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ชนาภา เดชวฒันาโกมล : การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย Pichia anomala PY189 
เพื�อเตรียมไมโครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัหอมระเหยสําหรับใช้ในอาหาร (BIOSURFACTANT 
PRODUCTION BY Pichia anomala PY189 FOR PREPARING ESSENTIAL OIL 
ENCAPSULATED MICROCAPSULE FOR USE IN FOOD) อ. ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลกั: รศ. จิราภรณ์  ธนียวนั อ.ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ.ดร จิรารัตน์ ทตัตยิกลุ., 104
หน้า. 

 

Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีประสิทธิภาพ
สงูสดุในอาหารเหลวปรับปรุงสตูรซึ�งมีแหลง่คาร์บอนคือ นํ $ามนัถั�วเหลืองความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรตอ่ปริมาตร) และแหลง่ไนโตรเจนคือ โซเดียมไนเตรท 0.4 เปอร์เซ็นต์ (นํ $าหนกัตอ่
ปริมาตร) คา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5.5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 7 วนั โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้มีคา่แรงตงึผิวตํ�าสดุ 36.5 mN/m คา่การ
กระจายนํ $ามนัเทา่กบั 10.17 ตารางเซนตเิมตร และให้ผลผลิตเทา่กบั 0.57 กรัมตอ่ลิตร โดยมีคา่
ความเข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (CMC) เทา่กบั 204 มิลลิกรัมตอ่ลิตร คา่Hydrophilic-
lipophilic balance (HLB) ในชว่ง 10-13 ซึ�งแสดงวา่เป็นสารก่ออิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $าได้ดี  สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้เมื�อนํามาทดสอบด้วย TLC พบวา่มีสว่นประกอบ 4 สว่น มีอตัราเร็ว
การเคลื�อนที� (Rf) เทา่กบั 0.92, 0.81, 0.76  และ 0.55 (F1-F4) ตามลําดบั โดยสารที�สกดัจาก
ตําแหนง่ F3 ให้คา่การกระจายนํ $ามนัสงูสดุและมีนํ $าตาลเป็นสว่นประกอบในโมเลกลุ นําสาร F3 
ไปทําให้บริสทุธิ:อีกครั $งด้วย HPLC และวิเคราะห์ตอ่ด้วย MALDI-TOF MS พบวา่สารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที�ผลิตได้มีมวลโมเลกลุเทา่กบั 522, 548 และ 648 เทียบเคียงได้กบัสารโซโฟโรลิพิดที�มี
โครงสร้างในส่วนของกรดไขมนัเป็น C12, C14 และ C16 อยูใ่นรูปแบบแลคโตน (lactonic form) 
เมื�อนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ไปใช้เป็นตวัก่ออิมลัชนัของนํ $ามนัตะไคร้พบว่า อิมลัชนัที�มี
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 0.8 และ 1 % มีขนาดอนภุาคเล็กกวา่ 10 ไมครอน และทําแห้งแบบพน่
กระจายโดยใช้อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 และ 0.15:1 พบวา่ 
ประสิทธิภาพในการทําไมโครแคปซูลเท่ากบั 48.5 และ 51.6%ตามลําดบั เมื�อวิเคราะห์คา่ MIC 
ของนํ $ามนัตะไคร้และไมโครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัตะไคร้พบวา่สามารถยบัยั $งการเจริญของ E. coli, 

S. aureus และ Salmonella sp. และยงัคงมีประสิทธิภาพในการยบัยั $งเชื $อจลุินทรีย์ในนํ $าสลดัได้  
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 CHANAPA DEJWATTHANAKOMOL: BIOSURFACTANT PRODUCTION BY Pichia 
anomala PY189 FOR PREPARING ESSENTIAL OIL ENCAPSULATED 
MICROCAPSULE FOR USE IN FOOD. ADVISOR: ASSOC. PROF. JIRAPORN 
THANIYAVARN, CO-ADVISOR: ASST.PROF. DR. JIRARAT TATTIYAKUL, Ph.D., 
104pp. 
 

 In the present study, the production and characterization of biosurfactant from 
yeast Pichia anomala strain PY189 were investigated. The highest efficiency for 
biosurfactant production was found when the organism was grown in modified medium 
with soybean oil 4%, as carbon source and NaNO3 0.4%, as nitrogen source using 
optimal condition at 30ºC, pH of 5.5 for 7 days. After 7 days of cultivation, P. anomala 
PY189 was able to produce biosurfactant up to 0.57 gL-1. The crude biosurfactant was 
able to reduce the surface tension of pure water to 36.5 mN/m, oil displacement activity 
of 10.17 cm2 with a critical micelle concentration (CMC) of 204 mg/l, it exhibited HLB 
value of 10-13. Result from TLC analysis indicated that crude biosurfactant consisted of 
4 major bands with Rf values of 0.92, 0.81, 0.76 and 0.55 (F1-F4), respectively. Among 
these, F3 gave highest oil displacement activity and gave positive test with sugar. 
Further, F3 was fractionated via HPLC in combination with MALDI-TOF MS, the chemical 
structure of the most relatively abundant fraction was identified as sophorolipid in 
nature. This biosurfactant can be used as emulsifier for lemomgrass oil. Emulsion 
containing biosurfactant concentration at 0.8 and 1% was stable and having particle 
size less than 10µm. Lemongrass oil emulsion was prepared for microencapsulation 
using spray dry technique. Microencapsulation efficiency was 48.5 and 51.6% at 
lemongrass oil:maltodextrin ratio 0.2:1 and 0.15:1, respectively. This microcapsule also 
exhibited microbial inhibition activity against E.coli, S. aureus and Salmonella sp.  
  
Department : ........Microbiology……................ Student’s Signature.................................... 
Field of Study : .....Industrial Microbiology........Advisor’s Signature.................................... 
Academic Year : ..2010…………………...........Co-advisor’s Signature............................... 
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คาํอธิบายสัญลักษณ์และคาํย่อ 

 
 oซ  = องศาเซลเซียส 
 %  = เปอร์เซ็นต์ 

  rpm  = รอบตอ่นาที 
  g L-1  =          กรัมตอ่ลิตร 
  :  =  อตัราสว่นตอ่ 

 cm2  = ตารางเซนตเิมตร 
 mN/m  = มิลลินิวตนัตอ่เมตร 
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บทที� 1 
 

บทนํา 
 

ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวมีบทบาทที�สําคัญอย่างยิ�งในชีวิตประจําวันของมนุษย์ 
เนื�องจากสารลดแรงตึงผิวเป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์ทําความสะอาด เช่น ผงซักฟอก สบู ่
แชมพ ูและผลิตภณัฑ์ที�มีฟอง นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวยงัถกูนํามาใช้ทางการแพทย์ การผลิตยา 
และอุตสาหกรรมต่างๆ อย่างไรก็ตามสารลดแรงตึงผิวที�ใช้ในทางการค้าส่วนใหญ่เป็นสารที�
สงัเคราะห์โดยวิธีทางเคมี ซึ�งก่อให้เกิดผลเสียต่อธรรมชาติและสิ�งแวดล้อม ในหลายๆประเทศที�
พฒันาแล้วมีการรณรงค์ให้ใช้สารชีวภาพแทนการใช้ผลิตภัณฑ์ที�มาจากสารเคมี ทั $งนี $ก็เพื�อลด
ปัญหามลพิษในด้านตา่งๆที�เกิดขึ $น ดงันั $นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจงึเป็นอีกทางเลือกหนึ�งในการใช้
ทดแทนสารลดแรงตึงผิวที�ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี ทั $งนี $เพราะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สามารถย่อยสลายได้ง่ายในธรรมชาติ (Mohan และคณะ, 2006) มีความเป็นพิษตํ�า ทนทานต่อ
สภาวะแวดล้อมที�มีความเป็นกรด - ดา่ง และอณุหภูมิสงู ก่ออิมลัชนัได้ดี สามารถยบัยั $งการเจริญ
ของจลุินทรีย์ (Nitschke และ Costa, 2007) มีโครงสร้างที�หลากหลาย ทําให้มีคณุสมบตัิใหม่ๆ
และสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมหลายประเภท   

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ (Biosurfactant) เป็นสารชีวโมเลกลุที�มีคณุสมบตัิเป็นสารลดแรง
ตงึผิว (surface active compound) สร้างโดยสิ�งมีชีวิต โดยเฉพาะอยา่งยิ�งจลุินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย 
ยีสต์ และรา โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟิลิค (amphiphilic 
compound)  ซึ�งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที�ไม่ชอบนํ $า (hydrophobic group) ส่วนใหญ่เป็น
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนและกรดไขมนั  และส่วนที�ชอบนํ $า (hydrophilic group) ซึ�งเป็นได้ทั $ง
คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน เปปไทด์ ฟอสเฟต กรดคาร์บอกซิลิค หรือแอลกอฮอล์ เป็นต้น 
(Pattanathu และคณะ, 2008) สารลดแรงตึงผิวสามารถลดแรงตึงผิวของนํ $าเพื�อให้เกิด
กระบวนการตา่งๆ ง่ายขึ $น เชน่ การเกิดฟอง การทําให้เปียก และกระบวนการทําความสะอาด จาก
งานวิจยัที�ผ่านมาพบว่าจลุินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวได้และสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที�ผลิตได้นั $นมีโครงสร้างที�หลากหลายสามารถนําไปใช้งานได้อย่างกว้างขวาง อย่างไรก็
ตามในตลาดการค้าก็ยังไม่สามารถทดแทนสารลดแรงตึงผิวที�ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมีได้
ทั $งหมด เนื�องจากมีต้นทนุในการผลิตสงู จึงมีผู้สนใจศกึษาเพื�อพฒันากระบวนการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพเพื�อลดต้นทุนในการผลิตโดยใช้จุลินทรีย์ และการพัฒนาสายพันธุ์ให้ได้สายพันธุ์
กลายที�มีการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้มาก  
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Pichia anomala PY1 เป็นยีสต์ที�คดัแยกได้จากข้าวหมาก จากอําเภอพนสันิคม จงัหวดั
ชลบรีุ โดย ธนสัถา เชียงอทุยั (2549) ซึ�งเป็นยีสต์ทนร้อนที�สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพได้ที�อุณหภูมิสงูถึง 40 องศาเซลเซียส มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
ได้ดีบนอาหารเหลวกําหนดสูตรที�มีนํ $ามนัถั�วเหลืองเป็นแหล่งคาร์บอน และโซเดียมไนเตรทเป็น 
แหล่งไนโตรเจน ในปี 2008 Thaniyavarn และคณะ รายงานว่าสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้
จาก Pichia anomala PY1 ที�ใช้นํ $ามนัถั�วเหลือง 4% เป็นแหล่งคาร์บอน สามารถลดแรงตงึผิวได้
ตํ�าสุด  28-30 มิลลินิวตนัต่อเมตร ค่าการกระจายนํ $ามนั 7.07 ตารางเซนติเมตร ค่าความเข้มข้น
วิกฤตการเกิดไมเซลล์ (CMC) 180 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และให้ผลผลิต 0.26 กรัมตอ่ลิตร เป็นสารลด
แรงตึงผิวประเภทไกลโคลิพิด และมีมวลโมเลกุลเทียบเคียงกับโซโฟโรลิพิด Pichia anomala 
PY189 เป็นสายพนัธุ์ที�ได้จากการกลายพนัธุ์ด้วย Ethylmethane sulfonate (EMS) และคดัแยก
โดย รัจนา บญุมี (2551) ซึ�งพบวา่สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดี  

ในปัจจบุนังานวิจยัที�เกี�ยวข้องกับการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพไปใช้มกัจะเกี�ยวข้องกับ
การบําบดัมลภาวะตา่งๆ เช่น การบําบดัพื $นที�ปนเปื$อนนํ $ามนั  (Mulligan, 2005)  อย่างไรก็ตาม
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังมีคุณสมบตัิอีกมากมายที�สามารถนําไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารได้ เช่น ใช้เป็นอิมลัซิฟายเออร์ (emulsifiers) สารก่อโฟม (foaming) สารทําให้เกิดการ
ละลาย(solubilizers) (Banat และคณะ, 2000) และสารต้านจลุินทรีย์  (Singh และ Cameotra, 
2004) นอกจากนี $ความต้องการที�เพิ�มขึ $นของผู้บริโภคในการลดการใช้สารเคมีและหนัมาใช้สารที�
ได้จากธรรมชาติแทนเพื�อใช้เป็นส่วนประกอบในอาหารและสารปรุงแต่ง  (Shepherd และคณะ, 
1995) ทําให้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้รับความสนใจเพิ�มมากขึ $น บทบาทที�สําคญัของสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพในอุตสาหกรรมอาหาร คือการใช้เป็นอิมลัซิไฟเออร์ (Emulsifier) ซึ�งเป็นสารที�ทําให้
นํ $า และนํ $ามนั หรือไขมนัรวมตวักนัเป็นเนื $อเดียว โดยอาหารที�ต้องใช้อิมลัซิไฟเออร์ ได้แก่ ไอศกรีม 
มายองเนส  นํ $าสลดั และมาร์การีน เป็นต้น สารลดแรงตงึผิวจะทําให้เกิดอิมลัชนั (emulsion) ซึ�ง
เป็นระบบที�มีสองวฎัภาค (phase) คือ นํ $า และ นํ $ามนั โดยอิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า จะมีลกัษณะ 
อนุภาคซึ�งมีการจัดเรียงโมเลกุลของสารก่ออิมัลชนัภายในอนุภาคจะเป็นนํ $ามัน ส่วนตวักลางที� 
ล้อมรอบอยู่จะเป็นนํ $า อิมัลชันชนิดนี $จะใช้สําหรับเพิ�มการละลายของสารที�ละลายนํ $าได้น้อย  
นอกจากนี $ยงัชว่ยปรับปรุงเนื $อสมัผสัและความเป็นเนื $อเดียวกนัของผลิตภณัฑ์อาหารอีกด้วย 

ปัญหาการปนเปื$อนของจลุินทรีย์ในอาหารยงัคงเป็นปัญหาทางด้านสาธารณะสขุที�สําคญั 
ในปัจจบุนัอาหารพร้อมรับประทานที�สามารถนํามาบริโภคได้ทนัทีกําลงัเป็นที�นิยมอย่างกว้างขวาง
ทั $งนี $เพื�อตอบสนองต่อการใช้ชีวิตที�เร่งรีบ นํ $าสลัดชนิดข้น จดัเป็นผลิตภัณฑ์พร้อมรับประทานที�
ไม่ได้ผ่านขั $นตอนการฆ่าเชื $อ ทั $งนี $เพราะผู้บริโภคมีความต้องการในการบริโภคอาหารที�มีรสชาติ
และเนื $อสมัผสัใกล้เคียงกบัของสด พร้อมทั $งยงัคงคณุคา่ของสารอาหารตา่งๆ ในการแปรรูปอาหาร
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จงึหลีกเลี�ยงการให้ความร้อนสงู เนื�องจากมีผลเสียตอ่คณุคา่ของสารอาหารและลกัษณะเนื $อสมัผสั 
ดงันั $นการวางจําหน่ายนํ $าสลัดชนิดข้นในสถานที�ที�ไม่ได้มีการปรับอากาศ  จุลินทรีย์ทุกชนิด
สามารถเจริญเตบิโตได้ดีรวมทั $งจลุินทรีย์ก่อโรคส่งผลให้เกิดความเสี�ยงตอ่ผู้บริโภคเพราะนํ $าสลดัมี
สารอาหารและความชื $นที�เหมาะสมตอ่จลุินทรีย์หลายชนิดรวมถึงยีสต์ รา แลคโทบาซิลลสัและโคลิ
ฟอร์มหลายชนิดสามารถเจริญได้ ดงันั $นต้องมีวิธีอื�นร่วมในการป้องกนัการปนเปื$อนของจลุินทรีย์ที�
ทําให้เกิดการเนา่เสียและจลุินทรีย์ที�ก่อโรคในอาหาร ซึ�งในปัจจบุนักระแสการบริโภคของโลกกําลงั
เปลี�ยนไปหาผลิตภณัฑ์อาหารเพื�อสขุภาพและให้ความสําคญักบัสารที�ได้จากธรรมชาติ ดงันั $นการ
นําสารที�ได้จากธรรมชาติมาประยกุต์ใช้ในการแก้ปัญหาการปนเปื$อนของจุลินทรีย์นั $น น่าจะเป็น
อีกหนึ�งทางเลือกที�ดี 

นํ $ามนัหอมระเหย (essential oil) เป็นนํ $ามนัที�พืชสร้างขึ $น และสามารถสกดันํามาใช้ได้ มกั 
มีกลิ�นหอม และมีการรายงานฤทธิ:ทางชีวภาพที�หลากหลาย รวมทั $งฤทธิ:ต้านแบคทีเรียที�มีขอบข่าย
การออกฤทธิ:กว้าง ( Burt, 2004) จงึมีความเป็นไปได้อย่างยิ�งที�จะนํานํ $ามนัหอมระเหยที�ได้จากพืช 
สมนุไพร เชน่ ตะไคร้ มะกรูด โหระพา กะเพรา และขา่  ซึ�งเป็นสว่นประกอบของอาหารมาใช้ในการ
ควบคมุการเจริญของเชื $อจลุินทรีย์ที�ปนเปื$อนในอาหาร  

เทคโนโลยีการผลิตไมโครแคปซูล เป็นเทคนิคที�ได้รับความสนใจโดยนักเทคโนโลยีทาง
อาหารนิยมใช้เคลือบหุ้มสว่นผสมของอาหารที�ไวตอ่การเกิดปฏิกิริยาไว้ภายในแคปซูล หรืออนภุาค
ขนาดเล็กเพื�อประโยชน์ในการถนอมรักษาและสามารถควมคมุการปลดปล่อยของส่วนผสมนั $นให้
ออกมาภายใต้สภาวะที�กําหนดไว้ (Todd, 1970) จากแนวคิดนี $ สามารถนําการผลิตไมโครแคปซูล
มาใช้เพื�อความคงตวัของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ด้วยการนํานํ $ามนัตะไคร้มาผลิตไมโครแคปซูลโดย 
วิธีการอบแห้งแบบพ่นกระจาย ซึ�งใช้วัสดุเคลือบคือ มอลโตเดกซ์ตริน เนื�องจากราคาถูก มีกลิ�น
อ่อน มีความสามารถในการละลายนํ $าได้สูง (มากกว่าร้อยละ 75) และมีค่าความหนืดของ
สารละลายตํ�า (Turchiuli และคณะ, 2004) เทคนิคการอบแห้งแบบพ่นกระจาย (Spray drying) 
นั $นเป็นวิธีหนึ�งที�ได้รับความนิยมสงูในการผลิตไมโครแคปซูล โดยเทคนิคนี $เป็นการฉีดพ่นสารใน
รูปแบบของอิมลัชนั โดยใช้สารลดแรงตงึผิวเป็นตวัก่ออิมลัชนั เชน่ Tween 20  

ในงานวิจยันี $จึงมุ่งเน้นที�จะศกึษาการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก Pichia anomala 

PY189 ในระดบัขวดเขย่าและปัจจยัตา่งๆที�มีผลต่อการผลิต เพื�อนําไปเตรียมไมโครแคปซูลบรรจุ
อิมัลชันนํ $ามันตะไคร้ โดยใช้สารลดแรงตึงผิวที�ผลิตได้เป็นตัวก่ออิมัลชัน พร้อมทั $งวิเคราะห์ 
ประสิทธิภาพของการหอ่หุ้มและฤทธิ:ยบัยั $งจลุินทรีย์ของไมโครแคปซูลที�ผลิตขึ $น  

 
 

 



4 
 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 ศกึษาการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก Pichia anomala PY189 ในระดบัขวดเขย่า
และปัจจยัตา่งๆที�มีผลตอ่การผลิต เพื�อนําไปเตรียมไมโครแคปซูลบรรจอิุมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ โดยใช้ 
สารลดแรงตงึผิวที�ผลิตได้เป็นตวัก่ออิมลัชนั พร้อมวิเคราะห์ประสิทธิภาพของและฤทธิ:ยบัยั $งจุลิน     
ทรีย์ของไมโครแคปซูลที�ผลิตขึ $น 
 
ขั 'นตอนการดาํเนินงาน 

1. หาภาวะที�เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจากPichia anomala PY 189 
2. ศกึษาลกัษณะและคณุสมบตัขิองสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
3. ศกึษาความคงตวัของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ในสารละลายมอลโตเดกซ์ตรินโดยใช้สาร

ลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้เป็นตวัก่ออิมลัชนั 
4. ศกึษาสดัส่วนของนํ $ามนัตะไคร้ต่อมอลโตเดกซ์ตรินที�มีผลตอ่คณุสมบตัิทางกายภาพ

ของไมโครแคปซูลบรรจอิุมลัชนันํ $ามนัตะไคร้  
5. ศึกษาคุณสมบตัิทางกายภาพและฤทธิ:การยับยั $งการเจริญของจุลินทรีย์ของไมโคร

แคปซูลบรรจอิุมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ 
6. ประเมินฤทธิ:การยบัยั $งการเจริญของจุลินทรีย์ของนํ $าสลดัที�เติมไมโครแคปซูลบรรจ ุ

อิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ 
 

 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะที�เหมาะสมจากเชื $อยีสต์สายพันธุ์กลาย Pichia 
anomala PY189 และได้ไมโครแคปซูลบรรจอิุมลัชนันํ $ามนัตะไคร้โดยใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที� 
ผลิตได้เป็นสารก่ออิมลัชนั 
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บทที� 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactant) 
ในปัจจบุนัผู้บริโภคมีความสนใจเกี�ยวกบัสขุภาพ และมีความต้องการสารอาหารที�เป็นสาร

จากธรรมชาตเิพิ�มมากขึ $น สารธรรมชาติตา่งๆเหล่านี $จึงทวีความสําคญัในอตุสาหกรรมอาหารมาก
ขึ $นกวา่สารสงัเคราะห์ทางเคมี สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นสารชีวโมเลกลุที�สามารถก่ออิมลัชนัได้ดี 
สร้างได้จากแบคทีเรีย รา และยีสต์บางชนิด โครงสร้างหลากหลาย ทําให้มีคณุสมบตัิที�แตกตา่งกนั
และยงัมีคณุสมบตัทีิ�ดี ทนทานตอ่สภาวะแวดล้อมที�มีความเป็นกรด - ดา่ง และอณุหภูมิสงู เป็นผล
ให้สามารถนํามาประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ ได้หลายประเภท เช่น อาหาร ยา เครื�องสําอาง 
และปิโตรเคมี นอกจากนี $สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นสารที�ย่อยสลายได้ ในธรรมชาติ มีความเป็น
พิษตํ�า จึงมีความเป็นไปได้สูงที�จะทําการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย์เพื�อมาใช้ใน 
การ พฒันากระบวนการผลิตอาหาร เพื�อให้ได้ผลิตภณัฑ์ที�มีคณุภาพดี และมีความปลอดภยัสงู 

 
2.1 ความหมายและความสาํคัญของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หมายถึง สารชีวโมเลกุลที�มีคุณสมบตัิเป็นสารลดแรงตึงผิว 
(surface active compound) สร้างโดยสิ�งมีชีวิต โดยเฉพาะอย่างยิ�งจลุินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ 
และรา (Lu และคณะ  ,2007) โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็นแบบแอมฟิฟิลิค 
(amphiphilic compound)  ซึ�งประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที�ไม่ชอบนํ $า (hydrophobic group) 
ส่วนใหญ่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและกรดไขมัน  ซึ�งเป็นได้ทั $งกรดไขมันชนิดอิ�มตัว 
(saturated fatty acid) และไม่อิ�มตวั (unsaturated fatty acid)  และส่วนที�ชอบนํ $า (hydrophilic 
group) ส่วนใหญ่ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต กรดอะมิโน เปปไทด์ ฟอสเฟต กรดคาร์บอกซิลิค หรือ
แอลกอฮอล์ เป็นต้น (Pattanathu และคณะ, 2008) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจึงมีทั $งขนาดและ
โครงสร้างที�หลากหลาย ส่งผลให้มีประสิทธิภาพแตกต่างกันออกไป (Muthusamy และคณะ ,
2008) แสดงโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิว ดงัรูปที� 2.1 เนื�องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี
โครงสร้างที�เป็นแบบแอมฟิฟิลิค ทําให้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีสมบตัิที�สําคญั คือ ช่วยลดแรงตงึ
ผิวระหว่างวฏัภาคสองชนิด (Interfacial tension) โดยโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะไปสะสม
ระหวา่งผิวสมัผสั ได้แก่ ผิวสมัผสัระหวา่งของเหลวด้วยกนั ผิวสมัผสัระหว่างของเหลวกบัแก๊ส หรือ
ระหวา่งของแข็งกบัของเหลว เมื�อสารลดแรงตงึผิวชีวภาพละลายในสารที�มีขั $ว เช่น นํ $า โมเลกลุจะ 
เกิดการรวมตวัเป็นกลุม่ โดยหนัสว่นที�ไมมี่ขั $วเข้าหากนัด้านใน และหนัส่วนที�มีขั $วออกด้านนอกเพื�อ
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ยึดกับโมเลกุลของนํ $า เกิดเป็นโครงสร้างไมเซลล์ (micelle) โดยโมเลกุลจะกระจายตัวอย่าง
สมํ�าเสมอบนผิวหน้าของนํ $าทําให้สามารถลดแรงตงึผิวของนํ $าได้ดงัแสดงในรูป 2.2 

 
 

 
 
 
 
รูปที� 2.1 โครงสร้างของสารลดแรงตงึผิว        รูปที� 2.2 การกระจายตวัของโมเลกลุสารลดแรงตงึผิว 

ที�มา: http://www.gov.mu/portal/sites/ncb/eurd/oil/noscp1/strategy.htm 
 

เมื�อสารลดแรงตงึผิวละลายอยูใ่นสารละลาย คา่แรงตงึผิวของสารละลายนั $นจะมีคา่ลดลง  
เชน่ นํ $ากลั�นมีคา่แรงตงึผิว 72 mN/m เมื�อเตมิสารลดแรงตงึผิวลงไป คา่แรงตงึผิวจะลดลงเหลือ 30 
mN/m  สารลดแรงตงึผิวนี $จะไปมีบทบาทในการลดแรงตงึผิวระหวา่งนํ $ากบัอากาศ โดยเมื�อความ 
เข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวเพิ�มมากขึ $นเรื�อยๆ คา่แรงตงึผิวจะลดลงจนกระทั�งสารลดแรงตงึผิวมี
ความเข้มข้นสงูจนไมส่ามารถแทรกตวัระหว่างผิวสมัผสัของสองวฏัภาคได้อีก โมเลกลุของสารลด
แรงตงึผิวสว่นเกินจะจดัเรียงตวัเป็นโครงสร้างที�เรียกวา่ ไมเซลล์ (micelle) ดงัรูปที� 2.3 ซึ�งความ
เข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวน้อยที�สดุที�ทําให้เกิดการรวมตวัเป็นโครงสร้างไมเซลล์ เรียกวา่ ความ
เข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (critical micelle concentration, CMC) และหากเพิ�มความเข้มข้น
ของสารลดแรงตงึผิวอีก คา่แรงตงึผิวของสารละลายก็จะไมมี่การเปลี�ยนแปลง ดงัแสดงในรูปที� 2.4 
ซึ�งคา่ CMC นี $เป็นคา่ที�บง่ชี $ถึงความสามารถการละลายของสารลดแรงตงึผิว และยงับอกถึง
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆ ได้ โครงสร้างไมเซลล์ประกอบด้วยโมเลกลุของสารลด
แรงตงึผิว 20-200 โมเลกลุ (Desai และ Banat, 1997)  
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 2.3 โครงสร้างไมเซลล์ 
ที�มา : http://web.njit.edu/mitra/green_chemistry/ 
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รูปที� 2.4 การเกิดโครงสร้างไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในนํ $า 
ที�มา : http://www.kruss.de/en/theory/measurements/surface-tension 

