
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ 
 

โครงการวิจัย  การพฒันาแบคทเีรียทีผ่ลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพือ่ใชในอตุสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพทีป่นเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 

(Development of biosurfactant producing bacteria for application of 
petroleum industry and bioremediation of petroleum materials) 

 
 
 
 
 
 
 
 

สุบณัฑิต  นิ่มรตัน 
วีรพงศ  วุฒพิันธุชัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได (เงินอดุหนนุจากรฐับาล)  
ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2561  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 



รหัสโครงการ 256102A1080006 
สัญญาเลขที่ 42/2561 

 
 
 

รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ 
 

โครงการวิจัย  การพฒันาแบคทเีรียทีผ่ลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพือ่ใชในอตุสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพทีป่นเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี 

(Development of biosurfactant producing bacteria for application of 
petroleum industry and bioremediation of petroleum materials) 

 
 
 
 
 
 
 

สุบณัฑิต  นิ่มรตัน1 
วีรพงศ  วุฒพิันธุชัย2 

 
1ภาควิชาจุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 
2ภาควิชาวาริชศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ธันวาคม 2561 



 I

กิตตกิรรมประกาศ 
 

 งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได (เงินอุดหนุนจากรัฐบาล)  
ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2561  มหาวิทยาลัยบูรพา  ผานสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ  
เลขที่สัญญา 42/2561 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



II 
 

บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี ในปที่ 3  ทําการศึกษาถึงผลของ
แหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ SE1  และทํา
การตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพวิธี Oil displacement test  รวมทั้งทําการศึกษาถึง
ปริมาณและคาความตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ 
เครื่อง Surface Tension Meter ตามลําดับ  ผลการศึกษาพบวาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไดแก อาหารเลี้ยงเช้ือ 
Mineral salt medium ที่เติม 1% (v/v)  นํ้าตาลกลูโคส  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  คาความ
เค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL และบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด เทากับ 66.00  1.54  มิลลิกรัมตอลิตร และมีคาความตึงผิว
อยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% 
และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดังน้ันพบวาแบคทีเรีย B. subtilis  สายพันธุ SE1 นาจะเปนแบคทีเรียที่สามารถนํามาประยุกตใชในการ
ฟนฟูสภาพในสิ่งแวดลอมและนํามาประยุกตใชในกระบวนการ Oil recovery ในบอเก็บกักนํ้ามันโดย
วิธีการที่เรียกวา Biostimulation ดวยสภาวะที่เหมาะสมจากการศึกษาในครั้งน้ี 
 
คําสําคัญ: แบคทีเรีย, Bacillus subtilis, สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ, ลิโปเปปไทด  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III 
 

ABSTRACT 
  
 Research entitled “Development of biosurfactant producing bacteria for 
application of petroleum industry and bioremediation of petroleum materials” in the 
third fiscal year was established. This study focused on evaluation of optimal 
conditions, e.g. carbon source, pH, temperature, salinity and inoculum size, for 
biosurfactant production of Bacillus subtilis SE1 using an oil displacement technique. 
In addition, quantity and surface tension value of lipopeptide biosurfactant produced 
by B. subtilis SE1 were also investigated using a high performance liquid 
chromatography and a surface tension meter, respectively. Results showed that an 
optimal condition for biosynthesis of biosurfactant by B. subtilis SE1 included adding 
1% (v/v) glucose in mineral salt medium, 108 CFU/mL of inoculation size and incubating 
at 30 C. Under this condition, B. subtilis SE1 could produce 66.00  1.54 mg/L 
lipopeptide biosurfactant and provide surface tension values ranging from 32.35 to 
24.87 mN/m. Minimal concentration of biosurfactant at which micelles begin to form 
was 7.11% and lipopeptide-biosurfactant concentration found in supernatant was 
4.69 mg/L. Therefore, B. subtilis SE1 is likely to be applied in environmental 
bioremediation and in an oil recovery method in oil reservoirs, called as 
biostimulation technology, under optimal condition in this study. 
 
Keywords: Bacteria, Bacillus subtilis, Biosurfactant, Lipopeptide 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 สารลดแรงตึงผิวเปนคําสั้น ๆ ของ "สารที่ใชงานกับพื้นผิว" (Surface-active-agents) ซึ่งคือ
สารเคมีทั่วไปที่ลดแรงตึงผิวของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวาง
ของเหลวและของแข็ง สารลดแรงตึงผิวโดยทั่วไปเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic)   ในธรรมชาติซึ่งมีทั้งสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้า สวนที่ไมชอบนํ้า (ไมมีข้ัว) 
เปนสวนที่ไมละลายในนํ้าและอาจจะมีกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of fatty acids)  
กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids) หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมันไฮดรอกซิล (α-
alkyl-β-hydroxy fatty acids) ดานปลายที่ชอบนํ้า (มีข้ัว) พบวาเปนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน  
วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Van Ginkel, 1989; Jaysree et al., 2011)   
 สารลดแรงตึงผิวสามารถแบงออกไดเปน  2 กลุมใหญ  คือ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมี มีการ
นํามาใชในอุตสาหกรรมนํ้ามันเพื่อชวยในการทําความสะอาดการรั่วไหลของนํ้ามัน ตลอดจนการเพิ่ม
ปริมาณนํ้ามันในกระบวนการขุดนํ้ามันจากบอนํ้ามัน โดยสารเหลาน้ีไมสามารถยอยสลายไดเองตาม
ธรรมชาติ และมีความเปนพิษตอสิ่งแวดลอม (Jayrees et al., 2011)  สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เปนผลิตภัณฑที่ผลิตโดยกระบวนการทางชีวภาพ  และเปนสารที่ขับออกมาภายนอกเซลลของ
จุลินทรียชนิดตาง ๆ ยกตัวอยางเชน  แบคทีเรีย  ราและยีสต (Chen et al., 2007; Jayrees et al., 
2011) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียไดรับความสนใจและการยอมรับมากกวาสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห  เน่ืองจากมีความเปนไปไดในการนําไปใชในเชิงการคาเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่ได
จากการสังเคราะห รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติหลายประการ ไดแก  คุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวและทําใหเกิดอิมัลชันไดดี  มีความเสถียรแมอยูภายใตสภาวะทางกายภาพและเคมีที่
รุนแรง  สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวและทําใหจุลินทรียสามารถยอยสลายสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า  สามารถ
จับโลหะ  สรางไบโอฟลม  มีความเปนพิษตํ่า สรางความระคายเคืองนอย  ไมเปนอันตรายตอผิวหนัง
มนุษย  ทั้งน้ียังมีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพสูง  เปนมิตรตอระบบนิเวศ และสามารถ
ผลิตไดจากสารต้ังตนที่มีราคาถูกและสารต้ังตนชนิดใหม ๆ ได (Banat et al., 2000a; Costa et al., 
2006; Mohan et al., 2006) ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียมีศักยภาพที่หลากหลายใน
การนําไปใชงานดานตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมนํ้ามัน เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง 
(Banat et al., 2000b)   

จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบจากผลิตภัณฑของจุลินทรียซึ่ง
สามารถถูกยอยสลายไดงาย จึงมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในสิ่งแวดลอม เชน การใชในงานดาน
เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง (Banat et al., 2000b)  การใชเปนสารซักฟอก 
สารที่ทําใหเกิดความช้ืน (Wetting agents)  สารปองกันการแยกตัวของนํ้าและนํ้ามัน (Emulsifiers)  
สารที่ทําใหเกิดฟองและสารชวยกระจายตัว (Dispersants) (Makkar and Cameotra, 2002)  ทั้งยังใช
เปนสารหลักในอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เพื่อทําใหการไดนํ้ามันกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและฟนฟูสภาพของ
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สารกลุมไฮโดรคารบอน  นอกจากน้ียังสามารถใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ  เชน การกําจัดการ
ปนเปอนทั้งในดินและในนํ้า (Ron and Rosenberg, 2002; Franzetti et al., 2009)  การเพิ่มการ
กระจายตัวของนํ้ามันที่เกิดจากการรั่วไหลของนํ้ามัน (Mohan et al., 2006)  และไดมีการนําไปใชใน
กระบวนการทางเคมีและกายภาพในการออกแบบเพื่อฟนฟูสภาพแวดลอมในแหลงที่มีการปนเปอน
ดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือโลหะหนัก เชน การนําสารลดแรงตึงผิวมาบําบัดดินในพื้นที่ที่มี
การปนเปอนจริงและการนําดินจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนออกมาบําบัดนอกพื้นที่น้ันหรือการสูบนํ้าเพื่อ
บําบัดช้ันดินอุมนํ้า (Mulligan, 2005; Franzetti et al., 2009)  แตอยางไรก็ตามการเลือกใชสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพควรคํานึงถึงประเภทของสารลดแรงตึงผิว  ปริมาณและความเขมขนของสาร 
ลดแรงตึงผิว  รวมถึงสภาวะอื่น ๆ ใหเหมาะสมกับวัตถุประสงคของการใชงาน  ทั้งน้ีเพื่อทําใหสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดและไมกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมา (วิสาขา ภูจินดา, 2548) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดเปนสารประเภทไกลโคลิปด (Glycolipids) เชน แรมโนลิปด
ที่ผลิตโดย Pseudomonas,  โซโฟโรลิปด (Sophorolipids) ที่ผลิตโดย Candida หลายสปชีส , 
Cell-bound trehalose lipids ที่ผลิตโดย Rhodococcus และ Actinomycetes และลิโปเปปไทด 
(Lipopeptides) ที่มีลักษณะโครงสรางที่หลากหลายผลิตโดย Bacillus หลายสปชีส (Lang and 
Philp, 1998; Cubitto et al., 2004; Van Hamme et al., 2006)  โดยแรมโนลิปดเปนสารลดแรง
ตึงผิวหลักที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa  ซึ่งประกอบดวยโมโน- และได-แรมโนลิปด ซึ่งมี
สมบัติทางเคมแีละทางกายภาพที่แตกตางกันคอนขางมาก (Benincasa et al., 2002) P. aeruginosa มี
ความสามารถในการใชแหลงคารบอนจากสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า เชน นํ้ามันพืช (Costa et al., 2006)  
ไฮโดรคารบอน (Santa-Anna et al., 2002; Rashedi et al., 2005) และแหลงคารบอนที่แบคทีเรีย
นํามาใชไดงาย เชน นํ้าตาลกลูโคส (Bodour et al., 2003) นํ้าตาลแมนนิทอล (De´ziel et al., 1999) 
หรือกลีเซอรอล (Das et al., 2009)  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด  สารต้ังตนประเภท
คารบอนเปนสารที่ใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับการรายงานวามีผลตอคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิว (Panilaitis et al., 2007; Abouseouda et al., 2008)  นอกจากน้ี 
ผลการวิเคราะหทางเคมีโดยใชเครื่อง Mass spectrometry แสดงใหเห็นชัดเจนวาแหลงคารบอน
ไมไดมีผลตอปริมาณเทาน้ัน  แตยังมีผลตอโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวดวย (Perfumo et al., 
2006)  โดยปกติแลวจุลินทรียตางสกุลกันจะสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางตางกัน  ในทาง
ตรงกันขามจุลินทรียสายพันธุหรือสปชีสเดียวกันจะผลิตสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางคลายคลึงกัน  
อยางไรก็ตามความแตกตางเพียงเล็กนอยในโครงสรางโมเลกุลมีผลกระทบอยางมากตอหนาที่การ
ทํางานและการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรีย 
(Bodour et al., 2003)   

ในโลกปจจุบันสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เปนสารที่มีความสําคัญ
อยางมากตอประชากรโลก แตสารดังกลาวเปนของเหลวที่เกิดข้ึนใตเปลือกโลก  โดยปโตรเลียมเปน
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจนเปนหลัก มีโมเลกุลของ
สารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายในปโตรเลียม กระบวนการเกิด
ปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของอินทรียสารจํานวนมากที่ 
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ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล การใชประโยชนจาก
ปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ เชน กาซหุงตม 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติก 
และยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554)  สวนนํ้ามันดิบ  คือ ปโตรเลียมที่มี
สถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ  มีลักษณะสีดําหรือนํ้าตาล  มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป  
มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยู
ดวย เชน กํามะถัน  คารบอน  ไฮโดรเจนและไนโตรเจน เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตาง
กันไปตามองคประกอบของสารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ี
นํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถนําไปใชประโยชนไดทันที  ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยก
สารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดได  
โดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูในนํ้ามันดิบออกจากกันน้ีเรียกวาการกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต 
และคณะ, 2554)  และกระบวนการกลั่นนํ้ามันดิบน้ันประกอบดวยข้ันตอนการกลั่นสําหรับแยกสวน
ตาง ๆ ของนํ้ามันปโตรเลียม ที่ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหไดผลผลิตเพิ่มมากข้ึน ซึ่งมีมูลคา
มหาศาล (Kister, 1992; Nur Asshifa, 2009) และปจจุบันมีการศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มาใชเน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห  แตมี
ความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  มีความเปนพิษตํ่าและยอยสลายไดงายในธรรมชาติเมื่อเทียบกับสาร 
ลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 

จากคุณสมบัติดังกลาวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เน่ืองจากตองมีการขนสง
สารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบทั่วโลก และเกิดการรั่วไหลและหกทั่วโลก  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอน  ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ  เปนสารพิษทําใหเกิดการระคายเคืองตาม
ผิวหนัง เปนผื่นคัน แสบรอน  เกิดแผลและติดเช้ือได  รวมถึงเมื่อสารพิษซึมเขาสูผิวหนังทําใหเกิด
อันตรายอยางตอเน่ืองในระยะยาว เชน มะเร็งผิงหนัง เปนตน   นอกจากน้ีถาสูดดมกลิ่นของนํ้ามันจะ
ทําใหปอดไดรับสารพิษ เกิดอาการปอดอักเสบ เกิดโรคระบบทางเดินหายใจ  การรับสารพิษโดยการ
ดูดซึมทางรางกายอาจจะทําใหสารพิษไปสะสมในไตจนเกิดภาวะไตเสื่อมและไตวายได  และหากไดรับ
สารพิษเปนระยะเวลานานและในระยะยาวอาจเกิดอันตรายถึงข้ันสารพิษทําลายระบบประสาทการ
ควบคุมการเคลื่อนไหวทําใหไมสามารถทรงตัวและไมสามารถเดินไดเปนปกติและอาจรุนแรงถึงข้ันเปน
มะเร็งในที่สุด  (สํานักงานสิ่งแวดลอมภาคที่ 16, 2556)   
 จากชวงทศวรรษที่ 1930 ถึง 1990 มีงานวิจัยพิสูจนใหเห็นวาแบคทีเรียมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับนํ้ามันปโตรเลียม  แบคทีเรียจํานวนมากมีความสามารถในการใช
ประโยชนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานตามธรรมชาติ (Hua  
et al., 2004; Korda et al., 1997; Rahman et al., 2003)  นอกจากน้ียังมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Chaerun et al., 2004; Ilori et al., 2006)  โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพทําหนาที่ลดแรงตึงผิวบนผิว และลดแรงตึงผิวระหวางของแข็งกับของเหลวหรือของเหลว
กับของเหลว (Interfacial tension) ที่เกิดจากการรวมของเหลวที่ผสมกันไมได (Immiscible fluids) 
หรือของเหลวกับของแข็งซึ่งทําใหเพิ่มพื้นผิวของสารประกอบที่ไมละลายนํ้า  สงผลใหเพิ่มการ
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เคลื่อนที่และความสามารถของการนํามาใชโดยจุลินทรียหลังจากที่มีการยอยสลายทางชีวภาพและ
การเกิด  Emulsification (Ron and Rosenberg, 2001; Vasileva-Tonkova and Gesheva, 
2007) หนาที่ทางชีวภาพของสารลดแรงตึงผิวมีความเกี่ยวของกับการดูดซึมสารประกอบไฮโดรคารบอน
ซึ่งเปนสารที่ถูกผลิตและปลอยออกมาอยางอัตโนมัติ  ถามีสารต้ังตนเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
(Guerra-Santos et al., 1984; Makkar and Cameotra, 1998; Singh et al., 2006)  แบคทีเรียที่
มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก Acinetobacter, Pseudomonas, 
Rhodococcus และ Mycobacterium (Ilori et al., 2005; Kosaric, 1993)  และเปนที่ทราบดีวา
ความสามารถของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางย่ิง P. aeruginosa สามารถยอยสลาย Heavy oil และ 
Aliphatic hydrocarbons ภายใตสภาวะที่มีการใชออกซิเจนและสามารถหลั่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในปริมาณสูงขณะเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง (Hommel, 
1990; Chayabutra and Ju, 2000)    

จากขอความที่กลาวมาแลวขางตน  แสดงใหเห็นวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรียเปน
สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพและมีประโยชนหลายประการทั้งยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  ดังน้ัน
ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยจึงมีความสนใจในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และนํามาศึกษาชนิดและองคประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ดีที่สุด เพื่อพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการ
ฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี  สําหรับใชทดแทนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและเพื่อ
การพัฒนาเปนผลิตภัณฑต้ังแตในระดับหองปฏิบัติการจนถึงระดับเชิงพาณิชยตอไป 
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพื่อพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตร-
เคมี  เพื่อทดแทนสารเคมีสังเคราะห 

  
ขอบเขตของการวิจัย 
 ศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย
ศึกษาถึงผลของปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และปริมาณหัวเช้ือ ที่มีผลตอการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย ตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด  แยกสาร
ลดแรงตึงผิวและวัดแรงตึงผิว  เพื่อมุงเพิ่มศักยภาพในการนําไปผลิตภายใตสภาวะที่เหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพสูงสุดตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1. ทราบถึงปจจัยในการเจริญของแบคทีเรยีที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน Scale ขนาดเล็ก 
 2. สามารถทราบถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียชนิดใหม นํามา
ซึ่งการพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่เปนสารเคมีสังเคราะห 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ตรวจหาปรมิาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 

แยกสารลดแรงตึงผิวและวัดแรงตึงผิว 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศกึษา 

 
 
เอกสารทีเ่กี่ยวของกบัการศึกษาจําแนกไดดังน้ี 
 1.  ความรูทั่วไปเกี่ยวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลินทรีย 
3.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมลัซิฟายเออร   
4.  การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
5.  รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
 
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   
  1.1 ความหมายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants) หมายถึง สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตออกมาจาก
จุลินทรียหลายชนิด เชน ยีสต แบคทีเรียและรา (Priya and Usharani, 2009) ซึ่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพน้ีมักจะเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก (Amphiphilic) คือในโมเลกุล
ประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า (Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน 
(Chioma et al., 2013)  โดยสวนที่ไมชอบนํ้าหรือสวนที่ไมมีข้ัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ัน เปนสวน
ที่ไมสามารถละลายในนํ้าได  เน่ืองจากเปนโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of 
fatty acids) กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids)  หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมัน 
ไฮดรอกซิล (α-alkyl-β-hydroxy fatty acids)  สวนดานปลายที่ชอบนํ้าหรือสวนที่มีข้ัวพบวาเปน
คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Jaysree et al, 
2011) 
  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่เรียกวา ไมเซลล (Micells) 
เมื่อสารลดแรงตึงผวิมีความเขมขนอยูในตัวทําละลาย เชน นํ้า  โดยสารลดแรงตึงผิวจะหันเอาสวนที่
ชอบนํ้าไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน ซึ่งทําใหสามารถแสดงคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว
ของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวางของเหลวและของแข็งได ซึ่งความ
เขมขน ณ จุดที่ทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวเกิดเปนไมเซลลเปนคุณสมบัติเฉพาะของสารลดแรง
ตึงผิวแตละชนิดเรียกความเขมขน ณ จุดน้ีวา Critical micelle concentration (CMC) 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่เช่ือมตอระหวางของเหลวและอากาศ 

(ดัดแปลงจาก Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 

  1.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
   ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแบงได 2 กลุม ตามนํ้าหนักโมเลกุล (Jaysree et al, 
2011; Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
          1.2.1 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า 
   เปนกลุมที่มีพื้นที่ผิวและแรงดึงระหวางผิวที่ตํ่า มีหนาที่หลักในการลดแรงตึงผิว 
(Surface tension) และแรงระหวางผิว (Interfacial tension) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญใน
กลุมน้ี ไดแก ไกลโคลิปด (Glycolipids) ฟอสโฟลิปด (Phospholipids) และลิโปเปปไทด (Lipopeptides) 
เปนตน 
   1.2.2 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 
     เปนกลุมที่จะเกาะติดแนนกับพื้นผิว มีหนาที่หลักเกี่ยวของกับความคงตัวของสาร
อิมัลชัน ทําใหแบคทีเรียติดอยูกับพื้นผิวที่เปนสวนที่ชอบนํ้าไดดี ข้ึน  ซึ่งทําใหสามารถยอยสลาย
สารชีวภาพได สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญในกลุมน้ี ไดแก พอลิแซคคารไรด (Polysaccharides) 
โปรตีน (Proteins) ลิโปพอลิแซคคารไรด (Lipopolysaccharides) ลิโปโปรตีน (Lipoproteins) หรือ
สารประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาว เปนตน 
 
 1.3 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ไดทั้งหมด 5 
กลุม ดังตอไปน้ี 
  1.3.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด 
  ไกลโคลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากที่สุดชนิดหน่ึง ประกอบดวย โมโน- 
ได- ไตร- และเตตระแซคคารไรด รวมทั้งกลูโคส กาแลคโตส กรดกลูคูโรนิก แรมโนส และกาแลคโตส
ซัลเฟต รวมทั้งประกอบดวยกรดไขมันซึ่งมีองคประกอบคลายกับฟอสโฟลิปดของจุลินทรีย สามารถ
แบงไดเปนทรีฮาโลสลิปด (Trehaloselipid) โซโฟโรลิปด (Sophorolipid) และแรมโนลิปด 
(Rhamnolipids) (Shaw, 1970) ตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

ดานหางไมชอบน้ํา  

ดานหัวที่ชอบน้ํา 

นํÊา 
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ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของแรมโนลิปด 
(Abdel-Mawgoud et al., 2011) 

 
  1.3.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
  ลิโปเปปไทด ประกอบดวยสวนหางที่เปนกรดไขมันเช่ือมตอดวยโอลิโกเปปไทด 
สายสั้นซึ่งอยูในรูปวงกลม (Raaijmakers et al., 2006)  โดยพบวา Bacillus subtilis สามารถผลิต 
วงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin) 
(Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad, 1970) ซึ่งเซอแฟกตินมีคา CMC ในนํ้าเทากับ 25 
มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (Cooper et al., 
1981) โครงสรางของ Cyclic lipopeptide และ Surfactin ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก.                                                 ข. 

 
ภาพท่ี 3  โครงสรางของวงลโิปเปปไทด (ก.) และโครงสรางของเซอแฟกติน (ข.) 

(Rosenberg and Ron, 1999; Smyth, et al., 2010) 
 

  1.3.3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน  
 (1) ฟอสโฟลิปด เปนองคประกอบสวนใหญในเย่ือหุมเซลลของจุลินทรีย โดย
พบวาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือยีสตที่เจริญบนอาหารที่
มีแอลเคนเปนแหลงของคารบอนจะพบปริมาณของฟอสโฟลิปดเพิ่มข้ึนอยางมาก ยกตัวอยางเชน ใน
กรณีของแบคทีเรีย  Acinetobacter sp. HO1-N ที่เจริญบนเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) พบวา
ถุงเวสิเคิล (Vesicles) ที่แบคทีเรียปลอยออกมานอกเซลลอุดมไปดวยฟอสโฟลิปด (Kaeppeli and 
Finnerty, 1979) 
 (2) กรดไขมัน กรดไขมันที่ไดมาจากแอลเคนไดรับความสนใจอยางมากใน
ฐานะที่เปนสารลดแรงตึงผิว Rehm and Rei (1981)  ไดอธิบายถึงรายละเอียดของกรดไขมันที่เกิด
จากการออกซิเดชันของแอลเคนโดยจุลินทรีย สมดุลระหวางสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้าของ
กรดไขมันมีสวนเกี่ยวของกับความยาวของหวงโซไฮโดรคารบอน สําหรับกรดไขมันที่นิยมนํามาเปน
สารลดแรงตึงผิวจะอยูในชวง C12 - C14  นอกจากกรดไขมันโซตรง จุลินทรียยังสามารถผลิตกรดไขมัน
ที่มีความซับซอนโดยประกอบดวยไฮดรอกซิลและกิ่งกานแอลคิล ยกตัวอยางเชน โครีโนไมโคลิก  
แอสิด (Corynomycolic acid) ซึ่งมีศักยภาพในการเปนสารลดแรงตึงผิว (MacDonald et al., 
1981) 
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  1.3.4. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพอลิเมอรริก (Polymeric surfactant) 
  สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอรริกเปนสารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ผลิตได  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีประกอบดวยพอลิแซคคาไรด โปรตีน ลิโปพอลิแซคคาไรด 
หรือลิโปโปรตีน และในบางกรณีพบวาประกอบดวยโมเลกุลที่ซับซอนของพอลิเมอรชีวภาพที่รวมตัวกัน 
ตัวอยางของแบคทีเรียที่ผลิตสารในกลุมน้ีได ไดแก แบคทีเรียสกุล Acinetobacter (Rosenberg 
and Ron, 1998) 
 
  1.3.5 สารลดแรงตึงผิวกลุมพารติคูเลท (Particulate surfactants) 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพารติคูเลท เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรรจุอยู
ภายในถุงเวสิเคิลที่หลั่งออกมานอกเซลล ยกตัวอยางเชน Acinetobacter sp. H01-N ที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) เปนองคประกอบ แบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
H01-N จะหลั่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพารติคูเลทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 20-50 
มิลลิเมตร และคาความหนาแนนของการลอยตัวเทากับ 1.158 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ถุงภายนอกน้ี
จะมีบทบาทสําคัญในการดูดซึมเฮกซะเดกเคนเขาไปภายในเซลลของ Acinetobacter sp. H01-N 
(Karanth et al., n.d.) 
 
   ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดที่สรางโดยจุลินทรีย แสดงดังตารางที่ 1 
และภาพที่ 4-8 
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ตารางท่ี 1  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจลุินทรียชนิดตาง ๆ (ดัดแปลงจาก  
               Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลติ 

กลุม ชนิด 

 
ไกลโคลิปด 

แรมโนลิปด  
(Rhamnolipid) 

Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas sp. 

ทรีฮาโลสลิปด 
(Trehalolipid) 

Mycobacterium tuberculosis, 
Rhodococcus erythropolis, 

Arthrobacter sp., Nocardia sp., 
Corynebacterium sp. 

โซโฟโรลิปด 
(Sophorolipid) 

Torulopsis bombicola, 
Torulopsis petrophilum, Torulopsis apicola 

กรดไขมัน  
ฟอสโฟลิปด และ 

นิวทรัลลิปด 

โครีโนไมโคลิก แอสิด 
(Corynomycolic acid) 

Corynebacterium lepus 

สไปคูลิสปอริก แอสิด 
(Spiculisporic acid) 

Penicillium spiculisporum 

ฟอสฟาตดิิลเอทาโนลามีน 
(Phosphatidylethanolamine) 

Acinetobacter sp., Rhodococcus 
erythropolis 

ลิโปเปปไทด 
เซอแฟกติน (Surfactin) Bacillus subtilis 

ไลเคนไนซิน (Lichenysin) Bacillus licheniformis 

 
สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
ชนิดพอลิเมอรริก 

อิมัลแซน (Emulsan) Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 
อะลาแซน (Alasan) Acinetobacter radioresistens KA-53 

ไบโอดิสเพิสแซน 
(Biodispersan) 

Acinetobacter calcoaceticus A2 

ไลโปแซน (Liposan) Candida lipolytica 
แมนโนโปรตีน 

(Mannoprotein) 
Saccharomyces cerevisiae 

 

 
ภาพท่ี 4  โครงสรางของแรมโนลปิดทีผ่ลิตจาก Pseudomonas aeruginosa 

(Mulligan, 2005) 
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ภาพท่ี 5  โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด 
(Chakrabarti, n.d) 

 

 
 

ภาพท่ี 6  โครงสรางของเซอแฟกตินทีผ่ลิตจาก Bacillus subtilis  
(Vollenbroich et al., 1997) 

 

  
ภาพท่ี 7  โครงสรางของโซโฟโรลปิด 

(Bhardwaj et al., 2013) 
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ภาพท่ี 8  โครงสรางของอมิัลแซน  

(Edwards et al., 2003) 
 
2. การตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลนิทรีย 
 2.1  วิธกีารตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  2.1.1  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Blood hemolysis test) 
  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  เปนการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน (Schulz et al., 1991; Plaza et al., 2006; Youssef  
et al., 2004) โดยสารลดแรงตึงผิวจะซึมผานเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดเกิดการแลกเปลี่ยนสาร
ระหวางภายในและภายนอกเซลลสงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกตํ่ากวาความ
ดันออสโมติกในเซลลเรียกวา ไฮโปโทนิก (Hypotonic) ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (Noudeh  
et al., 2010) ซึ่งทําใหสามารถใชการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงการคัดกรองแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพไดจะเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis  
 
  2.1.2  Oil displacement test 
  Oil displacement test เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ามัน ซึ่ง
เปนวิธีการคัดกรองที่มีประสิทธิภาพ นาเช่ือถือ สามารถทําไดงายและรวดเร็ว รวมทั้งสามารถบอก
ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได (Youssef et al., 2004) วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ากลั่น
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร เติมนํ้ามัน 100 
ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า จากน้ันเติมสวนใสของเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนพื้นผิวของ
นํ้ามัน ทิ้งไว 30 วินาที (Jaysree et al., 2011) ถาสวนใสของเซลลมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได 
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นํ้ามันจะกระจายตัวออกและเกิดเปนโซนใส เรียกลักษณะเชนน้ีวา Oil displacement activity 
(Morikawa et al., 2000)   
 
  2.1.3  Drop collapsing test  
  Drop collapsing test  เปนวิธีการทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็ว ใชตัวอยางในปริมาณนอย และไดผลดีในการตรวจหาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ หลักการของวิธีการทดสอบน้ีอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวของโมเลกุลที่เปนสวนที่
ไมชอบนํ้า เชน นํ้ามัน เมื่อหยดนํ้าลงบนผิวของนํ้ามัน นํ้าจะยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เน่ืองจากนํ้าซึ่ง
เปนโมเลกุลที่มีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวของนํ้ามัน ในขณะที่สารหรือของเหลวที่มีคุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวได เมื่อหยดลงบนผิวหนาของนํ้ามัน หยดของสารหรือของเหลวเหลาน้ีจะแผออกหรือยุบตัว 
เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางสารหรือของเหลวกับนํ้ามันน้ันลดลง (Saravanan and Vijayakumar, 2012) 
วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ามันปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลด จากน้ันนําสวนใสของเซลล
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลดที่มีสารไฮโดรคารบอนอยูแลว ทิ้งไว 1 นาที หลังจากน้ันดู
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึน สังเกตเห็นวาหยดของสวนใสของเซลลที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จะมีลักษณะยุบตัวลงหรือแผกระจาย สวนสวนใสของเซลลที่ไมมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะไมมี
การเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึน (Nur Asshifa et al., 2012) 
 
  2.1.4  Tilting glass slide test 
  Tilting glass slide test เปนการตรวจสอบเชิงคุณภาพในการคัดกรองจุลินทรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวที่ไมชอบนํ้า 
เชน สไลด เน่ืองจากนํ้าซึ่งมีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวดังกลาวและยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียที่มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได ซึ่งเมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียดังกลาวมาเกลี่ยลงบนหยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด แลวเอียงสไลด
หยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมจะไหลไปอีกดานของสไลด  เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางของเหลวกับ
นํ้ามันน้ันลดลง (Persson and Molin, 1987) 
 
 2.2  การตรวจสอบถึงชนิดของสารลดแรงตึงผิว  
  2.2.1  Blue agar method เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปดและสาร
ลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอ่ืน 
 Blue agar method เปนการทดสอบกึ่งปริมาณวิเคราะหในการตรวจหาสาร 
ลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอื่น ๆ โดยใช CTAB (Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide) – Methylene blue agar plate ในการทดสอบซึ่งประกอบดวย CTAB-
Methylene blue และ Mineral salt medium ซึ่งอาศัยคุณสมบัติการมีประจุของสารลดแรงตึงผิว
ในการทดสอบ โดยไอออนลบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุ
ลบกลุมอื่น ๆ จะจับคูกับไอออนบวกของ Methylene blue และ CTAB เปนไอออนเซิงซอนสีนํ้าเงิน 
(Siegmund and Wagner, 1991) Blue agar method  เปนวิธีการทดสอบที่สะดวกแตเปนการ
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ทดสอบที่จําเพาะกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประจุลบ ซึ่งถูกนํามาประยุกตใชในการคัดกรองที่
หลากหลาย (Tuleva et al., 2005; Christova et al., 2004; Gunther et al., 2005; Tuleva  
et al., 2002; Tahzibi et al., 2004) แตขอเสียคือ CTAB  เปนอันตรายและยับย้ังการเจริญใน
จุลินทรียบางชนิด Siegmund and Wagner (1991) ไดแนะนําใหใชสารลดแรงตึงผิวประจุบวกชนิด
อื่นแทน CTAB  
 
 2.2.2  ปฏิกิริยานินไฮดริน (Ninhydrin reaction) เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิว
กลุมลิโปเปปไทด (Lipopeptide) 
 ปฏิกิริยานินไฮดรินใชสําหรับการทดสอบสารลดแรงตึงผิวกลุมลิ โปเปปไทด 
(Lipopeptide) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดจะเกิดปฏิกิริยากับนินไฮดริน แบงออกเปน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาแรก
กรดอะมิโนจะทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินไดสารประกอบไฮดรินแดนติน (Hydrindantin) อัลดีไฮด
คารบอนไดออกไซด และแอมโมเนียมข้ึน (สมการ 1)  ปฏิกิริยาที่ 2 นินไฮดรินและไฮดรินแดนตินทํา
ปฏิกิริยากับแอมโมเนียมจนไดสารประกอบที่ใหสีนํ้าเงินมวง (สมการ 2) สวนโพรีนหรือไฮดรอกซี
โพลีนเมื่อทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินจะใหสารประกอบที่มีสีเหลือง (สมการ 3) (Bottom et al., 2010) 
 
 

    …..… (1) 
   นินไฮดริน             กรดอะมิโน                ไฮดรินแดนติน    
 

 ........ (2) 
   นินไฮดริน                   ไฮดรินแดนติน           สารประกอบที่ใหสีมวง 
 

                  ……... (3)  
   นินไฮดริน            โพลีน                     สารประกอบที่ใหสีเหลือง 
 
 

ภาพท่ี 9  ปฏิกิริยานินไฮดริน  
(Bottom et al., 2010) 
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3. วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมัลซิฟายเออรโดยวิธี Emulsifying capacity (E24)    
 Emulsifying capacity (E24) เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการน้ีทําไดโดยนําสารไฮโดรคารบอนปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสวนใสของ
เซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําใหเปนเน้ือเดียวกันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) เปนระยะเวลา  
2 นาที ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง จากน้ันวัดความสูงของช้ันอิมัลชันและความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมดเพื่อ
นําไปคํานวณหาเปอรเซ็นต E24 ดังสมการตอไปน้ี (Cooper and Goldenberg, 1987; Jaysree et al., 
2011) 
 

ความสูงของช้ันอิมลัชัน 
         %E24 = --------------------------------------------- × 100 

ความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมด      
 
 

4. การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การเลือกใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนาจะเปนทางเลือกที่ดีกวาการใชสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนอกจากจะมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึง
ผิวสังเคราะหแลว สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม มีความเปนพิษตํ่ากวาและยอย
สลายไดงายในธรรมชาติ เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 
ดังน้ันในปจจุบันจึงมีการประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกันอยางแพรหลายในดานตาง ๆ ไดแก 
ดานอุตสาหกรรมอาหาร ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง ดานการแพทย ดานสิ่งแวดลอมและดาน
ปโตรเลียม (Fakruddin, 2012; Gharaei-Fathabad, 2011) โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 
  4.1  ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกนํามาใชสําหรับการแปรรูปผลิตอาหารตาง ๆ หลากหลายชนิด 
โดยใชเปนสวนประกอบที่เติมลงในสูตรอาหาร โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะสงเสริมการสรางและ
การรักษาเสถียรภาพของอิมัลชัน เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดพื้น
ผิวสัมผัสและความตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใชเปนสารตานการยึดเกาะของไบโอฟลมที่มี
อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมอาหารที่เปนแหลงของการปนเปอนซึ่งอาจนําไปสูการเนาเสียของอาหารและ
การสงผานของเช้ือโรค (Okoliegbe and Agarry, 2012)  
 
   4.2  ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเฉพาะที่สามารถนํามาใชประโยชนไดในอุตสาหกรรมการ
ดูแลสุขภาพและเครื่องสําอาง โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาใชเปนสารที่ทําใหเกิดอิมัลชัน 
สารที่ทําใหเกิดฟอง สารชวยละลาย สารที่ทําใหเปยกช้ืน เปนนํ้ายาทําความสะอาด เปนยาตานจุลชีพ 
สารชักนําการทํางานของเอนไซม สารไลแมลง ยาลดกรด ผลิตภัณฑอาบนํ้า แผนปองกันสิว ผลิตภัณฑ
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ปองกันรังแค ผลิตภัณฑสําหรับเด็ก มาสคารา ลิปสติก ยาสีฟน นํ้ายาบวนปากและยาสระผม เปนตน 
(Gharaei-Fathabad, 2011) 
 
  4.3  ดานการแพทย 
  การประยุกตใชงานสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดานการแพทยมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชวง
ทศวรรษที่ผานมา โดยมีการศึกษาและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมาประยุกตใชในการผลิตยาตาน
เช้ือจุลินทรียชนิดตาง ๆ เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส อีกทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถ
นํามาใชในการยับย้ังเซลลมะเร็ง เปนสารตานการยึดเกาะกับเซลลของจุลินทรียกอโรค  เปนสาร 
เสริมฤทธ์ิ (Adjuvants) ของระบบภูมิคุมกันและเปนสารสงมอบยีน เปนตน (Rodrigues et al., 2006; 
Okoliegbe and Agarry, 2012; Fakruddin, 2012)  
 
