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บทคัดยKอ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactants) ที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรีย9จัดวKามีความปลอดภัย ยKอยสลายทาง

ชีวภาพไดC มีความเปIนพิษต่ำ และมีประสิทธิภาพภายใตCพีเอชและอุณหภูมิที่หลากหลาย อยKางไรก็ตามการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพยังมีขCอจำกัดดCานตCนทุนการผลิตที่สูง งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค9ที่จะนำน้ำมะพรCาวที่เปIนผล

พลอยไดCจากอุตสาหกรรมผลิตกะทิมาใชCผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากยีสต9 Meyerozyma guilliermondii 

สายพันธุ9 CCN-6 แบบเซลล9ตรึง ซึ่งทำใหCไมKเสียเวลาในการเตรียมเชื้อ และสามารถเพิ่มผลผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไดC โดยในเบื้องตCนงานวิจัยนี้ใชCอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell Haas (BH) ที่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอ

ปริมาตร พบวKา ระยะเวลา 5 วัน มีความเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยมีผลผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่ 0.71 กรัมตKอลิตร และการเติมน้ำมันถั่วเหลือง และกลูโคส ทำใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพเพิ่มขึ้นเปIน 2.73 กรัมตKอลิตร  ตKอมาไดCคัดเลือกสูตรอาหารที่มีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลัก โดย

เปรียบเทียบอาหารสูตรตKางๆ คือ น้ำมะพรCาวอยKางเดียว น้ำมะพรCาวที่เติมน้ำมันถั่วเหลืองรCอยละ 2 โดยปริมาตร

ตKอปริมาตร และน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลรCอยละ 10 โดยปริมาตรตKอปริมาตร พบวKา ชุดทดลองท่ีใชCน้ำมะพรCาว

ที่เติมน้ำมันถั่วเหลืองมีประสิทธิภาพเหมาะแกKการนำมาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากที่สุด โดยผลิตสารลดแรง

ตึงผิวภาพไดC 2.03 กรัมตKอลิตร และเมื่อทำการผลิต 2 รอบ มีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมสูงสุดเปIน 4.35 

กรัมตKอลิตร แสดงวKา M. guilliermondii สามารถใชCองค9ประกอบภายในน้ำมะพรCาว และน้ำมันถั่วเหลืองเปIน

แหลKงคาร9บอนในการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดC  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้มีประสิทธิภาพในการ

กระจายคราบน้ำมันดิบชนิด BKC และ ARL เปIนรCอยละ 72 และรCอยละ 26 ตามลำดับ  ในงานวิจัยนี้พบวKา

ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii จะนCอยกวKาสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9 Triton 

X-100 ที่ความเขCมขCน 1.5 กรัมตKอลิตร เทKากัน ดังนั้น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิว ควรผสมสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพชนิดนี้กับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดอื่น นอกจากนี้ควรศึกษาโครงสรCางของสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ เพ่ือประโยชน9สำหรับการนำไปประยุกต9ใชCในดCานตKางๆตKอไป 
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Abstract 

  Biosurfactants produced by microorganisms are biodegradable, low toxicity and 

effective under a wide range of pH and temperature. However, the production of biosurfactants 

is limited due to its high cost of production. This research aims to utilize coconut water, a by-

product from coconut milk industry for biosurfactant production by the immobilized Meyerozyma 

guilliermondii CCN-6, an ascomycetous yeast. Initially, this research used Bushnell Haas 

(BH) medium with 10% glucose. The results showed that the biosurfactant production period of 

5 days was suitable with the maximum biosurfactant yield at 0.71 g/L. When soybean oil and 

glucose was added, the biosurfactant yield was increased to 2.73 g/L. To select the production 

medium  containing coconut water as the main component, the study compared different media 

including coconut water only, coconut water with 2% v/v soybean oil and coconut water with 

10% v/v glycerol. The results revealed that coconut water with 2% v/v soybean oil was the most 

effective for biosurfactant production with 2.03 g/L biosurfactant yield, while the accumulated 

biosurfactant yield after 2 production cycles was 4.35 g/L. Thus, M. guilliermondii used the 

components in coconut water and soybean oil as carbon source for growth and biosurfactant 

production. This biosurfactant was effective in dispersing BKC and ARL crude oil at 72% and 26% 

respectively. In this study, the efficiency of biosurfactant from M. guilliermondii was less than 

Triton X-100, a synthetic surfactant at the same concentrations of 1.5 g/L. To increase its efficiency 

on reducing surface tension, this biosurfactant should be mixed with other biosurfactants. In 

addition, the structure of biosurfactants should be studied for further application in various 

industries. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

1.1 ความเปIนมาและมูลเหตุจูงใจ 

1.1.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใชAแหลPงอาหารราคาถูก  

   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตไดCจากจุลินทรีย9 มีโครงสรCางของโมเลกุลเปIนแบบแอมพิ

ฟาติก (amphipathic molecules) ประกอบดCวย 2 สKวน คือ สKวนท่ีชอบน้ำ และไมKชอบน้ำ (hydrophilic 

and hydrophobic moieties) เม่ืออยูKในสารละลาย โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะสะสมอยูKบริเวณผิว 

(surface) ของตัวทำละลาย และเกิดการลดคKาแรงตึงผิวของตัวทำละลายน้ัน ทำใหCสารประกอบ

ไฮโดรคาร9บอนละลายไดCในน้ำ หรือ สKวนของน้ำละลายในสารประกอบไฮโดรคาร9บอนไดC ซ่ึงเปIนคุณสมบัติ

ท่ีดีในการเปIนสารชำระลCาง (detergent) สารเกิดฟอง และการเกิดอิมัลชัน (Desai and Banat, 1997)  

จุลินทรีย9ตKางชนิดกันจะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดCตKางชนิดกัน ข้ึนอยูKกับหลายปôจจัยเชKน 

สภาพแวดลCอม และแหลKงอาหารท่ีใชCในการเจริญเติบโต เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความเปIนพิษ

ต่ำ ความบริสุทธ์ิสูง เปIนมิตรกับส่ิงแวดลCอม มีประสิทธิภาพท่ีอุณหภูมิและคKาความเปIนกรด-ดKางท่ี

หลากหลาย และสามารถยKอยสลายไดCดีในธรรมชาติ (Antoniou et al., 2015; Fodelianakis et al., 

2015)�โดยสารลดแรงตึงผิวของจุลินทรีย9เปIนสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ท่ีสามารถปลKอยออก

นอกเซลล9 (Extracellular biosurfactant) และติดอยูKท่ีผิวเซลล9 (Cell-bound biosurfactant) ซ่ึงในชKวง

ไมKก่ีป]ท่ีผKานมา สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดCรับความสนใจอยKางมากในอุตสาหกรรม (Karlapudi et al., 

2018; Kumar et al., 2018) แตKเน่ืองจากตCองใชCตCนทุนในการผลิตสูง เม่ือเทียบกับสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห9 จึงมีการใชCสารต้ังตCนท่ีมีราคาถูกมาปรับใชCในการผลิตเพ่ือลดตCนทุนในการผลิต (Jimoh and 

Lin, 2019) โดยการใชCน้ำเสีย หรือของเสียจากอุตสาหกรรมอาหาร และการเกษตร แสดงดังตารางท่ี 1.1 

โดยการเลือกสารต้ังตCนท่ีมีราคาถูกมาปรับใชCตCองเหมาะสม และมีสารอาหารท่ีสมดุลซ่ึงจะชKวยใหCเซลล9

เติบโตและสะสมผลิตภัณฑ9ไดC (Makkar et al. 2011) ซ่ึงชนิดและปริมาณของแหลKงคาร9บอน แหลKง

ไนโตรเจน และแรKธาตุในสารต้ังตCนมีความสำคัญท้ังในการทดลองระดับขวดปริมาตรและถังหมักขนาดใหญK 

และจากรายงานวิจัยของ Sivapathasekaran และ Sen et al., 2017 รายงานวKา น้ำมันพืชจัดเปIนสารต้ัง

ตCนท่ีประหยัด และใหCผลกำไรสูงสุดสำหรับในการผลิตสารลดแรงตึงผิวขนาดใหญK โดยเฉพาะสำหรับ 

Pseudomonas, Bacillus และ Candida sp. อยKางไรก็ตามไมKไดCมีเพียงแคKตCนทุนของวัตถุดิบเทKาน้ันท่ีใชC

สำหรับพิจารณาเลือกใชCสารต้ังตCนท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แตKรูปแบบสารต้ังตCนท่ี

จะใชC (ของแข็งหรือของเหลว) ขนาดและพ้ืนผิวสารต้ังตCน การขนสKง วิธีการเก็บรักษา ความพรCอมใชCงาน 



 2 

ความเสถียร และความบริสุทธ์ิของแตKละองค9ประกอบก็เปIนปôจจัยสำคัญท่ีตCองพิจารณาในการเลือกใชCสาร

ต้ังตCนท่ีเหมาะสมเชKนเดียวกัน               

ตารางท่ี 1.1 ตัวอยKางแหลKงอาหารราคาถูกท่ีนำมาใชCในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

แหล%งอาหาร

ราคาถูก 

วิธีการใช4สารตั้งต4น 

และความเข4มข4น(ร4อย

ละโดยน้ำหนักต%อ

ปริมาตร) 

จุลินทรียH 

ชนิดของ 

สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ 

อ4างอิง 

ของเสีย           

น้ำมันทำอาหาร 
5 

Pseudomonas aeruginosa 
DG30 

แรมโนลิพิด 
Zheng                           

et al., 2011 

ของเสีย             

จากเบเกอรี่ 
2 

Pseudomonas aeruginosa 

strain PG1 
แรมโนลิพิด 

Patowary                       

et al., 2019 

เปลือกแครอท ตYมเปZนเวลา 30 นาท ี Bacillus subtilis อิทูริน 
Paraszkiewicz.               

et al., 2018 

ของเสีย           

น้ำมันคาโนลaา 

รYอยละ 1 และ 3 โดย

ปริมาตรตaอปริมาตร 
Pseudomonas aeruginosa แรมโนลิพิด 

Perez-Armendariz 

et al., 2019 

ของเสีย           

น้ำมันถั่วเหลือง 
20 กรัมตaอลิตร 

Bacillus pseudomycoides 
BS6 

ไลโปเปปไทดl 
Li 

et al., 2016 

น้ำเสียแปnงมัน

สำปะหลัง 
6 

Serratia marcescens        
UCP 1549 

สารลดแรงตึงผิว 
Araujo                          

et al., 2019 

กลีเซอรอล 5 Bacillus subtilis ATCC 6633 เซอแฟคติน 
Cruz                                 

et al., 2018 

น้ำมะพรYาว 
น้ำมะพรYาวบริสุทธิ์ที่

ผaานการกรองเสYนใย 

Pseudozyma antarctica 
JCM10317 

แมนโน

ซิลอิริทริทอล 

ลิพิด 

Madihalli                     

et al., 2019 

ของเสียจาก 

ผลิตภัณฑlนม 
28 มิลลิตรตaอลิตร 

Starmerella bombicola 
MTCC 1910 

โซโฟโรลิพิด 
Vidhya                          

et al., 2015 

ไขมันและของ

เสียจากสัตวl 
100 กรัมตaอลิตร 

Candida bombicola ATCC 

22214 
โซโฟโรลิพิด 

Minucelli                      

et al., 2017 
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1.1.2 การใชAน้ำมะพรAาวเปIนแหลPงอาหารราคาของจุลินทรียT  