(ก) ภาวะที�ไมมี่สารลดแรงตงึผิว (ข) สารลดแรงตงึผิวละลายอยู่ในนํ $าโดยหนัสว่นที�ไมช่อบนํ $าออกสู่
ผิวนํ $า (ค) โมเลกลุสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเพิ�มมากขึ $นจนเตม็ผิวสมัผสัของสองวฏัภาค เริ�มเกิด
โครงสร้างไมเซลล์ ความเข้มข้น ณ จดุนี $เรียกวา่ CMC และ (ง) เมื�อเกิดเป็นโครงสร้างไมเซลล์
คา่แรงตงึผิวจะมีคา่คงที�ไมล่ดลงอีกแม้ความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะเพิ�มขึ $นก็ตาม 
(Gillman, 1993  )  

 
นอกจากนี $การจัดเรียงตวัของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวสามารถเกิดเป็นไมเซลล์ได้หลาย

รูปแบบ เช่น ไมเซลล์ทรงกลม ไมเซลล์ทรงกระบอก ไมเซลล์แบบลาเมลลาร์ เป็นต้น (รูป 2.5) 
ลกัษณะการจัดเรียงตวันั $นจะแตกต่างกันออกไปขึ $นอยู่กับความสมดลุของส่วนที�ชอบนํ $าและไม่
ชอบนํ $า แรงดดูหรือแรงผลกัจากพนัธะไฮโดรเจนในโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว โดยอตัราของการ
รวมตัวเป็นไมเซลล์จะขึ $นกับค่าความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ และความแรงของประจุ (ionic 
strength) 
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รูปที� 2.5 โครงสร้างและการจดัเรียงตวัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพแบบตา่งๆ 

ที�มา: Lawrence และ Rees (2007) 
 สารลดแรงตึงผิวสามารถลดแรงตึงผิวของนํ $าเพื�อให้เกิดกระบวนการต่างๆ ง่ายขึ $น เช่น 
การ เกิดฟอง การทําให้เปียก และกระบวนการทําความสะอาด งานวิจยัที�ผ่านมาพบว่าจุลินทรีย์
หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวได้และสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้นั $นมีโครงสร้างที�
หลากหลายแตกตา่งกนัออกไปขึ $นอยูก่บัชนิดของจลุินทรีย์ รวมทั $งสภาวะตา่งๆที�ใช้ในการเลี $ยงเชื $อ 
ทําให้สามารถนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพไปประยกุต์ใช้งานได้อยา่งกว้างขวาง 
 
2.2 ชนิดของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 การจําแนกชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตามโครงสร้างทางเคมี สามารถแบ่งได้ 6 
กลุม่ (Desai และ Banat, 1997) ได้แก่ 

1. ไกลโคลิพดิ (glycolipid) 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด โครงสร้างประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต เช่น 

กลโูคส แมนโนส แรมโนส เชื�อมตอ่กบัไขมนั เชน่ long-chain aliphatic acids หรือ 
hydroxyaliphatic acids ด้วยหมูอี่เทอร์ (ether) หรือ เอสเทอร์ (ester) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�
จดัเป็นไกลโคลิพิด ได้แก่ แรมโนลิพิด (rhamnolipid) ทรีฮาโลลิพิด (trehalolipid) โซโฟโรลิพิด 
(sophorolipid) (Karanth และคณะ ,1999) 
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 1.1 แรมโนลิพิด (rhamnolipid) 
โครงสร้างของแรมโนลิพิดประกอบด้วยนํ $าตาลแรมโนส 1 หรือ 2 โมเลกลุเชื�อมตอ่

กบั β-hydroxydecanoic acid 1 หรือ 2 โมเลกลุด้วยพนัธะไกลโคซิดิค แรมโนลิปิดมีสตูร
โครงสร้างตา่งกนั 6 แบบแตกตา่งกนัขึ $นอยูก่บัจํานวนแรมโนส และสว่นของ β-hydroxydecanoic 
acid แรมโนลิพิดเป็นไกลโคลิพิดที�มีการศกึษาวิจยัมากที�สดุ มกัผลิตได้โดยแบคทีเรียสายพนัธุ์ 
Pseudomonas sp. ดงัรูปที� 2.6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 2.6 โครงสร้างของแรมโนลิพิด ชนิด R1, R2, R3, R4, A และ B ที�ผลิตโดย Pseudomonas 

aeruginosa (Lang และ Wullbrandt, 1999) 
1.2 ทรีฮาโลลิพิด (trehalolipid) 
โครงสร้างของทรีฮาโลลิพิดประกอบด้วยนํ $าตาลไดแซคคาไรด์ ทรีฮาโลส เชื�อมตอ่ 

กบัสายยาวของ mycolic acid (α-branched-β-hydroxy fatty acid) ที�ตําแหน่ง C-6 และ C-6’ 
สามารถผลิตได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ เช่น Mycobacterium, Norcardia, Rhodococcus      
Arthrobacter และ Corynebacterium ซึ�งสารที�ผลิตได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกันจะมีขนาดและ
โครงสร้างของ mycolic acid แตกตา่งกนัไปตามจํานวนอะตอมของคาร์บอนและความไมอิ่�มตวั  
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รูปที� 2.7 โครงสร้างของ nonionic trehalose-dicorynomycolates จาก Rhodococcus 
erythropolis DSM 43215 n + m = 27 ถึง 30 (Rapp และคณะ, 1979) 

1.3 โซโฟโรลิพิด (sophorolipid) 
โครงสร้างของโซโฟโรลิพิดประกอบด้วยนํ $าตาลโซโฟโรส ซึ�งเป็นไดเมอร์ของ

นํ $าตาลกลโูคสตอ่กนัด้วยพนัธะ β-1,2 เชื�อมตอ่กบัสายยาวของ hydroxyl fatty acid ซึ�งสว่นใหญ่
เป็นคาร์บอน 16-18 อะตอม ด้วยพนัธะบีตา-ไกลโคซิดิค (Asmer และคณะ ,1988) โซโฟโรลิพิด
สว่นใหญ่ผลิตได้จากยีสต์ที�ไมก่่อโรค เชน่ Torulopsis bombicola, Centrolene petrophilum, 

Candida apicola, C. batistae, Rhodotorula bogoriensis เป็นต้น โครงสร้างของโซโฟโรลิพิด
แบง่ได้เป็น 2 ลกัษณะ แสดงในรูป 2.8 คือ acidic form มีลกัษณะคือปลายสายของ hydroxyl 
fatty acid เป็นปลายเปิด มีสมบตัใินการทําให้เกิดฟองและการละลายดี สว่น lactonic form ที�
ปลายสายของ hydroxyl fatty acid จะเชื�อมเป็นวงกบันํ $าตาลโซโฟโรสด้วยพนัธะเอสเทอร์ 
โดยทั�วไปโซโฟโรลิพิดจะมีสมบตัใินการลดคา่แรงตงึผิวและแรงตงึระหวา่งผิวที�ประจนัได้ดี โดยลด
คา่แรงตงึผิวของนํ $าเป็น 40 mN/m คา่ CMC อยูใ่นชว่ง 40-100 mg/L มีคา่ HLB หลากหลายตาม
ลกัษณะโครงสร้าง ทําให้มีการนําไปประยกุต์ใช้อยา่งกว้างขวาง นอกจากนี $ยงัมีสมบตัใินการก่อ
อิมลัชนั เป็นสารทําให้เปียก และเป็นสารทําความสะอาดได้ดี (Shete และคณะ, 2006) 
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รูปที� 2.8 โครงสร้าง acidic และ lactonic form ของโซโฟโรลิพิด 

ที�มา: Kitamoto และคณะ, 2009 
 
 2. ไลโพเพพไทด์และไลโพโปรตีน (lipopeptide and lipoprotein) 

 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดนี $สามารถผลิตได้จากแบคทีเรียหลายชนิด แตมี่เพียง
ไมกี่�ชนิดที�ได้มีการศกึษาคณุสมบตักิารเป็นสารลดแรงตงึผิว ซึ�งสว่นมากมีคณุสมบตัเิป็นสาร
ปฏิชีวนะ เชน่ กรามิซิดิน (gramicidin) และเซอร์แฟคติน (surfactin) หรือซบัทิไลซิน (subtilysin) 
ซึ�งได้มีการรายงานวา่เป็นไลโพเพพไทด์ที�ผลิตโดย Bacillus subtilis และมีคณุสมบตัเิป็นสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพที�มีประสิทธิภาพมากที�สดุ มีชื�อเรียกทางเคมีวา่ เซอร์แฟคตนิ (surfactin) หรือ ซบั
ซิไลซิน (subtilysin) (Arima และคณะ, 1968; Bemheimer และ Avigad, 1970)  

 2.1 เซอร์แฟคติน (surfactin)  
 โครงสร้างของเซอร์แฟคตนิประกอบด้วย กรดอะมิโน 7 โมเลกลุเชื�อมตอ่กบัหมู่

คาร์บอกซิลหมูไ่ฮดรอกซิลของ β-hydroxyl fatty acid เป็นวง ด้วยพนัธะโควาเลนท์  

รูปที� 2.9 โครงสร้างของเซอร์แฟคตนิ ผลิตได้จาก Bacillus subtilis 
  ที�มา: Lang (2002) 
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 2.2 ไลเคไนซิน เอ (lichenysin A)  
 โครงสร้างของไลเคไนซินเอคล้ายกบัเซอร์แฟคตนิ (รูปที� 2.10) สารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพชนิดนี $มีสมบตัทีิ�ดีแม้อยูใ่นสภาวะที�ไมเ่หมาะสม เชน่ สภาวะที�มีความเคม็ ความเป็นกรด
ดา่ง และอณุหภมูิที�ไมเ่หมาะสม ผลิตได้จาก Bacillus licheniformis  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 2.10 โครงสร้างของ lichenysin A  
ที�มา: Yakimov และคณะ (1995) 

 
 2.3 อาร์โทรแฟกตนิ (arthrofactin)  
 โครงสร้างของอาร์โทรแฟกติน (รูปที� 2.11) ที�ผลิตโดย Pseudomonas sp. MIS 

38 ประกอบด้วย 3–  hydroxydecanosyl–D-leucyl-D-asparagyl-D-threonyl-D-leucyl-D-
leucyl-D-seryl-L-leucyl-D-seryl-L-isoleucyl-L-isoleucyl-L-asparagyl lactone  ซึ�งมี
ประสิทธิภาพดีกว่าเซอร์แฟกติน  5-7 เท่า มีคา่ CMC 1.0 x 10-5 M สามารถลดแรงตงึผิวได้ตํ�าสดุ 
24 mN/m และมีคา่การกระจายตวัของนํ $ามนัดีกวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมี  
 
 

 
 

รูปที� 2.11 โครงสร้างอาร์โทรแฟกตนิ จาก Pseudomonas sp. MIS38 
ที�มา: Roongsawang และคณะ (2003) 
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3. กรดไขมันและไขมัน (fatty acid and neutral lipid) 
  กรดไขมันและไขมันสามารถผลิตได้ในแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิด และหลั�ง
ออกนอกเซลล์เป็นปริมาณมาก เมื�อเจริญในอาหารที�มี n-alkanes ซึ�งกรดไขมนัที�ผลิตออกมานั $น
จะมีความซบัซ้อน คือ มีหมู่ไฮดรอกซิลและสายอลัคิลเป็นส่วนประกอบ เช่น กรดโครีโนมยัโคลิก 
(corynomycolic acid) จาก Corynebacterium lepus ที�ความเข้มข้นของสารละลายกรดโครีโน
มยัโคลิก 0.5 กรัมต่อลิตร สามารลดค่าแรงตึงผิวเหลือ 40 mN/m และค่าแรงตึงระหว่างผิวที�
ประจนัตอ่เฮกซาเดกเคนได้ 10 mN/m และรูบิเวททิน อาร์ 1 (rubiwettin R1) ที�ผลิตจาก Serratia 
rubidaea ATCC27593 เป็นลิพิดชนิด β-hydroxy fatty acid มีจํานวนคาร์บอน 10 อะตอม
เชื�อมตอ่กบั β-hydroxy fatty acid ที�มีจํานวนคาร์บอน 12 14 หรือ 16 อะตอมด้วยพนัธะเอสเทอร์ 
(Matsuyama และคณะ, 1990) 
 

4. ฟอสโฟลิพดิ (phospholipid) 
 ฟอสโฟลิพิดเป็นส่วนประกอบหลกัของเยื�อหุ้มในจลุินทรีย์ โครงสร้างประกอบด้วย

กลีเซอรอลเชื�อมตอ่กบักรดไขมนั 2 หมู ่ และฟอสเฟต 1 หมู ่ ซึ�งแบคทีเรีย และยีสต์ที�ย่อยสลาย
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ จะสามารถสร้างกรดไขมนั และฟอสโฟลิพิดระหวา่งการเจริญใน
ภาวะที�มีอลัเคนเป็นสารตั $งต้น โดยกรดไขมนัและฟอสโฟลิพิดเหลา่นี $มีสมบตัเิป็นสารลดแรงตงึผิว 
(Cirigliano และ Carman, 1985) โดยฟอสโฟลิพิดที�ผลิตได้จะแตกตา่งกนัไปขึ $นกบัสารตั $งต้นที�ใช้
ในการเลี $ยงจลุินทรีย์ ตวัอย่างเชน่ Acinetobacter sp. สายพนัธุ์ H01-N และ Rhodococcus 
erythropolis เมื�อเจริญในอาหารที�มีเฮกซาเดกเคน จะสามารถผลิตฟอสโฟลิพิด ชนิด 
phosphatidylethanolamine   (รูปที� 2.12) มีสมบตัใินการลดแรงตงึระหวา่งผิวที�ประจนัของนํ $ากบั 
เฮกซาเดกเคนได้ตํ�ากวา่ 1 mN/m และมีคา่ CMC 30 mg/L (Kretschner และคณะ, 1982) 
นอกจากนี $ยงัมีจลุินทรีย์ชนิดอื�นๆ ที�สามารถผลิตฟอสโฟลิพิดชนิดตา่งๆ ได้ เชน่ 
Corynebacterium lepus, Corynebacterium alkanolyticum, Candida tropicalis, 

Micrococcus cerificans เป็นต้น (Cooper และ Zajic, 1980)  
 

 
 
 
 

รูปที� 2.12 โครงสร้างของ phosphatidylethanolamine จาก Acinetobactor sp. 
R1 และ R2 คือสายไฮโดรคาร์บอนของกรดไขมนั ที�มา: Desai และ Banat (1997) 
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5.     สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์ (polymeric biosurfactants) 
 

    สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดพอลิเมอร์ที�รู้จกัโดยทั�วไปคือ  อิมลัแซน (emulsan) ไลโพ
แซน (liposan) และสารประกอบเชิงซ้อนของพอลิแซคคาไรด์กบัโปรตีนชนิดอื�นๆ Rosenberg และ
คณะ(1999) รายงานวา่ Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 ผลิต polyanionic amphipathic 
heteropolysaccharide bioemulsifier  หรือที�เรียกวา่ อิมลัแซน  สตูรโครงสร้างแสดงในรูปที� 2.13 
โดยมีโครงสร้างสายหลกัเป็นเฮเทอโรโพลิแซคคาไรด์  (heteropolysaccharide) ประกอบด้วยไตร
แซคคาไรด์ของ N-acetyl-D-galactosamine, N-acetylgalactosamine uronic acid และ 
unidentified N-acetyl amino sugar เชื�อมตอ่กบักรดไขมนัด้วยพนัธะ 0-ester อิมลัแซนสามารถ
ก่ออิมลัชนัระหวา่งสารประกอบไฮโดรคาร์บอนกบันํ $าได้ที�ความเข้มข้นเพียง 0.001-0.01เปอร์เซ็นต์ 

สว่นไลโพแซนสามารถผลิตได้จาก Candida lipolytica ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 
83 เปอร์เซ็นต์ และโปรตีน 17 เปอร์เซ็นต์ โดยสว่นของคาร์โบไฮเดรตเป็น heteropolysaccharide 
ที�ประกอบด้วยกลโูคส กาแลคโตส กาแลคโตซามีน และกรดกาแลคทโูรนิค (galacturonic acid)  
 
 

 
 
 
 
 

 
รูปที� 2.13 โครงสร้างของอิมลัแซน (emulsan) จาก Acinebactor calcoaceticus 

ที�มา: Desai และ Banat (1997) 
 
 

6. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอนุภาค (particulate biosurfactants) 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดอนภุาคเป็นสว่นของ extracellular membrane vesicle 

ที�สามารถรวมตวักบัสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็น microemulsion ซึ�งมีบทบาทสําคญัตอ่
จลุินทรีย์ในการนําอลัเคนเข้าสูเ่ซลล์ ตวัอยา่งเชน่ Acinetobacter sp. สายพนัธุ์ HO1-N สามารถ
ผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดอนภุาคขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 20-50 เซนตเิมตร และมีความ
หนาแนน่การลอยตวั 1.158 กรัมตอ่ลกูบาศก์เซนตเิมตร ซึ�งสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนี $ประกอบด้วย
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โปรตีน ฟอสโฟลิพิด และไลโพพอลิแซคคาไรด์ โดยมี membrane vesicle เหมือนกบั outer 
membrane ของจลุินทรีย์ที�ผลิตขึ $น (Desai และ Banat, 1997)  

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดยทั�วไปจะมีนํ $าหนกัโมเลกลุอยู่ในชว่ง 500-1500 ดาลตนั 
จงึทําให้สามารถจําแนกสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ตามนํ $าหนกัโมเลกลุได้เป็น 2 ชนิด คือ (Van 
Hamme และคณะ, 2006) 

1. สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีนํ $าหนกัโมเลกลุสงู (high molecular weight 
biosurfactant) ได้แก่ โพลิแซคคาไรด์ที�มีโครงสร้างแบบแอมฟิฟิลิก โปรตีน ไลโพโพลิแซคคาร์ไรด์ 
และไลโพโปรตีน มีชื�อเรียกอีกอยา่งวา่ ไบโออิมลัแซน (bioemulsan) หรือ ไบโออิมลัซิไฟเออร์  
(bioemulsifier) สารที�อยูใ่นกลุม่นี $มีความสามารถในการเพิ�มความเสถียรของอิมลัชนัชนิดนํ $ามนั
ในนํ $า แตไ่มมี่ประสิทธิภาพในการลดแรงตงึผิว 

2. สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีนํ $าหนกัโมเลกลุตํ�า (low molecular weight 
biosurfactant) ได้แก่ ไกลโคลิพิด ไกลโคเพปไทด์ ซึ�งสารในกลุม่นี $จะมีประสิทธิภาพในการลดแรง
ตงึผิวและแรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัได้ดี 
 ในปัจจบุนัหลายๆประเทศได้มีการรณรงค์ให้ใช้สารที�มาจากธรรมชาติทดแทนการ
ใช้ผลิตภณัฑ์ที�มาจากสารเคมี ทั $งนี $ก็เพื�อลดปัญหามลพิษในด้านตา่งๆที�เกิดขึ $น ดงันั $นสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพจงึเป็นอีกทางเลือกหนึ�งในการใช้ทดแทนสารลดแรงตงึผิวที�ได้จากการสงัเคราะห์ทาง
เคมี ทั $งนี $เพราะสารลดแรงตงึผิวชีวภาพสามารถย่อยสลายได้ง่ายในธรรมชาต ิ (Mohan และคณะ, 
ปี 2006) มีความเป็นพิษตํ�า ทนทานตอ่สภาวะที�มีความเป็นกรด-ดา่ง และอณุหภมูิสงู ก่ออิมลัชนั
ได้ดี สามารถยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ (Nitschke และ Costa, 2007) มีโครงสร้างที�
หลากหลาย ทําให้มีคณุสมบตัใิหม่ๆ  และสามารถนําไปประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมหลายประเภท 
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ตารางที� 2.1 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ (Desai และ Banat, 1997; 
Kitamoto และคณะ  ,  2009) 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จลุินทรีย์ 
Surface 
tension 
(mN/m) 

CMC 
Interfacial 
tension 
(mN/m) 

Glycolipid     
  Rhamnolipid P. aeruginosa 29 - 0.25 
 Pseudomonas sp. 25-30 0.1-10 1 
  Trehalolipid R. erythropolis 32-36 4 14-17 
 N. erythropolis 30 20 3.5 
 
  Succinoyl-trehalose lipid 

Mycobacterium sp 
R. erythropolis. 

38 0.3 15 

  Sophorolipid C. bombicola 33 - 1.8 
 
   
  Mannosylerythritol lipid 
 
 
   
  
 Cellobiose lipid 
 
  
Lipopeptides and lipoproteins 
  Peptide-lipid 
  Serrawettin 
   Viscosin 
   Surfactin 
   Subtilisin 

C. apicola 

C. batistae 

P. antarctica 

P. crassa 

P. siamensis 

P. shanxiensis 

P. hubeiensis 

U. cynodontis 

U. maydis 

U. zeac 

 

B. licheniformis 

S. marcescens 

P. fluorescens 

B. subtilis 

B. subtilis 

30 
39.3 
28.2 
26.5 
30.7 

- 
30.7 

- 
- 
- 
 
- 

27 
28-33 
26.5 

27-32 

- 
138 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 
- 

12-20 
- 

150 
123-160 

0.9 
- 

2.4 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
 
- 

0.1-0.3 
- 
- 
1 
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ตารางที� 2.1 สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จากจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ (Desai และ Banat, 1997; 
Kitamoto และคณะ  ,2009  )ตอ่ 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จลุินทรีย์ 
Surface 
tension 
(mN/m) 

CMC 
Interfacial 
tension 
(mN/m) 

Fatty acid,neutral lipids, and 
phospholipids 

    

  Fatty acids C. lepus 30 150 2 
  Neutral lipids N. erythropolis 32 - 3 
  Phospholipids 
  Corynomycolic acid 

T. thiooxidans 

C. insidibasseosum 

- 
- 

- 
- 

- 
- 

Polymeric surfactants     
  Emulsan A. calcoaceticus - - - 
  Biodispersan A. calcoaceticus - - - 
  Mannan-lipid-protein C. tropicalis - - - 
  Liposan C. lipolytica - - - 
  Carbohydrate-protein-lipid P. fluorescens 27 10 - 
 D. polymorphis - - - 
  Alasan A. radioresistens - - - 
Particulate biosurfactants     
  Vesicles and fimbriae A. calcoaceticus - - - 
  Whole cells Variety of bacteria - - - 
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2.3 สมบัตขิองสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 
 ในปัจจบุนัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้รับความสนใจในการนํามาใช้ในอตุสาหกรรมตา่งๆ
มากขึ $น เนื�องจากสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีสมบตัทีิ�ดี เมื�อเปรียบเทียบกบัสารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์จากทางเคมีหลายประการ ดงันี $ 
 

1. มีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวและแรงตงึระหว่างผิวที�ประจันได้ดี 
สารลดแรงตงึผิวที�มีประสิทธิภาพดี ต้องมีสมบตัใินการลดแรงตงึผิวของนํ $าจาก 72 

mN/m ให้เหลือ 35 mN/m และลดแรงตงึระหวา่งผิวที�ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดคเคนจาก 40 
mN/m ให้เหลือ 1 mN/m (Mulligan, 2005) ตวัอยา่งเชน่ เซอร์แฟคติน ที�ผลิตโดย B. subtilis 
สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด มีสมบตัใินการลดแรงตงึผิวของนํ $าเหลือเพียง 25 mN/m 
และลดแรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดคเคนได้ ตํ�ากวา่ 1 mN/m นอกจากนี $ 
โดยทั�วไปสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะมีประสิทธิภาพที�ดีกว่าสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมีและ
ยงัมีคา่ CMC ตํ�า 10-40 เทา่ นั�นคือสามารถใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพความเข้มข้นน้อยกวา่ใน
การทําให้คา่แรงตงึผิวลดลงถึงคา่ที�น้อยที�สดุ 
 

2. มีโครงสร้างหลากหลาย 
โครงสร้างสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนั $นจะขึ $นกบัชนิดของจลุินทรีย์และสารตั $งต้นที�ใช้

ผลิตสารนั $น ๆ ทําให้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้นั $นมีโครงสร้างและมีสมบตัแิตกตา่งกนั
ออกไป จงึสามารถเลือกนําไปใช้ได้อยา่งเหมาะสมกบัอตุสาหกรรมหลายประเภท เช่น สารก่อเกิด
อิมลัชนั (emulsification) สารแยกเฟส (phase seperatation) สารเปียก (wetting agent) สารก่อ
ฟอง (foaming agent) สารชว่ยเพิ�มการละลาย (solubilization) สารลดการเกิดสนิม (corrosion-
inhibition) และสารลดความหนืด (viscosity-reduction) (Kosaric และคณะ, 1993) 
 

3. มีประสิทธิภาพดีแม้ในอุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และปริมาณไอออนที�
ไม่เหมาะสม 
 ปัจจยัภายนอกตา่งๆ เชน่ อณุหภมูิและความเป็นกรดดา่ง ไมมี่ผลตอ่ประสิทธิภาพ
ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ จากการศกึษาของ McInerney และคณะ (1990) พบวา่ ไลเคไนซิน ที�
ผลิตจาก B. licheniformis JF-2 ยงัคงมีประสิทธิภาพดี แม้อยูใ่นอณุหภมูิสงูเกิน 50 องศา
เซลเซียส ความเป็นกรดดา่ง 4.5-9 ปริมาณโซเดียมคลอไรด์และแคลเซียมสงูถึง 50 และ 25 กรัม
ตอ่ลิตร ตามลําดบั  
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4. มีความสามารถในการก่ออิมัลชันได้ดี 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดที�มีมวลโมเลกลุสงูสามารถก่อหรือสลายอิมลัชนัได้ดี 

ตวัอยา่งเชน่ ไลโพแซน เป็นตวัอิมลัซิไฟเออร์ในนํ $ามนัที�รับประทานได้ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด
โพลิเมอร์ สามารถเคลือบบหยดนํ $ามนัได้ ทําให้อิมลัชนัมีความเสถียร จากสมบตัข้ิอนี $จงึเหมาะใน
การนําไปประยกุต์ใช้การเกิดอิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า สําหรับอตุสาหกรรมเครื�องสําอางและอาหาร 
(Nitschke และ Costa, 2007) 
 

5. สามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้และมีความเป็นพิษตํ�า 
สารลดแรงตงึผิวที�ผลิตจากจลุินทรีย์นั $น สามารถยอ่ยสลายได้ง่ายทางชีวภาพ 

(biodegradability) จงึเหมาะสมสําหรับการนําไปประยกุต์ใช้ในสิ�งแวดล้อม ซึ�งตา่งจากสารลดแรง
ตงึผิวสงัเคราะห์ทางเคมีที�ย่อยสลายยาก ทําให้เกิดการตกค้างในสิ�งแวดล้อม สารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพมีความเป็นพิษตํ�า  เนื�องจากสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมีคา่ LC50 สงูกวา่สารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์ถึงสิบเท่า และเมื�อเปรียบเทียบสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก P. aeruginosa กบั Marlon 
A-350 ซึ�งเป็นสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ที�ใช้ทั�วไปในโรงงาน พบวา่สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์
นอกจากจะมีความเป็นพิษสงูกวา่ แล้วยงัเป็นสารก่อการกลายพนัธุ์อีกด้วย (Muthusamy และ
คณะ, 2008) ดงันั $น สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจงึเหมาะสําหรับการนําไปใช้ทางด้านอาหาร ยา และ
เครื�องสําอาง 
 
