found in other yeasts. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความส าคัญและความเป็นมา 

 ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิว (surfactant) มีบทบาทที่ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์ จะ
เห็นได้จากการใช้ผลิตภัณฑ์ผสมสารลดแรงตึงผิวในการท ากิจกรรมต่าง ๆ เริ่มตั้งแต่ผลิตภัณฑ์ท าความ
สะอาดร่างกายและของใช้ต่าง ๆ ผลิตภัณฑ์เครื่องส าอาง รวมไปถึงในผลิตภัณฑ์อาหาร ล้วนแล้วแต่มี
สารลดแรงตึงผิวเป็นส่วนประกอบทั้งสิ้น ท าให้สารลดแรงตึงผิวได้รับการสนใจมากขึ้น อย่างไรก็ตาม
สารลดแรงตึงผิวที่ใช้ในระดับอุตสาหกรรมส่วนใหญ่เป็นสารที่ถูกสังเคราะห์จากกระบวนการทางเคมี 
(Singh และคณะ, 2007) ซึ่งเป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม ย่อยสลายได้ยาก ท าให้เกิดการ
สะสมในสิ่งแวดล้อม นอกจากนี้ ขั้นตอนการผลิตรวมไปถึงผลิตผลพลอยได้ในการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวนั้น ยังก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมอีกด้วย (Banat และคณะ, 2000) ดังนั้น เพ่ือลดปัญหาที่
ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและเพ่ือเพ่ิมความปลอดภัยต่อผู้บริโภค สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(biosurfactant) จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการใช้ทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากการ
สังเคราะห์ทางเคมี 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หมายถึง สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะจุลินทรีย์ 
ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา สามารถแบ่งออกได้เป็นหลายชนิดตามลักษณะโครงสร้างทางเคมี ได้แก่ 
ไกลโคลิพิด ไลโปเพปไทด์ ฟอสโฟลิพิด ไขมัน /กรดไขมัน และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มี
โครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ เป็นต้น (Cooper และ Zajic, 1980) สารลดแรงตึงผิวส่วนใหญ่เป็น
สารประกอบอินทรีย์ ซึ่งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic group) และส่วนที่ไม่
ชอบน้ า (hydrophobic group) โดยทั่วไปสารลดแรงตึงผิวสามารถท าหน้าที่ลดแรงตึงผิวระหว่างสอง
พ้ืนที่ผิวที่สัมผัสกันได้ ข้อดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ความเป็นพิษต่ า มีความหลากหลายในการ
น าไปใช้ประโยชน์และยังคงมีประสิทธิภาพการท างานในสภาวะแวดล้อมรุนแรง ได้แก่ อุณหภูมิ พีเอช 
และความเค็ม (Tabatabaee และคณะ, 2005) แต่การใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังคงมีข้อจ ากัดอยู่
ในอุตสาหกรรมบางประเภทเท่านั้น เนื่องจากมีต้นทุนการผลิตสูง (Gong และคณะ, 2009) การท าให้
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้รับความนิยมน ามาใช้กันได้มากขึ้น โดยการใช้แหล่งอาหารที่มีต้นทุนต่ า
ส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตและพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (Nitschke และคณะ, 2004) 
 มีงานวิจัยที่ศึกษาอิทธิพลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย        
ยีสต์สายพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้สารตั้งต้นที่มีความหลากหลาย Cirigliano และ Carman (1984) ได้ศึกษา
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ยีสต์ Candida lipolytica สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีแหล่งคาร์บอนที่          
แตกต่างกัน เช่น เฮกซะเดกเคน พาราฟิน น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันมะกอก น้ ามันข้าวโพด และ น้ ามัน
เมล็ดฝ้าย โดยเฉพาะเฮกซะเดกเคนเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุด มีน้ ามันพืชหลายชนิด (ข้าวโพด, ถั่ว
เหลือง, ดอกทานตะวัน, ดอกค าฝอย) ใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย 
Starmerella bombicola (Cooper และ Paddock, 1984) ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยัง
ไม่สามารถทดแทนสารลดแรงตึงผิวทางเคมีได้ทั้งหมด เนื่องจากมีผลผลิตต่ าและต้นทุนในการผลิต
ค่อนข้างสูง จึงต้องมีการพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ือควบคุมและลดต้นทุนใน
การผลิต โดยพัฒนาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เหมาะสมต่อการผลิตและการเลือกแหล่ง
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีราคาถูกถือเป็นปัจจัยหลักที่มีอิทธิผลต่อการลดต้นทุนในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเป็นอย่างมาก  (Gallert และ Winter, 2002) 

แนวทางในการพัฒนากระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น การใช้วัตถุดิบที่มีราคา
ถูกเป็นของเสียที่สามารถใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ สารตั้งต้นราคาถูกต่าง ๆ เช่น 
น้ ามันพืชและของเสียจากน้ ามัน เวย์แลคติกและของเสียจากโรงกลั่น สารตั้งต้นจากแป้ง น้ าทิ้งจาก
โรงงานน้ ามันมะกอก ไขมันสัตว์ ไขสบู่และกากน้ าตาล มีศักยภาพในการผลิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ซึ่งกลูโคสได้รับเป็นแหล่งคาร์บอนทางเลือกของนักวิจัยต่างๆ ในบางกรณียีสต์ Candida bombicola 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโซโฟโรลิพิดทั้งจากน้ ามันพืชและน้ าตาล (Anandaraj และ 
Thivakaran, 2010) ดังนั้นในอนาคตจะมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใหม่ ๆ เกิดขึ้นโดยจะขึ้นอยู่กับ
วัตถุดิบที่มีราคาถูกน ามาใช้และการเพ่ิมประสิทธิภาพในการหาภาวะที่เหมาะสมเพ่ือเพาะเลี้ยงให้ได้
ผลิตภัณฑ์ปริมาณสูง จุลินทรีย์สามารถใช้สารประกอบอินทรีย์ที่เป็นแหล่งของคาร์บอนและพลังงาน
ส าหรับการเจริญได้อย่างหลากหลายเมื่อแหล่งคาร์บอนเป็นสารที่ไม่ละลายน้ าเช่น ไฮโดรคาร์บอน 
จุลินทรีย์จะผลิตสารลดแรงตึงผิวออกมานอกเซลล์เพ่ือท าให้สารไฮโดรคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ าแตกเป็น
โมเลกุลเล็ก ๆ เพ่ือให้สามารถน าเข้าสู่เซลล์ได้ 
 กระบวนการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตสารผลิตภัณฑ์ 
โดยการแปรผันชนิดและปริมาณในการใช้แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และปัจจัยทางกายภาพด้าน
อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง เป็นสิ่งที่มักด าเนินการในการวางแผนการทดลอง เพ่ือให้ได้ภาวะที่
เหมาะสมและดีที่สุดในการเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตสาร การวางแผนการทดลองแบบ One 
Factor at a Time เป็นการศึกษาทีละปัจจัยโดยที่ปัจจัยอ่ืนก าหนดให้เป็นค่าคงที่ จึงเรียกว่าเป็นการ
วิเคราะห์แบบ univariate มีข้อดี คือ เป็นวิธีการที่ง่ายและเป็นวิธีเบื้องต้นที่ช่วยในการหาภาวะที่
เหมาะสม ข้อเสีย คือ มีจ านวนสิ่งทดลองมาก ใช้เวลาในการวิเคราะห์ และไม่ได้มีการศึกษา
ความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย ส่วนวิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) 
เป็นวิธีการทางคณิตศาสตร์และสถิติที่เป็นประโยชน์ในการสร้างแบบจ าลองและวิเคราะห์ปัญหา ซึ่ง
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แสดงผลตอบสนองต่อผลจากตัวแปรต่าง ๆ โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาจุดหรือความเหมาะสมต่อผลนั้น 
(Montgomery, 2008) วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง จึงเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพกับกระบวนการที่มีความ
ซับซ้อน ท าให้ง่ายในการจัดการและการอธิบายผล เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอ่ืน (Box และ 
Behnken, 1960; Gan และ Latiff, 2011) ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพของภาวะ
ที่เหมาะสมส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดจากยีสต์ Candida. mucifera NJP25 และ
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่เหมาะสม เพ่ือใช้ในการท านายโดยใช้เทคนิคพ้ืนผิวตอบสนอง และ 
ศึกษาสมบัติและวิเคราะห์องค์ประกอบเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1.2.1 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตสารลด         
แรงตึงผิวทางชีวภาพจากสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่คัดเลือกจากวิธี one factor at a time ได้แก่ แหล่ง
คาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ และแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่
เหมาะสม เพ่ือใช้ในการท านายโดยใช้เทคนิคพ้ืนผิวตอบสนอง 
 1.2.2 ศึกษาสมบัติและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ 

1.3 ขั้นตอนการด าเนินการ 

 1.3.1 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ระดับขวดเขย่าจากวิธี one factor at a time ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน อัตราส่วน
ระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ 
 1.3.2 ศึกษาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่าจากเทคนิค
พ้ืนผิวตอบสนอง 
 1.3.3 ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสาร
ลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.4.1 สามารถเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
 1.4.2 ทราบองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะที่เหมาะสมส าหรับการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพจากการใช้วิธี one factor at a time เปรียบเทียบกับเทคนิคพ้ืนผิวตอบสนอง (RSM) 
 1.4.3 ได้ศึกษาสมบัติของสารและโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ เพื่อใช้
เป็นแนวทางในการประยุกต์ใช้ต่อไป



 

 

บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

2.1  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ สารชีวโมเลกุลที่มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิว  (Surface-
active compound) ที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา (Cooper 
และ Zajic, 1980) โดยทั่วไปจะมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟาลิก (Amphiphalic molecules) ดัง 
รูปที่ 2.1 ซึ่งประกอบด้วยส่วนที่ชอบน้ า (hydroplilic moiety) ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก หมู่ 
ไฮดรอกซิล หมู่ฟอสเฟต น้ าตาลหรือกรดอะมิโน และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic moiety) เป็น
ส่วนของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น กรดไขมันชนิดอ่ิมตัวหรือกรดไขมันไม่อ่ิมตัว และอาจมี
หมู่ไฮดรอกซิลรวมอยู่ด้วย ดังรูปที่ 2.1 
 

   
ส่วนที่ไม่ชอบน้ า ส่วนที่ชอบน้ า 

 (hydrophobic moiety) (hydroplilic moiety) 
 
รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะโครงสร้างโดยทั่วไปของของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Cooper, 1986) 
 

 โดยทั่วไปสารลดแรงตึงผิวสามารถท าหน้าที่ลดแรงตึงผิว ระหว่างสองพ้ืนที่ผิวที่สัมผัสกันได้ 
เช่น สารลดแรงตึงผิวระหว่างของเหลว ระหว่างของเหลวกับของเหลว และระหว่างของเหลวกับก๊าซ 
ค่าแรงตึงผิวระหว่างพ้ืนผิวของน้ ากับอากาศ เรียกว่า “surface tension” และค่าแรงตึงผิวระหว่าง
น้ ากับไฮโดรคาร์บอน เรียกว่า “interfacial tension” (Kim และคณะ, 1997) เมื่อสารลดแรงตึงผิวมี
ความเข้มข้นในตัวท าละลาย โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะหันส่วนที่ไม่ชอบน ้าเข้าหากัน ด้วยแรงจับ
กันของสารลดแรงตึงผิว (surfactant self-association) เกิดเป็นโครงสร้างที่เรียกว่า “ไมเซลล์” 
(micelle) ขึ้น ลักษณะการเกิดไมเซลล์แสดงดังรูปที่ 2.2 ซึ่งความเข้มข้น ณ จุดที่ท า ให้โมเลกุลของ
สารลดแรงตึงผิวมารวมตัวกันนี้ เป็นคุณสมบัติเฉพาะของสารลดแรงตึงผิวแต่ละชนิด เรียกความ
เข้มข้น ณ จุดนี้ว่า critical micelle concentration (CMC) การเกิดไมเซลล์จะมีผลต่อค่าแรงตึงผิว
ของสารละลาย เมื่อความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในสารละลายเพ่ิมขึ้น  ค่าแรงตึงผิวของ
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สารละลายจะมีค่าลดลงจนถึงจุด CMC คือ ค่าแรงตึงผิวของสารละลายจะไม่ลดลงอีก ถึงแม้จะเพ่ิม
ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวในสารละลาย (Fiechter, 1992) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2  โครงสร้างและการจัดเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Fiechter, 1992) 
ก) โครงสร้างโมโนเมอร์ 
ข) โครงสร้างไมเซลล์แบบกลม 
ค) โครงสร้างไมเซลล์แบบแท่ง 
ง) โครงสร้างไมเซลล์แบบเลเยอร์ 
จ) โครงสร้างไมเซลล์แบบเวสิเคิล 

 

 การที่จะเกิดการจัดเรียงตัวของโครงสร้างไมเซลล์เป็นแบบใดนั้นนอกจากแรงกระท าระหว่าง
โมเลกุลแล้วยังขึ้นกับชนิดของสารลดแรงตึงผิวว่ามีโครงสร้างแบบใด เช่น โมเลกุลมีลักษณะเป็นโซ่สาย
สั้นและส่วนหัวที่มีขั้วใหญ่จะเกิดการจัดเรียงตัวเป็นแบบไมเซลล์ทรงกลม ถ้าส่วนหัวมีขนาดเล็กก็จะ
รวมตัวเป็นไมเซลล์แบบทรงกระบอก หรือส่วนไม่ชอบน้ าเป็นสายยาวก็จะรวมตัวเกิดเป็นไบเลเยอร์ 
เป็นต้น ด้วยสมบัติที่หลากหลายของโครงสร้างไมเซลล์จึงสามารถน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไป
ประยุกต์ใช้ในงานต่าง ๆ ได้อย่างกว้างขวาง 

ก 

ค 

ข 

ง 

จ 
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2.2  สมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 2.2.1 แรงตึงผิว (surface tension) และ แรงตึงระหว่างผิวที่ประจัน (interfacial 
tension) 

 แรงตึงผิว คือ แรงที่เกิดข้ึนบริเวณผิวหน้าของของเหลว สามารถแบ่งได้ 2 ชนิด คือ แรง
ตึงผิวระหว่างของเหลวและอากาศ (surface tension) และแรงระหว่างผิวประจันของของเหลว             
2 ชนิด (interfacial tension) สามารถวัดค่าแรงตึงผิวได้จากเครื่องมือ เรียกว่า เทนซิโอมิเตอร์ 
(tensiometer) มีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (mN/m) หรือ ไดน์ต่อเซนติเมตร (dyne/cm)     
โดยค่าแรงตึงผิวของน้ ากลั่น เท่ากับ 72 มิลลินิวตันต่อเมตรและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลด
เหลือต่ ากว่า 30 มิลลินิวตันต่อเมตร และลดค่าแรงระหว่างผิวประจันของน้ าและเฮกซะเดกเคนจาก 
40 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือเพียง 1 มิลลินิวตันต่อเมตร (Mulligan, 2005) โดยถ้าจุลินทรีย์   
สามารถลดค่าแรงตึงผิวได้ต่ ากว่า 40 มิลลินิวตันต่อเมตร แสดงว่าสามารถผลิตสารลด                
แรงตึงผิวชีวภาพได้ ถ้าต่ ากว่า 35 มิลลินิวตันต่อเมตร แสดงว่ามีประสิทธิภาพดี (Cooper, 1986) เช่น 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Cyberlindnera samutprakarnensis JP52 (Poomtien และ
คณะ, 2013), Pseudomonas aeruginosa F23 (Patil และคณะ, 2014) และ น้ าเลี้ยงเชื้อของ             
Candida sphaerica UCP0995 (Luna และคณะ, 2011) สามารถลดค่าแรงตึงผิวได้เท่ากับ 30.9 
31 และ 25.34 มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล าดับ ซึ่งนับว่าเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพดี
มาก 

 2.2.2 ค่าการกระจายน้ ามัน (oil displacement activity) 

 เป็นการกระจายตัวในน้ ามันของสารลดแรงตึงผิว คุณสมบัตินี้ของสารลดแรงตึงผิวใน
การเปลี่ยนมุมสัมผัสระหว่างน้ าและน้ ามัน เป็นการวัดประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว  สามารถหา
ได้โดยวัดขนาดของพ้ืนที่วงใส (clear zone) ที่เกิดแทนที่แผ่นฟิล์มของน้ ามันที่ปกคลุมอยู่บนผิวหน้า
น้ า ดังรูปที่ 2.3 โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของพ้ืนที่วงใส ค านวณหาพ้ืนที่ตามสูตร 𝜋𝑟2 มีหน่วยเป็น
ตารางเซนติเมตร ซึ่งค่าการกระจายน้ ามันจะแปรผันโดยตรงกับปริมาณความเข้มข้นของสารลดแรงตึง
ผิว (Morikawa และคณะ, 1993) นอกจากการวัดค่าการกระจายน้ ามันจะท าการวัดในส่วนน้ าใสที่ได้
จากการเลี้ยงเชื้อ ซึ่งเป็นวิธีที่ไม่ยุ่งยากและประหยัดค่าใช้จ่าย และเป็นวิธีที่เหมาะสมในการวัด
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากวิธีนี้ใช้สารปริมาณเพียงเล็กน้อยในการวิเคราะห์ คือ 
10 ไมโครลิตรเท่านั้น 
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รูปที่ 2.3 การวัดค่ากระจายน้ ามันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Pseudomonas sp. 
(EM19) (Diab, 2015) 

 

 2.2.3 ค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration,CMC) 

 ค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ คือ ค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวที่น้อย
ที่สุด ที่ท าให้สารลดแรงตึงผิวเกิดการจัดเรียงตัวเป็นรูปร่างไมเซลล์ (micelle) เป็นค่าความเข้มข้นของ
สารที่สามารถลดแรงตึงผิวได้ต่ าที่สุดและถ้าเพ่ิมความเข้มข้นของสารมากกว่านี้ก็ไม่สามารถลดค่าแรง
ตึงผิวได้อีก  (Cooper และคณะ, 1981) ดังรูปที่ 2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อความเข้มข้นวิกฤตของการเกิด 
ไมเซลล์ ได้แก่ ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ และ ไอออน (Mulligan และ Gibbs, 2004) 
 

 
 

รูปที่ 2.4 การเกิดโครงสร้างไมเซลล์ในน้ าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจนถึง 
CMC (Luna และคณะ, 2012)  
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 2.2.4 การก่ออิมัลชัน (Emulsification) 

 อิมัลชันเป็นระบบคอลลอยด์ (colloid) ประกอบด้วยของเหลวสองชนิดที่ไม่สามารถ
ละลายรวมเป็นเนื้อสารเดียวกันได้ เช่น น้ าและสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Satpute และคณะ, 
2010) โดยจะมีของเหลวชนิดหนึ่งจะแตกตัวเป็นหยดเล็ก ๆ และกระจายตัวอยู่ในของเหลวอีกชนิด
หนึ่ง อิมัลชันเป็นระบบอุณหพลศาสตร์ (thermodynamic) ที่มีความเสถียรต่ า ดังนั้นการเติมสารลด
แรงตึงผิวลงไปจะช่วยลดแรงตึงผิวระหว่างของเหลวทั้งสองชนิด ท าให้อิมัลชันมีความเสถียรมากขึ้น 
โดยทั่วไปอิมัลชันแบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ อิมัลชันชนิดน้ ามันในน้ า หรือ oil-in-water (O/W) และ
อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน หรือ water-in-oil (W/O) อิมัลชันน้ ามันในน้ า คือ อิมัลชันที่มีน้ ามันกระจาย
ตัวภายในและภายนอกเป็นน้ า ส่วนอิมัลชันน้ าในน้ ามัน คือ อิมัลชันที่มีน้ ากระจายภายในและ
ภายนอกเป็นน้ ามัน (Madaan และคณะ, 2014) การวัดประสิทธิภาพในการเกิดอิมัลชันอาจท าโดย
การวัดค่าดรรชนีการก่อเกิดอิมัลชัน (emulsion index) คือ การวัดอัตราส่วนระหว่างความสูงของ
อิมัลชันและความสูงของของเหลวในหลอดทั้งหมด เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชั่วโมง (Patel และ Desai, 
1997) และอาจวัดความเสถียรของอิมัลชันที่เกิดข้ึนโดยวัดค่าดรรชนีการก่อเกิดอิมัลชันในระยะเวลาที่
นานออกไป 

 2.2.5 ค่าเอชแอลบี (hydrophilic-lipophilic balance (HLB)) 

 ค่าเอชแอลบี คือ ค่าท่ีแสดงสมบัติชอบน้ าและชอบน้ ามันในโครงสร้างของสารลดแรงตึง
ผิว (Griffin, 1955) มีค่าระหว่าง 0-20 ค่าเอชแอลบีจะบ่งบอกชนิดของอิมัลชันและการน าไป
ประยุกต์ใช้ได้ โดยถ้าค่าเอชแอลบีมีค่าน้อยกว่า 6 แสดงว่า สารลดแรงตึงผิวชนิดนั้นมีแนวโน้มจะเกิด
อิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน ถ้าค่าเอชแอลบีมีค่าระหว่าง 8-18 แสดงว่า สารนั้นมีแนวโน้มจะเกิดอิมัลชัน
ชนิดน้ ามันในน้ า (Plaza และคณะ, 2014) ดังตารางที ่2.1 

ตารางท่ี 2.1  ช่วงของ HLB และการน าไปประยุกต์ใช้ (Tadros, 2009) 

ช่วงของ HLB การน าไปประยุกต์ 

0-3 สารลดโฟม (Anti-foaming agent) 
4-6 อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้ าในน้ ามัน (Water-in-oil emulsifier) 
7-9 สารท าให้เปียก (Wetting agent) 
8-18 อิมัลซิไฟเออร์ชนิดน้ ามันในน้ า (Oil-in-water emulsifier) 
13-15 สารท าความสะอาด (Detergent) 
15-18 สารละลาย (Solubilizer) 
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2.3  ข้อดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์เป็นสารที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างยิ่งใน
ปัจจุบัน เนื่องจากสามารถย่อยสลายได้ เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและมีความเป็นพิษต่ า ซึ่งใช้เป็น
ส่วนผสมในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ในชีวิตประจ าวัน เช่น สารชะล้าง สารท าให้เกิดฟอง สารก่ออิมัลชัน สาร
ช่วยเพิ่มการละลาย เป็นต้น มีการน าผลิตภัณฑ์นั้นไปใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 2.3.1 มีความเป็นพิษต่ า 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้รับความสนใจมากขึ้น ในการน ามาใช้เป็นส่วนผสมใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร สารช าระต่าง ๆ และเครื่องส าอางและยา (Sobrinho และคณะ, 2013) มัก
ประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ 10-18 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งของเสียจากผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เหล่านี้
มักถูกปล่อยออกสู่ธรรมชาติ ท าให้ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมตามมา นอกจากนี้ยังมีความเป็นพิษต่อ
ทั้งมนุษย์และสัตว์อีกด้วย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเป็นพิษต่ าเมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์คอรีซิกเป็นสารลดแรงตึงผิวเคมีที่มีค่า LD50 ของ Photobacterium phosphoreum 
น้อยกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิพิด 10 เท่า ซึ่งแสดงให้เห็นว่าสาร Corexit เป็นสารลด
แรงตึงผิวเคมีที่มีความเป็นพิษสูง (Kapadia และ Yagnik, 2013) 

 2.3.2 ย่อยสลายทางชีวภาพได้ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถย่อยสลายได้ง่ายโดยแบคทีเรียและจุลินทรีย์อื่น ๆ ในน้ า
หรือดิน ซึ่งท าให้เหมาะสมใช้งานบ าบัดสารมลพิษทางชีวภาพและบ าบัดน้ าเสีย (Sobrinho และคณะ, 
2013) จากปัญหาสิ่งแวดล้อมที่เพ่ิมมากขึ้น ท าให้ผู้บริโภคตระหนักถึงผลกระทบที่เกิดจากปัญหา
สิ่งแวดล้อมมากข้ึน รวมทั้งกฎหมายที่คุ้มครองเก่ียวข้องกับปัญหาสิ่งแวดล้อมมีความเข้มงวด ดังนั้นจึง
มีการเลือกใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาประยุกต์กับงานทางด้านสิ่งแวดล้อมมากขึ้น เนื่องจากเป็น
สารที่ถูกย่อยสลายทางชีวภาพได้ง่าย (Nitschke และ Costa, 2007) 