  ปôจจุบันความตCองการมะพรCาวทางอุตสาหกรรมมี แนวโนCมเพ่ิมขึ้น เนื่องจากมีการขยายตัวดCาน

อุตสาหกรรมผลิตภัณฑ9มะพรCาว เชKน การผลิตกะทิเขCมขCน จากรายงานการ ประชุมสัมมนาอุตสาหกรรม

มะพรCาวนานาชาติที่มาเลเซีย เมื่อป] พ.ศ. 2530 รายงานวKา กลุKมประเทศสมาชิกชมรมมะพรCาวแหKงเอเชีย 

และแปซิฟúกเปIนกลุKมประเทศที่ผลิตมะพรCาวมากท่ีสุดในโลก คือ ประมาณรCอยละ 85 ของผลผลิตทั่วโลก 

สำหรับปริมาณการผลิตมะพรCาวผลในประเทศไทยเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณการผลิตมะพรCาวผลใน

ตลาดโลก พบวKา อยูKในอันดับท่ี 6 มีผลผลิตมะพรCาว 1.3 ลCานตัน คิดเปIนสัดสKวนรCอยละ 2.08 ของผลผลิต

มะพรCาวทั่วโลก (FAO, 2012) อีกท้ังสถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร และคณะ, 2563 ไดCรายงาน

สถานการณ9การผลิตมะพรCาวในไทย ป] 2562 ไวCวKา มีการสKงออกผลิตภัณฑ9กะทิสำเร็จรูปถึง 263,121 ตัน 

เปIนมูลคKาการสKงออก 12,766 ลCานบาทตKอป] ดังนั้น ในปôจจุบันหลังจากกระบวนการผลิตน้ำกะทิโดยการ

คั้นเนื้อจากผลผลิตมะพรCาวจำนวนมาก สKงผลใหCมีน้ำมะพรCาวที่เหลือทิ้งจากกระบวนผลิตกะทิประมาณ 

200,000 ตันตKอป] (Unagul et al., 2007) จึงจำเปIนตCองมีการจัดการหรือลดปริมาณน้ำมะพรCาวลง ดังน้ัน 

จึงมีการใชCน้ำมะพรCาวเพื่อเปIนสารตั้งตCนราคาถูกเพื่อผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ แสดงดังตารางที่ 1.2  

จากงานวิจัย Kantachote  et al. (2017) ไดCนำน้ำมะพรCาวที่ถูกทิ้งจากอุตสาหกรรมมาใชCในกระบวนการ

หมัก โดยใชCเชื้อ Lactobacillus plantarum DW12 เพื่อเพิ่มสารอาหารและประโยชน9ตKอสุขภาพของ

เคร่ืองด่ืม และงานวิจัย Law et al., 2011 รายงานวKา ในน้ำมะพรCาวมีแหลKงคาร9บอนและไนโตรเจนท่ีอุดม

สมบูรณ9 เหมาะกับการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย9เพื่อผลิต metabolite ที่หลากหลาย โดยทั้ง 2 งานวิจัยที่กลKาว

มาใชCน้ำมะพรCาวสำหรับอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม แตKยังไมKงานวิจัยที่รายงานการใชCน้ำมะพรCาวสำหรับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังนั้น งานวิจัยของ Madihalli et al., 2019 จึงเปIนงานวิจัยแรกที่ใชCน้ำ

มะพรCาวผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ Mannosylerythritol lipids ชนิด A (MEL-A) และเม่ือเปรียบเทียบ

ผลผลิตและประสิทธิภาพของ MEL-A ที่ผลิตจากน้ำมะพรCาว กับที่ผลิตจากอาหารที่ใชC กลีเซอรอลรCอยละ 

10 โดยปริมาตรตKอปริมาตร เปIนแหลKงคาร9บอน โดยมีเกลือ และสารสกัดยีสต9เปIนสารอาหารเสริม พบวKา

ปริมาณผลผลิต MEL-A จากน้ำมะพรCาวมีคKาสูงกวKาผลผลิต MEL-A จากกลีเซอรอล เน่ืองจากองค9ประกอบ

ของน้ำมะพรCาวมีสารอาหารที่ใชCสำหรับการเจริญครบถCวน และมีอัตราสKวนของแหลKงคาร9บอนและแหลKง

ไนโตรเจนที่เหมาะสม (Madihalli et al., 2019)  ดCวยเหตุนี้จึงคาดวKาจุลินทรีย9จะสามารถนำน้ำมะพรCาว

ไปใชCเปIนแหลKงอาหารสำหรับการเจริญเติบโตเพ่ือสรCางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดC  
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ตารางท่ี 1.2 การใชCน้ำมะพรCาวเปIนสารต้ังตCนเพ่ือผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

ชนิดสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ จุลินทรียT การนำไปใชAประโยชนT อAางอิง 

Delta endotoxin 
Bacillus thuringiensis var. 

israelensis (VCRC B-17) 

ใชCเปIน biocide เพ่ือ

ควบคุมยุงพาหะ 

Prabakaran 

et al., 2008 

γ-aminobutyric acid 

(GABA) 

Pediococcus 

pentosaceus HN8 

ใชCแทน monosodium 

glutamate ในผงปรุงรส 

Ratanaburee 

et al., 2013 

Astaxanthin 

Phaffia rhodozyma    

TISTR 5730 

สามารถใชCในการ

เพาะเล้ียงสัตว9น้ำ และสาร

เสริมสุขภาพในมนุษย9 

Sujarit C.              

et al., 2010 

Mannosylerythritol 

lipids ชนิด A (MEL-A) 

Pseudozyma antarctica 

JCM10317 
Drug encapsulation 

Madihalli               

et al., 2019 
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1.1.3 ชนิดและสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยยีสตTชนิดตPาง ๆ 

  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบKงออกเปIน 2 ประเภท ไดCแกK สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีน้ำหนัก

โมเลกุลต่ำ ไดCแกK ไกลโคลิปúดและไลโปเปปไทด9 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลสูง ไดCแกK โพ

ลีแซคคาไรด9และไลโปโปรตีน (Paulino et al., 2016; Santos et al., 2016; Vijayakumar และ Sar-

avanan, 2015) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลต่ำถูกนำไปใชCประโยชน9สูงกวKาสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพท่ีมีน้ำหนักโมเลกุลสูงเน่ืองจากมีประสิทธิภาพภาพในการลดแรงตึงผิวสูง กลุKมท่ีสำคัญท่ีสุด

ของไลโปเปปไทด9 ไดCแกK surfactins, fengycins และ iturins และกลุKมไกลโคลิปúดท่ีสำคัญท่ีสุด ไดCแกK 

rhamnolipids, sophorolipids, trehalolipids และ mannosylerythritol lipids ซ่ึงสารลดแรงตึงผิว

สKวนใหญKอยูKในกลุKมน้ี โดยมีโครงสรCางท่ีประกอบดCวยคารโบไฮเดรต น้ำตาล เชKน rhamnose, trehalose, 

sucrose และ glucose เช่ือมตKอกับ long chain aliphatic acids หรือ hydroxyaliphatic acids แสดง

ดังรูปท่ี 1.1 (ปวีณา และ อทิพันธ9, 2557) อีกท้ังไกลโคลิปúดเปIนสารลดแรงตึงผิวท่ีมีความสำคัญท่ีสุดท้ังใน

ดCานการศึกษาวิจัยและเชิงพาณิชย9 แสดงดังรูปท่ี 1.2 (Bogaert et al., 2007)  

   ยีสต9สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดCหลากหลายชนิด แสดงดังตารางท่ี 1.3 อีกท้ังยัง

จัดเปIนจุลินทรีย9ท่ีมีความปลอดภัย (Generally Recognized as Safe, GRAS) (Fontes et al., 2008)  

 

รูปท่ี 1.1 โครงสรCางตัวอยKางกลุKมท่ีสำคัญท่ีสุดของไกลโคไลปúด ก) โมโน แรมโนลิพิด ข) แลคโทนิค โซโฟโลลิพิด ค) 

ไดแรมโนลิพิด ง) แอซิดิค โซโฟโลลิพิด จ) ทรีฮาโลลิพิด (Rivera et al., 2019)              
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รูปท่ี 1.2 ตัวอยKางการใชCประโยชน9จากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุKมมีน้ำหนักโมเลกุลต่ำ                                                

(Rivera et al., 2019)              

ตารางท่ี 1.3 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวไกลโคลิปúดท่ีผลิตโดยยีสต9 

ชนิดของสารลดแรงตึง

ผิวไกลโคลิปwด 

สารต้ังตAน จุลินทรียT Yield 

(กรัม

ตPอ

ลิตร) 

อAางอิง 

Sophorolipids  - แหลKงคาร9บอนท่ี

ไมKละลายน้ำ  : น้ำ

หมักขCาวโพดรCอยละ 

10 โดยน้ำหนักตKอ

น้ำหนัก 

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ละลายน้ำ  : น้ำมัน

คาโนลารCอยละ 2.7 

โดยน้ำหนักตKอ

น้ำหนัก  

Starmerella bombicola 

ATCC 22214 

342.00 
Liu               

et al., 2019 
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ชนิดของสารลดแรงตึง

ผิวไกลโคลิปwด 

สารต้ังตAน จุลินทรียT Yield 

(กรัม

ตPอ

ลิตร) 

อAางอิง 

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ไมKละลายน้ำ  : 

กากน้ำตาล 50 

กรัมตKอลิตร 

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ละลายน้ำ  : น้ำเสีย

จากโรงงานนมและ

ผลิตภัณฑ9นม และ

น้ำมันถ่ัวเหลือง 

Candida  bombicola                       

ATCC 22214  

38.76 
Daverey        

et al., 2011 

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ไมKละลายน้ำ  : กรด

โอเลอิก 60 มิลลิตร

ตKอลิตร 

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ละลายน้ำ  : ฟาง

ขCาวท่ีผKาน

กระบวนการยKอยท่ี

มีกลูโคส 60 กรัม

ตKอลิตร 

Wickerhamiella 

domercqiae 

CGMCC 1576 

53.70 
Liu               

et al., 2017 

Mannosylerythritol 

lipids  

- แหลKงคาร9บอนท่ี

ละลายน้ำ  :         

กลีเซอรอลรCอยละ 

10 โดยปริมาตรตKอ

ปริมาตร 

Pseudozyma 

antarctica        JCM 

10317 16.30 
Morita          

et al., 2007 
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1.1.4 การใชAประโยชนTของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากยีสตT 

   ปôจจุบันผูCคนตระหนักถึงผลกระทบดCานส่ิงแวดลCอมมากข้ึนทำใหCความตCองการนำสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไปใชCในผลิตภัณฑ9ใหมKเพ่ิมมากข้ึน เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจัดเปIนสารท่ีมีประสิทธิภาพท่ี

อุณหภูมิและคKาความเปIนกรด-ดKางท่ีหลากหลาย เหมาะแกKการนำไปประยุกต9ใชCในอุตสาหกรรมตKาง ๆ 

(Souza et al., 2017) และจากการคาดการณ9 คาดวKาภายในป] 2020 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะสามารถ

สรCางมูลคKาไดCมากกวKา 2 พันลCานเหรียญสหรัฐ ในการฟ®©นฟูน้ำมันดCวยจุลินทรีย9, การกำจัดการปนเป®©อนของ