2.4 กระบวนการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

การจดัเรียงตวัของผนงัเซลล์สิ�งมีชีวิต มีลกัษณะเป็นลิพิดไบเลเยอร์ เกิดจากโมเลกลุของ
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเรียงตวัเป็นผนงัสองชั $น โดยหนัส่วนที�ไมมี่ขั $วหรือสายไฮโดรคาร์บอนเข้าหา
สว่นที�ไมมี่ขั $วเชน่เดียวกนั และหนัสว่นที�มีขั $วออกนอกเซลล์ (extracellular) และไซโตพลาสซมึ 
(cytoplasm) ในเซลล์ จากลกัษณะดงักล่าวทําให้การนําแหลง่อาหารคาร์บอนและกระบวนการขน
ย้าย (transport) ไฮโดรคาร์บอนเข้าสูเ่ซลล์ทําได้ง่ายขึ $น  จากการรวมตวัระหว่างสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนกบัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ในการเลี $ยงเชื $อที�มีการเตมิสารลดแรงตงึผิว  หรือ
จลุินทรีย์ผลิตขึ $นมาเอง  สง่ผลให้การละลายและการกระจายตวัของโมเลกลุสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนในสารละลายดีขึ $น  กรณีที�สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีขนาดใหญ่กวา่ขนาดของ
จลุินทรีย์ จลุินทรีย์จะเกาะล้อมรอบหยดสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยตรงและอาศยัสารลดแรง
ตงึผิวชว่ยในการยึดเกาะ จากนั $นจงึเกิดการขนย้ายสารเข้าไปในเซลล์  โดยอาศยัการกระจายตวั
ของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนรวมตวักบัโมเลกลุสารลดแรงตงึผิวในรูปของไมเซลล์ ทําให้
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สามารถขนย้ายผา่นผนงัเซลล์ได้ (Sekelsky และ Shreve, 1999 และ Al-Tahhan และคณะ, 
2000) 

แหลง่คาร์บอนตา่งชนิดกนั ยอ่มมีลกัษณะการนําไปใช้ของจลุินทรีย์แตกตา่งกนั สําหรับ
การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพนั $นนิยมใช้ทั $งแหลง่คาร์บอนชนิดที�ละลายนํ $า และไมล่ะลายนํ $า
เป็นสารตั $งต้น หากเตมิเฉพาะแหลง่คาร์บอนที�ละลายนํ $าในการเลี $ยงจลุินทรีย์ กรดไขมนัจะถกู
สร้างจาก de novo โดยไพรูเวทที�ได้จากปฏิกิริยาไกลโคไลซิส ถกูเปลี�ยนเป็นอะซิตลิ โคเอ จากนั $น
จงึถกูนําไปใช้ผา่นทางกระบวนการ บีตา ออกซิเดชั�น เพื�อใช้สําหรับ cell maintenance ทําให้ขาด
สารตั $งต้นในการสงัเคราะห์กรดไขมนั การแก้ไขปัญหาทําได้โดยการเตมิแหลง่คาร์บอนชนิดไม่
ละลายนํ $า เพื�อเป็นสารตั $งต้นสําหรับสว่นของกรดไขมนัในการสร้างโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ  ตวัอยา่งการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ ชนิดแมนโนซิลอิริทริทอลลิพิด และโซโฟโรลิพิด 
เป็นสารลดแรงตงึผิวที�ยีสต์สามารถผลิตได้เป็นปริมาณมาก โดยเฉพาะอยา่งยิ�งโซโฟโรลิพิดนั $น
ผลิตจากยีสต์ที�ไมก่่อโรค จงึได้รับความสนใจเป็นอยา่งยิ�ง โครงสร้างหลกัของโซโฟโรลิพิด
ประกอบด้วยกลโูคสและกรดไขมนั ในอาหารเลี $ยงเชื $อจึงควรมีแหลง่คาร์บอนทั $งสองชนิดนี $ ใน
ขั $นตอนการผลิตหากใช้อลัเคนเป็นแหลง่คาร์บอนในการเลี $ยงเชื $อเอนไซม์ cytochrome P450 
monooxygenase จะทําให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัที�ปลายสายอลัเคน ได้เป็นแอลกอฮอล์ จากนั $น
เอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (alcohol dehydrogenase) และเอนไซม์อลัดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส  
(aldehyde dehydrogenase) จะเข้าทําปฏิกิริยาตอ่ เกิดเป็นอลัดีไฮด์ (aldehyde) และกรดไขมนั 
ตามลําดบั ถ้าหากใช้สารตั $งต้นเป็นไตรกลีเซอร์ไรด์ (triglyceride) เอนไซม์ไลเปส (lipase) จะเข้า
มาทําปฏิกิริยาได้เป็นกรดไขมนั และกรดไขมนัที�ได้จะเข้าสูก่ระบวนการบีตาออกซิเดชั�นตอ่ไป 

โดยกระบวนการผลิตโซโฟโรลิพิดจะประกอบด้วย ขั $นแรก กรดไขมนัจะถกูเตมิหมูไ่ฮดรอก

ซิลที�ตําแหนง่ปลายสาย(ω) หรือ ตําแหนง่ก่อนปลายสาย  (ω-1) ได้เป็น hydroxyl fatty acid 
จากการทํางานของ membrane bound NADP monooxygenase หรือเอนไซม์ cytochrome 
P450 monooxygenase จากนั $นเอนไซม์ glycosyltransferase I จะเตมิกลโูคสจาก nucleotide-
activate glucose [uridine diphosphate (UDP)-glucose) เข้าที�หมูไ่ฮดรอกซิลของกรดไขมนัที�
ตําแหนง่ C1’  ด้วยพนัธะไกลโคซิดคิ ได้เป็น กลโูคลิพิด (glucolipid)  ตอ่จากนั $นเอนไซม์ 
glycosyltransferase II จะทําการเตมิกลโูคสตวัที�สองที�ตําแหนง่ C2’ ของกลโูคสตวัแรก เกิดเป็น
โซโฟโรลิพิดในรูปของ acidic form และโซโฟโรลิพิดเหลา่นี $มกัจะถกูเปลี�ยนแปลงตอ่ด้วยการทํา
ปฏิกิริยา esterification ภายในเซลล์ สง่ผลให้หมูค่าร์บอกซิลที�ปลายกรดไขมนัเชื�อมตอ่กบัหมูไ่ฮ
ดรอกซิลของนํ $าตาลโซโฟโรส ที�ตําแหนง่ 4” หรือบางครั $งอาจเกิดที�ตําแหนง่ 6’ หรือ 6” เกิดเป็นวง 
เรียกวา่ lactonic form และอาจเกิดปฏิกิริยาการเติมหมูอ่ะซิตลิที�สว่นหวัที�เป็นคาร์โบไฮเดรตที�
ตําแหนง่ 6’ และ/หรือ 6” โดยเอนไซม์ acetyl transferase แสดงในรูปที� 2.14 
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รูปที� 2.14 แสดงกระบวนการผลิตโซโฟโรลิพิดจาก Candida bombicola ATCC 22214 

(1) cytochrome P450 monooxygenase (2) alcohol-dehydrogenase  
(3) aldehyde-dehydrogenase (4) lipase (5)  cytochrome P450 monooxygenase 
(6) glycosyltranferase I (7) glycosyltranferase II (8) lactonesterase  (9) acetyl 
transferase 
ที�มา: Van Bogaert และคณะ (2007) 
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2.5  ปัจจัยที�มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

1. แหลง่คาร์บอน 
 แหลง่คาร์บอนที�ใช้ในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ แบง่เป็น 2 กลุ่มหลกัๆ คือ 

แหลง่คาร์บอนที�ละลายนํ $า (glycidic) ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต จําพวกกลโูคส ซูโครส กลีเซอรอล และ 
แหลง่คาร์บอนที�ไมล่ะลายนํ $า (lipidic) เชน่ ไฮโดรคาร์บอน นํ $ามนัพืชชนิดตา่งๆ ซึ�งสมบตัิของแหล่ง
คาร์บอนแต่ละชนิด จะมีผลต่อ ชนิด คณุภาพ และปริมาณของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
(Raza และคณะ, 2007) นอกจากนี $ในปัจจุบนัยงัมีการศึกษาการใช้แหล่งคาร์บอนที�มีราคาถูก
สามารถผลิตทดแทนใหมไ่ด้ และเหลือทิ $งจากทางเกษตร มาใช้ในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
เพื�อลดต้นทนุการผลิตเชน่กนั ตวัอยา่งเชน่ ไขมนัสตัว์ โมลาส แลคตคิเวย์ เป็นต้น 

2. แหลง่ไนโตรเจน 
  แหล่งไนโตรเจนมีความจําเป็นต่อการเจริญของจุลินทรีย์ โดยมีความสําคญัต่อ

กระบวนการสร้างโปรตีนและเอนไซม์ ซึ�งแหล่งไนโตรเจนที�ถูกใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยยีสต์มีหลายชนิด เช่น ยเูรีย แอมโมเนียมซลัเฟต แอมโมเนียมไนเตรท โซเดียมไนเตรท 
เพพโตน สารสกัดมอลต์ สารสกัดเนื $อ และสารสกัดยีสต์ โดยเฉพาะสารสกัดยีสต์ได้ถูกนํามาใช้
มากที�สดุ ส่วนความเข้มข้นที�ใช้นั $นจะแตกตา่งกนัออกไปขึ $นกบัชนิดของจลุินทรีย์และอาหารเลี $ยง
เชื $อ จากงานวิจยัของ Casas และ Garcia-Ochoa (1999) พบว่า การผลิตไกลโคลิพิดโดยยีสต์ C. 
bombicola เมื�อใช้ความเข้มข้นของสารสกดัยีสต์ที�สงู จะสง่ผลให้ปริมาณเซลล์เพิ�มขึ $น แตก่ารผลิต
ไกลโคลิพิดลดลง เนื�องจากแหลง่คาร์บอนได้ถกูใช้หมดไปสําหรับการเจริญของยีสต์ นอกจากนี $อีก
หนึ�งปัจจยัที�สําคญั คือ อตัราส่วนระหว่างคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C/N ratio) เช่น Pseudomonas 

fluorescens สามารถผลิตแรมโนลิพิดได้ดีที�สุด เมื�อมีอตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10 
แตจ่ะให้ผลผลิตน้อยลงเมื�อมีอตัราส่วนเพิ�มขึ $นเป็น 30 และ 50 (Abouseoud และคณะ, 2008) 
แรมโนลิพิดสามารถผลิตได้ดีที�สุด เมื�อจํากัดปริมาณไนโตรเจนที�อตัราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน 
16:1 และ 18:1 (Guerra-Santos และคณะ, 1984) 

3. ความเป็นกรดดา่งและอณุหภมูิ 
  จลุินทรีย์แตล่ะชนิดจะเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดีที�ความเป็นกรด

ดา่งแตกตา่งกนั เชน่ ความเป็นกรดดา่งของอาหารเลี $ยงเชื $อเป็นปัจจยัที�สําคญัอย่างยิ�งตอ่การผลิต
โซโฟโรลิพิด Bernardski และคณะ (2004) ได้ศกึษาปัจจยัของความเป็นกรดดา่งตอ่การผลิตไกล
โคลิพิดโดย C. antarctica และ C. apicola  พบว่า เมื�อควบคมุค่าความเป็นกรดด่างที� 5.5 
สามารถผลิตไกลโคลิพิดได้ปริมาณมาก ขณะที�เมื�อไมมี่การควบคมุความเป็นกรดดา่งการผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพจะลดลง เช่นเดียวกบั Candida bombicola ATCC 22214 สามารถผลิตสาร
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ลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดีเมื�อมีความเป็นกรดดา่งเริ�มต้นเท่ากับ 3.5 และควบคมุอุณหภูมิระหว่าง
การเลี $ยงเชื $อเทา่กบั 25 องศาเซลเซียส ซึ�งคา่ความเป็นกรดดา่งที�ตํ�านี $สามารถป้องกนัการปนเปื$อน
ของนํ $าเลี $ยงเชื $อ (Davila และคณะ, 1997) กระบวนการหมกัของ C. bombicola ATCC 22214 
ส่วนมากเลี $ยงที� 25 หรือ 30 องศาเซลเซียส โดยโซโฟโรลิพิดที�ผลิตได้มีปริมาณใกล้เคียงกนั แตที่� 
25 องศาเซลเซียส การเจริญของจลุินทรีย์ตํ�ากว่าแตมี่อตัราการใช้กลูโคสสงูกว่าเมื�อเทียบกับ 30 
องศาเซลเซียส (Casas และ Garcia-Ochoa, 1999) นอกจากนี $ยงัมีรายงานวา่อณุหภูมิส่งผลเพียง
เล็กน้อยตอ่สมบตัขิองสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ เชน่ คา่แรงตงึผิว คา่แรงตงึระหวา่งผิวที�ประจนั และ
ประสิทธิภาพการก่ออิมลัชนั เป็นต้น ( Desai และ Banat, 1997) 
 

4. แหลง่แร่ธาตแุละวิตามิน 
  แร่ธาตแุละวิตามินเป็นปัจจยัสําคญัในการส่งเสริมหรือยับยั $งการเจริญและการ

ผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ เช่น การเติมเหล็ก ฟอสเฟต และแมงกานีสในอาหารเลี $ยงเชื $อ ช่วย
เพิ�มปริมาณการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตโดย B. subtilis (Wei, 2003) ความเข้มข้นของ
เกลือที�สงูเกินกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ (นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) ส่งผลตอ่การทํางานของเซลล์และการผลิต
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ และมีผลตอ่คา่ CMC เล็กน้อย (Abu-Ruwaida และคณะ, 1991) 
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2.6    การประยุกต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 

  สารลดแรงตึงผิวส่วนใหญ่สังเคราะห์ได้จากสารเคมี จนกระทั�งในช่วงหลายปีที�
ผ่านมาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เข้ามามีบทบาทในอุตสาหกรรมหลายภาคส่วนเพิ�มมากขึ $น 
เนื�องจากมีสมบตัิและโครงสร้างที�หลากหลาย ทําให้เลือกนําไปประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้อย่าง
เหมาะสมในอตุสาหกรรมด้านตา่งๆ ดงันี $ 
 

1. อุตสาหกรรมอาหาร 
 ในปัจจบุนัได้มีการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมาใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร เพื�อควบคมุ

การรวมตวัของหยดไขมนัในอาหาร สง่เสริมให้คณุภาพของแป้งสาลี มีผิวสมัผสัดีขึ $น ชว่ยยืดอายุ
การเก็บผลิตภณัฑ์ที�มีแป้งเป็นสว่นประกอบ ป้องกนัการกระเดน็ของนํ $ามนัระหวา่งทอด นอกจากนี $
ยงัเพิ�มความเข้ากนัเป็นเนื $อเดียวในผลิตภณัฑ์ที�มีไขมนั เชน่ เบเกอรี�และไอศกรีม จะมีการใสส่าร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพเพื�อเพิ�มความเนียน เพิ�มการละลายของไขมนั และยงัชว่ยรักษาความเสถียร
ของไขมนั (Nitschke และ Costa, 2007) แรมโนลิพิดยงัสามารถชว่ยเพิ�มคณุภาพของครีมเนย 
ครัวซองก์ และผลิตภณัฑ์แช่แข็ง รวมถึงใช้เป็นสารต้านการยดึเกาะของจลุินทรีย์ในบริเวณพื $นผิวที�
ต้องสมัผสักบัอาหาร เพื�อป้องกนัการเนา่เสียและการแพร่กระจายของเชื $อโรคในโรงงานอาหาร 
(Gautam และ Tyagi, 2006) โดยจากการศกึษาของ Meylheuc และคณะ (2006) พบวา่ สารลด
แรงตงึผิวชีวภาพชนิดไมมี่ประจทีุ�ผลิตโดย Pseudomonas fluorescens สามารถลดจํานวนของ 
Listeria monocytogenes LO28 บนพื $นผิวของสเตนเลส สตีล และ polytetrafluoroethylene ได้  
 อาหารบางชนิดที�เกิดจากการผสมของเฟสที�เป็นนํ $า (aqueous) และส่วนที�มีลักษณะ
นํ $ามัน เช่น ครีม นํ $าสลัด มายองเนส ผลิตภัณฑ์จากนม เนย ขนมหวาน และเบเกอรี�ต่างๆ โดย
ผลิตภณัฑ์นั $นต้องอยู่ในรูปของอิมลัชนั  อีกทั $งเมื�อเกิดแล้วลกัษณะดงักล่าวต้องมีความเสถียรจึง
จะอยู่ในรูปลักษณ์และลกัษณะเมื�อรับประทานที�เป็นที�ยอมรับโดยผู้บริโภค ลักษณะอิมัลชัน
ดงักลา่วเกิดจากการลดความตงึระหวา่งผิวประจนั (intersurface tension) ระหว่างทั $งสองเฟสจน
ได้เป็นอิมลัชนัขึ $น โดยกระบวนการทําให้เกิดอิมลัชนันั $นมีบทบาททําให้อาหารเหนียวข้นและดมีู
เนื $อมากขึ $น การที�จะให้เกิดอิมลัชนัในอาหารนั $นต้องการสารก่ออิมลัชนัที�เรียกว่าอีมลัสิไฟเออร์ซึ�ง
การทํางานนั $นขึ $นกบัสมดลุย์ ความชอบนํ $า (hydrophilic)/ ความไม่ชอบนํ $า (hydrophobic) สารที�
สามารถใช้เป็นอิมลัสิไฟเออร์ในอาหารมีหลายชนิด อาทิ เอสเทอร์ของกรดไขมนัของกลีเซอรอล  
เลซิธิน และอนุพนัธ์ของเลซิธิน เอสเทอร์ของกรดไขมันของซอร์บิแทน เป็นต้น ปัจจุบนัสามารถ
ผลิตสารก่ออิมลัชนัได้จากจุลินทรีย์ที�เรียกกันว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) หรือ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ�งการที�จุลินทรีย์ผลิตสารขึ $นเพื�อการสลายและนําสารอาหารเข้าเซลล์
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นั $นเป็นสิ�งที�ได้รับความสนใจเป็นพิเศษ เนื�องจากเป็นการผลิตที�ง่าย รวดเร็ว ใช้ต้นทนุตํ�า และไม่
ก่อปัญหาทางสิ�งแวดล้อม  ตวัอยา่งของไบโอเซอร์แฟคแตนท์ที�เป็นที�รู้จกักนัได้แก่ ไกลโคลิพิดจาก 
Arthrobacter sp. โซโฟโรสลิพิดจาก Torulopsis bombicola แรมโนลิพิดจาก Pseudomonas 
spp. อีมลัแซน จาก Acinetobacter  calcoaceticus และไลโพเพพไทด์ (เซอร์แฟคติน) โดย 
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis เป็นต้น สารเหล่านี $ได้ถกูใช้ทดแทนสารลดแรงตงึผิว
ชนิดสงัเคราะห์ทางเคมีในอตุสาหกรรมตา่ง ๆ ตวัอย่างเช่น การใช้ไกลโคลิพิด แทนเอสเทอร์กรด
ไขมนัของโมโน และโอลิโกแซคคาไรด์ เป็นอิมลัซิไฟเออร์ในอาหาร (Makkar และ Cameotra, 
2002) การใช้โซโฟโรลิพิด และอนพุนัธ์เอซิเลท และแอลคอกสิเลท (acylated and alkoxylated 
derivatives) ของสารดงักล่าวในอตุสาหกรรมเครื�องสําอาง (Brown, 2007) ในทางอตุสาหกรรม
อาหารได้มีการใช้โซโฟลิพิดกบัแป้งเพื�อสร้างคณุภาพ และยืดอายกุารเก็บอาหาร (Nitschke และ 
Costa, 2007) มีสิทธิบตัรการใช้ผนังเซลล์ที�ได้จากการไฮโดรไลซ์ของยีสต์ Saccharomyces 

uvarum เพื�อผลิตมาการีน (Tuynenburg, 1975) เป็นต้น  
 อย่างไรก็ตามยังเป็นที�ถกเถียงกันว่า จะสามารถใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตจาก
จลุินทรีย์จะใช้กบัอาหารได้หรือไม่ ดงันั $นองค์การอาหารและยาแห่งสหรัฐอเมริกา จึงทดสอบสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพในด้านคณุค่าทางอาหาร คณุสมบตัิตา่งๆ ด้านการปรับรส ด้านชีวภาพ และ 
ด้านพิษวิทยา สดุท้าย ยงัห้ามใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจากจลุินทรีย์กบัอาหาร แตอ่นญุาตให้ใช้
ในยา และเครื�องสําอางได้  ในขณะที�ในประเทศญี�ปุ่ น อนญุาตให้ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก 
จลุินทรีย์กบัอาหารได้ เช่น โซโฟโรลิพิดโดยใช้เป็น additive ในแป้งเพื�อเพิ�มอายขุองการวางขาย 
(shelf life) ของขนมอบ (Fiechter, 1992 และ Kosaric, 1993) และ mannosylerythrytol lipids 
จาก Candida antarctica ที�ผลิตในอาหารเลี $ยงเชื $อที�มีนํ $ามันถั�วเหลือง (Kitamoto, 1990)
นอกจากนั $นยงัมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�เป็นพอลิเมอร์ เช่น emulsan ซึ�งมีนํ $าหนักโมเลกุล
มากกว่า 200 กิโลดาลตัน ซึ�ง emulsan และ apoemulsan ที�ผลิตจาก Acinetobacter 
calcoacetius (Shepherd, 1995)  
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ตารางที� 2.3 หน้าที�ตา่งๆ ของสารลดแรงตงึผิวที�ใช้เป็นอิมลัสิไฟเออร์ในอาหารชนิดตา่งๆ 
(Kosaric, 1993) 

Functions Product examples 
Emulsification (water-in-oil) Margarine 
Emulsification (oil-in-water) Mayonnaise 
Aeration Whipped toppings 
Improvement of whippability Whipped toppings 
Inhibition of fat crystallization Candy 
Softening Candy 
Antistaling Bread 
Dough conditioning Bread dough 
Improvement of loaf volume Bread 
Reduction of shortening requirements Bread 

Pan release agent 
Yeast-leavened and other dough and 
batter products 

Fat stabilizer Food oil 
Antispattering agent Magarine and frying oils 
Antisticking agent Caramel candy 
Protective coating Fresh fruits and vegetables 
Surfactant Molasses 
Viscosity control Molten chocolate 
Improvement of solubility Instant potatoes 
Starch complexation Cake icing 
Humectant Cake icing 
Plasticizer Sugar productions 
Stabilization of flavor oils Ice cream 
Promotion of “dryness” Whipped topping 
Freeze-thaw stability Instant soups 
Inhibition of sugar crystallization Panned coating 
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2. ด้านเครื�องสาํอาง 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิด ได้รับความนิยมในการนํามาใช้เป็นสว่นผสมใน

ผลิตภณัฑ์เครื�องสําอางในปริมาณมาก เนื�องจากสามารถเข้ากบัผิวหนงัได้ดี ไมเ่กิดการระคาย
เคือง หรือเป็นอนัตรายตอ่ผิวหนงัมนษุย์ (Pornsunthorntawee และคณะ, 2009a) เชน่ โซโฟโร
ลิพิดที�ผลิตโดย Candida bombicola มีสมบตัใินการให้ความชุม่ชื $น ชว่ยตอ่ต้านแบคทีเรีย เป็น
สารต้านอนมุลูอิสระ และยงัเชื�อวา่มีสมบตัใินการกระตุ้นการสงัเคราะห์เลปตินผา่นเซลล์
adipicytes ซึ�งจะชว่ยลดไขมนัสว่นเกินในผิวหนงัชั $น subcutaneous ได้ (Pelleciar และ André, 
2004) รวมไปถึงการนําโซโฟโรลิพิดไปใช้เป็นสว่นผสมสําคญัในเชิงพาณิชย์ ได้แก่ ผลิตภณัฑ์รักษา
สิว แชมพปู้องกนัรังแค ผลิตภณัฑ์ระงบักลิ�นกาย ในชื�อยี�ห้อ Sopholiance โดยบริษัท Groupe 
soliance ประเทศฝรั�งเศส  แผน่มาร์คหน้า สบูล้่างหน้า สบูเ่หลว ในชื�อยี�ห้อ Sopholine ประเทศ
เกาหลี และเป็นสารให้ความชุม่ชื $นใน ลิบสติก อายแชโดว์ แป้งอดัแข็ง ในชื�อยี�ห้อ Sofina โดย
บริษัท Kao ประเทศญี�ปุ่ น (Kawano และคณะ, 1981) เป็นต้น รวมถึงแมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด ก็
มีการนํามาใช้เป็นตวัอิมลัซิไฟเออร์ในเครื�องสําอาง ซึ�งมีสมบตัใินการตอ่ต้านริ $วรอย ชว่ยให้ผิว
เนียนเรียบ นอกจากนี $แรมโนลิพิดที�ผลิตโดย Pseudomonas sp. ยงัมีสมบตัใินการต้านการเจริญ
ของจลุินทรีย์ ซึ�งจําเป็นสําหรับเครื�องสําอางในการช่วยป้องกนัการปนเปื$อนจากการสมัผสัเป็น
ประจําจากผู้ใช้ และมีสมบตัเิป็นอิมลัซิไฟเออร์ที�ดี ชว่ยเรื�องการเข้ากนัและเนื $อสมัผสัที�ดีใน
เครื�องสําอางอีกด้วย (Lourith และ Kanlayavattanakul, 2009) 

3. ด้านสิ�งแวดล้อม 
การปนเปื$อนในสิ�งแวดล้อม เกิดจากโรงงานอตุสาหกรรมและสารพิษจากการเกษตร 

ปลอ่ยสารประกอบอินทรีย์ และอนินทรีย์ลงในสิ�งแวดล้อมทั $งทางตรงและทางอ้อม สารประกอบ
เหลา่นี $ก่อให้เกิดปัญหาการตกค้างในสิ�งแวดล้อม ยากแก่การกําจดัทําลาย เนื�องจากสารเหลา่นี $จบั
กบัอนภุาคของดนิได้ง่าย จงึมีการนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมาชว่ยเพิ�มประสิทธิภาพในการ
บําบดัสารพิษ การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการกําจดัสารประกอบอินทรีย์ พวก
ไฮโดรคาร์บอนนั $น สารลดแรงตงึผิวสามารถชว่ยรักษาความเสถียรระหว่างนํ $ามนักบันํ $า ชว่ยกําจดั
สารปนเปื$อนด้วยวิธีการละลายแบบเทียม (pseudosolubilization) ชว่ยในการเกิดอิมลัชนัซึ�งจะ
ชว่ยเพิ�มคา่การละลายของไฮโดรคาร์บอนภายในไมเซลล์ ทําให้ผิวสมัผสัระหวา่งนํ $ามนักบันํ $า
เพิ�มขึ $น (Volkering และคณะ, 1998) ซึ�งจะเป็นการเพิ�มความสามารถในการเจริญของจลุินทรีย์บน
ไฮโดรคาร์บอน (bioavailability) เป็นการชว่ยกําจดัไฮโดรคาร์บอนออกจากดนิให้มีประสิทธิภาพดี
ยิ�งขึ $น (Banat และคณะ, 2010) ตวัอยา่งเชน่ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก R. erythropolis 3C-9 
ชว่ยเพิ�มประสิทธิภาพการกําจดั n-hexadecane โดย Alcanivorax dieselolei และ 
Psychrobacter celer ได้อยา่งมีนยัสําคญั (Noordman และ Janssen, 2002; Peng และคณะ, 
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2007) สว่นการกําจดัสารประกอบอนินทรีย์ เชน่ โลหะหนกั  สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะชว่ยให้เกิด
การรวมไอออน และกําจดัไอออนได้ง่ายขึ $น และจากการรายงานของ Wang และ Mulligan (2009) 
พบวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพชนิด bioemulsifier ที�ผลิตโดย Gordonia sp. BS29 มีประสิทธิภาพ 
ในการกําจดัสารหนใูนกากแร่หรือในดนิที�ปนเปื$อน ภายใต้สภาวะที�มีความเคม็ นอกจากนี $แรมโน
ลิพิด ยงัมีความสามารถในการกําจดัแคดเมียม ตะกั�ว และสงักะสีออกจากดิน โดยการรวมตวัของ
โลหะหนกักบัแรมโนลิพิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนที�ผิวของเซลล์ จากนั $นเซลล์จะนําโลหะหนกัเข้า
ภายในเซลล์จงึลดความเป็นพิษลงได้ และอิมลัแซนที�ผลิตโดย Alcanivorax calcoaceticus 
สามารถจบักบัยเูรเนียมได้ (Ron และ Rosenberg, 2001) 

 
4. อุตสาหกรรมนํ 'ามัน 
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นประโยชน์อยา่งยิ�งในกระบวนการนํานํ $ามนัขึ $นมาใช้ การทํา

