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บทคัดย่อ 

 
 การศึกษานี้แยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอย่างดิน น้ าและของ
เสียจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มจากจังหวัดในภาคใต้ของประเทศไทยโดยใช้วิธี serial dilution method 
โดยใช้น้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แบคทีเรียที่สามารถใช้น้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนจ านวน 
231 ไอโซเลท จากตัวอย่างดิน น้ าและของเสียจ านวน 101 ตัวอย่าง พบว่า 85 ไอโซเลทสามารถผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพได้จากการใช้วิธี oil displacement place test ในการตรวจสอบ และมี 30 ไอโซ
เลทที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยสามารถลดแรงตึงผิวและท าให้อิมัลชันเกิดการคง
ตัวได้ดี จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียทั้ง 
30 ไอโซเลท โดยวิธี agar well diffusion assay พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียไอโซ
เลท CT 03 มีฤทธิ์ในการยับยั้งมากที่สุด โดยสามารถยับยั้งเชื้อรา Phytophthora palmivora Al2 โดย
มีวงใสการยับยั้ง 10.74 มิลลิเมตร เมื่อน าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 03 ไปเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการ
วิเคราะห์ล าดับเบสบนส่วน 16S rRNA พบว่ามีความใกล้เคียงกับ Acinetobacter calcoaceticus PA 
(KT878384) 100% จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. 
calcoaceticus CT 03 พบว่า การใช้อาหาร mineral salt medium ที่มีน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อย
ละ 4 โดยน้ าหนักต่อปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักต่อ
ปริมาตรเป็นแหล่งไนโตรเจน พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 60 ชั่วโมง พบว่าเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 มี
ค่ากิจกรรมการลดแรงตึงผิวสูงสุดเท่ากับ 46 มิลลินิวตันต่อเมตร ความสามารถในการคงตัวของอิมัลชัน
ร้อยละ 54 และสามารถยับยังเชื้อรา P. palmivora AI2 ได้สูงที่สุดมีวงใสการยับยั้ง 17.50 มิลลิเมตร 
การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ (เอทิลอะซิเตด) มีประสิทธิภาพในการเก็บ
เกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุด สามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบได้ 0.94 กรัมต่อลิตร โดยมีค่า CMC 
ที่ 0.30 กรัมต่อลิตร จากการวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วย 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy (NMR)  และ Mass Spectroscopy (MS) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก A. 
calcoaceticus CT 03 มีกรดอะมิโนและไขมันเป็นองค์ประกอบโดยมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 1,088 
m/z และมีค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้ง (MIC, Minimum Inhibitory Concentration) และความ
เข้ ม ข้ น ต่ า สุ ด ที่ ฆ่ า  (MFC, Minimum Fungicidal Concentration) ต่ อ เชื้ อ ร า  Phytophthora 
palmivora เท่ากับ 0.28 และ 0.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง
เชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้ของสารลดแรงตึ งผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วยวิธี detached leaf technique 
เปรียบเทียบเท่ากับการใช้สารยับยั้งเชื้อราทางการค้า (fosetyl-Al) ในกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแคทลี
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ยา พบว่าที่ระดับความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากับ 1.12 มิลลิกรัมต่อลิตร มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อราเทียบเท่ากับการใช้สารยังยั้งเชื้อราทางการค้า 
 
ค าส าคัญ: สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เชื้อรา กล้วยไม้ 
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Screening, optimization and characterization of biosurfactant 
inhibiting Phytophthora palmivora (Butl) causing black rot in 

orchids  
 

Chanika  Saenge Chooklin1 Atipan  Seammai2 
 

Abstract 

 In the present study, biosurfactant-producing bacteria from soil, water and waste 
from palm oil mill factories located in southern of Thailand were isolated by serial 
dilution method using palm oil as a sole carbon source. A total of 231 oil-utilizing 
bacteria were isolated from the 101 samples. Eighty five isolates were positive for 
biosurfactant production by oil displacement place test and 30 isolates showed the 
promising of biosurfactant activity by surface tension reduction and emulsification 
activity. The antifungal activity of biosurfactant from 30 bacterial isolates on 
Phytophthora palmivora Al2 was investigated by agar well diffusion assay. Biosurfactant 
from isolate CT 03 showed the highest antifungal activity as 10.74 mm of inhibition 
zone. Isolate CT 03 was identified by 16S rRNA gene sequencing as Acinetobacter 
calcoaceticus with 100% similarity to Acinetobacter calcoaceticus PA (KT878384). The 
optimum condition for biosurfactant production by A. calcoaceticus CT 03 was obtained 
by cultivated in MSM containing 4% (w/v) of glucose as carbon source, 1% (w/v) of 
(NH4)2SO4 as nitrogen source, initial pH of 7.0 at room temperature (30±3 ºC) and 
shaking speed at 200 rpm. It showed the maximum surface tension reduction (46 
mN/m), emulsification activity (54%) and antifungal activity against P. palmivora Al2 
(17.50 mm of clear zone diameter) after 60 h of cultivation. Crude biosurfactant was 
extracted from the culture supernatant by using ethyl acetate can be considered as the 
best method with a yield of 0.94 g/l and critical micelle concentration (CMC) of 0.30 g/l. 
Moreover, structure elucidation of the obtained biosurfactant performed by Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy 
(NMR) and Mass Spectroscopy indicated that biosurfactant produced by A. calcoaceticus 
CT 03 consisted of amino acid and lipid with molecular mass of 1,088 m/z. Biosurfactant 
from A. calcoaceticus CT 03 exhibited the MIC (Minimum Inhibitory Concentration) and 
MFC (Minimum Fungicidal Concentration) values of 0.28 and 0.56 mg/ml, respectively. 
The antifungal activity of biosurfactant were compared to commercial antifungal 
substance (fosetyl-Al) against orchid fungal pathogen in Mokara and Cattleya orchids. 
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The result reveals that there is no significant difference of antifungal activity between 
biosurfactant and commercial antifungal substance at concentration of 1.12 mg/ml 

 

Keyword: Biosurfactant, Fungal, Orchids 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง 

กล้วยไม้เป็นไม้ดอกที่นิยมปลูกกันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีความสวยงามของดอกทั้งด้าน
รูปร่างและสีสันที่แปลกตา สามารถใช้ประโยชน์ได้ทั้งในลักษณะของดอกสด ไม้กระถาง ไม้จัดแจกัน หรือ
การปลูกประดับทั้งต้น กล้วยไม้เป็นพืชส่งออกที่ส าคัญพืชหนึ่งของประเทศไทย กระทรวงเกษตรและ
สหกรณ์ก าหนดให้กล้วยไม้เป็นหนึ่งในสี่ของพืช Product Champion เนื่องจากเป็นพืชที่ท ารายได้สูงและ
ปริมาณเพ่ิมขึ้นทุกปี จึงเป็นที่นิยมของเกษตรกรและมีการขยายพ้ืนที่ปลูกเพ่ิมมาก จากการขยายพ้ืนที่
เพาะปลูกท าให้มีปัญหาการแพร่ระบาดของโรคและแมลงศัตรูเพ่ิมมากขึ้นเช่นกัน (จิตราพรรณ, 2542) ใน
ส่วนของโรคระบาดที่ส าคัญของกล้วยไม้ที่ท าให้เกิดความเสียหายมากแก่รังกล้วยไม้ของเกษตรกรมีหลาย
โรคด้วยกัน เช่น โรคต้นเน่าแห้ง โรคแอนแทรคโนสหรือโรคเส้าเกสรด า โรคใบจุดหรือโรคใบข้ีกลาก โรคใบ
ปื้นเหลือง โรคดอกจุดสนิม โรคเน่าที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย โรคที่เกิดจากไวรัส เป็นต้น นอกจากนี้โรคเน่า
ด าหรือโรคยอดเน่าที่เกิดจากเชื้อรา Phytophthora palmivora (Butl) ก็จัดเป็นโรคที่ส าคัญมากโรคหนึ่ง
ของกล้วยไม้ในประเทศไทยและแหล่งปลูกกล้วยไม้ทั่วโลก สามารถเข้าท าลายกล้วยไม้ได้หลายสกุ ล เช่น 
กล้วยไม้ลูกผสม สกุลหวายแวนดา ทีเอ็มเอ แวนดารอทไชเดียนา อะแรนดาคริสติน อะแรนดานอรา  มอค
คารา และแคทลียา และกล้วยไม้สกุลใกล้เคียง (ทัศนาพร , 2545) การแก้ปัญหาของเกษตรกรโดยส่วน
ใหญ่มักใช้สารป้องกันและก าจัดศัตรูพืชซึ่งเป็นสารเคมีสังเคราะห์ เมื่อใช้สารเหล่านี้ไปเป็นระยะเวลาหนึ่ง
จะพบว่าโรคพืชมีการดื้อต่อสารดังกล่าว ท าให้ต้องมีการเพ่ิมปริมาณการใช้สารป้องกันและก าจัดศัตรูพืช
มากขึ้นเรื่อยๆ จึงเกิดการตกค้างและสะสมในสิ่งแวดล้อม การสะสมของสารดังกล่าวไม่ว่าที่ผลผลิต ดิน 
หรือน้ า ย่อมเป็นอันตรายทั้งสิ้น เนื่องจากสารเคมีสังเคราะห์เหล่านี้ย่อยสลายได้ยากหรือใช้เวลานานใน
การสลายตัวในธรรมชาติ เป็นเหตุให้เกิดการเสียสมดุลในธรรมชาติและเกิดมลพิษในสิ่งแวดล้อม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในน้ าเมื่อสารเหล่านี้ถูกชะลงแหล่งน้ า ซึ่งมลภาวะเช่นนี้เป็นปัญหาของทั่วโลกที่ก าลังรอ
การแก้ไขอย่างรีบด่วน ดังนั้นจึงมีการคิดค้นสารที่ได้จากธรรมชาติที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อราก่อโรค
ในพืช โดยเชื่อว่าสารเหล่านี้จะถูกสลายตัวได้ง่ายกว่า และมีความเป็นพิษต่อมนุษย์น้อยกว่าสารป้องกัน
และก าจัดศัตรูพืชที่เป็นสารเคมีสังเคราะห์ นักวิทยาศาสตร์หลายกลุ่มจึงให้ความสนใจและความส าคัญใน
งานวิจัยด้านนี้มากขึ้นเรื่อยๆ  
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) คือสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวิต โดยส่วนใหญ่ 
แล้วมาจากจุลินทรีย์โดยเฉพาะแบคทีเรียซึ่งมีความสามารถในการท าให้แรงตึงผิวของของเหลวลดลง ช่วย
ลดแรงตึงผิวระหว่างของเหลวสองชนิดหรือระหว่างของเหลวกับของแข็ง ช่วยให้อิมัลชันคงตัวอยู่ได้นาน
ขึ้น จากรายงานพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรีย์นั้นมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย 
(antibacterial) ไวรัส (antivirus) เซลล์มะเร็ง (anticancer) และเชื้อรา (antifungal) เป็นสารกระตุ้น
หรือกดดันระบบภูมิคุ้มกัน (immune suppressants or immune modulators) อีกทั้ง แบคทีเรียยัง
สามารถควบคุมสภาวะในการเลี้ยงได้ง่ายและสามารถใช้แหล่งอาหารที่มีราคาถูก เช่น วัสดุ เศษเหลือจาก
อุตสาหกรรมเกษตร โรงงานแปรรูปผลิตผลทางการเกษตร หรือน้ าเสียจากโรงงานแปรรูปสัตว์น้ า ในการ
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เจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงจัดได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียมีศักยภาพในการ
ควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้ได้ โดยสามารถที่จะน ามาทดแทนการใช้สารป้องกัน
และก าจัดศัตรูพืชซึ่งเป็นสารเคมีสังเคราะห์ นอกจากเป็นการช่วยลดมลภาวะอันเนื่องมาจากสารพิษ
ตกค้างในสิ่งแวดล้อมแล้วยังสามารถช่วยในการบ าบัดวัสดุเศษเหลือ ของเสีย หรือน้ าเสียจากอุตสาหกรรม
เกษตรได้อีกทางหนึ่งด้วย 

ตรวจเอกสำร 

1. กล้วยไม้และควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ 
กล้วยไม้จัดอยู่ใน Family Orchidaceae ซึ่งเป็นวงศ์ที่ใหญ่ที่สุด และมีวิวัฒนาการมากที่สุดใน

บรรดาพืชไม้ดอกทั้งหมด คาดว่ากล้วยไม้มีอยู่ประมาณ 17,000 ถึง 19,000 ชนิด และสามารถพบได้ทั่ว
โลก เนื่องจากการปรับตัวเองเพ่ือให้สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาพแวดล้อมนั้นๆ  กล้วยไม้สามารถแบ่ง
ออกเป็นสองประเภทตามสภาพที่พบตามธรรมชาติ คือ กล้วยไม้ดิน (terrestrial orchids) และกล้วยไม้
อิงอาศัย (epiphyte orchids) (จิตราพรรณ, 2542) กล้วยไม้เป็นพืชส่งออกที่ส าคัญพืชหนึ่งของประเทศ
ไทย กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ก าหนดให้กล้วยไม้เป็นหนึ่งในสี่ของพืช Product Champion เนื่องจาก
เป็นพืชที่ท ารายได้สูงและปริมาณเพ่ิมขึ้นทุกปี จากข้อมูลการส่งออกกล้วยไม้ที่มีใบรับรองปลอดศัตรูพืช
ของงานมาตรฐานและบริการตรวจพืช กองควบคุมพืช และวัสดุการเกษตร ในปี พ.ศ. 2543 มีมูลค่า 
1,765 ล้านบาท และในปี 2544 มีมูลค่าสูงขึ้นเป็น 1,806 ล้านบาท ตลาดส่งออกที่ส าคัญได้แก่ ญี่ปุ่น 
อิตาลี และอเมริกา ดังนั้นกล้วยไม้จึงเป็นไม้ตัดดอกชนิด หนึ่งที่ได้รับความสนใจจากทั่วโลก เนื่องจาก
ประเทศไทยมีสภาพภูมิอากาศท่ีเหมาะสมในการปลูก กล้วยไม้เมืองร้อน และสามารถส่งออกได้เป็นอันดับ 
1 ของโลก จากการส ารวจในปี พ.ศ. 2543-2548 ของส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2548) รายงานว่าปี 
พ.ศ. 2543 ประเทศไทยมีพ้ืนที่ เพาะปลูกกล้วยไม้ ประมาณ 14,319 ไร่ และเพ่ิมข้ึนเป็น 15,000 ไร่ ในปี 
พ.ศ. 2545 ผลผลิต กล้วยไม้สกุลหวายจากงานวิจัยมีปริมาณอยู่ระหว่าง 2,160-2,520 กิโลกรัมต่อไร่ และ
ผลผลิตของ เกษตรกรมีปริมาณ 1,930 กิโลกรัมต่อไร่โดยแหล่งปลูกที่ส าคัญร้อยละ 34.5 อยู่ในเขตของ
กรุงเทพมหานคร ร้อยละ 29.5 อยู่ในจังหวัดนครปฐม อีกร้อยละ 20 อยู่ในจังหวัดสมุทรสาคร และที่เหลือ
ร้อยละ 16 อยู่ในจังหวัดอ่ืนๆ กล้วยไม้ที่นิยมปลูกเพ่ือตัดดอกมากที่สุด คือ กล้วยไม้สกุลหวายลูกผสม ซึ่งมี
ดอกสีขาว ม่วงอ่อน ม่วงเข้ม รวมกันมากกว่า 50 ชนิด เช่นพันธุ์ Dendrobium Walter Oumae, 
Dendrobium Sonia ‘Bom’ เบอร์ 17, 28 และพันธุ์กลายจากพันธุ์นี้หลังจากเพาะเลี้ ยงเนื้อเยื่อ 
Dendrobium Ekapol, Dendrobium Sabin ส่วนกล้วยไม้ที่เกษตรกรนิยมปลูกรองลงมา คือ สกุลออนซิ
เดี้ยม (Oncidium spp.), แวนด้า (Vanda spp.), อะแรนด้า (Aranda spp.) และมอคคาร่า (Mokara 
spp.) เป็นต้น 

การปลูกกล้วยไม้เพ่ือการตัดดอกสดส่งออกนั้น จ าเป็นต้องผลิตให้ได้ดอกที่มีคุณภาพดี บานทน 
และมีลักษณะสดใส ตรงกับความต้องการของผู้ซื้อในตลาดต่างประเทศ ซึ่งได้แก่ประเทศญี่ปุ่น อิตาลี 
เยอรมัน สหรัฐอเมริกา เนเธอร์แลนด์ ฝรั่งเศส เป็นต้น ประเทศดังกล่าวล้วนแต่เป็นประเทศที่มีฐานะทาง
เศรษฐกิจดี มีความสามารถในการซื้อสูง สามารถซื้อสินค้าได้แม้ว่าสินค้านั้นจะมีราคาแพง เนื่องจากเป็น
การซื้อด้วยความพึงพอใจ เพ่ือน าไปให้เป็นของขวัญ หรือน าไปใช้เอง ดังนั้นสินค้าต่างๆ รวมทั้งสินค้า
ผลิตผลเกษตรที่มีคุณภาพดี มีความงามและแปลกจึงขายง่ายได้ราคาดี 
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ส าหรับการส่งดอกกล้วยไม้สดจากประเทศไทยไปจ าหน่ายยังต่างประเทศ เริ่มตั้งแต่ปี พ.ศ. 2500 
และพบว่ากล้วยไม้ไทยเป็นที่นิยมและต้องการของตลาดต่างประเทศ  (จิตราพรรณ, 2542) เริ่มมีการ
ส่งออกกล้วยไม้ตัดดอกอย่างจริงจังประมาณปี พ.ศ. 2508 ในระยะ 5-6 ปีแรก การส่งออกมีมูลค่าไม่เกิน 
3 ล้านบาทต่อปี และช่วงปี พ.ศ. 2514-2516 มูลค่าการส่งออกเริ่มสูงขึ้นเป็น 10-40 ล้านบาท ปริมาณ
การส่งออกกล้วยไม้ไทยมีการเติบโตมาเป็นล าดับ เช่นในปี พ.ศ. 2523 กล้วยไม้ตัดดอกมีมูลค่าการส่งออก
ประมาณ 400 ล้านบาท (ฝ่ายกักกันพืช, 2543) และจากนั้น ปริมาณและมูลค่าการส่งออกกล้วยไม้ของ
ไทยเพ่ิมสูงมากขึ้นอย่างต่อเนื่อง จึงท าให้กล้วยไม้เริ่มมี บทบาทต่อการเกษตรและธุรกิจการส่งออก 
กลายเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของไทยอีกชนิดหนึ่ง ปี พ.ศ. 2542 ประเทศไทยสามารถส่งออกดอก
กล้วยไม้สดได้ในปริมาณมากกว่า 13,125 ตัน และคิดเป็นมูลค่ากว่า 1,000 ล้านบาท ต่อมาในปี พ.ศ. 
2543 ปริมาณการส่งออกดอกกล้วยไม้สดคือ 11,778 ตัน มีมูลค่า 1,231.23 ล้านบาท ปัจจุบันในปี พ.ศ. 
2547 พบว่ามีการส่งออกกล้วยไม้ตัดดอก มีปริมาณมากถึง 18,626 ตัน คิดเป็นมูลค่า 2,136.06 ล้านบาท 
(ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2548) นอกจากการส่งออกกล้วยไม้ในลักษณะของดอกกล้วยไม้สดแล้ว 
ยังมีการส่งออกกล้วยไม้ในลักษณะของต้นกล้วยไม้ เช่นในปี พ.ศ. 2542 มีการส่งออกต้นกล้วยไม้เป็น
ปริมาณทั้งหมดจ านวน 24,750,306 ต้น มีมูลค่า 295,292,562 บาท (ฝ่ายกักกันพืช, 2543) ดังนั้นใน
ภาพรวมของการผลิตและการส่งออกดอกกล้วยไม้สดที่ผลิตได้ในประเทศ พบว่ามีการส่งออกไปจ าหน่าย
ยังต่างประเทศมากถึงร้อยละ 52 ของปริมาณที่ผลิตได้ ส่วนดอกกล้วยไม้ที่เหลือจากการส่งออกนั้นเป็น
การใช้ภายในประเทศในลักษณะของดอกสดมัดช่อ แจกัน หรีด การร้อยมาลัย และงานประดิษฐ์อ่ืนๆ 
 
2. ลักษณะของเชื้อ Phytophthora spp.   