โลหะหนัก, การบำบัดทางชีวภาพ, อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเคร่ืองสำอาง, อุตสาหกรรมยา และ

นาโนเทคโนโลยี (Sarubbo et al., 2016) ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจึงมีบทบาทหลากหลายใน

อุตสาหกรรม ยกตัวอยKางดังตารางท่ี 1.4 

ตารางท่ี 1.4 ตัวอยKางการนำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากยีสต9ไปใชCประโยชน9 

อุตสาหกรรม ชนิดของยีสตT ชน ิดสารลด

แรงตึงผิว 

การประยุกตTใชA อAางอิง 

การบำบัดทาง

ชีวภาพ 

Rhodotorula 

mucilaginosa 

Stain YBR 

ไกลโคไลโพ

โปรตีน 

สKงเสริมการบำบัดน้ำมัน

ท่ีปนเป®©อนในทราย 

Derguine-

Mecheri 

et al., 2021 

การแพทย9 
Pseudozyma 

antarctica JCM10317 

แมนโน

ซิลอิริทริทอล 

ลิพิด 

สKงเสริมการบรรจุยาใน

กระบวนการขนสKงยา 

Madihalli                     

et al., 2019 

การเกษตร 

Wickerhamomyces 

anomalus CCMA 

0358 

 

ไกลโคไลพิด 
ยับย้ังการเจริญของตัว

อKอนแมลงและรา 

Andrade 

Teixeira 

Fernandes 

et al., 2019 

อาหาร 
Candida utilis 

UFPEDA1009 
ไกลโคไลพิด 

ใชCเปIนสKวนประกอบใน

สูตรคุกก้ีเพ่ือปรับปรุง

เน้ือสัมผัส ปริมาตร และ

ความคงตัวหลังการอบ 

Ribeiro 

et al., 2020 
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1.1.5 บทบาทของ Meyerozyma guilliermondii ในอุตสาหกรรม 

   Meyerozyma guilliermondii (แสดงดังรูปท่ี 5.1) เปIนยีสต9ท่ีอยูKในกลุKม ascomycetous yeast 

ซ่ึงมีคุณสมบัติทางเคมี และกายภาพท่ีเดKนหลายหลากประการ โดย M. guilliermondii กระจายอยูKท่ัวไป

ในธรรมชาติ สKวนใหญKจะสามารถแยกไดCจากดิน พืช น้ำ และอากาศ (Sibirny, 1996; Zharova et al., 

1980; Zharova et al., 1977) เปIนจุลินทรีย9ท่ีสามารถเจริญในภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ัวไป ซ่ึงไมKสามารถ

เจริญไดCในภาวะไรCออกซิเจน อุณหภูมิการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมของยีสต9ชนิดน้ีคือ 30 องศาเซลเซียส 

และอุณหภูมิสูงสุดท่ีสามารถทนไดCคือ 42 องศาเซลเซียส เชKนเดียวกับยีสต9ท่ีใชCในอุตสาหกรรมชนิดอ่ืน ๆ 

และสามารถเพาะเล้ียงไดCไดCในอาหารสำหรับเล้ียงยีสต9มาตรฐาน (Sibirny, 1996) ถึงแมCวKา M. 

guilliermondii ไดCถูกจัดวKาเปIนส่ิงมีชีวิตท่ีปลอดภัย และมีความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 แตKก็สามารถ
เกิดโอกาสเปIนเช้ือโรคท่ีฉวยโอกาสในผูCป́วยท่ีมีภูมิคุCมกันบกพรKองไดC (Pfaller et al. 2006) นอกจากน้ียังมี

การประยุกต9ใชC M. guilliermondii ในอุตสาหกรรมเปIนวงกวCาง แสดงดังตารางท่ี 1.5 เน่ืองจาก M. 

guilliermondii เปIนจุลินทรีย9ตCนแบบสำหรับการผลิตไรโบฟลาวินท่ีมากเกินไป (riboflavin 

overproduction) (Abbas and Sibirny, 2011; Sibirnyĭ et al., 1977) และยังถือเปIนหน่ึงในยีสต9ท่ี

เหมาะสมสำหรับการเปล่ียนรูปของไซลิทอลซ่ึงเปIนสารใหCความหวานจากธรรมชาติท่ีดีตKอสุขภาพ 

(Canettieri et al., 2001; Carvalho et al., 2002) นอกจากน้ี M. guilliermondii ยังมีศักยภาพในการ

ผลิตเอนไซม9อุตสาหกรรมบางชนิด (Gong et al., 2007; Cai et al., 2018; Wah et al., 2013) สายพันธุ9 

M. guilliermondii บางสายพันธุ9ยังมีการควบคุมทางชีวภาพของเช้ือราหลังการเก็บเก่ียวในระหวKางการ

รักษาเก็บผักและผลไมCท่ีมีประสิทธิภาพ อีกท้ังการควบคุมทางชีวภาพของยีสต9น้ีไดCกลายเปIนทางเลือกท่ีมี

แนวโนCมในการป̈องกันและลดการสูญเสียการเนKาของผลิตภัณฑ9ท่ีเก็บเก่ียวมากกวKาการใชCยาฆKาเช้ือรา 

(Zhang et al., 2011) และในอนาคต M. guilliermondii จะสามารถประยุกต9ใชCในเทคโนโลยีชีวภาพ

ใหมKๆไดCมากมาย 

  อยKางไรก็ตามยังไมKมีงานวิจัยท่ีใชC M. guilliermondii ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใชC

สารต้ังตCนราคาถูก ดังน้ัน โครงงานวิจัยน้ีมีจุดมุKงหมายเพ่ือหาอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ และลดตCนทุนของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเปรียบเทียบระหวKางน้ำมะพรCาว น้ำ

มะพรCาวท่ีเติมน้ำมันพืช และน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอล โดยใชC M. guilliermondii สายพันธุ9 CCN-6 ท่ี

คัดแยกไดCจากกากบีบมะพรCาว โดยนางสาววนัชพร สุริยะ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร9 

จุฬาลงกรณ9มหาวิทยาลัย  การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจะเร่ิมจากการนำยีสต9น้ีมาตรึงบนวัสดุ

สังเคราะห9ท่ีมีรูพรุน (cubic sponges)  จากงานวิจัยกKอนหนCา Subsanguan et al., 2020 ท่ีมีการใชCวัสดุ

สังเคราะห9ท่ีมีรูพรุนมาใชCรKวมกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รายงานวKา สามารถนำวัสดุสังเคราะห9ท่ีมี

รูพรุนมาใชCซ้ำไดCสูงสุดถึง 9 รอบ โดยเตรียมหัวเช้ือสำหรับผลิตเพียงรอบเดียว และสามารถผลิตสารลดแรง
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ตึงผิวชีวภาพไดCสูงสุดถึง 3.45 กรัมตKอลิตรเม่ือทราบอาหารท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

แลCว นำมาทดสอบคุณสมบัติท่ัวไปของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ คKาแรงตึงผิว, คKาความเขCมขCนวิกฤตของ

ไมเซลล9, ความสามารถในการกระจายน้ำมัน และคKาดัชนีการเกิดอิมัลชัน 

ก.)  ข.)  

รูปท่ี 1.3 M. guilliermondii ผKานกลCองจุลทรรศน9แบบใชCแสง (Light Microscope)                                  

โดย ก.) กำลังขยาย 400 เทKา ข.) กำลังขยาย 1000 เทKา (รวีวิชญ9 ตาคำ., 2564) 

ตารางท่ี 1.5 ตัวอยKางการนำสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก M. guilliermondii ไปใชCประโยชน9 

ชนิดสารออก

ฤทธ์ิทางชีวภาพ 

แหลPง

คารTบอน 

การประยุกตTใชA Yield 

(กรัมตPอลิตร) 

อAางอิง 

Organic acid 

 

น้ำตาล

กลูโคส 

ผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) เปZนฮอรlโมนพืชในกลุaมออก

ซิน (Auxins) เพื่อใชYในการสaงเสริมการเจริญของพืช 
0.041 

Ling                                      

et al., 2019 

กลีเซอรอล ผลิต citric acid (CA) 10.4   
West                                    

et al., 2013 

Polyalcohols 

น้ำตาล

กลูโคส  และ

ไซโลส 

ผลิตไซลิทอล โดยใชYกลูโคส และไซโลสเปZนสารตั้งตYน เพื่อใชYเปZน

สารใหYความหวานจากธรรมชาติที่ดีตaอสุขภาพ 
7  

Clara Vida                             

et al., 2019 

Biocontrol 

- 
ยับยั้ง Colletotrichum gloeosporioides ที่กaอใหYเกิดโรค 

Anthracnose ในมะมaวง 
- 

Chen                                          

et al., 2016 

- 
ยับยั้ง Penicillium expansum ที่กaอใหYเกิดโรค Blue mold 

ในเลมอน 
- 

Bilal and 

Huseyin                      

et al., 2019 
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1.2 วัตถุประสงคTของโครงการ 

1.2.1 เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย M. guilliermondii 

1.2.2 เพ่ือหาสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลักสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 โดย M. guilliermondii  

1.2.3 เพ่ือทดสอบคุณสมบัติท่ัวไปของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจาก M. guilliermondii 

1.3 ประโยชนTท่ีคาดวPาจะไดAรับ 

1.3.1 สามารถนำน้ำมะพรCาวมาเปIนแหลKงอาหารสำหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวไดCอยKางมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 2 

อุปกรณT และเคมีภัณฑT  

2.1 อุปกรณTท่ีใชAในงานวิจัย 
 

1. วัสดุสังเคราะห9ท่ีมีรูพรุน (Aquaporous gel, Cubic sponges) ของบริษัท GSI Creos, Thailand 

2. ขวดรูปชมพูK (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX, USA 

3. กระบอกเซนติฟúวจ9 (Centrifuge ware) ของบริษัท Nalgene, USA  

4. ขวดแกCวฝาเกลียว (Vial) ของบริษัท Lab System, Thailand  

5. ไมโครปúเปต (Micropipette) ของบริษัท Eppendorf, Thailand  

6. เคร่ืองช่ังหยาบ (Laboratory balance) รุKน PG 2002-S และรุKน PG 6002-S ของบริษัท Mettler Toledo 

Co., Ltd., Switzerland 

7. เครื่องชั่งละเอียด 4 ตำแหนKง (Analytical balance) และรุKน AG 285 ของบริษัท Mettler Toledo Co., 

Ltd., Switzerland 

8. เครื ่องคนแมKเหล็ก หรือเครื ่องระเหยสาร (Magnetic Stirrer) รุ Kน HS10-2 ของบริษัท Torrey pines 

Scientific, USA 

9. เคร่ืองเขยKา (Shaker) รุKน Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific Co., Edison, N.J., USA 

10. เครื ่องลCางทำความสะอาดดCวยคลื ่นอัลตราโซนิค (Elmasonic E Ultrasonic Cleaning รุ Kน E30H), 

Germany 

11. เครื่องปôØนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated micro-centrifuge) รุKน 6500 ของบริษัท Kubota, 

Japan 

12. เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) รุKน G-560E ของบริษัท Scientific industries, USA 

13. เคร่ืองวัดความเปIนกรด-ดKาง รุKน MP125 ของบริษัท Mettler Toledo Co.,Ltd., Switzerland 

14. เครื่องวัดคKาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุKน Genesys 20 ของบริษัท Thermo Scientific, 