 2.3.3 สามารถก่ออิมัลชันได้ดี 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลสูงจะสามารถก่อหรือสลายอิมัลชันได้ดีกว่ าสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลต่ า โซโฟโรลิพิดที่ผลิตได้จาก S. bombicola สามารถลดค่าแรง
ตึงผิวและแรงระหว่างผิวประจันได้ดีกว่าเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์  (Cooper และ Paddock, 1984) 
ในขณะที่ไลโพแซนเป็นอิมัลซิไฟเออร์ในน้ ามันที่กินได้ มีความสามารถเคลือบหยดน้ ามันได้ดี ท า ให้
สามารถน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องส า อางได้ 
(Nitschke และ Costa, 2007) 
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 2.3.4 ทนต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสม 

 ในโรงงานอุตสาหกรรมขั้นตอนกระบวนการผลิตจะต้องผ่านสภาวะต่าง ๆ กัน เช่น 
อุณหภูมิ  ค่าความเป็นกรด -ด่าง และไอออนต่าง ๆ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพหลายชนิดมี       
คุณสมบัติที่สามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมต่าง ๆ ได้ จึงเป็นสารที่มีความน่าสนใจในการน าไป
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม McInerney และคณะ (1990) รายงานว่า ไลเคนนิซินที่ผลิตจาก 
Bacillus licheniformis LF-2 ไม่ส่งผลกระทบต่ออุณหภูมิที่สูงกว่า 50 องศาเซลเซียส ค่าความเป็น
กรด-ด่างในช่วง 4.5-9.0 และ ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์และแคลเซียม 50 และ 25 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ 

 2.3.5 มีโครงสร้างหลากหลาย 

 สารลดแรงตึงชีวภาพมีโครงสร้างทางเคมีที่แตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ขึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย์และสารตั้งต้นที่ใช้ในกระบวนการผลิต (Nitschke และ Costa, 2007) ซึ่งท าให้สารแต่ละ
ชนิดมีคุณสมบัติที่จ าเพาะจึงสามารถเลือกน าไปประยุกต์ใช้กับงานที่เหมาะสมได้ (Kapadia และ 
Yagnik, 2013) เช่น การก่ออิมัลชัน การท าให้เปียก การแยกชั้นของวัฏภาค การเกิดฟอง การละลาย 
ลดความหนืด เป็นต้น (Bodour และคณะ, 2003) 
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ตารางท่ี 2.2  ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรม (Singh 
และคณะ, 2007) 

อุตสาหกรรม การประยุกต ์ บทบาทของสารลดแรงตึงผิวชวีภาพ 

ปิโตรเลียม 
 

การเก็บเก่ียวน้ ามันดบิ  
 
 
การก่ออิมัลชัน 

วิธีการที่ช่วยในการผลิตน้ ามนัขึน้มาจากหลุม
หลังจากที่ได้มีการผลิตตามธรรมชาติแล้ว ช่วย
ให้ระบายน้ ามันได้ดีขึ้น 
ความสามารถในการเข้ากันได้ระหว่างน้ ากับ
น้ ามัน คุณสมบัตนิี้เองท าให้น ามาใช้ในการท า
ความสะอาด อุปกรณ์ต่างๆ เชน่ ถังเก็บน้ ามัน 
ท่อส่งน้ ามนั เปน็ต้น 

สิ่งแวดล้อม 
 

การบ าบดัทางชีวภาพ  
 
 
การฟื้นฟูดิน 

ช่วยสลายสารไฮโดรคารบ์อนสามารถเข้าถึง
มลพิษได้และการบ าบดัโลหะและยาฆ่าแมลง 
ฟื้นฟูดินที่มีการปนเปื้อนด้วยสารอินทรีย์
และอนินทรียท์ี่ส าคัญ โดยใช้หลกัการการชะ
ล้างด้วยสารละลายที่เหมาะสม 

อาหาร การก่ออิมัลชัน อิมัลซิไฟเออร์; โดยช่วยป้องกันอิมัลชันไม่ให้
แยกเป็นชั้น เพิ่มการละลายในไขมัน ช่วยลด
ความหนืดและลดการเกิดฟอง 

ชีวภาพ 
 

จุลชีววิทยา  
 

ช่วยในการเคลื่อนที่ของเซลล์ การเข้าสู่อาหาร 
การเกิดเชื้อก่อโรคในพืชและสตัว์ 

การเกษตร 
 

การควบคุมศัตรูพืชโดยชีวภาพ  ช่วยในกลไกการควบคุมทางชีวภาพของ
จุลินทรีย์ เชน่ ปรสิต ภาวะหลัง่สารยับยัง้การ
เจริญ และเหนี่ยวน าให้เกิดความต้านทานต่อ
ระบบและความรุนแรงของโรค 

เครื่องส าอาง 
 

ผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพและความงาม อิมัลซิไฟเออร์ น้ ายาท าความสะอาด ยารักษา
สิว ให้ความชุ่มชืน้ในเคร่ืองส าอางและยาลด
กรด 
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2.4  ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การจัดจ าแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถแบ่งได้เป็น 6 กลุ่มตามน้ าหนักโมเลกุล 
(Molecular mass) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Desai และ Banat, 1997) ได้แก่ 

 2.4.1 ไกลโคลิพิด (Glycolipid) 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตที่เชื่อมต่อกับกรด
ไขมันสายยาว (long chain fatty acids) หรือ กรดไขมันที่มีหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl fatty acids) 
ด้วยพันธะไกลโคสิดิก (Kaloorazi และ Choobari, 2013) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่จัดเป็น         
ไกลโคลิพิด ได้แก่ กลูคูโรนิก (glucuronic) โซโฟโรลิพิด (sophorolipids) แรมโนลิพิด 
(rhamnolipids) และ ทรีฮาโรลิพิด (trehalolipids) 
 

 
 

รูปที่ 2.5 โครงสร้างของกรดกลูคูโรนิก (glucuronic acids) ที่ เน้นไกลโคลิพิดผลิตจาก 
Pseudomonas. diminuta (Shaw, 1974) 

 

 2.4.1.1  โซโฟโรลิพิด (sophorolipids) 
 โดยส่วนใหญ่สามารถผลิตได้จากยีสต์ เช่น Torulopsis bombicala, T. petrophilium 
และ T. apicola โครงสร้างโดยประกอบด้วยน้ าตาลโซโฟโรส เชื่อมต่ออยู่กับกรดไฮดรอกซีคาร์บอก  
ซิลิก (hydroxycarboxylic acids) โดยปลายคาร์บอกซิลิกของกรดไขมันอาจเกิดการรวมตัวกับหมู่ไฮ
ดรอกซีของน้ าตาลเกิดเป็นวงแลคโตน (lactone ring) แสดงดังรูปที่ 2.6 เมื่อละลายน้ าแล้วจะแตกตัว
และจะมีประจุเป็นลบ (Rosenberg, 1986) โซโฟโรลิพิดเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติเข้า
กับผิว ให้ความชุ่มชื้นแก่ผิว ยับยั้งแบคทีเรีย และ สามารถช่วยลดไขมันส่วนเกินได้ บริษัท Kao Co. 
Ltd. น าโซโฟโรลิพิดมาใช้เป็นส่วนผสมที่ให้ความชุ่มชื้นในเครื่องส าอาง เช่น ลิปสติก ดินสอเขียนขอบ
ปาก ภายใต้ยี่ห้อ Sofina และ Soliance (Irfan-Maqsood และ Seddiq-Shams, 2014) 
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รูปที่ 2.6 โครงสร้างทางเคมีของโซโฟโรลิพิด (Fakruddin, 2012) 
 

 
 

รูปที่ 2.7 โครงสร้างทางเคมีของโซโฟโรลิพิดที่ผลิตจาก S. bombicola ATCC 22214 เมื่อปลาย
คาร์บอกซิลิกของกรดไขมันรวมตัวกับหมู่ ไฮดรอกซีของน้ าตาลเป็นวงแลคโตน 
(Rosenberg, 1986) 

 

 2.4.1.2  แรมโนลิพิด (rhamnolipids) 
 จุลินทรีย์ในสกุล Pseudomonas sp. สามารถผลิตแรมโนลิพิดได้หลายชนิด โครงสร้าง
โดยทั่วไปประกอบด้วยน้ าตาลแรมโนส 1 หรือ 2 โมเลกุล ดังรูปที่ 2.8 ที่เชื่อมต่อกับกรดบีต้าไฮดรอก
ซีเดคาโนอิก (β-hydroxydecanoic acid) จ านวน 1 หรือ 2 โมเลกุล ด้วยพันธะไกลโคซิดิก ซึ่งแรม
โนลิพิดมีสูตรโครงสร้างต่างกัน 6 แบบที่มีจ านวนน้ าตาลแรมโนส และส่วนของ β -
hydroxydecanoic acid แตกต่างกัน แรมโนลิพิดเป็นไกลโคลิพิดที่มีการศึกษาวิจัยมากที่สุด 
(Kaloorazi และ Choobari, 2013) แรมโนลิพิดมีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวและละลายได้     
ดีในสารประกอบไฮโดรคาร์บอน สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในด้านสิ่งแวดล้อม ได้แก่ การบ าบัดสาร   
มลพิษทางชีวภาพ (bioremediation) และการย่อยสลายทางชีวภาพ (biodegradation) (Abdel-
Mawgoud และคณะ, 2011) 



 

 

14 

 
 

รูปที่ 2.8 โครงสร้างทางเคมีของแรมโนลิพิด (Fakruddin, 2012) 
 

 2.4.1.3  ทรีฮาโรลิพิด (trehalolipids) 
 สามารถพบไดใ้นจุลินทรีย์ที่ผนังเซลล์มีโครงสร้างประกอบด้วยน้ าตาลทรีฮาโรส 2 โมเลกุล 
เชื่อมต่อกับด้านที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) โดยทั่วไปประกอบด้วยกรดไมโคลิก (mycolic acid) 
ซึ่งจะมีจ านวนของคาร์บอนอะตอม และจ านวนกรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของ
กลุ่มจุลินทรีย์ที่ผลิต ได้แก่ Corynebacterium sp., Mycobacterium sp. และ Nocardia sp. 
(Burgos-Díaz และคณะ, 2012) จึงท าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้ มีโครงสร้างหลากหลาย
รูปแบบ ซ่ึง Rhodococcus erythropolis เป็นสายพันธุ์ที่ศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดทรีฮาโร
ลิพิดมากที่สุด (Kaloorazi และ Choobari, 2013) 
 

 
 

รูปที่ 2.9 โครงสร้างทางเคมีของทรีฮาโรลิพิด (Fakruddin, 2012)   
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 2.4.1.4  แมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิด (mannosylerythritol lipids, MELs) 
 สามารถผลิตได้จากยีสต์ Candida sp. เมื่อเพาะเลี้ยงในน้ ามันพืชจะได้ผลผลิตปริมาณ
มากจ านวน 40 กรัมต่อลิตร (Kitamoto และคณะ, 1992; Kim และคณะ, 1999) สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดนี้ ประกอบด้วย 4-O-ß D-mannopyranosylmeso-erythritol เชื่อมต่อกับกรดไขมัน
ชนิดสายสั้น หรือกรดไขมันชนิดสายยาว โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิดมี      
โครงสร้างที่หลากหลาย (Kitamoto, 2008) ดังรูปที่ 2.10 MEL พบได้ในจุลินทรีย์กลุ่ม Ustilago sp. 
(Haskins และคณะ, 1955) Pseudozyma sp. (Kitamoto และคณะ, 1990) และ Schizonella 
melanogramma (shizonellin) (Deml และคณะ, 1980) โดยน้ าเลี้ยงเชื้อสามารถลดแรงตึงผิวได้
น้อยกว่า 30 มิลลินิวตันต่อเมตร (Kim และคณะ, 2006) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้สามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ได้ เช่น สารต้านมะเร็ง (antitumor) และมีสารต้านจุลินทรีย์แบคทีเรีย   
แกรมลบและแกรมบวก (Arutchelvi และคณะ, 2008) 
 

 
 

รูปที่ 2.10 โครงสร้างทางเคมแีมนโนซิลอีรีทริทอลลิพิด (MEL-A:  R1 = R2 = Ac; MEL-B: R1 = 
Ac, R2 = H; MEL-C: R1 = H, R2 = Ac: n = 6–10) (Kitamoto, 2008) 

 

 2.3.1.5  ไดไกลโคซิล ไดกลีเซอไรด์ (diglycosyl diglycerides) 
 เป็นไกลโคลิพิดชนิดที่พบทั่วไปในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Lechevalier, 
1977) มีสูตรโครงสร้างประกอบด้วยไดไกลโคซิลกับไดกลีเซอไรด์ที่แตกต่างกัน  5 หมู่ คือ แอลฟา-
ไดกลูโคซิลไดกลีเซอไรด์ (α-diglucosyldiglyceride) บีตา-ไดกลูโคซิล- (β-diglucosyl-) ไดแมนโน
ซิล (dimannosyl-) ไดกาแลคโตซิล- (digalactosyl-) และกาแลคโตซิลกลูโคซิลไดกลีเซอไรด์ 
(galactosylglucosyldiglycerides) สมบัติของสารไกลโคซิลไดกลีเซอไรด์ยังไม่ค่อยมีรายงานศึกษา
มากนัก อย่างไรก็ตาม Brundish และคณะ (1967) ได้เสนอว่าสารนี้จัดเป็นสารลดแรงตึงผิว เพราะ
โมเลกุลของสารมีส่วนที่มีข้ัวชอบน้ า และมีส่วนไม่มีข้ัวเป็นหมู่อัลคิล 2 หมู่ 
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รูปที่ 2.11 โครงสร้างทางเคมีของ α-diglucosyl diglyceride (Shaw, 1970) 
 

 2.4.2 ไลโพเพปไทด์ (lipopeptides) และไลโพโปรตีน (lipoprotein) 

 เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถผลิตได้จากแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิด สามารถ
ยับยั้งจุลินทรีย์อ่ืนร่วมด้วย ตัวอย่างเช่น เซอร์แฟคติน (surfactin) หรือ ซับทิไลซิน (subtilysin)     
โพลีไมซิล (polymyxins) และ ไลเคนิซิน (lichenysin) ที่ผลิตจาก B. subtilis, B. polymyxa และ 
B. licheniformis ตามล าดับ (Rosenberg, 1986) อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าไลโพเพปไทด์ที่ผลิตโดย 
B. subtilis เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด เซอร์แฟคตินประกอบด้วยกรด   
อะมิโนยาว 7 ตัว เชื่อมต่อกันด้วยพันธะโควาเลนท์ ปลายข้างหนึ่งเชื่อมต่อกับกลุ่มคาร์บอกซิลและ
ปลายอีกข้างหนึ่งต่อกับกลุ่มไฮดรอกซิล ของหมู่บีตา–ไฮดรอกซีของกรดไขมัน ดังรูปที่ 2.12 มี
คุณสมบัติเป็นสารยับยั้งการแข็งตัวของเม็ดเลือด สารยับยั้งจุลินทรีย์และสารต้านมะเร็ง (Gong และ
คณะ, 2009) 
  
 

 
 

รูปที่ 2.12 โครงสร้างทางเคมีของเซอร์แฟคซินที่ผลิตจาก B. subtilis (Desai และ Banat, 1997)  
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 เซอร์แฟคตินเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงที่มีความเข้มข้นเพียง 0.005 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักเซลล์ สามารถลดแรงตึงผิวของสารละลาย 0.1 M NaCO3 จาก 71.6 มิลลินิว
ตันต่อเมตร เป็น 27.9 มิลลินิวตันต่อเมตร (Arima และคณะ, 1968) ไลโพเพปไทด์โครงสร้าง
ประกอบด้วยลิพิดเชื่อมต่อกับสารเพปไทด์ จะมีโครงสร้างของส่วนไขมันมาก โดยเฉพาะโครงสร้าง
ขนาดกลาง 
 

 
 

รูปที่ 2.13 โครงสร้างทางเคมขีองไลโปเปปไทด์ชนิดต่าง ๆ (Morikawa และคณะ, 1993) 
 

 2.4.3 กรดไขมันและไขมัน (fatty acid และ neutral lipid) 

 สามารถพบในจุลินทรีย์ได้หลายชนิด และมักปล่อยออกนอกเซลล์ เช่น กรดคาร์บอก   
ซิลิก แอลกอฮอล์ เอสเทอร์ โมโนกลีเซอไรด์ ไดกลีเซอไรด์ และไตรกลีเซอไรด์ ดังรูปที่ 2.14 กรด
ไขมันที่ได้จากอัลเคนได้รับความสนใจมากที่สุดในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Rosenberg, 1986)  
Rehm และ Reiff (1981) รายงานว่า กรดไขมันที่ได้มาจากจุลินทรีย์เกิดจากการออกซิเดชันของ    
อัลเคน ตัวอย่างของกรดไขมัน และไขมันที่สามารถลดแรงตึงผิว ได้แก่ กรดโครีโนมัยโคลิก 
(corynomycolic acid) ที่ความเข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร สามารถลดแรงตึงผิวของน้ าลงเหลือ 40 
มิลลินิวตันต่อเมตร ไขมัน (neutral lipid) ที่มีรายงานว่าสามารถลดแรงตึงผิวได้คือ ไขมันที่ผลิตจาก 
Mycobacterium rhodochrous เมื่อความเข้มข้นเท่ากับ 0.5 กรัมต่อลิตร สามารถลดแรงตึงผิวของ
น้ าเหลือ 44 มิลลินิวตันต่อเมตร และยังส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์ Cooper และ Zajic (1980) มี
รายงานว่า Arthrobacter strain AK-19 (Wayman และคณะ, 1984) และ P. aeruginosa 44T1 
(Robert และคณะ, 1989) สามารถสะสมไขมันได้ 40-80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
เฮกซะเดคเคนและน้ ามันมะกอก (Olive oil) ตามล าดับ 
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รูปที่ 2.14 โครงสร้างทางเคมีของออร์นิทีนที่ผลิตจาก Mesorhizobium loti (Diercks และคณะ, 
2015) 

 

 2.4.4 ฟอสโฟลิพิด 

 ส่วนใหญ่พบได้ในเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อจุลินทรีย์เจริญในอาหารที่มีอัลเคนเป็นองค์    
ประกอบ โครงสร้างโดยทั่วไปของลิพิดประกอบด้วยกลีเซอรอลต่อกับกรดไขมัน 2 หมู่และฟอสเฟต              
1 หมู่ด้วยพันธะเอสเทอร์ จุลินทรีย์หลายชนิดที่ผลิตฟอสโฟลิพิดได้ เช่น Thiobacillus thiooxidans 
สามารถลดแรงตึงผิวของน้ าเลี้ยงเชื้อจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร ลงได้ถึง 49 มิลลินิวตันต่อเมตร 
ตัวอย่างของฟอสโฟลิพิด เช่น ฟอสฟาติดิลลิโนซิทอล (phosphatidylinositol) ฟอสฟาติดิลกลีเซ
อรอล (phosphatidylglycerol) และกรดฟอสฟาติดิก (phosphatidic acid) (Käppeli และ 
Finnerty, 1979) รายงานว่า Acinetobacter sp. สายพันธุ์ HO1-N ผลิตฟอสฟาทิดิลเอตทาโนลา
มีน (phosphatidylethanolamine) ดังรูปที่ 2.15 ไว้ในถุงเวซิเคิลจ านวนมาก ได้เมื่อเจริญอยู่ใน
อาหารที่มีเฮกซาเดกเคนเป็นแหล่งพลังงาน (Rosenberg, 1986) Rhodococcus erythropolis ผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดฟอสฟาทิดิลเอตทาโนลามีน มีคุณสมบัติในการลดค่าแรงตึงผิวประจัน
ระหว่างน้ าและเฮกซะดีเคนได้น้อยกว่า 1 มิลลินิวตันต่อเมตร และมีค่า CMC เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (Gautam และ Tyagi, 2006)  
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รูปที่ 2.15 โครงสร้างของฟอสฟาติดิลเอตทาโนลามีน (phosphatidylethanolamine) ผลิตจาก 
Acinetobacter sp. ส่วน R1 และ R2 เป็นสายไฮโดร์คาร์บอนของกรดไขมัน (Desai 
และ Banat, 1997) 

 

 2.4.5 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสร้างเป็นพอลิเมอร์ (polymeric biosurfactants) 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เช่น อิมัลแซน (emulsan)  
อะลาแซน (alasan) ไลโพแซน (liposan) แมนโนโปรตีน (mannoprotein) และสารประกอบ
เชิงซ้อนของพอลิแซคคาไรด์กับโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ (Desai และ Banat, 1997) Rosenberg และคณะ 
(1979) รายงานว่า Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 ผลิต polyanionic amphipathic 
heteropolysaccharide bioemulsifier หรือเรียกว่า อิมัลแซน ดังรูปที่ 2.16 เป็นสารที่มีก่ออิมัลชัน
ได้ดี (Zosim และคณะ, 1982) โดยใช้ความเข้มเพียง 0.001-0.01 เปอร์เซ็นต์ ไลโพซานผลิต       
จากยีสต์ C. lipolytica โดยโครงสร้างมีคาร์โบไฮเดรตเป็นองค์ประกอบ 83 เปอร์เซ็นต์ และมีโปรตีน 
17 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นสายของเฮเทอโรพอลิแซ็กคาไรด์ ได้แก่ กลูโคส กาแลกโตส กาแลกโตซามีน 
และ กรดกาแลคโทโรนิก แมนโนโปรตีนที่ผลิตจาก Saccharomyces cerevisiae เป็นโปรตีนที่มี
คุณสมบัติเป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ (emulsifier) กับน้ ามันหลายชนิด เช่น อัลเคน และใช้เป็นตัวท า
ละลายได้ด ี(Cameron และคณะ, 1988)  
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รูปที่ 2.16 โครงสร้างของอิมัลแซนที่ผลิตจาก Acinetobacter calcoaceticus (Desai และ 
Banat, 1997) 

 

 2.4.6 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactant) 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดชนิดอนุภาคเป็นส่วนของ extracellular membrane 
vesicle จะสามารถรวมตัวกันเป็นไมโครอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ มีบทบาทส าคัญใน
การน าอัลเคนเข้าสู่เซลล์จุลินทรีย์ เวสิเคิลของ Acinetobacter sp. HO1-N มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 
20-50 นาโนเมตร มีความหนาแน่น 1.158 กรัมต่อลูกบาศ์กเซนติเมตร ประกอบด้วยโปรตีน ฟอสโฟ
ลิพิด และไลโพพอลิแซกคาร์ไรด์ (Käppeli และ Finnerty, 1979) (Burd และ Ward, 1997) 
รายงานว่า P. marginalis สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดอนุภาคที่มีชื่อว่า PM-factor ไปพร้อม
กับการเจริญของเซลล์ สามารถก่อให้เกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้หลายประเภท 
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ตารางท่ี 2.3  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ชนิดต่าง ๆ (Desai และ Banat, 1997) 

ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จุลินทรีย์ 
ไกลโคลิพิด  

Rhamnolipids  Pseudomonas aeruginosa  
Trehalolipids  Arthrobacter sp. 