Phytophthora spp. เป็นราน้ า (water mold) จัดอยู่ในอาณาจักร Stramenopila และ ไฟลัม 
Oomycota ซึ่งมีลักษณะสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสาหร่ายกลุ่มเฮเทโรกอนท์  (heterokont) เช่น สาหร่าย       
สีน้ าตาลทองและไดอะตอมมากกว่ารา (Ristaino and Gumperz, 2000) โครงสร้างมีลักษณะเป็นเส้นใย
เป็นท่อกลวงไม่มีผนังกั้น มีโคโมโซมสองชุด ยกเว้นในเซลล์สืบพันธุ์มีชุดเดียว  ขนาดของ     จีโนม 
(Genome) ประมาณ 50-250 ล้านเบส ผนังเซลล์ส่วนใหญ่เป็นเซลลูโลส (β-1,4-linked glucose) และ
พอลิเมอร์ของกลูโคสต่อกันแบบ β-1,3 และ β-1,6 ส่วนใหญ่ไม่มีรงควัตถุ สร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศเป็น
อับสปอร์ (sporangium) เดี่ยว มีหลายนิวเคลียส ซึ่งจะปล่อยซูโอสปอร์ (Zoospore) ที่เป็นสปอร์แบบไม่
อาศัยเพศมีหนวดสองเส้น เคลื่อนที่และแพร่กระจายแบบอาศัยน้ าเป็นตัวพา นอกจากนี้ยังสร้างสปอร์แบบ
อาศัยเพศชนิดโอโอสปอร์ และสามารถพักตัวอยู่ในดินในรูปคลาไมโดสปอร์ได้นานหลายปีด้วย (Judelson 
and Blanco, 2005) 

สปอร์ของรา  phytophthora spp. สามารถพักตัวอยู่ในดินในรูปคลาไมโดสปอร์ได้เป็นระยะ
เวลานาน เมื่อสภาวะแวดล้อมเหมาะสม สปอร์จะงอกเป็นเส้นใย และสร้างอับสปอร์ที่สามารถปล่อย       
ซูโอสปอร์ที่มีหนวดสองเส้น ซึ่งเคลื่อนที่ในน้ าเข้าไปในพืชอาศัยและท าลายพืชนั้นได้โดยตรง  การ
แพร่กระจายอาจเกิดโดยทางอ้อม เช่น เส้นใยรา หรืออับสปอร์ถูกลมหรือฝนพัดพาไปยังแหล่งเพาะปลูก
อ่ืน ติดไปกับดินปลูกหรือกิ่งพันธุ์ เป็นต้น รากลุ่มนี้เป็นสาเหตุของโรครากเน่า โคนเน่า ใบร่วง และรอย
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ไหม้ของพืชหลายชนิด เช่น ยางพารา อาโวกาโด มะม่วง วานิลลา มะเขือเทศ สับปะรด มะละกอ ส้ม 
ทุเรียน และกล้วยไม้ เป็นต้น (Ristaino and Gumpertz, 2000) 

 
3. โรคเน่ำด ำ (Black rot) ในกล้วยไม้จำกเชื้อรำ Phytophthora palmivora (Butl.) 

โรคเน่าด าในกล้วยไม้ที่เกิดจากเชื้อรา Phytophthora palmivora (Butl.) นี้มีรายงานการเกิด
โรคครั้งแรกเมื่อปี ค.ศ. 1924 ที่ประเทศศรีลังกาและฟิลิปปินส์ในกล้วยไม้สกุล Dendrobium sp. และ 
Phalaenopsis Aphrodite (Gadd, 1924) ต่อมามีรายงานเกิดโรคในกล้วยไม้สกุล  Angraecum, 
Aranda, Brassavora, Cattleya, Dendrobium, Epidendrum, Gongora, Grammatophyllum, 
Oncidium, Paphiopedilum, Phalaenopsis, Rhodriguezia, Spathoglottis, Vanda และ Vanilla 
ที่ประเทศชวา สิงคโปร์ และสหรัฐอเมริกา จากรายงานพบว่าในกล้วยไม้สกุล Cattleya และ Vanda นั้น
พบว่าเกิดโรคได้ง่ายและรุนแรง (Uchida and Aragaki, 1991) ส าหรับประเทศไทยมีรายงานพบโรคนี้
ระบาดในกล้วยไม้ในปี พ.ศ. 2517 โดยพบในกล้วยไม้ลูกผสมแวนดาเป็นส่วนใหญ่และยังพบในกล้วยไม้
ส กุ ล  Aranda Cristine, A. Wendy Scott, Asscocenda Meda Arnold, A. Samrit, Cattleya, 
Dendrobium Pompadour, Oncidium, Vanda Coerulea, V. Aurawan, V. Rothschildiana, V. 
Onomia, V. T.M.A. และ V. Tan chin Tuan (พิบูลย์, 2517) นอกจากในกล้วยไม้แล้วยังพบว่าเชื้อรา  
P. palmivora (Butl.) สามารถท าลายพืชได้มากกว่า 138 ชนิด เช่น พืชตระกูลหอม มะละกอ ส้ม ฝ้าย 
ทุเรียน ยางพารา อะโวกาโด้ โกโก้ ฯลฯ ความเสียหายจากการเข้าท าลายอาจมีความแตกต่างกันไปตาม
สภาพแวดล้อม และชนิดของพืช (รัชนี, 2552) 

ลักษณะอาการของโรคพบได้โดยทั่วไปในทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกส่วนของกล้วยไม้  เช่น 
ยอด ใบ ล าต้น ดอก และราก (ทัศนาพร, 2545) อาการและความรุนแรงของโรคจะแตกต่างกันตาม
บริเวณท่ีเชื้อเข้าท าลายและระดับความรุนแรงของการติดเชื้อ ตัวอย่างเช่น 

อาการที่บริเวณยอดเป็นบริเวณที่มักพบการติดเชื้ออยู่เสมอเนื่องจากลักษณะทางกายภาพที่มี 
ลักษณะอ่อนนิ่ม ลักษณะการติดเชื้อมักเริ่มจากพบได้เสมอโดยเริ่มจากโคนหรือปลายใบหรือยอดที่เกิด
ลักษณะการฉ ่าน ้าหรือเน่าด า (water-soaked) เกิดผิวเป็นมัน โดยบริเวณที่ถูกท าลายจะเกิดเนื้อเยื่ออ่อน
นุ่ม หากทิ้งไว้จะเปลี่ยนเป็นแผลแห้งด า และตายทั้งต้นในที่สุด บางครั้งอาจพบว่ามีอาการเหลืองเกิดร่วม
ในบริเวณยอดที่เน่าด าด้วยและถ้าเชื้อเข้าท าลายรุนแรงจะลามเข้าสู่ล าต้น  เมื่อจับยอดจะหลุดติดมือ
ออกมาโดยง่าย (Cahill et al., 2008) 

อาการที่บริเวณใบ ลักษณะของการติดเชื้อจะเริ่มจากใบเกิดมีจุดใส ฉ ่าน ้า (water-soaked) แล้ว
ค่อยๆเปลี่ยนเป็นจุดสีน ้าตาลอ่อนแล้วค่อยๆ เข้มขึ้นจนเป็นสีด าในที่สุด โดยอาจมีบริเวณสีเหลือง รอบ
แผลเน่าสีด าในสภาพความชื้นสูงเชื้อราจะมีการสร้างเส้นใยของ sporangium และ chlamydospore บน
แผลที่เน่าด านั้น (Cahill et al., 2008) 

อาการที่บริเวณต้น หรือ ล าลูกกล้วย พบว่าอาการที่เกิดกับต้นจะเกิดจากการแพร่ระบาดของเชื้อ
จากส่วนยอด และใบ ท า ให้เกิดอาการเน่าด า ซึ่งจะท าให้ใบเหลืองหลุดร่วงในระยะต่อมา เมื่อผ่าดูภายใน
ล าต้นจะเห็นเป็นแผลสีด าหรือน ้าตาลเข้มตามแนวยาวของล าลูกกล้วย  โดยเฉพาะกล้วยไม้ที่อยู่ในระยะ
กล้า ซึ่งถ้าเชื้อเข้าท าลายขณะที่ต้นยังเล็กจะเกิดจุดแผลสีด า จากนั้นก็เปลี่ยนเป็นแผลขนาดใหญ่สีน ้าตาล
และล าลูกกล้วยจะเริ่มแห้งตาย (Cahill et al., 2008) กรณีที่เชื้อเข้าท าลายทางโคนต้นใบจะเหลืองและ
ร่วงจากโคนต้นขึ้นไปหาส่วนยอดเรื่อยๆ เกษตรกรจะเรียกว่า “โรคแก้ผ้า” (นิยมรัฐ, 2541) 
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อาการที่ดอก กลีบดอกจะเป็นจุดฉ ่าน ้าและเปลี่ยนเป็นจุดสีน ้าตาลในกล้วยไม้สกุลหวายพบว่า
ปากดอกและก้านดอกจะเหี่ยวเป็นสีน ้าตาล อาการรุนแรงดอกจะหลุดร่วงจากช่อดอก ในดอกตูมขนาดเล็ก
จะเน่าและดอกหลุดจากก้านช่อ (Ersek and Ribeiro, 1996) 

อาการที่ก้านช่อดอก เมื่อเชื้อเข้าท าลายตรงก้านช่อดอก พบแผลเน่าด า และก้านช่อดอกจะหัก
พับในที่สุด (Ersek and Ribeiro, 1996) 

อาการที่ราก เมื่อเชื้อเข้าท าลายจะท าให้รากหยุดการเจริญ พบแผลสีด าเน่าแห้งแล้วค่อยๆ ยุบตัว
ลง ถ้าเป็นบริเวณกลางหรือโคนรากจะมีอาการเหี่ยวแฟบเนื้อเยื่อยุบตัวลงเปลี่ยนจากสีน ้าตาลเป็นด าและ
เชื้อจะลุกลามเข้าสู่ล าต้น (Ersek and Ribeiro, 1996) 
 
4. สำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารประกอบ amphipathic ที่ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่มีขั้ว 
(hydrophilic head group) และส่วนที่ไม่มีขั้ว (lipophilic tail) มีสมบัติของการเป็นสารลดแรง-   ตึงผิว 
(surface active agent) หรือสารที่ท าให้เกิดอิมัลชัน (emulsifying agent) สามารถพบได้ในธรรมชาติ
ทั้งจากแบคทีเรีย ยีสต์ และรา (Banat et al., 2010) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ประกอบด้วย 2 ส่วนที่ส าคัญ  คือ ส่วนที่ชอบน้ า และส่วนที่ไม่ชอบน้ า 
ซึ่งส่วนที่ชอบน้ าจะมีทั้งที่เป็นประจุ และไร้ประจุ และประกอบไปด้วยหมู่ของ โมโน (mono-),   ได (di-), 
หรือโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide), หมู่คาร์บอกซิลิก, กรดอะมิโน และเปปไทด์ ในขณะที่ส่วนที่ไม่
ชอบน้ าจะเป็นกรดไขมันทั้งชนิดอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว และกรดไขมันแอลกอฮอล์ (Lang, 2002) โดย
คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ ความสมดุลระหว่างส่วนที่มีข้ัวและส่วนที่ไม่มีขั้ว และจากสมบัติ
ของการเป็นสารลดแรงตึงผิว หรือสารที่ท าให้เกิดอิมัลชัน จึงสามารถช่วยให้จุลินทรีย์สามารถใช้
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเพ่ือการเจริญได้ง่ายขึ้น เนื่องจากจะไปช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนหรือเพ่ิมความสามารถในการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ 

4.1 การจัดกลุ่มสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจ าแนกได้เป็นกลุ่มต่างๆ โดยอาศัยความแตกต่างของโครงสร้าง

โมเลกุลโดยทั่วไปจะแบ่งตามองค์ประกอบทางเคมีโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีส่วนที่ ชอบน้ า
ประกอบด้วย กรดอะมิโน หรือ เปปไทด์, หมู่โมโน-, ได-, หรือโพลีแซคคาไรด์ในขณะที่ส่วนที่ไม่ชอบน้ า
ประกอบด้วยกรดไขมันชนิดอิ่มตัวและไม่อ่ิมตัว 

ไกลโคลิปิด (Glycolipid)  
เป็ นสารลดแรงตึ งผิ วที่ มี คาร์ โบ ไฮเดรตเชื่ อมต่ อกับ  long-chain aliphatic acids หรือ 

hydroxyaliphatic acids โดยการ เชื่ อมห มู่ อี เทอร์ และ เอส เท อร์  ไกล โคลิ ปิ ดที่ รู้ จั กกั น ดี  คื อ 
rhamnolipids, trehalolipids and sophorolipids  

ลิโปเปบไทด์และลิโปโปนตีน (Lipopeptides and lipoproteins)  
เป็นสารลดแรงตึงผิวที่ประกอบด้วยเปปไทด์หรือกรดอะมิโน ส่วนใหญ่พบในกลุ่มของ cyclic 

lipopetides ประกอบด้วย decapeptide antibiotics (Gramicidins) และ lipopetides  antibiotics 
(Polymyxins) สารในกลุ่มนี้จะมีไขมันจับอยู่กับสายโพลีเปปไทด์  

ฟอสโฟลิปิด (Phospholipids) 
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 ฟอสโฟลิปิดประกอบด้วยลิปิดและฟอสเฟตเชื่อมต่อด้วยพันธะเอสเทอร์ ซึ่งแบคที เรียและยีสต์
หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดกรดไขมันและฟอสโฟลิปิด เมื่อใช้  n-alkanes เช่น 
phosphatidylethanolamine จาก Acinetobacter sp. สายพันธุ์ HO1-N สามารถท าให้เกิดอิมัลชัน
ของ alkanes ในน้ า phosphatidylethanolamine ผลิตได้จาก Rhodococcus erythropolis ที่เจริญ
ในอาหารที่มี n-alkanes  สามารถลดแรงตึงระหว่างผิวน้ าและ n-hexadecane ให้มีค่าน้อยกว่า 1   มิลลิ
นิวตันต่อเมตร และ CMC เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร (Singer et al., 1985) 

โพลีเมอริก (Polymeric biosurfactants)   
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโพลีเมอริกที่มีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย คือ emulsan, liposan, 

alasan, lipomanan แ ล ะ  polysaccharide protein complex ช นิ ด อ่ื น ๆ  Acinetobacter 
calcoaceticus RAG-1 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวออกภายนอกเซลล์ เป็นสารประกอบของ 
polyanionic amphipathics heteropolysaccharide ซึ่งมีประสิทธิภาพในการเป็นอิมัลซิไฟเออร์ที่ดี 
Emulsan สามารถเกิดอิมัลซิไฟด์ได้อย่างมีประสิทธิภาพในกรณีกับไฮโดรคาร์บอนในน้ าเมื่อใช้ความ
เข้มข้นในช่วง 0.001 ถึง 0.01% Liposan เกิดภายนอกเซลล์ โดย Candida lipolytica ประกอบด้วย 
คาร์โบไฮเดรตและโปรตีนร้อยละ 83 และ 17 ตามล าดับ 

4.2 สมบัติและหน้าที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีแตกต่างกัน เช่น      ไกล
โคลิปิด ฟอสโฟลิปิด กรดไขมัน และ นิวทรัลลิปิด สารลดแรงตึงผิวชนิดโฟลีเมอร์ ลิโปโปรตีน และลิโปเปป
ไทด์ ท าให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละกลุ่มมีสมบัติและหน้าที่ที่หลากหลายแตกต่างกัน 

สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
การวัดค่าแรงตึงผิวเป็นวิธีการเบื้องต้น ส าหรับการวัดกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ต่อการผลิต       

สารลดแรงตึงผิว โดยที่น้ าหมักจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพนั้นจะมีค่าแรงตึงผิวน้อยลงเมื่อเข้าสู่ระยะ stationary phase อย่างไรก็ตามการเปรียบเทียบผล
ของกิจกรรมสารลดแรงตึงผิวค่อนข้างยาก ทั้งนี้เนื่องจากความแตกต่างของเชื้อจุลินทรีย์และสภาวะการ
เลี้ยงที่แตกต่างกัน ทั้งชนิดและความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ พีเอช การให้อากาศ เป็นต้น (Banat et 
al., 2010) 
 กิจกรรมการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นขึ้นอยู่กับองค์ประกอบของเกลือในส่วนของ 
aqueous phase ตัวอย่างเช่น สารไกลโคลิปิด จาก Torulopsis apicola ไม่สามารถลดค่าแรงตึงผิว
ระหว่างผิวได้เมื่อมีความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณสูงในขณะที่น้ าหมักจากการเลี้ยงเชื้อ 
Bacillus liceniformis JF-2 สามารถลดค่าแรงตึงระหว่างผิวได้ เมื่อมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ซึ่งให้ค่าท่ีดีกว่าการเติมเกลือแคลเซียม (Folmsbee et al., 2006) 

หน้าที่ทางกายภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่นั้นเป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งมีสมบัติที่

ส าคัญต่อการอยู่รอดของจุลินทรีย์ที่ผลิตทั้งการน าสารเข้าสู่เซลล์หรือการปฎิสัมพันธ์กันระหว่างจุลินทรีย์
และผู้ให้อาศัย (microbe-host interaction) หรือการเป็น biocide ซึ่งหน้าที่ดังกล่าวนั้นเกี่ยวข้องกับ
การเป็นสาร amphipathic ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การที่จุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิวออกมาจะท าให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีการสลาย
เพ่ิมขึ้น และมีการเกิดอิมัลชันเพ่ิมขึ้น เพ่ิมการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ท าให้ จุลินทรีย์
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สามารถเจริญเติบโตบนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ง่าย โดยการลดแรงตึงผิวรอบๆบริเวณเซลล์ 
กระบวนการน าสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเข้าสู่เซลล์นั้นโดยการท าให้สารประกอบเข้าสู่เซลล์และ
กระบวนการเกิดเมทาบอลิซึมได้ง่ายขึ้น 
 นอกจากนี้กระบวนการหรือหน้าที่ทางกายภาพอ่ืนๆ ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ การมีสมบัติ
ของการเป็นสาร antibiotic ต่อเชื้อจุลินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่ ยีสต์ แบคทีเรีย และเชื้อรา (Shekhar et al., 
2015) 

4.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
          จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการสารอาหารที่เหมาะสมแตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นพลังงานในกิจกรรม
ต่างๆและใช้ผลิตสารตั้งต้นในกระบวนการสลายพลังงานเพ่ือน าไปผลิตสารประกอบที่เซลล์ต้องการในการ
เจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
          สูตรอาหารส่วนใหญ่ประกอบด้วย แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุ นอกจากสูตร
อาหารที่เหมาะสมแล้วยังมีสภาวะอ่ืน ๆ อีกที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น  
พีเอช อุณหภูมิ การกวนและการให้อากาศ เป็นต้น 
 4.3.1 แหล่งคาร์บอน (carbon source) แหล่งคาร์บอนส าคัญมากในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ แหล่งคาร์บอนที่ใช้มีทั้งชนิดที่มีคุณสมบัติละลายน้ าและไม่ละลายน้ า ชนิดที่ละลายน้ า เช่น กลีเซ
อรอล กลูโคส แมนนิทอลและเอทานอล แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า เช่น n-alkanes และน้ ามันมะกอก 
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตจึงมีผลต่อคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นอย่างมาก (Abouseoud et al., 2008) 
  - แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า 
  Das และคณะ (2009) ศึกษาแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ได้แก่ กลีเซอรอล แป้ง กลูโคสและ
ซูโครส ที่มีผลในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จากทะเล คือ B. circulans พบว่า
การใช้ กลูโคสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้สูงสุดในปริมาณใกล้เคียง
กัน คือ 1.16 กรัมต่อลิตรและ 0.94 กรัมต่อลิตรตามล าดับ 
  Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ B. subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลซูโครส หรือแป้ง ความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนเติม  
ยูเรีย ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Hayder และคณะ (2014) ใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
โดยเชื้อ Streptomyces sp. SS20 ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า ได้แก่ ไซโลส แมนนิทอล กลูโคส มอล
โตส ซูโครส  กลีเซอรอลและแป้ง พบว่าเชื้อ Streptomyces sp. SS20 สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอน
ทุกชนิดและเจริญได้ดีที่สุด 19 กรัมต่อลิตรเมื่อใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอน โดย Streptomyces sp. SS20 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ในทุกแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการทดลองและให้กิจกรรมการลดแรง
ตึงผิวชีวภาพสุดที่สุดหลังจากการวัดที่เวลา 48 ชั่วโมงเม่ือใช้ซูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 
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Noparat และคณะ (2014) ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากเชื้อ Ochrobactrum anthropi 2/3 โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าได้ชนิดต่างๆ เช่น 
น้ าตาลทราย กลูโคส กลีเซอรอล กากน้ าตาล และกากดีแคนเตอร์ พบว่าการใช้กากดีแคนเตอร์ความ
เข้มข้นร้อยละ 25 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ O. athropi 2/3 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้
สูงสุด 4.25 กรัมต่อลิตร หลังจากเชื้อเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการ
เขย่า 150 รอบต่อนาท ี

- แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า  
  Fagade และคณะ (2009) ศึกษาการใช้น้ ามันดิบ น้ ามันปาล์ม น้ ามันดีเซลและน้ าตาล
กลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus สปีชีส์
ต่างๆ ได้แก่ B. sphaericus BS 01, B. subtilis BS 03, B. sphaericus BS 04, B. subtilis BS 58, B. 
pumilus BS 66, B. licheniformis BS 69, B. subtilis BS 73 และ B. licheniformis BS 102 ที่แยก
จากดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน โดยใช้อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่มี NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจน 
เขย่ าด้ วยความ เร็ ว  180 รอบต่ อนาที  พบว่ า เชื้ อ  B. sphaericus BS 01, B. subtilis BS 03, B. 
sphaericus BS 04, B. pumilus BS 66, B. licheniformis BS 69, B. subtilis BS 73 แ ล ะ   B. 
licheniformis BS 102 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุดเมื่อใช้น้ ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยมีค่า E24 อยู่ที่ร้อยละ 30-55 และเชื้อ B. subtilis BS 58 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุด
เมื่อใช้น้ ามันดิบหรือน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีค่า E24 เท่ากับร้อยละ 50 

Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลซูโครส หรือแป้ง 
ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
เติม ยูเรีย ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Saimmai และคณ ะ (2013) ศึกษาการผลิ ตสารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพจาก เชื้ อ 
Acinetobacter calcoaceticus CT 03 โดยเลี้ ยงเชื้อในอาหาร mineral salt medium ที่มีแหล่ ง
คาร์บอนที่ไม่ละลายน้ าได้แก่ น้ ามันปาล์มใช้แล้ว น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้ว และน้ ามันถั่วเหลือง 
ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากท่ีสุด 0.4 กรัมต่อลิตร 
เมื่อใช้น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน  

Silva แ ล ะค ณ ะ  (2014) ศึ ก ษ าก ารผ ลิ ต ส ารล ด แ ร งตึ งผิ ว ชี ว ภ าพ จ าก เชื้ อ 
Pseudomonas 5 สปีชีส์ ได้แก่ P. cepacia, P. acidovorans, P. picketti และ P. fluorescens เลี้ยง
เชื้อในอาหาร mineral medium โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ เป็นน้ ามันพืช ใช้แล้วและของเหลือจาก
อุตสาหกรรมเกษตร ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าเชื้อ P. cepacia CCT6659 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้มากท่ีสุด เมื่อใช้น้ ามันถั่วเหลืองใช้แล้วความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร ร่วมกับ corn steep 
liquor ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอนร่วม โดยสามารถลดแรงตึงผิวจากอาหาร
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เลี้ยงเชื้อจาก 58 เป็น 27.57 มิลลินิวตันต่อเมตร และสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 5.2 กรัมต่อ
ลิตร หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 144 ชั่วโมง  

ปัจจุบันมีการตระหนักถึงปัญหาสิ่งแวดล้อมจากการใช้สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทาง
เคมีเพราะสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีสามารถท าลายสิ่งแวดล้อมได้ ถ้าใช้ในปริมาณที่ไม่ถูกต้อง
และมีการน าสารลดแรงตึงผิวผิดประเภทมาใช้ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากแบคทีเรียเป็นสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ไม่ก่อให้เกิดผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมส่งผลให้ความต้องการใช้เพ่ิมมากขึ้นและอาจสามารถเข้ามา
แทนที่สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีได้ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ ด้วยเหตุนี้ผลของแหล่ง
คาร์บอนจึงเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรีย ซึ่งการคัดเลือกแหล่ง
คาร์บอนที่แบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารได้ดีจะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูง รวมถึงท าการ
คัดเลือกแหล่งคาร์บอนที่เป็นวัสดุเศษเหลือจะท าให้ต้นทุนในการผลิตต่ าลง ซึ่งอาจจะช่วยให้สามารถ
แข่งขันกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีได้ 
 4.3.2 แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) แหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความส าคัญ
มากต่อเมตาบอลิซึมของเซลล์ รวมทั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเช่นเดียวกับแหล่งคาร์บอน 
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ 
  - แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ (organic nitrogen)  
  Gnanamani และคณะ (2010) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ 
beef extract, ยีสต์สกัดและเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium ใช้น้ าตาลซูโครสร้อยละ 1 โดย
น้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากน้ าทะเล 
ตะกอนป่าชายเลน หอยและทรายบริเวณชายหาดในประเทศอินเดีย พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพได้สูงที่สุดเมื่อใช้ยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไอโซเลต ESW Na12s สามารถลดแรงตึงผิว
ได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ ากลั่นจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือ 25  มิลลินิวตันต่อเมตร 
  Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ ยูเรีย, เคซีนที่ถูกย่อยด้วย
เอนไซม์จากตับอ่อน , beef extract, ยีสต์สกัด หรือเคซีนไฮโดรไลเซท ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดย
น้ าหนัก ที่มีกลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที พบว่าการเติมยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อ B. subtilis 
SPB1 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
ของยูเรียเป็นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนัก สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้นเป็น 750 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร 

Chooklin และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ เนื้อวัวสกัด 
ยีสต์สกัด ยูเรีย ผงชูรส และเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium ใช้ผงแป้งจากเมล็ดขนุนร้อยละ 2 
โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Deinococcus caeni PO5 
พบว่าเชื้อ D. caeni PO5สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงที่สุดเมื่อใช้ผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจน 
โดยสามารถตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือ 43มิลลินิวตันต่อเมตร หลังจาก
การเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
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  - แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ (inorganic nitrogen) 
            Younis และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อ Bacillus subtilis KO 
เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่มีกากน้ าตาล ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน และเติม
แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ (NH4)3PO4, C2H8N2O4, CH3COONH4, NaNO3, NH4Cl หรือ 
(NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนัก พบว่าเชื้อ B. subtilis KO ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มากที่สุดเท่ากับ 7.41 กรัมต่อลิตรเมื่อเติม (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน 
  Aparna และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus 
clausii 5B ที่แยกได้จากดินปนเปื้อนน้ ามันปิโตรเลียม เลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal medium ที่มีน้ าตาล
กลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเติมแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน คือ 
ยีสต์สกัด, เปปโตน, NH4Cl, ยูเรียหรือ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน 
พบว่าเชื้อ B. clausii 5B สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากที่สุดเท่ากับ 2.41 กรัมต่อลิตร เมื่อเติม 
NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจนและสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 53.56 มิลลินิวตันต่อเมตร  
ลงมาอยู่ที่ 29.48 มิลลินิวตันต่อเมตร  

Saimmai และคณะ (2013) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน คือ NH4NO3, 
(NH4)2SO4, NaNO3 และ (NH4)Cl ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยน้ าตาล
กลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้ อ 
Acinetobacter calcoaceticus CT 03 ปรับพีเอชเท่ากับ 7 เลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการเติม NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน
สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได้ดีที่สุดจาก 71.08  มิลลินิวตันต่อเมตร ลงมาอยู่ที่ 44.64 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร และสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้ 1.91 กรัมต่อลิตร 

4.3.3 แร่ธาตุ (mineral source) ปกติจะมีการเติมแร่ธาตุลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือใช้ในการสร้าง
หรือเป็นองค์ประกอบของสารที่จ าเป็นในการด ารงชีวิต แร่ธาตุส าคัญ เช่น ซัลเฟตและฟอสเฟต จุลินทรีย์
ใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน แร่ธาตุนอกจากจะเป็นปัจจัยที่จุลินทรีย์ต้องการใช้เพ่ือการเจริญเติบโต
แล้วยังมีผลในการยับยั้งหรือกระตุ้นการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
  Wei และคณะ (2007) ศึกษาผลของการใช้แร่ธาตุ 5 ชนิดเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ได้แก่  K+, Fe2+, Mg2+, Mn2+ และ  Ca2+ ต่ อการผลิต  surfactin จากเชื้ อ  Bacillus subtilis ATCC 
21332 โดยใช้กลูโคสและ NH4NO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตามล าดับ อาหารเลี้ยงเชื้อ   พีเอช 
7 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ชุดควบคุมเป็นอาหารที่มีแร่ธาตุ
ทั้ง 5 ชนิด ท าการทดสอบผลของแร่ธาตุแต่ละตัวต่อการผลิต surfactin โดยไม่เติมแร่ธาตุที่ต้องการ
ทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เติม K+ เชื้อมีการเจริญและการผลิต surfactin จะ
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เติม Mg2+ เชื้อจะไม่ผลิต surfactin เลย แสดงว่า Mg2+ 
และ K+ ส่งผลต่อการผลิตอย่างมีนัยส าคัญ จากนั้นศึกษาปริมาณและอัตราส่วนระหว่างแร่ธาตุทั้งสองต่อ
การผลิต surfactin พบว่าเมื่อใช้ปริมาณและอัตราส่วนของ Mg2+ ต่อ K+ 3:1 เชื้อ B. subtilis ATCC 
21332 สามารถผลิต surfactin เพ่ิมเป็นสองเท่า แสดงว่าปริมาณ Mg2+ ที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อควรเป็น 
3 เท่าของปริมาณ K+ ขณะเดียวกันเมื่อดูผลของอัตราส่วนที่เท่ากันของ Mg2+ และ K+ เช่นที่อัตราส่วน 
1:1, 2:2, 3:3 จะให้ผลผลิตต่างกันแสดงว่าปริมาณเป็นตัวแปรส าคัญในการผลิต surfactin โดยเชื้อ B. 
subtilis ATCC 21332 เช่นกัน  
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 4.3.4 พีเอช (pH) พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์มาก 
เนื่องจากการเจริญของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ถูกควบคุมโดยกระบวนการเมตาบอลิซึมและการ
ท างานของเอนไซม์ที่มีผลกระทบจากค่าพีเอช โดยทั่วไปค่าพี เอชที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์แต่ละชนิดแตกต่างกันไป ราและยีสต์จะเจริญได้ดีในช่วงพีเอชค่อนข้างต่ า แต่แบคทีเรียจะเจริญ
ได้ดีในช่วงพีเอชที่มีค่าเป็นกลาง องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในระหว่างการเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากจุลินทรีย์จะมีการย่อยสลายสารอาหารที่เป็นแหล่ง
พลังงาน ถ้าในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่เป็นโปรตีนและไนโตรเจน เมื่อถูกย่อยสลายจะปลดปล่อย
สารที่เป็นแอมโมเนีย หรืออัลคาไลน์อ่ืนๆ ออกมาท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าสูงขึ้น (Park and 
Lee, 1998; Nagal and Jain, 2010) แต่ถ้าในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่เป็นคาร์โบไฮเดรต เมื่อถูก
ย่อยสลายจะเกิดกรดอินทรีย์ขึ้นท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง (Zhao et al., 2009) พีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปจะส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย์  
  Najafia และคณะ (2010) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus mycoide ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น  ร้อยละ 1 
โดยน้ าหนักและ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดับ ปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เท่ากับ 7 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที พบว่าเชื้อเจริญได้ที่พีเอช
ในช่วง 5-9 และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่พีเอช 7.37 สามารถลดแรงตึงผิวได้ต่ าที่สุดที่ 34 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร 

El-sersy (2012) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากเชื้อ Bacillus subtilis N10 เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีน้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ าหนัก
เป็นแหล่งคาร์บอน และ (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.7 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วย
ความเร็ว 240 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่พีเอช 
5-9 ตามล าดับ พบว่าเชื้อ B. subtilis N10 เจริญเติบโตและผลิตสาร   ลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อ
ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 7 โดยให้ค่า EA สูงที่สุด เท่ากับร้อยละ 86 แต่เมื่อพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อต่ ากว่า 6 พบว่ากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวจะลดลงอย่างรวดเร็ว 
  4.3.5 อุณหภูมิ (temperature) จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการอุณหภูมิในการเจริญแตกต่างกัน  
ถ้าจุลินทรีย์เจริญในอุณหภูมิที่เหมาะสมจะเจริญได้เร็วและอุณหภูมิมี ผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียโดยขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อด้วย เชื้อ Bacillus subtilis N10 จะผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยให้ค่า EA มากกว่าร้อยละ 80 
(El-sersy, 2012) เป็นต้น  

Abushady และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต surfactin จาก 
Bacillus subtilis BBk 1 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักเป็น
แหล่งคาร์บอน และ (NH4)NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซียสตามล าดับ เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
พบว่าเชื้อผลิต surfactin สูงสุดเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูง
กว่า 30  องศาเซลเซียส ผลผลิต surfactin ลดลงอย่างรวดเร็วจนถึง 55 องศาเซลเซียสเชื้อจะไม่มีการ
ผลิต surfactin 
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  Gogotov และ Miroshnikov (2009) ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 20, 30 และ 40 องศา
เซลเซียส ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus licheniformis VKM B-511 ที่เลี้ยงใน
อาหาร mineral medium ใช้ kerosene ร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักและ NaNO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนตามล าดับ พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เท่ากับ 0.8 กรัมต่อลิตรและให้ค่าความสามารถในการคงตัวของอิมัลชันเท่ากับร้อยละ 41  
 4.3.6 การกวนและการให้อากาศ (agitation and aeration) การกวนและการให้อากาศเป็นการ
เพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม นอกจากนี้ยังเป็นการช่วย
ให้จุลินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอยสามารถดูดซึมปริมาณออกซิเจนเพ่ือน าไปใช้ประโยชน์ได้มากข้ึน (Desai 
and Banat, 1997) ส่วนการกวนมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้จุลินทรีย์และสารอาหารกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอ 
ช่วยลดขนาดของฟองอากาศให้เล็กลงท าให้มีผิวสัมผัสระหว่างอากาศกับจุลินทรีย์มากข้ึน 
  Yeh และคณะ (2006) ศึกษาผลของการกวนและการให้อากาศต่อการผลิต surfactin 
จากเชื้อ Bacillus subtilis ATCC 21332 โดยใช้กลูโคสและ NH4NO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน
ตามล าดับ พบว่าการกวนที่ความเร็ว 300 รอบต่อนาทีและให้อากาศที่ระดับ 1.5 vvm อัตราการผลิต 
surfactin สูงสุดที่ระดับ 190 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
  Fonseca และคณะ (2007) ศึกษาผลของการกวนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดลิโปเปปไทด์จากเชื้อ Bacillus subtilis ในอาหาร minimal medium ที่มีน้ าตาลทราย ความเข้มข้น
ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักและ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนตามล าดับ ปรับพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7 เขย่าด้วยความเร็วรอบต่างกันคือ 50, 150 และ 250 
รอบต่อนาทีตามล าดับ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการเขย่าด้วยความเร็วรอบ 50 และ 150 รอบต่อนาที 
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกล้เคียงกัน โดยสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 66 
มิลลินิวตันต่อเมตร ลงมาอยู่ที่ 39-40 มิลลินิวตันต่อเมตร แต่เมื่อความเร็วรอบเพ่ิมขึ้นเป็น 250 รอบต่อ
นาที สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได้มากขึ้นจาก 66 มิลลิ-นิวตันต่อเมตร ลงมาอยู่ที่ 35 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร 
 
5. กำรเก็บเกี่ยวสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ สามารถผลิตได้จาก 2 กระบวนการผลิต คือ กระบวนการหมักโดยอาศัย
กิจกรรมของจุลินทรีย์ และกระบวนการเปลี่ยนรูปแบบทางชีวภาพ (biotransformation) สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ได้จากระบวนการหมัก โดยทั่วไปมักจะมีความเข้มข้นต่ า ดังนั้นกระบวนการเก็บเกี่ยวสารลด
แรงตึงผิว (drownstream process) จะเป็นขั้นตอนที่มีค่าใช้จ่ายมากที่สุดของกระบวนการผลิตบางครั้ง
อาจสูงถึงประมาณร้อยละ 60 ของต้นทุนการผลิตทั้งหมด 

 การเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์จากน้ าหมักจะให้ผลผลิตค่อนข้างต่ า ตัวอย่างเช่น การสกัดสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากเชื้อ Corynebacter lepus ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์จะให้ผลผลิตร้อยละ 20-25 ปัจจัยที่
ส าคัญในการสูญเสียผลิตภัณฑ์ขึ้นอยู่กับขั้นตอนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ที่เหมาะสม ถ้าเก็บเกี่ยวได้ผลผลิต
ร้อยละ 30-50 จะสามารถลดค่าใช้จ่ายสองหรือสามเท่าของต้นทุนทั้งหมด (Kosaric, 2001) ดังนั้นการ
เก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ าหมักหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ จึงจ าเป็นต้องพิจารณาถึงราคา  ความ
คุ้มค่า และความเหมาะสมกับลักษณะงานที่ต้องน าไปใช้ต่อไป เนื่องจากจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ออกมาในความเข้มข้นที่ไม่สูงมากนัก  
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ปัจจัยที่มีผลต่อการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีหลายปัจจัยซึ่งจะมีผลต่อต้นทุนการเก็บ
เกี่ยวผลิตภัณฑ์ เช่น ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์จากการหมัก ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อหรือน้ าหมัก 
(pH, viscosity และ complexity) ลักษณะของผลิตภัณฑ์ (น้ าหนักโมเลกุล ความสามารถในการละลาย 
ประจุ สารที่อยู่ภายในเซลล์ หรือ หลั่งออกมานอกเซลล์) ผลผลิตที่ได้จากการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ ความ
บริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ และความง่ายในการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ ต้นทุนในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิว
สามารถลดลงโดยเพ่ิมผลผลิตของผลิตภัณฑ์ 

วิธีส่วนใหญ่ที่ใช้ในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกรณีที่เป็นการเก็บเกี่ยวแบบกะ 
(batch recovery) เช่น ตกตะกอนด้วยกรด  (acid precipitation) สกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
(solvent extraction) การตกผลึก (crystallization) ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium 
sulfate precipitation) วิธีการเก็บเกี่ยวเหล่านี้สามารถน าคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใช้
ประโยชน์ เช่น surface activity หรือ ความสามารถในการเกิดไมเซลล์ หรือ vesicles   

โดยปกติการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ ตัวท าละลาย
ที่ ใช้ประกอบด้วย chloroform-methanol และ dichloromethane-methanol, butanol, ethyl 
acetate, pentane และ hexane    