USA 

15. เตายKอยสาร (COD reactor) ของบริษัท HACH, USA 

16. เคร่ืองวัดคKาซีโอดี ของบริษัท Hanna instruments, Italy 

17. จานเพาะเล้ียงเช้ือ (Petri dish) ของบริษัท PYREX, USA 

18. ตูCดูดควัน (Fumehood) รุKน Airone 12009s ของบริษัท Safelab systems, England 

19. ตูCปลอดเชื้อแบบ laminar flow ISSCO รุKน BV-124 ของบริษัท International Scientific Supply Co., 

Ltd., Thailand 
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20. ตูCบKมเช้ือ (Incubator) รุKน BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 

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

22. หมCออบฆKาเชื้อดCวยไอนCา (Autoclave) รุKน ES-315ของบริษัท Tomy Kogyo Co.,Ltd., Japan และรุKน 

HV- ของบริษัท HIRAYAMA, Japan 

23. ตูCแชKเย็น (Refrigerated showcase) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสรุKน SPE-0753D11A ของบริษัท Sanden 

Intercool, Thailand 

24. เครื ่องระเหยแหCงแบบสุญญากาศ (Rotary vacuum evaporator) ร ุ Kน R-300 ของบริษัท BUCHI, 

Switzerland 

2.2 เคมีภัณฑT 

1. โซเดียมคลอไรด9 (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

2. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB (Luria-Bertani) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

3. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว Yeast malt extract ของบริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

4. แบคโตอะการ9 (Bacto agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA  

5. น้ำมันถ่ัวเหลือง ตราองุKน, Thailand  

6. คลอโรฟอร9ม (Chloroform) ของบริษัท RCI Labscan, Thailand 

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

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

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

10. ไดโพแทสเซียม ไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 

11. โพแทสเซียมคลอไรด9 (KCl) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

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

13. แคลเซียมคลอไรด9 ไดไฮเดรต (CaCl2 ·2H2O) ของบริษัท Merck, Germany 

14. เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O) ของบริษัท Ajax Finechem Pty Ltd., New Zealand  

15. กรดไฮโดรคลอริกเขCมขCน (35% w/w) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

16. กรดฟอสฟอริก ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

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

18. โซเดียมไฮดรอกไซด9 (NaOH) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 

19. Coomassie Brilliant Blue G ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA 

20. ชุดทดสอบคKาซีโอดี ของบริษัท Hanna instruments, Italy 

21. น้ำมะพรCาว จากตลาดคลองเตย กรุงเทพมหานคร, Thailand 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงาน 

 

งานวิจัยน้ีมีแผนผังแสดงข้ันตอนการดำเนินงานวิจัย ดังรูปท่ี 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3.1 แผนผังแสดงข้ันตอนการดำเนินงานวิจัย  

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 
การทดสอบเบ้ืองต.นเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสม
สำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  

 

1  
หาสูตรอาหารที่มีน้ำมะพร.าวเปCนองคEประกอบหลัก  
สำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2  ทดสอบคุณสมบัติทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวทาง
ชีวภาพ 

3 

1.1 หาความเข(มข(นของหัวเชื้อ  
M. guilliermondii ท่ีเหมาะสม 

1.2 สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสาร

ลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

2.1 เตรียมน้ำมะพร0าวเพื่อเป7นแหล;งอาหาร 

2.2 เตรียมแบคทีเรียสำหรับการผลติสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ 

2.3 การตรึงเช้ือจลุินทรียLบนวัสดสุังเคราะหL
ที่มีรูพรุน       

 
2.4 การผลิตสารลดแรงตงึผิวจากเช้ือ M. guilliermondii 
โดยใช0เซลลLตรงึผลิตซำ้ 

 
2.5 การแยกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่เช้ือ
ผลิตได0  

2.6 การสกดัสารลดแรงตงึผิวชีวภาพ 

 

3.1 วัดความสามารถในการกระจายน้ำมัน 

(Oil displacement)  
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3.1 การทดสอบเบ้ืองตAนเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย                

M. guilliermondi 
3.1.1 เตรียมความเขCมขCนของหัวเช้ือ M. guilliermondii ท่ีเหมาะสม 

  นําเช้ือ M. guilliermondii ท่ีคัดแยกไดCจากกากบีบมะพรCาว โดยนางสาววนัชพร สุริยะ ภาควิชา

จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร9 จุฬาลงกรณ9มหาวิทยาลัย โดยเก็บรักษาเช้ือในกลีเซอรอล ท่ีอุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียส ตKอมาลงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร (Yeast malt broth 

(กรัมตKอลิตร) ; เปปโตน 5.0 สารสกัดจากยีสต9 3.0 สารสกัดจากมอลต9 3.0 และเดกซ9โตส 10.0) ท่ีเตรียม

ใน Erlenmeyer flasks ขนาด 250 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมเปIนหัวเช้ือ นําไปบKมแบบเขยKาบนเคร่ืองเขยKา

สาร ท่ีความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 16 ช่ัวโมง (บุณยานุช สุภัทรกุล, 2018) เจือ

จางหัวเช้ือใหCมีคKาการดูดกลืนแสงเปIน 2.0, 1.8, 1.6, 1.4, 1.2, 1.0, 0.8, 0.6, 0.4 และ 0.2 วัดดCวยเคร่ือง 

spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และวัดปริมาณจุลินทรีย9แตKละคKาการดูดกลืนแสง

โดยวิธี drop plate จากน้ันสรCางกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ9ระหวKางคKาการดูดกลืนแสงและ

ปริมาณจุลินทรีย9 เพ่ือวิเคราะห9ความเขCมขCนของหัวเช้ือ M. guilliermondii ท่ีเหมาะสม 

3.1.2 สภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย M. guilliermondii 

   ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากขCอ 3.2.2 – 3.2.4 โดยใชCอาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas 

(BH)  ท่ีมี กลูโคส  รCอยละ 10 (Bushnell Haas medium (กรัมตKอลิตร) ; MgSO4 0.2 CaCl2 0.02 

KH2PO4 1.0 K2HPO4 1.0 NH4NO3 1.0 และ FeCl3 0.05)(Sen et al., 2017) บKมบนเคร่ืองเขยKาสารท่ี

ความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิหCอง โดยเก็บตัวอยKางวัสดุตรึงและน้ำเล้ียงเช้ือ และผลผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพในแตKละวันจนครบ 5 วัน จากน้ันสรCางกราฟความสัมพันธ9ระหวKางปริมาณเช้ือภายในวัสดุ

ตรึงและน้ำเล้ียงเช้ือ ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับจำนวนวันท่ีใชCสำหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เพ่ือวิเคราะห9สภาวะท่ีเหมาะสม ไดCแกK ความเขCมขCนหัวเช้ือเร่ิมตCน สารอาหาร และชKวงเวลาสำหรับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 
3.2 หาสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรAาวเปIนองคTประกอบหลักสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย 

Meyerozyma guilliermondii 
3.2.1 เตรียมน้ำมะพรCาวเพ่ือเปIนแหลKงอาหาร 

นำน้ำมะพรCาวจากจากรCานผลิตกะทิคั้นสด แสดงดังรูปที่ 3.2 มากรองผKานผCาฝ̈ายมัสลินเพื่อกำจัด

กากใยและสิ่งรบกวนออก จากนั้นทำใหCปลอดเชื้อ โดยใชCอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 ปอนด9 เปIน

เวลา 20 นาที และแบKงสKวนหนึ่งเพื่อวิเคราะห9องค9ประกอบของน้ำมะพรCาว ไดCแกK ปริมาณน้ำตาลทั้งหมด, 
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แหลKงไนโตรเจนและโปรตีน, เถCาของแข็ง และแรKธาตุในน้ำมะพรCาว (Madihalli et al., 2019) ณ 

หCองปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร9 จุฬาลงกรณ9มหาวิทยาลัย 

 

 

 
รูปท่ี 3.2 ลักษณะน้ำมะพรCาว และแหลKงท่ีมาของน้ำมะพรCาว 

3.2.2 เตรียม M. guilliermondii สำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

        ใชCเชื้อ M. guilliermondii มาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด YM (Yeast malt agar (กรัมตKอ

ลิตร) ; เปปโตน 5.0 สารสกัดจากยีสต9 3.0 สารสกัดจากมอลต9 3.0 เดกซ9โตส 10.0 และ agar รCอยละ 2 

โดยน้ำหนักตKอปริมาตร) บKมที ่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปIนเวลา 2 วัน (Boelter et al., 2018) 

จากนั้นนําไปถKายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่เตรียมใน Erlenmeyer flasks 

ขนาด 250 มิลลิลิตร เพื่อเตรียมเปIนหัวเชื้อ นําไปบKมแบบเขยKาบนเครื่องเขยKาสารที่ความเร็ว 200 รอบตKอ

นาที ที่อุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 16 ชั่วโมง ใหCมีคKาการดูดกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (บุณยานุช สุภัทรกุล, 

2018) เทKากับ 2 จากการวิเคราะห9ในขCอ 3.1.1 

 

 



 17 

 
รูปท่ี 3.3 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ Meyerozyma guilliermondii สายพันธุ9 CCN-6 

ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็งชนิด YM 

3.2.3 การตรึงยีสต9บนวัสดุสังเคราะห9ท่ีมีรูพรุน       

                นําวัสดุสังเคราะห9ที่มีรูพรุนสําหรับตรึงเชื้อจุลินทรีย9จากบริษัท Nisshinbo ที่มีชื่อทางการคCา คือ 

Aquaporous gel ที่มีรูพรุน และความคงตัวสูง มาใชCโดยนําวัสดุสังเคราะห9ที่มีรูพรุน 1.8 กรัม ใสKลงใน 

Erlenmeyer flasks ขนาด 250 มิลลิลิตร แลCวเติมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ

ถKายหัวเชื้อยีสต9จากขCอ 3.2.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงไป จากนั้นนําไปบKมแบบเขยKาบนเครื่องเขยKาสารท่ี

ความเร็วรอบ 200 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 48 ช่ัวโมง (Subsanguan et al., 2020) 

 

 

 

รูปท่ี 43.  วัสดุสังเคราะห9ท่ีมีรูพรุนสำหรับตรึงเช้ือจุลินทรีย9 Aquaporous gel 
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3.2.4 การเลือกสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลักสำหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเปล่ียนจากอาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM จากขCอ 3.2.3 เปIนอาหาร

ใหมK 3 สภาวะ คือ อาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH)  ท่ีมีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร 

(ชุดควบคุม) (Sen et al., 2017) น้ำมะพรCาว น้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองรCอยละ 2 โดยปริมาตรตKอ

ปริมาตร (Laorrattanasak et al., 2016) และน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลรCอยละ 10 โดยปริมาตรตKอ

ปริมาตร (Morita et al., 2007)	 เพ่ือเปรียบเทียบการใชCแหลKงคาร9บอนเพ่ือผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

ระหวKาง น้ำมันถ่ัวเหลืองเปIนแหลKงคาร9บอนท่ีไมKละลายน้ำ (insoluble carbon source) และกลีเซอรอล

เปIนแหลKงคาร9บอนท่ีละลายน้ำ (soluble carbon source) จากน้ันนำไปบKมแบบเขยKาบนเคร่ืองเขยKาสารท่ี

ความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 120 ช่ัวโมง เก็บสKวนน้ำเล้ียงเช้ือเพ่ือเตรียมไปสกัด

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   

3.2.5 การผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเช้ือ M. guilliermondii โดยใชCเซลล9ตรึงผลิตซ้ำ และ         