Mycobacterium sp. 
Rhodococcus erythropolis 

Nocardia erythropolis 
Sophorolipids  Starmerellra bombicola 

C. apicola  
Mannosylerythritol lipids  Pseudozyma sp.  

Ustilago sp.  
ไลโพเปปไทด์และไลโพโปรตีน  

Surfactin/iturin/fengycin  B. subtilis 

Peptide-lipid B. licheniformis 
Gramicidins B. brevis 
Polymyxins B. polymyxa 

กรดไขมัน ไขมัน และฟอสโฟลิพิด  
Fatty acids Corynebacterium lepus 

Neutral lipids Nocardia erythropolis 

Phospholipids Thiobacillus thiooxidans  
Phosphatidylethanolamine Rhodococcus erythropolis 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีโครงสร้างเป็น
พอลิเมอร์ 

 

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 
Liposan Candida lipolytica 
Mannoprotein Saccharomyces cerevisiae 
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2.5 จลนพลศาสตร์การหมักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Kinetic of fermentative production) 

 ส่วนใหญ่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะผลิตในขั้นทุติยภูมิ (secondary metabolites) ซึ่งจะ
ปล่อยออกมาในระยะคงที่ (stationary phase) หรือจะผลิตในระยะ log phase (Cameotra และ 
Makkar, 1998) จลนพลศาสตร์การหมักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีหลายรูปแบบขึ้นกับแต่ละชนิดของ
ระบบที่ใช้ในการหมัก สรุปได้ 4 รูปแบบ ดังนี้ 

 2.5.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคู่กับการเจริญของเซลล์ (Growth-associated 
production) 

 การผลิตในรูปแบบนี้จะเกิดขึ้นควบคู่กับการเจริญของเซลล์ ดังรูปที่ 2.17 (ก) เช่น การ
ผลิตแรมโนลิพิดจาก P. aeruginosa 44T1 (Robert และคณะ, 1989) ไกลโคโปรตีน เอพี 6 
(glycoprotein AP-6) จาก P. fluorescens 378 (Persson และคณะ, 1988) สารลดแรงตึงผิวจาก 
B. cereus IAF346 และไบโอดีสเพอร์แซนจาก Bacillus sp. IAF343 (Cooper และ Goldenberg, 
1987) เป็นต้น 

 2.5.2 การผลิตสารลดแรงตึวชีวภาพในภาวะจ ากัดการเจริญ (Production under 
growth-limiting conditions) 

 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเกิดขึ้นเมื่อท าการจ ากัดสารตั้งต้นที่ใช้ในการผลิต    
ดังรูปที่ 2.17 (ข) เช่น การผลิตแรมโรลิพิดโดย Pseudomonas sp. จะเกิดในช่วงภาวะคงที่ 
(stationary phase) ของการเจริญและมีแหล่งไนโตรจ ากัด โดยเมื่อมีการใช้แหล่งไนโตรเจนจนเกือบ
หมด จุลินทรีย์จะเปลี่ยนไปใช้กลูโคสแทนส่งผลท าให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้น       
Candida tropicalis lipP-4 จะผลิตสารก่ออิมัลชันได้ดีในภาวะที่มีแหล่งไนโตรเจนจ ากัด (Singh 
และคณะ, 1990) 

 2.5.3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในช่วงระยะพักเซลล์ (Production by resting or 
immobilized cells 

 โดยใช้หัวเชื้อที่อยู่ในระยะพัก โดยเซลล์ยังคงสามารถใช้แหล่งคาร์บอนในการผลิตสารได้ 
ดังรูปที่ 2.17 (ค) เช่นการผลิตโซโฟโรลิพิดจาก S. bombicola 11 (Casas และ García-Ochoa, 
1999) และ C. apicola (Hommel และคณะ, 1994) และการผลิต MEL จาก C. Antarctica 
(Kitamoto และคณะ, 1992) จะผลิตได้ดีที่สุดในระยะพักเซลล์และในภาวะที่อาหารเลี้ยงเชื้อมีเพียง
แหล่งคาร์บอน การผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพในระยะพักเซลล์เป็นสิ่งส าคัญในการลดต้นทุนในการเก็บ
เกี่ยวผลผลิต เนื่องจากการเจริญและขั้นตอนการผลิตสามารถแยกออกกันได้ (Amaral และคณะ, 
2008) 
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 2.5.4 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีการเติมสารตั้งต้น (Production with 
precursor supplementation) 

 มีรายงานว่าเมื่อมีการเติมสารตั้งต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อส าหรับการผลิตสารลดแรง            
ตึงผิวชีวภาพ ท าให้คุณภาพและปริมาณของผลผลิตเปลี่ยนแปลงไป เช่น การเติมสารประกอบ        
ไปร่วมกับแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อ T. magnoliae (Tulloch และคณะ, 1962)                  
S. bombicola (Cooper และ Paddock, 1984) และ T. apicola IMET 43747 (Stüwer และ
คณะ, 1987) ส่งผลให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมข้ึนประมาณ 120-150 กรัมต่อลิตร 
 

 
 

รูปที่ 2.17 แสดงรูปแบบการเจริญและการผลิตสารของเชื้อจุลินทรีย์ต่าง ๆ  
 (Desai และ Banat, 1997) 

(ก) การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพควบคู่กับการเจริญของเซลล์ (Growth-
associated production) 

(ข) การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะจ ากัดการเจริญ (Production under 
growth-limiting conditions) 

(ค) การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในช่วงระยะพักเซลล์ (Production by resting or 
immobilized cells)  

 
2.6  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพผลิตโดยยีสต์จ านวนมากทั้งภายในเซลล์และนอกเซลล์ ยีสต์สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสารตั้งต้นที่แตกต่างกัน เช่น คาร์โบไฮเดรต เป็นต้น (Amaral และ
คณะ, 2008) แต่การน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาประยุกต์ใช้ยังมีข้อจ ากัด เนื่องจากต้นทุนในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์และได้ผลผลิต
ต่ า (Panesar และคณะ, 2011) การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถเกิดขึ้นได้เองหรือจากการ

(ก) (ข) (ค) 
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เลี้ยงเชื้อในสารประกอบที่ไม่มีขั้ว เช่น สารไฮโดรคาร์บอน เป็นต้น ค่าความเป็นกรด -ด่าง อุณหภูมิ 
การให้อากาศและอัตราการกวน เมื่อเซลล์เจริญภายใต้สภาวะที่ไม่เหมาะสม เช่น ความเข้มข้นของ
ไนโตรเจนต่ า (Desai และ Banat, 1997) นอกจากนี้แหล่งคาร์บอนยังมีผลต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ไม่ว่าจะเป็นสารที่ปล่อยสู่นอกเซลล์ (extracellular) หรือถูกขังอยู่ในเซลล์ (intracellular) แหล่ง
ไนโตรเจน (N-source) และอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N) ก็มีผลต่อการเกิดการผลิต
เช่นกัน ดังนั้นประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะดีหรือไม่ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย  และ
ปัจจัยที่สาคัญคือ สายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ใช้ต้องเป็นสายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตดีที่สุดที่ภาวะเหมาะสม การ
เปลี่ยนแหล่งอาหารจะส่งผลให้โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปลี่ยน และส่งผลให้สมบัติของ
การเป็นสารลดแรงตึงผิวเปลี่ยนไปด้วย ดังนั้นจึงต้องเลือกสูตรอาหารที่เหมาะสมสาหรับเชื้อแต่ละ
ชนิดด้วย 

 2.6.1 อิทธิพลขององค์ประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 2.6.1.1  แหล่งคาร์บอน 

 ในทางด้านคุณภาพและปริมาณของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะมีผลจากสารตั้ง
ต้นที่เป็นแหล่งคาร์บอน (Rahman และ Gakpe, 2008) น้ ามันดีเซล (Diesel) น้ ามันดิบ (crude oil) 
กลูโคส ซูโครส และ กลีเซอรอล ดังตารางที่ 2.4 ได้รับรายงานว่าเป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีในการผลิต  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Desai และ Banat, 1997) โดยแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตสารลดแรง   
ตึงผิวชีวภาพแบ่งเป็น 3 ประเภท ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต สารประกอบไฮโดรคาร์บอน และน้ ามันพืช          
มีรายงานว่าพบผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่ าเมื่อใช้กลูโคสหรือน้ ามันพืชจาก S. bombicola แต่
จะให้ผลผลิตเพิ่มข้ึนเป็น 70 กรัมต่อลิตรเมื่อรวมแหล่งคาร์บอนทั้งสองชนิดเข้าด้วยกัน (Cooper และ 
Paddock, 1984) เพ่ือลดต้นทุนในการผลิตจ าเป็นต้องใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูก เช่น น้ าทิ้งจาก
โรงงานน้ ามันมะกอก แป้งมันส าปะหลัง น้ ามันพืช กากน้ าตาล (molasses) ซึ่งส่วนใหญ่เป็นของเสีย
จากโรงงานอุตสาหกรรม สามารถน ามาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ (Gautam และ Tyagi, 2006) 
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ตารางท่ี 2.4  การผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพของยีสต์โดยใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ (Katemai และ
คณะ, 2010) 

Yeast Carbon source 

Candida antarctica T-34 n-Octadecane 
Candida antarctica KCTC 7804 Glycerol, oleic acid 
Ustilago maydis DSM 4500 Sunflower oil 
Starmerellra bombicola ATCC 22214 Whey, rapeseed oil 
Candida apicola IMET 43147 Glucose, sunflower oil 
Ustilago maydis ATCC 14826 Coconut oil 
Issatchenkia orientalis SR4 Glucose, weathered crude oil, xylene 

 
 ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไม่สามารถแข่งขันทางเศรษฐกิจกับสารสังเคราะห์ทาง
เคมีได้ เนื่องจากต้นทุนในการผลิตสูงซึ่งเป็นผลมาจากการใช้สารตั้งต้นที่มีราคาแพง ค่าใช้จ่ายเหล่านี้
อาจลดลงอย่างมากโดยการใช้แหล่งทดแทนสารอาหารที่มีต้นทุนต่ าและผลให้ผลิตสูง (Maneerat, 
2005) การน าวัสดุที่สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ (renewable resources) มาเป็นแหล่งคาร์บอน
ส าหรับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์และผลิตสารลดแรงตึงเป็นผิวชีวภาพ เป็นอีกวิธีหนึ่งที่มีบทบาทในการ
ลดต้นทุนในอุตสาหกรรมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสามารถลดมลพิษในการทิ้งในหลุมฝัง
กลบ อุตสาหกรรมอาหารหลายชนิดที่ไขมันและน้ ามัน สร้างของเสียไว้จ านวนมาก ซึ่งเหมาะส าหรับ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แต่อย่างไรก็ตามการน าวัสดุดังกล่าวกลับมาใช้ใหม่จ าเป็นจะต้องมี
การคัดเลือกวัสดุที่มีสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ (Makkar และ Cameotra, 2002) 
 กลีเซอรอล (glycerol) เป็นของเสียหรือผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 
(biodiesel) และอุตสาหกรรมโอลีโอเคมีอ่ืน ๆ (oleochemical) (da Silva และคณะ, 2009) และ
เป็นส่วนประกอบของไขมันที่เป็นธรรมชาติ สามารถท าหน้าที่แทนคาร์โบไฮเดรต เช่น ซูโครส กลูโคส
และแป้ง (Bognolo, 1999) ในการผลิตไบโอดีเซลเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วท าให้การสะสมของกลีเซอรอล
เพ่ิมขึ้นไปด้วย เป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมนี้ ด้วยการผลิตไบโอดีเซล 10 กิโลกรัมจากน้ ามัน   
คาโนลาจะมีกลีเซอรอล 1 กิโลกรัม (Meesters และคณะ, 1996) การสังเคราะห์โซโฟโรลิพิดจาก    
S. bombicola ได้ศึกษาในรูปของผลพลอยได้จากการผลิตไบโอดีเซล มีกลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต์ 
เฮกซะเดกเคนที่ละลายได้ 34 เปอร์เซ็นต์และน้ า 26 เปอร์เซ็นต์ จะได้โซโฟโรลิพิด 60 กรัมต่อลิตร 
(Ashby และคณะ, 2005) 
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 กากน้ าตาล (molasses) เป็นผลพลอยได้จากการผลิตน้ าตาลของอ้อยและบีท สารตั้งต้น
นี้ประกอบด้วย วัตถุแห้ง 75 เปอร์เซ็นต์ สารอินทรีย์ที่ไม่ใช่น้ าตาล 9-12 เปอร์เซ็นต์ โปรตีน 2.5 
เปอร์เซ็นต์ โพแทสเซียม 1.5-5.0 เปอร์เซ็นต์ และ แคลเซียม แมกนีเซียมและฟอสฟอรัส 1 
เปอร์เซ็นต์ มีลักษณะข้น หนืดและสีน้ าตาลเข้ม ปริมาณน้ าตาลสูงประมาณ 48-56 เปอ์เซ็นต์ แสดงให้
เห็นว่าเป็นสารตั้งต้นที่ดีในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ต่าง ๆ (Raza และคณะ, 2007) (Patel และ Desai, 
1997) รายงานว่า ใช้กากน้ าตาลและ corn steep liquor (CSL) เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
ตามล าดับ ในการผลิตแรมโนลิพิดจาก P. aeruginosa GS3 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สูงสุดเมื่อใช้ 7 เปอร์เซ็นต์ ของกากน้ าตาลและ 0.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ของ corn 
steep liquor 
 น้ ามันพืชที่ใช้แล้ว (frying oil) เป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีในการผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพ 
น้ ามันพืชประกอบด้วยกรดไขมันอ่ิมตัวหรือไม่อ่ิมตัวที่มีจ านวนของคาร์บอนอะตอม 16-18 (Makkar 
และคณะ, 2011) เช่น น้ ามันปาล์ม น้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันคาโนล่า น้ ามันข้าวโพด น้ ามันดอก
ค าฝอย และน้ ามันถั่วเหลือง เป็นต้น P. aeruginosa ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากข้าวโพดที่
ตกค้าง ถั่วเหลืองและน้ ามันคาโนลา (Raza และคณะ, 2006; Raza และคณะ, 2007) น้ ามันคาโนลา
ที่ตกค้างและโซเดียมไนเตรตเหมาะส าหรับให้จุลินทรีย์เจริญและผลิตแรมโนลิพิดได้ถึง 8.50 กรัม    
ต่อลิตร การรวมกันกลูโคสและน้ ามันคาโนลาได้ถูกน ามาใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย     
C. lipolytica (Sarubbo และคณะ, 2007) 

 2.6.1.2  แหล่งไนโตรเจน 

 แหล่งไนโตรเจนมีความส าคัญในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากมีความจ าเป็น
ส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์ เช่น โปรตีนและสังเคราะห์เอนไซม์ แหล่งไนโตรที่แตกต่างกันถูก
น ามาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น ยูเรีย เปปโตน ยีสต์สกัด (yeast extract) แอมโมเนียม
ซัลเฟต (NH4SO4) แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) โซเดียมไนเตรต (NaNO3) beef extract และ 
malt extract (Amaral และคณะ, 2008) ยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจนที่น ามาใช้มากในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ความเข้มข้นขึ้นอยู่กับจุลินทรีย์และอาหารเลี้ยงเชื้อ เกลือแอมโม เนียมและ    
ยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Arthrobacter paraffineus 
ในขณะที่เลี้ยงในอาหารที่มีไนเตรตท าให้มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดโดย P. aeruginosa 
(Adamczak และ Bednarski, 2000) 
 จุลินทรีย์จะเริ่มมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อแหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ
มีจ ากัด หรือจุลินทรีย์เข้าสู่ระยะคงที่ (stationary phase) ซึ่งส่งผลท าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมต่าง ๆ ภายในเซลล์ (Saharan และคณะ, 2011) และท าให้เอมไซม์ที่เกี่ยวข้องการผลิต
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สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น (Syldatk และคณะ, 1985) แสดงให้เห็นว่าการ
จ ากัดไนโตรเจนท าให้เกิดการผลิตมากเกินไปรวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิต (Guerra-Santos และคณะ, 1984) มีการผลิตแรมโนลิพิดสูงสุดหลังจากจ ากัด
ไนโตรเจนที่อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน (C:N) 16:1 ถึง 18:1 และไม่มีการผลิตสารที่ต่ า
กว่าอัตราส่วน 11:1 

 2.6.2 ปัจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การศึกษาสภาวะแวดล้อมทางด้านกายภาพมีความส าคัญต่อผลผลิตและลักษณะของ
สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้ เพ่ือให้ได้ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากขึ้นจ าเป็นต้องเพ่ิม
ประสิทธิภาพให้เหมาะสมต่อกระบวนการทางชีวภาพ เนื่องจากปัจจัยทางด้านกายภาพ เช่น อุณหภูมิ 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง การให้อากาศและอัตราการกวน (Fakruddin, 2012) 

 2.6.2.1  ค่าความเป็นกรด-ด่าง 

 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก C. Antarctica ได้
ใช้ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างแตกต่างกันตั้งแต่ 4-8 (Kitamoto และคณะ, 2001) 
Zinjarde และ Pant (2002) รายงานว่า การศึกษาอิทธิพลของค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย C. lipolytica ที่ดีที่สุด เมื่อค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8.0 ซึ่งเป็น
ค่าความเป็นกรด-ด่างของน้ าทะเล 

 2.6.2.2  อุณหภูมิ 

 มีรายงานว่าการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่จะผลิตได้ดีในช่วงอุณหภูมิเท่ากับ 
25-30 องศาเซลเซียส (Saharan และคณะ, 2011) อุณหภูมิมีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมต่าง ๆ 
ที่เก่ียวข้องกับการเจริญของเซลล์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากเอนไซม์จะท างานได้
ดีสุดในสภาวะที่อุณหภูมิที่เหมาะสม (Auhim และ Mohamed, 2013) Deshpande และ Daniels 
(1995) ได้สังเกตว่าการเจริญของ S. bombicola ถึงจุดสูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ขณะที่
อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่ดีท่ีสุดในการผลิตโซโฟโรลิพิด 

 2.6.2.3  การให้อากาศและการกวน 
 การให้อากาศและอัตราการกวนเป็นปัจจัยส าคัญที่มีอิทธิพลต่อการผลิตสารลดแรงตึง    
ผิวชีวภาพ เนื่องจากมีการถ่ายโอนออกซิเจนจากก๊าซไปยังของเหลวและเชื่อมโยงกับสรีรวิทยาของ     
อิมัลซิไฟเออร์ของจุลินทรีย์ มีข้อเสนอแนะว่าการผลิตอิมัลซิไฟเออร์สามารถเพ่ิมการละลายของสารตั้ง
ต้นที่ไม่ละลายน้ า ดังนั้นส่งเสริมให้อาหารเข้าไปยังจุลินทรีย์ง่ายยิ่งขึ้น (Amaral และคณะ, 2008)   
Nocardia  erythropolis และ Acetobacter calcoaceticus ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้อยลง



 

 

28 

เนื่องจากการเพิ่มขึ้นของแรงเฉือน แต่ในทางกลับกันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยยีสต์มักเพ่ิมขึ้น
เมื่อมีการกวนและให้อากาศ (Desai และ Banat, 1997) Oliveira และคณะ (2009) ได้ศึกษาผลของ
การเปลี่ยนแปลงความเร็วในการหมุนของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 50-200 รอบต่อนาที โดย P. 
alcaligenes เพาะเชื้อในน้ ามันปาล์มและพบว่าการเพ่ิมความเร็วของการหมุนช่วยลดแรงตึงผิวของ
น้ าเลี้ยงเซลล์ได้ถึง 27.6 มิลลินิวตันต่อเมตร 

 2.6.2.4  ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 
 เวลาในการเพาะเลี้ยงมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอย่างมาก จุลินทรีย์ที่
แตกต่างกันสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน มีการผลิตสารลด         
แรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดโดย Aspergillus ustus MSF3 หลังจากเพาะเลี้ยงได้ 5 วัน ในขณะที่         
S. bombicola มีระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 7 8 และ 11 วัน (Casas และ García-Ochoa, 1999; 
Cavalero และ Cooper, 2003; Felse และคณะ, 2007) นอกจากนี้ยังพบว่าการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสูงสุดโดย S. bombicola โดยใช้ไขมันสัตว์หลังจากการเพาะเลี้ยง 68 ชั่วโมง 
(Deshpande และ Daniels, 1995) 
 
2.7  ประโยชน์และการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 มีรายงานวิจัยและเผยแพร่เกี่ยวกับการน าสารลดแรงตึงผิวไปประยุกต์ใช้จ านวนมากในทาง
การค้าและอุตสาหกรรม ในความเป็นจริงสารลดแรงตึงผิวถูกสังเคราะห์ทางเคมี อย่างไรก็ตามมีการให้
ความสนใจเป็นอย่างมากเกี่ยวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเนื่องจากมีคุณสมบัติอยู่ในวงกว้างและ
ความสามารถในการสังเคราะห์ที่หลากหลายของจุลินทรีย์ ที่ส าคัญที่สุดได้การยอมรับทางด้าน
สิ่งแวดล้อมเนื่องจากมีความสามารถในการย่อยสลายได้ง่ายและมีความเป็นพิษต่ ากว่าสารลดแรงตึง
ผิวสังเคราะห์ (Desai และ Banat, 1997) นอกจากนี้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้งานด้าน
อุตสาหกรรมน้ ามัน อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส าอางและเภสัชกรรม (Nitschke และ Costa, 2007) 
ทั้งนี้ยังมีความสามารถในการต้านจุลชีพจึงน ามาประยุกต์ใช้ในทางด้านการแพทย์ได้  

 2.7.1 ด้านสิ่งแวดล้อม 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน ามาประยุกต์ใช้ทางด้านสิ่งแวดล้อมได้ เช่น การย่อย
สลายสารไฮโดรคาร์บอน การบ าบัดโลหะหนักและยาฆ่าแมลง วิธีที่เพ่ิมความสามารถในการละลาย
ของสารเคมีอันตรายทางชีวภาพ เช่น PAH (Polycyclic aromatic hydrocarbons) ใช้สารลดแรงตึง
ผิวเป็นตัวเร่งการเคลื่อนที่ มีค่าการละลายน้ าที่ต่ ามาก ๆ เป็นการเพ่ิมความสามารถในการละลายของ
สารประกอบอินทรีย์จ าพวกไม่ชอบน้ า (Hydrophobic Organic Contaminants : HOC) เกิดได้จาก
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การเผาไหม้ของสารอินทรีย์ที่อุณหภูมิสูงหรือกระบวนการหลายอย่างที่เกี่ยวกับอุตสาหกรรมเชื้อเพลิง
และปิโตรเคมี (Fakruddin, 2012) นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังช่วยดูดซับจุลินทรีย์ที่เกาะอยู่
กับอนุภาคของดินในมลพิษ จึงลดระยะทางการแพร่กระจายระหว่างพ้ืนที่ของการดูดซึมและพ้ืนที่ของ
การใช้จากจุลินทรีย์ ในทางการเกษตรสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใช้ส าหรับพยุงดินที่หนักให้มีความชุ่มชื้น
และเพ่ือให้เกิดการกระจายตัวของปุ๋ยในดินได้ดียิ่งขึ้น นอกจากนี้ยังป้องกันการจับตัวกันเป็นก้อนของ
ปุ๋ยระหว่างการเก็บรักษาและส่งเสริมการแพร่กระจายและการซึมผ่านของสารพิษในสารก าจัดศัตรูพืช 
(Makkar และ Rockne, 2003) 
 Mulligan (2005) ศึกษาการบ าบัดโลหะหนักด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า เซอร์
เฟกติน แรมโนลิพิด และ โซโฟโรลิพิด มีประสิทธิภาพในการก าจัดทองแดงและสังกะสีออกจากดิน
ตะกอนได้ โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถดูดซึมอยู่บนผิวหน้าดินตะกอนที่ปนเปื้อนโลหะหนัก
และโครงสร้างไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวภาพจะเกิดการรวมตัวกันกับโลหะหนัก  ซึ่งจะสามารถ
ก าจัดโลหะหนักออกจากดินตะกอนได้ 

 2.7.2 ด้านอุตสาหกรรมน้ ามัน 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและอิมิลซิไฟเออร์เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด และ
ผลิตภัณฑ์ที่หลากหลายของเทคโนโลยีจุลินทรีย์สามารถน าเสนอในด้านต่าง ๆ เช่น การย่อยสลายของ
สารไฮโดรคาร์บอนในแหล่งเก็บน้ ามัน เอนไซม์และตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรับปิโตรเลียม (Perfumo และ
คณะ, 2010) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารที่มีบทบาทในการช่วยเก็บเกี่ยวน้ ามันดิบ โดยจะช่วย
เพ่ิมการผลิตน้ ามันดิบผ่านกระบวนการทางจุลชีววิทยา (microbial-enhanced oil recovery, 
MEOR) โดยใช้กระบวนการเมตาบอลิซึมเพ่ือเพ่ิมการผลิตของน้ ามันจากแหล่งที่มีการผลิตน้อย 
จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จะสามารถลดค่าแรงตึงผิวและความหนืดระหว่างน้ ามันกับ 
หินท าให้น้ ามันดิบในชั้นหินเคลื่อนตัวได้ดีขึ้น (Fakruddin, 2012) มีรายงานว่าจุลินทรีย์บางชนิด เช่น 
B. subtilis P. aeruginosa และ S. bombicola ใช้น้ ามันดิบและไฮโดรคาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน
และสามารถน ามาใช้ท าความสะอาดคราบน้ ามันได้ (Das และ Mukherjee, 2007) 
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รูปที่ 2.18 กลไกการเก็บเกี่ยวน้ ามันโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Santos และคณะ, 2016) 
 

 2.7.3 ด้านอุตสาหกรรมอาหาร 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีแนวโน้มประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้หลายอย่าง เช่น 
เป็นสารปรุงแต่งอาหาร ในขั้นตอนกระบวนการผลิตของอุตสาหกรรมอาหารไม่เพียงแต่ต้องสนใจถึง
ด้านความปลอดภัยของผู้บริโภค แต่ยังต้องค านึงถึงลักษณะรูปร่าง รสชาติ และกลิ่นรสที่ปรุงแต่งให้มี
ความใกล้เคียงกับอาหารที่ปรุงสดใหม่ ดังนั้นจึงต้องมีการเติมสารเติมแต่งอาหาร ( food additives) 
เพ่ือรักษาคุณภาพและชะลอความสดใหม่ของอาหาร จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เป็น
สารอิมัลซิไฟเออร์ (Emulsifier) สารที่ป้องกันการยึดเกาะของจุลินทรีย์ (antiadhesive) และมี
คุณสมบัติในการต้านจุลชีพ (antimicrobial) (Bloomberg, 1991) 
 นอกจากนี้ยังใช้ควบคุมการรวมตัวของอนุภาคเม็ดไขมัน (fat globules) ความเสถียร
ของระบบอัดลม ปรับปรุงเนื้อสัมผัสและอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณ์ที่ประกอบด้วยแป้ง ปรับปรุง
คุณสมบัติรีโอโลยี (rheological properties) เช่น ความหนืดและเนื้อสัมผัสของโด (Dough) จาก
แป้งข้าวสาลีและปรับปรุงความข้นเหนียวและเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ที่มีไขมัน (Muthusamy และ
คณะ, 2008)  