ความสะอาดถงัเก็บนํามนั และกระบวนการขนสง่นํ $ามนัผา่นทอ่ โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะ
ชว่ยเพิ�มความสามารถในการละลายของสารประกอบตา่งๆ ในปิโตรเลียมกบันํ $า ชว่ยลดความหนืด
ของนํ $ามนั ช่วยกําจดันํ $าออกจากนํ $ามนัก่อนเข้าสูก่ระบวนการถดัไป นอกจากนี $ยงัชว่ยในการเกิด
อิมลัชนัของนํ $ามนั รวมถึงลดการเกิดฟิล์มของนํ $ามนักบัชั $นหิน จากการศกึษาของ Makkar และ 
Cameotra (1998) พบวา่ สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตโดย Bacillus licheniformis JF-2 และ B. 
subtilis ซึ�งทนร้อนและทนเค็ม สามารถดงึนํ $ามนัขึ $นมาใช้ได้มากขึ $น 9.3-62 เปอร์เซ็นต์  

 
5. ด้านการแพทย์ 
ปัจจบุนัจลุินทรีย์ดื $อตอ่ยาปฏิชีวนะมีจํานวนเพิ�มมากขึ $น สง่ผลให้การรักษาเป็นไปได้ยาก 

ดงันั $น สารลดแรงตงึผิวชีวภาพซึ�งมีสมบตัใินการต้านการเจริญของจลุินทรีย์ ทั $งแบคทีเรียแกรม
บวก แกรมลบและรา อีกทั $งยงัมีประสิทธิภาพและมีความปลอดภยั จงึเป็นอีกทางเลือกที�น่าสนใจ
อยา่งยิ�งในวงการแพทย์  ตวัอยา่งเชน่ เซอร์แฟคติน สามารถต้านการอกัเสบ ต้านไวรัส ชกันําให้
เกิด apoptosis ในเซลล์ Human breast cancer MCF-7 ได้ (Cao, 2010) รวมถึงยบัยั $งการเกิด 
ไฟบรินคลอท ยบัยั $ง cyclic adenosine monophosphste (cAMP) ไลเคไนซิน, อิทริูน เอ, แดปโต
มยัซิน, พมูิลาซิดนิ, และวิสโคซินาไมด์ มีสมบตัใินการต้านไวรัสและราได้ (Baltz และคณะ, 2005) 
โซโฟโรลิพิด สามารถต้านเชื $อไวรัส HIV (Banat และคณะ, 2010) และยบัยั $งการหลั�ง cytokine ได้ 
(Shah และคณะ, 2005) นอกจากนี $ยงัมีรายงานการใช้ไลโพโซมและอนพุนัธ์ของโคเลสเตอรอลที�
ผลิตโดยแมนโนซิลอิริทริทอลลิพิดสําหรับการขนถ่ายยีน ซึ�งมีประสิทธิภาพและปลอดภยักวา่การ
ใช้ไวรัสเป็นเวคเตอร์ (Singh และ Cameotra, 2004) 
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ตารางที� 2.4 การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชนิดตา่งๆ (Kosaric, 2001) 
Use Effect of surfactant 
Metals 
Concentration of ores 
Cutting and forming 

 
Wetting and foaming, collectors and frothers 
Wetting, emulsification, lubrication and corrosion 
inhibition in rolling oils, cutting oils  

Casting 
Rust and scale removal 
Plating 

 
In picking and electrolytic cleaning 
Wetting and foaming in electrolytic plating 

Paper 
Pulp treatment 
Paper machine 
Calender 

 
Deresinification, washing 
Defoaming, color leveling and dispersing 
Wetting and leveling, coating and coloring 

Paint and protective coating 
Pigment preparation 
Latex paints 

 
Dispersing and wetting of pigment during grinding 
Emulsification, dispersion of pigment, stabilize latex, 
retard sedimentation and pigment separation, rheology 

Waxes and polishes Emulsify waxes, stabilize emulsions, antistat 
Petroleum production/product 
Drilling fluids 

 
Emulsify oil, disperse solids, modify rheological 
properties of drilling fluids for oil and gas wells 

Textiles 
Preparation of fibers 
 
 
Dyeing and printing 

 
Detergent and emulsifier in raw wool scoring; 
dispersant in viscose rayon spinbath; lubricant and 
antistat in spinning of hydrophobic filaments 
Wetting, penetration, solubilization, emulsification, dye 
leveling, detergency and dispersion 

Agricultural 
Phosphate fertilizers 
Spray application 

 
Prevent caking during storage 
Wetting, dispersing, suspending of powdered 
pesticides and emulsification of pesticide solutions  
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ตารางที� 2.4 การประยกุต์ใช้สารลดแรงตงึผิวชนิดตา่งๆ (Kosaric, 2001) (ตอ่) 
Use Effect of surfactant 
Building and construction 
Paving 
Concrete 

 
Improve bond of asphalt to gravel and sand 
Promote air entertainment 

Elastomers and plastics 
Emulsion polymerization 
Foamed polymers 
Latex adhesive 
Plastic articles 
Plastic coating and laminating 

 
Solubilization, emulsification of monomers 
Introduction of air, control of cell size 
Promote wetting, improve bond strength 
Antistatic agents 
Wetting agent 

Food and beverages 
Food processing plants 
Fruit and vegetables 
Bekery and icecream 
Crystallization of sugar 
Cooking fat and oils 

 
For cleaning sanitizing 
Improve removal of pesticides, and in wax coating 
Solubilize flevor oils, control consistency, retard staling 
Improve washing, reduce processing time 
Prevent spattering due to super heat and water 

Industrial cleaning 
Janitorial supplies 
Descaling 
 
Soft goods 

 
Detergent and sanitizing 
Wetting agents and corrosion inhibitors in acid 
cleaning of boiler tubes and heat exchangers 
Detergents for laundry and dry cleaning 

Leather 
Skins 
Tanning 
Hides 
Dyeing 

 
Detergent and emulsifier in decreasing 
Promote weting and penetration 
Emulsifiers in fat liquoring 
Promote wetting and penetration 
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2.7 การวิเคราะห์สมบัตสิารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 
1. ค่าแรงตึงผิว (surface tension) 

หมายถึง แรงที�กระทําระหว่างของเหลวกบัอากาศ มีหนว่ยเป็น mN/m หรือ dyne/cm  
โมเลกลุของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีโครงสร้างแบบแอมฟิฟิลิค จะสะสมบริเวณผิวหน้าของวฏั
ภาคที�แตกตา่งกนั ทําให้แรงกระทําระหว่างของเหลวกบัอากาศลดลง เมื�อความเข้มข้นของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพิ�มขึ $น ค่าแรงตึงผิวจะลดลงเรื� อยๆ โดยทั $งสองค่านี $จะมีความสัมพันธ์กัน
จนกระทั�งถึงจุดที�ความเข้มข้นมากพอจนเกิดการรวมตัวเป็นโครงสร้างไมเซลล์ เรียกว่า ความ
เข้มข้นวิกฤติการเกิดไมเซลล์ (critical micelle concentration, CMC) ที�จดุนี $เมื�อเพิ�มความเข้มข้น
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ค่าแรงตึงผิวจะไม่เปลี�ยนแปลง ซึ�งค่า CMC สามารถบ่งบอกถึง
ประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆได้  ดงัแสดงในรูป 2.15  ความสามารถในการละลาย
สารที�ไมล่ะลายนํ $าจะเริ�มที� CMC และคอ่ยๆ เพิ�มขึ $นตามความเข้มข้นของไมเซลล์ การวดัคา่แรงตงึ
ผิวทําได้โดยใช้เครื�อง tensiometer ซึ�งเป็นวิธีที�นิยมอย่างกว้างขวาง เนื�องจากคอ่นข้างแม่นยํา ไม่
ยุ่งยาก ทําได้สะดวกและรวดเร็วที�อณุหภูมิห้อง คา่แรงตงึผิวของนํ $าบริสทุธิ:เท่ากบั 72 mN/m และ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ถือว่ามีประสิทธิภาพดีจะทําให้ค่าแรงตึงผิวลดลงเหลือ 35 mN/m 
(Kosaric, 1993) 

 
รูปที� 2.15 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่แรงตงึผิว แรงตงึระหว่างผิวที�ประจนั และคา่การละลายกบั 

ความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
ที�มา: Mulligan (2005) 
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2. ค่าแรงตงึระหว่างผิวที�ประจัน (interfacial tension) 

หมายถึง แรงที�กระทําระหว่างของเหลวกับของเหลวที�มีวฏัภาคต่างกัน มีหน่วยเป็น 
mN/m การวดัคา่แรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัจะวดัระหว่างนํ $าและสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น 
นํ $ามนั เฮกซาเดกเคน หรือนํ $ามนัก๊าด โดยทั�วไปคา่แรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัของนํ $ากบัเฮกซาเดก
เคนมีคา่เท่ากบั 50 mN/m และคา่แรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัของนํ $ากบันํ $ามนัก๊าดมีคา่เท่ากบั 30-
40 mN/m ซึ�งเมื�อเติมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจะสามารถลดแรงตงึระหว่างผิวที�ประจนัลงเหลือ 
0.1-1.0 mN/m (Gerson, 1993) 

 
3. การก่ออิมัลชัน (emulsification) 

อิมลัชนัเป็นระบบที�ประกอบด้วยของเหลว 2 ชนิดที�เข้ากันไม่ได้ หรือไม่ละลายในกัน
และกนั โดยมีของเหลวชนิดหนึ�งกระจายตวัเป็นหยดเล็กๆอยูใ่นของเหลวอีก เป็นระบบที�มีความคง
ตวัทางเทอร์โมไดนามิกส์ตํ�า จึงต้องมีการเติมสารลดแรงตึงผิวลงไปเพื�อลดแรงตึงระหว่างผิวของ
ของเหลวทั $งสอง และลดพลังงานอิสระที�พื $นที�ผิว เป็นการช่วยเพิ�มความคงตวัของอิมัลชัน โดย
สามารถแบง่ตามชนิดของของเหลวที�เป็นวฏัภาคภายใน และวฏัภาคภายนอกได้เป็น 3 ชนิด คือ 
ชนิดนํ $าในนํ $ามัน (W/O emulsion) ชนิดนํ $ามนัในนํ $า (O/W emulsion) และอิมลัชันเชิงซ้อน 
(multiple emulsion) โดยเส้นผ่านศนูย์กลางของอนภุาคมีขนาดระหว่าง 0.5-100 ไมโครเมตร การ
วดัประสิทธิภาพในการเกิดอิมลัชนัอาจทําด้วยการวดัคา่ดชันีการเกิดอิมลัชนั คือ การวดัอตัราส่วน
ระหวา่งความสงูของอิมลัชนัและความสงูของของเหลวในหลอดทั $งหมดเมื�อเวลาผ่านไป 24 ชั�วโมง 
(Patel และ Desai, 1997) หรือคา่การดดูกลืนแสง (Shepherd และคณะ, 1995) และอาจวดัความ
เสถียรของอิมลัชนัที�เกิดขึ $นโดยวดัคา่ดชันีการเกิดอิมลัชนัในระยะเวลาที�นานออกไป 
 

4. ค่าการกระจายตัวของนํ 'ามัน (oil displacement activity) 
เป็นการวดัประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการทําให้แผ่นฟิล์มของนํ $ามนั

สงัเคราะห์บนผิวนํ $าเกิดเป็นวงใส (clear zone) โดยวัดเส้นผ่าศูนย์กลางของพื $นที�วงใส แล้ว
คํานวณหาพื $นที�วงกลมตามสตูร ¶r2 มีหนว่ยเป็นตารางเซนติเมตร โดยกําหนด 1 ตารางเซนติเมตร
ของการกระจายตวัของนํ $ามันสงัเคราะห์เท่ากับ 1 หน่วย วิธีนี $เป็นวิธีที�ไม่ยุ่งยากและประหยัด
คา่ใช้จา่ย และยงัเป็นวิธีที�เหมาะสมในการวดักิจกรรมของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผ่านการทําให้
บริสทุธิ:แล้ว เนื�องจากวิธีนี $ใช้สารปริมาณเพียงเล็กน้อยในการวิเคราะห์ คือ 10 ไมโครลิตรเท่านั $น 
(Morikawa และคณะ, 1993) 
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5. ค่า Hydrohilic-Lipophilic balance (HLB) 
 คือสมบตัิที�ชอบนํ $าและชอบนํ $ามนัในโมเลกลุของสารลดแรงตงึผิว ตามทฤษฎีสารลด

แรงตงึผิวที�มีคา่ HLB สงูระหวา่ง 8-18 จะให้อิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า และที�มีคา่ HLB ตํ�าระหวา่ง 
3-6 จะให้อิมลัชนัชนิดนํ $าในนํ $ามนั คา่ HLB นี $เป็นคา่เฉพาะตวั ซึ�งจะตา่งกนัออกไปตามโครงสร้าง
ของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆ เชน่ สารลดแรงตงึผิวชนิดโซโฟโรลิพิด มีคา่ HLB เทา่กบั 10-13 
(Van Bogaert และคณะ, 2007) ชนิดแมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด ที�ผลิตโดย Candida sp. SY16 มี
คา่ HLB เทา่กบั 8.8 (Kim และคณะ, 2002) เป็นต้น 

 
2.8 การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

 
1. โครมาโทกราฟี (Chromatography) 

 เป็นเทคนิคที�เป็นประโยชน์ในการแยกสาร ตรวจสอบ และวิเคราะห์ชนิดของสาร โดย
อาศยัหลกัการการละลายของสารในตวัทําละลายและการถกูดดูซบัที�แตกตา่งกนั กล่าวคือ สารที�
ละลายในตวัทําละลายได้ดีและถกูดดูซบัน้อยจะเคลื�อนที�ออกมาก่อน สว่นสารที�ละลายได้น้อย
และถกูดดูซบัได้ดีจะเคลื�อนที�ออกมาทีหลงั การแยกของสารนั $นอาศยัความแตกตา่งของอตัราการ
เคลื�อนที�ระหวา่งสารตวัอยา่ง วิธีการนี $มีเฟส 2 เฟส คือ เฟสอยูก่บัที� (stationary phase) กบัเฟส
เคลื�อนที� (mobile phase) (Skoog, 1988) 

 
2. โครมาโทกราฟีแบบบาง (Thin-Layer Chromatography) 
 เป็นเทคนิคที�ใช้ในการแยก การทําบริสทุธิ:สารประกอบอินทรีย์ที�มีขั $วแตกตา่งกนั 

เฟสคงที�ที�นิยมใช้ คือ ซิลิกาเจลเคลือบบนแผน่แก้ว เฟสเคลื�อนที�ที�ใช้จะเป็นตวัทําละลายอินทรีย์ 
(organic solvent) เทคนิคการแยกทําได้โดยจดุสารตวัอยา่งลงบนเฟสคงที� จากนั $นนําไปใสใ่น
ภาชนะที�บรรจตุวัทําละลาย สารจะเคลื�อนที�ผา่นเฟสคงที�ด้วยแรง capillary action อตัราเร็วที�
แตกตา่งกนัขึ $นอยู่กบัความสามารถในการกระจายตวัระหวา่งเฟสคงที�และเฟสเคลื�อนที� ซึ�งบนซิลิ
กาเจลนั $นจะมีหมูไ่ฮดรอกซิลทําให้มีความเป็นขั $วสงู ทําให้สารที�มีขั $วจบับนอนภุาคของเจลได้ดีจงึ
เคลื�อนที�ได้ช้า ในขณะที�สารไมมี่ขั $วจะจบัได้น้อยจงึเคลื�อนที�ได้เร็ว ข้อดีของโครมาโตกราฟีชนิดนี $ 
คือ ไมยุ่ง่ยาก ต้องการอปุกรณ์น้อย สามารถตรวจแยกสารในปริมาณน้อย ๆ ได้ และสามารถแยก
สารออกจากเฟสคงที�โดยสกดัด้วยตวัทําละลาย (Heyd และคณะ, 2008) 
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3. ไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 
chromato   graphy) 

เป็นเทคนิคที�ใช้ในการวิเคราะห์สารประกอบที�อยูใ่นรูปของเหลว โดยใช้เครื�องสบู
แรงดนัสงู (high pressure pump) สบูตวัทําละลายซึ�งทําหน้าที�เป็นเฟสเคลื�อนที� (mobile phase) 
พาสารตวัอยา่งที�ถกูฉีดเข้าทางชอ่งฉีดสาร (injector) ผา่นอนภุาคที�เป็นเฟสอยูก่บัที� (stationary 
phase) ซึ�งบรรจอุยูใ่นคอลมัน์ (column) สารผสมตวัอยา่งจะเคลื�อนที�ผา่นคอลมัน์และถกูแยก
ออกมา สารจะถกูแยกออกมาในเวลาที�ตา่งกนั โดยสารผสมที�อยูใ่นตวัอยา่งสามารถถกูแยกออก
จากกนัได้นั $น จะขึ $นอยูก่บัการดดูซบัของสารประกอบนั $นกบัเฟสคงที� สารที�ดดูซบัได้ตํ�าในเฟสคงที�
จะเคลื�อนที�ผ่านคอลมัน์ได้เร็ว สารนั $นก็จะถกูแยกออกมาก่อน สว่นสารที�ดดูซบัได้ดีในเฟสคงที�จะ
เคลื�อนที�ผ่านคอลมัน์ได้ช้าจะถกูแยกออกมาทีหลงั (Lindsay,1991) เพื�อผา่นเข้าสูเ่ครื�องตรวจวดั 
(detector) เชน่ UV ELSD  ในเวลาที�ตา่งกนั สญัญาณที�วดัได้จะอยูใ่นรูปสญัญาณไฟฟ้าตามเวลา
และปริมาณของสารแตล่ะตวัที�ตรวจวดัได้ จากนั $นสญัญาณจะถกูสง่ไปยงัเครื�องบนัทกึสญัญาณ 
เพื�อแสดงผลออกมาเป็นโครมาโทแกรม เทคนิค HPLC แบง่เป็น 2 แบบตามลกัษณะการใช้เฟส
เคลื�อนที�คือ การแยกโดยใช้องค์ประกอบของเฟสคงที�แบบเดียวตลอดการแยก (Isocratic) และ
การแยกโดยมีการเปลี�ยนองค์ประกอบของเฟสคงที�ในระหวา่งการแยกแบบตอ่เนื�องหรือแบบทีละ
ขั $น (Gradient elution) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�จะนํามาแยกด้วยวิธีนี $ ต้องทําให้มีความบริสทุธิ:

เบื $องต้นก่อน ตวัอยา่งเชน่ โซโฟโรลิพิดที�ได้จากกระบวนการหมกั ก่อนผ่านการแยกด้วย HPLC ได้ 
ผา่นขั $นตอนการแยกบนโครมาโทกราฟีแบบบางมาแล้ว โดยการวิเคราะห์โซโฟลิพิดนั $นนิยมใช้
คอลมัน์ C-18 เป็นเฟสคงที� และใช้สารละลายอะซิโตไนไตรล์ (acetonitrile) เป็นเฟสเคลื�อนที� 
ตรวจวดัด้วยเครื�อง UV detector ที� 207 นาโนเมตร อตัราการชะเทา่กบั 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที 
จากนั $นโซโฟโรลิพิดที�มีโครงสร้างแบบตา่งๆ จะแยกออกที�เวลาแตกตา่งกนั ดงัแสดงในรูปที� 2.16 
(Hu และ Ju, 2001) 

 
รูปที� 2.16 โครมาโทแกรม HPLC ของโซโฟโรลิพิดบริสทุธิ:บางสว่นผลิตโดย  

Torulopsis bombicola และใช้นํ $ามนัถั�วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน 
ที�มา: Hu และ Ju (2001) 
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4.แมสสเปกโทรเมตรี (Mass spectrometry) 
เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ที�ใช้วิเคราะห์สารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ เพื�อตรวจสอบ

มวลโมเลกลุของสาร ทํานายถึงปริมาณและองค์ประกอบในสารนั $นๆ โดยอา่นจากคา่สเปกตรัม วิธี
นี $จดัเป็นเทคนิคขั $นสงูมีคา่ความไว (sensitivity) ในการวิเคราะห์สงู สามารถวิเคราะห์ได้ทั $งแบบ
เจาะจงและแบบทั�วไป ทั $งในเชิงคณุภาพและปริมาณ ด้วยการทําให้โมเลกลุแตกตวัเป็นไอออน
ด้วยวิธีตา่งๆ เชน่ electrosprey ionization (ESI) และ atmospheric pressure chemical 
ionization (APCI) ในระยะหลงัได้พฒันาการทําให้เกิดไอออนโดยใช้พลงังานตํ�า (soft ionization)  
เชน่  matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) จะใช้ UV lasers เชน่ ไนโตรเจน
เลเซอร์ ที�ความยาวคลื�น 337 นาโนเมตร ซึ�งสามารถทําให้เกิดไอออนได้โดยสารไมส่ลายตวั จงึ
เหมาะสําหรับการวิเคราะห์สารที�มีโมเลกลุขนาดใหญ่ระเหยได้ยาก จําพวกสารชีวโมเลกลุ เชน่ 
โปรตีน เพพไทด์ และนํ $าตาล สว่นมวลของไอออนที�เกิดขึ $นสามารถวิเคราะห์ด้วยวิธีตา่งๆ ดงันี $ 
time of flight (TOF), magnetic section ion trap ซึ�งจะทําให้เกิดสเปกตรัมของไอออนได้อย่าง
สมบรูณ์ การวิเคราะห์มวลด้วย TOF มีข้อดีที�แตกตา่งจากวิธีอื�น คือสามารถบนัทกึคา่มวลของ
ไอออนได้ทั $งหมดในเวลาอนัรวดเร็ว  จงึชว่ยลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ และยงัให้ผลการ
วิเคราะห์ที�เชื�อถือได้ แมสสเปกโทรเมตรีจะตรวจวดัไอออนที�เกิดขึ $นและปรากฏเป็นพีก (peak) บน
สเปกตรัมตามขนาดมวลตอ่ประจขุองไอออน (m/z)  

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�จะนํามาวิเคราะห์ด้วยวิธี MS นี $ ต้องผา่นการทําให้มีความ
บริสทุธิ:เบื $องต้นก่อน ตวัอย่างเชน่ โซโฟโรลิพิดต้องผา่นการแยกด้วย TLC และ HPLC มาก่อน จงึ
นํามาวิเคราะห์ด้วยวิธีนี $ตอ่ไป จากการศกึษาของ Hu และ Ju (2001) พบวา่ โซโฟโรลิพิดที�ผลิต
โดยใช้นํ $ามนัถั�วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน จะมีโครงสร้างทั $งรูปแบบแลคโตน ชนิด C18:0 C18:1 
C18:2 และ C16:0 มีคา่มวลโมเลกลุ (m/z) เทา่กบั 688.9  686.9  684.9 และ 661.2 ตามลําดบั 
และรูปแบบอะซิดคิ ชนิด C18:0 C18:1 C18:2 และ C16:0 มีคา่มวลโมเลกลุ (m/z) เทา่กบั 707.0  
705.0  703.0 และ 679.3 ตามลําดบั รวมถึงอาจเกิดการเตมิหมูอ่ะซิตลิ 1-2 หมู ่ และมีการขาด
หายของกลโูคสในนํ $าตาลโซโฟโรสได้เชน่กนั ดงัแสดงในรูป 2.17 
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รูปที� 2.17 แมสสเปกตรัมของโซโฟโรลิพิดเมื�อใช้แหลง่คาร์บอนตา่งๆ 
ก) กลโูคสเพียงชนิดเดียว ข) กลโูคสร่วมกบัเฮกซะเดคเคน ค) กลโูคสร่วมกบันํ $ามนัถั�วเหลือง 

ที�มา: Hu และ Ju (2001) 
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2.9 นํ 'ามันตะไคร้ (Lemongrass oil)  
นํ $ามันตะไคร้เ ป็นนํ $ามันหอมระเหย ซึ� งสกัดได้จากต้นตะไตร้  ชื� อวิทยาศาสตร์  

Cymbopogon citratus (De ex Nees) Stapf.  ซึ�งจากงานวิจยัที�ผ่านมาพบว่านํ $ามนัตะไคร้มี
คณุสมบตัใินการยบัยั $งการเจริญของเชื $อจลุินทรีย์ดงันี $ 

 1. ฤทธิjยับยั 'งการเจริญของแบคทีเรีย Hammer และคณะ (1999) รายงานวา่
นํ $ามนัหอมระเหยจากตะไคร้ เมื�อนํามาทดสอบด้วยวิธี agar dilution method  พบวา่ นํ $ามนั
ตะไคร้ สามารถยบัยั $งการเจริญเตบิโตของเชื $อแบคทีเรียได้หลายชนิด เชน่  E. coli, S. 

typhimurium และ S. aureus ซึ�งคา่ความเข้มข้นตํ�าสดุในการยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ 
(MIC) ดงัแสดงในตาราง 2.5 โดยสารเคมีสําคญัที�ออกฤทธิ:ในนํ $ามนัหอมระเหย คือ citral , 
citronellol, geraneol  และ cineole มีฤทธิ:ยบัยั $งการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียได้แก่เชื $อ E. coli  
นอกจากนี $สาร citral ที�เป็นสว่นประกอบหลกัของนํ $ามนัตะไคร้  เมื�อนํามาทดสอบกบัแบคทีเรีย 
Shigella flexneri และ  Samonella typhi para-A  พบวา่สามารถต้านเชื $อแบคทีเรียดงักลา่วได้
เมื�อใช้ในขนาดตํ�า  
 
ตารางที� 2.5 คา่ MIC (% โดยปริมาตร) ของนํ $ามนัตะไคร้ที�มีผลตอ่เชื $อจลุินทรีย์ชนิดตา่งๆ
(Hammer และคณะ, 2001) 

 

 

 

 

 

2. ฤทธิjยับยั 'งการเจริญของเชื 'อรา นํ $ามนัหอมระเหยจากตะไคร้ เมื�อนํามา
ทดสอบด้วยวิธี agar dilution พบวา่นํ $ามนัตะไคร้ที�ความเข้มข้น 60 ไมโครกรัม /มิลลิลิตร สามารถ
ต้านเชื $อรา Trichophyton mentagrophytes, T.  rubrum, Epidermophyton  floccosum และ 
Microsporum  gypseum ได้ ซึ�งนํ $ามนัตะไคร้มีสาร citral และ myrcene เป็นสว่นประกอบหลกั 
มีฤทธ์ยบัยั $งเชื $อราดงักลา่วโดยมีคา่ความเข้มข้นตํ�าสดุในการยบัยั $ง (MIC) เทา่กบั 122.5, 135, 
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115, 235 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดบั และความเข้มข้นตํ�าสดุของนํ $ามนัตะไคร้ที�มีฤทธิ:ฆา่เชื $อ
ราดงักลา่ว (MLC) มีคา่เทา่กบั 135, 147.5, 125, 310 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  (Wannissorn และ
คณะ, 1996)  

3. ฤทธิjยับยั 'งการเจริญของยีสต์ สารสกดัตะไคร้ด้วยเอทานอล และนํ $ามนัหอม
ระเหยจากตะไคร้ ความเข้มข้น 40 และ 60 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดบั เมื�อผสมลงในอาหาร
เลี $ยงเชื $อ พบวา่สามารถต้านยีสต์ Candida albicans ได้ (Wannissorn และคณะ, 1996)  