  4.4  ดานสิ่งแวดลอม 
     สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการทําใหสารไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เชน 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล เกิดการรวมตัวกับนํ้าไดดีย่ิงข้ึนจากปกติที่ไมสามารถเขากันไดกับนํ้า ซึง่จาก
คุณสมบัติขอน้ีทําใหการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปชวยในการยอยสลายสารไฮโดรคารบอนที่มีการ
ปนเปอนหรือรั่วไหลในพื้นที่ตาง ๆ ทั้งในดิน นํ้าจืด และนํ้าทะเล (Rodrigues et al., 2006) 
 
 4.5  ปโตรเลียมและผลิตภัณฑจากปโตรเลียม  
 ปโตรเลียม เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจน
เปนหลัก โดยมีโมเลกุลของสารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายใน
ปโตรเลียม กระบวนการเกิดปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของ
อินทรียสารจํานวนมากที่ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล 
การใชประโยชนจากปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ  
เชน กาซหุงตม นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันกาด นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเตา ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ 
เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติกและยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 
2554) 
 
 (1) นํ้ามันดิบ  
 นํ้ามันดิบ  คือ  ปโตรเลียมที่มีสถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ มีลักษณะสีดําหรือ
นํ้าตาล มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ 
ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยูดวยเชน กํามะถัน (S), คารบอน (C), ไฮโดรเจน (H) 
และไนโตรเจน (N) เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตางกันไปตามองคประกอบของ
สารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ีนํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถ
นําไปใชประโยชนไดทันที ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ 
ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดไดโดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูใน
นํ้ามันดิบออกจากกันน้ี เรียกวา การกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
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 (2)  นํ้ามันดีเซล 
 นํ้ามันดีเซล (Diesel fuel) คือ นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เปนสวนหน่ึง
ของผลิตภัณฑนํ้ามันดิบที่ไดจากการกลั่นปโตรเลียม ซึ่งเปนนํ้ามันที่เรียกวานํ้ามันใสหรือ Distillate 
fuel มีชวงจุดเดือดประมาณ 180-370 องศาเซลเซียส นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ซึ่งเปน
เครื่องยนตแรงอัดสูง (High compression) และจุดระเบิดเอง (Self ignition engine) ซึ่งการจุดระเบิด
ของเช้ือเพลิงเกิดข้ึนจากความรอนจากแรงอัดสูงของอากาศในกระบอกสูบโดยไมตองใชหัวเทียน 
นํ้ามันดีเซลที่มีจําหนายในปจจุบันน้ี แบงออกได 2 ประเภท คือ 
 (2.1) นํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว (HSD; High speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซล
สําหรับเครื่องยนตดีเซลรอบหมุนเร็วที่ใชกับยานยนต (Automotive diesel oil หรือ Gas oil) เชน 
รถยนต รถบรรทุก เรือประมง เรือโดยสาร รถแทรกเตอรและเครื่องจักรกลหนักทุกชนิดที่มีรอบหมุน
เร็วเกิน 1,000 รอบตอนาที เครื่องยนตประเภทน้ี จําเปนตองใชนํ้ามันที่มีคาซีเทนสูงและมีการระเหย
เร็ว โดยนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วน้ีที่รูจักกันทั่วไปในช่ือของนํ้ามันโซลาและหากใชกับเรือเดินสมุทรจะ
เรียกวา Marine gas oil 
 (2.2) นํ้ามันดีเซลหมุนชา (LSD; Low speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซลสําหรับ
เครื่องยนตดีเซลรอบหมุนปานกลางหรือหมุนชา (Industrial diesel oil) เชน เครื่องยนตดีเซลขับสง
กําลัง ติดต้ังอยูกับที่ตามโรงงานตาง ๆ ซึ่งมีรอบการทํางานตํ่า ประมาณ 500-1,000 รอบตอนาที 
เครื่องยนตประเภทน้ีไมตองการนํ้ามันดีเซลที่มีคาซีเทนสูงมากนัก และการระเหยอาจชากวาได ซึ่งใน
ตลาดเปนที่รูจักกันวา นํ้ามันข้ีโล หากใชกับเรือเดินสมุทรจะเรียกวา Marine diesel oil (ประเสริฐ 
เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
 
  (3) นํ้ามันเบนซิน 
  นํ้ามันเบนซิน เปนนํ้ามันที่ไดจากการปรุงแตงคุณภาพของผลิตภัณฑที่ไดจากการกลั่น
นํ้ามันโดยตรง และอาจไดจากการแยกกาซธรรมชาติเหลวหรือแกสโซลีนธรรมชาติ นํ้ามันเบนซินจะ
ผสมสารเพิ่มคุณภาพเพื่อใหเหมาะกับการใชงาน เชน สารเพิ่มคาออกเทน สารตานการรวมตัวกับ
อากาศ สารเคมีสําหรับปองกันสนิม ปองกันการกัดกรอนในถังนํ้ามันและทอทางนํ้ามัน รวมทั้งสารเคมี
ที่ชวยทําความสะอาดคารบูเรเตอร จึงเหมาะที่จะใชกับยานพาหนะ เชน รถยนต รถจักรยานยนต หรือ
เครื่องยนตทั่วไป เชน เครื่องสูบนํ้า เครื่องปนไฟขนาดเล็ก  
 
 (4) นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต 
 นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต (Lubricating oil) เปนผลิตภัณฑประเภทหน่ึงที่ไดจากการ
กลั่นปโตรเลียม ทําหนาที่หลอลื่นอยูระหวางผิวโลหะที่เสียดสีกันเพื่อลดความฝด และลดการสึกหรอ
ของช้ินสวนของเครื่องยนตและเครื่องจักรกลที่มีลักษณะปด นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตมีองคประกอบ
ของคารบอนในโมเลกุลต้ังแต C18-C25 อยูหลายชนิด โดยองคประกอบของนํ้ามันหลอลื่นมี Alphatic 
รวมทั้ง Alkanes และ Cycloalkanes อยูรอยละ 73 - 80 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Monoaromatic 
hydrocarbons อยูประมาณรอยละ 11-15 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH) อยูประมาณรอยละ 2-5 และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีข้ัว  (Polar fraction)  อยูประมาณ
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รอยละ 4 - 8  โดยสวนที่มีข้ัวน้ีเกิดจาก Aromatic compounds ซึ่งมีซัลเฟอรไนโตรเจนหรือออกซิเจน
ประกอบอยู (จิตติมา แกวเรือง, 2551) 
 
5. รายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 
  Youssef et al. (2004) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความนาเช่ือถือ
ของวิธีที่ใชสําหรับตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียจํานวน 3 วิธี ไดแก Drop 
collapsing test, Oil displacement test และ Hemolysis โดยนําแบคทีเรียจํานวน 205 สายพันธุ 
ที่คัดแยกจากสิ่งแวดลอมที่มีสายวิวัฒนาการที่แตกตางกัน มาทําการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยวิธีการทดสอบทั้ง  3 วิธีดังกลาว  ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาวิธีที่ใชทดสอบ 3 วิธีขางตน 
ใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่ใชทดสอบจํานวน 205 สายพันธุ 
ขัดแยงกัน โดยพบวาแบคทีเรีย 16 เปอรเซ็นต  ที่ใหผลบวกในการทดสอบ ดวยวิธี Hemolysis แต
ใหผลลบในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับอีก 2 วิธี และ 38 เปอรเซ็นต  ที่ไมสามารถยอยสลาย
เม็ดเลือดแดง แตใหผลบวกสําหรับการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยอีก 2 วิธี จากผล
การศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการทดสอบดวยวิธี Oil displacement test สามารถคาดการณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวาวิธี Drop collapsing test และ Hemolysis ซึ่งเปนวิธีการที่มีความ
เช่ือถือตํ่าในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Abouseouda et al. (2008) ไดทําการศึกษาผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดย Pseudomonas fluorescens สายพันธุ Migula 1895-DSMZ 
โดยทําการศึกษาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนที่แตกตาง
กันเพื่อเพิ่มผลผลิตในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการศึกษาพบวา การใชนํ้ามันมะกอกเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน  รวมกับการใชอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 10 มีความเหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. fluorescens 
สายพันธุ Migula 1895-DSMZ  โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเกี่ยวของกับการเจริญของ
แบคทีเรียและจลนศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งจากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิว
ชนิดน้ีสามารถลดแรงตึงผิวลงไดตํ่ากวา 32 ดายนตอเซนติเมตร และมีคาดัชนี E24 เทากับ 65 เปอรเซ็นต 
ในเวลา 36-48 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปด   โดยผลการทดสอบจากการใหผลบวกกับ Rhamnose assay นอกจากน้ันสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ียังแสดงคุณสมบัติเปนสารที่เกิดฟองและเปนสารอิมัลซิฟายเออรชีวภาพ 
รวมทั้งมีฤทธ์ิตานจุลินทรีย  นอกจากน้ีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 120 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความเค็มเทากับ 10 เปอรเซ็นต และมีคาความเปนกรด – ดางที่กวาง  
  Cheng et al. (2008) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันของแบคทีเรียที่ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งแยกไดจากบริเวณพืน้ที่สามเหลี่ยมปากแมนํ้าเหลืองที่ไดรับผลกระทบจากการ
ปนเปอนนํ้ามัน ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการเกิดอิมัลชันของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก L1, L2 และ L3 โดยใชการวัด 
Emulsification activity (EA) และ Emulsification stability (ES) พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให
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คา EA และ ES ที่ดีกวาอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทั้ง 2 ชนิด 
(SDS และ Triton X-100) ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 
 Li et al. (2008) ไดศึกษาโครงสรางและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก  
P.  aeruginosa  สายพันธุ KO9  ที่คัดแยกจากดินใน Karamay oil filed  ประเทศจีน ที่มีการปนเปอน
ดวยนํ้ามันปโตรเลียม ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากสายพันธุน้ีสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 
28 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีคา E24 สูงเทากับ 81 เปอรเซ็นต และมีคา Critical micelle concentration 
(CMC) ประมาณ 85.82 มิลลิกรัมตอลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกอบแหงเปนผงสีเหลืองออนและ
ปริมาณผลผลิตที่ไดคือ 1.0866  กรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวาองคประกอบหลักเปน
ไกลโคลิปดที่ประกอบดวยไขมันและคารโบไฮเดรต สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหยาบมีความเสถียร
คอนขางสูงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในชวงกวางและที่ความเขมขนของเกลือสูง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางการคาที่ใชทดสอบครั้งน้ี คือ SDS และ 
CTAB ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa สายพันธุ KO9 นาจะมีศักยภาพใน
การนําไปประยุกตใชไดอยางกวางขวางในงานทางเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรม 
  Nasr et al. (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากดินที่มีการ
ปนเปอนและดินที่ไมมีการปนเปอนดวยปโตรเลียม โดยทําการตรวจคัดกรองเบื้องตนดวยวิธี 
Hemolysis, Oil displacement test และ Drop collapsing test  แบคทีเรียที่คัดแยกไดที่ให 
ผลบวกอยางนอยหน่ึงในสามของวิธีที่ใชทดสอบทั้งหมด จะนําไปทําการวัดคาแรงตึงผิวและทดสอบ 
Emulsification capacity จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท  ที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถลดแรงตึงผิวไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนอิมัลชันที่มีความเสถียร ซึ่งจาก
การวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA จัดจําแนกไดเปน B. subtilis และ B. cereus  
 Priya and Usharani (2009)  ไดศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตโดย B. subtilis และ P. aeruginosa ที่คัดแยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน 4 
แหลงในเมือง Mayiladuthurai จังหวัดทมิฬนาฑู ประเทศอินเดีย ไดทําการทดสอบโดยใชวิธี Oil 
displacement test และ Emulsification stability พบวาจากการศึกษาโดยนํ้ามันพืช นํ้ามันกาด 
นํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลถูกนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จากน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก B. subtilis และ P. aeruginosa ไดถูกนํามาจําแนกชนิด
โดยใชวิธี Thin layer chromatography (TLC) จากการศึกษาน้ีเมื่อใชนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด พบวานํ้ามัน
ดีเซลเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้งใน B. subtilis และ P. 
aeruginosa แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก P. aeruginosa มีกิจกรรมสูงกวา B. subtilis 
 Arutchelvi and Doble (2010)  ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประเภทไกลโคลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa CPCL ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนของนํ้ามัน
ปโตรเลียม ซึ่ง P. aeruginosa CPCL (GenBank accession number GQ241355) เปนแบคทีเรีย
สายพันธุใหมที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดได โดยจากการศึกษาสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายกรด พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลดแรงตึงผิว
ของนํ้าจาก 72 เหลือเทากับ 44 มิลลินิวตันตอเมตร และม ีCMC เทากับ 11.27 ± 1.85 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร นอกจากน้ียังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียแกรมบวก ราสาย และแบคทีเรีย
แกรมลบ เมื่อใชความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ≤30 ≤50 และ ≤125 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ โดยไมมีความเปนพิษรุนแรงตอเซลลเม็ดเลือดแดง (HC50-38 ± 8.22 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมีโซอะลิฟาติก  หมูไฮดรอกซิล  เอสเทอรและพันธะไกลโคซิดิก  ซึ่งจาก
การวิเคราะหชนิดของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Liquid chromatography และ Mass spectrometry 
รวมกับ Electrospray ionization พบวามี Rhamnolipid ถึง 19 ชนิด ที่มีกรดไขมันอิ่มตัว และ
ความยาวของสายที่แตกตางกัน จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชเปนสาร
ควบคุมทางชีวภาพกับ Phytopathogens (Fusarium proliferatum สายพันธุ NCIM 1105 และ 
Aspergillus niger สายพันธุ NCIM 596)  และไมเหมาะสมสําหรับการใชงานทางการแพทย 
 Thavasi et al. (2010) ไดทําการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทาง
ทะเลที่คัดแยกไดจากทาเรือ Tuticorin ประเทศอินเดีย  โดยทําการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
Bacterial Adherence To Hydrocarbons (BATH) การเกิดอิมัลชันกับนํ้ามันดิบ และการทดสอบ 
Drop collapse test  จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรียจํานวน 3 สายพันธุ  ที่มีศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก Bacillus megaterium, Corynebacterium kutscheri และ
Pseudomonas aeruginosa  และจากการศึกษาศักยภาพในผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกันในการทดสอบพบวา นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวและกากนํ้ามัน 
ถ่ัวลิสงเปนแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและเหมาะสมตอการใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
นอกจากน้ีจากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B. megaterium, 
C. kutscheri และ P. aeruginosa  พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด (Glycolipid) 
ไกลโคลิโปเปปไทด (Glycolipopeptide) และลิโปเปปไทด (Lipopeptide) ตามลําดับ 
  Aparna et al. (2011) ไดศึกษาจุลินทรียที่คัดแยกไดจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนดวยสาร
ไฮโดรคารบอน เพื่อคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยอย
สลายนํ้ามันดิบ ซึ่งจากแบคทีเรียทั้งหมด 16 ไอโซเลท ที่คัดแยกได พบวาแบคทเีรีย 2B เปนแบคทีเรีย
ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและยอยสลายสารไฮโดรคารบอน ซึ่งสามารถจัด
จําแนกได Pseudomonas sp. จากการวิเคราะหของลําดับเบส 16S rRNA  และลักษณะทางชีวเคมี 
อีกทั้งแบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระหวางการเลี้ยงในอาหารเหลวที่
ประกอบดวยนํ้าตาลกลูโคสและนํ้ามันดิบ ซึ่งประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมี
ความสามารถในการลดคาแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือไดเทากับ 27 มิลลินิวตันตอเมตร และจัดเปน
อิมัลชันที่มีความเสถียรภาพ นอกจากน้ียังพบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 50 มิลลิกรัม
ตออาหารเลี้ยงเช้ือ Basal salt medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีนํ้ามันดิบ 1% สามารถเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันดิบ จากผลการศึกษาสามารถบงช้ีไดวา Pseudomonas sp. 
สามารถใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนไดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดยแบคทีเรียชนิดน้ี
นาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพได 
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  Jaysree et al. (2011) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปอนและนํ้าที่ไมมีการ
ปนเปอน และไดศึกษาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยใชวิธีมาตรฐาน  
2 วิธี คือ Oil displacement test และ Emulsification capacity ซึ่งจากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย
จํานวน 2 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยจัดจําแนกไดเปน B. subtilis 
และ B. cereus ซึ่งถูกคัดแยกไดจากนํ้าและดิน ตามลําดับ  ซึ่งจากการทดสอบศักยภาพของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด โดยใชนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนต พบวาสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดย B. subtilis จะมีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
20% และ 15% ตามลําดับ และ  B. cereus มีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
30% และ 20% ตามลําดับ  จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถสรุปไดวา  B. subtilis และ B. cereus มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งสามารถนําไปใชในการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน
ตอไปได 
  Nur Asshifa et al. (2012) ไดทําการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่น
นํ้ามันดิบ โดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2  โดยทําการเพาะเลี้ยง
แบบ Batch ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งใหชีวมวลเทากับ 9.4 กรัมตอลิตร และใหสารลดแรงตึงผิว
ชนิดแรมโนลิปด ความเขมขน 2.4 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ซึ่งกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (แรมโนลิปด) ถูกตรวจพบดวยวิธี Orcinol, Emulsification 
capacity และ Drop collapsing test จากการศึกษาการปรับสภาพ (Pretreatment) นํ้ามันดิบ 
TK-1 และ AG-2 ดวยแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2 ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามันโดยลดระยะเวลาแตไมลดคุณภาพของนํ้ามันปโตรเลียมที่กลั่น
ได ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการลดระยะเวลาของกระบวนการกลั่นนํ้ามันอยางนอย 2 ถึง 3 เทา 
อีกทั้งยังพบวาองคประกอบของนํ้ามันดิบที่กลั่นจากแบบที่มีการปรับสภาพไมแตกตางจาก
องคประกอบในนํ้ามันดิบที่ไดจากกระบวนการกลั่นแบบไมปรับสภาพจากการวิเคราะหโดยเครื่อง Gas 
Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) นอกจากน้ันจากการทดสอบดวยวิธี Calorimetric 
แสดงใหเห็นวาคาพลังงานของนํ้ามันที่กลั่นจากกระบวนการกลั่นแบบการปรับสภาพและที่ไมปรับ
สภาพมีคาเทากัน  ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวาคุณภาพของนํ้ามันที่กลั่นไดไมมีผลกระทบหรือลด
คุณภาพจากการปรับสภาพ และแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa USM-AR2 เปนปจจัยหลักใน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการกลั่นนํ้ามันดิบ  