 2.7.4 ด้านเครื่องส าอาง 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังมีความน่าสนใจมากในอุตสาหกรรมสุขภาพและเครื่องส าอาง 
สารประกอบจ านวนมากส าหรับการงานประยุกต์ใช้ด้านเครื่องส าอางเตรียมโดยการเปลี่ยนแปลงของ
เอนไซม์ของโมเลกุลไม่ชอบน้ าจากไลเปสและเซลล์ทั้งหมด (Therisod และ Klibanov, 1986) 
อุตสาหกรรมเครื่องส าอางต้องการสารลดแรงตึงผิวที่มีอายุการเก็บรักษา 3 ปี ดังนั้นกลุ่มเอซิล (acyl 
group) ที่อ่ิมตัวเป็นที่ต้องการมากกว่าสารไม่อ่ิมตัว โมโนกลีเซอไรด์ (monoglycerides) เป็นหนึ่งใน
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สารลดแรงตึงผิวที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง มีรายงานว่าผลิตจากกลีเซอรอล
และไขมันวัว (1.5:2) ที่ให้ผลผลิต 90 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ P. fluorescens (Francy และคณะ, 1991) 
 บริษัท Kao Co. Ltd. น าโซโฟโรลิพิดมาใช้เป็นส่วนผสมที่ให้ความชุ่มชื้นในเครื่องส าอาง 
เช่น ลิปสติก ดินสอเขียนขอบปาก ภายใต้ยี่ห้อ Sofina และ Soliance (Irfan-Maqsood และ 
Seddiq-Shams, 2014) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเหล่านี้ถูกใช้เป็นสารอิมัลซิไฟเออร์ สารท าฟอง สาร
ช่วยในการละลาย สารช่วยเคลือบผิว น้ ายาท าความสะอาด สารต้านจุลชีพ แผ่นสิว ผลิตภัณฑ์อาบน้ า 
ผลิตภัณฑ์ป้องกันรังแค และ ลิปสติก (Gharaei-Fathabad, 2011) 

 2.7.5 ด้านการแพทย์ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกน ามาประยุกต์ใช้ในด้านการรักษาที่แตกต่างกัน เนื่องจาก
สามารถยับยั้งแบคทีเรีย (antibacterial) รา (antifungal) และไวรัส (antivirus) (Gudiña และคณะ, 
2011) โครงสร้างที่หลากหลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพช่วยให้สามารถแสดงประโยชน์ได้หลากหลาย 
โดยโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเป็นพิษต่อความสามารถในการซึมผ่านของเยื่อหุ้ม
เซลล์มีผลคล้ายกับสารซักล้าง (Zhao และคณะ, 2010) 
 Gharaei-Fathabad (2011) รายงานว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีบทบาทในการยับยั้ง
เชื้อก่อโรคท าให้เป็นประโยชน์ในการรักษาโรคต่าง ๆ รวมถึงสามารถใช้เป็นยารักษาโรคและสาร    
พรีไบโอติก ตัวอย่างที่ดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย  B. circulans จากทะเลมีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบที่ก่อโรค แรมโนลิพิดมีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย Abalos และ
คณะ (2001) รายงานว่า แรมโนลิพิดที่ผลิตได้จาก P. aeruginosa AT10 ที่เพาะเลี้ยงในน้ ามันถั่ว
เหลืองที่ใช้แล้วและสารละลายมีคุณสมบัติต้านจุลินทรีย์  
 สารเสริมฤทธิ์ของภูมิคุ้มกัน (Immunological adjuvants) แบคทีเรียผลิตไลโพเปป
ไทด์ เป็นสารประกอบหรือระบบน าส่งที่มีคุณสมบัติในการช่วยเพ่ิมการตอบสนองทางภูมิคุ้มของ
แอนติเจน สารเสริมฤทธิ์ที่ดีจะต้องไม่เป็นพิษต่อร่างกาย มีความคงตัว ราคาถูกสามารถน าไปใช้ได้กับ
วัคซีนหลายชนิด สามารถกระตุ้นการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้หลายกลไก เพ่ิมการตอบสนองทาง
ภูมิคุ้มกันได้ดีกว่าการใช้แอนติเจนในวัคซีนเพียงอย่างเดียว และสามารถท าให้ร่างกายมีภูมิคุ้มกันเป็น
ระยะยาวนานและท าให้ไม่มีความจ าเป็นต้องฉีดวัคซีนเข็มกระตุ้นบ่อย ๆ (Bae และคณะ, 2009; 
Gharaei-Fathabad, 2011) 

 2.7.6 สารซักล้างเชิงพาณิชย์ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเกือบทั้งหมดเป็นองค์ประกอบส าคัญที่สามารถน ามาใช้ในสาร
ซักล้างเชิงพาณิชย์ได้ในปัจจุบัน ในการสังเคราะห์ทางเคมีมักจะเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตที่มีอยู่ในน้ า การ
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ตระหนักถึงอันตรายต่อสิ่งแวดล้อมและความเสี่ยงที่เก่ียวข้องสารลดแรงตึงผิวทางเคมีได้กระตุ้นให้เกิด
แนวคิดเพ่ือสิ่งแวดล้อม (ecofriendly) โดยที่จะไม่ต้องใช้สารลดแรงตึงผิวทางเคมี (Fakruddin, 
2012) Cyclic Lipopeptide (CLP) มีความเสถียรในช่วงความเป็นกรดด่างที่กว้าง (7.0-12.0) และ
การให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูงจะไม่ส่งผลต่อคุณสมบัติของสาร (Mukherjee, 2007) มีความสามารถ
ในการก่ออิมัลชันที่ดีด้วยน้ ามันพืชและแสดงให้เห็นถึงความเข้ากันได้และความเสถียรของสารซักล้าง
เชิงพาณิชย์ (Das และ Mukherjee, 2007) 
 
2.8  วิธีการพื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methodology) 

 การหาภาวะที่เหมาะสม (optimization) เป็นวิธีการที่ใช้ในการปรับปรุงการท างานของ
กระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด การวิจัยเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสม (Optimization) 
สามารถท าได้โดยหาทีละปัจจัยขณะที่ควบคุมอิทธิพลของปัจจัยอ่ืนให้คงที่เรียก one factor at a 
time หรือใช้วิธีทางคณิตศาสตร์สถิติน าปัจจัยมากกว่า 2 ปัจจัยมาหาความสัมพันธ์เรียกว่า 
multivariable statistics techniques ซึ่งนิยมกันมากขึ้นในปัจจุบัน 
 ข้อจ ากัดของวิธีการ one factor at a time คือ (1) ไม่สามารถหาผลกระทบร่วมระหว่าง
ปัจจัยที่ท าการศึกษาทั้งหมด (2) ไม่สามารถรับรองผลได้ว่าปัจจัยที่ศึกษานั้นให้ค่าตอบสนองที่
เหมาะสมที่สุด และ(3) จ านวนการทดลองที่ใช้ศึกษา ถ้าต้องให้ครบทุกปัจจัยอย่างมีความสัมพันธ์กัน
หรือในทางสถิติเรียก full factorial method จะมีจ านวนการทดลองมาก (Araujo และ Brereton, 
1996; Wang และ Wan, 2009) 
 วิธี Multivariate Statistic Techniques สามารถน ามาใช้หาภาวะที่เหมาะสมโดยจะได้
ความสัมพันธ์ระหว่างทุกปัจจัยจากวิธีพ้ืนผิวตอบสนองหรือ Response Surface Methodology 
(RSM) ซึ่งเป็นกระบวนการน าความรู้ทางคณิตศาสตร์ และทางสถิติ เข้ามาใช้ร่วมกับการทดลองจริง
เพ่ือช่วยในการหาผลตอบสนองที่ดีที่สุด (optimum response) และให้ได้ผลเร็วที่สุดอีกทั้งเป็นการ
ลดจ านวนการทดลองลงได้ ช่วยให้ประหยัดทรัพยากรและเวลาที่ใช้ในการทดลอง แล้วได้ผลคือได้
สภาวะที่ใกล้จุดที่สุดได้มากกว่าวิธี one factor at a time ท าโดยการน าสมการพอลลิโนเมียล 
(polynomial equation) ฟิต (fitted) เข้ากับผลการทดลอง ซึ่งจะท าให้สามารถอธิบายพฤติกรรม
ของชุดข้อมูลที่ศึกษาได้โดยวิธีทางสถิติ วิธีพ้ืนผิวตอบสนองหรือ RSM นั้นน าไปใช้ได้ดีเมื่อต้องการ
ศึกษาผลที่ได้จากการทดลอง (response หรือ set of response) ที่ขึ้นกับอิทธิพลของหลายปัจจัย 
หลายระดับ 
 การน าวิธีการพ้ืนผิวตอบสนองหรือ RSM ประกอบด้วยวิธีการออกแบบการทดลอง 
(experimental design) ความรู้พ้ืนฐานในการวิเคราะห์สมการถดถอย (regression analysis) และ
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ความรู้ในการใช้โปรแกรมที่สร้างแผนภาพคอนทัวร์ (contour plot) การออกแบบการทดลองต้อง
พิจารณาถึงวิธีการด้วย เช่น หากชุดข้อมูลที่ได้จากการทดลองนั้นแสดงผลเป็นเส้นตรง จะเลือกวิธีการ
ออกแบบที่เป็น 1st order model แต่ถ้าแสดงผลเป็นเส้นโค้ง (curvature) จะใช้วิธีการออกแบบการ
ทดลองที่เป็น 2nd order model เช่น Three-level factorial Design Box-Behnken Design, 
Central Composite Design และ Doehlert design เป็นต้น (Bezerra และคณะ, 2008; อนุวัตร 
แจ้งชัด, 2549) 
 

 
 

รูปที่ 2.19 แผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนองแบบ 3 มิติ (response surface plot) และ 2 มิติ 
(contour plot) (Montgomery, 2008) 

 

 2.8.1 ขั้นตอนการท า RSM 

 2.8.1.1  เลือกแผนการทดลองที่เหมาะสมที่สามารถให้ข้อมูลเพียงพอ  
โดยเลือกทฤษฎีที่ออกแบบการทดลองที่เหมาะสม แล้วท าการทดลองจริงตามที่โปรแกรม

ออกแบบ ดังตัวอย่าง เช่น Factorial in CRD or RBD design  Fractional factorial in CRD or 
RBD design  Rotatable design  Central Composite Design (CCD)  Box–Behnken design 
และ Mixture design 
 2.8.1.2  จากข้อมูลที่ได้จากผลการทดลองจริงน ามาสร้างสมการถดถอย (regression) ที่
ดีที่สุดสามารถใช้โปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติได้ เช่น SAS SPSS หรือ MINITAB 
 2.8.1.3  สร้างแผนภาพคอนทัวร์ (contour plot) จากสมการที่หามาได้ software ที่ใช้ 
เช่น STATISTICA หรือ MINITAB 
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 2.8.1.4  ตรวจสอบสภาวะที่เหมาะสมด้วยการท าการทดลองจริงอีกครั้งตามค่าท่ีดีที่สุด
จากคอนทัวร์ 
 2.8.1.5  Verification โดยการท า independent run ภายใต้ขอบเขตของตัวแปรแต่ละ
ตัว 
 2.8.1.6  ถ้า model ไม่เหมาะสม (invalid) ให้สร้าง model ใหม่ (ท าซ้ าข้อ 2.8.1.2 ถึง 
2.8.1.5) 

 2.8.2 การเลือกแบบจ าลอง (model selection) และการวางแผนการทดลอง 
(experimental design)  

 การใช้วิธี RSM มีหลายเทคนิคในการสร้างและคัดเลือกแบบจ าลอง (model) ที่ดีที่สุด 
นั้น ขึ้นอยู่กับการวางแผนเริ่มต้น และเมื่อมีแผนการทดลองแล้วจะใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน
เพ่ือทดสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองที่ใช้ อย่างไรก็ตาม บางการทดลองที่ไม่มีการวางแผน
ล่วงหน้าอาจเลือกใช้เทคนิค (อนุวัตร แจ้งชัด, 2549) ดังนี้ 

 2.8.2.1  เทคนิคการสร้างแบบจ าลองแบบสมบูรณ์ (full model technique)  
 วิธีการนี้จะระบุ แบบจ าลองที่ต้องการใช้ เช่น แบบจ าลองอันดับหนึ่ง ( first order 
model) หรืออันดับสอง (second order model) แล้วใช้การวิเคราะห์สมการถดถอยเพ่ือประมาณ
ค่าสัมประสิทธิ์ของตัวแปรทุกตัว 

 2.8.2.2  เทคนิคการสร้างแบบจ าลองลดรูป (reduced model technique) 
 วิธีการนี้จะแสดงแบบจ าลองแบบลดรูป (reduced model) โดยเลือกเฉพาะตัวแปรที่มี
นัยส าคัญในแบบจ าลองมาใช้สร้างแผนภาพคอนทัวร์ หรือ surface plot โดยวิเคราะห์สมการถดถอย
ด้วยเทคนิค ได้แก่ stepwise technique และ all possible regression technique 
 โดยข้อมูลที่ได้จากการท า Response Surface Methodology (RSM) เป็นข้อมูลพ้ืนฐานที่ดี
เกี่ยวกับกระบวนการพัฒนาผลิตภัณฑ์ เนื่องจากน ามาใช้ศึกษาผลกระทบและผลตอบสนองที่
เปลี่ยนแปลงไปของหลายปัจจัยที่ศึกษา โดยอาศัยแผนการทดลองได้หลายรูปแบบ ขึ้นอยู่กับว่าผู้วิจัย
ต้องการจ านวนสิ่งทดลองมากน้อยเพียงใดและระดับของการทดลองเป็นเท่าใด ทั้งนี้การค านวณค่า
ระดับจริงที่ใช้ในการทดลอง ใช้สมการในการเปลี่ยนรหัส (Neter และคณะ, 1996) คือ  
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 โดย  xi คือ ค่ารหัสของปัจจัยในการทดลอง 
 Xi คือ ค่าจริงของปัจจัยในการทดลอง 
 X0 คือ ค่าเฉลี่ยของระดับของปัจจัยในการทดลอง 
 Xi คือ ค่าช่วงกลางของระดับของปัจจัยในการทดลอง 
 

 2.8.3 การวิเคราะห์การถดถอย (Regression analysis) 

 ในทางปฏิบัติเกี่ยวกับการประยุกต์ใช้เทคนิคพ้ืนผิวตอบสนองจ าเป็นต้องอาศัยสมการ
ส าหรับประมาณค่าตอบสนองที่แท้จริง โดยถ้าก าหนดตัวแปรที่น ามาศึกษาตัวหนึ่งเป็นตัวแปรตาม
ส่วนตัวแปรที่เหลือเป็นตัวแปรอิสระ จะใช้หลักการวิเคราะห์การถดถอย เพ่ือศึกษาว่าตัวแปรอิสระที่
ก าหนดมีส่วนในการอธิบายความผันแปรของตัวแปรตามมากน้อยเพียงใด โดยลักษณะความสัมพันธ์
จะแทนด้วยสมการถดถอย (regression equation) ซึ่งหาจากวิธีก าลังสองน้อยที่สุด (least square 
method) สมการถดถอยที่สร้างขึ้นจะเป็นสมการที่เหมาะสมหรือไม่นั้น จะพิจารณาได้จากค่าสถิติ 
เช่น ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) และการทดสอบสมมติฐาน
เพ่ือพิจารณาว่าค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยบางค่าเท่ากับศูนย์หรือไม่ นั่นคือตัวแปรอิสระบางตัวแปรมี
ส่วนในการอธิบายความผันแปรของตัวแปรตามอย่างไร โดยโปรแกรมที่ใช้ในการวิเคราะห์ เช่น SPSS, 
SAS และ Microsoft Excel เป็นต้น (Myers และ Montgomery, 2002) 

 2.8.4 แผนการทดลอง Box-Behnken design 

 เป็นการออกแบบที่คล้ายกับ CCD แต่ต่างกันที่จุดบนแกนจะอยู่ในระนาบเดียวกับจุดที่
เป็น Factorial และท าซ้ าที่จุดกึ่งกลาง แต่ละปัจจัยจะมี 3 ระดับ คือ -1, 0, 1 (Montgomery, 
1991) เป็นวิธีที่ใช้ใน RSM เพ่ือใช้หาข้อมูลมาใช้ในการประมาณพ้ืนผิวตอบสนองด้วยแบบจ าลอง
ความสัมพันธ์อันดับสอง และเป็นแผนการทดลองที่ใช้กับปัจจัยหรือตัวแปรอิสระ และตัวแปร
ตอบสนองที่เป็นตัวแปรเชิงปริมาณ ดังแสดงในรูปที่ 2.20 และตารางท่ี 2.5 
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รูปที่ 2.20 แสดงระดับของสิ่งทดลอง (design points) ส าหรับแผนการทดลอง Box-Behnken 
design (Montgomery, 1991) 

 

 มีการน า Box-Behnken design ไปประยุกต์ใช้นั้นจะน าไปใช้กับกระบวนการทางด้าน
เคมีและฟิสิกส์ แต่ด้านของการวิเคราะห์ทางเคมีนั้น จะนิยมใช้การออกแบบการทดลองแบบ Central 
Composite Design มากกว่า นอกจากนี้ในทางชีวภาพก็มีการใช้แบบการทดลองทั้ง 2 แบบ ขึ้นอยู่
กับจุดประสงค์ของงาน (Wang และ Wan, 2009) 
ตารางท่ี 2.5  ค่าของ code level ใน Box-Behnken design ส าหรับ 3 ปัจจัย (Montgomery, 

1991) 

Treatments 
Variable levels 

X1 X2 X3 

1 -1 -1 0 
2 -1 1 0 
3 1 -1 0 
4 1 1 0 
5 -1 0 -1 
6 -1 0 1 
7 1 0 -1 
8 1 0 1 
9 0 -1 -1 
10 0 -1 1 
11 0 1 -1 
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Treatments 
Variable levels 

X1 X2 X3 

12 0 1 1 
13 0 0 0 
14 0 0 0 
15 0 0 0 

 
 งานวิจัยที่ผ่านมาในการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้แผนการทดลอง 
Box-Behnken design เช่น  

 Abbasi และคณะ (2013)  ศึกษาใช้วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง หรือ RSM เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ
ในอาหารที่เหมาะสมส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย P. seudomonas aeruginosa 
MA01 มีแหล่งคาร์บอน 19 ชนิด และแหล่งไนโตรเจน 11 ชนิด พบว่าน้ ามันถั่วเหลืองและโซเดียม   
ไนเตรตเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ตามล าดับ 
 Joshi และคณะ (2007)  ใช้แผนการทดลอง Plackett-Burman คัดเลือกปัจจัยที่ส าคัญ 
คือ กรดฟอสฟอริก (H3PO4) แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) กรดบอริก (H3PO3) และ โซเดียม-EDTA 
และออกแบบแผนการทดลองด้วย Box-Behnken design เพ่ือหาความเข้มข้นของแต่ละปัจจัยที่
เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จาก Bacillus licheniformis K51 
 Parekh และ Pandit (2011) ศึกษาการผลิตโซโฟโรลิพิดโดย S. bombicola NRRL Y-
17069 ในขนาดฟลาสก์ โดยมีปัจจัยที่ศึกษาได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ความเข้มข้นของยีสต์สกัด 
ความเข้มข้นของกรดของกรดโอเลอิก ที่มีอิทธิพลต่อการผลิตโซโฟโรลิพิด ด้วยแผนการทดลอง Box-
Behnken design พบว่า การผลิตโซโฟโรลิพิดสูงสุดถึง 18.32 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากับ 3 ความเข้มข้นของยีสต์สกัดและกรดโอเลอิก 5 กรัมต่อลิตรและ 20 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

 2.8.5 แผนการทดลอง Central Composite Design (CCD) 

 เป็นแผนการทดลองที่ดัดแปลงมาจากการจัดสิ่งทดลองแบบแฟคทอเรียล ซึ่งเป็นการ
เพ่ิมสิ่งทดลองระหว่างระดับของปัจจัย แต่เป็นการลดสิ่งทดลอง เช่น ถ้าในการทดลองมี 3 ปัจจัย แต่
ละปัจจัยมี 5 ระดับ จะจัดสิ่งทดลองแบบ 33 factorial design ได้สิ่งทดลองทั้งหมด 27 สิ่งทดลอง 
ในขณะที่แผนการทดลอง Central Composite Design (CCD) 3 ปัจจัย จะได้ระดับของสิ่งทดลอง 5 
ระดับ และมีสิ่งทดลองทั้งหมด 23 + (2 × 3 + 1) โดยที่เทอม (2n+1) เป็นจุดพิเศษที่เพ่ิมขึ้นมา และ
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เพ่ิมการทดลองที่จุดตรงกลาง 3 ถึง 5 ซ้ า จะได้เท่ากับ 17 ถึง 20 สิ่งทดลอง (ไพโรจน์ วิริยจารี, 
2544) ดังแสดงในรูปที่ 2.21 และตารางท่ี 2.6 
 

 
 

(ก) 2 ปัจจัย 
 

 
 

(ข) 3 ปัจจัย 
 

รูปที่ 2.21 แสดงระดับของสิ่งทดลอง (design points) ส าหรับแผนการทดลอง Central 
Composite Design (CCD) (Montgomery, 1991) 
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ตารางท่ี 2.6  ค่าของ code level ใน central composite design (CCD) ส าหรับ 3 ปัจจัย 

จ านวนการทดลอง 
ระดับความส าคัญ 

X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 
2 -1 -1 1 
3 -1 1 -1 
4 -1 1 1 
5 1 -1 -1 
6 1 -1 1 
7 1 1 -1 
8 1 1 1 
9 -1.68 0 0 
10 1.68 0 0 
11 0 -1.68 0 
12 0 1.68 0 
13 0 0 -1.68 
14 0 0 1.68 
15 0 0 0 
16 0 0 0 
17 0 0 0 
18 0 0 0 
19 0 0 0 
20 0 0 0 

 

 งานวิจัยที่ผ่านมาในการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้แผนการทดลอง 
central composite design เช่น 

 ผลของอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และความเข้มข้นของน้ าตาล (50 เปอร์เซ็นต์ 
กลูโคส + 50 เปอร์เซ็นต์ฟรุกโทส เป็นตัวแปรการเจริญของ  Saccharomyces cerevisiae          
และ S. kudriavzevii โดยใช้วิธีพ้ืนผิวตอบสนองด้วยแผนการทดลอง central composite design 
(Arroyo-Lopez และคณะ, 2009) 
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 Rodrigues และคณะ (2006)  ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพโดยแบคทีเรียโพรไบโอติก Lactococcus lactis 53 และ Streptococcus 
thermophilus A ได้ประยุกต์ใช้น าแผนการทดลอง CCD มาใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ซึ่งให้ผลที่ดี ได้ปริมาณของการผลิตมากข้ึน 
 

ตารางท่ี 2.7  การเลือกการออกแบบการทดลองตามวัตถุประสงค์ (Croarkin และคณะ, 2006) 

จ านวนปัจจัย 
จุดประสงค์ 

เพ่ือเปรียบเทียบ เพ่ือคัดเลือก หาพื้นผิวตอบสนอง 

1 1-factor completely 
randomized design 

- - 

2-4 randomized block 
design 

Full หรือ fractional 
factorial 

Central composite
หรือ Box-Behnken 

มากกว่า 5 randomized block 
design 

fractional factorial 
หรือ Plackett-Burman 

Screen first to 
reduce number of 
factor 

 
 
 
 



 

 

บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

3.1  อุปกรณ์ 

 - กล้องจุลทรรศน์ชนิดสองตา (Binocular compound microscope) รุ่น BH-2 ของบริษัท 
Olympus, Japan 

 - คอลัมน์ C18-AR Cosmosil 5 µm, A° ขนาด 4.6 x 150 มม. ของบริษัท Water, USA 
 - คอลัมน์ของ HPLC คือ C18 ของ InertSustainSwift ขนาด 3 ไมโครเมตร 1.0 x 100 

มิลลิเมตร (GL Science), USA 
 - เครื่องเขย่าแบบควมคุมอุณหภูมิ (Refrigerated incubator shaker) รุ่น InnovaTM 4300 

ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 
 - เครื่องชั่งละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
 - เครื่องชั่งหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

 - เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (High speed refrigerated centrifuge) รุ่น
Avanti J-301 ของบริษัท Beckman Coulter, USA 

 - เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industies Inc., USA 
 - เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น R-300 ของบริษัท BUCHI, 