 แปรผันปริมาณน้ำตาลในอาหาร 

 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเปลี่ยนจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว YM จากขCอ 3.2.3 เปIนอาหาร

ใหมK 3 สภาวะ คือ น้ำมะพรCาวไมKเติมน้ำตาลกลูโคส และน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 0.5 และ 

5 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร ตามลำดับ เพื่อปริมาณน้ำตาลในน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำมั่นถั่วเหลืองควบคูKกับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิว จากนั้นนำไปบKมแบบเขยKาบนเครื ่องเขยKาสารที่ความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ี

อุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 120 ช่ัวโมง เก็บสKวนน้ำเล้ียงเช้ือเพ่ือเตรียมไปสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   

หลังจากน้ันทำการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซ้ำโดยเติมอาหารสภาวะเดิม 100 มิลลิลิตร ใสKในขวด

เดิมท่ีมีสKวนวัสดุสังเคราะห9ท่ีมีรูพรุน นำไปบKมบนเคร่ืองเขยKา ท่ีความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิหCอง 

เปIนเวลา 120 ช่ัวโมง เม่ือครบกำหนดเก็บสKวนน้ำเล้ียงมาสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (บุณยานุช สุภัทรกุล

, 2018) 

3.2.6 การแยกสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพท่ีเช้ือผลิตไดC  

นำสKวนน้ำเล้ียงเช้ือท่ีไดCในแตKละรอบการผลิตมาปôØนเหวี่ยง 8,000 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปIนเวลา 10 นาที เก็บสKวนน้ำใสท่ีมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปลKอยออกนอกเซลล9เพ่ือเตรียม

ในข้ันสกัด (บุณยานุช สุภัทรกุล, 2018)  

 

 



 19 

3.2.7 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ในสKวนของมะพรCาวที่เติมน้ำมันถั่วเหลืองตCองนำสKวนน้ำใสจากขCอ 3.2.5 ที่มีสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพชนิดปลKอยออกนอกเซลล9มาสกัดน้ำมัน โดยนำมาใสKในกรวยแยกแลCวเติมเฮกเซน (Hexane) รCอย

ละ 5 โดยปริมาตรตKอปริมาตร จากน้ันเก็บสKวนช้ันน้ำดCานลKางเพ่ือเตรียมสกัดสารลดแรงตึงผิว  

  ในข้ันตอนการสกัดเร่ิมจาก นำสKวนน้ำใสมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดปลKอยออกนอกเซลล9ท่ีผKาน

การสกัดน้ำมันมาปรับคKาความเปIนกรด-ดKางใหCมีคKาเทKากับ 2 จากน้ันเติมสารละลายคลอโรฟอร9มและเมทา

นอล อัตราสKวน 2:1 ในอัตราสKวน 1:1 และนำไปเขยKาบนเคร่ืองเขยKาสารท่ีความเร็ว 200 รอบตKอนาที ท่ี

อุณหภูมิหCอง เปIนเวลา 1 ช่ัวโมง นำไปปôØนเหว่ียงความเร็ว 8,000 รอบตKอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปIนเวลา 10 นาที แลCวนำไปแยกในกรวยแยกสาร (Separatory funnel) ไขสKวนลKางเก็บใน Erlenmeyer 

flasks ขนาด 150 มิลลิลิตร นำไประเหยจนแหCงและชะสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพดCวยเมทานอล ลงใน

กระทงฟอยล9ท่ีทราบน้ำหนักท่ีแนKนอน นำไปอบขCามคืนท่ี 50 องศาเซลเซียส (บุณยานุช สุภัทรกุล, 2018) 

แลCวนำมาช่ังน้ำหนักดCวยเคร่ืองช่ังละเอียดเพ่ือเปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในแตKละสภาวะ 

โดยการเลือกชนิดอาหารท่ีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวไดCมีประสิทธิภาพท่ีสุด จะพิจารณาจาก ปริมาณ 

biosurfactant yield ตKอปริมาณซับเสตรทท่ีใชC (กรัมตKอกรัม) จากการวัดคKาซีโอดีหรือคKาของปริมาณ

ออกซิเจนทังหมดท่ีใชCในการทำปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอินทรีย9	 ,  ความสะดวกในข้ันตอนการเตรียม

อาหาร, การนำซับเสตรทท่ีใชCแลCวไปใชCประโยชน9, สัดสKวนของเงินทุนกับผลผลิตท่ีไดC และองค9ประกอบใน

แตKละซับเสตรท  

3.3 ทดสอบคุณสมบัติท่ัวไปของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจาก M. guilliermondii 
3.3.1 วัดความสามารถในการกระจายน้ำมัน (Oil displacement)   

  หยดน้ำมันดิบปริมาตร 20 ไมโครลิตร ตรงกลางจานเพาะเช้ือท่ีมีน้ำกล่ันอยูKปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

จากนั้นหยดสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสกัดหยาบความเขCมขCน 1.5 กรัมตKอลิตร 20 ไมโครลิตร ลงตรง

กลางจานเพาะเชื้อแลCววัดเสCนผKานศูนย9กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้น (เพ็ญนภา บุญจริง, 2015) โดย

เปรียบเทียบกับ Triton X-100 ซ่ึงเปIนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9  

โดยคำนวณจาก 

เปอร9เซนต9ความสามารถในการกระจายน้ำมัน = 
เส#นผ&าศูนย+กลางของการกระจายของสารลดแรงตึงผิว
เส#นผ&าศูนย+กลางของการกระจายตัวของน้ำมัน

×100 

 

สมการท่ี 3.1 คำนวณเปอร9เซนต9ความสามารถในการกระจายน้ำมัน 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 
4.1 การทดสอบเบ้ืองตAนเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย                

M. guilliermondii 
4.1.1 เตรียมความเขAมขAนของหัวเช้ือ M. guilliermondii ท่ีเหมาะสม 
 จากกราฟมาตราฐานแสดงความสัมพันธ9ระหวKางคKาการดูดกลืนแสงและปริมาณจุลินทรีย9 

แสดงดังรูปที่ 4.1 พบวKา  เชื้อมีแนวโนCมการเจริญเพิ่มขึ้น เมื่อคKาการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้น โดย มีปริมาณ

จุลินทรีย9ต่ำสุด CFU log 7.56 ตKอมิลลิลิตร  ท่ีคKาการดูดกลืนแสงเปIน 0.2 และสูงสุดท่ี CFU log 8.98 ตKอ

มิลลิลิตร ท่ีคKาการดูดกลืนแสงเปIน 2 โดยใชCความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ดังน้ัน ความเขCมขCนของหัวเช้ือ 

M. guilliermondii ที่มีคKาการดูดกลืนแสงเปIน 2 จึงเหมาะสมในการใชCเปIนความเขCมขCนตั้งตCนสำหรับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื ่องจากมีปริมาณเชื ้อจำนวนมาก ซึ ่งจะสKงผลการตKอการผลิตที ่มี

ประสิทธิภาพดCวยเชKนกัน 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 กราฟมาตราฐานแสดงความสัมพันธ9ระหวKางคKาการดูดกลืนแสงและปริมาณจุลินทรีย9 
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4.1.2 สภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย M. guilliermondii 
4.1.2.1 ปริมาณเช้ือภายในวัสดุตรึงและน้ำเล้ียงเช้ือ  
  จากกราฟความสัมพันธ9ระหวKางปริมาณเช้ือภายในวัสดุตรึงและน้ำเล้ียงเช้ือ กับเวลาใน

การผลิต (รูปท่ี 4.2) มีแนวโนCมการเพ่ิมข้ึนท่ีใกลCเคียงกันเม่ือเวลาเพ่ิมข้ึน โดยปริมาณเช้ือภายในน้ำ

เล้ียงเช้ือเพ่ิมข้ึนจาก log 8.02 MPN ตKอมิลลิลิตร ในวันท่ี 1เปIน log 9.36 MPN ตKอมิลลิลิตร ใน

วันท่ี 2 และคงท่ีจนถึงวันท่ี 5 ของการผลิต (รูปท่ี 4.2 ก) เชKนเดียวกันปริมาณเช้ือภายในวัสดุตรึง 

ท่ีเพ่ิมข้ึนจาก log 7.16 MPN ตKอมิลลิลิตร ในวันท่ี 1เปIน log 7.48 MPN ตKอมิลลิลิตร ในวันท่ี 2 

และคงท่ีในปริมาณท่ีใกลCเคียงกันเฉล่ียประมาณ log 7.48 MPN ตKอมิลลิลิตร จนถึงวันท่ี 5 ของ

การผลิต (รูปท่ี 4.2 ข) 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.2 ปริมาณเช้ือในระหวKางการทดสอบเบ้ืองตCนเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม 

ในอาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH) ท่ีมีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร 

ก.) ปริมาณเช้ือภายในวัสดุตรึง 

ข.) ปริมาณเช้ือภายในน้ำเล้ียงเช้ือ 
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4.1.2.2 ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

4.1.2.2.1 ชKวงเวลาท่ีเหมาะสม 

   ในสKวนของผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใชCอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell 

Haas (BH)  ท่ีมีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร เปIนเวลา 5 วัน จากกราฟความสัมพันธ9

ระหวKางผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับจำนวนวันท่ีใชCสำหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (รูป

ที่ 4.3 ก) พบวKา ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มขึ้น โดยอยูKในชKวงตั้งแตK 0.45-0.71 กรัมตKอ

ลิตร และมีคKาสูงสุด ณ วันที่ 5 เปIน 0.71 กรัมตKอลิตร ซึ่งเปIนคKาที่คKอนขCางต่ำในการผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพ  

  4.1.2.2.2 สารอาหารท่ีเหมาะสม 

     เมื่อเติมน้ำมันถั่วเหลืองที่เปIนแหลKงคาร9บอนที่ไมKละลายน้ำรCอยละ 2 โดย

ปริมาตรตKอปริมาตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell Haas (BH) ที่มีที่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดย

น้ำหนักตKอปริมาตร พบวKา ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดท่ี 2.73 กรัมตKอลิตร ซ่ึงเพ่ิมข้ึนถึง 

4.46 เทKาเมื ่อเทียบกับอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Bushnell Haas (BH) ที ่มีที ่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดย

น้ำหนักตKอปริมาตร และเมื่อเปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมน้ำมันถั่วเหลือง Bushnell Haas 

(BH) ที่มีที่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอปริมาตรกับอาหารเลี้ยงเชื้อเบซัลซึ่งเปIนอาหารที่ไมK

มีองค9ประกอบของน้ำตาลกลูโคส พบวKา ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากอาหารเลี้ยงเช้ือ 

Bushnell Haas (BH) ที่มีที่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร มีคKามากกวKาอาหารเลี้ยง

เชื้อเบซัล แสดงใหCเห็นถึงวKา การเพิ่มน้ำตาลกลูโคสสKงผลใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เพ่ิมข้ึน (รูปท่ี 4.3 ข) 
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รูปท่ี 4.3 ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการทดสอบเบ้ืองตCนเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม 

ก.) ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YM เปIนเวลา 5 วัน 

ข.) ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เม่ือใชCอาหารท่ีแตกตKางกัน 
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4.2 หาสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรAาวเปIนองคTประกอบหลักสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย M. 
guilliermondii 

4.2.1 วิเคราะหTองคTประกอบน้ำมะพรAาว 

  น้ำมะพรCาวถูกใชCเปIนองค9ประกอบหลักสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการวิเคราะห9