  4. หลักฐานความเป็นพิษและการทดสอบความเป็นพิษของนํ 'ามันตะไคร้ 
  เมื�อให้นํ $ามนัตะไคร้เข้าทางกระเพาะอาหารกระตา่ย พบว่ามีคา่ LD50 มากกว่า 5 
กรัม/กิโลกรัม ส่วนพิษในหนูขาวไม่ชดัเจน และเมื�อป้อนสารสกดัใบด้วยอลักอฮอล์และนํ $า (1:1) 
ขนาด 460 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เข้ากระเพาะอาหารหนถีูบจกัร พบว่ามีพิษ แตส่ารสกดัใบด้วยนํ $า 
ขนาด 20-40 ซีซี/กิโลกรัม เมื�อให้ทางปากไม่พบพิษ และไม่เป็นพิษต่อตวัอ่อน และไม่มีผลต่อ
นํ $าหนกัตวัของหนขูาว มีผู้ศกึษาพิษของนํ $ามนัหอมระเหย พบว่าอตัราส่วน LD50/TD เท่ากับ 6.9 
การป้อนยาชงตะไคร้ให้หนขูาวในขนาด 20 เท่าของขนาดที�ใช้ในคนเป็นเวลา 2 เดือน ไม่พบความ
เป็นพิษ การศกึษาพิษเฉียบพลนัของนํ $ามนัหอมระเหยจากตะไคร้ขนาด 1,500 ppm เป็นเวลา 60 
วนั พบว่าหนูขาวกลุ่มที�ได้ตะไคร้ โตเร็วกว่ากลุ่มควบคมุ แตค่า่เคมีเลือดไม่เปลี�ยนแปลง (Mishra 
และคณะ, 1992) นอกจากนี $มีผู้ทดสอบพิษของชาที�เตรียมจากตะไคร้พบว่า เมื�อให้อาสาสมคัร
สขุภาพดีรับประทานชาตะไคร้ 1 ครั $ง หรือรับประทานวนัละครั $ง เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ไม่พบการ
เปลี�ยนแปลงทางเคมี เลือด และปัสสาวะ มีบางรายเท่านั $นที�ปริมาณบิลลิรูบิน และ Amylase 
สงูขึ $น จงึนบัวา่ปลอดภยั (Leite และคณะ,1986) 
 
2.10 เทคนิคการผลิตไมโครแคปซูล 
 ในปัจจุบนันี $ นกัเทคโนโลยีทางอาหารได้หนัมาสนใจการผลิตไมโครแคปซูลเพิ�มมากขึ $น 
โดยใช้ห่อหุ้มองค์ประกอบของอาหาร ไม่ให้เกิดปฏิกิริยากับสิ�งแวดล้อมภายนอกและสามารถเก็บ
รักษาได้ง่ายและนานขึ $น  
 ไมโครเอนแคปซูเลชั�น (Microencapsulation) คือ เทคโนโลยีที�อนุภาคของแข็งหรือ
ของเหลวที�เรียกว่า แกน (Core) ถกูห่อหุ้มด้วยสารประเภทพอลิเมอร์เป็นชั $นบางๆ เกิดเป็นแคปซูล 
(capsule) ที�มีขนาดอยู่ในช่วง 1 ไมครอนถึง 1,000 ไมครอน (1-1,000 µm ) หรือ ในขณะที�
แคปซูลที�มีขนาดเล็กกว่า 1 µm จะเรียกว่า นาโนแคปซูล ซึ�งขนาดของไมโครแคปซูลที�เหมาะสม
และนิยมใช้ที�สุดอยู่ระหว่าง 5-20 ไมครอน และความหนาของผนังมีค่าเฉลี�ยอยู่ที�    0.1-30      
ไมครอน  และเรียกผนงัที�หอ่หุ้มนี $วา่ wall หรือ shell  ไมโครแคปซูลสว่นใหญ่ที�นํามาใช้กนัผนงัจะมี
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ลกัษณะเป็นเมทริกซ์ และภายในของไมโครแคปซูลจะบรรจุสารสําคญัต่างๆที�เป็นของเหลวทั $งที�
เป็น Hydrophobic และ hydrophilic โดยปกติของเหลวที�บรรจจุะมีปริมาณอยู่ที� 55-95 % ของ
นํ $าหนกัไมโคร-แคปซูล 
 

 
รูปที� 2.18 แสดงลกัษณะของไมโครแคปซูลประกอบด้วยสว่นสําคญั 2 สว่นหลกัๆ คือ สารสําคญั
หรือสารกระตุ้นที�บรรจใุนแคปซูล (Core) และ เปลือกหรือผนงัที�หอ่หุ้มอยู่รอบนอก (wall) 

ที�มา : http://www.thaitextile.org/tdc/ 
 
ในปัจจบุนัมีการพฒันาใช้เทคโนโลยีไมโครดเอนแคปซูเลชั�นมาใช้งานมากมาย เนื�องจากข้อดีของ
เทคโนโลยีนี $ ได้แก่ 

- ป้องกนัการเกิดปฏิกิริยากบัสภาวะภายนอก เชน่ ปฏิกิริยาออกซิเดชั�น เนื�องจากสารบาง
ตวัมีความไวตอ่ความร้อน แสง อากาศ นํ $า ออกซิเจน ฯ ซึ�งจะชว่ยป้องกนัไมใ่ห้คณุสมบตัิ
ของสารเปลี�ยนไป 

- ชว่ยควบคมุการทํางานของสารแกน ให้มีการปลดปลอ่ยสารแกนในปริมาณที�เหมาะสม
และสามารถควบคมุการปลดปล่อยสารแกนให้ได้ตรงตามวตัถปุระสงค์ 

- ชว่ยทําให้ง่ายตอ่การนําสารแกนไปใช้ เชน่ ชว่ยทําของเหลวอยูใ่นรูปของแข็ง ง่ายตอ่การ
นําไปผสมกบัส่วนผสมอื�น โดยไมเ่กิดการทําปฎิกิริยาตอ่กนั 

- ชว่ยลดอตัราการระเหยของสารหอม เนื�องจากสารบางชนิดมีอตัราการระเหยที�รวดเร็ว 
เชน่ นํ $ามนัหอมระเหย เมื�อนํามาทําไมโครแคปซูลจะชว่ยลดการระเหยของสารหอม ซึ�งถ้า
ไมมี่กลไกไปกระตุ้นให้ผนงัของไมโครแคปซูลแตก สารหอมภายในก็จะไมส่ามารถระเหย
ออกมาได้ และจะสามารถเก็บรักษากลิ�นได้เป็นเวลานาน  
 

 ในการเตรียมหรือผลิตไมโครแคปซูลนั $นสามารถแบง่ออกได้เป็น กระบวนการทางเคมีและ
กระบวนการทางกายภาพ ซึ�งมีหลากหลายวิธี ต้องเลือกให้เหมาะกบัสาร core และ shell ที�จะ
นํามาทําไมโครแคปซูล ซึ�งวิธีการที�นิยมใช้อย่างหนึ�ง คือ เทคนิคการอบแห้งแบบพน่กระจาย 
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(Spray dry) กระบวนการของ Spray dry เริ�มจากอากาศจะถกูดดูผ่าน filter และผา่นตวัให้ความ
ร้อน จากนั $นจงึเข้าสูห้่องอบแห้ง (drying chamber) สว่นวตัถดุบิที�ใช้ spray (feed) ควรมีลกัษณะ
เหลว จากนั $นสารละลายของเหลวจะถกูดดูโดยปั�มผา่นอปุกรณ์ที�ทําให้เกิดละอองฝอยภายใน
ห้องอบและจดุสมัผสักบัอากาศร้อนทําให้เกิดการระเหยของนํ $าอยา่งรวดเร็วที�อณุหภมูิสงู จะได้ผง
ผลิตภณัฑ์ที�ตกลงสูด้่านล่างของ drying chamber และผงบางสว่นที�หลดุมากบัอากาศจะถกูแยก
โดยใช้ cyclone จนได้ผลิตภณัฑ์สดุท้ายในกระบวนการอบด้วย spray dryer  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที� 2.19 ขั $นตอบการอบแห้งแบบพน่กระจาย 

ที�มา : http://www.chec.kt.dtu.dk/Research/Chemical 
 
 เทคนิคการอบแห้งแบบพน่กระจาย ประกอบด้วย 4 กระบวนการ คือ 

1. การทําให้สารที�ป้อนเข้าไป (feed) กระจายตวัเป็นละออง (Atomization of feed) 
กระบวนนี $ทําให้ feed เป็นละอองโดยใช้ atomizer ซึ�งถือวา่เป็นสว่นประกอบที�สําคญัที�สดุของ 
spray dryer โดยลกัษณะของ atomizer มี 3 ชนิด คือ 

 1.1 Rotary Atomizer atomizer ชนิดนี $ feed จะไหลลงบนจานหมนุ ซึ�งใกล้กบัจดุ
ศนูย์กลางโดยจานหมนุจะมีความเร็วรอบสงูประมาณ 5,000-10,000 รอบตอ่นาที และ feed จะ
ถกูเหวี�ยงออกด้านข้างกระจายเป็นละอองโดยขนาดเฉลี�ย 30-120 mm ซึ�งขนาดเฉลี�ยนี $จะแปรผนั
โดยตรงกบัอตัราการไหลของ feed ความหนืดและแปรผกผนักบัอตัราการหมนุและเส้นผา่น
ศนูย์กลางของจานหมนุ 

 1.2 Pressure Nozzles  
 วิธีนี $ feed จะไหลผา่น orifice ภายใต้ ความดนัสงู ทําให้ของเหลวที�ออกมาจาก

หวัฉีดเป็นฝอยโดยไมใ่ช้อากาศ อนภุาคที�ได้จะมีขนาดเฉลี�ย 120-250 mm โดยขนาดอนภุาคจะ
แปรผนัโดยตรงกบัอตัราการไหลของ feed ความหนืด และแปรผกผนักบัความดนั 
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 1.3 Two-fluid Nozzle (Pneumatic Nozzle)  
  อปุกรณ์ชนิดนี $ feed และอากาศจะไหลผา่นหวัของ nozzle ซึ�งจะทําให้ feed แตก
เป็นละอองฝอยเนื�องจากการไหลผา่นของอากาศด้วยความเร็วสงูภายใน nozzle การปรับอตัรา
การไหลของอากาศ จะชว่ยในการกระจายเป็นละอองของ feed วิธีนี $นิยมใช้กบั feed ที�มีความ
หนืดสงู อยา่งไรก็ตามวิธีนี $ มีคา่ดําเนินการที�สงูและให้ผลผลิตที�ตํ�า 
 2. การสมัผสัของละอองฝอยกบัอากาศ โดยพิจารณาจากตําแหนง่ของ atomizer กบั
อากาศแห้งขาเข้าโดยจะแบง่เป็น 

-การไหลผา่นทางเดียวกนั (co-current flow) 
-การไหลผา่นสวนทางกนั (counter-current flow) 
-การไหลผา่นแบบผสม (mixed flow) 

 3. การระเหยของละอองฝอย 
 เมื�อละอองสมัผสักบัอากาศแห้งร้อน จะเกิดการระเหยชั $นไออิ�มตวับริเวณผิวของ

ละอองอยา่งรวดเร็ว โดยจะมีอณุหภมูิที�ผิวละอองที�อณุหภมูิกระเปาะเปียกของอณุหภมูิอากาศ
แห้งจะแพร่สูผ่ิวหนงัซึ�งอยูใ่นสภาวะอิ�มตวั ชว่งนี $จงึเป็นช่วงที�อตัราระเหยคงที� จนกระทั�งความชื $น
ตํ�าไมมี่การแพร่สูผ่ิวหน้า ทําให้เกิดชั $นแห้งหนาขึ $นตามเวลา ชว่งนี $อตัราการระเหยจะลดลง 
 4. ขั $นตอนการแยกผลิตภณัฑ์แห้งจากอากาศ 

 การแยกผลิตภณัฑ์ที�ได้จากอากาศนั $น โดยทั�วไปนิยมใช้ cyclone เป็นตวัเก็บผล
ผลิตภณัฑ์ที�ตกลงสูด้่านล่างอง cyclone สว่นลมที�ออกจากด้านบนของ cyclone จะผา่นไปยงัตวั
เก็บขั $นสดุท้ายทั $งนี $อาจเป็น wet scrubber หรือ bag filter หรือ electrostatic precipitator ซึ�ง
ขึ $นอยู่กบัปริมาณผง ที�มีและประสิทธิภาพการนํากลบัมา 
  
  จากงานวิจยัที�ผ่านมา Leimann และคณะ (2008) ได้ศกึษาการทําไมโครแคปซูล
ของนํ $ามนัตะไคร้ด้วยเทคนิค Simple coacervation และใช้ PVA และ glutaraldehyde เป็นสาร
เคลือบ และตดิตามผลของการทําไมโครแคปซูล พบวา่ ประสิทธิภาพของนํ $ามนัตะไคร้ในการยบัยั $ง
เชื $อนั $นไม่เปลี�ยนแปลงหลงัจากการทําไมโครแคปซูล นอกจากนี $ ธิดาและคณะ (2009) ได้ศกึษา
การทําไมโครแคปซูลของนํ $ามนัแมคาเดเมียด้วยเทคนิคอบแห้งแบบพ้นกระจาย โดยใช้ โซเดียมคา
ซิเนท และ มอลโตเดกซ์ตริน เป็นสารเคลือบพบว่า ไมโครแคปซูลที�ผลิตได้มีขนาดอนุภาคเฉลี�ย 
8.13 ไมครอน และสามารถนําไมโครแคปซูลที�ผลิตได้นี $ไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและ
เครื�องสําอางได้ 
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บทที� 3 
 

อุปกรณ์และวิธีดาํเนินการวิจัย 
 
อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์ 
1. อุปกรณ์ 

- เครื�องวดัแรงตงึผิว (Ring Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท Kruss, Germany 

- เครื�องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High Performance Liquid 
Chromatography: HPLC) รุ่น Pro star ของบริษัท Varian, USA 

- คอลมัน์  C18- AR Cosmosil 5 µm, 120 °A  ขนาด 4.6 x 150 มม. ของบริษัท 
Water 

- อา่งนํ $าควบคมุอณุหภมูิ (water bath) M-LAB ของบริษัท เมโทรโลยี เทคนิคคอล, 
Thailand 

- กล้องจลุทรรศน์ชนิด 2 ตา (Biocular compound microscope) รุ่น BH-2 ของบริษัท 

Olympus, Japan 

- เครื�องนึ�งอบฆ่าเชื $อ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy 
Seiko, Ltd., Japan, รุ่น MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น 
HV-25 ของบริษัท Hirayama, Co., Ltd., Japan 

- เครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วควบคมุอุณหภูมิ (High - performance centrifuge) รุ่น 
Avanti® J-30I ของบริษัท Beckman Coulter, U.S.A 

- เครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วควบคมุอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 3700 ของ
บริษัท Kubota Corporation, Japan 

- เครื�องปั�นเหวี�ยงความเร็วควบคมุอุณหภูมิ (centrifuge) รุ่น KUBOTA 6500 ของ
บริษัท Kubota Corporation, Japan 

- เครื�องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท 
Eyela, Japan 

- เครื�องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น R-300 ของบริษัท 
BUCHI, Switzerland 

- เครื�องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (Centrifuge evaporator) รุ่น eppendorf 
concentrator  5301 ของบริษัท Modotech ,Germany 
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- เครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys 
ของบริษัท Thermo Spectronic, U.S.A 

- เครื�องเขย่าแบบควบคมุอณุหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น Innova™ 4300 ของบริษัท 
New Brunswick Scientific, U.S.A 

- ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 

- ตู้บม่เชื $อ (Incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

- เครื�องชั�งหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

- เครื�องชั�งละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 

- เครื�องวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 ของบริษัท 
Eutech Cybernatics, Singapore 

- ตู้ปลอดเชื $อ (Larminar flow cabinet) รุ่น 25 Manometer ของบริษัท Dwyer 
Instrument, U.S.A 

- เครื�องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น K-550 GE ของบริษัท Scientific Industries, 
U.S.A 

- เครื�องอุน่สารละลาย (Dry-block heater) รุ่น TDB-120 ของบริษัท Biosan, Korea 

- ไมโครปิเปต (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 ของ
บริษัท Gilson, France 
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2. เคมีภัณฑ์ 
- สารสกดัจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A 
- สารสกดัจากข้าวมอลต์ (Malt extract) ของบริษัท Difco Laboratories, U.S.A 
- แบคโตเปปโตน (Bactopeptone) บริษัท Difco Laboratories, U.S.A 
- กลโูคส ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- นํ $าตาลทราย (ซูโครส) ของบริษัทนํ $าตาลทรายมิตรผล จํากดั 
- นํ $ามนัสงัเคราะห์ (synthetic oil) ของบริษัท Japan Petroleum Institute, Japan  
- นํ $ามนัถั�วเหลือง บริษัทมรกตอินดสัตรีส์ จํากดั ประเทศไทย 
- นํ $ามนัปาล์ม บริษัทมรกตอินดสัตรีส์ จํากดั ประเทศไทย 
- นํ $ามนัมะพร้าว ห้างหุ้นสว่นจํากดัมงคลนํ $ามนัพืช ประเทศไทย 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท BDH Laboratory Supplies, England 
- แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) E.Merck, Darmstadt, Germany 
- โซเดียมไนเตรท (NaNO3) ของบริษัท Ajax Finechem, Australia 
- ทริสไฮโดรคลอไรด์ (Tris HCl) ของบริษัท Sigma, U.S.A 
- คลอโรฟอร์ม (Chloroform) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- เมทานอล (Methanol) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- เฮกเซน (Hexane) (C6H14) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- แอลฟา-แนฟทอล (α-naphtol) (C10H7OH) ของบริษัท Fluka, Switzerland 
- กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (Concentration HCl) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, 

Germany 
- อะซิโตรไนไตรท์ (Acetronitrile) HPLC grade ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, 

Germany 
- นํ $า HPLC grade ของบริษัท E.Merk, Dramstadt, Germany 
- เอทิล อะซิเตต (Ethyl acetate) ของบริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
- ไอโอดีนชนิดเกล็ด ของบริษัท Univar, U.S.A 
- กระดาษกรองขนาด (Cellulose acetate membrane) ขนาด 47 มม. 0.45 ไมครอน 

ของบริษัท Whatman, U.S.A 
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- แผน่ซิลิกาเจล 60 ขนาด 20x20 ซม.,หนา 0.2 มม. (TLC silica gel 60, 0.2mm.) ของ
บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 

- แผ่นซิลิกาเจล 60 ขนาด 20x20 ซม., หนา 2 มม. (PLC silica gel 60, 2mm.) ของ
บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
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 3. วิธีดาํเนินการทดลอง 
 

Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 เป็นสายพนัธุ์ที�ได้จากการนํา Pichia anomala สาย
พนัธุ์ PY1 ซึ�งคดัแยกได้จากอาหารหมกัดองพื $นบ้าน (ข้าวหมาก) อําเภอพนสันิคม จงัหวดัชลบรีุ 
มากลายพนัธุ์ด้วยEthylmethane sulfonate (EMS) และคดัแยกโดย รัจนา บญุมี (2551)  
 
 3.1 การหาองค์ประกอบของอาหารเลี 'ยงเชื 'อที�เหมาะสมต่อสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ โดย Pichia anomala สายพันธ์ุ PY189 ระดับขวดเขย่า 
   
  3.1.1 การเตรียมหวัเชื $อ 
 
 นํายีสต์ Pichia anomala PY189 ที�เพาะเลี $ยงไว้บนอาหารเลี $ยงเชื $อแข็งชนิด 

Yeast Malt extract บม่ที�อณุหมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมงมา 1 ลปู เพาะลงใน
อาหารเหลว Yeast Malt Extract (YM) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทําการบม่ในตู้บม่เชื $อที�มีการเขยา่ที�
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่อตัราเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 18 ชั�วโมง 
 

 3.1.2 การหาชนิดของแหลง่คาร์บอนที�เหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพระดบัขวดเขย่า 
   
  นําหวัเชื $อที�อยูใ่นอาหารเหลว YM อาย ุ18 ชั�วโมง มีคา่การดดูเกินแสงที� 600 นา
โนเมตร 0.9 – 1 ถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลวกําหนดสตูร ที�ประกอบด้วย 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 0.4% โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.02% แมกนีเซียม
ซลัเฟต (MgSO4.7H2O) 0.02% สารสกดัยีสต์ (Yeast extract) 0.1 % และนํ $ามนัถั�วเหลือง 4 % 
(w/v) (ปรับ pH 5.5) โดยแปรผนัแหลง่คาร์บอน ได้แก่ กลโูคส ซูโครส นํ $ามนัถั�วเหลือง นํ $ามนัปาล์ม 
และนํ $ามนัมะพร้าว โดยใช้ความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนเทา่กบั 4% บม่ที�อณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั และติดตามการเจริญของยีสต์โดยการ
หานํ $าหนกัเซลล์แห้ง นําสว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง คา่แรงตงึผิวด้วยเครื�องวดั
คา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, Germany) และคา่การกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ 
Morikawa และคณะ (1993) 
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 3.1.3 การหาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพระดบัขวดเขยา่ 
   
 นําหวัเชื $อที�อยูใ่นอาหารเหลว YM อาย ุ18 ชั�วโมง มีคา่การดดูเกินแสงที� 600 นา
โนเมตร 0.9 – 1 ถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลวกําหนดสตูร (ปรับ pH 5.5) 
เพาะเลี $ยงในอาหารกําหนดสตูรโดยใช้แหลง่คาร์บอนที�เหมาะสมจากข้อ 3.1.2 แปรผนัความ
เข้มข้นแหลง่คาร์บอนเป็น 0, 1, 2, 4, 8, 10 และ 12 % บม่ที�อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ที�
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั และติดตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกัเซลล์
แห้ง นําสว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง คา่แรงตงึผิวด้วยเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring 
tensiometer K6, Kruss, Germany) และคา่การกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ Morikawa และคณะ 
(1993) 

 
3.1.4 การหาชนิดของแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสมตอ่การผลิตสารลดแรงตงึผิว

ชีวภาพระดบัขวดเขย่า 
   
  นําหวัเชื $อที�อยูใ่นอาหารเหลว YM อาย ุ18 ชั�วโมง มีคา่การดดูกลืนแสงที� 600 นา
โนเมตร 0.9 – 1 ถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลวกําหนดสตูร (ปรับ pH 5.5) 
เพาะเลี $ยงในอาหารกําหนดสตูรโดยใช้ความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนที�เหมาะสมจากข้อ 3.1.3 
และแปรผนัแหลง่ไนโตรเจน ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3) แอมโมเนียมซลัเฟต 
((NH4)2SO4) และโซเดียมไนเตรท (NaNO3) โดยใช้ความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนเทา่กบั 0.4% 
(นํ $าหนกัตอ่ปริมาตร) ที�อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 
วนั และติดตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง นําสว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่ความ
เป็นกรดดา่ง คา่แรงตงึผิวด้วยเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, Germany) 
และคา่การกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ Morikawa และคณะ (1993)  

 
3.1.5 การหาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมตอ่การผลิตสารลด

แรงตงึผิวชีวภาพระดบัขวดเขยา่ 
   
  นําหวัเชื $อที�อยูใ่นอาหารเหลว YM อาย ุ18 ชั�วโมง มีคา่การดดูเกินแสงที� 600 นา
โนเมตร 0.9 – 1 ถ่ายหวัเชื $อปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารเหลวกําหนดสตูร (ปรับ pH 5.5) 
เพาะเลี $ยงในอาหารกําหนดสตูรโดยใช้แหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสมจากข้อ3.1.4 
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และแปรผนัความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน เป็น 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 % (นํ $าหนกัตอ่
ปริมาตร) ที�อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั และ
ตดิตามการเจริญของยีสต์โดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง นําสว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อ มาวดัคา่ความเป็น
กรดดา่ง คา่แรงตงึผิวด้วยเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, Kruss, Germany) และ
คา่การกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ Morikawa และคณะ (1993)  

 
การติดตามประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

 
1) การวดัคา่แรงตงึผิว 

ปั�นแยกเซลล์ออกจากนํ $าเลี $ยงเชื $อ โดยใช้ครื�องปั�นเหวี�ยงควบคมุอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที ถ่ายส่วนนํ $าใสที�อาจมีนํ $ามนัเหลืออยู่ 
ลงในกรวยที�มีกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 เพื�อกรองนํ $ามนัออก นําส่วนนํ $าเลี $ยงเชื $อใสมาวดั
คา่แรงตงึผิวโดยวิธี Du Noüy ring method ด้วยเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว (Ring tensiometer K6, 
Kruss, Germany)  

 
2) การวดัคา่การกระจายตวัของนํ $ามนั (Oil displacement test) 

ทดสอบการกระจายนํ $ามนัตามวิธีของ Morikawa และคณะ (1993) โดยตวงนํ $า 
40 มิลลิลิตร ลงในจานแก้วขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 150 มิลลิเมตร ที�มีกระดาษกราฟรองอยู่เป็น
มาตรวดัความกว้างของบริเวณใส (โดย 1 ชอ่งใหญ่ของกราฟมีคา่เท่ากบั 1 เซนติเมตร) หยดนํ $ามนั
สงัเคราะห์ (Synthetic oil) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร นํ $ามนัที�หยดลงไปนั $นจะกระจายตวับนผิวหน้า
ของนํ $าทําให้เกิดเป็นแผ่นฟิล์มแผ่นทั�วผิวนํ $า จากนั $นหยดตวัอย่างที�เป็นส่วนนํ $าใส หรือสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพบริสุทธิ:บางส่วนที�ได้จากการสกัด (crude extract) ที�เจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์
ของทริสไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ คา่ความเป็นกรดเป็นดา่งเท่ากบั 8 ปริมาตร 10  ไมโครลิตร ลงบน
แผ่นฟิล์มของนํ $ามนัในแนวตั $งฉาก สงัเกตและวดับริเวณใสของการกระจายตวัของนํ $ามนัดงัรูปที� 
3.1 และคํานวณหาพื $นที�ของการกระจายนํ $ามนั 
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รูปที� 3.1 แสดงลกัษณะการกระจายตวัของนํ $ามนั (Morikawa และคณะ, 1993) 

พื $นที�ของการกระจายนํ $ามนัสามารถคํานวณได้จาก 

พื $นที�บริเวณใสของการกระจายนํ $ามนั    =    πr2 
  เมื�อ r  เทา่กบัรัศมีความกว้างของบริเวณใส (เซนตเิมตร) 
  กําหนด 1 ตารางเซนตเิมตรของการกระจายตวัของนํ $ามนัมีคา่เทา่กบั 1 หนว่ย 
วิธีการวดัคา่การกระจายตวัของนํ $ามนันี $จะใช้ได้กบัสารที�มีความเข้มข้นอยา่งน้อย 10 µg หรือ 10 
nmol ขึ $นไป  
 

3) การวดัการเจริญของเชื $อโดยการหานํ $าหนกัเซลล์แห้ง 
ปั�นแยกเซลล์ออกจากนํ $าเลี $ยงเชื $อ โดยใช้เครื�องปั�นเหวี�ยงควบคุมอุณหภูมิที� 4 

องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที นําส่วนของเหลวที�ได้
แยกเก็บไว้ และนําส่วนเซลล์แยกมาอบในถ้วยฟอร์ยที�รู้นํ $าหนกัแน่นอนแล้วที� 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมงหรือจนกว่านํ $าหนกัจะคงที�เมื�อชั�งด้วยเครื�องชั�งละเอียด และ
คํานวณนํ $าหนกัเซลล์แห้งเป็นกรัมตอ่ลิตร 

 
       4) การวดัคา่ความเป็นกรดดา่ง 

นําส่วนของเหลวที�ได้มาวัดค่าความเป็นกรดด่างด้วยเครื�อง (pH meter) ที�
อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

 
 

 
  

r 
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3.2 การผลิตและสกัดสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
 
  3.2.1  การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในระดบัขวดเขยา่  
 

 เตรียมหวัเชื $อในอาหารเหลว YM เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ถ่ายหวัเชื $อ 20 มิลลิลิตร ลง
ในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที�บรรจุอาหารเหลวปรับปรุงสตูรที�เหมาะสมจากข้อ 3.1.5 
ปริมาตร 200 ลิตร ที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราเร็วในการเขย่า 200 รอบตอ่นาที คา่ความ
เป็นกรดดา่ง 5.5 เป็นเวลา 7 วนั 

 
  3.2.2  การสกดัแยกและตรวจสอบชนิดสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
 