Nadhem (2012) ไดทําการศึกษาฤทธ์ิการยับย้ัง Rhizoctonia  solani ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa สายพันธุ NH22  ที่คัดแยกไดจากไรโซสเฟยร 
(Rhizosphere) ของดินในสวน  ซึ่งพบวา P. aeruginosa สายพันธุ NH22 เปนแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตสารอิมลัชันที่ดี โดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารอิมัลชันกึ่งบริสุทธ์ิ พบวาสารอิมัลชันที่
แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดประกอบดวย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.82 และ 0.32 ตามลําดับ  จากการศึกษาประสิทธิภาพของแรมโนลิปดในการตาน
เช้ือรา  โดยการวัดเปอรเซ็นตการลดลงของรัศมีของเช้ือรา นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง และกิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคส (Laccase) ของเช้ือรา  ซึ่งผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวามีการลดลงของรัศมีการ
เจริญของเช้ือราสูงสุด 76 เปอรเซ็นต และมีนํ้าหนักสดและแหงลดลงเมื่อไดรับแรมโนลิปดที่ระดับ
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ความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  รวมทั้งพบวาการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
แรมโนลิปดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มีผลทําใหกิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีคาสูงสุด
เหลือเพียง 0.921 ยูนิตตอมิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอีก 21 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มระดับ
ความเขมขนของแรมโนลิปด เปน 1,500 ไมโครกรัมตอลิตร และจากการศึกษายังพบวาคา CMC) ของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมีคาประมาณ 200 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 34 มิลลิ
นิวตันตอเมตร 
 Onwosi and Odibo (2012) ทําการศึกษาศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปด โดย Pseudomonas nitroreducens ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามันปโตรเลียม โดย
ทําการศึกษาผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช Mineral salt medium เปนอาหารเลี้ยงเช้ือพื้นฐานสําหรับการ
ทดสอบ รวมทั้งทําการศึกษาถึงคุณสมบัติที่เรียกวา การลดแรงตึงผิว (Tenso-active)  และคา CMC 
ของสารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตข้ึน   จากการศึกษาพบวาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่
เอื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชนิดแรมโนลิปดไดดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคสความเขมขนเทากับ 5.28 
กรัมตอลิตร  และโซเดียมไนเทรตความเขมขนเทากับ 4.38 กรัมตอลิตร  โดยที่อัตราสวนของนํ้าตาล
กลูโคสและโซเดียมไนเทรตเทากับ 22  สามารถทําใหมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดได
สูงสุดเทากับ 5.46 กรัมตอลิตร และสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าจาก 
72 มิลลินิวตันตอเมตร ลงเหลือประมาณ 37 มิลลินิวตันตอเมตร  รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปดมีคา CMC ประมาณ 28 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังน้ันจากรายงานการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. nitroreducens สามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพทางชีวภาพตาง ๆ ยกตัวอยาง เชน เพื่อทําใหการไดนํ้ามันดิบกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและเพิ่มการ
ยอยสลายนํ้ามันปโตรเลียม 
 Saravanan and Vijayakumar (2012)  ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน โดยใชวิธี 
Hemolysis, Drop collapsing test, Emulsification capacity และ Methylene blue agar 
plate จากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
และเมื่อทําการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง FT-IR  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตไดจาก P. aeruginosa คือ แรมโนลิปด 
  Chioma et al. (2013) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันในบริเวณอูซอมรถยนตในรัฐ Owerri 
Imo สหพันธสาธารณรัฐไนจีเรีย จํานวน 4 แหลง  ซึ่งนํามาทําการเพิ่มปริมาณ (Enrichment) ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar และทําการคัดแยกแบคทีเรียดวยเทคนิค Pour plate พบวาสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 9 ไอโซเลท (X1 - X9)  จากตัวอยางดินทั้ง 4 ตัวอยาง (A, B, C, D) 
จากน้ันแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีถูกนํามาคัดกรองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการทดสอบดวย
วิธี Hemolysis และ Oil displacement test และพบวา X4 และ X8 เปนเช้ือที่มีการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวดีที่สุด ซึ่งจัดจําแนกไดเปน P. aeruginosa และ B. subtilis ตามลําดับ 
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Gomathy and Senthilkumar (2013) ไดทําการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปดจาก P. aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียทางทะเลที่คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอน
นํ้ามันในบริเวณทาเรือ เมือง Cuddalore  โดยทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรีย P.  aeruginosa  ซึ่งพบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเจริญของเช้ือ ไดแก อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 9 และความเค็ม 1.5 เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปน
แหลงคารบอน แอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน และ P. aeruginosa มีการเจริญสูงสุดใช
ระยะเวลาในการบม 72 ช่ัวโมง  นอกจากน้ันยังพบวา P. aeruginosa  มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพไดเทากับ 1.35 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในขวดเขยา และสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพไดเทากับ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ และจากการ
วิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพขางตนเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปด 
 Hošková et al. (2013) ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด โดย
แบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค 2 สายพันธุ คือ Acinetobacter  calcoaceticus และ Enterobacter 
asburiae และโดยทําการเปรียบเทียบกับลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย 
Pseudomomnas aeruginosa  ซึ่งสารในกลุมแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา 
ครั้งน้ีทําการแยกมาจากสวนใสและทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี Thin layer chromatography รวมกับชุด  
Negative electrospray ionization   ซึ่งพบวาสารแรมโนลิปดที่ผลิตไดในครั้งน้ีมีความแตกตางกัน
ที่ความยาวโซและความอิ่มตัวของสาร และเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometry  
พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดเปนโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด ซึ่งประกอบดวย
โมเลกุลของกรดไขมัน 3-hydroxy จํานวน 1 หรือ 2 โมเลกุล  และไดทําการศึกษาศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงชนิดแรมโนลิปดโดยใชสารอาหารที่เปนแหลงคารบอน (นํ้ามันดอกทานตะวัน  
กลีเซอรอลและโซเดียมซิเทรต) แหลงไนโตรเจน (แอมโมเนียมไอออนและไนเทรต) และแหลง
ฟอสฟอรัส  ที่แตกตางกันในการเจริญ  จากผลการศึกษาพบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด
สามารถผลิตไดดีที่สุดเทากับ 0.56 กรัมตอลิตร เมื่อใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน อีกทั้งยังพบวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเกิด Emulsification ไดดี
กับสารในกลุมอะโรมาติกและอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และนํ้ามันพืชอีกหลายชนิด รวมทั้ ง 
Acinetobacter และ Enterobacter  ทั้งสองสายพันธุเปนแบคทีเรียที่ไมกอโรคกับมนุษยแตกตาง
จาก P. aeruginosa ที่กอโรคในมนุษย 
 Janek et al. (2013) ไดทําการจัดจําแนกและศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตโดย Pseudomonas putida สายพันธุ BD2 ที่แยกไดจากดินในทวีปอารคติค บนหมูเกาะ 
Svalbard Archipelago  จากการศึกษาพบวา  P. putida  สายพันธุ BD2 สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได 2 ชนิด คือ ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (Phosphatidylethanolamine) และแรมโนลิปด 
เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว จากการวิเคราะหโครงสรางโดยใชเครื่อง Ultra 
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (UPLC-MS) ของสารลดแรงตึงผิว
ที่สกัดจากสวนใสของ P. putida สายพันธุ BD2 ดวยเอททิลเอซิเทรต พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประกอบดวย Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน ที่มีโครงสราง
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คลายกันจํานวน 2 ชนิด  ซึ่ง Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 สามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าได
เทากับ 31 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีคา CMC เทากับ 0.130 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้ง 
Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 มีศักยภาพที่จะสรางมวลรวมที่มีความเสถียร (80-121 นาโน
เมตร) จากการปรับสภาพพื้นผิวของโพลิสไตรีน (Polystyrene) โดยใชแรมโนลิปด ความเขมขน
เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียได 43-79 เปอรเซ็นต 
และยับย้ังการกอโรคของเช้ือราสายพันธุ C. albicans ได 89-90 เปอรเซ็นต และยังพบวาในความ
เขมขนเดียวกันของฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียระหวาง 23-72 
เปอรเซ็นต และยับย้ัง C. albicans ระหวาง 96-98 เปอรเซ็นต จากการศึกษาที่ผานมาถือเปน
รายงานครั้งแรกที่พบวา P. putida สายพันธุ BD2 ที่แยกจากดินในทวีปอารคติคสามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิปดจํานวน 1 ชนิด และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนที่มีโครงสรางคลายกัน
จํานวน 2 ชนิด   
 Nalini and Parthasarathi (2013) ไดทําการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและ
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Serratia rubidaea  สายพันธุ SNAU02  
ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนจากตําบล Cuddalore เมือง Tamilnadu  
ประเทศอินเดีย  ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  สายพันธุ SNAU02  สามารถลด
แรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือ Minaeral salt medium  เหลือเทากับ  34.3 มิลลินิวตันตอเมตร  และ
จากการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง FTIR และเครื่อง GC-MS พบวาสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไดแรมโนลิปด มากกวาโมโนแรมโนลิปด และใน
ข้ันตอนการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยใชวิธี Response surface methodology (RSM) - Central composite design (CCD)  
พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวย
แมนนิทอลเทากับ  29.31  กรัมตอลิตร Yeast extract เทากับ 2.06 กรัมตอลิตร  อาหารเลี้ยงเช้ือมี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.97 และปริมาณโซเดียมคลอไรดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร  ซึ่งทําใหมี
คาดัชนี Emulsification สูงที่สุด  นอกจากน้ันพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  
สามารถกูคืนนํ้ามันเครื่องที่ดูดซับกับตัวอยางทรายไดสูงสุด 92 เปอรเซ็นต ทําใหสามารถสรุปไดวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก S. rubidaea สายพันธุ SNAU02 นาจะนําไปประยุกตใชในการ 
กูคืนนํ้ามันโดยจุลินทรียและการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 1.1 Mineral salt medium (ประกอบดวย Na2HPO4, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4, 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 และ CaCl2·2H2O และธาตุอาหารรอง ประกอบดวย ZnSO4·7H2O, 
MnCl2·4H2O, CoCl2·6H2O, NiCl2·6H2O, Na2MoO4·2H2O, H3BO3 และ CuSO4·2H2O) 
 1.2 Tryptic Soy Agar (TSA; Difco, USA)  
 1.3 Tryptic Soy Broth (TSB; Difco, USA) 
 1.4 Sodium dodecyl sulfate (GE Healthcare, Sweden) 
 1.5 นํ้าตาลกลูโคส (Merck, Germany) 
 1.6 กลีเซอรอล  
 1.7 นํ้ามันปาลม  
 1.8 นํ้ามันดีเซล 
 1.9 โซเดียมไนเทรต (VWR, England)   
 1.10 ยูเรีย (Merck, Germany) 
 1.11 Yeast extract (Difco, USA)    
 1.12 โซเดียมคลอไรด (Loba Chemie, India) 
 1.13 Surfactin (Sigma-Aldrich, USA)  
 