Trehalose lipid ผ ลิ ต ได้ ห ล า ย ช นิ ด จ า ก  Mycobacterium spp. แ ล ะ  Arthrobacter 
paraffineus trehalose corynomycolates แ ล ะ  tetraesters ผ ลิ ต จ า ก  Rhodococcus 
erythropolis, mono-, di-แ ล ะ  p e n ta -sa cch a r id e  l ip id s  ข อ ง  A . p a ra ffi n e u s  แ ล ะ 
N.corynebacterioids , cellobiose lipids ผลิตจาก Ustilago spp., sophorolipid จาก ยีสต์หลาย
ชนิด, liposan จาก Candida lipolytica และ rhamnolipids ของ Pseudomonas spp. ซึ่งเป็น
ตัวอย่างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เก็บเกี่ยวโดยวิธีการสกัดด้วยตัวท าละลาย (Kosaric, 2001) 
 ส าหรับการสกัดไกลโคลิปิดที่ผลิตจาก Torulopsis bombicola (Cooper and Paddock, 
(1984) Torulopsis petrophilum (Cooper et al., 1983) และ Torulopsis apicola (Hommel et 
al., 1987) เป็นการสกัดด้วย ethyl acetate โดยการแช่เย็น หลังจากการดูดซับบนถ่าน สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจาก Pseudomonas aeruginosa จะมีการเก็บเกี่ยวในลักษณะที่คล้ายกัน ยกเว้น การสกัดจะใช้ 
acetone ไกลโคลิปิดที่ ผลิตโดย  Ustilago maydis (Hewald  et al., 2005) และ mannosylery-
thritol lipid ผลิตจาก Candida spp. (Bhardwaj et al., 2013) เป็นตะกอนที่มีน้ ามันมาก เมื่อปั่น
เหวี่ยงแล้วจึงต้องสกัดในอีเทอร์ เอทานอล หรือเมทานอลต่อไป 
 ไกลโคลิปิดที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa และ Ustilago zeae จะมีการเก็บเกี่ยว
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีการตกตะกอนด้วยกรด (acid precipitation) ที่อุณหภูมิต่ าไกลโค-   ลิปิด
จากจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ และแรมโนลิปิดจาก P. aeruginosa และ Candida lipolytica จะมีการเก็บ
เกี่ยวด้วยวิธี acidification โดยการสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม-เมทานอล เมื่อไม่นานมานี้มีการสกัด cell-
bound ของ bioemulsifier จาก Saccharomyces cerevisiae ที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใน 
buffer ที่ประกอบด้วย potassium metabisulfite โดยการตกตะกอนโดยใช้ เอทานอล-อะซิติก ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บ่มข้ามคืน (Desai and Banat, 1997) 
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6. คุณสมบัติและกำรประยุกต์ใช้งำนสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 
 เนื่องจากจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ท าให้โครงสร้างทางเคมี 
คุณสมบัติและหน้าที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิดแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดและโครงสร้างของ
สารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นมา 
 6.1 เพ่ิมพ้ืนที่ผิวสารตั้งต้นที่ ไม่ละลายน้ าหรือละลายน้ าต่ าแบคทีเรียที่เจริญในบริเวณที่มี
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีการเจริญแบบจ ากัดเนื่องจากแรงตึงระหว่างผิวของน้ าและน้ ามัน (Banat et 
al., 2010) ซึ่งในระบบเปิด เช่น แหล่งน้ าที่มีการปนเปื้อนคราบน้ ามัน มีจ านวนของจุลินทรีย์ไม่เพียงพอต่อ
การอิมัลซิไฟด์น้ ามันให้มีประสิทธิภาพ นอกจากนี้น้ ามันที่ถูกอิมัลซิไฟด์ที่กระจายอยู่ในน้ าก็ไม่เพียงต่อการ
น าไปใช้ส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตอิมัลซิไฟด์เออร์ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวซึ่งมีสมบัติเป็นสารที่ท า
ให้เกิดอิมัลชันจึงมีความจ าเป็นในการย่อยสลายคราบน้ ามันที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ าเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของ
น้ ามันโดยการท าให้เกิดอิมัลชัน ท าให้เซลล์สัมผัสกับน้ ามันแล้วน าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่ง
คาร์บอนได้ดียิง่ขึ้น (Ron and Rosenberg, 2001) 
 6.2 เพ่ิม bioavailability ของสารตั้ งต้นที่ ไม่ละลายน้ า เหตุผลหลักที่ท าให้สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนย่อยสลายได้ยาก คือ มีความสามารถในการละลายน้ าต่ า และถูกดูดซับอยู่ในพ้ืนผิว เช่น 
ถูกดูดซับในดิน จึงท าให้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนน าสาร
ดังกล่าวไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนได้ยาก (Ron and Rosenberg, 2001) ซึ่งสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพสามารถเพ่ิมการเจริญของเชื้อในสารตั้งต้นที่ถูกดูดซับโดยการชะสารออกจากพ้ืนผิวหรือเพ่ิม
ความสามารถการละลายน้ าของสารดังกล่าว (Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 6.3 ก าจัดโลหะหนัก สาร rhamnolipid มีความสามารถในการก าจัดแคดเมียม, ตะกั่ว และ
สังกะสีจากดิน (Wang and Mulligan, 2009) ซึ่งกลไกในการในการก าจัดโลหะหนักของ rhamnolipid 
คือ การเกิดสารประกอบเชิ งซ้อนของ rhamnolipid และแคดเมียม และการท าปฏิกิริยาของ 
rhamnolipid ต่อผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ ท าให้จุลินทรีย์น าโลหะหนักเข้าสู่เซลล์ นอกจากนี้โพลีแซคคา
ไรด์ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดโพลีเมอริกสามารถจับกับโลหะหนักและท าให้เกิดการตกตะกอนของโลหะ
หนัก เช่น การจับกับยูเรเนียมของ emulsan จาก Acinetobacter calcoaceticus (Uzoigwe et al., 
2015) 
 6.4 บทบาทของอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีต่อฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
น้ าหนักโมเลกุลสูงหรืออิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งสามารถถ่ายทอดสู่จุลินทรีย์
ชนิดอ่ืนได้ พบว่า alasan จาก Acinetobacter radioresistens KA53 สามารถจับกับพ้ืนผิวเซลล์ของ
เชื้อ Sphingomonas paucimobilis EPA505 และ A. calcoaceticus RAG-1 และเปลี่ยนแปลงพ้ืนผิว
เซลล์ของเชื้อดังกล่าว ซึ่งการถ่ายทอดดังกล่าวเกิดขึ้นหลังจากบ่มเซลล์ผู้รับกับอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ 
นอกจากนี้ เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. radioresistens KA53 ร่วมกับ A. calcoaceticus RAG-1 พบว่า  alasan 
หลั่งออกมาจาก A. radioresistens KA53 แล้วจับกับเซลล์ผู้รับ คือเชื้อ A. calcoaceticus RAG-1 
(Osterreicher-Ravid et al., 2000) การถ่ายทอดอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพของแบคทีเรียจากสายพันธุ์หนึ่ง
ไปยังอีกสายพันธุ์หนึ่งแสดงให้เห็นถึงการอยู่รวมกันของจุลินทรีย์ การร่วมกลุ่ม และการเกิดฟิล์มชีวภาพ 
(Ron and Rosenberg, 2001) 

6.5 การยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มลิโปเปปไทด์ส่วนใหญ่มี
สมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ เช่น ไลโปเปปไทด์ที่ต่อกันเป็นวงแหวน ได้แก่ polymyxins ที่
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ผ ลิ ต จ าก  Bacillus polymyxa (Balaji et al., 2011), gramicidins ที่ ผ ลิ ต จ าก  Bacillus brevis 
(Abraham et al., 2014), circulocins ที่ผลิตจาก Bacillus circulan J2154 ซึ่งมีความสามารถในการ
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้ดี รวมถึงแบคทีเรียที่ทนต่อสารยาปฏิชีวนะ (He et al., 2001) และ iturin A 
ที่ผลิตจาก Bacillus amyloliquefaciens ที่มีความสามารถในการเป็นสารควบคุมจุลินทรีย์ทางชีวภาพ 
ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Rhizoctonia solani และเชื้อราก่อโรคในพืชได้ (Yu et al., 2002) 

Folman และคณะ (2003) ศึกษาการผลิตสารต้านเชื้อราในแตงกวาจากเชื้อ Lysobacter 
enzymogenes 3.1T8 พบว่าสารดังกล่าวคือสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum ซึ่งท าให้เกิดโรคยอดและรากเน่าในแตงกวา จากการ
ทดลองพบว่าสาละลายส่วนใสจากเชื้อ L. enzymogenes 3.1T8 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. 
aphanidermatum ได้อย่างสมบูรณ์เม่ือทดสอบบนอาหาร R2A หลังจากบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-
48 ชั่วโมง   

Joshi และคณะ (2008) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus subtilis 20B 
ซึ่งแยกจากอาหารหมักในประเทศอินเดีย พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อดังกล่าวมีความสามารถ  
ในการยับยั้ งการเจริญ ของเชื้ อ รา 4 ชนิ ด  ได้ แก่  Fusarium oxysporium, Alternaria burnsii, 
Crysosporium indicum และ Rhizoctonia bataticola หลังจากการเลี้ยงเชื้อ ร่วมกันในบนอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) เป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากการศึกษา โครงสร้าง
ทางเคมี เบื้ อ งต้ นของสารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพที่ ผ ลิ ต ได้ โดยวิธี  Fourier Transform Infrared 
Spectrometer (FT-IR) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้เป็นชนิด ลิโปเปปไทด์  
 Mukherjee และคณะ (2009) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยใช้ crude biosurfactant และ purified biosurfactant ที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus circulans 
โดย ใช้ วิ ธี  agar well diffusion พบว่ า  crude และ purified biosurfactant ที่ ค วาม เข้ มข้น  50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวก (Micrococcus flavus, 
Bacillus pumilis, Mycobacterium smegmatis) แ ล ะ แ ก ร ม ล บ  (Escherichia coli, Serratia 
marcescens, Proteus vulgaris, Klebsiella aerogenes, Pseudomonas sp.) ร ว ม ทั้ ง เ ชื้ อ ร า 
(Aspergillus niger,  A. flavus)  และยีสต์บางสายพันธุ์  (Candida albicans) ด้ วย แต่  purified 
biosurfactant สามารถยับยั้งได้ดีกว่า  
 Kim และคณะ (2010) ศึกษาผลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus subtilis 
CMB32 ซึ่งแยกได้จากดิน พบว่าสารลดแรงตึงผิวดังกล่าวมีฤทธิ์ในการยั้บยังเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดโรคแอนแทรคโนส (anthracnose disease) ในพริก   บลู
เบอรี่ มะม่วง และธัญพืชบางชนิด จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีโดยวิธี Matrix-assisted laser 
desorption/ionization (MALDI-TOF) พบว่า สามารถแยกสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราได้ 3 ชนิด 
ได้แก่ iturin A, fengycin และ surfactin 
 

 

 



16 
 
 

วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
- คัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ Phytophthora palmivora  
- ศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาพการเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการเจริญ และการ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
- ศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

เก็บเก่ียวได้ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. palmivora  
- ศึกษาวิธีการท าบริสุทธิ์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพรวมทั้งศึกษาองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมี

ของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว 
- ศึกษาการยับยั้งเชื้อ P. palmivora ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ในระดับเรือนอนุบาล 

ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
คัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ P. palmivora ศึกษาสภาวะและองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญ
และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ ศึกษาวิธีการในการสกัดและสภาวะที่
เหมาะสมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้ทั้งในระดับเรือน
อนุบาล รวมทั้งวิธีในการท าบริสุทธิ์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและโครงสร้างทางเคมีของสารที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์ 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
ได้เชื้อแบคทีเรียและทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. palmivora ทราบองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่แยกได้ รวมทั้งทราบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แยก
ได้ในระดับเรือนอนุบาล 
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บทท่ี 2 

วัสดุ อุปกรณ์ วิธีกำรวเิครำะห์และวิธีกำรทดลอง 
 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างตะกอนดิน 

สุ่มเก็บตัวอย่างดิน น้ าและของเสีย บริเวณที่มีการปนเปื้อนน้ ามันจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มใน
จังหวัดกระบี่ จังหวัดสุราษฎร์ธานี จังหวัดสตูลและจังหวัดตรัง โดยกระจายให้ครอบคลุมทั่วทั้งบริเวณๆ 
ละ 5 - 10 จุด เก็บที่ความลึก 0 - 5 ซม. จากผิวดิน ก่อนเก็บตัวอย่างดินต้องกวาดเศษพืชหรือวัสดุที่อยู่
ผิวหน้าดินออกเสียก่อน น าดินทุกจุดใส่รวมกันในถุงพลาสติกหรือภาชนะที่เตรียมไว้  เก็บตัวอย่ างไว้ที่
อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  และน าตัวอย่างดินมาท าการแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพในห้องปฏิบัติการ 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

- Nutrient agar (NA) และ Nutrient broth (NB) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): เนื้อวัวสกัด3; 
เปปโตน 5; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ ากลั่น (ส าหรับ Nutrient agar เติม agar 15 กรัม)      

- Mineral salt medium (MSM) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): K2HPO4 0.8; KH2PO4 0.2; 
CaCl2 0.05; MgCl2 0.5; FeCl2 0.01; (NH4)2SO4 1.0; NaCl 5.0; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ ากลั่น 
และปรบั pH เท่ากับ 7.0 (Noparat et al., 2014) 
3. น้ าเสียโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม 

เก็บน้ าเสียจากบ่อรวม ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัททักษิณปาล์ม (2521) จ ากัด จังหวัด          
สุราษฎร์ธานี บรรจุในแกลลอนขนาด 10 ลิตรและเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส ก่อนใช้น าไปกรองแยก
ของแข็งที่แขวนลอยในน้ า วัดค่าบีโอดีและพีเอช ตามล าดับ จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาตั้งไว้ให้เย็น ปรับพีเอชเท่ากับ 7 ด้วย 1 M HCl หรือ 1 M 
NaOH 
 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. การวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย   

วัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
(OD600) ด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยมีชุดควบคุม คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ทดสอบ (Joshi et 
al., 2008) 
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2. การวัดค่าพีเอช 

น าตัวอย่างน้ าหมักมาปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิ                                 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วนใสที่ได้มาปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตรวจวัดค่า   พีเอช
ของสารละลายส่วนใสโดยใช้เครื่องวัดพีเอช 
3. การวัดค่าแรงตึงผิวโดยเครื่อง Ring tensiometer   

น าตัวอย่างน้ าหมักมาปั่ น เหวี่ยงเซลล์ที่ ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิ                             
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วนใสปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในกระจกนาฬิกา วาง
บนแท่นวาง จุ่มลวดทองค าขาวลงไปในสารละลายแล้วค่อยๆ ดึงลวดขึ้น จนถึงรอยต่อระหว่า งของเหลว
และอากาศ (liquid-air layer interface) ค่าแรงตึงผิวที่ท าให้ขดลวดแยกออกจากของเหลวเป็นค่าแรงตึง
ผิวของของเหลวที่วัดได้มีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (Bodour and Maier, 1998) 
4. การทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชันด้วยวิธี Emulsification activity 

เติมน้ ามันที่ต้องการทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ที่อยู่ใน
หลอดทดลอง ผสมให้ เข้ากันด้วย vortex mixer นาน 2 นาที แล้วทิ้ งไว้ 10 นาที  ค านวณหาค่า 
emulsification activity (EA) (Cooper and Goldenberg, 1987) 

 
EA     =            ความสูงของ emulsion ที่เกิดขึ้น × 100 
                            ความสูงทั้งหมดของสารละลาย 
 

5. การวิเคราะห์องค์ประกอบของน้ าเสีย ได้แก่ 
- การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยใช้วิธี Lowry method (Lowry et al., 1951)  

 - การวิเคราะห์ค่าบีโอดี (Biochemical oxygen demand, BOD), น้ ามันและกรีส ในน้ าเสียบ่อ
รวมโดยวิธีมาตรฐาน (APHA, AWWA and WPCF, 1999)  

- การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ตามวิธีของ A.O.A.C. (2000) 
 
วิธีกำรทดลอง 
1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  ตัวอย่างดิน 

ใส่ตัวอย่างดิน 1 กรัม ลงใน NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 โดยน้ าหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขย่าเป็นเวลา 10 วินาที ปิเปตสารละลายส่วนใส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา  spread plate บนอาหาร 
NA ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 
4-5 วัน สุ่มเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญได้บนอาหารดังกล่าวมา streak บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามัน
ปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ให้ได้เชื้อแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวๆ น าเชื้อแบคทีเรียที่เลือกได้เลี้ยงในอาหาร 
Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง แล้วเก็บเชื้อท่ีได้ในอาหาร NB ที่มีกลีเซอรอลร้อยละ 30 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

การเตรียมกล้าเชื้อ 
น าเชื้อที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตรร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก เลี้ยง

ในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อ
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นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา วัดการเจริญเติบโตของเชื้อตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น และปรับ
ความเข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้มีค่า OD660 เท่ากับ 0.5 

การท า primary screening 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 2 ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่มี

น้ ามันปาล์มความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักและอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาน าเชื้อ
แบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกันโดยแบ่งเป็น 

- เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ในอาหาร MSM ที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า น าไปสกัดน้ ามันออก
ด้วยเฮกเซนในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ไปปั่นเหวี่ยงโดยใช้ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี

- เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า น าไปปั่นเหวี่ยงโดยใช้
ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

จากนั้นน าส่วนใสที่ได้ ทดสอบ drop-collapsing test ตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น เลือกเชื้อที่
พบกิจกรรมการลดแรงตึงผิวที่มีความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลาง 4 - 5 มิลลิเมตร เพ่ือคัดเลือกในขั้นตอน
ต่อไป 

การท า secondary screening 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้างต้นร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่มี

น้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก และอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห์การผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่า EA ตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้นเลือกเชื้อที่มีกิจกรรมการลด
แรงตึงผิวที่ดีที่สุดจ านวน 20 ไอโซเลตเพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
2. การแยกเชื้อรา Phytophthora palmivora (Butl) 

เก็บตัวอย่างกล้วยไม้สกุลต่างๆ ที่แสดงอาการของโรคเน่าด าจากแหล่งปลูกกล้วยไม้ในเขตจังหวัด
ภูเก็ต พังงา กระบี่ และตรัง มาแยกเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคด้วยวิธี tissue transplanting โดยน าส่วนของ
ใบหรือยอด ล้างด้วยน ้าไหลให้สะอาดซับใบให้แห้ง ตัดส่วนบริเวณที่เป็นโรคและบริเวณที่ปกติให้มีขนาด 2 
x 2 มิลลิเมตร จากนั้นน าชิ้นส่วนพืชไปวางบนอาหารจ าเพาะ RNV medium (Jeffers and Martin, 
1986) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3-5 วัน เมื่อมีเส้นใยเชื้อราเจริญออกจากชิ้นส่วนของกล้วยไม้ น า
เส้นใยเชื้อราที่แยกได้เลี้ยงบนอาหาร PDA จนได้เชื้อบริสุทธิ์จ านวน 20 สายพันธุ์เพ่ือใช้ในการทดลองขั้น
ต่อไป 
3. การเทียบเคียงสายพันธุ์เชื้อราก่อโรคที่คัดแยกได้ 
 น าเชื้อราที่คัดเลือกได้มาเทียบเคียงสายพันธุ์โดยศึกษาลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์และการ
ทดสอบทางชีวเคมีตามวิธีของ Barnett และคณะ (2000) และเทียบเคียงสายพันธุ์โดยใช้ 18S ตามวิธีการ
ของ Vasdinyei และ Deak (2003) น าล าดับเบสที่ได้ไปเทียบเคียงกับข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank โดยใช้
โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nim.gov)  
4. การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธี Agar well diffusion assay (Rasooli 
and Razzaghi-Abyaneh, 2004) 
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4.1 การเตรียมสปอร์ของเชื้อรา 
เขี่ยเชื้อจากอาหารวุ้นแข็งเอียงที่เก็บใน stock มาเลี้ยงในอาหาร Potato dextrose agar 

(PDA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แล้วเตรียมสารแขวนลอยสปอร์ โดยใช้น้ าที่ผสม 
tween 80 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยปริมาตร ที่ฆ่าเชื้อแล้วเทใส่จานเพาะเชื้อรา ใช้แท่งแก้วคนปลอด
เชื้อขูดให้สปอร์ออกมาแล้วกรองผ่านกรวยแก้วที่มีส าลีปลอดเชื้อเพ่ือแยกเส้นใยออกจากสปอร์จะได้สาร
แขวนลอยสปอร์นับจ านวนสปอร์โดยใช้ hemacytometer ปรับโดยใช้อาหาร PDB เจือจางให้ได้ปริมาณ
สปอร์ 1×106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 

4.2 การเตรียมสารละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
น าเชื้อแบคทีเรียจากข้อ 1 ที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร  ร้อย

ละ 5 โดยน้ าหนัก เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาวัดการเจริญเติบโตของเชื้อตาม
วิธีการวิเคราะห์ข้อ 1 และปรับความเข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้มีค่า 
OD660 เท่ากับ 0.5 ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมได้ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในฟลาสก์ที่มีอาหาร Mineral salt 
medium (MSM) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมส าหรับเชื้อแต่ละ
สายพันธุ์ เลี้ยงเชื้อในสภาวะและเวลาที่เหมาะสมส าหรับเชื้อแต่ละสายพันธุ์ วัดการเจริญของเชื้อ ค่าพีเอช 
และกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ น าน้ าหมักที่ได้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ได้สารละลายส่วนใสของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ กรอง
สารละลายส่วนใสที่ได้ผ่าน syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นดูดสารละลายส่วนใสที่ผ่านการ
กรองแล้วมา 10 ไมโครลิตร หยดลงบนแผ่น paper disc ไร้เชื้อ ใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นชุดควบคุม 

4.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อรา 
ใช้ไม้พันส าลีไร้เชื้อ (cotton swab) จุ่มสปอร์เชื้อราที่เตรียมจากข้อ 4.1 มาพอหมาดๆ แล้ว 

streak ให้ทั่วผิวหน้าอาหาร PDA วางทิ้งไว้ 3-5 นาที เพ่ือให้ผิวหน้าอาหารแห้ง ใช้ forcep ที่ปลอดเชื้อ
คีบแผ่น disc ที่ชุบสารสารละลายส่วนใสของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและแผ่น disc ที่เป็นชุดควบคุม วาง
บนผิวหน้าอาหาร จากนั้นน าไปบ่มเพาะเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง ท าการทดลองสารสกัดละ 3 
ซ้ า สังเกตการเกิดวงใส (clear zone) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ และวัดขนาดวงใสด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ 
และรายงานเส้นผ่านศูนย์กลางวงใสเป็นมิลลิเมตร เลือกสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อที่ให้ค่ากิจกรรมการยับยั้ง 
เชื้อรามากที่สุดเพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 
5. การเทียบเคียงสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 

5.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
น าเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ในข้อ 4 มาเลี้ยงบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง น าโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา re-streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเดิม 2-3 ครั้งเพ่ือให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ แล้วน าเชื้อที่ได้มาศึกษาลักษณะของโคโลนี รูปร่างเซลล์ การเรียงตัว และการติดสีแกรม (Gram 
staining)  

5.2 การศึกษาในระดับสปีชีส์ 
เทียบเคียงสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ในข้อ 4 โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของ 16S 

rRNA ตามวิธีการของ Noparat และคณะ (2014) 
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6. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้จากเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้  