Switzerland 
 - เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท 

Eyela, Japan 
 - เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของ

บริษัท Thermo Spectronic, USA 
 - เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
 - เครื่องวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท Kruss, Germany 
 - เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร์ (Mass Spectrometer) รุ่น LTQ-Orbitrap XL 

(ThermoScience), USA 
 - เครื่อง NMR สเปคโทรมิเตอร์ รุ่น Bruker Avance spectrometer AMX 500 (Bruker), 

USA 
 - เครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิคลิดโครมาโตกราฟี (High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC) รุ่น Pro star บริษัท Varian, USA 
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 - ตู้ดูดควัน (Air flow Hood) ของบริษัท Flexlab ตู้นึ่งความดันไอฆ่าเชื้อแบบอัตโนมัติ 
(Autoclave) รุ่น SS-35 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Seiko, Ltd., Japan, รุ่น MLS 
3020 ของบริษัท Sany Co., Ltd., Japan และรุ่น HV-25 ของบริษัท Hirayama, Co., 
Ltd., Japan 

 - ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, USA 

 - ตู้อบเพาะเชื้อ (Incubator) รุ่น memmert BE 600 ของบริษัท Jebsen & Jessen, USA 
 - ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P1000 และ P5000 ของบริษัท Gilson, 

France 
 
3.2  เคมีภัณฑ์ 

 - กระดาษกรองขนาด 47 มม. 0.45 ไมครอน (Cellulose acetate membrane) ของบริษัท 
Whatman, USA 

 - กรดไตรฟลูออโรอะซิติก (Trifluoroacetic acid) HPLC grade ของบริษัท E. Merk, 
Dreamstadt, Germany 

 - กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (HCl) Merck ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - กลูโคส (Glucose) ของบริษัท E.Merck, Dramstdt, Germany 
 - กากน้ าตาล ของบริษัท น้ าตาลมิตรผล จ ากัด 
 - คลอโรฟอร์ม (Chloroform) ของบริษัท BHD-Prolabo, England 
 - ซูโครส บริษัท วังขนาย คอนสตรัคชั่น จ ากัด ประเทศไทย 
 - โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Promega, U.S.A. 
 - โซเดียมไนเตรต (NaNO3) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) Merck ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - ทริปโตน (Tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
 - ทริสมาเบส (Trisma base; Tris [hydroxymethyl] aminomethane) (C4H12NO3) ของ

บริษัท Sigma, U.S.A. 
 - น้ า HPLC grade ของบริษัท E. Merk Dramstadt, Germany 
 - น้ ามันปาล์ม บริษัท มรกตอินดัสตรีส์ จ ากัด ประเทศไทย 
 - น้ ามันสังเคราะห์ (Synthetic crude-oil) ของบริษัท Japan Petroleum Institute, Japan 
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 -  น้ ามันถั่วเหลือง บริษัทมรกตอินดัสตรีส์ จ ากัด ประเทศไทย 
 - น้ าคาโนล่า (conola) Singapore บริษัท ไซม์ดาร์บี้ เอดิเปิ้ง โปรดักส์ ลิมิเต็ด จ ากัด 
 - น้ ามันมะกอก (olive oil) Naturel บริษัท ล่ าสูง จ ากัด ประเทศไทย 
 - แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
 - แผ่นโครมาโตรกราฟีทินเลเยอร์ (Analytical Thin-layer Chromatography) Sillica gel 

60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 0.2 มิลลิเมตร ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany  
 - แผ่นโครมาโตรกราฟีทินเลเยอร์ (Preparative Thin-layer Chromatography) Sillica gel 

60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 2 มิลลิเมตร ของบริษัท E. Merk, DreamstadtGermany 
 - โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัทE. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO47H2O) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - สารสกัดจากข้าวมอลต์ (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
 - ยีสต์สกัด (Yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A. 
 - อะซิโตรไนไตรล์ (Acetonitrile) HPLC grade ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, 

Germany 
 - เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
 - เอทิลอะซิเตต (C4H8O2) Macron Fine Chemicals ของบริษัท Avantor Performance 

Materials สหรัฐอเมริกา - แอลฟา-แนฟทอล (naphtol) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
 - แอมโนเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - แอมโนเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - แอมโนเนียมไนเตรด (NH4NO3) ของบริษัท E. Merk, Dreamstadt, Germany 
 - ไอโอดีนชนิดเกล็ด ของบริษัท Univar, U.S.A. 
 - เฮกเซน (Hexane, C6H14) ของบริษัท Macron, U.S.A. 
 
3.3  วิธีด าเนินการทดลอง 

 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง Candida mucifera NJP25 สายพันธุ์ยีสต์ที่น ามาใช้ในการ
ทดลองนี้ได้จากงานวิจัยของ Poomtien และคณะ (2013) ซึ่งแยกได้ทะลายปาล์มจากสวนปาล์ม 
อ าเภอปากจั่น จังหวัดระนอง 

 3.3.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Candida mucifera NJP25 

 3.3.1.1  เตรียม inoculum ของยีสต์ C. mucifera NJP25 
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เพาะยีสต์ C. mucifera NJP25 ลงบนอาหารเพาะเชื้อแข็งชนิด Yeast Malt Extract 
โดยการ streak เพ่ือแยกโคโลนีเดี่ยว น าไปบ่มอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นใช้ลูปถ่าย
โคโลนีของยีสต์ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว Yeast Malt Extract ท าการบ่มโดยใช้เครื่องเขย่า 
(shaker) ณ อุณหภูมิห้อง ที่เขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง มีค่าการ
ดูดกลนืแสงที่ 600 นาโนเมตร อยู่ที่ 1±0.1 ถ่ายหัวเชื้อปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

 3.3.1.2  ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพระดับขวดเขย่า 
น าหัวเชื้อจากข้อ 3.3.1.1 ปริมาตร 5 มิลลิลิตรใส่ลงในอาหารเหลวก าหนดสูตรของยีสต์ 

C. mucifera  NJP25 ท าการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเชื้อที่ปรับปรุงจากสูตรของ Hua และคณะ 
(2004) ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท าการบ่มโดยใช้เครื่อง
เขย่าผสมสาร (shaker) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่เขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 7 วัน 

 3.3.1.3  การหาน้ าหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) 
 แยกเซลล์ออกจากน้ าเลี้ยงเชื้อด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที 
และควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 20 นาที ล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่น 2 ครั้ง จากนั้น
น าเซลล์ไปอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมงหรือจนกว่าจะแห้ง และชั่งน้ าหนัก
เซลล์แห้งด้วยเครื่องชั่งละเอียด 

 3.3.1.4  การวัดค่าการกระจายน้ ามัน (Oil displacement activity) 
ทดสอบการกระจายน้ ามันตามวิธีของ (Morikawa และคณะ, 1993) โดยตวงน้ า 40 

มิลลิลิตร ลงในจานแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 มิลลิเมตร ที่มีกระดาษกราฟรองอยู่เป็นมาตรวัด
ความกว้างของบริเวณใส หยดน้ ามันดิบ (crude oil) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าของน้ าจะ
เกิดเป็นแผ่นฟิล์มแผ่ทั่วผิวน้ า จากนั้นน าตัวอย่างที่เป็นส่วนของน้ าเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีเซลล์ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ลงบนแผ่นฟิล์มของน้ ามันดิบท าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสของการ
กระจายตัวของน้ ามันที่ได้และค านวณหาพ้ืนที่ของการกระจายน้ ามัน 
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รูปที่ 3.1 การวัดค่าการกระจายน้ ามัน 
 

พ้ืนที่บริเวณใสของการกระจายน้ ามัน = r2 
 เมื่อ r  เท่ากับรัศมีความกว้างของพ้ืนที่บริเวณใส มีหน่วยเป็นตารางเซนติเมตร (cm2) 
 โดยก าหนดให้ 1 ตารางเซนติเมตรของการกระจายน้ ามันมีค่าเท่ากับ 1 หน่วย 

 3.3.1.5  การวัดค่าแรงตึงผิว (Surface tension activity) 
น าตัวอย่างน้ าเลี้ยงเชื้อมาวัดค่าแรงตึงผิวตามวิธี Du Nuoy Ring โดยใช้เครื่องวัดค่าแรง

ตึงผิว (Ring tensiometer K6, Kruss Germany) ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และค านวณ
เปอร์เซ็นต์ผลต่างแรงตึงผิวตามสูตรดังนี้ 

 

  

 3.3.2 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี 
One factor at a time 

 3.3.2.1  หาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเพาะเลี้ยงยีสต์ใน

อาหารเหลวที่ประกอบด้วยโซเดียมไนเตรตความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งไนโตรเจน 
แมกนีเซียมซัลเฟตความเข้มข้น 0.02 เปอร์เซ็นต์ โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.02 เปอร์เซ็นต์ 
และยีสต์สกัดความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 จากนั้นแปรผัน
แหล่งคาร์บอน ได้แก่ กลูโคส กลีเซอรอล ซูโครส น้ ามันปาล์ม น้ ามันเหลือใช้ และกากน้ าตาล โดยใช้
ความเข้มข้นเริ่มต้นของแหล่งคาร์บอน เท่ากับ 2 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) เป็นเวลา 7 วัน (ท า 3 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95
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ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) หาน้ าหนักเซลล์แห้ง ค่าความเป็นกรด-ด่าง และน าน้ าเลี้ยงเชื้อมาท าการวัด
ค่าแรงตึงผิว และการกระจายน้ ามัน โดยเปรียบเทียบชนิดของแหล่งคาร์บอน 

 3.3.2.2  หาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

เลือกสูตรอาหารที่ดีสุด จากข้อ 3.3.2.1 แปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเป็น 2 4 
6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ท าการเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 7 วัน (ท า 3 ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) โดยน าน้ าเลี้ยงเซลล์มาท าการวัดค่าแรงตึงผิว วัดค่า
การกระจายน้ ามัน การหาน้ าหนักเซลล์แห้ง วัดค่าความเป็นกรด-ด่าง และประสิทธิภาพการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้ ามัน 

 3.3.2.3  หาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเพาะเลี้ยงยีสต์

ในอาหารเหลว โดยใช้แหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นที่เหมาะสมจากข้อ 3.3.2.1 และ 3.3.2.2 
จากนั้นแปรผันแหล่งไนโตรเจนได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) แอมโมเนียมซัลเฟต 
((NH4)2SO4) แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) และโซเดียมไนเตรต (NaNO3) โดยใช้ความเข้มข้นของ
แหล่งไนโตรเจนเท่ากับ 0.4 เปอร์เซ็นต์ ค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นเท่ากับ 5.5 เป็นเวลา 7 วัน (ท า 3 
ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) โดยการหาน้ าหนักเซลล์แห้ง ค่าความเป็นกรด-ด่าง และน าน้ าเลี้ยงเชื้อมาท า
การวัดค่าแรงตึงผิว และ การกระจายน้ ามัน โดยเปรียบเทียบชนิดของแหล่งไนโตรเจน 

 3.3.2.4  หาอัตราส่วนระหว่างแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ 

เลือกสูตรอาหารที่ดีสุด จากข้อ 3.3.2.3 แปรผันอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน
เป็น 20 40 60 และ80 โดยให้แหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์คงที่ ท าการเขย่าที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เขย่าอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน (ท า 3 ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) 
โดยน าน้ าเลี้ยงเซลล์มาท าการวัดค่าแรงตึงผิว วัดค่าการกระจายน้ ามัน การหาน้ าหนักเซลล์แห้ง วัด
ค่าความเป็นกรด-ด่าง และประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่า
การกระจายน้ ามัน 

 3.3.2.5  หาค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
หาค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์และการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ โดยการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเริ่มต้นของอาหารเหลว (จากข้อ 3.3.2.4) เป็น 4.5 
5.5 และ 6.5 และเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน 
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(ท า 3 ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) โดยการหาน้ าหนักเซลล์แห้ง ค่าความเป็นกรด-ด่าง และประสิทธิภาพ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้ ามัน 

 3.3.2.6  หาอุณหภูมิของการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
หาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของยีสต์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการ

เพาะเลี้ยงอาหารเหลว (จากข้อ 3.3.2.5) ปรับอุณหภูมิเพาะเลี้ยงเป็น 25 30 และ 37 องศาเซลเซียส 
เขย่าที ่200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน (ท า 3 ซ้ าในทุกชุดการทดลอง) โดยการหาน้ าหนักเซลล์แห้ง 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง และประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่า
การกระจายน้ ามัน 

 3.3.3 การติดตามการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ 

 เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการปรับปรุงสูตรจากวิธี one factor at a time 
(ข้อ 3.3.2) ด้วยอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที โดยเก็บตัวอย่างวันที่ 0 1 3 5 7 และ 9 ติดตามการ
เจริญของยีสต์ ทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยน าน้ าเลี้ยงเชื้อปั่นแยกเซลล์ออก
ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ แยกส่วนเซลล์ไปหาน้ าหนักแห้ง เพ่ือติดตามการเจริญของเซลล์ 
และน าส่วนน้ าใสมาทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวัดค่าการกระจายน้ ามัน 
ค่าแรงตึงผิว และติดตามสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากการสกัดสารและค านวณหาน้ าหนักของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 3.3.4 การผลิตและการสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เพาะเลี้ยงยีสต์ C. mucifera NJP25 ในอาหารที่มีการปรับปรุงสูตรและภาวะที่เหมาะสม
ส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 200 
รอบต่อนาที น าน้ าเลี้ยงเชื้อมาปั่นแยกเซลล์ออก จากนั้นสกัดสารลดแรงตึงผิ วชีวภาพด้วยเอทิลอะซิ
เตทในอัตราส่วน 1:1 จ านวน 3 ครั้ง น าส่วนบนของสารละลายมาระเหยเอทิลอะซิเตท ออกด้วย
เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Evaporator) จากนั้นท าการระเหยแห้งอีกครั้งด้วยเครื่อง 
centrifuge evaporator และหาน้ าหนักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ทดสอบประสิทธิภาพของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ท าให้บริสุทธิ์บางส่วน โดยวัดค่าการกระจายน้ ามันและค่าแรงตึงผิว  
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 3.3.5 การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี Response 
Surface Methodology (RSM) 

 3.3.5.1  การออกแบบการทดลอง 
น าข้อมูลจากการทดลองทีละหนึ่งปัจจัย (one-factor-at-a-time) ของปัจจัย 4 ชนิด 

(ซูโครส โซเดียมไนเตรต ค่าความเป็นกรด-ด่าง และ อุณหภูมิ) จากข้อ 3.2.2 ไปใช้ส าหรับการก าหนด
ระดับโค้ด (code level) ทั้ง 4 ปัจจัย ส าหรับการออกแบบการทดลองใช้วิธี Box-Behnken Design 
(Jo และคณะ, 2008; Pan และคณะ, 2008; Teerapatsakul และคณะ, 2008) ใช้โปรแกรม
ส ำเร็จรูปทำงสถิติ คือ STATISTICA 10 (Statsoft, Inc., USA) ชุดการทดลองที่ออกแบบโดย Box-
Behnken Design ด้วย 4 ปัจจัย (4 factors)  และมีจ านวนระดับ 3 ระดับ (3 levels) ได ้29 ชุดการ
ทดลอง ดังตารางที่ 3.1 ความเข้มข้นของซูโครส 3 ระดับคือ 1 (-1) 4 (0) และ 7 (+1) อัตราส่วน
ระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N) 3 ระดับคือ 15:1 (-1) 20:1 (0) และ 25:1 (+1) ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 3 ระดับคือ 4 (-1) 6.5 (0) และ 9 (+1) และอุณหภูมิ 3 ระดับคือ 25 (-1) 30 (0) และ 35 
(+1) 

ตารางท่ี 3.1  แผนการทดลองออกแบบโดย Box-Behnken Design ส าหรับ 4 ปัจจัย 3 ระดับ 

ชุดการทดลอง 
(experimental no.) 

โค๊ดระดับของปัจจัย (coded levels) 

X1 X2 X3 X4 

1 0 (4) +1 (25:1) 0 (6.5) -1 (25) 
2 +1 (7) +1 (25:1) 0 (6.5) 0 (30) 
3 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 
4 0 (4) -1 (15:1) -1 (4) 0 (30) 
5 0 (4) 0 (20:1) -1 (4) -1 (25) 
6 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 
7 0 (4) +1 (25:1) -1 (4) 0 (30) 
8 +1 (7) 0 (20:1) 0 (6.5) +1 (35) 
9 0 (4) 0 (20:1) +1 (9) +1 (35) 
10 0 (4) +1 (25:1) 0 (6.5) +1 (35) 
11 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 
12 -1 (1) -1 (15:1) 0 (6.5) 0 (30) 
13 0 (4) +1 (25:1) +1 (9) 0 (30) 
14 +1 (7) -1 (15:1) 0 (6.5) 0 (30) 
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ตารางท่ี 3.1  (ต่อ) 

ชุดการทดลอง 
(experimental no.) 

โค๊ดระดับของปัจจัย 
X1 X2 X3 X4 

15 -1 (1) +1 (25:1) 0 (6.5) 0 (30) 
16 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 
17 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 
18 -1 (1) 0 (20:1) -1 (4) 0 (30) 
20 -1 (1) 0 (20:1) 0 (6.5) -1 (25) 
21 0 (4) 0 (20:1) +1 (9) -1 (25) 
22 +1 (7) 0 (20:1) +1 (9) 0 (30) 
23 0 (4) -1 (15:1) +1 (9) 0 (30) 
24 +1 (7) 0 (20:1) 0 (6.5) -1 (25) 
25 +1 (7) 0 (20:1) -1 (4) 0 (30) 
26 0 (4) 0 (20:1) -1 (4) +1 (35) 
27 -1 (1) 0 (20:1) 0 (6.5) +1 (35) 
28 0 (4) -1 (15:1) 0 (6.5) +1 (35) 
29 -1 (1) 0 (20:1) +1 (9) 0 (30) 

 

หมายเหตุ: X1 คือ น้ าตาลซูโครส (เปอร์เซ็นต์, w/v) X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
  X3 คือ ความเป็นกรด-ด่าง   X4 คือ อุณหภูมิ 
 
 3.3.5.2  วิเคราะห์ความถดถอยหรือ ค่า regression ของการออกแบบการทดลองด้วย 
Box-Behnken design และท านายภาวะที่เหมาะสมที่สุดของปัจจัยทั้ง 4 ด้วยวิธีทางสถิติ 

ท าการทดลองจริง ตามจ านวนการทดลองที่โปรแกรม Box Behnken ก าหนด 29 ชุด
การทดลอง ติดตามการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสะสมสุดท้ายที่ 9 วัน เป็นค่าตอบสนอง 
(response value) ของทั้ง 29 ชุดการทดลอง และน าผลการทดลองทั้งหมดไปวิเคราะห์ค่ารีเกรสชัน 
(regression) หรือค่าความถดถอยของการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken design แล้ว
สร้างสมการคณิตศาสตร์หรือสมการถดถอย (regression model) แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย
ทั้ง 4 และค่าตอบสนอง ที่แสดงเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ (กรัมต่อลิตร) และวิเคราะห์
ความแปรปรวน (analysis of variance: ANOVA) ในสมการถดถอยและท านายสภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดของปัจจัยทั้ง 4 ด้วยวิธีการ SPSS-Statitica วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ด้วยโปรแกรม 
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SPSS และสร้างกราฟพ้ืนผิวสัมผัส response surface plot โดยใช้โปรแกรม Statistica แล้วท านาย
สภาวะที่ดีที่สุดของปัจจัยทั้ง 4 ชนิด จากแผนภาพพ้ืนผิวสัมผัส 

 3.3.5.3  ท าการทดลองจริง เพ่ือยืนยันผลการท านายจากสถิติ 
 น าภาวะของปัจจัยทั้ง 4 ชนิดที่เหมาะสมที่สุดที่ได้จากการท านายด้วยโปรแกรมทางสถิติ
มาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพื่อยืนยันผลที่ได้จากการท านายด้วยสถิติ ท าการทดลองในอาหาร
เหลวที่ประกอบด้วยซูโครส โซเดียมไนเตรต แมกนีเซียมซัลเฟต โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
และยีสต์สกัด ค่าความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิ ตามภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากการท านายด้วยสถิติ 
เปรียบเทียบกับอาหารเดิม 

 3.3.6 ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 3.3.6.1  การหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle 
concentration) 

เป็นการหาค่าความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น้อยที่สุดที่ท าให้สารลดแรงตึงผิว
เกิดการรวมตัวเป็นไมเซลล์ โดยน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ มาเจือจางให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 0.01-10,000 มิลลิกรัมต่อลิตร ด้วยสารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ pH 8.0 จากนั้น
วัดค่าแรงตึงผิวและเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและค่า log ความเข้มข้นของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ เพื่อค านวณหาจุดวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ 

 3.3.6.2  การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Stability of 
biosurfactant) 

การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในสภาวะต่าง ๆ น าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมาเจือจางด้วยทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นของเกลือเท่ากับ 1-10 เปอร์เซ็นต์ 
(มวลต่อปริมาตร) ค่าความเป็นกรด-ด่าง 2-10 และอุณหภูมิ 4 30 60 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที และนอกจากนี้ยังทดสอบความเสถียรภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีบ่มในสภาวะดังกล่าว และวัด
ค่าแรงตึงผิว เพ่ือเปรียบเทียบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

3.3.6.3  การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsion Index) 

การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงชีวภาพร่วมกับน้ ามันพืชชนิดต่าง ๆ เช่น 
น้ ามันคาโนล่า น้ ามันมะกอก น้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันข้าวโพด น้ ามันร าข้าว และ 
น้ ามันเมล็ดชา น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเจือจางในทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้น

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%8B%E0%B8%B1%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95
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เท่ากับ 1 กรัมต่อลิตร ผสมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและน้ ามัน ในอัตราส่วน 1:1 โดยเครื่องผสมสาร 
(vortex) ความเร็วสูงสุด เป็นระยะเวลา 2 นาที ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นวัด
ความสูงของอิมัลชันที่เกิดขึ้นหลังจากบ่ม 24 ชั่วโมงและค านวณหาเปอร์เซ็นต์ค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน
และวัดค่าความเสถียรในการก่ออิมัลชันจากสูตรดังนี้ 

 
 

 3.3.7 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนและวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 3.3.7.1  เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบ
แผ่นบาง (Thin Layer Chromatography) 

การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยใช้เฟสคงที่เป็นแผ่นซิลิกาเจล  
60 ขนาด 20x20 เซนติเมตร หนา 0.2 มิลลิเมตร และเฟสเคลื่อนที่ คือ สารละลายคลอโรฟอร์ม     
เมทานอล และน้ า ในอัตราส่วน 65:25:4 น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาเจือจางให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วยเมทานอล จากนั้นจุดบนแผ่นซิลิกาเจลปริมาตร 140 ไมโครลิตร 

และน าไปใส่ในภาชนะปิดที่บรรจุด้วยเฟสเคลื่อนที่ ทิ้งไว้ประมาณ 1-2 ชั่วโมง หรือจนกระทั่ง
สารละลายเคลื่อนที่จนเกือบสุดปลายแผ่นซิลิกาเจล (solvent front) จากนั้นน าแผ่นซิลิกาเจลมา
ระเหยจนแห้ง และน าไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีนที่อ่ิมตัวในภาชนะที่มีฝาปิดสนิท ประมาณ 15-
20 นาที ท าเครื่องหมายในต าแหน่งที่เห็นสารในแผ่นซิลิกาเจล และค านวณหาค่าอัตราส่วนของ
ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ (Retention factor, Rf) 

 3.3.7.2  เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Preparative Thin 
Layer Chromatography 

ในการเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี PLC ท าตามวิธีในข้อ 
3.2.7.1 แต่เปลี่ยนเฟสคงที่เป็นแผ่นซิลิกาเจลที่มีความหนา 2 มิลลิเมตรและจุดบนแผ่นซิลิกาเจล
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร จากนั้นน าสารออกจากแผ่นซิลิกาเจล และสกัดด้วยเอทิลอะซิเตท ใน
อัตราส่วน 1:1 จ านวน 3 ครั้ง ระเหยสารสกัดด้วยเครื่องระเหยแห้งแบบสูญญากาศ น าแต่ละล าดับ
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ส่วนที่สกัดได้จากแผ่นซิลิกาเจล มาทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากค่ากระจาย
น้ ามัน 

 3.3.7.3  การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ์ด้วยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโคร
โมโทกราฟี (High Performance Chromatography, HPLC) 