2. วัสดุอุปกรณ  
 2.1 จานเพาะเช้ือ  
 2.2 ขวดรูปชมพู  
 2.3 ไมโครปเปต  
 2.4 ทิป 
 2.5 บีกเกอร 
 2.6 หลอดปนเหว่ียง  
 
3. เครื่องมือ 
  3.1 หมอน่ึงความดัน (Autoclave; Tomy autoclave, Model SS-325, Tokyo, Japan) 
 3.2 เครื่องบมเช้ือแบบเขยา (Rotary shaker; JSR, Model JSSI-300C, Cheongju, South 
Korea)  
 3.3 เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge; Eppendrof, Model Centrifuge 5804R, Hamburg, 
Germany) 

 



 27 

 3.4 เครื่องปนผสม (Vortex mixer; Vortex genie 2, Scientific Industries, Model 
G560E, USA) 
 3.5 เครื่องวัดความเปนกรด - ดาง (Denver instrument, Model UB-10, Bangkok, 
Thailand) 
 3.6 เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC; Shimadzu, Model 
SHIMADZU LC-10, Japan)  
 3.7 เครื่อง Surface tensiometer (Kyowa Interface Science, Model DY-300, Japan) 
 
 
วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาที่ผานมาทําใหทราบถึงประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus subtilis       
สายพันธุ SE1 ในการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม  ดังน้ันในการศึกษาครั้ง
น้ีจะทําการศึกษาตอเน่ืองถึงปจจัยตาง ๆ ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพภายใตสภาวะตาง ๆ  ของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และวิเคราะหคาความตึงผิว
ชีวภาพ ดังน้ี 
 
 1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสาํหรับการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (ดัดแปลงมาจาก Khehra et al., 2005) 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ที่ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) Na2HPO4 
(3.6), (NH4)2SO4 (1.0), KH2PO4 (1.0), MgSO4 (1.0), Fe(NH4)3(C6H5O7)2 (0.01) และ CaCl2·2H2O 
(0.1) และเติม 10 มิลลิลิตรตอลิตรของธาตุอาหารรองที่ประกอบดวย (มิลลิกรัมตอลิตร )  
ZnSO4·7H2O (10.0), MnCl2·4H2O (3.0), CoCl2·6H2O (1.0), NiCl2·6H2O (2.0), Na2MoO4·2H2O 
(3.0), H3BO3 (30.0) และ CuSO4·2H2O (1.0)  จากน้ันฆาเช้ือดวยเครื่องน่ึงฆาเช้ือดวยแรงดันไอนํ้า 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  จากน้ันเติมแหลงคารบอน  แหลง
ไนโตรเจน และปรับสภาวะตาง ๆ ใหเหมาะสมเพื่อหาสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของแบคทีเรีย ไดแก คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ 
(ตามวิธีการทดลองขอ 1.2-1.7)  การศึกษาปริมาณการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในหองปฏิบัติการ
จะใชขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบดวยอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเช้ือ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และนําไปบมในเครื่องเขยาสาร ที่ความเร็ว
รอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลวนํามาวัดปริมาณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน (Oil displacement test) 
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ภาพท่ี 10  เครื่องเขยาสาร  
 
 

1.2 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Onwosi and 
Odibo, 2012; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 

เพื่อศึกษาหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหาร Mineral salts medium 
(MSM)  ที่เติมแหลงคารบอนในอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกตางกันคือ  นํ้าตาลกลูโคส กลีเซอรอล นํ้ามัน
ปาลม และนํ้ามันดีเซล โดยใหมีความเขมขนของแหลงคารบอนในอาหารเปน 1% (v/v) และนําไป
เพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1 และเก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปนเหว่ียง
ที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน
เพื่อประเมินผลของแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
 

 
 

ภาพท่ี 11  เครื่องปนเหว่ียง 
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1.3 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Onwosi and 
Odibo, 2012; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.2  จะใชผลของแหลงคารบอนที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงแหลงของ
ไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  
ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่เติมแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2  และเติมแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกันคือ โซเดียมไนเทรต ยูเรีย 
และ Yeast extract  โดยใหมีความเขมขนของแหลงไนโตรเจนในอาหารเปน 1% (v/v)  และนําไป
เพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปนเหว่ียง
ที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน
เพื่อประเมินผลของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

1.4 ผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก 
Joice and Parthasarathi, 2014; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.3  จะใชผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ือง
ถึงคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่เติมแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2 และ 1.3   และปรับคาความ
เปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหแตกตางกนั คือ 5, 6, 7, 8 และ 9   แลวนําไปเพาะเลี้ยงในสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส โดยนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 7,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพื่อประเมินผลของ
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
1.5 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก Joice and 

Parthasarathi, 2014; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.4  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
ที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่
เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน และปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.4  และนําไปเพาะเลี้ยงตามขอ 1.1  แตบม
ในอุณหภูมิแตกตางกัน คือ 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส  เก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของ
นํ้ามันเพื่อประเมินผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
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1.6 ผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Tabatabaee et al., 2005; 
Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 

จากผลการศึกษาขอ 1.5  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
และอุณหภูมิที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของความเค็มที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM)  
ที่เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ  ใหเหมาะสมตอการผลิตสารลด 
แรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.5  และปรับคาความเค็มโดยการเติมโซเดียมคลอไรด
ในปริมาณที่แตกตางกัน ไดแก 0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 % ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  และนําไปเพาะเลี้ยง
ในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใสโดยนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพือ่ประเมินผล
ของความเค็มที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
1.7 ผลของความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก 

Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
จากผลการศึกษาขอ 1.6  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 

อุณหภูมิและคาความเค็ม ที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร 
Mineral salts medium (MSM)  ที่เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และความเค็มใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.6  และ
เติมหัวเช้ือโดยใชความเขมขนที่แตกตางกัน ไดแก 104, 106 และ 108 CFU/mL  และนําไปเพาะเลี้ยง
ในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส โดยนําไปปนเหว่ียงทีค่วามเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพื่อ
ประเมินผลของความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  
  1.8 การวัดปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธวิีเคราะหคาการกระจายตัวของ
นํ้ามัน (Oil displacement test) (Jaysree et al., 2011) 
  นําสวนใสปราศจากเซลลจากการทดลองในขอ 1.2-1.7  มาวัดปริมาณการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพโดยวิธีวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน ดังน้ี   
  นํานํ้ากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร  เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลางเทากับ 90 
มิลลิเมตร  จํานวน 4 จาน  จากน้ันเติมนํ้ามันดีเซลปริมาตร 100  ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า และ
เติมสวนใสของเซลล (ชุดทดสอบ)  นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ (ชุดควบคุมผลลบ)  1% SDS (ชุดควบคุม
ผลบวก)  อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่ปราศจากเช้ือ (ชุดควบคุมผลบวกเทียม)  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
ลงบนพื้นผิวของนํ้ามันในแตละจานและต้ังทิ้งไว 30 วินาที  แลววัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส
ที่เกิดข้ึน (ทําการทดลอง 3 ซ้ํา) และบันทึกผลการทดลอง 
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2. การตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด (ดัดแปลงจาก Wei et al., 
2010; Mandai et al., 2013)   

ทําการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salts medium 
(MSM) ที่ไดปรับสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองใน 
ขอ 1 (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จํานวน 3 ฟลาส บมใน
เครื่องเขยาสารที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
จากน้ันถายอาหารเลี้ยงเช้ือลงในหลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 30 นาที  จากน้ันทําการเก็บตัวอยางสวนใสที่ไดจากการปนเหว่ียง
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทําการหอดวยกระดาษฟอยลเพื่อปองกันตัวอยางจากแสง นําตัวอยางสวนใสไป
ตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด ดวยเครื่อง High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC; Shimadzu, Model SHIMADZU LC-10, Japan) ของศูนย
เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยีและมาตรฐานฮาลาน มหาวิทยาลัยรังสิต โดยวิธี Reverse 
phase โดยมี Mobile phase คือ อะซิโตรไนไทรล และ 0.1% ไตรฟลูออโรอะซิอิก แอสิด (9:1 v/v) 
และใชคอลัมน Inersil ODS-C18 (250 มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร x 5 ไมโครเมตร) ที่ความยาวคลื่น 
220 นาโนเมตร  มีอัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอนาที  โดยทําการฉีดสารตัวอยางปริมาณ 20 
ไมโครลิตร (ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) และนํามาเทียบกับสารมาตรฐานเซอแฟกติน (Surfactin) ที่
ความเขมขน 50, 100, 150, 200 และ 250 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 
 

ภาพท่ี 12  เครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
          (Shimadzu, Model SHIMADZU LC-10, Japan) 
          (ที่มา: https://www.labx.com/item/shimadzu-lc-10a/LV39057579) 
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3. การวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก Onwosi and Odibo, 2012) 
ทําการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salts medium 