 นํานํ $าเลี $ยงเชื $อจากข้อ 3.2.1 มาปั�นแยกเซลล์ออกด้วยเครื�องปั�นเหวี�ยงควบคมุ
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 20 นาที นําสว่นนํ $าเลี $ยงเชื $อใส 
ใสใ่นกรวยแยก เตมิเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่เบาๆ ตั $งทิ $งไว้เป็นเวลา 3 นาที เพื�อให้นํ $ามนั
และนํ $าเลี $ยงเชื $อใสแยกชั $น จากนั $นไขเอาเฉพาะสว่นของนํ $าเลี $ยงเชื $อด้านลา่งมาสกดัด้วยเอทิลอะซิ
เตตปริมาตร 1 เทา่ เก็บสว่นนํ $าใสชั $นบนซึ�งเป็นชั $นของตวัทําละลายอินทรีย์ไว้ นําส่วนลา่งมาแยก
สกดัซํ $า 2 ครั $ง ครั $งละ 4 นาที จากนั $นนําสว่นนํ $าใสชั $นบนในการสกดัแตล่ะครั $ง มาระเหยเอทิลอะซิ
เตตออกด้วยเครื�องระเหย (Evaporator) ภายใต้สภาวะสญุญากาศ จากนั $นนําสารที�สกดัได้มา
ละลายด้วยเมทานอล และระเหยแห้งอีกครั $ง จะได้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�บริสทุธิ:บางสว่น ซึ�งมี
สีนํ $าตาลไหม้ เหนียวหนืด นําสารนี $มาทดสอบการกระจายนํ $ามนั ชั�งนํ $าหนกัของสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ และตรวจสอบชนิดของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้เบื $องต้นด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
(Ito และ Inoue, 1982) 
 
3.3 ลักษณะสมบัตทิางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
  
 3.3.1 เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle 
concentration; CMC)  
 
  เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที�ผลิตได้กบัสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ เชน่ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecyl 
sulfate;SDS) ไทรทอน เอกซ์ 100 (TritonX-100) เป็นต้น โดยนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้
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หรือสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ มาทําการเจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ 
ที�มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ที�ความเข้มข้น 0.01-20,000 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นําแตล่ะความ
เข้มข้นมาวดัคา่แรงตงึผิว เพื�อหาคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ โดยเขียนกราฟระหวา่ง
คา่แรงตงึผิวและความเข้มข้น ดงัแสดงในรูปที� 3.2 ตามวิธีของ Sheppard และ Mulligan (1987) 
และเปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้กบั
สารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ เชน่ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต (sodium dodecyl sulfate;SDS) และไทร
ทอนเอกซ์100(TritonX-100) เป็นต้น 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที� 3.2 วิธีการหาคา่ความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ โดยการวดัคา่แรงตงึผิวของสารลดแรงตงึ
ผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
 
 
 3.3.2  วดัคา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) 
  
 วดัคา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) เบื $องต้น ด้วยการนําสารลดแรง
ตงึผิวชีวภาพที�เตรียมได้จากข้อ 3.2.2 มาละลายในนํ $ากรองและนํ $าดื�ม ซึ�งมีคา่ความเป็นกรดดา่ง
เทา่กบั 5.5 และ 7 ตามลําดบั ให้มีความเข้มข้นเป็น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนั $นผสมให้เข้า
กนัด้วยเครื�องผสมสาร (vortex mixer) เป็นเวลา 2 นาที ตั $งทิ $งไว้สกัครู่จงึสงัเกตลกัษณะของ
สารละลายที�ได้เทียบกบัตารางที� 3.1  
 

 

CMC=186 
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ตารางที� 3.1 ความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ HLB กบัลกัษณะสารละลายของสารลดแรงตงึผิวในนํ $า  

ที�มา : http://www.shell.com/chemicals 
 
3.4 การทาํบริสุทธิjสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
 

3.4.1 การเตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสทุธิ:บางสว่นด้วย Analytical 
Thin-Layer Chromatography 

 
  โดยใช้เฟสคงที�เป็นแผน่ซิลิกาเจล (SiO2·XH2O) 60 ของบริษัท E.Merk, 
Dramstadt, Germany ขนาด 20 x 20 ซม. หนา 0.2 มม. สว่นเฟสเคลื�อนที�ใช้สารละลาย
คลอโรฟอร์ม เมทานอล และนํ $า ในอตัราส่วน 65:25:4 นําสารลดแรงตงึผิวที�เตรียมได้จากข้อ 3.2.2 
มาละลายด้วยเอทิลอะซิเตตที�ความเข้มข้น 10-20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร มาจดุบนแผน่ TLC 
ปริมาตรจดุละ 20 ไมโครลิตร ให้หา่งจากขอบลา่ง ประมาณ 1.5 เซนตเิมตร  จากนั $นหยอ่นแผน่ 
TLC ลงในแนวดิ�งอย่างช้าๆ ในภาชนะปิดที�บรรจเุฟสเคลื�อนที�สงูประมาณ 1 เซนติเมตร ทิ $งไว้
ประมาณ 1-2 ชั�วโมง จนเฟสเคลื�อนที�ไปเกือบสดุแผ่นหรือเหลือขอบประมาณ 0.5-1 เซนตเิมตร 
จากนั $นนําแผน่ TLC ออกมาทิ $งไว้จนแห้ง แล้วจงึตรวจหากรดไขมนัด้วยการนําไปอบในภาชนะปิด
สนิทที�อิ�มตวัไปด้วยไอของไอโอดีน ประมาณ 30 นาที เปิดภาชนะออกแล้วทําเครื�องหมายบริเวณที�
เกิดสีนํ $าตาลเข้ม และทิ $งไว้ข้ามคืนเพื�อให้ไอโอดีนระเหยจนหมด จงึทําการขดูซิลิกาเจล 60 บริเวณ
ที�ทําเครื�องหมายไว้มาสกดัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยเอทิลอะซิเตต 3 ครั $ง และระเหยแห้งภายใต้
ภาวะสญุญากาศ นําส่วนที�สกดัได้มาตรวจหาคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธีมอรีช รีเอเจนท์ โดยเจือจาง
สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยนํ $ากลั�นที�ความเข้มข้นประมาณ 1-2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร จากนั $นเตมิมอรีช รีเอเจนท์ (แอลฟา-แนฟทอล 0.5 กรัม ละลายใน 95% เอทานอล
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) จํานวน 2 หยด ผสมให้เข้ากนั จากนั $นเอียงหลอด แล้วคอ่ยๆ เตมิกรดซลัฟู

ลกัษณะสารละลายของสารลดแรงตงึผิวในนํ $า คา่ HLB 

ไมล่ะลาย 1-4 
ละลายได้น้อย 3-6 
กระจายตวัได้เล็กน้อยสีขาวขุน่ ไมเ่สถียร 6-8 
กระจายตวัสีขาวขุน่ เสถียร 8-10 
กระจายตวัได้ดี สารละลายโปร่งแสง 10-13 
กระจายตวัได้ดี สารละลายโปร่งใส 13+ 
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ริกเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป โดยห้ามเขยา่ ตั $งทิ $งไว้สงัเกตสีที�เกิดขึ $น ซึ�งถ้าผลเป็นบวกจะ
เกิดสีมว่งหรือสีนํ $าตาลแดงตรงกลางระหวา่งชั $นของสารละลายและชั $นของกรด (Koch และ 
Hanke, 1953) และนําไปทดสอบคา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ:

บางสว่นที�สกดัได้จากซิลิกาเจล โดยเตรียมให้มีความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เจือจางด้วย 
50 โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ ที�มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8  

 
3.4.2 การเตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสทุธิ:บางสว่นด้วย Preparative 

Thin-Layer Chromatography 
โดยทําการทดลองตามวิธีในข้อ 3.4.1 แตใ่ช้แผน่ซิลิกาเจล 60 ที�มีความ

หนา 2 มม. และใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพละลายในเอทิลอะซิเตตที�ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร ปริมาตรรวม 1 มิลลิลิตร จดุเป็นเส้นตรงบนแผ่น TLC โดยสงูจากขอบแผน่ซิลิกาเจล 60 
ประมาณ 1.5 เซนตเิมตร ทําการสกดัแยกสารลดแรงตงึผิวออกจากซิลิกาเจล 60 ด้วยเอทิลอะซิ
เตต 3 รอบ แล้วนําไประเหยแห้งโดยเครื�อง evaporator ระเหยแห้งภายใต้ภาวะสญุญากาศ และ
นําไปทดสอบคา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ:บางสว่นที�สกดัได้ 

 
3.4.3 การวิเคราะห์สารด้วยเครื�องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
            เตรียมสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ:บางสว่นที�สกดัได้จากข้อ 3.4.2 ใน
สารละลายอะซิโตไนไตรท์ 100% ที�ความเข้มข้น 6.25 มลิลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนั $นนําไปวิเคราะห์
ด้วยเครื�อง HPLC รุ่น Pro star ของบริษัท Varian, USA คอลมัน์ C18-AR Cosmosil 5 µm, 
120ºA ขนาด 4.6×150 มิลลิเมตร ของบริษัท Water ลิเนียร์เกรเดียนท์ 0-100% ของตวัทําละลาย 
B ใน  A โดย  

ตวัพา A คือ 10% อะซิโตรไนไตรท์ + 0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซีติก (TFA) 
ตวัพา B คือ 100% อะซิโตรไนไตรท์ + 0.1% กรดไตรฟลอูอโรอะซีตกิ (TFA) 
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โปรแกรมของลิเนียร์เกรเดียนท์ เป็นดงันี $ 
 

เวลา (นาที) % ของตวัพา A % ของตวัพา B 
0 70 30 
5 30 70 
15 20 80 
20 10 90 
35 0 100 

 
 อตัราการชะของตวัพาเท่ากบั 0.5 มิลลิลิตรตอ่นาที ตรวจผลด้วย UV Detector ที�ความ
ยาวคลื�น 210 นาโนเมตร 
  
  3.4.4 เก็บตวัอยา่งแตล่ะพีกที�ปรากฏในแตล่ะ Retension time (RT) โดยเก็บ
หลงัจากที�พีกเกิดขึ $นในกราฟเป็นเวลา 55 วินาที นําสารที�เก็บได้ไประเหยแห้งด้วยเครื�อง 
Centrifuge evaporator เมื�อแห้งแล้วจงึละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริส
ไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ ที�มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 ที�ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
เพื�อวดัคา่การกระจายนํ $ามนั จากนั $นเลือกลําดบัสว่นที�มีคา่การกระจายนํ $ามนัมากไปทดสอบตอ่
ด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี (Mass Spectrometry, MS) เพื�อหานํ $าหนกัมวลโมเลกลุ  
 
3.5 วิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 

 
 วิเคราะห์นํ $าหนักโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีแมสสเปกโทรเมทรี 

(Matrix-assisted laser desorption/ionization-Time of flight mass spectrometry; MALDI-
TOF) 

นําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผ่านการทําให้บริสทุธิ:ด้วยวิธี TLC และ HPLC ซึ�งให้คา่
การกระจายนํ $ามนัมาก มาวิเคราะห์ด้วยเครื�องแมสสเปกโทรเมทรี โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF ที�
ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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3.6 ศึกษาความคงตัวของอิมัลชันนํ 'ามันตะไคร้ในสารละลายมอลโตเดกซ์ตรินโดยใช้สาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้เป็นตัวก่ออิมัลชัน 
 

3.6.1 ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความคงตวัของ
อิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ 

 
นําสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จากข้อ 3.2.2 ละลายในสารละลาย

มอลโตเดกซ์ตรินที�มีความเข้มข้น 20 30 และ 40 กรัมตอ่เดซิลิตร ให้ได้ความเข้มข้นของสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพเท่ากบั 0.6 % 0.8 % และ 1% โดยนํ $าหนกั ใส่ลงในแก้วพลาสติกให้ได้นํ $าหนกั
รวม 60 กรัม จากนั $นคนสารละลายให้ผสมเป็นเนื $อเดียวกนั ตั $งทิ $งไว้ 24 ชั�วโมง 

 
3.6.2 ศกึษาผลของสดัสว่นนํ $ามนัตะไคร้ตอ่ความคงตวัของอิมลัชนั 

 
     เตรียมสารละลายอิมลัชนัของนํ $ามนัตะไคร้ โดยเติมนํ $ามนัตะไคร้ลงในสารละลายจาก
ข้อ 4.1 ให้ได้สดัส่วนนํ $ามนัตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 0.15:1 และ 0.1:1 เขย่าให้เข้ากนั จาก
นั $นปิเปตลงในหลอดทดลองปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทํา 3 ซํ $าเพื�อหาคา่เฉลี�ย ตั $งทิ $งไว้ 48 ชั�วโมงที�
อุณหภูมิห้อง สังเกตลกัษณะการแยกชั $นที�เกิดขึ $น และนําอิมลัชันที�เตรียมได้ไปวดัขนาดของ
อนภุาคด้วยเครื�อง Particle size analyzer เลือกอิมลัชนัที�มีความคงตวั ไม่เกิดการแยกชั $น และมี
อนุภาคขนาดเล็กกว่า 10 ไมครอน เพื�อใช้ในการเตรียมอิมัลชันสําหรับการอบแห้งแบบพ่น
กระจาย 
 
3.7 การผลิตไมโครแคปซูลของอิมัลชันนํ 'ามันตะไคร้ด้วยการอบแห้งแบบพ่นกระจาย 

 
นําอิมลัชนัที�เตรียมได้และมีความเสถียรจากข้อ 4.2 มาใช้ในการทดลอง โดยเตรียม

อิมลัชนัให้มีปริมาตร 1 ลิตร ตอ่การอบแห้งแบบพน่กระจาย 1 ครั $ง นําอิมลัชนัที�เตรียมไว้มาทํา
แห้งแบบพน่กระจายโดยปรับอณุหภมูิลมร้อนขาเข้าเป็น 180±5 องศาเซลเซียส และปรับอณุหภมูิ
ลมร้อนขาออกเป็น 110±5 องศาเซลเซียส ดดัแปลงตามวิธีของ Beristain และคณะ (2001) บรรจุ
ไมโครแคปซูลที�ได้ในถงุ laminated aluminium foil ที�ปิดผนกึแบบสญุญากาศ  
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ตารางที� 3.2 สภาวะที�ใช้ในการทําแห้งแบบพน่กระจาย 

 
3.8 ศึกษาคุณสมบัตทิางกายภาพและทางเคมีของไมโครแคปซูลบรรจุอิมัลชันนํ 'ามัน
ตะไคร้ ศึกษาสมบัตทิางกายภาพ 

 
   3.8.1 วิเคราะห์ลกัษณะพื $นผิวของไมโครแคปซูลหลงัจากการทําแห้งแบบพน่
กระจายด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
  
   จากวิธีของ Rosenberg และคณะ (1995) นําไมโครแคปซูลที�ผลิตได้มาวางบน
กระดาษกาวสองหน้าซึ�งอีกด้านหนึ�งยึดติดอยูก่บัแทน่วางตวัอยา่ง นําแทน่วางที�มีไมโครปแคปซูล
ตดิอยูไ่ปเคลือบด้วยทองคําภายใต้สภาวะสญุญากาศ จากนั $นนําไปสง่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ที�กําลงัขยาย 1000x, 1500x และ 3500x เพื�อศกึษาขนาดและ
รูปร่างของไมโครแคปซูลทีผ่ลิตได้ จากนั $นหาขนาดของอนภุาคอยา่งน้อย 50 อนภุาคเพื�อหาขนาด
เฉลี�ยโดยโปรแกรม SemAfore (Version 4.01 demo, JEOL, Finland)  

 
   3.8.2   วิเคราะห์หาปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด (Total oil) 
  

   ดดัแปลงจากวิธีของ Hogan และคณะ (2001) นําไมโครแคปซูลทีผล่ิตได้ 2 กรัม 
ใสล่งในขวดรูปชมพูป่ริมาตร 500 มิลลิลิตร เตมิปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) 250 
มิลลิลิตร นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอตอ่นาที เป็นเวลา 6 ชั�วโมง นํา
ตวัอยา่งไปกรองด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 41 จากนั $นนําสว่นนํ $าใสมาระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์
ออกด้วยเครื�องระเหย (Evaporator) ภายใต้สภาะสญุญากาศ และนไปอบแห้งที�อณุหภมูิ 50 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั�วโมง ปลอ่ยไว้ให้เย็นในโถดดูความชื $นและนําไปชั�งนํ $าหนกั โดยปริมาณ
นํ $ามนัทั $งหมดสามารถคํานวณได้จากสมการดงันี $ 
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ปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด (เปอร์เซ็นต์)  =    นํ $าหนกัของนํ $ามนั (กรัม)    X100 
     นํ $าหนกัของตวัอย่าง (กรัม) 
 

  3.8.3  วิเคราะห์หาปริมาณนํ $ามนัที�ผิวหน้า (Surface oil) 
  
   ดดัแปลงจากวิธีของ Hogan และคณะ (2001) นําไมโครแคปซูลทีผล่ิตได้ 2 กรัม 
ใสล่งในขวดรูปชมพูป่ริมาตร 500 มิลลิลิตร เตมิปิโตรเลียมอีเทอร์ (petroleum ether) 250 
มิลลิลิตร นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอตอ่นาที เป็นเวลา 15 นาที นํา
ตวัอยา่งไปกรองด้วยกระดาษ Whatman เบอร์ 41 จากนั $นนําสว่นนํ $าใสมาระเหยปิโตรเลียมอีเทอร์
ออกด้วยเครื�องระเหย (Evaporator) ภายใต้สภาะสญุญากาศ และนไปอบแห้งที�อณุหภมูิ 50 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 2 ชั�วโมง ปลอ่ยไว้ให้เย็นในโถดดูความชื $นและนําไปชั�งนํ $าหนกั โดยปริมาณ
นํ $ามนัทั $งหมดสามารถคํานวณได้จากสมการดงันี $ 
  

ปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด (เปอร์เซ็นต์)  =    นํ $าหนกัของนํ $ามนั (กรัม)    X100 
     นํ $าหนกัของตวัอย่าง (กรัม) 
 
 

3.9 ศึกษาฤทธิjการยับยั 'งการเจริญของจุลินทรีย์ของไมโครแคปซูลบรรจุอิมัลชันนํ 'ามัน
ตะไคร้ที�ผลิตได้ 
  

ศกึษาฤทธิ:การยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ของไมโครแคปซูลโดยดผูลการยบัยั $งแบคทีเรีย 
S. aureus, E. coli และ Salmonella sp. ดดัแปลงจากวิธี Agar dilution method ของ Hammer 
และคณะ (1999)  

เพาะเลี $ยงเชื $อจลุินทรีย์ที�ต้องการทดสอบ ซึ�งได้แก่ แบคทีเรีย S. aureus, E. coli และ 
Salmonella sp. บนอาหารเลี $ยงเชื $อ NA ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง 
จากนั $นนําเชื $อทดสอบแตล่ะชนิดมาเพาะเลี $ยงในอาหารเหลว Mueller-Hinton broth เป็นเวลา 18-
24 ชั�วโมงนํามาปรับความขุ่นของเชื $อให้ได้คา่ดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร เทา่กบั 
0.4 ± 0.01 (107-108 CFU) นํานํ $ามนัตะไคร้และไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ มาเจือจางลง 2 เทา่ (2-
fold dilution) ในอาหารเลี $ยงเชื $อ MHA ที�มี 0.5% Tweem 20 แล้วเทลงในจานเพาะเลี $ยงเชื $อรอจน
อาหารแข็ง จากนั $นหยดเชื $อทดสอบปริมาตร 1-2 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี $ยงเชื $อ MHA ที�เทไว้ 
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นําไปบม่ที� 37 องศาเซลเซียส 24 ชั�วโมง คา่ความเข้มข้นของสารที�น้อยที�สดุที�เชื $อไมส่ามารถ
เจริญเตบิโตได้คือคา่ MIC 
 
3.10 ประเมินฤทธิjการยับยั 'งการเจริญของจุลินทรีย์ในนํ 'าสลัดที�เตมิไมโครแคปซูลบรจจุ
อิมัลชันนํ 'ามันตะไคร้ 
 
  นําไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ ใส่ลงในนํ $าสลัดชนิดข้น จากนั $นทําการตรวจหาปริมาณของ
เชื $อจลุินทรีย์ (Total plate count) ทําการเจือจางนํ $าสลดัที�ความเข้มข้นตา่งๆ (serial dilution) ใช้ปิ
เปตดดูตวัอย่างแตล่ะความเข้มข้น 0.1 มิลลิลิตร spread ลงบน plate count agar บม่ที� 37 องศา
เซลเซียส 24 ชั�วโมง ทําการนบัเชื $อโดยจะนบัเฉพาะจานอาหารที�มีจํานวนเซลล์ระหว่าง 25-250 
เซลล์ แล้วนํามาหาคา่เฉลี�ย คา่ที�ได้มีหนว่ยเป็น colony forming unit (CFU) 
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บทที� 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การหาองค์ประกอบของอาหารเลี 'ยงเชื 'อที�เหมาะสมต่อสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดย 
Pichia anomala สายพันธ์ุ PY189 ระดับขวดเขย่า 
 

Pichia anomala PY1 เป็นยีสต์ที�คดัแยกได้จากข้าวหมาก จากอําเภอพนสันิคม จงัหวดั
ชลบรีุ โดย ธนสัถา เชียงอทุยั (2549) ซึ�งเป็นยีสต์ทนร้อนที�สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพได้ที�อณุหภมูิสงูถึง 40 องศาเซลเซียส มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
ได้ดีบนอาหารเหลวกําหนดสตูรที�มีนํ $ามนัถั�วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอน และโซเดียมไนเตรทเป็น 
แหลง่ไนโตรเจน  

ในปี 2008 Thaniyavarn และคณะ รายงานวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จาก 
Pichia anomala PY1 ที�ใช้นํ $ามนัถั�วเหลือง 4% เป็นแหลง่คาร์บอน สามารถลดแรงตงึผิวได้ตํ�าสดุ
28-30 มิลลินิวตนัตอ่เมตร คา่การกระจายนํ $ามนั 7.07 ตารางเซนตเิมตร คา่ความเข้มข้นวิกฤตการ
เกิดไมเซลล์ (CMC) 180 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และให้ผลผลิต 0.26 กรัมตอ่ลิตร เป็นสารลดแรงตงึผิว
ประเภทไกลโคลิพิด และมีมวลโมเลกลุเทียบเคียงกบัโซโฟโรลิพิด 

Pichia anomala PY189 เป็นสายพนัธุ์ที�ได้จากการกลายพนัธุ์ P. anomala PY1 ด้วย 
Ethylmethane sulfonate (EMS) และคดัแยกโดย รัจนา บญุมี (2551) ซึ�งพบวา่สามารถผลิตสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ดี ดงันั $นในงานวิจยันี $จงึได้นําแหล่งคาร์บอน คือ กลโูคส ซูโครส นํ $ามนัถั�ว
เหลือง นํ $ามนัปาล์ม นํ $ามนัมะพร้าว และแหลง่ไนโตรเจน คือ โซเดียมไนเตรท แอมโมเนียมซลัเฟต 
แอมโมเนียมฟอสเฟต มาเป็นองค์ประกอบในอาหารเลี $ยงเชื $อ โดยมีวตัถปุระสงค์ในการหา
องค์ประกอบของอาหารเลี $ยงเชื $อที�เหมาะสมที�สดุในระดบัขวดเขยา่ เพื�อหาองค์ประกอบของ
อาหารเลี $ยงเชื $อที�เหมาะสม สําหรับใช้เป็นข้อมลูที�จะนําไปสูก่ารปรับปรุงประสิทธิภาพและปริมาณ
การผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เพื�อนําไปประยกุต์ใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหาร 

จากการทดลองเลี $ยงเชื $อในอาหารเหลวที�ได้ทําการแปรผนัชนิดของแหลง่คาร์บอนตา่งๆ 
พบวา่นํ $ามนัถั�วเหลือง ที�คา่ความเป็นกรดดา่งเริ�มต้น 5.5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขยา่ที�
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั เหมาะสมที�สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดย

ให้คา่แรงตงึผิวตํ�าสดุที� 38.94 mN/m ∆คา่แรงตงึผิว b-t (ผลตา่งของคา่แรงตงึผิว ณ เวลาเริ�มต้น
และเมื�อสิ $นสดุการทดลอง) เทา่กบั 16.56 mN/m และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุเทา่กบั  
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กลโูคส ซโูครส นํ�ามันถั�วเหลอืง นํ�ามันปาลม์ นํ�ามันมะพรา้ว

12.33 ตารางเซนตเิมตร แสดงผลในตารางที� 4.1 โดยนํ $ามนัถั�วเหลืองเป็นแหลง่คาร์บอนที�ให้ 
คา่แรงตงึผิวตํ�าที�สดุ และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุเมื�อเทียบกบัแหลง่คาร์บอนอื�นๆดงัแสดง 
ในรูปที� 4.1 และ 4.2 ตามลําดบั 
 

ตารางที� 4.1 ผลการศกึษาการแปรผนัชนิดของแหลง่คาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
โดย P.anomala PY189 ที� 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
รูปที�4.1 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัชนิดของ
แหลง่คาร์บอนที� 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

แหลง่คาร์บอน 
(4%) 

นํ $าหนกั     
เซลล์แห้ง(g/l) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ST (mN/m) 
คา่การกระจาย
นํ $ามนั (cm2) 

pH 

กลโูคส 14.87±0.67 44.27±0.5 15.23 3.14±0.29 5.86±0.04 

ซูโครส 10.36±0.77 47.83±0.76 13.67 2.72±0.26 6.02±0.10 

นํ 'ามัน  
ถั�วเหลือง 

15.21±0.27 38.94±0.57 16.56 12.33±0.29 6.37±0.16 

นํ $ามนัปาล์ม 14.82±0.27 40.33±1.04 10.33 6.28±1.04 5.74±0.15 

นํ $ามนัมะพร้าว 6.75±0.71 54.94±0.28 9.14 0.25±0.14 5.56±0.08 
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รูปที�4.2 การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัชนิด
ของแหลง่คาร์บอน ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

เมื�อได้ชนิดของแหลง่คาร์บอนที�เหมาะสมแล้วคือนํ $ามนัถั�วเหลือง จากนั $นจงึนํามาแปรผนั 
ความเข้มข้นเป็น 0, 1, 2, 4 และ 8 เปอร์เซ็นต์ปริมาตรโดยปริมาตร เพื�อหาความเข้มข้นของนํ $ามนั
ถั�วเหลืองที�เหมาะสม พบว่านํ $ามนัถั�วเหลืองที�ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ ที�คา่ความเป็นกรดดา่ง
เริ�มต้น 5.5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั เป็น
ความเข้มข้นที�เหมาะสมที�สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้คา่แรงตงึผิว 37.57  mN/m 
และคา่การกระจายนํ $ามนัเท่ากบั 12.56  ตารางเซนตเิมตร แสดงผลในตารางที� 4.2  ซึ�งความ 
เข้มข้นนี $ได้ให้คา่แรงตงึผิวตํ�าที�สดุ และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุ เมื�อเทียบกบัความเข้มข้น  
อื�นๆ แสดงในรูปที� 4.3 และ 4.4  ตามลําดบั 

 
ตารางที� 4.2 ผลการศกึษาความเข้มข้นของนํ $ามนัถั�วเหลืองในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย
P.anomala PY189 ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

ความเข้มข้นนํ $ามนั 
ถั�วเหลือง (%) 

นํ $าหนกั     
เซลล์แห้ง(g/l) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ST (mN/m) 
คา่การกระจาย
นํ $ามนั (cm2) 

pH 

0 2.17±0.56 55.83±0.59 1.25 1.13±0.24 5.74±0.08 

1 6.45±0.67 49.17±0.78 1.70 1.79±0.36 6.06±0.11 
2 10.77±0.56 46.17±0.5 4.76 8.17±0.32 5.92±0.23 
4 13.96±0.41 37.57±0.72 18.50 12.56±0.98 6.48±0.16 

8 10.53±0.73 38.77±0.33 16.12 11.23±0.22 6.12±0.12 
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รูปที� 4.3 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัความเข้มข้น
ของนํ $ามนัถั�วเหลือง ที� 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที�  4.4 การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัความ
เข้มข้นของนํ $ามนัถั�วเหลือง ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
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NaNO3 (NH4)2SO4 NH4NO3