น าสารจากข้อ 3.2.7.2 มาละลายในอะซิโตไนไตรล์ 100 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นน าไปแยกสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้คอลัมน์ C18 reverse phase เป็นเฟสคงที่ 
(stationary phase) และใช้สารชะหรือเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) เป็นสารที่มีการปรับ
อัตราส่วนตามเวลาที่เปลี่ยนไป (gradient elution) ได้แก่ สารละลาย A (อะซิโตไนไตรล์ 10 
เปอร์เซ็นต์ + กรดไตรฟลูออโรอะซิติก 0.1 เปอร์เซ็นต์) และสารละลาย B (อะซิโตไนไตรล์ 100 
เปอร์เซ็นต ์+ กรดไตรฟลูออโรอะซิติก 0.1 เปอร์เซ็นต์) โดยก าจัดแก๊สออกจากสารละลายก่อนใช้งาน
ทุกครั้งด้วยอ่างอัลตราโซนิก 

 

ตารางท่ี 3.2  โปรแกรมของลิเนียร์เกรเดียนท์เท่ากับ 0 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 30 นาที 

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

 

 โดยมีอัตราเร็วของการชะสารละลาย เท่ากับ 0.5 มิลลิลิตรต่อนาที ตรวจวัดสารที่ออกมา
จากคอลัมน์ด้วย UV Detector ที่ความยาวคลื่น เท่ากับ 210 นาโนเมตร เก็บตัวอย่างจากพีกที่
ปรากฏบนโครมาโตแกรมในแต่ละช่วงเวลา (Retention time) จากนั้นน าไประเหยแห้งแบบ
สุญญากาศ (Centrifuge evaporator) และน าสารที่แยกได้มาวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยเจือจางในสารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร วัดค่าการกระจายน้ ามันและคัดเลือกพีกที่ให้ค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดไป
ทดสอบ เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 3.3.7.4  วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี  LC-MS (Liquid 
Chromatograph-Mass Spectrometer) โดยคอลัมน์ของ HPLC คือ C18 ของ InertSustainSwift 
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ขนาด 3 ไมโครเมตร 1.0 x 100 มิลลิเมตร (GL Science) ตัวอย่างจะถูกแยกให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์ 
โดยเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ได้แก่ สารละลาย A (น้ า 98 เปอร์เซ็นต์ + อะซิโตไนไตรล์ 2 
เปอร์เซ็นต์ + กรดฟอร์มิก 0.1 เปอร์เซ็นต์) และสารละลาย B (น้ า 10 เปอร์เซ็นต์ + อะซิโตไนไตรล์ 
90 เปอร์เซ็นต์ + กรดฟอร์มิก 0.1 เปอร์เซ็นต์) โดยมีอัตราเร็วของการชะสารละลาย เท่ากับ 40 
ไมโครลิตรต่อนาที 
 

ตารางท่ี 3.3  โปรแกรมของลิเนียร์เกรเดียนท์ 

เวลา (นาที) % ของสารละลาย B 

0 20 
30 100 
40 100 
41 20 
60 20 

 

 จากนั้นสารบริสุทธิ์จะถูกตรวจวิ เคราะห์น้ า หนักโมกุลของสารซึ่ งวัดด้วยเครื่อง
แมสสเปกโทรมิเตอร์ (Mass Spectrometer) รุ่น LTQ-Orbitrap XL (ThermoScience) โดย
ตัวอย่างจะถูกท าให้แตกตัวเป็นไอออนด้วยวิธี Electrospray Ionization (ESI) m/z (มวลต่อประจุ) 
300-2000 และวิเคราะห์องค์ประกอบของโครงสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเครื่อง  NMR สเปค
โทรมิเตอร์ รุ่น Bruker Avance spectrometer AMX 500 (Bruker) MMS-0025 2.5 mm ID 
(Shigemi) ที่ Instrumental Analysis Division, Global Facility Center, Creative Research 
Institution มหาวิทยาลัยฮอกไกโด โดย Professor Dr. Masaaki Morikawa 
 
 



 

 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

4.1  ศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี One 
factor at a time 

 4.1.1 ผลของแหล่งคาร์บอน 

 ศึกษาแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ของ C. mucifera NJP25 ในงานวิจัยนี้ได้ใช้แหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยเพาะเลี้ยง     
ในอาหารที่ปรับปรุงสูตรของ Hua และคณะ (2004) ที่มีการแปรผันแหล่คาร์บอน ได้แก่ กลูโคส    
กลีเซอรอล ซูโครส น้ ามันปาล์ม น้ ามันเหลือใช้ และกากน้ าตาล บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน พบว่า ซูโครส เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ เมื่อเปรียบเทียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน ๆ เมื่อเพาะเลี้ยง C. mucifera NJP25 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีการเจริญสูงสุด มีค่าน้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากั บ 

3.69±0.21 กรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสและซูโครส ซึ่งวัดค่าแรงตึงผิวได้ต่ าที่สุดเท่ากับ 42.33±0.70 และ 42.49±1.25 

มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล าดับ อย่างไรก็ตาม ค่าการกระจายน้ ามันของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเป็น

แหล่งคาร์บอนเท่ากับ 0.54±0.10 ตารางเซนติเมตร ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซูโครสให้ค่าการ

กระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 0.63±0.15 ตารางเซนติเมตร ดังตารางที่ 4.1 และมีค่าผลต่างแรงตึงผิว

สูงสุดเท่ากับ 10.51 มิลลินิวตันต่อเมตร  
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ตารางที่ 4.1 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ           
C. mucifera NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 

แหล่ง
คาร์บอน 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
น้ ามัน (ตาราง
เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST* 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

แหล่งคาร์บอน 2 เปอร์เซ็นต์ 
กลูโคส 3.66 ± 0.14a 0.54 ± 0.10a 42.33 ± 0.70c  8.78a 17.18 3.26 ± 0.01 
กลีเซอรอล 2.10 ± 0.02d 0.33 ± 0.05b 53.88 ± 0.63a  0.92b  1.68 7.14 ± 0.10 
กากน้ าตาล 2.90 ± 0.05c 0.19 ± 0.03b 49.05 ± 2.27b 1.70b  3.35 6.64 ± 0.03 
น้ ามันปาลม์ 3.20 ± 0.12b 0.24 ± 0.05b 53.34 ± 2.29a  1.66b  3.02 8.20 ± 0.05 
ซูโครส 3.69 ± 0.21a 0.63 ± 0.15a 42.49 ± 1.25c 10.51a 19.83 4.92 ± 0.07 
น้ ามัน 
เหลือใช้ 

1.78 ± 0.05e 0.23 ± 0.08b 49.41 ± 1.43b  8.09a 14.07 7.33 ± 0.15 

แหล่งคาร์บอน 2 เปอร์เซ็นต์ + ซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ 
กลีเซอรอล 3.37 ± 0.02a 0.25 ± 0.05a 47.61 ± 0.79a 2.68a 5.33 3.72 ± 0.02 
น้ ามันปาลม์ 3.11 ± 0.08a 0.21 ± 0.09a 55.03 ± 0.50a 2.47a 4.30 3.88 ± 0.08 
น้ ามัน 
เหลือใช้ 

3.09 ± 0.09a 0.22 ± 0.02a 55.0 ±0.47a 2.50a 4.35 3.91 ± 0.09 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 

 4.1.2 ผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 ศึกษาความเข้มข้นของซูโครสที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ C. mucifera NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีการแปรผันความเข้มข้นของ
ซูโครสเท่ากับ 2 4 6 8 และ 10 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน จากการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของซูโครส 4 เปอร์เซ็นต์เป็นความเข้มข้นที่
เหมาะสมการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังตารางที่ 4.2 โดย C. mucifera NJP25  

มีการเจริญสูงสุด น้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 3.63±0.02 กรัมต่อลิตร ให้มีค่าผลต่างแรงตึงผิวสูงสุด

เท่ากับ 32.85 เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 0.33±0.11 ตารางเซนติเมตร 
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ตารางท่ี 4.2 ผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ C. mucifera NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 
วัน 

ความ
เข้มขน้

ของแหล่ง
คาร์บอน 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
น้ ามัน (ตาราง
เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

2 3.31 ± 0.01b 0.32 ± 0.12a 37.63 ± 0.65a 15.38b 29.02 3.40 ± 0.09 
4 3.63 ± 0.02a 0.33 ± 0.11a 36.93 ± 0.43a 18.07a 32.85 3.42 ± 0.03 
6 3.30 ± 0.10b 0.31 ± 0.05a 37.35 ± 0.37a 14.15c 27.48 3.18 ± 0.05 
8  3.47 ± 0.13ab  0.23 ± 0.03ab 36.59 ± 1.18a 16.41b 30.96 3.33 ± 0.09 
10  3.55 ± 0.25ab 0.12 ± 0.05b 37.26 ± 0.25a 17.74a 32.25 3.31 ± 0.10 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 

 4.1.3 ผลของแหล่งไนโตรเจน 

 ศึกษาแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ 
C. mucifera NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่มีแหล่งคาร์บอนเป็นซูโครส 4 เปอร์เซ็นต์ และ
แปรผันแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) และโซเดียมไนเตรต (NaNO3) ที่ความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากับ 0.4
เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน จากการ
ทดลองพบว่า โซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ท าให้ C. mucifera NJP25 สามารถเจริญได้ดี 

โดยมีค่าน้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 3.65±0.23 กรัมต่อลิตร ให้ค่าผลต่างของแรงตึงผิวเท่ากับ 23.42 

เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 0.36±0.14 ตารางเซนติเมตร ดังตารางที่ 4.3 จึง

เลือกโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจนส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อไป  
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ตารางท่ี 4.3 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ         
C. mucifera NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 

แหล่ง
ไนโตรเจน 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
น้ ามัน (ตาราง
เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

NaNO3 3.65 ± 0.23a 0.36 ± 0.14a 35.90 ± 1.44b 10.98a 23.42 3.45 ± 0.02 
NH4Cl 2.06 ± 0.03d 0.12 ± 0.07b 46.69 ± 3.33b   2.11b  4.32 3.32 ± 0.03 
NH4NO3 2.70 ± 0.08c 0.18 ± 0.04b 38.39 ± 1.93a  8.61a 18.32 3.26 ± 0.04 
(NH4)2SO4 3.28 ± 0.20b 0.11 ± 0.03b 47.38 ± 1.14a   1.78b  4.62 3.23 ± 0.03 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 

 4.1.4 ผลของอัตราส่วนของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 

 ศึกษาอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม (C:N) ส าหรับการเจริญและ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ C. mucifera NJP25 โดยให้แหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์คงที่ และแปรผันปริมาณโซเดียมไนเตรทความเข้มข้น 0.442 0.186 0.101 0.059 0.032 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งจะท าให้มีค่า C:N เท่ากับ 20 40 60 80 และ 100 ตามล าดับ และบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า อัตราส่วน C:N 20 40 60 80 และ 100 มีการเจริญของ 
C. mucifera NJP25 ที่ใกล้เคียงกัน เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของพบว่า 
อัตราส่วน C:N 20 มีค่าผลต่างของแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 28.23 เปอร์เซ็นต์ 

และ 0.39±0.12 ตารางเซนติเมตร ตามล าดับ ดังตารางที่ 4.4 จึงเลือกอัตราส่วน C:N 20 ในการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
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ตารางท่ี 4.4 ผลของอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพของ C. mucifera NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 7 วัน 

C:N ratio 
น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
น้ ามัน (ตาราง
เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

20 3.41 ± 0.07a 0.39 ± 0.12a 34.45 ± 1.62b 13.55a 28.23 3.44 ± 0.05 
40 3.28 ± 0.12a  0.28 ± 0.14ab 38.14 ± 0.50a   4.86c 11.30 3.45 ± 0.02 
60 3.32 ± 0.14a  0.28 ± 0.13ab 38.28 ± 0.09a   5.53c 12.63 3.31 ± 0.14 
80 3.40 ± 0.21a 0.17 ± 0.09b 36.94 ± 1.47a 11.36b 23.52 3.33 ± 0.15 
100 3.29 ± 0.05a 0.12 ± 0.05b 38.21 ± 0.79a 13.59a 26.24 3.36 ± 0.01 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 

 4.1.5 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่าง 

 ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ 
C. mucifera NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมีซูโครสความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจน มีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 โดยแปรผันค่าความเป็นกรด-ด่าง ดังนี้ 4.5 5.5 และ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 4.5 เป็นค่าที่เหมาะสม

ส าหรับการเจริญของ C. mucifera NJP25 มากที่สุด โดยมีค่าน้ าหนักเซลล์แห้งเท่ากับ 4.75±0.75 

กรัมต่อลิตร แต่เมื่อติดตามประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบว่า ประสิทธิภาพของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้อยกว่าค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 ซึ่งมีค่าผลต่างแรงตึงผิวเท่ากับ 

33.79 เปอร์เซ็นต์ และค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 0.36±0.07 ตารางเซนติเมตร ดังตารางที ่

4.5 ดังนั้นจึงเลือกค่าความเป็นกรด-ด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมเท่ากับ 6.5 ไปท า
การทดลองต่อไป 
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ตารางท่ี 4.5 ผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ   
C. mucifera NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 

ค่า 
ความเป็น 
กรด-ด่าง 

น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
ตัวน้ ามัน 
(ตาราง

เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

4.5 4.75 ± 0.75a 0.27 ± 0.02a 37.59 ± 1.30a 18.58a 33.08 3.42 ± 0.26 
5.5 3.96 ± 0.01a 0.30 ± 0.08a 38.14 ± 0.31a 16.61a 30.34 3.52 ± 0.01 
6.5 3.50 ± 0.48a 0.36 ± 0.07a 37.08 ± 0.90a 18.92a 33.79 3.74 ± 0.01 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 

 4.1.6 ผลของอุณหภูมิ 

 ศึกษาอุณหภูมิที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ C. mucifera 
NJP25 โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมีซูโครสความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 
เป็นแหล่งคาร์บอนและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจน มีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน
เท่ากับ 20 ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 และแปรผันอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง ดังนี้ อุณหภูมิ 25 
30 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน จากการทดลองพบว่า อุณหภูมิ 25 30 และ 37 
องศาเซลเซียส มีการเจริญที่ใกล้เคียงกัน ได้แก่ 3.54 3.70 และ 3.17 ตามล าดับ แต่ประสิทธิภาพของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดเท่ากับ 

0.37±0.09 ตารางเซนติเมตร และมีผลต่างแรงตึงผิวเท่ากับ 29.17 เปอร์เซ็นต์ ดังตารางที่ 4.6 
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ตารางท่ี 4.6 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ C. mucifera 
NJP25 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 7 วัน 

อุณหภูมิ 
น้ าหนักเซลล์
แห้ง (กรัมต่อ

ลิตร) 

ค่าการกระจาย
น้ ามัน (ตาราง
เซนติเมตร) 

ค่าแรงตึงผิว 
(มิลลินิวตัน 
ต่อเมตร) 

ST 
(มิลลินิว
ตันต่อ
เมตร) 

เปอรเ์ซน็ต์
ผลต่าง

แรงตึงผิว 

ค่าความเป็น
กรด-ด่าง 

25 3.54 ± 0.12a 0.19 ± 0.03b  39.71 ± 0.62ab 12.29b 23.63 3.58 ± 0.01 
30 3.70 ± 0.08a 0.37 ± 0.09a 36.83 ± 1.20b 15.17a 29.17 3.53 ± 0.01 
37 3.17 ± 0.03b 0.16 ± 0.01b 40.64 ± 2.19a 11.36b 21.85 3.67 ± 0.06 

 

หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบโดย DMRT (Duncan’s Multiple Range Test) 
*ST คือ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ณ เวลาเริม่ต้นและเมื่อสิ้นสุดการทดลอง 
 
4.2  การติดตามการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

 เพาะเลี้ยง C. mucifera NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวปรับปรุงสูตรที่เหมาะสมซึ่งมีซูโครส
ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจน มีอัตราส่วน
ระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 และบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเขย่า 200 รอบต่อนาที ติดตามการเจริญของ C. mucifera NJP25 จาก
น้ าหนักเซลล์แห้งและค่าความเป็นกรด-ด่าง ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากค่าการ
กระจายน้ ามันและค่าแรงตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ เป็นระยะเวลา 1 3 5 7 และ 9 
วัน พบว่า C. mucifera NJP25 เจริญได้ดีที่สุดในวันที่ 9 (3.52 กรัมต่อลิตร) โดยค่าความเป็นกรด-
ด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงวันที่ 1-5 ของการเจริญ และจะมีค่าคงที่จนถึงวันที่ 
9 โดยค่าแรงตึงผิวจะลดลงตั้งแต่วันที่ 1 ของการทดลอง และจะเริ่มค่าคงที่ในวันที่ 3 ถึงวันที่ 5-9 ซ่ึง
ค่าแรงตึงผิวเริ่มต้นที่ 53.2 ลงมาถึง 35.5 มิลลินิวตันต่อเมตร มีผลต่างของค่าแรงตึงผิว เท่ากับ 17.7 
มิลลินิวตันต่อเมตร และเปอร์เซ็นต์ผลต่างแรงตึงผิว เท่ากับ 33.27 เปอร์เซ็นต์ ส่วนค่าการกระจาย
น้ ามันจะค่อย ๆ เพ่ิมขึ้นจนกระทั่งสูงสุดถึงวันที่ 9 (0.62 ตารางเซนติเมตร) มีการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพตั้งแต่แรกของการเจริญและสามารถผลิตได้ดีที่สุดในวันที่ 9 ของการเจริญ (0.26 กรัมต่อ
ลิตร) ดังรูปที่ 4.1  



 

 

61 

 

รูปที่ 4.1 ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ของ C. mucifera 
NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม 

 
 เมื่อสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้เอทิลแอซิเทตและระเหยเอทิลอะซิเตทออกภายใต้
สูญญากาศ มีลักษณะหนืด มีสีน้ าตาลเข้ม ดังรูปที่ 4.3 และวิเคราะห์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ 
(crude biosurfactant) โดยละลายด้วยสารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์ ให้มีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และวัดค่าการกระจายน้ ามันและค่าแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้
จาก C. mucifera NJP25 10 ไมโครลิตร หรือ เท่ากับ 0.00002 มิลลิกรัม  สามารถกระจายน้ ามันได้
เท่ากับ 27.33 ตารางเซนติเมตร และลดค่าแรงตึงผิวเท่ากับ 34 มิลลินิวตันต่อเมตร 
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รูปที่ 4.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (crude biosurfactant) ที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 
 
4.3  การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี  Response Surface 
Methodology (RSM) 

 การทดลองนี้เลือกปัจจัย 4 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของซูโครส อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ มีผลต่อประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว ซึ่งสัมพันธ์
กับปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ โดยที่ปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่มากขึ้นจะส่งผลให้
ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวและค่าการกระจายน้ ามันสูงขึ้น และเพ่ือทราบปริมาณและภาวะที่
เหมาะสมของปัจจัยทั้ง 4 ปัจจัย ที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงได้ออกแบบการ
ทดลองโดยใช้วิธี Box-Behnken เพ่ือหาปริมาณและภาวะที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัย ซึ่งได้จ านวน
ชุดการทดลอง 29 ชุดการทดลอง และผลการผลิตการทดลองในแต่ละชุดการทดลองดังตารางที่ 4.7 
เมื่อวิเคราะห์ด้วยหลักสถิติซึ่งได้ตาราง ANOVA  
 สมการที่ใช้ค านวณหาจ านวนชุดการทดลองทั้งหมด ที่ใช้ Box-Behnken design ออกแบบ
การทดลองส าหรับ 3 ปัจจัย ซึ่งก าหนดให้จ านวนการทดลองที่ค่ากลาง มีจ านวน 5 ซ้ า ได้ผลการ
ออกแบบการทดลองทั้งสิ้น 29 ชุดการทดลอง ดังตารางที่ 4.7 
 

N = 2k (k-1) Cp 
 

 N คือ จ านวนการทดลองทั้งหมด (the number of experiments) 
 k คือ จ านวนปัจจัย (number of factors) 
 Cp คือ จ านวนการทดลองซ้ าที่ระดับกลาง (the number of central points) 
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 ตารางที่ 4.7 แสดงจ านวนการทดลอง 29 การทดลองที่ออกแบบโดย Box-Behnken เพ่ือหา
สภาวะที่เหมาะสมของ ความเข้มข้นของซูโครส อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน ค่าความเป็น
กรด-ด่าง และอุณหภูมิ และแสดงให้เห็นผลการทดลองจริงของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ปัจจัยต่าง ๆ จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์ค่าถดถอยหรือค่า regression ของการวางแผนการ
ทดลองแล้วสร้างสมการความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยทั้ง 4 สร้างเป็นแผนภาพพ้ืนผิวตอบสนองสามมิติ 
(3D reponse surface plot) ซ่ึงอธิบายภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยทั้ง 4 ได ้

ตารางท่ี 4.7 แผนการทดลองออกแบบโดย Box-Behnken Design ส าหรับ 4 ปัจจัย 3 ระดับ และ
ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ในแต่ละชุดการทดลอง 

ชุดการ
ทดลอง 

(experiment
al no.) 

โค๊ดระดับของปัจจัย (coded levels) ผลผลิต (กรัมต่อลิตร) 

X1 X2 X3 X4 
ค่าจริง 

(experiment
al value) 

ค่าท านาย 
(predicted 

value) 
1 0 (4) +1 (25:1) 0 (6.5) -1 (25) 0.093 

0.363 
0.094 
0.325 2 +1 (7) +1 (25:1) 0 (6.5) 0 (30) 

3 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.267 0.275 
4 0 (4) -1 (15:1) -1 (4) 0 (30) 0.198 0.175 
5 0 (4) 0 (20:1) -1 (4) -1 (25) 0.053 0.016 
6 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.249 0.275 
7 0 (4) +1 (25:1) -1 (4) 0 (30) 0.071 0.074 
8 +1 (7) 0 (20:1) 0 (6.5) +1 (35) 0.350 0.337 
9 0 (4) 0 (20:1) +1 (9) +1 (35) 0.052 0.086 
10 0 (4) +1 (25:1) 0 (6.5) +1 (35) 0.098 0.121 
11 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.362 0.275 
12 -1 (1) -1 (15:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.137 0.171 
13 0 (4) +1 (25:1) +1 (9) 0 (30) 0.174 0.172 
14 +1 (7) -1 (15:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.354 0.341 
15 -1 (1) +1 (25:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.133 0.143 
16 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.284 0.275 
17 0 (4) 0 (20:1) 0 (6.5) 0 (30) 0.215 0.275 
18 -1 (1) 0 (20:1) -1 (4) 0 (30) 0.041 0.074 
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ตารางท่ี 4.7   ต่อ 

ชุดการ
ทดลอง 

(experiment
al no.) 