(MSM) ที่ไดปรับสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองกอน
หนาน้ี (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จํานวน 6 ฟลาส  บมใน
เครื่องเขยาสารที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
จากน้ันถายอาหารเลี้ยงเช้ือลงในหลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางสวนใสที่ไดจากการปนเหว่ียงปริมาตร 250 
มิลลิลิตร จากน้ันนําตัวอยางสวนใสที่ไดมาปรับความเขมขนที่ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 
เปอรเซ็นตของสวนใสที่ไมมีเซลลแบคทีเรียดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว  ปริมาตรรวม 50 
มิลลิลิตร และทําการหอดวยกระดาษฟอยลเพื่อปองกันตัวอยางจากแสง กอนนําไปวัดคาความตึงผิว
ของอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่ไมมีเซลลแบคทีเรียดวยวิธี Du Nouy Ring method โดยใชเครื่อง 
Surface tensiometer (Kyowa Interface Science, Model DY-300, Japan) ของบริษัท อินเตอร
แลบ เทคโนโลยี จํากัด โดยใชปริมาตร 10 ml ทําการวัดทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จํานวน 3 ซ้ํา
การทดลอง หนวยของการวัดรายงานเปนคามิลลินิวตันตอเมตร (mN/m)  

นําคาความตึงผิวที่ไดไปวาดกราฟความสัมพันธระหวางคาความตึงผิวและความเขมขนของ
สวนใสที่ไมมีเซลลแบคทีเรีย เพื่อทําการหาคาความเขมขนตํ่าสุดของการเกิดไมเซลล Critical 
micelle concentration (CMC) ซึ่งเปนจุดที่มีการเกิดการเปลี่ยนแปลงของแรงตึงผิวอยางฉับพลัน 
โดยคา CMC จะถูกประมาณจากกราฟของความตึงผิวที่อยูในรูปของความเขมขนของสารลดแรงตึงผิว
และความตึงผิวที่จุดน้ีถูกกําหนดใหเปน CMC 

 

 
 

ภาพท่ี 13  เครื่อง  Surface tensiometer (Kyowa Interface Science, Model DY-300,  
    Japan)  (ที่มา: http://www.facekyowa.co.jp/english/en_products 

         /en_surface_tension/) 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
 จากการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  โดยใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ ที่แตกตางกัน  และตรวจหาปริมาณของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด รวมทั้งวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium (MSM) สําหรับการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีสวนประกอบดังแสดงในตารางที่ 2   
 
ตารางท่ี 2  สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium (MSM) 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
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 1.2 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 1%  กลีเซอรอล 
1%  นํ้ามันปาลม 1%  และนํ้าตาลกลูโคส 1%  ผลการทดลองพบวา นํ้าตาลกลูโคส 1% เปนแหลง
คารบอนที่ดีที่สุด รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม 1% และกลีเซอรอล 1% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 3   
 
ตารางท่ี 3   ผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง (cm/20 l) 

ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 

ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 4.20  0.30 

ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM) 0.10  0.10 

ชุดการทดลองที่ 1  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้ามันดีเซล 1%) 

 

1.00  0.00 

ชุดการทดลองที่ 2  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + กลีเซอรอล 1%) 

 

2.50  0.00 

ชุดการทดลองที่ 3  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้ามันปาลม 1%) 

 

3.80  0.20 

ชุดการทดลองที่ 4  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลโูคส 1%) 

 

7.30  0.30 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 14  การทดสอบผลของนํ้ามันดีเซล 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 15  การทดสอบผลของกลเีซอรอล 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 16  การทดสอบผลของนํ้ามันปาลม 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 17  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรยี  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน แสดงดังตารางที่ 4  
 

ตารางท่ี 4  อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมที่เติมแหลงคารบอน 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
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 1.3 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดจากการทดลองในขอ 1.2 และเติมแหลง
ไนโตรเจนที่แตกตางกัน 3 ชนิด  ไดแก  โซเดียมไนเทรต 1%  Yeast extract 1% และยูเรีย 1%  
ผลการทดลองพบวา Yeast extract 1% เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด รองลงมาคือ ยูเรีย และ
โซเดียมไนเทรต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5 ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(cm/20 l) 
ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 
ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 4.20  0.30 
ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM) 0.10  0.00 
ชุดควบคุมที่ 4 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM +นํ้าตาลกลูโคส 1%) 7.300.20 
ชุดการทดลองที่ 1 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + โซเดียมไนเทรต 1%)  

 

3.500.00 
ชุดการทดลองที่ 2 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + Yeast extract 1%)   

 

7.300.40 
ชุดการทดลองที่ 3 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + ยูเรีย 1%)  

 

6.000.00 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนและไนโตรเจน
  ในการทดสอบและเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนและไนโตรเจนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนและ 
  ไนโตรเจนในการทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
                 ชุดควบคุมที่ 4  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM และนํ้าตาลกลูโคสแทนแหลง
  คารบอนและไนโตรเจนในการทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 18  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และโซเดียมไนเทรต 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

 
 

ภาพท่ี 19  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และ Yeast extract 1%  ตอการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 20  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และยูเรีย 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน แสดงดังตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6 อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมทีเ่ติมแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอนและไนโตรเจน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
Yeast extract   1 % 
 
 จากผลการศึกษาการเติมแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
พบวาแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดคือ Yeast extract 1 %   แตใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเทียบเทากับการเติมแหลงคารบอน (นํ้าตาลกลูโคส 1 %) เพียงอยางเดียว ดังน้ันในข้ันตอนตอไป
ในการศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ จึงไมเติมแหลง
ไนโตรเจน 
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 1.4 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1% และปรับ
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีความแตกตางกัน 5 คา คือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 8 และ 9  ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 7 
 
ตารางท่ี 7 ผลของ pH ตางๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง (cm/20 l) 
ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 
ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 4.50  0.30 
ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM) 0.10  0.00 
ชุดควบคุมที่ 4 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 
1%, pH 6.8 (ไมปรบัคา pH))  

7.30  0.30 

ชุดการทดลองที่ 1  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 5) 

 

0.50  0.20 
ชุดการทดลองที่ 2  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 6) 

 

2.60  0.40 
ชุดการทดลองที่ 3  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7) 

 

9.00  0.00 
ชุดการทดลองที่ 4  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 8) 

 

5.90  0.50 
ชุดการทดลองที่ 5  
(อาหารเลีย้งเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 9) 

 

4.50  0.10 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 21  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ไมไดปรบัคาความ
เปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 22  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5  ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรยี B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 23 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลีย้งเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง   
         เทากับ 6 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 24  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 25  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 8 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 26  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 9 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง แสดงดัง
ตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 8  อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมที่เติมแหลงคารบอนและปรับคาความเปนกรด-ดาง 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1% 
สภาวะ 
pH  7 
 
 
 1.5 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคาความเปน 
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  และนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศา-
เซลเซียส  ผลการทดลองพบวา การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ การบมที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
ดังแสดงในตารางที่ 9  



44 
 

ตารางท่ี 9 ผลของอุณหภูมิตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(cm/20 l) 
ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 
ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 4.50  0.50 
ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลีย้งเช้ือ MSM) 0.10  0.10 
ชุดการทดลองที่ 1  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 25 ºC) 

 

7.20  0.30 
ชุดการทดลองที่ 2  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC) 

 

มากกวา 9.00  0.00 
ชุดการทดลองที่ 3  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 37 ºC)  

 

6.00  0.30 
ชุดการทดลองที่ 4  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 45 ºC)  

 

3.30  0.00 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 27  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 28  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 29  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 30  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง และ
อุณหภูมิ แสดงดังตารางที่ 10 
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ตารางท่ี 10  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมที่เติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดางและ
อุณหภูม ิ

 
ชนิด ปริมาณ  

Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ 
pH  7 
อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส 
 
 
 1.6 การศึกษาผลของความเค็มท่ีระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1% ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  บมเพาะเช้ือที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  และปรับคา
ความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือโดยการเติมโซเดียมคลอไรด  0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 %  ผลการ
ทดลองพบวาคาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด มีผลให B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 1 และ 2 % 
โซเดียมคลอไรด ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 ผลของความเค็มทีร่ะดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(cm/20 l) 
ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 
ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 5.20  0.30 
ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM) 0.60  0.20 
ชุดการทดลองที่ 1  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 0% NaCl) 

 

มากกวา 9.00  0.00 
ชุดการทดลองที่ 2  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 1% NaCl) 

 

8.40  0.37 
ชุดการทดลองที่ 3  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 2% NaCl) 

 

6.80  0.33 
ชุดการทดลองที่ 4  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 3% NaCl) 

 

4.50  0.56 
ชุดการทดลองที่ 5  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 5% NaCl) 

 

3.50  0.55 
ชุดการทดลองที่ 6  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 10% 
NaCl) 

 

1.20  0.29 

ชุดการทดลองที ่7  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 15% 
NaCl) 

 

0.60  0.17 

 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 31  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 0% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 32  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 1% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 33  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 2% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 34  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 3% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพนัธุ SE1 
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ภาพท่ี 35 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 5% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 36  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 10% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 37 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 15% NaCl ตอการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และระดับความเค็ม  แสดงดังตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 12 อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมทีเ่ติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูม ิ 
               และระดับความเค็ม 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ  
pH  7 
อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็ม  0 % NaCl 
 
 
 1.7 การศึกษาผลของความเขมขนของหัวเชื้อท่ีระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  คาความ
เปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเค็ม
ของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  และเติมหัวเช้ือที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 107, 
108 และ 109 CFU/mL  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13 ผลของความเขมขนหัวเช้ือที่ระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(cm/20 l) 
ชุดควบคุมที่ 1 (นํ้ากลั่น) 0.00  0.00 
ชุดควบคุมที่ 2 (1% SDS) 5.10  0.0 
ชุดควบคุมที่ 3 (อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM) 0.50  0.10 
ชุดการทดลองที่ 1  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 0% NaCl + 
ความเขมขนหัวเช้ือ 107 CFU/mL)  

 

8.400.20 

ชุดการทดลองที่ 2  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 0% NaCl + 
ความเขมขนหัวเช้ือ 108 CFU/mL) 

 

มากกวา 9.00  0.00 

ชุดการทดลองที่ 3  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + pH 7 + 30 ºC + 0% NaCl + 
ความเขมขนหัวเช้ือ 109 CFU/mL) 

 

มากกวา 9.00  0.00 

 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 38  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 107  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 39  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 108  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 40  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 109  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
ระดับความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ แสดงดังตารางที่ 14 
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ตารางท่ี 14  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมที่เติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดาง  
 อุณหภูมิ ระดับความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ 
 

ชนิด ปริมาณ  
Basal medium (กรัม/ลิตร) 
Na2HPO4 3.60  
(NH4)2SO4 1.00 
KH2PO4 1.00 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 0.01 
MgSO4 1.00 
CaCl2.2H2O 0.10 
Trace element (มิลลิกรัม/ลิตร)  
(เติม Trace element 10 มิลลิลิตร  ใน Basal medium 990 มิลลิลิตร) 
ZnSO4.7H2O 10.0 
MnCl2.4H2O 3.00 
CoCl2.6H2O 1.00 
NiCl2.6H2O 2.00 
Na2MoO4.2H2O 3.00 
H3BO3 30.0 
CuSO4·2H2O 1.00 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ 
pH  7 
อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็ม  0 % NaCl 
ความเขมขนของหัวเช้ือ 108  CFU/mL 
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2. การตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
 จากการศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทเีรยี 
B. subtilis สายพันธุ SE1 โดยใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
การทดลองขอ 1 (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 7 และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) และตรวจวัดดวยเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ผลการทดลองพบวาในชวงนาทีที่ 14.779  14.771 
และ 14.772  มีพื้นที่พีคสูงสุด เทากับ 102,945  108,423 และ 106,558 ตามลําดับ  เมื่อนํามา
คํานวณหาปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ 

SE1 สามารถผลิตได พบวามีคาเทากับ 66.001.54 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังแสดงในตารางที่ 15-22 
และภาพที่ 41-49   
 
ตารางท่ี 15  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(การทดลองครั้งที่ 1) 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.822 8371 641 3.415 5.774 
2 7.073 18160 1669 7.410 15.022 
3 9.939 35872 1908 14.637 17.171 
4 12.082 53126 2816 21.677 25.350 
5 14.779 102945 3522 42.005 31.709 
6 18.350 26606 553 10.856 4.975 

Total  245079 11109 100.000 100.000 
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ภาพท่ี 41  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 

ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 1) 
 
ตารางท่ี 16  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(การทดลองครั้งที่ 2) 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.801 4329 347 1.933 3.262 
2 7.054 19765 1754 8.828 16.476 
3 9.927 37515 1993 16.756 18.715 
4 12.066 53860 2875 24.056 27.000 
5 14.771 108423 3679 48.427 34.547 

Total  223891 10649 100.000 100.000 
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ภาพท่ี 42  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 2) 

 
ตารางท่ี 17  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
(การทดลองครั้งที่ 3) 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.818 23778 1848 8.915 12.730 
2 7.061 42726 3723 16.019 25.650 
3 9.931 37042 2075 13.888 14.297 
4 12.075 56611 3054 21.225 21.043 
5 14.772 106558 3815 39.952 26.281 

Total  266714 14515 100.000 100.000 
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ภาพท่ี 43  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 3) 

 
 

 
 

ภาพท่ี 44 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Surfactin 
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ตารางท่ี 18  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 50 
ppm 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.397 2099 79 1.237 1.015 
2 7.051 13796 1142 8.129 14.719 
3 9.893 20626 1114 12.154 14.357 
4 12.047 14600 754 8.603 9.716 
5 12.692 40847 1933 24.070 24.912 
6 14.757 77734 2737 45.806 35.281 