เมื�อได้ชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนที�เหมาะสมแล้ว จากนั $นจงึแปรผนัชนิดของ
แหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสม พบวา่โซเดียมไนเตรท ที�คา่ความเป็นกรดดา่งเริ�มต้น 5.5 อณุหภมูิ 30 
องศาเซลเซียส และเขยา่ที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั เป็นแหลง่ไนโตรเจนที�
เหมาะสมที�สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้คา่แรงตงึผิว 37.68 mN/m และคา่การ
กระจายนํ $ามนัเทา่กบั 11.82 ตารางเซนตเิมตร แสดงผลในตารางที� 4.3 ซึ�งโซเดียมไนเตรทให้
คา่แรงตงึผิวตํ�าที�สดุ และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุเมื�อเปรียบเทียบกบัแหลง่ไนโตรเจนอื�นๆ 
ดงัแสดงในรูป 4.5 และ 4.6 ตามลําดบั 
 

ตารางที� 4.3 ผลการศกึษาชนิดของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดย 
P.anomala PY189 ที� 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.5 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัชนิดของ
แหลง่ไนโตรเจน ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขย่า 

แหลง่
ไนโตรเจน 
(0.04%) 

นํ $าหนกั     
เซลล์แห้ง(g/l) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ST (mN/m) 

คา่การ
กระจายนํ $ามนั  

(cm2) 
pH 

NaNO3 12.78±0.29 37.68±0.69 16.73 11.82±0.44 6.23±0.18 

(NH4)2SO4 10.65±0.27 42.52±1.03 12.48 9.76±0.52 6.17±0.27 

NH4NO3 11.76±0.68 40.76±0.36 11.57 8.87±0.85 6.33±0.11 

  NaNO3            (NH4)2SO4                      NH4NO3 
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รูปที� 4.6 การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัชนิด
ของแหลง่ไนโตรเจน ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 

เมื�อได้แหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสมแล้ว คือ โซเดียมไนเตรท จากนั $นจงึแปรผนัความเข้มข้น
ของโซเดียมไนเตรทเป็น 0 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ มวลตอ่ปริมาตร เพื�อหาความ
เข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสม พบวา่โซเดียมไนเตรท ความเข้มข้น 0.4 เปอร์เซ็นต์ ที�คา่
ความเป็นกรดดา่งเริ�มต้น 5.5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขย่าที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 7 วนั เป็นแหลง่ไนโตรเจนที�เหมาะสมที�สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้
คา่แรงตงึผิว 36.50 mN/m และคา่การกระจายนํ $ามนัเทา่กบั 10.17  ตารางเซนตเิมตร แสดงผลใน
ตารางที� 4.4 ซึ�งโซเดียมไนเตรทให้คา่แรงตงึผิวตํ�าที�สดุ และมีคา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุ  เมื�อ
เปรียบเทียบกบัแหลง่ไนโตรเจนอื�นๆ ดงัแสดงในรูป 4.7 และ 4.8 ตามลําดบั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

    NaNO3              (NH4)2SO4                          NH4NO3 
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ตารางที�4.4 ผลการศกึษาความเข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจนในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพโดย 
P.anomala PY189 ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.7 คา่แรงตงึผิวของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัความเข้มข้น
ของแหลง่ไนโตรเจน ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 
 
 
 

ความเข้มข้น
ของ NaNO3  

(%) 

นํ $าหนกั     
เซลล์แห้ง(g/l) 

คา่แรงตงึผิว 
(mN/m) 

∆ST (mN/m) 

คา่การ
กระจายนํ $ามนั  

(cm2) 
pH 

0 2.26±0.41 42.50±0.5 10.57 0.53±0.29 6.04±0.05 

0.1 4.19±0.54 40.19±0.63 10.95 4.68±0.25 6.96±0.53 

0.2 9.66±0.33 39.61±0.77 14.80 4.92±0.32 6.52±0.13 

0.3 10.75±0.39 40.32±1.06 13.06 9.16±1.16 7.04±0.15 

0.4 14.54±0.61 36.50±0.34 18.45 10.17±0.23 7.11±0.11 

0.5 10.20±0.13 38.77±0.61 16.24 8.53±0.48 7.34±0.41 

ความเข้มข้นของ  NaNO3 
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รูปที� 4.8 การกระจายนํ $ามนัของนํ $าเลี $ยงเชื $อจาก P. anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อแปรผนัความ
เข้มข้นของแหลง่ไนโตรเจน ที�  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในขวดเขยา่ 
 
4.2 การผลิต สกัด และการทาํสารลดแรงตงึผิวชีวภาพให้บริสุทธิjบางส่วน 
 
 Pichia anomala สายพนัธุ์ PY 189 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มี
ประสิทธิภาพสงูสดุในอาหารเหลวปรับปรุงสตูรที�มีนํ $ามนัถั�วเหลือง 4 เปอร์เซ็นต์เป็นแหลง่คาร์บอน 
และโซเดียมไนเตรท 0.4 เปอร์เซ็นต์เป็นแหลง่ไนโตรเจน โดยนําสตูรอาหารเลี $ยงเชื $อที�เหมาะสมนี $
มาทําการทดลองภายในขวดเขยา่ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยมีอาหารเลี $ยงเชื $อ 200 มิลลิลิตร 
ควบคมุคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5.5 และอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั และทํา
การสกดัด้วยสารละลายอินทรีย์เพื�อหาปริมาณของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ ซึ�งจากผลการ
ทดลองพบวา่ P. anomala PY189 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพได้ในปริมาณสงูที�สดุที� 
0.57 กรัมตอ่ลิตร ซึ�งมากกว่า P. anomala PY1 ที�ผลิตได้ 0.45 กรัมตอ่ลิตร ในระดบัขวดเขย่า 
 
4.3 ลักษณะสมบัตทิางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 

4.3 .1 คา่ความเข้มข้นวิกฤติของการเกิดไมเซลล์ (Critical micelle concentration; CMC) 
 

                     คา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์หรือคา่จดุวิกฤตการเกิดไมเซลล์ สามารถ
วิเคราะห์ได้โดยเจือจางสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์
บพัเฟอร์ ที�มีความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 8 เตรียมให้มีความเข้มข้นตา่งๆ ตั $งแต ่ 0.01-20,000 

ความเข้มข้นของ  NaNO3 
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มิลลิกรัมตอ่ลิตร นําสารละลายแตล่ะความเข้มข้นไปวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเครื�อง Tensiometer และ
นําคา่ที�ได้ไปเขียนกราฟเพื�อหาคา่ CMC พบวา่ คา่แรงตงึผิวที�วดัได้สามารถแบง่ออกได้เป็นสอง
ชว่ง โดยในชว่งแรกคา่แรงตงึผิวจะมีคา่ลดลงเรื�อยๆ ตามความเข้มข้นของสารที�เพิ�มขึ $น หลงัจาก
นั $น คา่แรงตงึผิวจะมีคา่คอ่นข้างคงที� ไมข่ึ $นกบัความเข้มข้นของสาร ซึ�งความเข้มข้นวิกฤตขิองการ
เกิดไมเซลล์นี $เป็นคา่ที�มีความจําเพาะในสารแตล่ะชนิด และยงัแสดงถึงประสิทธิภาพของสารลด
แรงตงึผิวชนิดนั $นๆด้วย ซึ�งคา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จาก P. anomala 
PY189 มีคา่ CMC เทา่กบั 204 มิลลิกรัมตอ่มิลลิมิตร และมีคา่แรงตงึผิว ณ การเกิดไมเซลล์ 

(γCMC) เทา่กบั 30 mN/m แสดงผลในรูปที� 4.9 ซึ�งคา่ CMC และ γCMC ที�ได้มีคา่สงูกวา่สารลด
แรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จาก P. anomala PY1 (รูปที� 4.10) แตมี่คา่ตํ�ากวา่สารลดแรงตงึผิว
สงัเคราะห์สองชนิดคือโซเดียมโดเดซิลซลัเฟต(รูปที� 4.11)และไทรทอนเอกซ์100 (รูปที� 4.12) โดย

เปรียบเทียบคา่ CMC และ γCMC ดงัแสดงในตารางที� 4.5   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.9 กราฟแสดงคา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จาก P. anomala PY189 
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CMC = 164 

mg/l 

 
 
รูปที� 4.10 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตจาก Pichia anomala สายพนัธุ์ PY1 จาก
การเขียนกราฟระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 
 

   
                                                                                                                             

รูปที� 4.11 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต จากการเขียนกราฟ
ระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 

CMC = 162 

CMC = 1,004 
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รูปที� 4.12 คา่ CMC ของสารลดแรงตงึผิวสงัเคราะห์ ไทรทอนเอกซ์ 100 จากการเขียนกราฟ
ระหวา่งคา่ log ความเข้มข้นของสารและคา่แรงตงึผิว 
 
ตารางที� 4.5 เปรียบเทียบคา่ความเข้มข้นวิกฤตขิองการเกิดไมเซลล์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�
ผลิตได้จาก P. anomala PY189 กบัสารลดแรงตงึผิวชนิดอื�น 

 
 
 
 
 

สารลดแรงตงึผิว คา่ CMC (มิลลิกรัมตอ่ลิตร) คา่ γCMC ( mN/m) 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
จาก P. anomala PY189 

204 30 

สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 
จาก P. anomala PY1 

162 30 

ไทรทอน เอกซ์ 100 537 36 

โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต 1,004 38 

CMC = 537 
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4.3.2 คา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB) 
 
          คา่ Hydrophilic-Lipophilic Balance คือ คา่ที�บอกถึงสมบตัทีิ�ชอบนํ $าและชอบ 
นํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิว คา่ HLB มีคา่ตั $งแต ่0-20 หากถ้ามีคา่เป็น 0 จะเป็นสารลดแรงตงึผิวที�
ชอบนํ $ามนัทั $งโมเลกลุ ในทางตรงข้ามหากมีคา่เป็น 20 จะชอบนํ $าทั $งโมเลกลุ โดยคา่ HLB นี $ยงั
สามารถบอกถึงหน้าที�หรือประโยชน์ของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆได้ จากการทดลองเมื�อนําสาร
ลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ:บางสว่นที�สกดัได้มาละลายในนํ $ากรองและนํ $าดื�มเพื�อสงัเกต    
ความสามารถในการละลายของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ พบวา่ สารละลายที�ได้มีลกัษณะโปร่ง
แสง และกระจายตวัได้ดีในนํ $า ดงัรูปที� 4.13  โดยลกัษณะดงักลา่วสามารถบง่ชี $ถึงคา่ HLB ได้
ในชว่ง 10-13 ที�บอกได้วา่เป็นสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีสมบตัใินการก่ออิมลัชนัชนิดนํ $ามนัในนํ $า 
ได้ดี (ดงัตารางที� 3.1)  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที� 4.13 ลกัษณะของสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพบริสทุธิ:บางสว่นที�ผลิตโดย P. anomala 
PY189 เมื�อละลายในนํ $ากรอง และนํ $าดื�ม 
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4.4 การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีโครมาโทกราฟี 
 

.4.4 1 การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีทินเลเยอร์โคร
มาโทกราฟี (TLC) 
 

       ทดสอบและแยกสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�สกดัได้ โดยใช้แผน่ TLC silica gel 60 เฟส
เคลื�อนที�ประกอบด้วยคลอโรฟอร์ม เมทานอล และนํ $า ในอตัราสว่น 65: 25: 4 ตามลําดบั แล้วจงึ
นําไปอบด้วยไอระเหยของไอโอดีนเพื�อวิเคราะห์หาสว่นที�มีพนัธะคูเ่ป็นองค์ประกอบ พบวา่ เมื�อ
นําสารที�สกดัได้มาทดสอบ สามารถแยกสารออกได้เป็น 4 ลําดบัสว่น เรียกวา่ F1, F2, F3 และ F4 
ตามลําดบั ในรูปที� 4.14 และคา่คงที�ของอตัราสว่นการเคลื�อนที� (Rf) มีคา่ใกล้เคียงกนัดงัแสดงใน
ตารางที� 4.6 

      เมื�อสกดัแตล่ะลําดบัสว่นและนํามาเจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์
บฟัเฟอร์ความเป็นกรดดา่ง 8 ที�ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เพื�อนํามาตรวจสอบ
ประสิทธิภาพด้วยการวดัคา่การกระจายนํ $ามนั พบว่า F3 มีคา่การกระจายนํ $ามนัสงูที�สดุ คือ  
13.84 ตารางเซนตเิมตร ดงัแสดงในตารางที� 4.6 และเมื�อตรวจสอบแตล่ะลําดบัส่วนด้วยการเจือ
จางในนํ $ากลั�นที�ความเข้มข้นประมาณ 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เพื�อหาสว่นที�มีนํ $าตาลเป็น 
องค์ประกอบด้วยมอรีช รีเอเจนท์ พบวา่ลําดบัส่วน F2 และ F3 ให้ผลบวก โดยเกิดเป็นสีนํ $าตาล 
เข้มระหวา่งชั $นของสารละลายกบัชั $นของกรด ดงัแสดงในรูปที� 4.15 จงึสนันิษฐานได้วา่ Pichia 

anomala สายพนัธุ์ PY189 สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�มีนํ $าตาลเป็นองค์ประกอบหรือ 
เป็นสารประเภทไกลโคลิพิด 
 
ตารางที� 4.6 คา่การกระจายนํ $ามนัของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�สกดัได้จากแผน่ TLC ในแตล่ะ
ลําดบัส่วน 
 

แถบที� Rf คา่การกระจายนํ $ามนั (cm2) 
F1 0.92 2.43 
F2 0.81 11.33 
F3 0.76 13.84 
F4 0.55 3.14 
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รูปที� 4.14 ผลการวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตโดย P. anomala PY189 ด้วยวิธี Thin-
layer Chromatography เมื�อตรวจสอบผลด้วยไอโอดีน 
 

 
           F4     F3   F2            F1   -   + 
รูปที� 4.15 ผลการวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�สกดัได้จากแผน่ TLC ในแตล่ะลําดบัสว่น 
เมื�อตรวจสอบผลด้วย มอริช รีเอเจนท์
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4.4.2 การทําบริสทุธิ:สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี 
(HPLC) 
 

        ทําการสกดัตวัอยา่งสารจากตําแหนง่ F3 ที�เตรียมได้จาก preparative TLC ซึ�งให้ผล
บวกในการทดสอบด้วยมอริช รีเอเจนท์ และสามารถกระจายนํ $ามนัได้ดี มาวิเคราะห์และทําให้
บริสทุธิ:ตอ่ด้วยวิธีไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) โดยละลายสารตวัอยา่งด้วย 
100 % อะซิโตรไนไตรล์ให้มีความเข้มข้น 6 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และใช้ภาวะดงัข้อ 3.4.3 และทํา
การเก็บลําดบัสว่นของตวัอย่างตําแหนง่ F3 ที�ปรากฏจํานวน 3 ลําดบัสว่น และกําหนดให้เรียกชื�อ
สารที�เก็บได้หลงัจากผา่น HPLC ของตําแหนง่ F3 ทั $ง 3 ลําดบัส่วนนี $ว่า P1 ถึง P3 ตามลําดบั ดงั
แสดงในรูปที� 4.16 ตอ่จากนั $นจงึนํามาทําให้แห้งในภาวะสญุญากาศ แล้วเตมิ 50 มิลลิโมลาร์ทริส
ไฮโดรคลอไรด์บฟัเฟอร์ที�มีคา่ความเป็นกรดดา่ง เทา่กบั 8 เจือจางให้มีความเข้มข้นเป็น 1 มิลลิกรัม
ตอ่มิลลิลิตร นําสารที�เตรียมได้ไปวดัคา่การกระจายนํ $ามนั ดงัแสดงในตารางที� 4.7 พบวา่ หลงัจาก
ผา่น HPLC ลําดบัสว่นที� 2 ที� RT 6.08 นาที มีประสิทธิภาพในการกระจายนํ $ามนัได้ดีที�สดุ คือ 
12.16 ตารางเซนตเิมตร  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.16 โครมาโทแกรมของตวัอย่างลําดบัสว่น F3 จาก HPLC โดยตําแหนง่ที�เก็บตวัอยา่งได้แก่ 
RT ที� 3.08, 6.08 และ 7.07 นาที ตามลําดบั 
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ตารางที� 4.7 คา่การกระจายนํ $ามนัของตวัอยา่งตําแหนง่ F3 ที�ผา่นการวิเคราะห์และทําให้บริสทุธิ:

ด้วย HPLC 
 

ตําแหนง่พีกจากลําดบัสว่น F3 
Retention time (RT) 

(นาที) 

คา่การกระจายนํ $ามนั 

(cm2) 

1 (P1) 3.08 4.01 

2 (P2) 6.08 12.16 

3 (P3) 7.07 8.79 

 
4.5 วิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวที�ผลิตได้ 
 

นําตวัอยา่งสาร P2 จากตําแหนง่ F3 ซึ�งผา่นการทําบริสทุธิ:ด้วย HPLC มาวิเคราะห์หา
นํ $าหนกัมวลโมเลกลุด้วยวิธีแมสสเปกโทเมตรี โดยใช้เทคนิค MALDI-TOF ที�ภาควิชาเคมี คณะ
วิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที� 4.17 โครมาโทแกรมของ MALDI-TOF MS จากตวัอยา่งสาร P2 
 

ผลการวิเคราะห์แตล่ะลําดบัสว่นด้วยวิธี MALDI-TOF (รูปที� 4.17) แสดงถึงคา่มวลตอ่
ประจขุองไอออน (m/z) ที�บง่บอกถึงนํ $าหนกัมวลโมเลกลุของสารจงึชว่ยให้สามารถวิเคราะห์
โครงสร้างของสารที�ผลิตได้ โดยการคํานวนจากสตูรโครงสร้าง ดงัแสดงผลการวิเคราะห์ในตารางที� 

[C12] [C14:1], 
[C12:2] 

[C16:2] 
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4.8 พบว่าสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้จากยีสต์ Pichia anomala PY189 มีมวลโมเลกลุ
เทา่กบั 522, 548 และ 648 เทียบเคียงได้กบัสารโซโฟโรลิพิดที�มีโครงสร้างในส่วนของกรดไขมนั
เป็น C12, C14 และ C16 ทั $งชนิดอิ�มตวัและไมอิ่�มตวั อยู่ในรูปแบบแลคโตน (lactonic form) และ
อาจมีการเตมิหมูอ่ะซิตลิ 1 หรือ 2 ตําแหนง่ 

 

 
(ก) 

 
 

 
(ข) 
 

รูปที� 4.18 โครงสร้างของโซโฟโรลิพิดที�ประกอบด้วยนํ $าตาลโซโฟโรสและกรดไขมนัที�มีความยาว 
ตา่งๆ จากการวิเคราะห์ด้วย MALDI-TOF MS   (ก) รูปแบบแลคโตน (ข) รูปแบบแอซิด  
ที�มา : Konishi และคณะ (2008) 
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ตารางที� 4.8 ผลการวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวที�ผลิตได้ ด้วยวิธี MALDI-TOF MS 
 

ตวัอยา่ง
สาร 

คา่ RT 
(นาที) 
จาก 

HPLC 

คา่ 
[M+H]+ 
(m/z) 

รูปแบบ R’/R” 

สตูร
โครงสร้าง
ของสว่น
กรดไขมนั 

มวล
โมเลกลุ
จากการ
คํานวณ 

P2 6.08 522.579 Lactone OH/OH [C12] 522 

550.470 
Lactone OH/OH  [C14:1] 

548 
Lactone OH/acetate [C12:2] 

655.713 Lactone acetate acetate [C16:2] 654 

 
 
4.6 ศึกษาความคงตัวของอิมัลชันนํ 'ามันตะไคร้ในสารละลายมอลโตเดกซ์ตรินโดยใช้สาร 
ลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ 
 

นําสารละลายสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ ละลายในสารละลายมอลโตเดกซ์ตรินที�มี
ความเข้มข้น 20 กรัมตอ่เดซิลิตร และแปรผนัความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพเทา่กบั 0.6 
0.8 และ 1 เปอร์เซ็นต์ โดยนํ $าหนกั เตรียมสารละลายอิมลัชนัของนํ $ามนัตะไคร้ โดยเตมินํ $ามนั
ตะไคร้ลงในสารละลายที�เตรียมไว้ โดยแปรผนัสดัส่วนนํ $ามนัตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 0.15:1 
และ 0.1:1 เมื�อวิเคราะห์ผลด้วยการสงัเกตการแยกชั $นของอิมลัชนั หลงัจากตั $งทิ $งไว้ 24 ชั�วโมง 
พบวา่ อิมลัชนัที�มีสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 0.6 เปอร์เซ็นต์ อิมลัชนัจะมีความเสถียรตํ�า โดยจะแยก 
ชั $นหลงัจากทําการ Homogenize เพียง 1-2 ชั�วโมง สว่นอิมลัชนัที�มีสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 0.8 
และ 1 เปอร์เซ็นต์ อิมลัชนัจะมีความเสถียรมากกวา่ แสดงผลในตาราง 4.9 

 
 
 
 
 
 
 



78 
 

 

ตารางที� 4.9 ผลการสงัเกตความเสถียรของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ เมื�อตั $งทิ $งไว้ 24 ชั�วโมง 
 

ความเข้มข้นของสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพ (%) 

อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตริน 
0.1:1 0.15:1 0.2:1 

0.6 - - - 
0.8 + + + 
1.0 + + + 

 + อิมลัชนัมีความเสถียรหลงัจาก 24 ชั�วโมง – อิมลัชนัแยกชั $นหลงัจาก 24 ชั�วโมง 
 

ตารางที� 4.10 ขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยปริมาตร (volume weighted average diameter หรือคา่ 
D[4,3] )  (ไมครอน) ของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ที�ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นตวัก่ออิมลัชนั 

 
ตารางที� 4.11 ขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยพื $นที�ผิว (surface weighted average diameter หรือคา่ 
D[3,2] ) (ไมครอน) ของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ที�ใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพเป็นตวั ก่ออิมลัชนั 
 
ความเข้มข้นของสารลดแรง

ตงึผิวชีวภาพ (%) 
ขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยพื $นที�ผิว(ไมครอน) 

อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตริน 
0.1:1 0.15:1 0.2:1 

0.8 2.77±0.06 2.57±0.01 2.46±0.01 
1 2.68±0.03 2.41±0.07 2.16±0.06 

 
และเมื�อนําอิมลัชนัที�มีความเสถียรไปวดัขนาดของอนภุาคพบวา่ อิมลัชนัที�เตรียมได้มี

ขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยพื $นที�ผิวใกล้เคียงกนัคือ ประมาณ 2 ไมครอน แสดงผลในตาราง 4.11 
ในขณะที�อิมลัชนัที�มีความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพมากกวา่จะมีขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดย
ปริมาตรเล็กกว่าอิมลัชนัที�มีความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพตํ�ากวา่ (ตารางที� 4.10) และ

ความเข้มข้นของสารลด
แรงตงึผิวชีวภาพ (%) 

ขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยปริมาตร(ไมครอน) 
อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตริน 

0.1:1 0.15:1 0.2:1 
0.8 10.17 11.53 13.73 
1.0 4.13 5.97 7.96 
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อิมลัชนัที�มีอตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินตํ�ากวา่จะมีขนาดอนภุาคเล็กกวา่
อิมลัชนัที�มีอตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตโตเดกซ์ตรินสงูกว่า  
 
4.7 การผลิตไมโครแคปซูลของอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ด้วยการอบแห้งแบบพน่กระจาย 
 
               เตรียมอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้โดยใช้สารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 1% อตัราส่วนของนํ $ามนั 
ตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 และ 0.15:1 โดยเตรียมให้มีปริมาตร 1 ลิตร ตอ่การอบแห้ง
แบบพน่กระจาย 1 ครั $ง นําอิมลัชนัที�เตรียมไว้มาทําแห้งแบบพน่กระจายโดยปรับอณุหภมูิลมร้อน
ขาเข้าเป็น 180±5 องศาเซลเซียส และปรับอณุหภมูิลมร้อนขาออกเป็น 110±5 องศาเซลเซียส 
ดดัแปลงตามวิธีของ Beristain และคณะ (2001) บรรจไุมโครแคปซูลที�ได้ในถงุ laminated 
aluminium foil ที�ปิดผนกึแบบสญุญากาศ พบวา่ไมโครแคปซูลที�ผลิตได้มีลกัษณะเป็นผงสีขาว 
และมีกลิ�นของนํ $ามนัตะไคร้ ดงัแสดงในรูป 4.19 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

รูปที�4.19  ผงไมโครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัตะไคร้ที�ได้จากการอบแห้ง 
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4.8 คณุสมบตัิทางกายภาพและทางเคมีของไมโครแคปซูลบรรจอิุมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ 
             
4.8.1 วิเคราะห์ลกัษณะพื $นผิวของไมโครแคปซูล 

 นําผงไมโครแคปซูลที�ผลิตได้มาวิเคราะห์ลกัษณะพื $นผิวด้วยกล้องจลุทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ดดัแปลงตามวิธีของ Rosenberg และคณะ (1995) เพื�อดลูกัษณะ
พื $นผิวและการกระจายของอนภุาคไมโครแคปซูล แสดงในรูป 4.20 โดยพบวา่พื $นผิวของไมโคร
แคปซูลที�ผลิตได้มีลกัษณะแตกตา่งกนัออกไป และรูปร่างคอ่นข้างกลม หรือ รี เมื�อนําไปวดัขนาด
อนภุาคพบวา่ ไมโครแคปซูลที�ผลิตได้จากอิมลัชนัที�มีอตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ 
ตรินเป็น 0.2:1 และ 0.15:1 มีขนาดอนภุาคเฉลี�ย 9.2±0.78 และ 10.84±0.91 ไมครอน ตามลําดบั 

 
 
 
 
 

  
 
 
 
รูปที� 4.20 ลกัษณะพื $นผิวของผงไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ภายใต้ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
สอ่งกราด โดยมีอตัราสว่นนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตริน (ก) 0.2:1 และ (ข) 0.15:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที�4.21 ภาพตดัขวางของผงไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ภายใต้ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
สอ่งกราด โดยมีอตัราสว่นนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตริน (ก) 0.2:1 และ (ข) 0.15:1 

ก ข 

ก ข 
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4.8.2 วิเคราะห์ประสิทธิภาพของการทําไมโครแคปซูล 
  จากการดดัแปลงจากวิธีของ Hogan และคณะ (2001) เมื�อนําไมโครแคปซูลที�
ผลิตได้ 2 กรัม มาวิเคราะห์หาปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด และปริมาณนํ $ามนัที�ผิวหน้า แสดงผลใน 
ตารางที� 4.12 จากนั $นหาประสิทธิภาพการทําไมโครแคปซูล (ME%) จากสมการตอ่ไปนี $  
 
ปร ะสิทธิภาพการทําไมโครแคปซูล = [(ปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด-ปริมาณนํ $ามนัที�ผิวหน้า)]X100 

ปริมาณนํ $ามนัทั $งหมด 
 

ตารางที� 4.12 แสดงประสิทธิภาพการทําไมโครแคปซูลของไมโครแคปซูลนํ $ามนัตะไคร้ที�ผลิตได้  

 
จากการคํานวณพบวา่ การทําแห้งแบบพน่กระจายอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้โดยใช้อตัราสว่น 

ของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 และ 0.1 : 1 พบวา่ ประสิทธิภาพในการทําไมโคร
แคปซูลเท่ากบั ร้อยละ 48.5 และ 51.6 ตามลําดบั ซึ�งประสิทธิภาพการทําไมโครแคปซูลจะขึ $นอยู่
กบัขนาดของไมโครแคปซูล โดยไมโครแคปซูลที�มีขนาดเล็กจะมีประสิทธิภาพตํ�ากว่า เนื�องจากมี 
พื $นที�ผิวที� มากกวา่ ทํา ให้มีประสิทธิภาพในการทําไมโครแคปซูลลดลง (Hogan คณะ, 2001) 

 
4.9 ฤทธิ:การยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ของไมโครแคปซูล 

 
ศกึษาผลการยบัยั $งแบคทีเรีย E. coli, S. aureus และ Salmonella sp. ด้วยวิธีการ Agar 

dilution method พบวา่นํ $ามนัตะไตร้และไมโครแคปซูลที�บรรจนํุ $ามนัตะไคร้สามารถยบัยั $งการ 
เจริญของ E. coli, S. aureus และ Salmonella sp. ได้ โดยมีคา่ MIC แสดงในตาราง 4.13 โดยจะ
สามารถยบัยั $งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ได้ดีกว่าการยบัยั $ง Salmonella sp.  ซึ�ง
สอดคล้องกบังานวิจยัของ Hammer และคณะ (1999) ที�พบวา่ E. coli และ S. aureus จะมีความ
ไวตอ่นํ $ามนัตะไคร้มากกวา่ Salmonella sp.  