6.1 การเตรียมกล้าเชื้อเพ่ือผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ               
น าเชื้อจากข้อ 1 ที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตรร้อยละ 5 โดย

น้ าหนัก เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา วัดการเจริญเติบโตของเชื้อตามวิธีการวิเคราะห์
ข้อ 1 และปรับความเข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้มีค่า OD660 เท่ากับ 0.5 

6.2 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่

เตรียมไว้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่ง
คาร์บอนที่ละลายน้ า ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลทราย น้ าเสียจากบ่อรวมหรือกากน้ าตาล แหล่งคาร์บอน
ที่ไม่ละลายน้ า ได้แก่ น้ ามันปาล์ม น้ ามันปาล์มใช้แล้วหรือน้ ามันถั่วเหลืองความเข้มข้นร้อยละ 1 โดย
น้ าหนัก เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง แล้ว
น ามาวิเคราะห ์  

 -  การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ตามวิธีการวิเคราะห์การเจริญข้อ 1 
 -  ค่า pH โดยใช้ pH meter 
 -  ค่าแรงตึงผิวและความสามารถในการเกิดอิมัลชัน ตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 3 และ 4 
 -  กิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราตามวิธีการทดลองข้อ 4 
เลือกแหล่งคาร์บอนที่ให้ค่ากิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรามากที่สุดเพ่ือใช้ทดลองใน

ขั้นตอนต่อไป 
6.3 ผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มี

แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจากข้อ 6.2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปรับ
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนให้มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 โดยน้ าหนัก
ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง 
น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ให้ค่ากิจกรรมในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ รามากที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป 

     6.4 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มี

แหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจากข้อ 6.2 และ 6.3 ตามล าดับ ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่ เนื้อวัวสกัด 
ผงชูรส (CMSG) เปปโตน และยีสต์สกัด แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ได้แก่ NaNO3, (NH4)2SO4, NH4Cl 
และ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกแหล่งไนโตรเจนที่ให้ค่า
กิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรามากที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป   
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6.5 ผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มี

แหล่งคาร์บอน ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข้อ 6.2, 6.3 และ 6.4 
ตามล าดับ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจนให้มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 โดยน้ าหนัก ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์
เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่ให้ค่ากิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
รามากที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      

6.6 ผลของการเขย่าต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน 
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจาก  6.2, 
6.3, 6.4 และ 6.5 ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 50, 100, 150, 200, 250 
และ 300 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกความเร็ว
รอบท่ีให้ค่ากิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรามากท่ีสุดเพ่ือใช้ทดลองในขั้นตอนต่อไป      

6.7 ผลของพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในหรืออาหาร MSM 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน 
ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ความเร็วรอบที่
เหมาะสมจากข้อ 6.2-6.6 ตามล าดับ จากนั้นปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีค่าเท่ากับ 5.0, 5.5, 5.5, 
6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บ
ตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกพีเอชเริ่มต้นที่ให้ค่ากิจกรรมในการ
ยับยั้งการ เจริญของเชื้อรามากที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป  

6.8 ผลของระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 6.1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน
และความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน อัตราการเขย่า
และค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจากข้อ 6.2-6.7 ตามล าดับ โดยเก็บตัวอย่างทุกๆ 3 
ชั่วโมง จนถึงเวลา 84 ชั่งโมงของการเลี้ยง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 6.2 เลือกช่วงเวลาที่ให้ค่า
กิจกรรมในการยับยั้งการ เจริญของเชื้อรา มากที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      
7. การศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรค
ในกล้วยไม้จากเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
 7.1 ตกตะกอนด้วยการปรับพีเอช 
 น าน้ าหมัก (culture broth) จากการเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสมตามข้อ 6.2-6.7 น ามาหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วน
ใสที่ได้ไปตกตะกอนด้วยการปรับพีเอช โดยใช้ 6 M HCl ปรับพีเอช เป็น 2.0  เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 1 คืน จากนั้นเก็บตะกอน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา



23 
 
 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอน น าไปล้างด้วย 100 mM HCl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,500 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่นและปรับพีเอชเป็น 7.0 
ด้วย 2N NaOH และท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization โดยส่วนสกัดหยาบที่ได้จากการท าแห้ง เรียกว่า 
สารสกัดหยาบ (crude BS) 
 7.2 สกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
 น าสารละลายส่วนใสสกัด 2 ครั้งด้วย chloroform/methanol ในอัตราส่วน 2:1 (ดัดแปลงจาก 
Mercade et al., 1996) โดยใช้กรวยแยก (separation funnel) น าชั้นของตัวท าละลายก าจัดน้ าโดยการ
เติม anhydrous Na2SO4 แล้วระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ในเครื่อง evaporator 
 7.3 ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 เติมแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร โดยให้อ่ิมตัวที่ความเข้มข้นในช่วงร้อยละ 40 ถึง 60 น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 15 นาที น าตะกอนมาละลายในน้ ากลั่น น าสารละลายตะกอนที่ได้มาก าจัดเกลือโดยใช้ 
dialysis bag ที่มี molecular weight cut-off  8,000 ดาลตัน ในน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
โดยเปลี่ยนน้ ากลั่นที่เวลา 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ทิ้งไว้ข้ามคืน แล้วท าให้เข้มข้นขึ้นโดยใช้คาร์บอกซีเมธิล
เซลลูโลสและท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization 
จากวิธีการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้ง 3 วิธี เลือกวิธีที่ดีที่สุดในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยเปรียบเทียบค่าความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ให้ค่ากิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของ เชื้อรามาก
ที่สุดเพื่อใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป    
8. การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
ก่อโรคในกล้วยไม้ 
 8.1 Thin Layer Chromatography (TLC) 
 ตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกัดหยาบที่ได้จากวิธีการข้อ 6 ด้วย TLC ที่มี silica gel 60 F254 
เป็น stationary phase โดยน าไปแช่ใน mobile phase คือ คลอโรฟอร์ม:เมทานอล ในอัตราส่วนต่างกัน
เพ่ือหา mobile phase ที่ดีที่สุด หรือตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกัดหยาบด้วย TLC RP-18 F254s 
เป็น stationary phase โดยน าไปแช่ใน mobile phase คือ acetonitrile:น้ า ในอัตราส่วนต่างกันเพ่ือ
หา mobile phase ที่ดีที่สุด จากนั้นเป่าให้แห้ง แล้วใช้ spraying reagent ต่างๆ ในการตรวจสอบ
องค์ประกอบเบื้องต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้ rhodomine B เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของกรด
ไขมั น  (McInerney et al., 1990) ใช้  ninhydrin เพ่ื อดู ห มู่ อ ะมิ โน อิ ส ระ  (Wilkinson, 1972) ใช้ 
anisaldehyde ในการวิเคราะห์น้ าตาล (Schulz et al., 1991) เลือก mobile phase ที่สามารถแยก
องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดมาใช้ในการทดลองต่อไป  
 8.2 การแยกโดยวิธีโครมาโตกราฟีแบบดูดซับ 
 ใช้คอลัมน์ SEP-PAK (C18)  ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร ล้างคอลัมน์ด้วย       เม
ทานอล 100% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาดคอลัมภ์ จากนั้นล้างคอลัมน์ด้วย acetonitrile 
100% ปริมาตร 4 มิลลิลตร น าสารสกัดหยาบที่ได้จากวิธีการข้อ 6 มาละลายด้วย acetonitrile:น้ า (1:1) 
และใส่ในคอลัมน์ จากนั้นชะด้วย acetonitrile:น้ า (1:1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรและลดความมีขั้วของตัว
เคลื่อนที่โดยใช้อัตราส่วนของ acetonitrile:น้ า เป็น 2:1, 3:1 และ 4:1 ตามล าดับ ปริมาตรที่ใช้ชะคอลัมน์
อัตรา ส่วนละ 4 มิลลิลิตร จากนั้นน าส่วนที่แยกได้จาก             โครมาโตกราฟีแบบดูดซับแต่ละส่วน
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ตรวจสอบองค์ประกอบด้วยวิธี TLC ตามวิธีการข้อ 7.1 น าส่วนที่มีโครมาโตแกรมเหมือนกันรวมเข้า
ด้วยกัน ทดสอบกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวและกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราตามวิธีการ
ข้างต้น เก็บเฉพาะส่วนที่มีกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวและและกิจกรรมในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สูงที่สุดเพื่อน าไปใช้ในการตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นต่อไป 
 8.3 การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราก่อโรคใน
กล้วยไม้ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์แล้ว 
 ตรวจสอบองค์ประกอบเบื้องต้นของสารที่พบกิจกรรมการลดแรงตึงผิวในข้อ 7.2 โดยใช้ Fourier 
Transform Infrared Spectrometer (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR) แ ล ะ  Mass 
Spectrometer ส่งตรวจวิเคราะห์ที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
 
9. ก า ร ห า ค่ า  Minimum Inhibition Concentration (MIC) แ ล ะ  Minimum Fungicidal 
Concentration (MFC) ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านการท าบริสุทธิ์  
 หาค่ า MIC และ MFC ของสารลดแรงตึ งผิ วที่ ผ่ านการท าบริสุ ทธิ์ แล้ ว  โดยวิธี  broth 
microdilution assay ในถาด 96 หลุม โดยแต่ละหลุมมีปริมาตรรวมเท่ากับ 200 ไมโครลิตร เตรียมสาร
ลดแรงตึงผิวให้มีความเข้มข้น 2.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหาร PDB มาอย่างละ 360 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลุมแถวแรกแล้วเจือจางแบบครั้งละสองเท่า (two-fold dilution) ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB 
ปริมาณ 180 ไมโครลิตรของทุกหลุมโดยดูดสารสกัดจากหลุมแรกปริมาณ 180 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลุม
แถวที่สองแล้วผสมกันโดยดูดขึ้นลง 5 ครั้ง จากนั้นดูดสารสกัดใส่ลงในหลุมต่อไปเรื่อยๆ โดยหลุมสุดท้าย
จะดูดปริมาตร 180 มิลลิลิตรทิ้ง ได้สารสกัดที่มีความเข้มข้น 2.50, 1.25, 0.63, 0.16 และ 0.08 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมสปอร์ราที่ต้องการทดสอบที่เตรียมไว้ในข้อ 2.1 ซึ่งมีปริมาณสปอร์ 1×106สปอร์
ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 20 ไมโครลิตร ซึ่งท าให้มีปริมาณสปอร์เชื้อราสุดท้ายเป็น 1×105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
และความเข้มข้นสุดท้ายของสารสกัดเป็น 2.25, 1.13, 0.56, 0.28, 0.14 และ 0.07 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
มีชุดควบคุม (control) เป็น positive control ซึ่งเป็นอาหารเหลวที่ ไม่เติมสารสกัดแต่เติมเชื้อรา 
negative control เป็นอาหารที่มีสารสกัดแต่ไมมีการเติมเชื้อรา วัดการเจริญของเชื้อราโดยวัดการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ในชั่วโมงที่ 48 ท าการ
ทดสอบเพ่ือหาค่า MFC โดยน าชุดการทดลองที่ไม่พบการเติบโตของเชื้อรามา streak ลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ PDA น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือดูการเจริญของเชื้อรา 
 การอ่านผล 
 อ่านค่า Minimal Inhibitory Concentration (MIC) ซึ่งเป็นระดับความเข้มข้นต่ าสุดของสารลด
แรงตึงผิวที่คัดเลือกได้ที่ให้ผลการยับยั้งการเติบโตของเชื้อราที่ 48 ชั่วโมง โดยค่าที่มีระดับความขุ่นไม่
แตกต่างไปจากชุดควบคุมซึ่งไม่มีการเติมสปอร์รา อ่านค่า MFC ซึ่งเป็นระดับความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่พบ
การเจริญของเชื้อรา โดยน าหลุมที่ให้ค่า MIC มา streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA สังเกตเชื้อเติบโตหรือ
ถ้าเชื้อไม่เจริญแสดงว่าเป็นค่า MFC คัดเลือกสารลดแรงตึงผิวที่มีกิจกรรมการยับยั้งเชื้อรา โดยพิจารณา
สารสกัดที่มีกิจกรรมการยับยั้งในช่วงกว้างและมีค่า MIC ต่ าสุดมาใช้ทดสอบกิจกรรมอืน่ๆ ต่อไป 
10. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้ด้วยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี 
detached leaf technique 
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 ท าแผลบนใบกล้วยไม้ที่เตรียมไว้โดยใช้เข็มจิ้มลึก 5 มิลลิลิตร จากนั้นใช้ micropipette ดูด
สารละลายแขวนลอยของเชื้อราความเข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน
ใบกล้วยไม้บริเวณที่ท าแผลไว้ ทิ้งไว้ 1 คืน จากนั้นดูดสารละลายแขวนลอยของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ระดับ 0.5×MIC, MIC และ 2×MIC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงในต าแหน่งเดียวกัน ท าการทดลองชุด
ละ 3 ซ ้า ใช้น ้ากลั่นฆ่าเชื้อเป็นชุดควบคุมลบและใช้สารป้องกันและก าจัดเชื้อราทางการค้า (fosetyl-Al) ที่
ระดับความเข้มข้นตามฉลากแนะน าการใช้เป็นตัวควบคุมบวก วัดขนาดของแผลที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกัน
ในทุกๆ วัน เป็นเวลา 7 วัน 
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บทท่ี 3 
ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
1. กำรแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

 แยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอย่างดินน้ าและของเสียจาก
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์มในจังหวัดกระบี่ (บริษัทกระบี่น้ ามันพืชจ ากัด, บริษัทนามหงส์น้ ามันปาล์ม  จ ากัด, 
บริษัทปาล์มโมริช จ ากัด และบริษัทรุ่งเจริญปาล์มออยล์ จ ากัด) จังหวัดสุราษฎร์ธานี (บริษัททักษิณปาล์ม, 
บริษัทปาล์มไทยพัฒนา จ ากัด, บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด และบริษัท   สหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม 
จ ากัด) จังหวัดสตูล (บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด, บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด และห้างหุ้นส่วน
จ ากัด เพ่ิมพูนทรัพย์ปาล์มออยล์) และจังหวัดตรัง (บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม) โดยเก็บตัวอย่าง
ทั้งหมดจ านวน 101  ตัวอย่าง ประกอบด้วย ตัวอย่างดินปนเปื้อนน้ ามันปาล์ม จ านวน 50 ตัวอย่าง , น้ า
เสียจากบ่อบ าบัด จ านวน 25 ตัวอย่าง กากตะกอนดีแคนเตอร์ จ านวน 20 ตัวอย่าง และดินตะกอนจาก
บ่อบ าบัดน้ าเสีย จ านวน 6 ตัวอย่าง น าตัวอย่างมาแยกเชื้อโดยเจือจางใน NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 
จากนั้นปิเปตส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อมา spread plate บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามันปาล์มความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±3ºC) เป็นเวลา 3 - 5 วัน สุ่ม
เลือกโคโลนีมา streak บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ให้ได้เชื้อโคโลนีเดี่ยว 
เลือกเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันและสุ่มเลือกเชื้อให้มากที่สุดเพ่ือเป็นตัวแทนที่ดีของตัวอย่าง 
สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งหมดจ านวน 231 ไอโซเลท การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์จากตัวอย่างใน
ธรรมชาติจะได้กลุ่มเชื้อจุลินทรีย์หลากหลายสายพันธุ์ การใช้แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า เช่น น้ ามันเป็น
แหล่งอาหารท าให้เชื้อที่มีความสามารถในการใช้น้ ามันเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถเจริญและเพ่ิมจ านวนได้
ก่อน ในขณะที่เชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถใช้น้ ามันได้จะเจริญเติบโตได้ช้าหรือไม่เจริญเลย ซึ่งเชื้อที่สามารถ
ใช้น้ ามันในการเจริญเติบโตได้น่าจะมีความสามารถในการผลิตสารสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่
ผิวสัมผัสและช่วยในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มท าให้เชื้อแบคทีเรียสามารถน าน้ ามันไปใช้ในการ
เจริญเติบโตได้ง่ายขึ้น (Providenti et al., 1995; Rahman et al., 2003; Wei et al., 2005) 
  น าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มาท า primary screening โดยเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลอง ที่บรรจุ
อาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคสและน้ ามันปาล์ม ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมงจากนั้นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกด้วยความเร็ว 8,500 
รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในกรณีท่ีใช้น้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนน าส่วนใสที่
ไดไ้ปก าจัดน้ ามันออกโดยการสกัดด้วยเฮกเซนปริมาตรเท่ากับส่วนใส ท าการสกัด 2 ครั้ง ตรวจหากิจกรรม
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี oil displacement place test (ภาพที่ 1) จากผลการทดลองพบว่า
เชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่ (ร้อยละ 68) สามารถเจริญเมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เนื่องจากน้ าตาล
กลูโคสเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวแบคทีเรียจึงสามารถน าไปใช้เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้ง่าย  
(Saimmai, 2011) ในขณะที่เมื่อใช้น้ ามันปาล์มใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน มีแบคทีเรียร้อยละ 32 ที่
สามารถเจริญเติบโตได้ เนื่องจากในน้ ามันปาล์มใช้แล้วนั้นมีส่วนประกอบที่อาจเป็นพิษต่อเซลล์ของ
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แบคทีเรีย เช่น กรดไขมันอิสระเป็นต้น (Katemai, 2009) จากข้อข้อมูลข้างต้นให้เห็นว่าชนิดของแหล่ง
คาร์บอนมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 

 
 
ภาพที่ 1 ผลการตรวจหากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี oil displacement place test; ก: 
ตัวควบคุมลบ (อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ); ข: ตัวอย่างที่มกีิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
เมื่อวัดกิจกรรมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมทั้งหมดจ านวน 85 

ไอโซเลทโดยมีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจ านวน 35 และ 69 ไอโซเลท 
เมื่อใช้กลูโคสและน้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนตามล าดับ ร้อยละของเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมเมื่อใช้
น้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนมีมากกว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนเนื่องจากเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า เช่น น้ ามัน เชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญเติบโตได้โดยส่วนใหญ่จะ
ผลิตสารที่มีความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันให้มีขนาดเล็กเพ่ือให้สามารถน าไปใช้เป็นแหล่งพลังงาน
ได้ง่าย สารเหล่านี้ได้แก่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Maneerat et al. 2006, 2007)  

น าเชื้อแบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือกเบื้องต้นทั้ง 85 ไอโซเลทมาท า secondary screening โดย
เลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองที่บรรจุอาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคสหรือ
น้ ามันปาล์มปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา
วัดค่าแรงตึงผิวและความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) (ภาพที่ 2) ในกรณีที่ใช้น้ ามันปาล์มเป็นแหล่ง
คาร์บอนน าส่วนใสที่ได้ไปก าจัดน้ ามันออกโดยการสกัดด้วย เฮกเซนปริมาตรเท่ากับส่วนใส ท าการสกัด 2 
ครั้ง คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถลดแรงตึงผิวได้ดีที่สุดจ านวน 30 ไอโซเลท ได้แก่ CT 01, CT 02, CT 
03, CT 04, CT 05, KB 01, KB 02, KB 03, KB 04, LT 01, LT 02, LT 03, LT 04, NH 01, NH 02, 
PM 01, PM 02, PM 03, PO 01, PO 02, PO 03, PT 01, PT 02, RJ 01, TP 01, TP 02, TP 03, TP 
04, TS 01 และ TS 02 (ตารางที่ 1) จากการย้อมแกรมพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้พบว่าโดยส่วน
ใหญ่ คือ ร้อยละ 70 (21 จาก 30 ไอโซเลท) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (ตารางที่ 2) สอดคล้องกับรายงาน

ก 

ข 
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ของนักวิทยาศาสตร์หลายท่านเช่น Bicca และคณะ (1999), Bodour และคณะ (2003), Batista และ
คณะ (2006), Saimmai และคณะ (2012) และ Saisa-ard และคณะ (2013; 2014) ที่พบว่าแบคทีเรียที่
แยกได้จากบริเวณที่มีการปนเปื้อนของน้ ามันหรือผลิตภัณฑ์จากน้ ามันโดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่ขาดแคลนสารอาหารได้ดีกว่ากลุ่มอ่ืนๆ  เชื้อ
แบคทีเรียที่แยกได้สามารถเจริญได้ทั้งในอาหารที่ใช้น้ ามันปาล์มและน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดย
เชื้อที่เจริญได้ดีที่สุดเมื่อใช้น้ ามันปาล์มและน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนได้แก่ เชื้อไอโซเลท LT 02 ที่
แยกได้จากบริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด และเชื้อไอโซเลท CT01 ที่แยกได้จากบริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามัน
ปาล์ม จ ากัด โดยมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (OD660) เท่ากับ 3.87 และ 2.98 
ตามล าดับ (ตารางที่ 1) 