โค๊ดระดับของปัจจัย (coded levels) ผลผลิต (กรัมต่อลิตร) 

X1 X2 X3 X4 
ค่าจริง 

(experimen
tal value) 

ค่าท านาย 
(predicted 

value) 
19 0 (4) -1 (15:1) 0 (6.5) -1 (25) 0.090 0.092 
20 -1 (1) 0 (20:1) 0 (6.5) -1 (25) 0.122 0.110 
21 0 (4) 0 (20:1) +1 (9) -1 (25) 0.049 0.041 
22 +1 (7) 0 (20:1) +1 (9) 0 (30) 0.277 0.269 
23 0 (4) -1 (15:1) +1 (9) 0 (30) 0.143 0.115 
24 +1 (7) 0 (20:1) 0 (6.5) -1 (25) 0.118 0.170 
25 +1 (7) 0 (20:1) -1 (4) 0 (30) 0.253 0.270 
26 0 (4) 0 (20:1) -1 (4) +1 (35) 0.070 0.075 
27 -1 (1) 0 (20:1) 0 (6.5) +1 (35) 0.122 0.045 
28 0 (4) -1 (15:1) 0 (6.5) +1 (35) 0.143 0.167 
29 -1 (1) 0 (20:1) +1 (9) 0 (30) 0.104 0.112 

 

หมายเหตุ: X1 คือ ซูโครส (เปอร์เซ็นต์, w/v) X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
  X3 คือ ความเป็นกรด-ด่าง   X4 คือ อุณหภูมิ 
 

สมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างซูโครส อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน ความเป็น
กรด-ด่าง และอุณหภูมิ 

Y = -4.56414 + 0.087037X1 + 0.076813X2 + 0.21471X3 + 0.27717X4 + 0.002708X1X2 - 
0.0013X1X3 + 0.003867X1X4 + 0.0395X2X3 - 0.006X2X4 - 0.00029X3X4 

+ 0.000967X1
2 - 0.24013X2

2 - 0.016381X3
2 - 0.00472X4

2 

 Y คือ สารลดแรงตึงผิวที่ได้จากการท านาย (กรัมต่อลิตร) (predicted response variable, mL) 
 X1 คือ ซูโครส 
 X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
 X3 คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
 X4 คือ อุณหภูมิ 
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 จากการวิเคราะห์ด้วยหลักสถิติซึ่งได้ตาราง ANOVA ตามตารางที่ 4.8 สามารถอธิบายได้ว่า
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นมีปัจจัยที่ส่งผลคือ ซูโครสและอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
จากการอ่านค่า p ของตาราง ANOVA มีค่าน้อยกว่า 0.0001 และ 0.0423 ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อย
กว่า 0.05 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และปัจจัยร่วมที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า
ปัจจัยร่วมระหว่างซูโครสกับอุณหภูมิ มีค่า p เท่ากับ 0.0258 มีค่าน้อยกว่า 0.05 เป็นปัจจัยหลักที่
ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในขณะเดียวกันเทอมยกก าลังสองทั้ง 4 ปัจจัย พบว่า ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง2 (C2) และอุณหภูมิ (D2) มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) และเมื่อพิจารณาค่า F ของ Lack of fit ต่อ Pure Error เท่ากับ 0.61 ไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ การที่ Lack of fit ไม่มีนัยส าคัญทางสถิติเป็นสิ่งที่ดี แสดงว่าสมการที่สร้างมีความ
เหมาะสมและมีความน่าเชื่อถือ (R2 = 0.8996) โดยสมการความสัมพันธ์ที่ได้นั้นสามารถสร้างได้จาก
ข้อมูลตารางที่ 4.8 และใช้อธิบายความสัมพันธ์ดังรูปที่ 4.2 
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ตารางท่ี 4.8 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความเหมาะสมของ 
สมการความสัมพันธ์ 

Source 
Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Value p-value 

Model 0.27 14 0.019 8.96 0.0001 significant 
A-Sucrose 0.093 1 0.093 42.94 < 0.0001* 
B-C:N 0.001474 1 0.001474 0.68 0.0423* 
C-pH 0.001070 1 0.00107 0.49 0.4935 
D-Temp 0.007993 1 0.007993 3.69 0.0752 
AB 4.220E-05 1 4.22E-05 0.020 0.8909 
AC 0.000380 1 0.00038 0.18 0.6814 
AD 0.013 1 0.013 6.22 0.0258* 
BC 0.006241 1 0.006241 2.88 0.1116 
BD 0.000576 1 0.000576 0.27 0.6140 
CD 0.000051 1 5.11E-05 0.024 0.8800 
A2 0.000491 1 0.000491 0.23 0.6410 
B2 0.009575 1 0.009575 4.42 0.0540 
C2 0.068 1 0.068 31.42 < 0.0001* 
D2 0.090 1 0.090 41.74 < 0.0001* 
Residual 0.030 14 0.002164 

  Lack of Fit 0.018 10 0.001831 0.61 0.7600 not significant 
Pure Error 0.012 4 0.002997 
Cor Total 0.30 28  

 

R-square (R2) = 0.8996 Adjusted R-square (adj R2) = 0.803 
*มีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับ 5% (significant at 5% level) 
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รูปที่ 4.3 แผนภาพพ้ืนผิวพ้ืนผิวตอบสนองสามมิติ (3D response surface plot) โดยวัดค่าผลผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเปรียบเทียบปัจจัย 2 ปัจจัย ก. ซูโครสต่ออัตราส่วนระหว่าง
คาร์บอนต่อไนโตรเจน  ข. ซูโครสต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง  ค. ซูโครสต่ออุณหภูมิ  ง. 
อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง  จ. อัตราส่วนระหว่าง
คาร์บอนต่อไนโตรเจนต่ออุณหภูมิ  ฉ. ค่าความเป็นกรด-ด่างต่ออุณหภูมิ 

  

ข. ก. 

ค. ง. 

จ. ฉ. 
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 หลังจากนั้นเลือกก าหนดค่าปัจจัยองค์ประกอบทั้ง 4 ปัจจัย ส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
เพ่ือเป็นการตรวจสอบความแม่นย าของสมการความสัมพันธ์ส าหรับใช้ท านายปริมาณการผลิต     
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยมีซูโครสความเข้มข้น 7 เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน เท่ากับ 15 (โดยให้แหล่งคาร์บอนความเข้มข้น 7 เปอร์เซ็นต์คงที่ และปริมาณโซเดียม     
ไนเตรทความเข้มข้น 1.124 เปอร์เซ็นต์) ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.5 และอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ผลจากการท านายจะได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เท่ากับ 0.34 กรัมต่อลิตร และผลจากการ
ท าทดลองจริงได้เท่ากับ 0.36 กรัมต่อลิตรซึ่งใกล้เคียงกับผลจากการท านายจากสมการแสดง
ความสัมพันธ์ ท าให้ยืนยันได้ว่าปัจจัยทั้ง 4 ชนิดเหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่ง
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากกว่าก่อนใช้โปรแกรมทางสถิติถึง 1.38 เท่า ซึ่งปริมาณ
สารอาหารและปัจจัยสิ่งแวดล้อมที่ผ่านการปรับปรุงจากการออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken 
ได้สูตรอาหารที่เปลี่ยนไปตามตารางท่ี 4.9  
 
ตารางท่ี 4.9 เปรียบเทียบปัจจัยที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก่อนและหลังปรับปรุงสูตรจากการใช้

โปรแกรมทางสถิติ 

ปัจจัยที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ก่อนปรับปรุงสูตร หลังปรับปรุงสูตร 
ซูโครส 4 % 7 % 
อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน 
(NaNO3) 

20:1 15:1 

แมกนีเซียมซัลเฟต 0.02 % 0.02 % 
โพแทสเซียมซัลเฟต 0.02 % 0.02 % 
ยีสต์สกัด 0.1 % 0.1 % 
ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.5 6.5 
อุณหภูมิ 30°C 30°C 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (crude biosurfactant) 0.26 g/l 0.36 g/l 

 
 การน าวิธีทางสถิติมาใช้กับงานทดลองกับสิ่งมีชีวิตนั้นให้ผลส าเร็จ ดี แต่ต้องค านึงถึง
จุดประสงค์ของผู้วิจัย และควรระมัดระวังโดยเฉพาะหากใช้วิธี manual adjust การจะเลือกใช้
โปรแกรมใดนั้นขึ้นอยู่กับความสะดวกและความช านาญของผู้ใช้ เพราะตัวโปรแกรมไม่ได้ท าให้ค่าที่ได้
จากการท านายต่างกัน แต่จะต่างกันเพราะผู้ใช้โปรแกรม ดังนั้นในการจะใช้วิธีทางสถิติกับงานทางที่
เกี่ยวกับสิ่งมีชีวิตเพียงต้องมีความรอบคอบ แต่มีนักสถิติท างานในคอมพิวเตอร์แล้วสรุปเลยต้องมีนัก
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ชีววิทยาควบคุมและท าการทดลองจริงเพ่ือยืนยันผล เพื่อให้งานเป็นไปตามจุดประสงค์ เพราะบางครั้ง
ในทางสถิติไม่แตกต่างกันโดยเฉพาะในการทดลองระดับห้องปฏิบัติการ แต่เมื่อท าการขยายขนาดเป็น 
pilot plant อาจจะต่างกันมากอย่างชัดเจน 
  

4.4  ศึกษาลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 4.4.1 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration, 
CMC) 

 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เป็นค่าความเข้มข้น
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น้อยที่สุดที่ท าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพก่อตัวเป็นไมเซลล์ได้ สามารถ
หาค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ โดยน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มาเจือจางด้วย 
ทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.01-10,000 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นวัด
ค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี Du Nuoy Ring และเขียนกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าแรงตึงผิวและค่า log 
ของความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่วัดค่าได้ เพ่ือหาความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ 
จากการทดลองพบว่า เมื่อความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงขึ้นค่าแรงตึงผิวจะลดต่ าลง
สัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารและที่ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจาก C. mucifera NJP25 มีค่าเท่ากับ 27.48 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะมีค่าแรงตึงผิว ณ 
ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ หรือค่า γCMC เท่ากับ 34.81 มิลลินิวตันต่อเมตร และถ้า
ความเข้มข้นของสารสูงขึ้นกว่าค่า CMC จะไม่มีผลต่อค่าแรงตึงผิว ดังรูปที ่4.4 
 

 
 

รูปที่ 4.4 ค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25  
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 4.4.2 ศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Stability of biosurfactant) 

 การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 ต่อ
ความเข้มข้นของเกลือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิ เจือจางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยทริส
ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ทดสอบความเสถียรของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นของเกลือ เท่ากับ 1-10 เปอร์เซ็นต์ (มวลต่อปริมาตร) โดยวัดจากค่าแรง
ตึงผิว ณ ภาวะต่าง ๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังคงมีประสิทธิภาพได้ดีแม้มีการแปรผันความ
เข้มข้นของเกลือ ดังรูปที่ 4.5 (ก) การทดสอบความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าความเป็น
กรด-ด่างในช่วง 2-10 พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่อค่าความเป็นกรด-ด่างได้ โดยมี
ประสิทธิภาพไม่เปลี่ยนแปลงทั้งในสภาวะที่เป็นกรดและเบส ดังรูปที่ 4.5 (ข) การทดสอบความเสถียร
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่ออุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 4 30 60 และ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่ออุณหภูมิในช่วงกว้างได้ โดยยังคงมีประสิทธิภาพไม่
เปลี่ยนแปลงที่อุณหภูมิ ต่าง ๆ ดังรูปที่ 4.5 (ค) นอกจากนี้ยังน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปทดสอบ
ความเสถียรภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่ออุณหภูมิสูง โดย
ยังคงมีประสิทธิของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไม่เปลี่ยนแปลง 
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(ก)  ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นของเกลือ 

 
 

 (ข)  ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง 

 
 
 (ค)  ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่ออุณหภูมิ 

 
 

รูปที่ 4.5 การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก  C. mucifera NJP25 
 (ก) ความเข้มข้นของเกลือ (ข) ค่าความเป็นกรด-ด่าง (ค) อุณหภูมิ  
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 4.4.3 การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsion Index) 

 การวัดค่าดัชนีการก่ออิมัลชัน (Emulsification Index) และศึกษาความเสถียรในการ
ก่ออิมัลชัน (Emulsificaition stability) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera 
NJP25 ร่วมกับน้ ามันพืชชนิดต่าง ๆ ที่ใช้ประกอบอาหาร เช่น น้ ามันคาโนล่า น้ ามันมะกอก น้ ามัน
ดอกทานตะวัน น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันข้าวโพด น้ ามันร าข้าว และ น้ ามันเมล็ดชา ที่การก่ออิมัลชันที่
ชั่งโมงที่ 24 (E24) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้ ามันได้ทุกชนิดที่ใช้ใน
การทดสอบ โดยน้ ามันดอกทานตะวัน น้ ามันเมล็ดชา และน้ ามันคาโนล่า มีเปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชัน
ใกล้เคียงกันและสูงสุด คือ 59.14 59.13 และ 59.02 ตามล าดับ ดังรูปที่ 4.6 ดังนั้นสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพส าหรับใช้เป็นสารก่ออิมัลชันสามารถประยุกต์ได้กับงานที่เกี่ยวข้องกับน้ ามันพืช โดยใช้สารลด
แรงตึงผิวชีวภาพได้ในรูปสารสกัดหยาบทีล่ะลายในบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก และมีความเข้มข้นของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มากพอต่อการก่ออิมัลชันที่ดี 
 

 
 

รูปที่ 4.6 การก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 กับน้ ามัน
ชนิดต่าง ๆ ที ่24 ชั่วโมง (E24)  
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4.5  เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วน 

 4.5.1 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธีโครมาโตกราฟีแบบแผ่น
บาง (Thin Layer Chromatography) 

 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี Analytical TLC โดยน าสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 140 ไมโครลิตร มาจุดบนแผ่นซิลิ
กาเจล 60 ขนาด 20x20 ซม. หนา 0.2 มิลลิเมตร โดยมีคลอโรฟอร์ม เอทานอล และน้ า (65:25:4) 
เป็นเฟสเคลื่อนที ่โดยน าแผ่นซิลิกาเจลไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีน พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สามารถแยกได้ 4 ล าดับส่วน ได้แก่ F1 F2 F3 และ F4 ดังรูปที่ 4.7 และหาค่าอัตราส่วนของ
ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ (Retention factor, Rf) ได้เท่ากับ 0.92 0.87 0.71 และ 0.45 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.7 การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 โดยใช้โครมาโต    
กราฟีชนิดแผ่นบาง (Thin Layer Chromatography) สามารถแยกได้ 4 ล าดับส่วน 
ได้แก่ F1 F2 F3 และ F4 ตามล าดับ 

  

 
F1 

F2 

F3 

F4 
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 4.5.2 เตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธี Preparative thin layer 
chromatography (PLC) 

 แยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการ Preparative thin layer chromatography ซึ่ง
เป็นเทคนิคแยกสารที่ต้องการในปริมาณมาก โดยน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพความเข้มข้น 20 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร มาจุดบนแผ่นซิลิกาเจล หนา 2 มิลลิเมตร และ
คลอโรฟอร์ม เอทานอล และน้ า (65:25:4) เป็นเฟสเคลื่อนที ่จากนั้นวิเคราะห์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เบื้องต้น โดยน าแผ่นซิลิกาเจลไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีน พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถ
แยกได้ 4 ล าดับส่วน ได้แก่ F1 F2 F3 และ F4 ดังรูปที่ 4.8 และมีค่า Rf เท่ากับ 0.92, 0.76 0.68 
และ 0.24 ตามล าดับ และน าตัวอย่างแต่ละล าดับส่วนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มาทดสอบ
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้แผ่นซิลิกาเจล 16 แผ่น พบว่า F2 มีค่าการกระจาย
น้ ามันเท่ากับ 85.67 ตารางเซนติเมตร ดังตารางที่ 4.10 ดังนั้นจึงท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธีเครื่องไฮเพอร์
ฟอร์แมนซ์ลิขวิดโครโมโตกราฟี (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ในการ
ทดลองต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8 การแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 ด้วย Preparative 

thin layer chromatography สามารถแยกได้ 4 ล าดับส่วน ได้แก่ F1 F2 F3 และ F4 
ตามล าดับ 

  

F1 

F2 

F3 

 
 
 
 

F4 
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ตารางท่ี 4.10 อัตราการเคลื่อนที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและค่าการกระจายน้ ามันของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จากวิธี Preparative thin layer chromatography 

ล าดับส่วน 
อัตราการเคลื่อนที่ของ

สาร (Rf) 
ค่าการกระจายน้ ามัน 
(ตารางเซนติเมตร) 

น้ าหนักของ PLC 
แต่ละล าดับส่วน 

(กรัม) 

F1 0.92 48.56 3.15 
F2 0.76 85.67 3.67 
F3 0.68 29.35 2.74 
F4 0.24 22.34 3.32 

 

 4.5.3 การท าให้สารบริสุทธิ์ด้วยเครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิขวิดโครโมโตกราฟี (High 
Performance Liquid Chromatography, HPLC) 

 น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพล าดับส่วนที่ F2 มาสกัดด้วยด้วยเอทิลแอซิเทต ในอัตราส่วน 
1:1 จ านวน 3 ครั้ง แล้วน ามาวิเคราะห์และแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC 
ปริมาตรที่ฉีด 350 ไมโครลิตร ผลการทดลองพบว่า ล าดับส่วนที ่F2 แสดงบนโครมาโตรแกรม ดังรูปที่ 
4.9 โดยเก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่าง ๆ 4 ตัวอย่าง ได้แก่ F2-1 F2-2 F2-3 และ F2-4 โดยแต่ละ
ตัวอย่างออกมาที่เวลา (Retention time, RT) เท่ากับ 3.770 6.576 7.752 และ 11.370 นาที 
ตามล าดับ โดยน้ าหนักที่ได้แสดงในตารางที่ 4.11 จากนั้นน าไปวิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยเตรียมความเข้มข้นของสารเท่ากับ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้ววัดค่าการกระจาย
น้ ามันและชั่งน้ าหนักของสารที่ได้ ดังตารางที ่4.11 พบว่า ตัวอย่างสารพีกท่ี F2-4 ที่เวลา (RT) เท่ากับ 
11.370 นาท ีให้ค่าการกระจายน้ ามันสูงสุด ซึ่งมีค่าเท่ากับ 803.84 ตารางมิลลิเมตร และตัวอย่างสาร
พีกที่ F2-1 ที่เวลา 3.770 นาที ให้ค่าการกระจายน้ ามันรองลงมา ซึ่งมีค่าเท่ากับ 645.70 ตาราง
มิลลิเมตร และน าไปท าการวิเคราะห์หาน้ าหนักมวลโมเลกุลด้วยวิธี LCMS และเครื่องโปรตอน-
นิวเคลียร์ แมกเนติกเรโซแนนซ์ สเปคโตรสโคปี (1H-Nuclear magnetic resonance 
spectroscopy, NMR) ในการทดลองถัดไป 
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รูปที่ 4.9 โครมาโทรแกรมของ HPLC จากตัวอย่างล าดับที่ F2 เก็บตัวอย่างพีกที่เวลาต่าง ๆ 
(Retention time, RT) จ านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ F 2-1 F 2-2 F 2 -3 และ F 2-4 

 
ตารางท่ี 4.11 สรุปค่าการกระจายน้ ามันของตัวอย่างล าดับส่วนที่ F2 ซึ่งผ่านการวิเคราะห์และท า

ให้บริสุทธิ์ด้วยเครื่อง HPLC 

ต าแหน่ง
พีกจาก F2 

เวลา  
(นาท)ี  

เส้นผ่า 
ศูนย์กลาง 
(มิลลิเมตร) 

ค่าการกระจายน้ ามัน  
(ตารางมิลลิเมตร)  

น้ าหนักของ 
แต่ละพีก 
(มิลลิกรัม) 

F2-1 3.770 28.67 645.70 1.9 
F2-2 6.576 25.33 504.06 1.6 
F2-3 7.752 23 415.26 1.4 
F2-4 11.370 32 803.84 1.2 
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 4.5.4 วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera 
NJP25 ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี โดยเทคนิคการเกิด ion source คือ ESI จากการวิเคราะห์ 
สเปกตรัมมวลของตัวอย่าง F2-1 และ F2-4 มีสารประกอบที่คล้ายกันประมาณ 3 หรือมากกว่านั้น 
ปรากฏบนโครมาโตรแกรม ดังรูปที่ 4.10 (ก) และรูปที่ 4.10 (ข) ตามล าดับ ซึ่งแสดงค่ามวลต่อประจุ 
(m/z) ในรูป (M+H+) เท่ากับ 507.367 491.372 475.377 และ 376.259 จากงานวิจัยที่ผ่านมา
พบว่าค่ามวลต่อประจุของ F2-1 และ F2-4 มีค่ามวลต่อประจุน้อยกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
โซโฟโรลิพิดที่ผลิตด้วยยีสต์สายพันธุ์อ่ืนที่ผ่านมา ดังตารางที่ 4.12 
 

(ก)  F2-1 

 
 

(ข)  F2-4 

 
 

รูปที่ 4.10 สเปกตรัมมวลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 ซึ่ง
วิเคราะห์ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมตรี 

  



 

 

78 

ตารางท่ี 4.12 แสดงน้ าหนักโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จุลินทรีย์ มวลโมเลกุล 
(m/z) 

อ้างอิง 

Sophorolipid 
Trichosporon asahii. 662 Chandran และ Das (2010) 
Candida rugosa 668 Chandran และ Das (2012) 
Rhodotorula muciliginosa 728 Chandran และ Das (2012) 
Candida samutprakarnensis JP52 662 Poomtien และคณะ (2013) 
Starmerellra bombicola ATCC-22214 623 Morya และคณะ (2013) 
Mannosylerythritol 
Candida antarctica 657 Kim และคณะ (2002) 
Ustilago scitaminea NBRC 32730 657 Morita และคณะ (2011) 
Ustilago maydis 699 Hewald และคณะ (2006) 
Pseudozyma aphidis ZJUDM34 737 Fan และคณะ (2014) 

Candida mucifera NJP25 
 

506 
490 
474 
375 

งานวิจัยนี้ 
 

  
 และเม่ือท าการวิเคราะห์โครงสร้างโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของตัวอย่าง F2-1 
และ F2-4 1H-NMR ที่ 500 mHz (ภาคผนวก ง) สามารถระบุต าแหน่งของสัญญาณหลักของโปรตอน
ได้คือ ค่าเคมิคอลชิฟท์ที่ 3-4 ppm เป็นพีกโปรตอนของหมู่เมทิลีน (-CH2) จากเทคนิค HSQC 
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) NMR แบบ 2 มิติ (ภาคผนวก ง) พบว่า ไม่มี
สัญญาณของหมู่อัลคิล (alkyl group) ที่ชัดเจนและไม่มีสัญญาณของกลุ่มไกลโคซิล สัญญาณสีแดงใน
รูป คือ มีหมู่เมทิลีน (-CH2) และ สัญญาณสีด า คือ เมทิล หรือ หมู่เมไทน์ (-CH) ดังนั้นสามารถสรุปได้
ว่าสารประกอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก C. mucifera NJP25 ไม่ใช่กลุ่มของไกลโคลิพิดที่
พบในงานวิจัยอื่น 
 
 
 



 

 

บทที่ 5 
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นกลุ่มผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่น่าสนใจส าหรับการประยุกต์ใช้
ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรม (Desai และ Banat, 1997) การศึกษาหาองค์ประกอบ
อาหารเลี้ยงเชื้อและภาวะในการเพาะเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมส าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพของ C. mucifera NJP25 พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงปรับปรุงสูตร Hua และคณะ 
(2004) โดยศึกษาทีละปัจจัย (one factor at a time) พบว่าที่ประกอบด้วยซูโครสความเข้มข้น 4 
เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนที่จะใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน (Makkar 
และ Cameotra, 1997) ผลจากการใช้แหล่งคาร์บอนทั้ง 2 ชนิดมาผสมกัน พบว่า การเจริญของ    
C. mucifera NJP25 จากการใช้ซูโครสร่วมกับกลีเซอรอล น้ ามันปาล์มและน้ ามั้นเหลือใช้ให้ผลที่
ใกล้เคียงกัน แต่ต่ ากว่ากลูโคสและซูโครสชนิดเดียว และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแหล่ง
คาร์บอน 2 ชนิด ต่ ากว่าการใช้กลูโคส กลีเซอรอล และซูโครสชนิดเดียว แต่มีรายงานวิจัยการใช้แหล่ง
คาร์บอน 2 ชนิด ซึ่งสามารถเพ่ิมการเจริญและประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ ส าหรับ
แหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ โซเดียมไนเตรต ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Dastgheib และคณะ (2008) รายงานว่า โซเดียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีที่สุดใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในกระบวนการทางชีวภาพนี้ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน (C/N ratio) เป็นปัจจัยส าคัญในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (da Silva และคณะ, 
2009) โดยอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุด คือ อัตราส่วน C:N เท่ากับ 20 ท าให้มีการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเพ่ิมขึ้น มีค่าการกระจายน้ ามันเท่ากับ 0.39 ตารางเซนติเมตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนที่
พบว่า อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ต่ าจะมีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็น
การเพาะเลี้ยงในภาวะที่มีการจ ากัดปริมาณของไนโตรเจน (Santa Anna และคณะ, 2002; Rashedi 
และคณะ, 2005) ในขณะที่อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอ่ืน ๆ ให้ผลต่อการเจริญที่ไม่แตกต่างกัน
แต่มต่ีอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีค่า
ความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 เป็นค่าที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
เช่นเดียวกับ Abu-Ruwaida และคณะ (1991) พบว่า การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ 
Rhodococcus อยู่ในช่วงค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5-7.2 ส่วนอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการ
เจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ C. mucifera NJP25 คือ 30 องศาเซลเซียส ซึ่ง Joice 
และ Parthasarathi (2014) รายงานว่าในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Pseudomonas. 
aeruginosa PBSC1 อุณหภูมิเป็นหนึ่งในปัจจัยที่ส าคัญท่ีมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึง
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ผิวชีวภาพของจุลินทรีย์ เมื่ออุณหภูมิสูงถึง 40 องศาเซลเซียส จะยับยั้งการเจริญและการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการออกแบบการทดลองแบบ One factor at a time แม้จะไม่สามารถอธิบาย
ความสัมพันธ์ของปัจจัยแต่ละปัจจัยได ้แต่เป็นการออกแบบการทดลองที่เข้าใจได้ง่ายและไม่ซับซ้อน 

การติดตามความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญ ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเพาะเลี้ยง C. mucifera NJP25 ในอาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตร
ที่เหมาะสม ซึ่งมีซูโครสความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอนและโซเดียมไนเตรตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน มีอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 6.5 
และบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราเขย่า 200 รอบต่อนาที พบว่า ปริมาณเซลล์ที่เพ่ิมขึ้น 
มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากขึ้นในช่วง 24 ชั่วโมงแรกที่สามารถเห็นได้จากกิจกรรมของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ลดค่าแรงตึงผิวได้มาก และค่าแรงตึงผิวที่ลดลงถึงจุดต่ าสุด ตั้งแต่ 3 - 9 วัน 
แสดงให้เห็นว่ายีสต์นี้มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพดี ลดแรงตึงผิวได้รวดเร็ว การ
ผลิตสารสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมมากข้ึนตามอายุการเจริญ สามารถกระจายน้ ามันได้ 0.62 ตาราง
เซนติเมตรและลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได้ต่ าสุดเท่ากับ 35.50 มิลลินิวตันต่อเมตร ได้สารสกัด
หยาบมีน้ าหนักเท่ากับ 0.26 กรัมต่อลิตร และสารสกัดหยาบ 0.00002 มิลลิกรัม สามารถกระจาย
น้ ามันได้เท่ากับ 27.33 ตารางเซนติเมตร ซึ่งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีรูปแบบความสัมพันธ์
กับการเจริญของเชื้อ (growth associated production) 

ส าหรับการหาภาวะที่เหมาะสมที่เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด 
โดยออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken พบว่า ซูโครส 7 เปอร์เซ็นต์ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอน
และไนโตรเจน เท่ากับ 15:1 ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 6.5 และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ได้
สารสกัดหยาบเท่ากับ 0.36 กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้เพ่ิมขึ้น 38.46 เปอร์เซ็นต์ 
จากสูตรอาหารเดิม 

ลักษณะคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพขึ้นอยู่กับความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว  
ซึ่งขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เพ่ิมขึ้นท าให้ค่าแรงตึงผิวต่ าลง สามารถหาค่าความเข้มข้นวิกฤตในการเกิดไมเซลล์ (CMC) ซึ่งเป็นค่าที่
แสดงถึงความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวที่ต่ าที่สุดที่ท าให้สารลดแรงตึงผิวก่อตัวเป็นรูปแบบไมเซลล์
และยังเป็นค่าท่ีแสดงถึงความสามารถในการลดแรงตึงผิวได้ต่ าที่สุดของสาร พบว่า มีค่า CMC เท่ากับ 
27.48 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่าแรงตึงผิว ณ การเกิดไมเซลล์ (γCMC) 34.81 มิลลินิวตันต่อเมตร 
ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากงานวิจัยอ่ืน ๆ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 มีค่า CMC ต่ ากว่า เช่น สารสกัดหยาบของ S. bombicola       
(39 มิลลินิวตันต่อเมตร) (Pekin และ Vardar-Sukan, 2006) C. antarctica (35 มิลลินิวตันต่อ
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เมตร) (Adamczak และ Bednarski, 2000) C. lipolytica (50 มิลลินิวตันต่อเมตร) (Amaral และ
คณะ, 2006) โดยสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพดีจะมีค่า CMC ต่ า เนื่องจากใช้ความเข้มข้นของ
สารลดแรงตึงผิวน้อยในการลดค่าแรงตึงผิว  มีงานวิจัยที่ผลิตโซโฟโรลิพิดจาก C. lipolytica 
UCP0988 มีค่า CMC (critical micelle concentration) และค่าแรงตึงผิว เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และลดค่าแรงตึงผิวจาก 70 ถึง 25 มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล าดับ (Rufino และคณะ, 
2014) ซึ่งให้ผลของค่า CMC ที่ใกล้เคียงกันกับงานวิจัยนี้ จากการศกึษาความเสถียรของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 ในสภาวะต่าง ๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถ
ทนต่อความเข้มข้นของเกลือ (1-10 เปอร์เซ็นต)์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง (2-10) และอุณหภูมิ (4 30 60 
100 องศาเซลเซียส) ไดน้าน 15 นาที นอกจากนี ้ยังน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปทดสอบความเสถียร
ภายใต้สภาวะฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทนต่ออุณหภูมิสูง โดยยังคงมีประ
สิทธิของสารลดแรงตึงผิวไม่เปลี่ยนแปลง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Luna และคณะ (2016) ทดสอบ
ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก S. bombicola สามารถทนต่อความเข้มข้นเกลือ (2-12 
เปอร์เซ็นต)์ อุณหภูมิ (5-120 องศาเซลเซียส) และค่าความเป็นกรด-ด่าง (2-12) การวัดค่าดัชนีการก่อ
อิมัลชัน (Emulsification Index) สามารถก่ออิมัลชันได้ดีในน้ ามันพืชทุกชนิดที่น ามาทดสอบ 
สอดคล้องกับผลการทดลองของ Katemai และคณะ (2010) รายงานว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตจาก Issatchenkia orientalis PO1.2 สามารถก่ออิมัลชันร่วมกับน้ ามันร าข้าวได้ดีและพบว่า
น้ ามันพืชเกือบทุกชนิดมีความเสถียรของอิมัลชันมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ จากงานวิจัยของ สุดารัตน์ 
ลือพงศ์พัฒนะ (2557) ได้ศึกษาการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Massoia lactone 
จาก Aureobasidium pullulans YTP6-14 ในน้ ามันพบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถก่อ
อิมัลชันร่วมกับน้ ามันได้ทุกชนิดและน้ ามันร าข้าวมีเปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันได้สูงสุด ในปัจจุบันสารที่
สามารถก่ออิมัลชันนิยมมาท าเป็นผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่าสูง เช่น ผลิตภัณฑ์ทางด้านการแพทย์ อาหาร
เสริม และเครื่องส าอาง (Patel และ Naik, 2004) 

 การเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนด้วยวิธี TLC พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสามารถแยกเป็น 4 ล าดับส่วน ได้แก่ F1 F2 F3 และ F4 มีค่า Rf เท่ากับ 0.92 0.87 0.71 
และ 0.45 ตามล าดับ จากนั้นเตรียมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้บริสุทธิ์บางส่วนให้ได้ปริมาณมากขึ้น
ด้วยวิธี preparative TLC พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแยกเป็น 4 ล าดับส่วน ได้แก่ F1 
F2 F3 และ F4 และมีค่า Rf เท่ากับ 0.92, 0.76 0.68 และ 0.24 ตามล าดับ โดย F2 มีค่าการกระจาย
น้ ามันสูงสุด จึงเลือกมาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี HPLC และพบว่า ตัวอย่างพีกที่ F2-1 และ F2-4 เป็น
ต าแหน่งที่ให้ค่าการกระจายน้ ามันสูงสุดตามล าดับ และน ามาวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลด
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แรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 ด้วยวิธี LC-MS และ 1H-NMR และ 2D-NMR 
พบว่า ในพีก F2-1 และ F2-4 มีมวลต่อประจุ (m/z) ในรูป (M+H+) เท่ากับ 375 474 490 และ 507 
และจากการท าเทคนิค 1H-NMR และ 2D-NMR/HSQC ไม่พบสัญญาณของหมู่ไกลโคซิลแต่พบ
สัญญาณของเมทิล จึงอาจสรุปได้ว่าไม่พบสารประเภท sophorolipid ที่ผลิตได้โดยยีสต์อ่ืน 
 
ข้อแนะน า 

1. ควรเพ่ิมผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้มีปริมาณที่สูงขึ้น เช่น น าภาวะที่เหมาะสมที่
ได้จากโปรแกรมทางสิถิติมาเพาะเลี้ยงเชื้อในระดับถังหมักและพัฒนาสายพันธุ์ C. mucifera 
NJP25 ให้เป็นสายพันธุ์กลายที่มีประสิทธิภาพการผลิตเพ่ิมข้ึน 

2. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก C. mucifera NJP25 มีค่าความเข้มข้นวิกฤตของการเกิด
ไมเซลล์ของเท่ากับ 27.48 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และทนต่อภาวะที่รุนแรงได้และสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ได้ 

3. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก C. mucifera NJP25 มีสมบัติการเป็นสารก่ออิมัลชันและสาร
กระจายน้ ามันที่ดีกับน้ ามันพืช อาจน าไปประยุกต์ใช้ในงานด้านสิ่งแวดล้อม เช่น ผสมเป็นสาร
ซักล้าง สามารถขจัดคราบน้ ามันตามครัวเรือนได ้

4. ควรมีการน าตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลเริ่มต้นและน้ าตาลที่เหลือเพ่ือศึกษาการใช้
สารตั้งต้นในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

5. ควรศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิ์เพ่ิมเติม เพ่ือดูหมู่
ฟังก์ชันอื่น เช่น -NH2 group โดยวิธี FTIR 
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ภาคผนวก 



 

 

ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารและสารเคมี 

 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM (broth) 

 ยีสต์สกัด      3 กรัม 
 สารสกัดมอลต์      3 กรัม 
 เปปโตน      5 กรัม 
 กลูโคส    10 กรัม 
 น้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากัน ท าให้ปราศจากเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวแข็ง YM (agar) 

 ยีสต์สกัด      3 กรัม 
 สารสกัดมอลต์      3 กรัม 
 เปปโตน      5 กรัม 
 กลูโคส    10 กรัม 
 ผงวุ้น    15 กรัม 
 น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
 

ผสมสารให้เข้ากัน ท าให้ปราศจากเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อปรับปรุงสูตร (Hua และคณะ, 2004) 

โซเดียมไนเตรต  0.40 กรัม  
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.02 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต  0.02 กรัม 
สารสกัดยีสต์  0.10 กรัม 
น้ ากลั่น 1,000 มิลลิลิตร 
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ผสมสารให้เข้ากัน ท าให้ปราศจากเชื้อโดยใช้หม้อนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
4. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากับ 8 

 ทริส (เบส) 0.61 กรัม 
 น้ ากลั่น   80 มิลลิลิตร 
 
 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มิลลิลิตรด้วยน้ ากลั่น 
 
5. เตรียมเฟสเคลื่อนที่ในการท าให้สารบริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธี โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง 
(Thin Layer Chromatography) 
 สารละลายคลอโรฟอร์ม เมทานอล และน้ า ในอัตราส่วน (65:25:4) 
 

 คลอโรฟอร์ม 65 มิลลิลิตร 
 เมทานอล 25 มิลลิลิตร 
 น้ า 4 มิลลิลิตร 
 
ค านวณปริมาณไนโตรเจน 
 ในอาหารมีส่วนประกอบของไนโตรเจน 2 ส่วนคือ โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต์ 
(คงที่) 
ปริมาณไนโตรเจนจากสารสกัดยีสต์  

สารสกัดยีสต์ มีส่วนประกอบไนโตรเจนประมาณ 11.4 % หากใช้ปริมาณ 0.1 กรัม มีปริมาณ
ไนโตรเจน เท่ากับ 0.01 กรัม  
ปริมาณไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต  

ปริมาณไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต b กรัม เท่ากับ (b/85) x 14 กรัมไนโตรเจน 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร  

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร เท่ากับ 0.01 + ((b/85) x 14) กรัมไนโตรเจน 
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สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน  
สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ ปริมาณคาร์บอนทั้งหมด (กรัมคาร์บอน) / ปริมาณไนโตรเจน 
ทั้งหมด (กรัมไนโตรเจน) 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ข 
หลักการการวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring 

 การวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธี ring method หรือ Du Nouy Ring method ค้นคิดโดย 
Lecomte Du Nouy ในปี 1919 ซึ่งวิธีนี้จะพิจารณาวงแหวนทองค าขาว (platinum ring) ในแนว
ระนาบโดยวงแหวนทองค าขาวจะจมในของเหลว และถูกยกขึ้น แรงสูงสุดที่ใช้ในการดึงวงแหวน
ทองค าขาวพ้นของเหลว คือ ค่าแรงตึงผิว (surface tension) 
 

 
 

รูปที่ ข.1 แสดงขั้นตอนการวัดค่าแรงตึงผิวด้วยวิธ ีDu Nouy Ring 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

102 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการวัดค่าแรงตึงผิว 
 ลักษณะและองค์ประกอบของเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท 

KRUSS ประเทศเยอรมัน เครื่องวัดค่าแรงตึงผิวนี้ท าการวัดที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ตลอด

การทดลอง 
 

 
 

รูปที่ ข.2 แสดงองค์ประกอบของเครื่องวัดค่าแรงตึงผิวรุ่น K6 บริษัท KRUSS ประเทศเยอรมัน 
 

1. Scale in mN/m 7. Mark  

2. Handwheel with pointer  8. Handwheel for zero-adjustment  

3. Screws for regulation of the level  9. Balance-beam  

4. Box level  10. Handwheel for fixing the crossbar  

5. Micrometer screw  11. Carrier of sample-table  

6. Sample table  12. Handwheel for fixing the crossbar  
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ขั้นตอนการวัดค่าแรงตึงผิวด้วยเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว มีดังนี้ 
 

1. ปรับ handwheel with point (2) ให้สเกลมีค่าศูนย์ 
2. ปรับ zero adjustment (8) โดยหมุนทวนเข็มนาฬิกาให้ balance beam (9) อยู่ในต าแหน่ง
สมดุลกึ่งกลางของ mask (7) 
3. ปรับระดับที่วางสารตัวอย่างโดยหมุน (10) แล้วยกขึ้นให้อยู่ในระดับที่ต้องการ 
4. แขวน ring ลงใน balance beam (9) ปรับให้อยู่ในตาแหน่งสมดุลโดยหมุน zero adjustment 
(8) ตามเข็มนาฬิกา 
5. ใส่สารตัวอย่างในที่ใส่สารตัวอย่างประมาณ 10-15 มล. วางลงบน sample table (6) แล้วหมุน 
micrometer screw (5) ตามเข็มนาฬิกาเพ่ือยกท่ีใส่สารตัวอย่างขึ้นให้สัมผัสกับ ring โดยให้ ring จม
อยู่ในตัวอย่างไม่น้อยกว่า 5 มม. 
6. เมื่อ ring สัมผัสกับตัวอย่างแล้วอาจต้องปรับ balance (9) อยู่ในต าแหน่งสมดุลอีกครั้ง โดยหมุน 
zero adjustment (8) ทวนเข็มนาฬิกา 
7. เริ่มวัดค่าแรงตึงผิวโดยหมุน micrometer screw (5) ทวนเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ ในขณะเดียวกันก็
หมุน pointer (2) ตามเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ โดยรักษาให้ balance beam (9) อยู่ในตาแหน่งสมดุล 
8. เมื่อ ring หลุดออกจากตัวอย่างอ่านค่าแรงตึงผิวตามสเกล (1) มีหน่วยเป็น mN/m 
9. เมื่อเสร็จการทดลองล้าง ring ด้วยน้ ากลั่น สะบัดให้แห้ง (หรือผ่านเปลวไฟ) เก็บเข้ากล่องไม้ ส่วน 
vessel ล้างให้สะอาดด้วยน้ากลั่น(หรือ acetone) ซับให้แห้งหรือผ่านเปลวไฟ 
10. การเก็บเครื่องจะต้องปรับ zero adjustment (8) ให้ balance beam (9) ยกขึ้น เพ่ือป้องกัน
การแกว่งของ balance beam ปรับที่ว่างสารตัวอย่างให้อยู่ในระดับเดิม แล้วหมุนเข้าหาตัวเครื่อง 
 

ข้อควรระวัง 
1. ห้ามกดปุ่มที่อยู่ด้านหลังของ zero adjustment (8) เด็ดขาด เพราะจะท าให้ wire หลุดได้ 
2. ห้ามหมุน zero adjustment (8) เกิน 1 รอบเด็ดขาด 
3. การใช้ ring ต้องใช้ด้วยความระมัดระวังอย่าให้บิดเบี้ยว เพราะถ้า ring เสียรูปจะทาให้การวัดค่าผิด
ไปได้ 
4. การใช้ vessel ต้องใช้ด้วยความระมัดระวังเช่นกัน 
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ภาคผนวก ค 
ตารางแสดงการวิเคราะห์ผลทางสถิติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
 ผลการวิเคราะห์ค่าทางสถิติโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป IBM SPSS Statistics Version 22.0 
ด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Anova : Analysis of Variance) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ของน้ าหนักเซลล์แห้ง ค่าการกระจายน้ ามัน ค่าแรงตึงผิว และ ผลต่างของค่าแรงตึงผิว ในแต่ละการ
ทดลองของการหาภาวะที่เหมาะสมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี (Duncan’s Multiple Range 
Test) 
 

ตารางท่ี ค.1 ผลทางสถิติของน้ าหนักเซลล์แห้งจากแหล่งคาร์บอน 

 
 

biomass 

Duncana,b,c 
     

  

carbon 
N 

Subset 

e d c b a 

Waste 2 1.7800         
Gly 2   2.1050       
Mol 3     2.9033     
Palm 3       3.1967   
Glu 3         3.6633 
Suc 2         3.6850 
Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 .842 
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ตารางท่ี ค.2 ผลทางสถิติของค่าการกระจายน้ ามันจากแหล่งคาร์บอน 

 
 

Oil displacement activity 

Duncana,b,c 
   

carbon 
N 

Subset 

b a 

Mol 3 .1933   

Waste 2 .2250   
Palm 3 .2433   
Gly 3 .3300   
Glu 3   .5367 
Suc 2   .6250 
Sig.   .091 .225 

 

ตารางท่ี ค.3 ผลทางสถิติของค่าแรงตึงผิวจากแหล่งคาร์บอน 
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ตารางท่ี ค.3 ต่อ 

Surface tension 

Duncana,b,c 
   

  

carbon N 

Subset 

c b a 

Glu 3 42.3267     

Suc 3 42.4933     
Mol 3   49.0500   
Waste 2   49.4150   
Palm 3     53.3433 
Gly 3     53.8767 
Sig.   .904 .792 .700 

 

ตารางท่ี ค.4 ผลทางสถิติของผลต่างของค่าแรงตึงผิวจากแหล่งคาร์บอน 

 
 

ST 

Duncana,b,c 
  

  

carbon 
N 

Subset 

b a 

Gly 3 .9233   

Mol 3 1.7000   
Palm 2 2.6900   
Waste 2   8.0850 
Glu 3   8.7767 
Suc 3   10.5100 
Sig.   .221 .103 

  



 

 

107 

ตารางท่ี ค.5 ผลทางสถิติของน้ าหนักเซลล์แห้งจากความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 
 

biomass 

Duncana,b 
   

[Carbon] 
N 

Subset 

b a 

S6.0 3 3.3033   

S2.0 3 3.3100   

S8.0 3 3.4667 3.4667 

S10.0 3 3.5467 3.5467 

S4.0 3   3.6333 

Sig.   .069 .183 

 
ตารางท่ี ค.6 ผลทางสถิติของค่าการกระจายน้ ามันจากความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 
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ตารางท่ี ค.6 ต่อ 

Oil displacement activity 

Duncana,b 
   

[Carbon] 
N 

Subset 

b a 

S10.0 3 .1200   

S8.0 3 .2333 .2333 

S6.0 3   .3067 

S2.0 3   .3133 

S4.0 3   .3300 

Sig.   .113 .197 

 
ตารางท่ี ค.7 ผลทางสถิติของค่าแรงตึงผิวจากความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 
 

Surface tension 

Duncana,b 
 

  

[Carbon] 
N 

Subset 

a 

S8.0 3 36.5900 

S4.0 3 36.9300 
S10.0 3 37.2667 
S6.0 3 37.3500 
S2.0 3 37.6267 
Sig.   .109 
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ตารางท่ี ค.8 ผลทางสถิติของผลต่างของค่าแรงตึงผิวจากความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 

 
 

ST 

Duncana,b 
   

  

[Carbon] 
N 

Subset 

c b a 

S6.0 3 14.1500     

S2.0 3   15.3767   
S8.0 3   16.4100   
S10.0 3     17.7333 
S4.0 3     18.0700 
Sig.   1.000 .086 .549 

 
ตารางท่ี ค.9 ผลทางสถิติของน้ าหนักเซลล์แห้งจากแหล่งไนโตรเจน 
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ตารางท่ี ค.9 ต่อ 

biomass 

Duncana,b 
     

Nitrogen 
N 

Subset 

d c b a 

NH4Cl 3 2.0633       

NH4NO3 3   2.6967     
(NH4)2SO4 3     3.2800   

NaNO3 3       3.6467 
Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

 
ตารางท่ี ค.10 ผลทางสถิติของค่าการกระจายน้ ามันจากแหล่งไนโตรเจน 

 
 

Oil displacement activity 

Duncana,b 
   

Nitrogen 
N 

Subset 

b a 

(NH4)2SO4 3 .1067   

NH4Cl 3 .1167   
NH4NO3 3 .1767   
NaNO3 3   .3567 
Sig.   .326 1.000 
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ตารางท่ี ค.11 ผลทางสถิติของค่าแรงตึงผิวจากแหล่งไนโตรเจน 

 
 

Surface tension 

Duncana,b 
   

Nitrogen 
N 

Subset 

b a 

NaNO3 3 35.9000   

NH4NO3 3 38.3867   
NH4Cl 3   43.6967 
(NH4)2SO4 3   47.3833 

Sig.   .191 .067 

 
ตารางท่ี ค.12 ผลทางสถิติของผลต่างของค่าแรงตึงผิวจากแหล่งไนโตรเจน 
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ตารางท่ี ค.12 ต่อ 

ST 

Duncana,b,c 
   

Nitrogen 
N 

Subset 

b a 

(NH4)2SO4 3 1.7833   
NH4Cl 2 3.4900   

NH4NO3 3   8.6167 

NaNO3 3   10.9800 
Sig.   .331 .191 

 
ตารางท่ี ค.13 ผลทางสถิติของน้ าหนักเซลล์แห้งจากอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

 
 

biomass 

Duncana,b 
 

  

C:N ratio 
N 

Subset 

a 

40 3 3.2767 

100 3 3.2933 
60 3 3.3200 
80 3 3.3967 
20 3 3.4100 
Sig.   .278 
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ตารางท่ี ค.14 ผลทางสถิติของค่าการกระจายน้ ามันจากอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

 
 

Oil displacement activity 

Duncana,b 
   

C:N ratio 
N 

Subset 

b a 

100 3 .1167   

80 3 .1667   
40 3 .2767 .2767 
60 3 .2800 .2800 
20 3   .3900 
Sig.   .102 .230 

 
ตารางท่ี ค.15 ผลทางสถิติของค่าแรงตึงผิวจากอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
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ตารางท่ี ค.15 ต่อ 

Surface tension 

Duncana,b 
   

C:N ratio 
N 

Subset 

b a 

20 3 34.4533   

80 3   36.9367 
40 3   38.1400 
100 3   38.2100 
60 3   38.2767 
Sig.   1.000 .182 

 
ตารางท่ี ค.16 ผลทางสถิติของผลต่างของค่าแรงตึงผิวจากอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

 
 

ST 

Duncana,b 
   

  

C:N ratio 
N 

Subset 

c b a 

40 3 4.8600     

60 3 5.5267     
80 3   11.3633   
20 3     13.5467 
100 3     13.5933 
Sig.   .461 1.000 .958 
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ตารางท่ี ค.17 ผลทางสถิติของน้ าหนักเซลล์แห้งจากอุณหภูมิ 

 
 

Biomass 

Duncana,b 
   

Temp 
N 

Subset 

b a 

37 3 3.1667   

25 3   3.5433 
30 3   3.6967 
Sig.   1.000 .062 

 
ตารางท่ี ค.18 ผลทางสถิติของค่าการกระจายน้ ามันจากอุณหภูมิ 
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ตารางท่ี ค.18 ต่อ 

Oil displacement activity 

Duncana,b 
   

Temp 
N 

Subset 

b a 
37 3 .1600   

25 3 .1867   
30 3   .3633 
Sig.   .584 1.000 

 
ตารางท่ี ค.19 ผลทางสถิติของค่าแรงตึงผิวจากอุณหภูมิ 

 
 

Surface tension 

Duncana,b 
   

Temp 
N 

Subset 

b a 

30 3 36.8333   

25 3 39.7133 39.7133 
37 3   40.6433 
Sig.   .055 .472 
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ตารางท่ี ค.20 ผลทางสถิติของผลต่างของค่าแรงตึงผิวจากอุณหภูมิ 

 
 

ST 

Duncana,b 
   

Temp 
N 

Subset 

b a 

37 3 11.3600   

25 3 12.2867 12.2867 
30 3   15.1667 
Sig.   .473 .055 
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ภาคผนวก ง 
ข้อมูลวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 

 

รูปที่ ง.1 1H-NMR สเปกตรัมของ F2-1 ที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 

 

รูปที่ ง.2 1H-NMR สเปกตรัมของ F2-4 ที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 
  

-CH2 MeOH 

-CH2 MeOH 
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รูปที่ ง.3 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence, 2D NMR) NMR แบบ 2 มิต ิ
สเปกตรัมของ F2-1 ที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 
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รูปที่ ง.4 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence, 2D NMR) NMR แบบ 2 มิต ิ
สเปกตรัมของ F2-4 ที่ผลิตได้จาก C. mucifera NJP25 
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