 
 

อตัราสว่นสาร
แกน:วสัดเุคลือบ 

ปริมาณนํ $ามนั 
ทั $งหมด(มก.) 

ปริมาณนํ $ามนัที� 
ผิวหน้า(มก.) 

ประสิทธิภาพการทําไม
โครแคปซูล(%) 

ขนาดของไมโครแคปซูล
(ไมครอน) 

0.2:1 115.06 59.25 48.5 (%) 9.2±0.78 
0.15:1 120.31 58.13 51.6 (%) 10.84±0.91 
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ตาราง 4.13 คา่ MIC ของนํ $ามนัตะไคร้และไมโครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัตะไคร้  
สารที�ทดสอบ Escherichia coli Staphylococcus aureus Salmonella sp. 
นํ $ามนัตะไคร้ 

(% โดยปริมาตร) 
0.0625 0.0625 0.125 

ไมโครแคปซูล 
(% โดยมวลตอ่ปริมาตร) 

5 5 5 

 

4.10  ประเมินฤทธิ:การยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ในนํ $าสลดัที�เตมิไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ 
 

    จากการทํา Total plate count ของนํ $าสลดัชนิดข้นจดัที�ไมเ่ตมิและเตมิไมโครแคปซูล 
นํ $ามนัตะไคร้ พบวา่ สามารถนบัจํานวนจลุินทรีย์ได้ดงัตาราง โดยนํ $าสลดัที�ทําขึ $นเองนั $นมีปริมาณ 
จลุินทรีย์ 1.31 X105 CFU/gm ซึ�งเกินปริมาณที� มอก. ได้กําหนดไว้วา่ จํานวนจลุินทรีย์ทั $งหมด
จะต้องไมเ่กิน 1X104 CFU/gm ในขณะที�นํ $าสลดัที�มีการเตมิไมโครแคปซูลพบว่ามีปริมาณของ
จลุินทรีย์ลดลงเหลือ 6.6 X 103 CFU/gm (รูปที� 4.22) 
 
ตารางที� 4.14 จํานวนจลุินทรีย์ในนํ $าสลดัชนิดข้นจดัที�ไมเ่ตมิและเตมิไมโครแคปซูล นํ $ามนั ตะไคร้ 

ตวัอยา่ง 
10-fold serial dilutions 

     10-1           10-2           103              10-4 
การวิเคราะห์ผล 

นํ $าสลดั >250 131 23 10 1.31 X105 CFU/gm 
นํ $าสลดัเตมิไม โครแคปซูล 66 21 3 3 6.6 X 103 CFU/gm 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที�4.22 จํานวนจลุินทรีย์ในนํ $าสลดัชนิดข้นจดัที� (ก)ไมเ่ตมิและ(ข)เตมิไมโครแคปซูลนํ $ามนัตะไคร้ 

ก ข
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บทที� 5 
 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

ในปัจจบุนัผู้บริโภคมีความสนใจเกี�ยวกบัสขุภาพ และมีความต้องการสารอาหารที�เป็นสาร
จากธรรมชาตเิพิ�มมากขึ $น สารธรรมชาติตา่งๆเหล่านี $จึงทวีความสําคญัในอตุสาหกรรมอาหารมาก
ขึ $นเพื�อทดแทนสารสงัเคราะห์ทางเคมี สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารชีวโมเลกุลที�สามารถก่อ
อิมลัชนัได้ดี งานวิจยันี $จึงศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตลอดจนศึกษาลกัษณะสมบตัิ
บางประการของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตโดย Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 เพื�อนําไป
ประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารได้ 

Pichia anomala PY189 เป็นสายพนัธุ์ที�ได้จากการกลายพนัธุ์ด้วย Ethylmethane 
sulfonate (EMS) และคดัแยกโดย รัจนา บญุมี (2551) จากการทดลองเลี $ยงเชื $อในอาหารเหลวที�
ได้ทําการแปรผนัชนิดและความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนและแหลง่ไนโตรเจน พบว่า อาหารเลี $ยง
เชื $อที�มีนํ $ามนัถั�วเหลือง 4% และ โซเดียมไนเตรท 0.4% เป็นองค์ประกอบ ที�คา่ความเป็นกรดดา่ง
เริ�มต้น 5.5 อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส และเขย่าที�ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั 
เหมาะสมที�สดุในการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ โดยให้คา่แรงตงึผิวตํ�าสดุที� 36.50 mN/m และมี
คา่การกระจายนํ $ามนัมากที�สดุเทา่กบั 10.17 ตารางเซนตเิมตร  
   การวิเคราะห์ลกัษณะสมบตัิทางเคมีฟิสิกส์ของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ จากการ
ทดลองพบวา่ คา่ความเข้มข้นวิกฤตกิารเกิดไมเซลล์ (CMC) เทา่กบั 204 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ

คา่แรงตงึผิว ณ การเกิดไมเซลล์ (γCMC) เทา่กบั 30 mN/m ซึ�งมีคา่ตํ�ากว่าสารลดแรงตงึผิว 
สงัเคราะห์ที�นํามาเปรียบเทียบ คือ โซเดียมโดเดซิลซลัเฟต และไทรทอน เอกซ์ 100 โดยจาก
การศกึษาของผกามาศ ราชมนตรี (2551) สารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก P.anomala PY1 พบวา่ มี
คา่ CMC เทา่กบั 162 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ซึ�งตํ�ากวา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตได้ในการทดลองนี $ 
โดย Ashby และคณะ (2008) ได้รายงานวา่คา่ CMC จะแตกตา่งกนัออกไปตามโครงสร้างของ
โซโฟโรลิพิด และยงัเป็นคา่เฉพาะตวัที�แสดงถึงประสิทธิภาพของสารลดแรงตงึผิวชนิดนั $นๆ ได้อีก
ด้วย 
 คา่ Hydrophilic-lipophilic balance (HLB) เป็นคา่ที�แสดงถึงสมบตัิความชอบนํ $า หรือไม่
ชอบนํ $าสารลดแรงตงึผิว ซึ�งแตกตา่งกนัออกไปตามโครงสร้างของโมเลกลุ โดยเป็นสมบตัเิฉพาะ 
ของสารลดแรงตงึผิวแตล่ะชนิดในการละลายนํ $า จากการทดลองพบวา่คา่ HLB ของสารที�ผลิตได้มี
คา่อยูใ่นชว่ง 10-13 ซึ�งสอดคล้องกบั Van Bogaert และคณะ (2007) ที�รายงานวา่ คา่ HLB ของ
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โซโฟโรลิพิดอยูใ่นช่วง 10-13 มีประโยชน์สําหรับใช้เป็นสารชว่ยคงความเสถียรของอิมลัชนัชนิด
นํ $ามนัในนํ $า นอกจากนี $ คา่ HLB ยงัสามารถหาได้จากการคํานวณตามสตูรโครงสร้างของนํ $าหนกั
มวลโมเลกลุสว่นที�ชอบนํ $าเทียบกบันํ $าหนกัโมเลกลุทั $งหมด ซึ�งพบวา่คา่ HLB ของโซโฟโรลิพิดจะมี
คา่เทา่กบั 11-14 ซึ�งใกล้เคียงกบัคา่ที�ได้จากการทดลองนี $ 
 เมื�อวิเคราะห์สารลดแรงตงึผิวชีวภาพด้วยวิธีทินเลเยอร์โครมาโทกราฟี (TLC) ด้วยไอระเหย
ของไอโอดีน พบว่าสามารถแยกสารออกได้เป็น 4 ลําดบัสว่น คือ F1 ถึง F4 โดยมีคา่ Rf เทา่กบั 
0.92, 0.81, 0.76 และ 0.55 ตามลําดบั ซึ�งคา่การกระจายนํ $ามนัตามลําดบัดงันี $ F3>F2>F4>F1 
เมื�อตรวจสอบด้วยมอริช รีเอเจนท์เพื�อตรวจสอบสารที�มีนํ $าตาลเป็นสว่นประกอบ พบวา่ F2 และ 
F3 ให้ผลบวก จงึสนันิษฐานได้วา่สารลดแรงตงึผิวชีวภาพที� Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 
ผลิตได้มีนํ $าตาลเป็นสว่นประกอบหรือเป็นสารประเภทไกลโคลิพิด จากนั $นจงึทําบริสทุธิ: F3 ตอ่
ด้วยวิธีไฮเพอร์พอร์แมนซ์ลิควิดโครมาโทกราฟี (HPLC) แล้วเก็บตวัอย่างจากลําดบัสว่นที�ปรากฏ
จาก F3 จํานวน 3 ลําดบัส่วน P1-P3 ตามลําดบั เพื�อนํามาหาคา่การกระจายนํ $ามนั ซึ�ง ลําดบัสว่น 
P2  ให้คา่การกระจายนํ $ามนัได้ดีที�สดุ จงึนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธี MALDI-TOF MS ตอ่ไป จากผล
การวิเคราะห์บอกได้ถึงนํ $าหนกัมวลโมเลกลุ โดยสารลดแรงตงึผิวชีวภาพที�ผลิตโดย Pichia 

anomala สายพนัธุ์ PY189 มีมวลโมเลกลุเทา่กบั 522, 548 และ 648 เทียบเคียงได้กบัสารโซโฟโร
ลิพิดที�มีโครงสร้างในสว่นของกรดไขมนัเป็น C12, C14 และ C16 ทั $งชนิดอิ�มตวัและไมอิ่�มตวั อยู่
ในรูปแบบแลคโตน (lactonic form) และอาจมีการเตมิหมูอ่ะซิตลิ 1 หรือ 2 ตําแหนง่ ซึ�งโซโฟโร
ลิพิดรูปแบบแลคโตนนี $จะมีประสิทธิภาพในการลดแรงตงึผิวได้ดี (Van Bogeart และคณะ, 2007) 
แตอ่ยา่งไรก็ตาม การวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพในการทดลองนี $ เป็นแค่
เพียงการวิเคราะห์องค์ประกอบเบื $องต้น เนื�องจากสารที�ใช้ในการทํา HPLC มีปริมาณตํ�า ทําให้สาร
ไมส่ามารถแยกสารออกมาได้ชดัเจน 

เมื�อนําสารลดแรงตงึผิวชีวภาพไปใช้เป็นตวัก่ออิมลัชนัของนํ $ามนัตะไคร้ หลงัจากตั $งทิ $งไว้ 
24 ชั�วโมง พบวา่ อิมลัชนัที�มีสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 0.6 เปอร์เซ็นต์ อิมลัชนัจะมีความเสถียรตํ�า 
โดยจะแยกชั $นหลงัจากทําการ Homogenize เพียง 1-2 ชั�วโมง สว่นอิมลัชนัที�มีสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพ 0.8 และ 1 เปอร์เซ็นต์ อิมลัชนัจะมีความเสถียรมากกวา่ ซึ�งสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Velikov และคณะ (2001) ที�รายงานว่า เมื�อความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวสงูขึ $น ความเสถียร
ของอิมลัชนัจะมากขึ $น เนื�องจากสารลดแรงตงึผิวที�เพิ�มขึ $นจะลดแรงตงึผิวได้ดี จากนั $นเมื�อวดัขนาด
อนภุาคพบวา่ อิมลัชนัที�มีความเข้มข้นของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 1% เป็นตวัก่ออิมลัชนั จะมี
ขนาดอนภุาคเล็กกว่า 10 ไมครอน และเมื�อนําอิมลัชนัที�มีความเสถียรไปวดัขนาดของอนภุาค
พบวา่ อิมลัชนัที�มีอตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 และ 0.15:1 ขนาด
อนภุาคเฉลี�ยโดยปริมาตรมีคา่เทา่กบั 7.96 และ 5.97 ตามลําดบั ซึ�งแสดงให้เห็นว่าอิมลัชนัที�มี
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อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินสงูกวา่จะมีขนาดอนภุาคเฉลี�ยโดยปริมาตรใหญ่
กวา่อิมลัชนัที�มีอตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินตํ�ากว่า จากงานวิจยัที�ผา่นมาพบวา่ 
เมื�อทําอิมลัชนัของนํ $ามนัแมคคาเดเมีย การเพิ�มอตัราสว่นระหวา่งสารเคลือบ: วสัดแุกน จะมีผลทํา
ให้หยดนํ $ามนัมีขนาดอนภุาคเล็กลง (ธิดาและคณะ, 2009)  นอกจากนี $ McNaee (1998) ยงัได้
รายงานวา่ ขนาดอนภุาคของอนภุาคเฉลี�ยหรือคา่ D[4.3] จะขึ $นอยู่กบัอตัราสว่นของสารแกนตอ่
สารเคลือบ โดยเมื�ออตัราส่วนเพิ�มขึ $น ขนาดอนภุาคจะมีขนาดใหญ่ขึ $น 

จากนั $นเมื�อผลิตไมโครแคปซูลด้วยการอบแห้งแบบพน่กระจาย พบวา่ การทําแห้งแบบพน่
กระจายอิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้โดยใช้อตัราสว่นของนํ $ามนัตะไคร้ตอ่มอลโตเดกซ์ตรินเป็น 0.2:1 และ
0.15 : 1 พบวา่ ประสิทธิภาพในการทําไมโครแคปซูลเทา่กบั ร้อยละ 48.5 และ 51.6 ตามลําดบั ซึ�ง
ประสิทธิภาพการทําไมโครแคปซูลจะขึ $นอยูก่บัขนาดของไมโครแคปซูล โดยไมโครแคปซูลที�มีขนาด
เล็กจะมีประสิทธิภาพตํ�ากวา่ เนื�องจากมีพื $นที�ผิวที�เพิ�มขึ $น ปริมาณนํ $ามนัที�ผิวหน้าจงึมากกวา่ ทํา 
ให้มีประสิทธิภาพในการทําไมโครแคปซูลลดลง (Hogan คณะ, 2001) เชน่เดียวกบังานวิจยัของ 
Young และคณะ (1996) ซึ�งรายงานวา่ เมื�อขนาดของอนภุาคลดลง อนภุาคจะมีการปลดปล่อย
นํ $ามนัที�ผิวหน้าเพิ�มมากขึ $น ทําให้ประสิทธิภาพในการหอ่หุ้มสารแกนลดลง และเมื�อนําไมโคร
แคปซูลที�ผลิตได้มาศกึษาผลการยบัยั $งแบคทีเรีย E. coli, S. aureus และ Salmonella sp. ด้วย
วิธีการ Agar dilution method พบวา่นํ $ามนัตะไตร้และไมโครแคปซูลที�บรรจนํุ $ามนัตะไคร้สามารถ
ยบัยั $งการเจริญของ E. coli, S. aureus และ Salmonella sp. ได้ โดยจะสามารถยบัยั $งการเจริญ
ของ E. coli และ S. aureus ได้ดีกว่าการยบัยั $ง Salmonella sp.  ซึ�งสอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Hammer และคณะ (1999) ที�พบวา่ E. coli และ S. aureus จะมีความไวตอ่นํ $ามนัตะไคร้ และไม
โครแคปซูลที�ผลิตได้ยงัคงมีประสิทธิภาพในการยบัยั $งเชื $อแบคทีเรียอยู ่ จากงานวิจยัของ Leimann 
และคณะ (2008) ที�ทําการสกดันํ $ามนัตะไคร้หลงัการทําไมโครแคปซูล พบว่าคา่ MIC ที�ได้ไม่
เปลี�ยนแปลงจากนํ $ามนัตะไคร้ก่อนการทําไมโครแคปซูล แสดงวา่การทําไมโครแคปซูลนั $นไมทํ่าให้
สมบตัขิองนํ $ามนัตะไคร้เปลี�ยนแปลงไป 

เมื�อการประเมินฤทธิ:ยบัยั $งการเจริญของจลุินทรีย์ในนํ $าสลดัที�เตมิไมโครแคปซูลที�ผลิตได้ 
พบวา่ ไมโครแคปซูลยงัคงมีประสิทธิภาพในการยบัยั $งเชื $อจลุินทรีย์อยู ่ โดยสามารถลดปริมาณ
เชื $อจลุินทรีย์ทั $งหมดเหลือ 6.6 X 103   CFU ตอ่กรัม ซึ�งการทดลองในครั $งนี $เป็นการประเมินผล
เบื $องต้นถึงความเป็นไปได้ในการจะนําไมโครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัตะไคร้ไปประยกุต์ใช้ในอาหาร ซึ�ง
หากจะมีการจะนําไปใช้จริงในอาหารควรที�จะมีการทดสอบทางพิษวิทยาของสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที�ผลิตได้ รวมถึงตดิตามประสิทธิภาพ ความคงตวั และความเสถียรของไมโครแคปซูลใน
การใช้ในนํ $าสลดัด้วย 
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โดยสรุปจากงานวิจยันี $ พบว่ายีสต์ Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 เมื�อเลี $ยงเชื $อใน
ภาวะที�เหมาะสม โดยใช้อาหารเลี $ยงเชื $อปรับปรุงสตูรที�มีควบคมุความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 5.5 และ
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ในระดบัขวดเขย่านั $น สามารถผลิตสารลดแรงตงึผิว
ชีวภาพที�มีประสิทธิภาพดี ซึ�งสามารถนําไปใช้ในการก่ออิมลัชนันํ $ามนัตะไคร้ เพื�อใช้ในการผลิตไม
โครแคปซูลบรรจนํุ $ามนัตะไคร้เพื�อประยกุต์ใช้ในอตุสาหกรรมอาหารได้  

ข้อเสนอแนะ 

- งานวิจยันี $เป็นประโยชน์ในการนําไปประยกุต์ใช้สําหรับการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ
โดยควรพฒันาให้มีการผลิตสารลดแรงตงึผิวชีวภาพจาก Pichia anomala สายพนัธุ์ PY189 ใน
ระดบัขยายสว่น เพื�อเพิ�มประสิทธิภาพและผลผลิตให้ได้ในปริมาณสงูขึ $น และสามารถผลิตได้ใน
เชิงพาณิชย์และเพียงพอกบัความต้องการของตลาด  

- ในการนําไปใช้ในอาหาร ควรมีการทดสอบทางพิษวิทยาของสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ วา่
มีอนัตรายตอ่ผู้บริโภคหรือไม่ รวมถึงติดตามประสิทธิภาพ และอายกุารใช้งานของไมโครแคปซูลที�
ผลิตได้ ก่อนนําไปใช้จริง 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหารเลี 'ยงเชื 'อ 
 
1. อาหารเหลวจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM broth) 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   3.0 กรัม 
 สารสกดัมอลล์ (Malt extract)   3.0 กรัม 
 เพปโตน (Peptone)    5.0 กรัม 
 กลโูคส      10.0 กรัม 
 นํ $ากลั�น      1.0 ลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากนั ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 4.5 นึ�งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
2. อาหารแข็งจากสารสกัดยีสต์และมอลต์ (YM agar) 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   3.0 กรัม 
 สารสกดัมอลล์ (Malt extract)   3.0 กรัม 
 เพปโตน (Peptone)    5.0 กรัม 
 กลโูคส      10.0 กรัม 
 วุ้นผง (Agar)     20.0 กรัม 
 นํ $ากลั�น      1.0 ลิตร 
 
 ผสมสารให้เข้ากนั ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเทา่กบั 4.5 นึ�งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารเหลวกาํหนดสูตร (ผกามาศ ราชมนตรี, 2551) 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)   0.4 %  

 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.02 % 
 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)  0.02 % 
 สารสกดัยีสต์ (Yeast extract)   0.1 % 
 นํ $ามนัถั�วเหลือง     4  % (w/v) 
 นํ $ากลั�น      1.0 ลิตร 
 
 ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 5.5 นึ�งฆา่เชื $อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ $ว 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 
 

1. มอริช รีเอเจนท์ (Molisch’s reagent) 
 
 แอลฟา-แนฟทอล (α-naphtol)   0.5 กรัม 
 เอทานอล (Ethanol)    10.0  มล. 
 
 ละลายแอลฟา-แนฟทอลในเอทานอลแล้วเตมิในตวัอยา่งที�จะทําการทดสอบปริมาตร 0.2 
มล. จากนั $นเตมิกรดซลัฟริูก (H2SO4) 0.5 มล. ตั $งทิ $งไว้โดยห้ามเขยา่ 
 
2. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ที�ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 8 (50 mM Tris-HCl buffer pH 8) 
 
 ทริส เบส (Tris base)    0.61 กรัม 
 นํ $ากลั�น      80 มล. 
  
 ปรับคา่ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 8 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 100 
มล. ด้วยนํ $ากลั�น ถ้าหาต้องการทริสไฮโดรคลอไรด์บพัเฟอร์ที�คา่ความเป็นกรดดา่งอื�นๆ ก็ใช้กรด
ไฮโดรคลอริกเข้มข้นปรับให้มีคา่ความเป็นกรดดา่งนั $นๆ 
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ภาคผนวก ค 
 

หลักการการวัดค่าแรงตงึผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring 
 
 การวดัคา่แรงตงึผิวด้วยวิธี ring method หรือ Du Nouy Ring method ค้นคิดโดย 
Lecomte Du Nouy ในปี 1919 ซึ�งวิธีนี $จะพิจารณาวงแหวนทองคําขาว (platinum ring) ในแนว
ระนาบโดยวงแหวนทองคําขาวจะจมในของเหลว และถกูยกขึ $น แรงสงูสดุที�ใช้ในการดงึวงแหวน
ทองคําพ้นของเหลว คือ คา่แรงตงึผิว (surface tension) คณุลกัษณะของวงแหวนทองคําขาวก็คือ 
ความยาวที�ถกูทําให้เปียก (wetted length) ซึ�งรวมทั $งรัศมีด้านในและด้านนอกของวงแหวน
ทองคําขาวที�ทําให้เปียกโดยของเหลว 
 

 
 

ภาพแสดงขั $นตอนการวดัคา่แรงตงึผิวด้วยวิธี Du Nouy Ring 
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อุปกรณ์ที�ใช้ในการวัดค่าแรงตงึผิว 
 ลกัษณะและองค์ประกอบของเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว (Tensiometer) รุ่น K6 ของบริษัท 
KRUSS ประเทศเยอรมนั เครื�องวดัคา่แรงตงึผิวนี $ทําการวดัที�อณุหภมูิ 25±2 Oซ ตลอดทําการ
ทดลอง 
 ขั $นตอนการวดัคา่แรงตงึผิวด้วยเครื�องวดัคา่แรงตงึผิว มีดงันี $ 

1. ปรับ handwheel with point (2) ให้สเกลมีคา่ศนูย์ 
2. ปรับ zero adjustment (8) โดยหมนุทวนเข็มนาฬิกาให้ balance beam (9) อยูใ่น

ตําแหนง่สมดลุกึ�งกลางของ mask (7) 
3. ปรับระดบัที�วางสารตวัอยา่งโดยหมนุ (10) แล้วยกขึ $นให้อยูใ่นระดบัที�ต้องการ 
4. แขวน ring ลงใน balance beam(9) ปรับให้อยูใ่นตําแหน่งสมดลุโดยหมนุ zero 

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

หมนุ micrometer screw (5) ตามเข็มนาฬิกาเพื�อยกที�ใส่สารตวัอยา่งขึ $นให้สมัผสักบั ring 
โดยให้ ring จมอยูใ่นตวัอย่างไมน้่อยกวา่ 5 มม. 

6. เมื�อ ring สมัผสักบัตวัอยา่งแล้วอาจต้องปรับ balance (9) อยูใ่นตําแหนง่สมดลุอีกครั $ง 
โดยหมนุ zero adjustment (8) ทวนเข็มนาฬิกา 

7. เริ�มวดัคา่แรงตงึผิวโดยหมนุ micrometer screw (5) ทวนเข็มนาฬิกาอยา่งช้าๆ ใน
ขณะเดียวกนัก็หมนุ pointer (2) ตามเข็มนาฬิกาอย่างช้าๆ โดยรักษาให้ balance beam 
(9) อยูใ่นตําแหนง่สมดลุ 

8. เมื�อ ring หลดุออกจากตวัอย่างอา่นคา่แรงตงึผิวตามสเกล (1) มีหนว่ยเป็น mN/m 
9. เมื�อเสร็จการทดลองล้าง ring ด้วยนํ $ากลั�น สะบดัให้แห้ง (หรือผา่นเปลวไฟ) เก็บเข้ากลอ่ง

ไม้ สว่น vessel ล้างให้สะอาดด้วยนํ $ากลั�น(หรือ acetone) ซบัให้แห้งหรือผา่นเปลวไฟ 
10. การเก็บเครื�องจะต้องปรับ zero adjustment (8) ให้ balance beam (9) ยกขึ $น เพื�อ

ป้องกนัการแกวง่ของ balance beam ปรับที�วา่งสารตวัอยา่งให้อยู่ในระดบัเดมิ แล้วหมนุ
เข้าหาตวัเครื�อง  

ข้อควรระวงั 
1. ห้ามกดปุ่ มที�อยูด้่านหลงัของ zero adjustment (8) เดด็ขาด เพราะจะทําให้ wire หลดุได้ 
2. ห้ามหมนุ zero adjustment (8) เกิน 1 รอบเด็ดขาด 
3. การใช้ ring ต้องใช้ด้วยความระมดัระวงัอยา่ให้บิดเบี $ยว เพราะถ้า ring เสียรูปจะทําให้

การวดัคา่ผิดไปได้ 
4. การใช้ vessel ต้องใช้ด้วยความระมดัระวงัเชน่กนั 
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ข้อแนะนํา 
1. ขณะวดัคา่แรงตงึผิวตามข้อ 7 ถ้าทําการหมนุ micrometer screw(5) และ pointer (2) 

อยา่งช้าๆ จะทําให้เกิดความผิดพลาดน้อย 
2. ring, vessel มีคณุสมบตัทินไฟ สามารถผา่นเปลวไฟได้ ในกรณีที�จําเป็น 
3. ขณะแขวน ring ลงบน balance beam (9) อาจต้องใช้มือชว่ยเล็กน้อย 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

แสดงองค์ประกอบของเครื�องวดัคา่แรงตงึผิวรุ่น K6 บริษัท KRUSS ประเทศเยอรมนั 
 
 

 
 

 
 
 
 

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

 

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

นางสาวชนาภา เดชวัฒนาโกมลเกิดเมื�อวันที� 21 พฤศจิกายน พ.ศ. 2529 ที�จังหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต  สาขาชีววิทยา  คณะ
วิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลยัมหิดล  ในปีการศกึษา 2550 และเข้ารับการศกึษาตอ่ในระดบัปริญญา
มหาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร์  
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศึกษา 2551 ที�อยู่ปัจจุบนั 54 ซอย เทอดไท6 ถนน เทอดไท 
แขวงบางยี�เรือ เขตธนบรีุ กรุงเทพ 10600 

 

ผลงานตีพิมพ์เผยแพร่ 
 

สว่นหนึ�งของงานวิจยันี $ได้เข้าร่วมเสนอผลงานการประชมุทางวิชาการระดบันานาชาตดิงันี $ 
- งาน The 22nd Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology “TSB2010: 

Biotechnology for Healthy Living” ระหวา่งวนัที� 20-22 ตลุาคม 2553 ในหวัข้อเรื�อง
“BIOSURFACTANT PRODUCTION BY Pichia anomala PY189 FOR PREPARING 
ESSENTIAL OIL ENCAPSULATED MICROCAPSULE “ ที�มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ จ.ตรัง 
ประเทศไทย 

- งาน Pure and  Applied Chemistry International Conference (PACCON) 2011 
ระหวา่งวนัที� 8-10 มกราคม 2554 ในหวัข้อเรื�อง “BIOSURFACTANT PRODUCTION BY Pichia 
anomala PY189 FOR PREPARING LEMONGRASS OIL ENCAPSULATED 
MICROCAPSULE “ ที�โรงแรงมิราเคลิแกรนด์ จ.กรุงเทพ ประเทศไทย 
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