เชื้อแบคทีเรียที่สามารถลดแรงตึงผิวได้สูงสุดเมื่อใช้น้ ามันปาล์มและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน คือ
เชื้อไอโซเลท PO 02 ที่แยกได้จากห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพ่ิมพูนทรัพย์ปาล์มออยล์ และ CT 03 ที่แยกได้จาก
บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด โดยมีความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวเท่ากับ 22.89 และ 23.50 
มิลลินิวตันต่อเมตร เมื่อใช้น้ ามันปาล์มและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่ค่า
ความสามารถในการเกิดอิมัลชันสูงสุดเมื่อใช้น้ ามันปาล์มและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนคือเชื้อไอโซเลท 
PO 01 ที่แยกได้จากห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพ่ิมพูนทรัพย์ปาล์มออยล์ โดยมีค่า EA เท่ากับร้อยละ 60.88 และ 
50.16 เมื่อใช้น้ ามันปาล์มและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ (ตารางที่ 2)    
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ตารางที่ 1 ไอโซเลท แหล่งตัวอย่าง และแหล่งคาร์บอนที่สามารถเจริญได้หลังจากการเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 
48 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที  

ไอโซเลท แหล่งตัวอย่าง แหล่งคาร์บอน 

 น้ ามันปาลม์ น้ าตาลกลูโคส 
CT 01 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด 1.64±0.05* 2.98±0.33* 
CT 02 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด 0.52±0.02 1.34±0.14 
CT 03 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด 2.97±0.12 2.22±0.28 
CT 04 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด 0.60±0.20 1.87±0.55 
CT 05 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์ม จ ากัด 1.15±0.03 1.64±0.27 
KB 01 บริษัทกระบี่น้ ามันพืช จ ากัด 1.21±0.02 1.11±0.09 
KB 02 บริษัทกระบี่น้ ามันพืช จ ากัด 1.15±0.05 0.92±0.24 
KB 03 บริษัทกระบี่น้ ามันพืช จ ากัด 0.19±0.04 2.24±0.11 
KB 04 บริษัทกระบี่น้ ามันพืช จ ากัด 2.97±0.32 1.18±0.07 
LT 01 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด 0.53±0.06 1.64±0.44 
LT 02 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด 3.87±0.49 2.22±0.96 
LT 03 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด 0.59±0.26 2.19±0.26 
LT 04 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์ จ ากัด 1.07±0.18 1.67±0.37 
NH 01 บริษัทนามหงส์น้ ามันปาลม์ จ ากัด 1.87±0.42 1.92±0.08 
NH 02 บริษัทนามหงส์น้ ามันปาลม์ จ ากัด 1.96±0.23 1.71±0.44 
PM 01 บริษัทปาล์มโมริช จ ากดั 1.07±0.14 2.21±0.17 
PM 02 บริษัทปาล์มโมริช จ ากดั 0.92±0.13 2.78±0.33 
PM 03 บริษัทปาล์มโมริช จ ากดั 0.72±0.25 1.18±0.08 
PO 01 ห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพิ่มพูนทรัพย์ปาล์มออยล ์ 0.29±0.11 1.28±0.03 
PO 02 ห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพิ่มพูนทรัพย์ปาล์มออยล ์ 2.17±0.31 1.73±0.35 
PO 03 ห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพิ่มพูนทรัพย์ปาล์มออยล ์ 1.63±0.46 2.21±0.78 
PT 01 บริษัทปาล์มไทยพัฒนา จ ากัด 1.95±0.23 2.18±0.54 
PT 02 บริษัทปาล์มไทยพัฒนา จ ากัด 0.89±0.19 1.88±0.23 
RJ 01 บริษัทรุ่งเจรญิปาลม์ออยล์จ ากัด 1.64±0.06 2.23±0.74 
TP 01 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาลม์ 1.14±0.08 1.98±0.29 
TP 02 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาลม์ 1.28±0.03 1.61±0.40 
TP 03 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาลม์ 1.73±0.15 1.87±0.24 
TP 04 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาลม์ 1.29±0.05 1.37±0.55 
TS 01 บริษัททักษิณปาลม์ 1.74±0.26 2.18±0.55 
TS 02 บริษัททักษิณปาลม์ 2.81±0.36 1.29±0.52 

*OD600 and results represented mean ± standard deviation from triplicate 
determinations 
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ตารางที่ 2 ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง  (surface 
tension reduction: SR) และความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) 

ไอโซเลท ลักษณะเชื้อแบคทีเรีย น้ ามันปาลม์ น้ าตาลกลูโคส 

 SR (mN/m) EA (%)  SR (mN/m) EA (%) 

CT 01 แกรมลบ รูปกลม 15.81±1.32 58.08±9.93  12.03±2.04 45.09±4.88 
CT 02 แกรมลบ รูปแท่ง 13.77±1.08 24.29±5.87  10.46±0.69 20.80±1.90 
CT 03 แกรมลบ รูปแท่ง 7.50±2.72 28.54±2.64  23.04±1.24 25.48±1.87 
CT 04 แกรมบวก รูปแท่ง 12.70±0.73 22.82±0.99  16.26±2.64 26.19±2.34 
CT 05 แกรมลบ รูปกลม 20.50±1.61 32.83±1.95  14.28±1.05 30.19±1.52 
KB 01 แกรมบวก รูปแท่ง  20.13±1.63 60.50±1.73  13.28±2.07 41.25±1.12 
KB 02 แกรมลบ รูปกลม 12.53±0.50 22.98±0.75  21.69±2.52 20.18±0.83 
KB 03 แกรมลบ รูปแท่ง 10.50±0.70 10.18±0.57  11.32±1.00 19.16±1.15 
KB 04 แกรมบวก รูปแท่ง 15.58±1.30 24.74±6.12  12.28±1.00 20.46±0.79 
LT 01 แกรมลบ รูปกลม 21.80±1.51 22.55±1.70  16.25±1.02 25.68±1.59 
LT 02 แกรมลบ รูปแท่ง 10.53±0.65 27.90±1.70  13.94±1.86 32.82±0.92 
LT 03 แกรมลบ รูปกลม 13.03±1.05 25.28±4.08  10.43±0.40 28.63±3.18 
LT 04 แกรมลบ รูปแท่ง 21.73±1.40 20.24±1.07  16.62±1.13 23.01±5.57 
NH 01 แกรมบวก รูปแท่ง 20.23±0.67 55.91±8.79  10.57±1.29 35.35±3.06 
NH 02 แกรมบวก รูปแท่ง 20.57±1.24 28.91±1.83  20.46±0.81 20.77±0.97 
PM 01 แกรมบวก รูปแท่ง 18.05±1.37 35.59±7.23  16.08±3.08 30.58±1.28 
PM 02 แกรมลบ รูปแท่ง 20.03±0.87 30.80±8.25  14.05±1.52 23.42±2.28 
PM 03 แกรมลบ รูปกลม 13.52±1.03 34.68±5.68  18.65±1.45 30.49±1.67 
PO 01 แกรมลบ รูปกลม 21.73±1.63 60.88±3.07  12.24±1.71 50.16±9.78 
PO 02 แกรมบวก รูปแท่ง 22.89±0.95 30.59±5.34  20.24±1.07 35.22±1.28 
PO 03 แกรมลบ รูปกลม 13.70±1.05 29.55±0.77  17.35±2.02 30.76±1.11 
PT 01 แกรมบวก รูปแท่ง 20.30±1.06 30.40±4.79  10.68±1.50 23.17±0.54 
PT 02 แกรมลบ รูปกลม 17.70±2.00 45.23±5.52  12.34±1.61 40.38±0.59 
RJ 01 แกรมลบ รูปกลม 18.03±0.69 30.66±4.74  17.44±1.49 35.55±1.45 
TP 01 แกรมลบ รูปกลม 19.78±1.25 27.02±2.91  16.05±1.28 25.34±0.97 
TP 02 แกรมลบ รูปกลม 18.40±2.55 33.06±7.84  13.43±1.77 30.25±1.01 
TP 03 แกรมลบ รูปกลม 20.79±0.82 25.80±1.25  12.59±1.27 26.46±1.44 
TP 04 แกรมลบ รูปกลม 12.69±1.40 23.54±1.59  15.94±2.10 20.21±1.24 
TS 01 แกรมบวก รูปแท่ง 12.70±1.35 32.13±1.82  16.33±1.38 30.72±0.52 
TS 02 แกรมลบ รูปกลม 20.77±0.85 48.37±2.01  20.17±0.32 44.87±0.60 

* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
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ภาพที่ 2 ผลการตรวจหากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการเกิดอิมัลชันกับน้ ามัน;     1: ตัว
ควบคุมลบ (อาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ); ข: ตัวอย่างที่มกีิจกรรมการเกิดอิมัลชันกับน้ ามัน 
 
2. กำรแยกเชื้อรำ Phytophthora palmivora (Butl)  

จากการเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ที่แสดงอาการของโรคเน่าด าในแปลงปลูกกล้วยไม้เขตจังหวัดภูเก็ต 
พังงา กระบี่ และตรัง โดยเฉพาะในกล้วยไม้สกุลมอคคาราและแคทลียา อาการที่พบส่วนมาก จะพบที่
บริเวณใบและยอดของกล้วยไม้ ลักษณะแผลบนใบเริ่มแรกจะเป็นจุดใส ฉ่ าน้ า แผลจะลามขยายขนาด
เรื่อยๆ และเปลี่ยนจากสีน้ าตาลเข้มและเน่าหลุดร่วงทั้งใบ ในต้นที่แสดงอาการรุนแรงเมื่อดึงส่วนยอดที่เน่า
จะหลุดติดมือมาด้วย (ภาพที่  3) เมื่อน าใบที่แสดงอาการดังกล่าวมาแยกเลี้ยงบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) พบว่าสามารถแยกเชื้อรา P. palmivora (Butl.) ที่เป็นสาเหตุโรคได้ โดยเชื้อรา
สามารถเจริญได้ดี ลักษณะเส้นใยของเชื้อรามีสีขาว ฟูละเอียดบนผิวหน้าอาหาร และโคโลนีของเชื้อรา
เจริญเต็มจากอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10 เซนติเมตร ภายในเวลาหนึ่งอาทิตย์ที่
อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส)  (ภาพที่ 4) ลักษณะต่างๆ ของเชื้อราที่แยกได้จากตัวอย่างอาการโรค
เน่าด าของกล้วยไม้นั้นตรงกับรายงานของทัศนาพร (2543) และปราณี และคณะ (2557) ได้เคยมี
การศึกษาในกล้วยไม้แล้วว่าเกิดจากเชื้อรา Phytophthora palmivora (Butl)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1       2           3         4         5         6         7          8          9          10  
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ภาพที่ 3 ลักษณะอาการโรคเน่าด า ในกล้วยไม้สกุลบนเป็นมอคคาร่า (ก) และสกุลแคทลียา(ข-ง) 
 

 
 

ภาพที่ 4 ลักษณะของเชื้อรา Phytophthora palmivora (Butl) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose 
Agar (PDA) หลังจากการบ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วัน 
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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3. กำรเทียบเคียงสำยพันธุ์ของเชื้อรำที่คัดแยกได้ 

จากการน าเชื้อราที่มีคัดแยกได้มาศึกษาเพ่ือเทียบเคียงสายพันธุ์ด้วยการวิเคราะห์ล าดับเบสของ
ชิ้นส่วนยีน 18S rRNA โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Potato Dextrose Broth (PDB) ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3-4 วัน จากนั้นสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี  phenol/chloroform DNA extraction 
(Ausubel et al., 1995) เพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนยีน 18S rRNA โดยวิธี Polymerase chain reaction 
(PCR) โดยใช้ Universal primers คือ 18S69F (Asano et al., 2010) แล้วท าบริสุทธิ์ชิ้นส่วนยีนที่เพ่ิม
จ านวนแล้วด้วย PCR  purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท จากนั้นน าชิ้นส่วนดีเอ็น
เอที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ไปวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis จากนั้นน าไปหาล าดับเบสด้วยเครื่อง DNA 
Sequencer แล้ววิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสในฐานข้อมูลของ GenBank (http://www. ncbi. nlm. 
nih. gov) โดยใช้โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) ผลของการเทียบเคียงสายพันธุ์
โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน 18S rRNA ของเชื้อราทั้ง 7 สายพันธุ์กับเชื้อราที่ใกล้เคียงที่สุด
จากฐานข้อมูลใน GenBank แสดงดังตารางที่ 3 และภาพท่ี 5 ตามล าดับ  

 
ตารางที่ 3 แสดงการเทียบเคียงล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน 18S rRNA ของเชื้อราทั้ง 7 สายพันธุ์กับเชื้อราที่
ใกล้เคียงที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST  

Strain code 18S rRNA gene sequence Sequence identity (%) 

Nearest relative in GenBank 

AI1 Phytophthora palmivora P80 (L41384) 100 
AI2 Phytophthora palmivora PP9 (KR920761) 100 
AI3 Phytophthora palmivora (LT670914) 100 
AI4 Phytophthora palmivora Phy004a (KU170145) 100 
AI5 Phytophthora palmivora Ph3 (KF831195.1) 100 
AI6 Phytophthora palmivora GHX-1 (KF263691) 100 
AI7 Phytophthora palmivora DUK23.1 (JX315271) 99 
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ภาพที่ 5 แผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของเชื้อราทั้ง 7 สายพันธุ์และเชื้อราที่
ใกล้เคียงที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank โดยการใช้โปรแกรม BLAST ในฐานข้อมูลของ NCBI  
 
4. กำรทดสอบฤทธิ์ยับย้ังเชื้อรำของสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพโดยวิธี Agar well diffusion assay 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 30 สายพันธุ์ในอาหารและสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีภาพของแต่ละสายพันธุ์แล้วทดสอบสารสกัดหยาบของลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียทั้ง 
30 ชนิดที่ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยใช้วิธี agar well 
diffusion ต่อเชื้อราทั้ง 7 ไอโซเลท (ตารางที่ 4 และภาพที่ 6) พบว่าสามารถจัดกลุ่มประสิทธิภาพใน
การยั้บยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เป็น 4 กลุ่มตามกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อราที่เกิดขึ้นคือ
กลุ่มท่ี 1 คือพวกไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราที่ใช้ทดสอบ ได้แก่เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 04, KB 03, NH 
02, PM 01, PO 02 และ RJ 01 กลุ่มที่ 2 คือพวกที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสน้อยกว่า 5 มิลลิเมตร 
ได้แก่เชื้อ ไอโซเลท KB 01, LT 03, PO 01 และ TP 03 กลุ่มที่ 3 พวกที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสอยู่
ในช่วงระหว่าง 5 - 10 มิลลิเมตร ได้แก่เชื้อไอโซเลท CT 01, CT 02, CT 05, KB 02, KB 04, LT 01, LT 
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02, LT 04, NH 01, PM 02, PM 03, PO 03, PT 01, PT 02, TP 01, TP 02, TP 04, TS 01 และ TS 
02 และกลุ่มที่ 4 เชื้อแบคทีเรียที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสมากกว่า 10 มิลลิเมตร ได้แก่เชื้อ ไอโซเลท 
CT 03 เมื่อพิจารณาตามชนิดของเชื้อราทดสอบทั้ง 4 ชนิด พบว่าเชื้อรา AI2 มีความไวต่อสารสกัดหยาบ
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากที่สุด โดยมีค่าการยับยั้งมากที่สุดกับสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากเชื้อ ไอโซเลท CT 03 เท่ากับ 10.46 เซนติเมตรจึงเลือกใช้เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 03 เป็น
เชื้อผลิตสารลดแรงตึงผิวที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราและใช้เชื้อรา AI2 เป็นเชื้อราทดสอบในการทดลองขั้น
ต่อไป 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6 กิจกรรมการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อเชื้อราไอโซเลท Al1 (ก), Al2 (ข), Al3 
(ค) Al4 (ง) บนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar ด้วยวิธี agar well diffusion ที่ระดับความเข้มข้น 
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วัน   

(ก) 

(
ค
) 

(ก) 

(ข) 

(ง) (ค) 
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ตารางที่ 4 กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวและการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar ด้วยวิธี agar well diffusion ที่
ระดับความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 500 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน   

Bacterial isolate Clear zone of diameter (mm) 
AI1 AI2 AI3 AI4 AI5 AI6 AI7 

CT 01 5.49±0.54 8.13±0.84 9.08±0.40 9.04±0.41 9.53±0.32 9.35±0.76 8.54±0.45 
CT 02 5.18±0.29 6.55±0.50 6.84±0.51 7.15±0.28 6.18±0.06 8.50±0.26 6.65±0.24 
CT 03 9.07±0.58 10.46±0.69 9.82±0.19 8.86±0.44 8.28±0.26 7.30±0.07 8.91±0.26 
CT 04 0 0 0 0 0 0 0 
CT 05 5.51±0.81 4.12±0.44 4.87±0.32 4.52±0.25 6.15±0.04 3.50±0.44 5.07±0.05 
KB 01 4.52±0.79 3.19±0.34 4.23±0.22 4.19±0.34 3.28±0.71 4.88±0.15 4.00±0.02 
KB 02 4.36±0.34 5.70±0.49 5.87±0.60 6.44±0.30 5.71±0.46 5.22±0.10 6.72±0.47 
KB 03 0 0 0 0 0 0 0 
KB 04 9.53±0.94 8.64±0.34 7.02±0.67 8.52±0.65 9.73±0.55 9.07±0.07 9.52±0.60 
LT 01 6.01±0.43 5.20±0.88 5.35±0.11 5.01±0.23 5.05±0.22 6.75±0.24 7.03±0.05 
LT 02 5.67±0.97 4.81±0.39 4.52±0.10 2.48±0.56 4.85±0.29 3.73±0.09 4.48±0.26 
LT 03 4.27±0.73 4.82±0.24 4.84±0.33 4.8±0.36 4.85±0.29 4.28±0.37 3.60±0.29 
LT 04 6.82±0.81 8.17±0.62 7.90±0.66 6.92±0.38 8.52±0.37 7.78±0.25 6.78±0.21 
NH 01 8.51±1.22 7.97±0.29 6.17±0.49 6.51±0.38 7.13±0.10 8.25±0.53 9.55±0.06 
NH 02 0 0 0 0 0 0 0 
PM 01 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางที่ 4 (ต่อ)   

Bacterial isolate Clear zone of diameter (mm) 
AI1 AI2 AI3 AI4 AI5 AI6 AI7 

PM 02 9.20±0.04 9.50±0.26 9.24±0.21 9.00±0.02 9.10±0.09 9.34±0.11 8.54±0.18 
PM 03 5.28±0.15 6.18±0.19 6.86±0.16 7.14±0.11 5.80±0.20 8.51±0.09 6.65±0.33 
PO 01 4.01±0.04 4.08±0.09 4.85±0.06 3.86±0.28 4.15±0.11 4.30±0.09 3.91±0.08 
PO 02 0 0 0 0 0 0 0 
PO 03 5.16±0.09 4.91±0.09 5.59±0.38 4.56±0.33 5.09±0.04 5.50±0.25 6.06±0.07 
PT 01 4.21±0.11 3.92±0.13 5.21±0.19 4.21±0.11 6.21±0.09 4.88±0.13 4.02±0.07 
PT 02 5.77±0.23 3.37±0.18 5.75±0.14 6.45±0.33 6.73±0.17 5.23±0.04 6.72±0.14 
RJ 01 0 0 0 0 0 0 0 
TP 01 8.65±0.44 7.76±0.20 8.64±0.41 8.56±0.22 9.66±0.11 8.07±0.05 9.52±0.16 
TP 02 5.97±0.28 5.00±0.01 6.05±0.06 5.01±0.12 6.02±0.12 6.75±0.09 7.01±0.09 
TP 03 4.81±0.45 4.98±0.14 4.89±0.14 2.48±0.08 4.85±0.19 5.74±1.73 4.48±0.11 
TP 04 5.83±0.06 4.28±0.03 5.80±0.09 4.87±0.25 5.96±0.60 4.28±0.07 3.96±0.16 
TS 01 7.10±0.21 8.91±0.14 7.11±0.13 6.91±0.14 8.13±0.09 7.78±0.12 6.68±0.24 
TS 02 8.50±0.40 7.51±0.15 7.58±0.21 6.51±0.26 7.19±0.19 8.25±0.07 9.55±0.31 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
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5. กำรเทียบเคียงสำยพันธุ์แบคทีเรียไอโซเลท CT 03 

น าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 03 มาศึกษาเพ่ือเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบส
ของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Nutrient broth ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี  phenol/chloroform DNA extraction (Ausubel 
et al., 1995) เพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดย
ใช้ Universal primers ในช่วง 8f และ 1492r แล้วท าบริสุทธิ์ชิ้นส่วนยีนที่เพ่ิมจ านวนแล้วด้วย PCR  
purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท จากนั้นน าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ผ่านการท าบริสุทธิ์
ไปวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis จากนั้นน าไปหาล าดับเบสด้วยเครื่อง DNA Sequencer แล้ว
วิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับเบสในฐานข้อมูลของ GenBank (http://www. ncbi. nlm. nih. gov) โดย
ใช้โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) น าข้อมูลที่ได้มาสร้างแผนภูมิต้นไม้วงศ์วาน
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ผลของการเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วน
ยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBankและแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการของเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท CT 03 กับเชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียงที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank ผลดังแสดงใน
ภาพที่ 7 และ 8 ตามล าดับ  
 ผลการทดลองพบว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 03 มีล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับเชื้อ 
Acinetobacter calcoaceticus PA (KT878384) ถึง 100% จึงสรุปว่าเชื้อ แบคทีเรียไอโซเลท CT 03 
คือเชื้อ A. calcoaceticus เชื้อแบคทีเรียในจีนัส Acinetobacter เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปแท่ง ไม่
สร้างสปอร์ (Antunes et al., 2014) พบได้ทั่วไปในบริเวณดินที่ปนเปื้อนน้ ามันดิบหรือสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน (Baruah et al., 2017; Dahal et al., 2017; Hamzah et al., 2017) มีความสามารถ
ย่อยสลายน้ ามันดิบหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งสามารถอิมัลซิ
ไฟด์น้ ามันดิบท าให้จุลินทรีย์สามารถเข้าถึงและน ามาใช้เป็นแหล่งอาหารส าหรับการเจริญเติบโต (Sazykin 
et al., 2016) อีกท้ังยังมีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟเออร์ชีวภาพหลายชนิด
จาก เชื้ อ  Acinetobacter calcoaceticus อี กด้ วย  (Zhao and Wong, 2009; Pirog et al., 2013; 
Pirog et al., 2014; Hoakova et al., 2015) 
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ภาพที่ 7 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแถบเชื้อไอโซเลท CT 03 กับ
ฐ า น ข้ อ มู ล ข อ ง  GenBank (http://www. ncbi. nlm. nih. gov) โ ด ย ใ ช้ โ ป ร แ ก ร ม  BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nim.gov) 
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ภาพที่ 8 แผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CT 03 กับเชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียง
ที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank 
 
6. กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิตสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพที่มีคุณสมบัติในกำรยั้บ
ยั้งกำรเจริญของเชื้อรำจำกเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus CT 03 
 6.1 แหล่งคาร์บอน 
 เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร minimal salt medium (MSM) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า คือ 
น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลทราย กากน้ าตาล และน้ าเสียโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม (WPO) แหล่งคาร์บอนที่ไม่
ละลายน้ า ได้แก่ น้ ามันปาล์ม น้ ามันถั่วเหลือง และน้ ามันปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก 
โดยมี (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) จากการทดลองพบว่า เชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
สามารถเจริญเติบโตได้ทั้งในแหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าและไม่ละลายน้ า (ตารางที่ 5) โดยสามารถเจริญใน
แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าได้ดีกว่า โดยสามารถเจริญได้สูงสุด 2.44 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้น้ าตาลกลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอน เมื่อเปรียบเทียบค่าแรงตึงผิวของสารละลายส่วนใสเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า
การเลี้ยงเชื้อโดยมีน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได้มากที่สุดที่ 
23.50 มิลลินิวตันต่อเมตร โดยอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าแรงตึงผิวเริ่มต้นเท่ากับ 72 มิลลินิวตันต่อเมตร จาก
การวิเคราะห์ความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสารละลายส่วนใสเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็น  48 ชั่วโมง เท่ากับ
ร้อยละ 25.50 เมื่อพิจารณากิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 โดยวิธี agar well diffusion 
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พบว่าสามารถยับยั้งได้ 10.74 มิลลิเมตร จึงเลือกใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในขั้นตอนต่อไป 
 
ตารางที่ 5 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  
 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 

 
 6.2 ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 
 เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมคือน้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5, 1.0, 
2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 โดยน้ าหนัก ตามล าดับ และมี (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เป็น
แหล่งไนโตรเจน เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง พบว่าการใช้น้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นร้อยละ 4.0 โดยน้ าหนัก ให้ค่าการลดแรงตึงผิวและ
ความสามารถในการเกิดอิมัลชันสูงสุดเท่ากับ 43.01 มิลลินิวตันต่อเมตร และร้อยละ 50.15 ตามล าดับ 
(ตารางที่ 6) เมื่อพิจารณาฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ
น้ าตาลกลูโคสเพ่ิมขึ้นกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 ของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้จะ
เพ่ิมขึ้นเช่นกัน แต่ที่ความเข้มข้นมากกว่าร้อยละ 4.0 โดยน้ าหนัก กิจกรรมในการยับยั้งเชื้อราของสารลด
แรงตึงผิวที่ผลิตได้ก็ไม่ได้เพ่ิมมากข้ึนไปอีก ดังนั้นจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสที่ร้อยละ 4 โดย
น้ าหนักในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในขั้นตอนต่อไป 
   
 
 
 
 
 
 

C-source 
(1%) 

Dry cell  
weight (g/l) 

Surface tension 
reduction (mN/m) 

Emulsification 
activity (%) 

Clear zone  
diameter (mm) 

No carbon source   
Glucose 
Sugar 
Molasses 
WPO 
Soybean oil 
Palm oil 
Used palm oil 

0.08±0.02 
2.44±1.03 
2.25±0.11 
2.15±0.02 
1.97±0.19 
1.84±0.19 
1.50±0.02 
1.04±0.19 

2.00±0.52 
23.50±0.06 
18.30±0.16 
10.80±0.18 
8.50±0.25 
5.50±0.22 
7.50±0.15 
6.01±0.01 

0 
25.50±0.25 
15.12±0.11 
20.04±0.07 
14.45±0.21 
10.05±0.03 
28.54±0.12 
12.02±0.02 

0 
10.74±0.14 
8.70±0.28 
7.02±0.03 
5.04±0.07 
8.05±0.02 
6.00±0.02 
5.00±0.12 
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ตารางที่ 6 ผลของความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
และความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  
 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 6.3 แหล่งไนโตรเจน 

เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ น้ าตาล
กลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก โดยมีแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ประกอบด้วยแหล่ง
ไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่ เนื้อวัวสกัด ผงชูรส (CMSG) เปปโตน และยีสต์สกัด แหล่งไนโตรเจน    อนินทรีย์ 
ได้แก่ NaNO3, (NH4)2SO4, NH4Cl และ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) พบว่าเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
เจริญเติบโตได้สูงสุด 4.11 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ในขณะที่ค่าการลดแรงตึงผิว
และความสามารถในการเกิดอิมัลชันสูงสุดเท่ากับ มี 43.01 มิลลินิวตันต่อเมตร และร้อยละ 50.15 
ตามล าดับ เมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน (ตารางที่ 7) โดยมีค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เริ่มต้นเท่ากับ 72 มิลลินิวตันต่อเมตร และกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 ของสารลดแรง
ตึงผิวที่ผลิตได้มีค่าสูงมากที่สุดเมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน จึงเลือกใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนส าหรับการทดลองข้ันต่อไป  

 

 

 

 

 

Glucose  
(%) 

Dry cell 
weight   
(g/l) 

Surface tension 
reduction 
(mN/m) 

Emulsification  
activity (%) 

Clear zone  
diameter (mm) 

0.5 
1.0 
2.0 
3.0 
4.0 
5.0 

1.26±0.04 
2.45±0.11 
2.71±0.18 
2.95±0.17 
3.14±0.06 
3.28±0.07 

15.10±0.03 
23.50±0.05 
29.20±0.01 
35.00±0.12 
43.01±0.02 
43.30±0.02 

12.51±0.26 
25.50±0.05 
31.25±0.20 
42.03±0.02 
50.15±0.03 
50.05±0.04 

5.25±0.07 
10.74±0.30 
12.01±0.04 
14.75±0.14 
16.70±0.15 
16.04±0.01 
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ตารางที่ 7 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  
 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
  6.4 ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 

เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ น้ าตาล
กลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ าหนัก และแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ (NH4)2SO4  ที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 โดยน้ าหนัก เขย่าที่ ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  ที่
อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าที่ความเข้มข้นของ (NH4)2SO4 ร้อยละ 1 
โดยน้ าหนัก ให้ค่าการลดแรงตึงผิว ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. 
palmivora AI2 สูงที่สุดเท่ากับ 43.80 มิลลินิวตันต่อเมตร ร้อยละ 50.30 และ 16 .70 มิลลิเมตร 
ตามล าดับ (ตารางที่ 8) ดังนั้นจึงเลือกใช้ (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขั้นตอนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nitrogen source  
(1%, w/v) 

Dry cell weight 

(g/l) 
Surface tension 

reduction (mN/m) 
Emulsification  

activity (%) 
Clear zone 

diameter (mm) 

No N-source   
Beef extract 
CMSG 
NaNO3 
(NH4)2SO4 
NH4Cl 
NH4NO3 
Peptone 
Yeast extract 

0.06±0.01 
3.05±0.03 
3.95±0.17 
2.54±0.29 
3.14±0.12 
2.44±0.12 
2.72±0.04 
4.11±0.14 
1.04±0.03 

1.50±0.10 
12.00±0.01 
19.00±0.04 
22.00±0.02 
43.01±0.03 
30.00±0.02 
25.00±0.02 
16.00±0.04 
18.00±0.03 

0 
25.50±0.05 
32.03±0.09 
36.08±0.05 
50.15±0.05 
40.15±0.04 
35.28±0.07 
30.01±0.03 
32.03±0.14 

0 
5.03±0.04 
10.70±0.15 
12.07±0.03 
16.70±0.19 
14.70±0.18 
12.01±0.03 
6.01±0.03 
5.86±0.27 
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ตารางที ่8 ผลของความเข้มข้นของ (NH4)2SO4 ต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  
 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 

 6.5 ความเร็วรอบในการเขย่า 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 

250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ น้ าตาลกลูโคสความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก แหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ 
(NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เขย่าที่ความเร็วรอบแตกต่างกันที่ 50, 100, 150, 200, 
250 และ 300 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 9) ผล
จากการทดลองพบว่าความเร็วรอบในการเขย่ามีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ A. calcoaceticus CT 03 การเพ่ิมความเร็วในการเขย่าส่งผลให้การเจริญ การผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพและกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้เพ่ิมสูงขึ้น ความเร็วในการ
เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที ให้ค่าการลดแรงตึงผิว ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและกิจกรรมในการยับยั้ง
เชื้อรา P. palmivora AI2 เท่ากับ 43.03 มิลลินิวตันต่อเมตร ร้อยละ 50.15 และ 16.70 มิลลิเมตร 
ตามล าดับตามล าดับ การเพ่ิมความเร็วในการเขย่ามากกว่า 200 รอบต่อนาที ไม่ส่งผลให้การผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและกิจกรรมการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้เพ่ิมสูงขึ้นอีก ดังนั้นจึง
เลือกใช้ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาทีในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขั้นตอนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

(NH4)2SO4 
(%) 

Dry cell 
weight 

(g/l) 

Surface tension 
reduction 
(mN/m) 

Emulsification  
activity (%) 

Clear zone  
diameter (mm) 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 

2.86±0.27 
3.14±0.10 
3.29±0.05 
3.32±0.20 
3.38±0.14 
3.41±0.17 

21.10±0.21 
43.80±0.35 
43.00±0.12 
42.30±0.17 
42.80±0.24 
43.50±0.05 

35.51±0.25 
50.30±0.52 
50.15±.0.21 
50.03±0.09 
50.08±0.11 
51.05±0.04 

5.02±0.10 
16.70±0.35 
16.15±0.07 
16.70±0.31 
17.70±0.43 
16.70±0.33 
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ตารางที่ 9 ผลของความเร็วรอบในการเขย่าต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
ความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 6.6 พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก 
เป็นแหล่งคาร์บอน และมี (NH4)2SO4 ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, และ 8.0 ตามล าดับ เขย่าโดยใช้ความเร็วรอบที่
เหมาะสม คือ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) เมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
พบว่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.0 ให้ค่าการลดแรงตึงผิว ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและ
กิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 สูงที่สุดเท่ากับ 43.00 มิลลินิวตันต่อเมตร ร้อยละ 50.15 
และ 16.70 มิลลิเมตร ตามล าดับ (ตารางที่ 10) โดยมีค่าแรงตึงผิวเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 72 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร ดังนั้นจึงเลือกใช้พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในขั้นตอนต่อไป การเจริญเติบโตของเชื้อจะลดลงเมื่อพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิมขึ้น 
เนื่องจากในระหว่างการเจริญเติบโตเชื้อจะย่อยสลายสารอาหารท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิมขึ้น 
เมื่อพีเอชเพ่ิมสูงมากขึ้นส่งผลให้สภาวะในการเจริญของเชื้อไม่เหมาะสม พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมี
ความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์มากเนื่องจากการเจริญของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตต่างๆ ถูกควบคุม
โดยกระบวนการเมตาบอลิซึมโดยทั่วไปค่าพีเอชที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิด
แตกต่างกันไป โดยแบคทีเรียจะเจริญได้ดีในช่วงค่าพีเอชที่เป็นกลาง (Lukacs et al., 1995) 
   
 
 
 
 
 
 
 

Shaking speed 
(rpm) 

Dry cell weight 
 (g/l) 

Surface tension 
reduction (mN/m) 

Emulsification  
activity (%) 

Clear zone  
diameter (mm) 

50 
100 
150 
200 
250 
300 

2.16±0.08 
2.85±0.23 
3.00±0.04 
3.14±0.16 
3.24±0.12 
3.48±0.09 

17.10±0.05 
28.10±0.07 
40.04±0.45 
43.03±0.20 
43.80±0.35 
43.50±0.35 

38.51±0.05 
42.51±0.39 
47.08±0.54 
50.15±0.08 
50.15±0.06 
50.05±0.04 

12.51±0.30 
14.02±0.07 
15.01±0.12 
16.70±0.40 
15.75±0.24 
16.01±0.03 
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ตารางที่ 10 ผลของพีเอชเริ่มต้นต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03  

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
  
 6.7 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพภายใต้สภาวะที่เหมาะสมของเชื้อ 
Acinetobacter calcoaceticus CT 03 

เลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก 
เป็นแหล่งคาร์บอน และมี (NH4)2SO4 ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 84 ชั่วโมง น าส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงมาตรวจวัดการเจริญ ค่าแรงตึงผิว  ค่าความสามารถ
ในการเกิดอิมัลชัน และและกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 (ภาพที่ 9) จากการทดลอง
พบว่าเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 มีการเจริญและเพ่ิมจ านวนตั้งแต่ชั่วโมงที่ 9 ของการเลี้ยงเชื้อและมี
แนวโน้มการเจริญเติบโตตามระยะเวลาการเลี้ยง โดยการเจริญสูงสุดที่เวลา 54 ชั่วโมง ด้วยค่าน้ าหนักเซล
แห้งที่  3.16 กรัมต่อลิตร เมื่อวิ เคราะห์ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเชื้อ A. 
calcoaceticus CT 03 โดยการวัดค่าแรงตึงผิวที่ลดลงของส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อพบว่าจะเริ่มผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพและปลดปล่อยออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเริ่มเข้าสู่ชั่วโมงที่ 12 ของการเลี้ยงเชื้อ
และจะได้ผลดีที่สุดเมื่อเข้าสู่ชั่วโมงที่ 60 โดยมีค่าการลดแรงตึงผิวมากที่สุดเท่ากับ 46.00 มิลลินิวตันต่อ
เมตร สอดคล้องกับความสามารถในการเกิดอิมัลชันและกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 ที่
สูงที่สุดเท่ากับร้อยละ 54 และ 17.50 มิลลิเมตร ตามล าดับ ดังนั้นจึงเลือกเวลาในการเลี้ยงเชื้อ A. 
calcoaceticus CT 03 ที ่60 ชั่วโมงเพ่ือท าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
 

Initial pH 
 

Dry cell weight 
 (g/l) 

Surface tension 
reduction (mN/m) 

Emulsification  
activity (%) 

Clear zone  
diameter (mm) 

5.0 
5.5 
6.0 
6.5 
7.0 
7.5 
8.0 

1.96±0.19 
2.15±0.07 
2.82±0.31 
3.04±0.07 
3.14±0.10 
3.01±0.09 
2.82±0.28 

20.50±0.15 
27.10±0.07 
32.00±0.09 
38.00±0.03 
43.00±0.04 
33.33±0.22 
25.20±0.23 

20.25±0.13 
28.51±0.29 
37.03±0.06 
44.07±0.09 
50.15±0.06 
43.05±0.07 
31.52±0.10 

4.51±0.39 
6.02±0.07 
8.47±0.42 
12.75±0.30 
16.70±0.35 
10.04±0.05 
8.10±0.13 
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ภาพที่ 9 การเจริญเติบโต การผลิตและกิจกรรมการลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความสามารถในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM โดยใช้น้ าตาล
กลูโคสร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน และมี (NH4)2SO4 ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่อง
เขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที 

7. กำรศึกษำวิธีกำรสกัดสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพจำกเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus CT 03 

 หลังจากการเลี้ยงเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสร้อยละ 4 โดย
น้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน และมี (NH4)2SO4 ร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน ปรับ พีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 60 ชั่วโมง ท าการเหวี่ยงเซลล์ออก แล้วน าส่วนใสมาเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยเลือกใช้วิธีการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตกตะกอนด้วยกรด และสกัดด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์ (ethyl acetate และ chloroform/:methanol) จากวิธีการเก็บเกี่ยวทั้งสามวิธีพบว่าการ
ตกตะกอนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยการปรับค่าพีเอชของสารละลายส่วนใสให้เท่ากับ 2.0 สามารถเก็บ
เกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 4.25 กรัมต่อลิตร อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงค่ากิจกรรมใน
การลดแรงตึงผิวและค่าการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เก็บเกี่ยวได้พบว่าการสกัดด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์เอทิลอะซิเตดมีประสิทธิภาพในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุด (ตารางที่ 11) 
สามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบได้ 0.94 กรัมต่อลิตร โดยมีค่า CMC ต่ าสุดที่ 0.30 กรัมต่อลิตร ที่ความ
เข้มข้น CMC สามารถลดแรงตึงผิวของน้ าบริสุทธิ์ได้ 40.0 มิลลินิวตันต่อเมตร เมื่อเปรียบเทียบกิจกรรม
การยับยั้งเชื้อรา P. palmivora AI2 พบว่าการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เอทิลอะซิเตดให้ค่ากิจกรรม
การยับยั้งมากที่สุดที่ 17.50 มิลลิเมตร จึงเลือกใช้วิธีการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้การสกัด
ด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เพื่อศึกษาในขั้นตอนต่อไป   
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ตารางที่ 11 เปรียบเทียบวิธีการในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 
03 
 

Method of recovery Biosurfactant 
production (g/l) 

CMC (g/l) Surface tension 
reduction 
(mN/m) 

Clear zone 
diameter (mm) 

pH 
precipitation 

pH 2 4.25±0.41* 3.14±0.21* 25.0±2.5* 13.00±1.52* 
pH 3 3.80±0.50 3.00±0.15 23.0±152 11.82±1.00 
pH 4 2.20±0.10 2.80±0.14 20.5±2.5 8.00±3.22 

Ammonium 
sulfate    
precipitation 

40% 1.25±0.70 1.45±0.20 17.0±1.0 6.87±2.00 
50% 1.63±0.50 1.71±0.13 20.5±2.0 7.51±1.70 
60% 1.98±0.50 1.88±0.18 25.0±1.5 10.30±2.50 

Ethyl acetate extraction  
CHCl3 : MEOH extraction (2:1)  

0.94±0.25 
0.95±0.25 

0.30±0.05 
0.45±0.04 

46.0±0.5 
35.0±1.5 

17.50±2.50 
13.00±2.20 

* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
8. คุณสมบัติของสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพที่สกัดได้ 

 8.1 พีเอชที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ 
น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 และสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ Tween 80 ที่มีความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC คือ 0.30, 0.22, และ 1.75 
กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ปรับพีเอชของตัวอย่างให้อยู่ในช่วง 2.0-12.0 ด้วย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl 
แล้วทดสอบกิจกรรมในการลดแรงตึงผิวผลการทดลองแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10 ผลของระดับพีเอชต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Acinetobacter 
calcoaceticus CT 03 (BS) และสารลดแรงตึงผิวทางการค้า (SDS และ Tween 80) 
 