ทางเคมีของน้ำมะพรCาว พบวKา มีน้ำตาล โปรตีน แหลKงไนโตรเจน และองค9ประกอบอนินทรีย9ท่ีมีความ

เขCมขCนตKางกัน (ตารางท่ี 4.1) พบวKา โดยใน 1 ลิตรของน้ำมะพรCาว มีปริมาณน้ำตาลท้ังหมดเทKากับ 28.12 

กรัม ซ่ึงเปIนน้ำตาลรีดิวซ9 18.32 กรัม นอกจากแหลKงคาร9บอนแลCวจุลินทรีย9ยังตCองการแหลKงไนโตรเจนซ่ึง

ไดCรับจากโปรตีน กรดอะมิโนและเกลืออนินทรีย9ท่ีมีอยูKในน้ำมะพรCาว โดยปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด

ประมาณ 0.056 กรัม อีกท้ังแรKธาตุหลักและแรKธาตุเสริมท่ีจำเปIนสำหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย9ยัง

พบอยูKในน้ำมะพรCาวอีกดCวย (ตารางท่ี 4.1) 

 

ตารางท่ี 4.1 องค9ประกอบภายในน้ำมะพรCาว 

ชนิดขององคTประกอบ ปริมาณในน้ำมะพรAาว   

(กรัมตPอลิตร) 

น้ำตาลท้ังหมด 28.12 

น้ำตาลรีดิวซT 18.32 

แหลPงไนโตรเจน 0.056 

โปรตีน 0.37 

โพแทสเซียม 1.78 

แคลเซียม 0.16 

โซเดียม 0.15 

แมกนีเซียม 0.086 

เหล็ก 0.001 
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4.2.2 วิเคราะหTคPาซีโอดีในแตPละสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรAาวเปIนองคTประกอบ 

   จากการวิเคราะห9คKาซีโอดีของชุดควบคุมท่ีเปIนอาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH)  ท่ีมีกลูโคส

เปIนแหลKงคาร9บอน พบวKา ชุดควบคุมท่ีไมKเติมน้ำมันถ่ัวแหลืองและเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง มีคKาซีโอดีเปIน 

91,140 และ 97,080 ตามลำดับ ในสKวนของอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบ พบวKา ในน้ำมะพรCาว

ปกติ และน้ำมะพรCาวเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองมีเทKากับ 40,340 และ 44,470 ตามลำดับ ซ่ึงมีคKาใกลCเคียงกัน 

ในขณะท่ีน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลมีคKาซีโอดีถึง 60,570  แสดงวKามีปริมาณสารอินทรีย9ในอาหาร

มากกวKาในน้ำมะพรCาวปกติ และน้ำมะพรCาวเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง เม่ือเปรียบเทียบชุดควบคุมกับสูตรอาหาร

ท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบ พบวKา ในชุดควบคุมมีคKาซีโอดีมากกวKาสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIน

องค9ประกอบสูงสุดถึง 2.4 เทKา แสดงดังตารางท่ี 4.2 

 

ตารางท่ี 4.2 คKาซีโอดีของแตKละสูตรอาหาร 

คKาซีโอดีของแตKละสูตรอาหาร (มิลลิกรัมตKอลิตร) 

ชุดควบคุม : อาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas 

(BH) ท่ีมีท่ีมีกลูโคสรAอยละ 10 โดยน้ำหนักตPอ

ปริมาตร 

น้ำมะพรCาว 

ไมKเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง เติมน้ำมันถ่ัวเหลือง ไมKเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง เติมน้ำมันถ่ัว

เหลือง 

เติมกลีเซอรอล 

91,140 97,080 40,340 44,470 60,570 

 

4.2.3 การเลือกสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรAาวเปIนองคTประกอบหลักสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว     

 ชีวภาพ 

4.2.3.1 เปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี M. guilliermondii สายพันธุT CCN-
 6 แบบเซลลTตรึงผลิตไดAเม่ือใชAน้ำมะพรAาวเปIนองคTประกอบหลัก 

  เม่ือใชCอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมจากขCอท่ี 4.2.2 ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก

เช้ือ M. guilliermondii สายพันธุ9 CCN-6  แบบเซลล9ตรึงบน aquaporous gel พบวKา ในสูตร

อาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองผลิตลดแรงตึงผิวชีวภาพไดCสูงท่ีสุดท่ี 

2.026 กรัมตKอลิตร และเม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองท่ีไดCผลผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพเปIน 2.733 กรัมตKอลิตร พบวKา มีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีใกลCเคียงกัน 

โดยผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองคิดเปIนรCอยละ 74 ของ
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ชุดควบคุมท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง อีกท้ังชุดควบคุมท่ีไมKเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองท่ีไดCผลผลิตสารลดแรง

ตึงผิวเปIน 0.71 กรัมตKอลิตร ซ่ึงแสดงใหCเห็นถึงแนวโนCมวKา การเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองซ่ึงเปIนแหลKง

คาร9บอนท่ีไมKละลายน้ำสKงผลใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีไดCจาก M. guilliermondii สาย

พันธุ9 CCN-6 เพ่ิมข้ึน ในขณะเดียวกันน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลสามารถผลิตลดแรงตึงผิว

ชีวภาพไดCนCอยท่ีสุดท่ี 0.311 กรัมตKอลิตร แสดงดังรูปท่ี 4.4 

 
รูปท่ี 4.4 เปรียบเทียบผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหารแตKละชนิด เปIนเวลา 5 วัน 

 

4.2.3.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเช้ือ M. guilliermondii โดยใชAเซลลTตรึงผลิตซ้ำ และ 

  แปรผันปริมาณน้ำตาลในอาหาร 

  จากขCอท่ี 4.1.2.2 พบวKา การเพ่ิมน้ำตาลกลูโคสสKงผลใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เพ่ิมข้ึน ดังน้ัน จึงมีการแปรผันปริมาณน้ำตาลในน้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำม่ันถ่ัวเหลืองควบคูKกับการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเช้ือ M. guilliermondii โดยใชCเซลล9ตรึงผลิตซ้ำ พบวKา ในการผลิตรอบ

ท่ี 1 น้ำมะพรCาวไมKเติมน้ำตาลกลูโคส และน้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 0.5 โดยปริมาตร

ตKอปริมาตร มีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกลCเคียงกัน โดยมีคKาเปIน 1.51 และ 1.50 กรัมตKอ

ลิตร ตามลำดับ ในขณะท่ีมะพรCาวท่ีเติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 5 โดยปริมาตรตKอปริมาตร มีผลผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงถึง 2.23 กรัมตKอลิตร ในการผลิตรอบท่ี 2 เห็นไดCชัดวKา อาหารท้ัง 3 

ชนิดมีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงข้ึนจากการผลิตในรอบท่ี 1 ซ่ึงแสดงใหCเห็นถึงแนวโนCมท่ี

เพ่ิมข้ึนเม่ือผลิตในรอบท่ี 2 และแสดงถึงประสิทธิภาพของการใชCเซลล9ตรึงซ้ำ โดยน้ำมะพรCาวไมK

เติมน้ำตาลกลูโคส และน้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 0.5 โดยปริมาตรตKอปริมาตร มี

ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกลCเคียงกัน เปIน 2.84 และ 2.93 กรัมตKอลิตร ตามลำดับ ซ่ึงท้ัง 2 

อาหารมีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมข้ึนจากการผลิตในรอบท่ี 1 รCอยละ 49 แตKในมะพรCาว

ท่ีเติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 5 โดยปริมาตรตKอปริมาตร ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดCนCอยท่ีสุด

เปIน 2.78 กรัมตKอลิตร แสดงดังรูปท่ี 4.5 
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รูปท่ี 4.5 เปรียบเทียบผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการใชCเซลล9ตรึงผลิตซ้ำเปIนเวลารอบละ 5 วัน 
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4.3 ทดสอบคุณสมบัติท่ัวไปของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจาก M. guilliermondii 
4.3.1 วัดความสามารถในการกระจายน้ำมัน (Oil displacement) 

   จากการทดสอบความสามารถในการกระจายน้ำมัน โดยใชCความเขCมขCนของ Triton X-100 และ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii เปIน 1.5 กรัมตKอลิตร ซ่ึงเปIนความเขCมขCนท่ีคาดวKาจะเกิน

คKา critical micelle concentration (CMC) ของสารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิด พบวKา สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจาก M. guilliermondii มีประสิทธิภาพการเกิดเคลียร9โซนในน้ำมันชนิด BKC และ ARL เปIน 

72% และ 26% (รูปที่ 4.7ข,4.6ข)ตามลำดับ เมื่อเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9 Triton X-100 ที่มี

ประสิทธิภาพการเกิดเคลียร9โซนในน้ำมันชนิด BKC และ ARL เปIน 92% และ 50% ตามลำดับ แสดงดัง

ตาราง 4.3 แสดงวKา สารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิด สามารถลดแรงตึงผิวของน้ำมันชนิด BKC ไดCดีกวKา ARL 

แมCวKาประสิทธิภาพการเกิดเคลียร9โซนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii จะนCอยกวKา

สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9 Triton X-100 แตKก็แสดงใหCเห็นวKา สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. 

guilliermondii ก็มีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวไดCเทียบเคียงกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9 

 

ตารางท่ี 4.3 ประสิทธิภาพความสามารถในการกระจายน้ำมันของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพจาก M.   

 guilliermondii 

 

ชนิดของสารลดแรงตึงผิว ประสิทธิภาพการเกิดเคลียรTโซน 

BKC ARL 

Triton X-100 92% 50% 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 

M. guilliermondii 71% 26% 

 



 29 

   
รูปท่ี 4.6 เปรียบเทียบความสามารถในการกระจายน้ำมันในน้ำมันชนิด ARL 

ก.) Triton X-100 

ข.) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii 

 

 

 

   
 

รูปท่ี 4.7 เปรียบเทียบความสามารถในการกระจายน้ำมันในน้ำมันชนิด BKC 

ค.) Triton X-100 

ง.) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii 
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บทท่ี 5 

สรุปและวิจารณTผลการทดลอง 

 ในปôจจุบันหลังจากกระบวนการผลิตน้ำกะทิโดยการคั้นเนื้อจากผลผลิตมะพรCาวจำนวนมาก สKงผลใหCมีน้ำ

มะพรCาวที่เหลือทิ้งจากกระบวนผลิตกะทิประมาณ 200,000 ตันตKอป] (Unagul et al., 2007) จึงจำเปIนตCองมีการ

จัดการหรือลดปริมาณน้ำมะพรCาวลง งานวิจัยนี้จึงเลือกนำน้ำมะพรCาวจากอุตสาหกรรมอาหารมาใชCประโยชน9ใน

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งการนำน้ำมะพรCาวมาใชCนี้จัดวKาเปIนการลดตCนทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพโดยนำน้ำมะพรCาวมาใชCทดแทนกลูโคส หรือแหลKงอาหารสังเคราะห9ท่ีมีราคาสูง จากการนำน้ำมะพรCาวมา

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดCวยเชื ้อ M. guilliermondii สายพันธุ 9 CCN-6 แบบเซลล9ตรึง พบวKา เชื ้อ M. 

guilliermondii สายพันธุ9 CCN-6 สามารถเจริญโดยใชCน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลักที่เติมน้ำมันถั่วเหลือง  

และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซ่ึงไมKแตกตKางจากเม่ือใชCอาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH) ท่ีมีกลูโคสรCอยละ 

10 ท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลือง   

 ในเบื้องตCนงานวิจัยนี้ใชCอาหารเลี้ยงเชื ้อ Bushnell Haas (BH) ที่มีกลูโคสรCอยละ 10 โดยน้ำหนักตKอ

ปริมาตรสำหรับเปIนชุดควบคุม ที่มีราคา 177.84 บาทตKอลิตร ซึ่งเปIนราคาที่คKอยขCางสูงสำหรับการผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii สายพันธุ9 

CCN-6 พบวKา การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยผลิตเปIนเวลา 5 วัน เปIนสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากมีปริมาณเชื้อภายในวัสดุตรึงและน้ำเลี้ยงเชื้อสูงสุดท่ี log 7.48 และ log 9.36 MPN 

ตKอกรัม อีกทั้งยังมีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่ 0.71 กรัมตKอลิตร และเมื่อเติมแหลKงคาร9บอนท่ีไมKละลาย

น้ำ และน้ำตาลกลูโคส ยังสKงผลใหCแนวโนCมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมข้ึนอีกดCวย 

 เม่ือทราบสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแลCว จึงเร่ิมการทดลองผลิตสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพดCวยอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลัก เพ่ือคัดเลือกสูตรอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIน

องค9ประกอบหลักท่ีเหมาะสมท่ีสุดไปใชCในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยจากการวิเคราะห9องค9ประกอบของ

น้ำมะพรCาว พบวKา น้ำมะพรCาวท่ีใชCในงานวิจัยน้ีมีองค9ประกอบของน้ำตาลท่ีจำเปIนสำหรับการเจริญและการผลิต

สารเมตาบอไลท9 เชKน กลูโคส ฟรักโทส และซูโครส อีกท้ังยังมีแหลKงไนโตรเจน โปรตีน และธาตุอาหารเสริม เชKน 

โพแทสเซียม แคลเซียม โซเดียม แมกนีเซียม และเหล็กอีกดCวย และจากผลการทดลองพบวKาปริมาณสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ มีคKาเปIน 0.46 กรัมตKอลิตร 2.03 กรัมตKอลิตร 0.31 กรัมตKอลิตร ในน้ำมะพรCาว น้ำมะพรCาวท่ีเติม น้ำมัน

ถ่ัวเหลืองรCอยละ 2 โดยปริมาตรตKอปริมาตร และน้ำมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลรCอยละ 10 โดยปริมาตรตKอปริมาตร 

โดยน้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำมันถ่ัวเหลืองสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวไดCมากท่ีสุด และใกลCเคียงกับอาหารเล้ียงเช้ือ 

Bushnell Haas (BH) ท่ีมีท่ีมีกลูโคสรCอยละ 10 และ  น้ำมันถ่ัวเหลืองรCอยละ 2 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร และ

ปริมาตรตKอปริมาตร ตามลำดับ (ชุดควบคุม) ท่ีผลสารลดแรงตึงผิวไดC 2.733 กรัมตKอลิตร รวมถึงในน้ำมะพรCาวท่ีเติม

น้ำมันถ่ัวเหลืองมีคKาซีโอดีเปIน 44,470 มิลลิลิตรตKอกรัม ซ่ึงมีคKามากกวKา 40,340 มิลลิลิตรตKอกรัมของน้ำมะพรCาว 
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จึงมีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากกวKาตามไปดCวย แตKในมะพรCาวท่ีเติมกลีเซอรอลรCอยละ 10           โดย

ปริมาตรตKอปริมาตร มีคKาซีโอดีมากถึง 60,570 มิลลิลิตรตKอกรัม แตKกลับผลิตสารลดแรงตึงผิวไดCนCอยท่ีสุด คาดวKา

เช้ือ M. guilliermondii อาจใชCกลีเซอรอลไปใชCสำหรับผลิตสารเมตาบอไลท9อ่ืน จากรายงานวิจัยของ West et al., 

2013 รายงานวKา  M. guilliermondii ท่ีใชCกลีเซอรอลเปIนแหลKงคาร9บอนสามารถผลิตกรดซิตริกไดC 10.4 กรัมตKอ

ลิตร 

 จากการทดสอบเบื้องตCนเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับสารลดแรงจึงผิว พบวKา การเพิ่มน้ำตาลกลูโคส

สKงผลใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มขึ้น ดังนั้น จึงมีการแปรผันปริมาณน้ำตาลในน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำมั่นถ่ัว

เหลืองควบคูKกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อ M. guilliermondii โดยใชCเซลล9ตรึงผลิตซ้ำ พบวKา  ปริมาณสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมมีคKาเปIน 4.35 กรัมตKอลิตร 4.43 กรัมตKอลิตร และ 5.01 กรัมตKอลิตร ในน้ำมะพรCาวไมKเติม

น้ำตาลกลูโคส และน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 0.5 และ 5 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร ตามลำดับ โดยถCา

วิเคราะห9จากปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวม น้ำมะพรCาวท่ีเติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 5 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร 

สามารถผลิตไดCสูงสุด แตKหากวิเคราะห9จากสัดสKวนผลผลิตตKอราคาตCนทุนนั้น พบวKา น้ำมะพรCาวไมKเติมน้ำตาล

กลูโคสมีสัดสKวนผลผลิตตKอราคาตCนทุนสูงสุดถึง 0.99 กรัมตKอบาทตKอลิตร และน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำตาลกลูโคส 5 

โดยน้ำหนักตKอปริมาตร มีสัดสKวนผลผลิตตKอราคาตCนทุนนCอยสุดอยูKท่ี 0.06 กรัมตKอบาทตKอลิตร ดังน้ัน อาหารท่ีมีน้ำ

มะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลักที่เติมน้ำมันถั่วเหลือง และไมKเติมกลูโคส จึงมีประสิทธิภาพและคุCมตCนทุนมากที่สุด 

โดยมีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมเปIน 4.35 กรัมตKอลิตร อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบราคาตCนทุนของงานวิจัยน้ี

กับชุดควบคุม พบวKา งานวิจัยสามารถลดตCนทุนการผลิตไดCถึง 97.53% แสดงดังตารางท่ี 5.1  
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ตารางท่ี 5.1 เปรียบเทียบราคาของอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลัก 

 

ชนิดอาหาร 

ราคา                 

(บาทตPอลิตร) 

ปริมาณสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพรวม  (กรัมตPอลิตร) 

สัดสPวนผลผลิตตPอ

ราคาใน 1ลิตร  (กรัม

ตPอบาท) 

น้ำมะพรAาวเติม

น้ำมันถ่ัวเหลือง

รAอยละ 2 

โดยปริมาตรตPอ

ปริมาตร 

ไมKเติมน้ำตาลกลูโคส 4.39 4.35 0.99 

เติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 

0.5 โดยน้ำหนักตKอปริมาตร 
12.89 4.43 0.34 

เติมน้ำตาลกลูโคสรCอยละ 5 

โดยน้ำหนักตKอปริมาตร 
89.39 5.01 0.06 

Bushnell Haas (BH) ท่ีมีกลูโคสรAอยละ 10 

โดยน้ำหนักตPอปริมาตร 

177.84 0.71(1รอบ) 0.0040 

Bushnell Haas (BH) ท่ีมีกลูโคสรAอยละ 10 

และน้ำมันถ่ัวเหลืองรAอยละ 2 

178.90 2.73(1รอบ) 0.015 

หมายเหตุ : อาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell Haas (BH) ราคา 2.4 บาทตaอกรัม อYางอิงจากบริษัท Sisco Research Laboratories 
ประเทศอินเดีย กลูโคส (D-(+) Glucose) มีราคาขายอยูaที่ 1.7 บาทตaอกรัม อYางอิงจากบริษัท Sigma-aldrich ประเทศสิงคโปรlน้ำ

มะพรYาว จากตลาดคลองเตย ลิตรละ 3.33 บาท  และน้ำมันถั่วเหลือง ลิตรละ 53 บาท  

 
 อีกท้ังจากผลการทดลอง พบวKา อาหารท้ัง 3 ชนิดมีผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการผลิตรอบท่ี 2 

มากกวKารอบท่ี 1 ซ่ึงเปIนผลดีสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว เน่ืองจากการใชCเซลล9ตรึงซ้ำทำใหCการผลิตมีความ

รวดเร็วข้ึนไมKเสียเวลาในการเตรียมเช้ือบKอย ๆ รวมถึงการแบKงการผลิตเปIนรอบ ๆ แทนการผลิตรอบเดียวท่ีใสK

สารอาหารท่ีความเขCมขCนสูงเพ่ือใหCเพียงพอตKอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แทนท่ีจุลินทรีย9จะนำสารอาหารไป

ใชCผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอาจเกิดการกดแคแทบอไลต9 (catabolite repression) หรือ การยับย้ังจากสารต้ัง

ตCน (substrate inhibition) ซ่ึงเปIนการท่ีเช้ือนำไปสารอาหารไปใชCในการเจริญเติบโตและเพ่ิมจำนวนมากกวKาการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังน้ันการผลิตเปIนรอบ ๆ โดยใสKสารอาหารทีละนCอยจึงมีสKวนชKวยในการป̈องกันการ

เกิดปôญหาเหลKาน้ี (Bustos และคณะ, 2018) 

 จากการทดสอบความสามารถในการกระจายน้ำมันของสารลดแรงตึงผิว เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. guilliermondii โดยใชCความเขCมขCนของ Triton X-100 และ สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจาก M. guilliermondii เปIน 1.5 กรัมตKอลิตร ซึ่งเปIนความเขCมขCนที่คาดวKาจะเกินคKา critical micelle 

concentration (CMC) ของสารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิด พบวKา สารลดแรงตึงผิวทั้ง 2 ชนิด สามารถลดแรงตึงผิว

ของน้ำมันชนิด BKC ไดCดีกวKา ARL แมCวKาประสิทธิภาพการเกิดเคลียร9โซนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก M. 
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guilliermondii จะนCอยกวKาสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห9 Triton X-100 แตKก็แสดงใหCเห็นวKา สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพจาก M. guilliermondii ก็มีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวไดCจริง 

 จากสถานการณ9การระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 (COVID-19) ที่ระบาดไปทั่วโลกรวมถึง

ประเทศไทย จึงทำใหCมีประกาศสถานการณ9ฉุกเฉินในทุกเขตทCองที่ทั่วราชอาณาจักรใหCมีการควบคุมและป¨องกัน

การระบาดเพื่อใหCประชาชนมีความปลอดภัย (ประกาศสถานการณ9ฉุกเฉิน, 2564) รวมถึงประกาศจุฬาลงกรณ9

มหาวิทยาลัยใหCจัดการเรียนการสอนทุกรายวิชาในรูปแบบออนไลน9 (ประกาศจุฬาลงกรณ9มหาวิทยาลัย, 2564) ทำ

ใหCงานวิจัยนี้ไมKสามารถทำการทดลองไดCครบตามที่วางแผนไวC ซึ่งแผนการทดลองถัดไป คือ การวัดคKาแรงตึงผิว 

และ critical micelle concentration (CMC) โดยใชCเครื่อง tensiometer สKวนการทดสอบการกKออิมัลชันของ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับน้ำมันพืชและน้ำมันหอมระเหยชนิดตKาง ๆ คาดวKาจะใหCผลที่แตกตKางกันโดยอาจกKอ