พบว่าค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
เพ่ิมขึ้นเมื่อค่าพีเอชลดลงต่ ากว่า 5.0 และมากกว่า 10.0 เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวเกิดการตกตะกอนใน
สภาวะที่เป็นกรดสูงและด่างสูง (Liu et al., 2017; Varjani and Upasani, 2017) แต่กิจกรรมของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในช่วงพีเอช 6.0-9.0 ในขณะที่ SDS และ Tween 80 มี
กิจกรรมการลดแรงตึงผิวคงตัวในช่วงพีเอช 4.0-10.0 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าคุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก  A. calcoaceticus CT 03 ลดแรงตึงผิวได้น้อยลง
ในช่วงพีเอชเป็นกรดและค่าแรงตึงผิวจะคงตัวเมื่อมี     พีเอชเป็นกลางถึงเป็นด่าง เนื่องจากเมื่อพีเอช
เพ่ิมขึ้น NaOH ท าให้ความคงตัวของไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีขึ้น โดย Na+ จะจับกับ
โครงสร้างของกรดไขมันในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวท าให้การเกิดไมเซลล์ดีขึ้น (Liu et al., 2009) ซึ่ง
ผลของพีเอชต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวจะขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ด้วย (Mukherjee and Das, 
2010; Singh et al., 2017) โดยผลที่ได้สอดคล้องกับผลการทดลองของ Vaz และคณะ (2012) ศึกษาพี
เอชต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากเชื้อ B. subtilis โดยใช้กลีเซ
อรอลเป็ นแหล่ งคาร์บอนโดยเปรียบ เที ยบกับสารลดแรงตึ งผิ วสั งเคราะห์ทางการค้ า ได้ แก่ 
Glucopone®215, Glucopone®650, Findet®1214N/23 และ linear alkylbenzene sulfonates 
(LAS) พบว่ากิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีค่ากิจกรรมที่ดีในช่วงพีเอช 5.0-10.0 
และลดกิจกรรมลงเมื่อค่าพีเอชลดต่ ากว่า 5.0 หรือเพ่ิมสูงเกิน 10.0 ในส่วนของของสารลดแรงตึงทาง
การค้าพบว่ามีค่ากิจกรรมคงท่ีในช่วงพีเอช 3.0-10.0  
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8.2 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ 
เมื่อน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จาก A. calcoaceticus CT 03 และสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ Tween 80 มาบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25-90 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 
และที่อุณหภูมิ 100-121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที แล้วตั้งไว้ให้อุณหภูมิกลับลงมาที่ 25 องศา
เซลเซียส จากนั้นทดสอบกิจกรรมในการลดแรงตึงผิวผลการทดลองแสดงในภาพที่ 11 

 

ภาพที่ 11 ผลของระดับอุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Acinetobacter 
calcoaceticus CT 03 (BS) และสารลดแรงตึงผิวทางการค้า (SDS และ Tween 80) 
 

จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิที่บ่มในช่วง 25-90 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อความคงตัวของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ ซึ่งเห็นได้จากค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อบ่มที่อุณหภูมิ 25-
90 องศาเซลเซียสไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P> 0.05) และที่อุณหภูมิ 100-121 
องศาเซลเซียส ค่าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึนเล็กน้อย แต่ยังคงต่ ากว่า 45 มิลลินิวตันต่อเมตร ซึ่งแตกต่างกับผลของ
อุณหภูมิต่อสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ SDS และ Tween 80 ที่มีความคงตัวที่อุณหภูมิ 25-100 องศา
เซลเซียส และมีกิจกรรมในการลดแรงตึงผิวน้อยกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้จา ก A. 
calcoaceticus CT 03 เนื่องจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) สายของไฮโดรคาร์บอนที่เป็น
องค์ประกอบภายในโมเลกุล SDS และ Triton X-100 จากการให้ความร้อนที่อุณหภูมิสูง (autoclave) 
ท าให้กิจกรรมการลดแรงตึงผิวลดลง (Noparat et al., 2014) ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการศึกษา 
Wang และคณะ (2011) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงตัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
Sphingobacterium spiritivorum AS43 โดยใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมีความคงตัวที่อุณหภูมิในช่วง 4-121 องศาเซลเซียส โดยมีค่าแรงตึงผิวต่ ากว่า 38.7 mN/m  

BS 
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9. กำรศึกษำโครงสร้ำงทำงเคมีของสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพที่สกัดได้ 

9.1 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
เมื่อตรวจสอบองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วย FT-IR ซึ่งใช้ในการศึกษาหมู่

ฟังก์ชันของสารตัวอย่าง ผลจาก FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้พบสัญญาณการ
ยืดตัว (stretching) ของ N-H ที่  3421-3308 cm-1 แสดงถึงการมี เปปไทด์ในโมเลกุล  (ภาพที่ 12) 
สัญญาณการยืดตัวของ CO-N ที่ 1550 cm-1 มาจากหมู่เอมีนของกรดอะมิโน สัญญาณที่ 1652 มาจาก N 
ที่ต่ออยู่กับ C=O สัญญาณที่ 2928, 2958 และ 1467-1159 cm-1 มาจากการยืดตัวของ C-H รูปแบบ
โดยรวมของ FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มีรูปแบบคล้ายกับสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดลิโปเปบไทด์ที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus methylotrophicus USTBa (Chandankere et al., 
2014) และ Bacillus simplex (Mani et al., 2016) ดังแสดงในภาพที่ 13  
  

 

ภาพที่ 12 Fourier transform infrared spectroscopy spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ A. calcoaceticus CT 03  



52 
 
 

 
ภาพที่  13 Fourier transform infrared spectroscopy spectrum ของโปเปบไทด์ที่ผลิตจากเชื้อ 
Bacillus simplex  
ที่มา Mani et al. (2016)  
 

 9.2 Thermal analysis techniques 
 เทคนิคการใช้ความร้อนในการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ส าคัญในการระบุ
โครงสร้างทางเคมีที่ต้องการศึกษาที่สามารถท าได้อย่างรวดเร็วและมีราคาถูก (Fernandez      et al., 
2012) และเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (Chandankere et al. 
2014) จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 
03 โดยใช้ thermogravimetry (TG) และ differential scanning calorimetry (DSC) ผลดังแสดงใน
ภาพที่ 14 และ 15 ตามล าดับ จากไดอะแกรมของ TG แสดงให้เห็นการย่อยสลายของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากความร้อนที่ระดับอุณหภูมิ 30-150 องศาเซลเซียส มีปริมาณการสลายตัว (degradation) 
ประมาณร้อยละ 4 เมื่อเพ่ิมระดับอุณหภูมิสูงขึ้นถึง 255 องศาเซลเซียส และประมาณร้อยละ 32 เมื่อเพ่ิม
ระดับอุณหภูมิสูงขึ้นถึง 314 องศาเซลเซียส จากนั้นพบว่าการสลายตัวเกิดขึ้นอย่างสมบูรณ์ที่ระดับ
อุณหภูมิ 468 องศาเซลเซียส ลักษณะการสลายตัวดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานของ Chandankere และ
คณ ะ (2014) ที่ ศึ กษาการผลิ ตสารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพชนิ ด ลิ โป เปบ ไทด์ จาก เชื้ อ  Bacillus 
methylotrophicus USTBa โดยใช้น้ ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว (ภาพที่  16) จาก
ไดอะแกรม DSC พบว่ามีสัญญาที่ชัดเจนอยู่บริเวณอุณหภูมิ 268-284 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับการ
รายงานของ Chandankere และคณะ (2014) ที่ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปบไทด์
จาก Bacillus methylotrophicus USTBa ซึ่งรายงานสัญญาณไดอะแกรม DSC บริเวณ 258-262 องศา
เซลเซียส 
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ภ าพ ที่  14  ได อ ะแก รม  Thermogravimetric ขอ งส ารล ด แร งตึ งผิ ว ชี วภ าพ ที่ ผ ลิ ต จ าก เชื้ อ                    
A. calcoaceticus CT 03 

 

ภาพที่  15 ไดอะแกรม Thermogravimetric ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus 
methylotrophicus USTBa 
ที่มา Abbasi et al. (2012)  
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ภาพที่ 16 ไดอะแกรม Differential scanning calorimetry ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
A. calcoaceticus CT 03 

9.3 Nuclear magnetic resonance spectroscopy 
เมื่อศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วย Nuclear Magnetic 

Resonance Spectroscopy (NMR) ทั้ง 1H-NMR และ 13C-NMR (ภาพที่ 17 และ ภาพที่ 18) พบว่าใน 
โครงสร้างของสารตัวอย่างมีโมเลกุลของลิโปเปปไทด์อยู่สั งเกตุได้จากสัญญาณของหมู่เอมีนที่ 8.4-7.2 
ppm ใน 1H-NMR สัญญาณที่ 5.0-3.8 ppm มาจาก α-H ของหมู่เอมีน สัญญาณที่ 1.0-0.8 ppm มา
จาก (CH3)2-CH แสดงว่ามีกรดไขมันอยู่ในโครงสร้างจากการตรวจสอบโครงสร้างด้วย 13C-NMR พบว่ามี
สัญญาณของเมทิล เมทิลีน เอสเตอร์ และหมู่คาร์บอกซิล ที่ 12.0-14.0, 22.0-39.60, 170.0-174.0 และ 
181.0 ppm ตามล าดับ รูปแบบโดยรวมของ NMR spectrumทั้ง 1H-NMR และ 13C-NMR ของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มีรูปแบบคล้ายกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด      ลิโปเปบไทด์ที่ชื่อ surfactin 
ซึ่งผลิตจากเชื้อ B. subtilis HSO121 (ภาพที่ 19 และภาพท่ี 20) (Chooklin et al. 2014). 
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ภาพที่ 17 1H-NMR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus 
CT 03  

 

ภาพที ่18 13C-NMR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
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ภาพที่  19  1H-NMR spectrum ของสารลดแรงตึ งผิ วชี วภาพชนิดลิ โป เปบไทด์ซึ่ งผลิตจากเชื้ อ 
Halobacteriaceae archaeon AS65  
ที่มา Chooklin et al. (2014)   

 
ภาพที่  20  13C-NMR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิ โปเปบไทด์ซึ่ งผลิตจากเชื้ อ
Halobacteriaceae archaeon AS65  
ที่มา Chooklin et al. (2014)   
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  9.4 Mass spectroscopy 
 ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ด้วย 
liquid chromatography-mass spectroscopy (LC-MS) พบว่าสามารถตรวจพบสัญญาณที่มีมวล
โมเลกุลเด่นชัดเท่ากับ 544, 555, 1,088, และ 1,102 m/z (ภาพที่ 21) โดยสัญญาณที่ห่างกัน 14 ดาลตัน
มาจากการแตกตั วของหมู่ เมทิ ล  (CH2) มวลโมเลกุลของสารลดแรงตึ งผิ วชี วภาพจากเชื้ อ  A. 
calcoaceticus CT 03 มีค่าเท่ากับ 1088 m/z สอดคล้องกับรายงานของ Mnif และคณะ (2016) ที่
ศึกษาพบว่ามวลโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทด์จะอยู่ในช่วง 996-1,446 m/z โดย
เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทด์ในกลุ่ม surfactin, iturin และ fengycin  
 

 

ภาพที่ 21 Mass spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus CT 
03 
 
10. การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้ง (MIC, Minimum Inhibitory Concentration) และความ
เข้มข้นต่ าสุดที่ฆ่า (MFC, Minimum Fungicidal Concentration) เชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
สกัดได้ด้วยวิธี broth microdilution assay 
 จากการทดสอบฤทธ์ในการยับยั้งเชื้อรา Phytophthora palmivora ทั้ง 7 ไอโซเลท ของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ที่สกัดโดยใช้  ethyl acetate ด้วยวิธี  broth 
microdilution assay พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้สามารถยับยั้งเชื้อรา P. palmivora ทั้ง 7 
ไอโซเลท (ตารางที่ 12) โดยมีค่า MIC (Minimum Inhibition Concentration) และ MFC (Minimum 
Fungiciaial Concentration) ต่ าสุดเท่ากับ 0.28 และ 0.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อทดสอบ
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กับเชื้อ P. palmivora ไอโซเลท Al4 และ Al6   ส าหรับเชื้อรา P. palmivora ไอโซเลทอ่ืนๆ มีค่า MIC 
และ MFC เท่ากับ 0.56 และ 1.13 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ การทดลองนี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพ
ที่จะน าสารสกัดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ไปใช้ยับยั้งเชื้อรา P. 
palmivora ในระดับแปลงทดลองต่อไป     

ตารางที่ 12 ค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่ยับยั้ง (MIC, Minimum Inhibitory Concentration) และความ
เข้มข้นต่ าสุดที่ฆ่า (MFC, Minimum Fungicidal Concentration) เชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
สกัดได้ด้วยวิธี agar diffiltion assay  

Fungal strain MIC (mg/ml) MFC (mg/ml) 
Phytophthora palmivora Al1 
Phytophthora palmivora Al2 
Phytophthora palmivora Al3 
Phytophthora palmivora Al4 
Phytophthora palmivora Al5 
Phytophthora palmivora Al6 
Phytophthora palmivora Al7 

0.56 
0.56 
0.56 
0.28 
0.60 
0.28 
0.60 

1.13 
1.13 
1.13 
0.56 
1.13 
0.56 
1.13 

 
 
11. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
A. calcoaceticus CT 03 ด้วยวิธี detached leaf technique 

 น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 มาทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแคทลียา ในระดับเรือนเพาะปลูก โดยใช้ระดับความ
เข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ระดับต่างๆ หลังการบ่มเชื้อเป็นเวลา  7 วัน แล้ววัดขนาดของแผลที่
เกิดขึ้นพบว่าค่าขนาดของแผลแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ที่ระดับความเข้มข้นของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพเท่ากับ 1.12 มิลลิกรัมต่อลิตร มีประสิทธิภาพดีเทียบเท่ากับการใช้สาร fosetyl-Al ในการยับยั้ง
การเกิดแผล ค่าเฉลี่ยขนาดของแผลในกล้วยไม้ทั้งสองสกุลเท่ากัน คือ 3.0 มิลลิเมตร  รองลงมาคือที่ระดับ
ความเข้มข้น 0.56 มิลลิกรัมต่อลิตร มีค่าเฉลี่ยขนาดของแผลเท่ากับ 8.0 และ 10.0 มิลลิเมตร ส าหรับมอค
คาร่าและแคทลียา ตามล าดับ โดยชุดควบคุมที่มีค่าเฉลี่ยขนาดของแผลเท่ากับ 25.0 และ 26.0 มิลลิเมตร 
ส าหรับมอคคาร่าและแคทลียา ตามล าดับ (และ ภาพที่ 22 ตารางที่ 13) 
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ภาพที่ 22 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเน่าด าในกล้วยไม้สกุลมอคคาร่า (ก -ค) และ
สกุลแคทลียา (ง-ฉ) หลังการปลูกเชื้อ P. palmivora AI2 เป็นเวลา 7 วัน: (ก) และ (ง); น้ ากลั่น, (ข) และ 
(จ); สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น 1.12 มิลลิกรัมต่อมิลลลิตร, (ค) และ (ฉ); สารfosetyl-Al 
ความเข้มข้น 2.50 มิลลิกรัมต่อมิลลลิตร  
 

ตารางที่ 13 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเน่าด าในกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและสกุล
แคทลียา โดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 หลังการปลูกเชื้อเป็นเวลา 7 
วัน 
 

Treatment Diameter of infection (mm) 
 Mokara Cattleya 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ความเข้มข้น 0.28 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ความเข้มข้น 0.56 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ความเข้มข้น 1.12 มิลลิกรัมต่อลิตร  
Fosetyl-Al ความเข้มข้น 2.50 มิลลิกรัมต่อลิตร 
น้ ากลั่น 

12.0 ± 1.0b 
8.0 ± 1.5c 
3.0 ± 0.5d 
3.0 ± 0.0d 
25.0 ± 3.0a 

13.0 ± 1.0b 
10.0 ± 1.5c 
3.0 ± 0.5d 
3.0 ± 0.0d 
26.0 ± 2.0a 

* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
**Different letters in the same columm indicate significant differences (p<0.0)

ก   ข ค 

ง  จ ฉ 



 
 

บทท่ี 4 

สรุปผลกำรวิจัยและขอ้เสนอแนะ 
สรุปผลกำรวิจัย 
 แยกเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดจ านวน 231 ไอโซเลท จากตัวอย่างดินน้ าและของเสียจากโรงงานสกัด
น้ ามันปาล์มจากจังหวัดในภาคใต้ของประเทศไทย 101 ตัวอย่าง น าเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้มาท า primary 
screening โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal salt medium (MSM) ที่มีน้ าตาลกลูโคสหรือน้ ามันปาล์ม
ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน วัดกิจกรรมการลดแรงตึงผิวโดยวิธี  oil 
displacement place test พบเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมการลดแรงตึงผิวจ านวน 85 ไอโซเลท จากนั้น
น าเชื้อแบคทีเรียทั้ง 85 ไอโซเลทมาท า secondary screening โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาล
กลูโคสหรือน้ ามันปาล์มความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน วัดกิจกรรมการลดแรงตึงผิว
โดยวัดค่าแรงตึงผิว ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถลดแรงตึงผิวได้
ดีที่สุดจ านวน 30 ไอโซเลท เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตได้ จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรีย 30 
สายพันธุ์โดยวิธี agar well diffusion assay พบว่าสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อแบคทีเรียทั้ง 30 สายพันธุ์มี
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นขึ้นอยู่
กับชนิดของเชื้อราทดสอบและชนิดของเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงชีวภาพโดยสารละลายส่วนใส
จากเชื้อไอโซเลท CT 03 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราทดสอบมากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสารละลายส่วน
จากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน โดยสามารถยับยั้งเชื้อรา Phytophthora palmivora Al2 ด้วยค่าวงใส 
(clear zone) ที่ 10.74 มิลลิเมตร เมื่อเทียบเคียงสายพันธุ์โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการ
เทียบเคียงล าดับของชิ้นส่วนสารพันธุกรรมบริเวณ 16S rRNA พบว่าเชื้อไอโซเลท CT 03 เป็นมีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus PA (KT878384) ถึง 100% องค์ประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
คือ อาหาร MSM ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7.0 โดยใช้น้ าตาลกลูโคสและ (NH4)2SO4 ร้อยละ 4.0 และ 1.0 
โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตามล าดับ เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 
ชั่วโมง มีค่าการลดแรงตึงผิว ความสามารถในการเกิดอิมัลชันและกิจกรรมในการยับยั้งเชื้อรา P. 
palmivora AI2 ที่สูงที่สุดเท่ากับ 46 มิลลินิวตันต่อเมตร ร้อยละ 54 และ 17.50 มิลลิเมตร ตามล าดับ 
วิธีการที่เหมาะสมในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 คือการสกัด
โดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ (เอทิลอะซิเตด) สามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ได้  0 .94  ก รัม ต่ อ ลิ ต ร  มี ค่ า  CMC ที่  0 .30  ก รัม ต่ อ ลิ ต ร  ส ารสกั ดห ยาบ ที่ ได้ มี ค ว ามค งตั ว
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ในช่วงค่าพีเอชระหว่าง 5.0 - 10.0 อุณหภูมิในช่วง 25-90 องศาเซลเซียส เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบและ
โครงสร้ า งท างเคมี ของสารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพที่ ส กั ด ได้ ด้ ว ย  Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR)  แ ล ะ  Mass 
Spectroscopy (MS) พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 มีกรดอะมิโน
และไขมันเป็นองค์ประกอบโดยมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 1 ,088 m/z และมีค่า MIC (Minimum 
Inhibitory Concentration) แ ล ะ  MFC (Minimum Fungicidal Concentration) ต่ อ เ ชื้ อ ร า 
Phytophthora palmivora เท่ากับ 0.28 และ 0.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ผลจากการ
ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราก่อโรคในกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแคทลียาของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่สกัดได้ด้วยวิธี detached leaf technique พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 1.12 มิลลิกรัมต่อลิตร มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราเทียบเท่าสารยังยั้งเชื้อราทางการค้า (fosetyl-Al) 

 
ข้อเสนอแนะ   
1. ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ A. 
calcoaceticus CT 03 ในถังหมักขนาดใหญ่ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
2. ศึกษาการน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ไปประยุกต์ใช้ในการ
ยับยั้งเชื้อราก่อโรคพืชในระดับแปลงทดลอง 
3. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อราได้ดี ควร
น าไปทดสอบกลับเชื้อราและแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มอ่ืนๆ เพื่อเป็นการเพ่ิมศักยภาพในการใช้ประโยชน์ มาก
ยิ่งขึ้นต่อไป 
4. จากการทดสอบในแปลงทดลองพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ
ราเทียบเท่าสารยังยั้งเชื้อราทางการค้า อย่างไรก็ตามความศึกษาวิธีการในการเก็บรักษาและพัฒนารูปแบบ
ของสารละลายให้เหมาะสมและสะดวกต่อการใช้งานมากยิ่งข้ึน 
5. ควรมีการประชาสัมพันธ์ถึงประโยชน์และข้อดีของการใช้สารป้องกันก าจัดศัตรูพืชจากธรรมชาติเพ่ือให้
การใช้ประโยชน์จากสารชีวภาพเป็นที่รู้จักและแพร่หลายมากยิ่งขึ้น 
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