อิมัลชันไดCกับน้ำมันบางชนิด ซึ่งผลการกKออิมัลชันและความเสถียรตKอน้ำมันแตKละชนิดอาจมีความแตกตKางกัน

เนื่องจากความหนืดของน้ำมัน ความยาวของสายโซKไฮโดรคาร9บอน และความเค็ม เปIนตCน และการวิเคราะห9

องค9ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคาดวKาจะเปIนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทไกลโคลิพิด และคาดวKา

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทไกลโคลิพิดที่ผลิตไดCนั้นอาจเปIนชนิดโซโฟโรลิพิด และแมนโนซิลอิริทริทอล ลิพิด 

โดยหากตCองการผลท่ีแมKนยำย่ิงข้ึนอาจตรวจวัดเพ่ิมเติมดCวยวิธี Fourier transform infrared spectroscopy (FT-

IR) (Patowary และคณะ, 2019) 

 จากงานวิจัยนี้จึงสรุปไดCวKาน้ำมะพรCาวที่เติมน้ำมันถั่วเหลืองมีความเปIนไปไดCในการนำไปใชCผลิตสารลดแรง

ตึงผิวชีวภาพแทนกลูโคส และแหลKงอาหารสังเคราะห9ซึ่งมีราคาสูงเพื่อลดตCนทุนการผลิต และหากตCองการเพ่ิม

ผลผลิตใหCมากขึ้นอาจทดลองโดยการปรับลดสารอาหารตKาง ๆ ในสูตรอาหารเพิ่มเติม เชKน จาก Huang et al., 

2015 รายงานวKา การเติมธาตุแมงกานีสในอาหารสKงผลใหCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพิ่มขึ้นถึง 6.2 เทKาจาก

อาหารที่ไมKเติมธาตุแมงกานีส และในงานวิจัยของ Ma et al., 2016 รายงานวKา การเติมน้ำมันปาล9ม และโซเดียม

ไนเตรท 5 กรัมตKอลิตร ท่ีสัดสKวนแหลKงคาร9บอนตKอแหลKงไนโตรเจนเปIน 20 ทำใหCไดCผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

สูงสุดเปIน 25.9 กรัมตKอลิตร  แสดงใหCเห็นวKา การปรับสัดสKวนแหลKงคาร9บอนตKอแหลKงไนโตรเจนก็มีสKวนสำคัญ

สำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเชKนเดียวกัน อีกทั้งงานวิจัยน้ียังเปIนการเพิ่มมูลคKาใหCกับน้ำมะพรCาวและ

เปIนการนำน้ำมะพรCาวมาใชCประโยชน9ไดCอยKางมีประสิทธิภาพ 
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ภาคผนวก ก 

 
อาหารเล้ียงเช้ือและวิธีคำนวณปริมาณน้ำเสียท่ีใชA 

อาหารเล้ียงเช้ือชนิด YM  

อาหารสำเร็จรูป YM      21.43  กรัม  

ละลายอาหารสำเร็จรูป 21.43 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหCมีคKาเปIน 6.2 นำไป

นึ่งฆKาเชื้อดCวยความดันไอ 15 ปอนด9ตKอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปIนเวลา 15 นาที สำหรับการ

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือแข็งใหCละลายผงวุCน 20 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 มิลลิลิตรรวมดCวยกKอนนำไปน่ึงฆKาเช้ือ 

อาหารเล้ียงเช้ือเบซัล 

  โซเดียมไนเตรต (NaNO3)       10.17  กรัม 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    1.00  กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.50  กรัม 

โพแทสซียมคลอไรด9 (KCl)      0.10  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 ·7H2O)    5.00  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด9 (CaCl2)      0.01  กรัม 

เฟอรัสซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O)    0.06  กรัม 

ผงสกัดจากยีสต9 (Yeast extract)      0.10  กรัม 

แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4 ·H2O)   0.326  กรัม 

กลูโคส         5.00  กรัม 

สารอาหารอ่ืนๆ        0.05  มิลลิลิตร 

ละลายสารทั้งหมดในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับความเปIนกรด-ดKาง จนมีคKาเทKากับ 7.0 นำไป

น่ึงฆKาเช้ือดCวยความดันไอ 15 ปอนด9ตKอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปIนเวลา 15 นาที 

อาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH)  ท่ีมีกลูโคส  รAอยละ 10 โดยน้ำหนักตPอปริมาตร 

แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)      0.2  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด9 CaCl2       0.02 กรัม 

โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต KH2PO4     1.0  กรัม 

ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต K2HPO4      1.0  กรัม 

แอมโมเนียมไนเตรตNH4NO3      1.0  กรัม 

ไอรอน(III) คลอไรด9 FeCl3      0.05  กรัม 

กลูโคส        100  กรัม 
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ละลายสารทั้งหมดในน้ำกลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับความเปIนกรด-ดKาง จนมีคKาเทKากับ 7.0 นำไป

น่ึงฆKาเช้ือดCวยความดันไอ 15 ปอนด9ตKอตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปIนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 
สารเคมี 

สารละลายโซเดียมคลอไรดT 0.85 เปอรTเซ็นตT  

โซเดียมคลอไรด9 (NaCl)       8.5  กรัม  

น้ำกล่ัน         1,000  มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ำกลั่น นำไปนึ่งฆKาเชื้อดCวยความดันไอ 15 ปอนด9ตKอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปIนเวลา 15 นาที 

ตัวทำละลายคลอโรฟอรTม : เมทานอล (2:1) โดยปริมาตรตPอปริมาตร 

คลอโรฟอร9ม        100  มิลลิลิตร  

เมทานอล        50  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

 

ขAอมูลดิบตPาง ๆ สำหรับการเปรียบเทียบสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชA                                           

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบเซลลTตรึง 

ตารางท่ี ค.1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเม่ือใชCอาหารเล้ียงเช้ือ Bushnell Haas (BH)  ท่ีมีกลูโคส  รCอยละ 10 

โดยน้ำหนักตKอปริมาตร ในแตKละวัน เปIนเวลา 5 วัน 

 
 

จำนวน

วัน 

ชุดการ

ทดลอง 

น้ำหนักฟ

รอยกPอน 

(กรัม) 

น้ำหนักฟ

รอยหลัง

(กรัม) 

สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ  

(กรัมตPอลิตร) 

คPาเฉล่ีย  

(กรัมตPอลิตร) 

1 

1 0.3679 0.3913 0.390 

0.454 ±0.0554 2 0.3672 0.3968 0.493 

3 0.3684 0.397 0.477 

 

2 

1 0.3579  0.3587  0.492  
0.420±0.0617  2 0.3593  0.3785  0.384  

3 0.3587  0.378  0.386 

3 

1 0.3624  0.3891  0.534 
0.508±0.321  2 0.3624  0.3844  0.518  

3 0.362 0.3856 0.472  

4 

1 0.3615 0.3911  0.592  
0.580±0.0385  2 0.3619 0.3887  0.536  

3 0.3592 0.3897  0.610  

5 

1 0.3582  0.394  0.716  
0.713±0.0094  2 0.3604  0.3964  0.720  

3 0.3605  0.7020 0.702  
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ตารางท่ี ค.2 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเม่ือใชCอาหารท่ีแตกตKางกัน เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสม เปIนเวลา 5 วัน 

ชนิดอาหาร 
ชุดการ

ทดลอง 

น้ำหนักฟรอย

กPอน (กรัม) 

น้ำหนักฟรอย

หลัง (กรัม) 

สารลด

แรงตึงผิว

ชีวภาพ  

(กรัมตPอ

ลิตร) 

คPาเฉล่ีย  

(กรัมตPอลิตร) 

Basal medium ท่ี

มี2% v/v น้ำมันถ่ัว

เหลือง 

1 0.3686  0.4254  1.136  
1.290 ±0.4964  2 0.3792  0.4237  0.89  

3 0.3766 0.4689 1.846 

BH medium ท่ีมี 

10% w/v กลูโคส 

และ2% v/v น้ำมัน

ถ่ัวเหลือง 

1 0.3717  0.4948  2.462  

2.733±0.317  
2 0.3749  0.5077  2.656  

3 0.3769  0.5310  3.082  

BH medium ท่ีมี 

10% w/v กลูโคส 

1 0.3582  0.3940  0.716  
0.713±0.0094  2 0.3604  0.3964  0.72  

3 0.3605  0.7020 0.702  
 

 

ตารางท่ี ค.3 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเม่ือใชCอาหารท่ีมีน้ำมะพรCาวเปIนองค9ประกอบหลักท่ีแตกตKางกัน เปIน

เวลา 5 วัน 

 

ชนิดอาหาร 

ชุดการ

ทดลอง 

น้ำหนักฟรอย

กPอน )กรัม(  

น้ำหนักฟรอย

หลัง )กรัม(  

สารลด

แรงตึงผิว

ชีวภาพ  

(กรัมตPอ

ลิตร) 

คPาเฉล่ีย  

(กรัมตPอลิตร) 

น้ำมะพรAาว 

1 0.3761  0.387  0.218  
0.458 ±0.2968  2 0.3695  0.3878  0.366  

3 0.3702 0.4097 0.79 

1 0.371 0.4632  1.844  2.033±0.1931  
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น้ำมะพรAาว ท่ีมี2% 

v/v น้ำมันถ่ัวเหลือง 

2 0.3696  0.4811  2.23  
3 0.3696  0.4722  2.026 

น้ำมะพรAาว ท่ีมี10% 

v/v กลีเซอรอล 

1 0.3722  0.3934  0.424  
0.311±0.1075  2 0.3744  0.3893  0.298  

3 0.3744  0.3825 0.21 

 

ตารางท่ี ค.4 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเม่ือใชCเซลล9ตรึงผลิตซ้ำ และแปรผันปริมาณน้ำตาลในอาหาร 

รอบ

การ

ผลิต 

น้ำมะพรAาว 

ท่ีมี 2% v/v 

น้ำมันถ่ัว

เหลือง 

ชุดการ

ทดลอง 

น้ำหนักฟรอย

กPอน (กรัม) 

น้ำหนักฟรอย

หลัง (กรัม) 

สารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ  

(กรัมตPอลิตร) 

คPาเฉล่ีย  

(กรัมตPอลิตร) 

1 

 

ไมKเติมกลูโคส 

1 0.2117 0.2106 1.670 
1.510±0.1222 

 
2 0.2106 0.2631 1.750 

3 0.2106 0.2567 1.510 

0.5% w/v 

กลูโคส 

1 0.2106  0.2539  1.443  
1.506±0.0578  2 0.2081  0.2539  1.557  

3 0.2081  0.252  1.520  

5% w/v 

กลูโคส 

1 0.2069  0.2619  1.833  

2.238±0.3797  
2 0.2093  0.2619  2.293  

3 0.2073 0.2849 2.586 

2 

ไมKเติมกลูโคส 

1 0.2083  0.3075  3.306  
2.843±0.4013  2 0.2088  0.2869  2.603  

3 0.2070  0.2856  2.620  

0.5% w/v 

กลูโคส 

1 0.2071  0.3066  3.316  
2.927±0.3370  2 0.2090  0.2914  2.746  

3 0.2084 0.2900  2.720  

5% w/v 

กลูโคส 

1 0.2092  0.2831  2.463  
2.782±0.4341  2 0.2092  0.2831  3.276  

3 0.2092  0.2869  2.606 
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