Total  169703 7759 100.000 100.000 
 
 

 
 

ภาพท่ี 45  โครมาโทแกรมของของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 50 ppm 
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ตารางท่ี 19  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 100 
ppm 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.914 133928 10027 25.076 37.915 
2 7.052 13777 1189 2.579 4.494 
3 9.911 45622 2460 8.542 9.303 
4 12.045 36418 1762 6.819 6.664 
5 12.697 100224 4414 18.766 16.691 
6 14.774 168749 5958 31.596 22.527 
7 18.484 35363 636 6.621 2.407 

Total  534080 26446 100.000 100.000 
 
 

 
 

ภาพท่ี 46  โครมาโทแกรมของของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 100 ppm 
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ตารางท่ี 20  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 150 
ppm 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 4.271 483045 18138 46.411 43.151 
2 5.136 2531 230 0.243 0.547 
3 7.050 16544 1303 1.590 3.100 
4 9.910 74417 3791 7.150 9.020 
5 10.926 1992 141 0.191 0.335 
6 12.054 54647 2659 5.251 6.327 
7 12.699 151613 6707 14.567 15.956 
8 14.778 255998 9065 24.957 21.565 

Total  1040787 42034 100.000 100.000 
 
 

 
 

ภาพท่ี 47  โครมาโทแกรมของของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 150 ppm 
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ตารางท่ี 21  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 200 
ppm 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.118 5088 451 0.675 1.350 
2 7.055 17325 1376 2.299 4.122 
3 8.716 20889 1357 2.772 4.067 
4 9.914 100940 5177 13.395 15.512 
5 12.058 71781 3590 9.525 10.757 
6 12.702 193895 9068 25.730 27.172 
7 14.780 343656 12354 45.604 37.020 

Total  753574 33372 100.000 100.000 
 

 

 
 

ภาพท่ี 48  โครมาโทแกรมของของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 200 ppm 
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ตารางท่ี 22  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 250 
ppm 

 
Peak Ret. Time Area Height Area % Height % 

1 5.354 47187 3856 4.706 8.390 
2 7.054 24109 1633 2.404 3.554 
3 8.720 26454 1746 2.638 3.798 
4 9.915 128688 6648 12.833 14.464 
5 12.059 92901 4638 9.264 10.092 
6 12.708 242366 11565 24.169 25.161 
7 14.790 441069 15877 43.985 34.542 

Total  1002776 45963 100.000 100.000 
 
 

 
         

ภาพท่ี 49  โครมาโทแกรมของของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 250 ppm 
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3.  การวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 จากการศึกษาถึงคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 โดย
ใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองในขอ 1  (ไดแก เติม 
1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 และใชความ
เขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL)   ผลการทดลองพบวาคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  มีคาความตึงผิวอยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิว
ตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใส
เทากับ 7.11%  และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 
มิลลิกรัมตอลิตร ดังแสดงในภาพที่ 50-51 
 

 
 

ภาพท่ี 50  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที ่    
ผลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 51  ความสัมพันธระหวางคา Log ความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว    
ชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

Logarithm of % biosurfactant concentration 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 

สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการศึกษาถึงผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย 
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 1%  กลีเซอรอล 
1%  นํ้ามันปาลม 1% และนํ้าตาลกลโูคส 1%  ผลการทดลองพบวา นํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน
ที่ดีที่สุด รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม กลีเซอรอล และนํ้ามันดีเซล ตามลําดับ 
 2. จากการศึกษาถึงผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  และเติม
แหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน 3 ชนิด  ไดแก  โซเดียมไนเทรต 1%  Yeast extract 1% และยูเรีย 
1%  ผลการทดลองพบวา Yeast extract  เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด แตใหผลการทดลองที่เทากับ
ชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจน รองลงมาคือ ยูเรีย และโซเดียมไนเทรต ตามลําดับ 
 3. จากการศึกษาถึงผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1% และปรับ
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีความแตกตางกัน 5 คา คือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 8 และ 9  ตามลําดับ 
 4. จากการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย         
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  และนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศา-
เซลเซียส  ผลการทดลองพบวา การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  มีผลให B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ การบมที่อุณหภูม ิ25 และ 37 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ 
 5. จากการศึกษาถึงผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย        
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1% ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และปรับคาความเค็มของ
อาหารเลี้ยงเช้ือโดยการเติมโซเดียมคลอไรด  0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 %  ผลการทดลองพบวาคา
ความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 1 และ 2 % โซเดียมคลอไรด  
ตามลําดับ 
 6. จากการศึกษาถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  คาความเค็มของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  และเติมหัวเช้ือที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 107, 108 
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และ 109 CFU/mL ผลการทดลองพบวาหัวเช้ือที่ระดับความเขมขน 108 และ 109 CFU/mL ใหผลดี
ที่สุด รองลงมาคือ หัวเช้ือที่ระดับความเขมขน 107 CFU/mL 
 7. จากการศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากการทดลอง (1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส  ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 
7  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็มของอาหารเลี้ยง
เช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด)   ผลการทดลองพบวาในชวงนาทีที่ 14.779  14.771 และ 14.772 มีพื้นที่
พีคสูงสุด 102,945  108,423 และ 106,558  ตามลําดับ  ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 

ลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร  
 8. จากกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดได  มีคาความตึงผิวอยูระหวาง 32.35 มิลลิ- 
นิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของ 
ไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร 
 9. ดังน้ันจากการศึกษาในครั้งน้ี พบวาการใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไดแก อาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral 
salt medium ที่เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 
7 ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคาความเค็มของอาหาร
เลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร และมีคาความตึงผิว
อยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิด
การฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% และมีความเขมขนของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



71 
 

อภิปรายผลการทดลอง  
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการศึกษาครั้งน้ีตองการ
นํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ณ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็มเทากับ 0% โซเดียมคลอไรด  ปริมาณหัวเช้ือ 108 CFU/mL ความเร็วในการบม 180 rpm  
ไดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเบปไทด   และจากรายงานที่ผานมาพบวาแบคทีเรีย B. subtilis 
หลายสายพันธุ ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ MUV4, B. subtilis สายพันธุ SPB1, B. subtilis 
สายพันธุ JA-1 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดลิโปเบปไทด   สวน B. subtilis สายพันธุ MUV4, B. subtilis สายพันธุ SPB1 และ B. subtilis 
สายพันธุ JA-1 ยังใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก นํ้าตาลกลูโคสเหมือนกับแบคทีเรียในการศึกษาครั้งน้ี  
(รุจา สารคุณ, 2548; Suwansukho et al., 2008; Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; 
Wang et al., 2011)  นอกจากน้ันพบวาทั้ง 3 สายพันธุ ยังมีสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ใกลเคียงกับ
แบคทีเรียในการศึกษาครั้งน้ีเชนกัน  ทั้งในดานความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิและความเค็ม ยกเวน
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ JA-1 ที่เปนแบคทีเรียกลุมที่ชอบความเค็มคือ ใชความเค็ม 8 - 10%   
ในการศึกษาครั้งน้ีพบวา แหลงคารบอนที่ใหผลทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดคือ 
นํ้าตาลกลูโคส  รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม กลีเซอรอลและนํ้ามันดีเซล ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวา
นอกจากการใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนแลวยังสามารถมีการประยุกตใชการฟนฟูสภาพใน
กรณีที่มีนํ้ามันปาลมและ/หรือนํ้ามันดีเซลก็สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  ก็อาจจะเปนไปได
วาเมื่อมีการปนเปอนนํ้ามันปาลมและ/หรือนํ้ามันดีเซลที่พบอยูในดินน้ันและมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส
เพิ่ม เพื่อชวยในการฟนฟูสภาพได    
 นอกจากแบคทีเรียชนิด B. subtilis แลวยังพบวามีแบคทีเรีย Bacillus สปชีสอื่นๆ คือ  
B. salmalaya สายพันธุ 139SI, Bacillus sp. BMN 14 และ BMN 27, B. amyloliquefaciens 
สายพันธุ SH20, B. thuringiensis สายพันธุ SH20, B. megaterium สายพันธุ MG20 และ  
B. velezensis สายพันธุ KLP2016 (Dadrasnia and Ismail, 2015; Heryania and Putra, 2017; 
Barakata et al., 2017; Ghazal et al., 2017; Meena et al., 2018)  ที่มีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเบปไทด   นอกจากน้ันยังพบรายงานของแบคทีเรียที่ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเบปไทดที่คัดแยกมาจากประเทศไทย ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ 
BBK-1, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. subtilis/amyloliquefaciens และ 
Pseudomonas fluorescens (นิรันดร รุงสวาง, 2542; รุจา สารคุณ, 2548; Rachamontree  
et al., 2015; กฤษฎา บุญชัย และคณะ, 2552)  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงพบวา B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ที่นํามาศึกษาในครั้งน้ีอาจจะเปนแบคทีเรียชนิดใหมอีกชนิดหน่ึงที่มีความสามารถในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพและมีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ซึ่งนาจะประยุกตใชไดใน
การฟนฟูสภาพโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่ปลอดภัยและมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมนอยกวาวิธีการใช
สารเคม ีแตอยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการเจริญและ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงกวางคือ 7.30  0.30 ถึง 9.00  0.00 cm/20 l  แหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ Yeast extract 1% แตใหผลเทียบเทากับการเติมแหลงคารบอนเพียงอยาง
เดียว  ดังน้ันจึงไมเติมแหลงไนโตรเจนในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอไป  ตางจากแบคทีเรียหลาย



72 
 

ชนิดที่แยกไดจากตางประเทศ เชน B. subtilis สายพันธุ DM-03 และสายพันธุ DM-04, B. subtilis 
สายพันธุ SPB1, Pseudomonas fluorescens Migula สายพันธุ 1895, Brevibacterium 
aureum สายพันธุ MSA13 และ P. nitroreducens  พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมมีผลตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Das and Mukherjee, 2007; Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 
2011; Abouseoud et al., 2008; Kiran et al., 2010; Onwosi and Odibo, 2012) และ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงคาความ
เปนกรด-ดาง 6-9  ซึ่งสภาวะความเปนกรด-ดางที่ดีตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ คาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 7 แสดงวาสามารถนําไปประยุกตใชในดินหรือนํ้าที่มีคาความเปนกรด-ดางอยู
ในชวง 6-9 และสามารถทําการฟนฟูสภาพไดทั้งนํ้าจืดและนํ้าเค็ม สอดคลองกับแบคทีเรียบางชนิด 
ยกตัวอยางเชน  B. subtilis สายพันธุ SPB1, B. subtilis สายพันธุ JA-1, B. atrophaeus สายพันธุ 
5-2a, B. subtilis, B. velezensis สายพันธุ KLP2016 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 ที่มี
ความสามารถในการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 7  
(Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; Wang et al., 2011; Zhang et al., 2016; Mehmood 
et al., 2018; Meena et al., 2018;  รุจา สารคุณ, 2548)  และการบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุดสอดคลองกับแบคทีเรียหลาย
ชนิดที่แยกไดในตางประเทศ ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ MUV4, B. atrophaeus สายพันธุ 
5-2a, B. amyloliquefaciens สายพันธุ SH20, B. thuringiensis สายพันธุ SH20, B. megaterium 
สายพันธุ MG20, B. subtilis สายพันธุ MG13 และ B. velezensis สายพันธุ KLP2016 (Suwansukho 
et al., 2008; Zhang et al., 2016; Barakata et al., 2017; Ghazal et al., 2017; Meena et al., 
2018)  รวมถึงแบคทีเรียหลายชนิดที่แยกไดในประเทศไทย ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ BBK-1, 
B. subtilis / amyloliquefaciens และ P. fluorescens (นิรันดร รุงสวาง, 2542; กฤษฎา บุญชัย 
และคณะ, 2552; ปวีณา ดิกิจ และอทิพันธ เสียมไหม, 2557)   แบคทีเรียดังกลาวขางตนเมื่อบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  พบวามีความเหมาะสมตอการเจริญและสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได 
 แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในสภาวะที่ไมมีความเค็ม จึงทําใหแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 นาจะมีความสามารถ
ในการฟนฟูสภาพแวดลอมโดยทั่วไปที่ปนเปอนดวยนํ้ามันชนิดตาง ๆ เชน นํ้ามันทอด นํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว เปนตน ทั้งในสิ่งแวดลอมโดยทั่วไปและสิ่งแวดลอมทางอุตสาหกรรมซึ่งความสามารถของดาน
น้ีนาจะเปนทางเลือกหน่ึงในการประยุกตใชเพื่อการฟนฟูสภาพโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่ปลอดภัย
และมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมนอยกวาวิธีการใชสารเคมี   นอกจากน้ีความเขมขนของหัวเช้ือของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่ระดับความเขมขน 108 และ 109 CFU/mL ใหผลดีที่สุดใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   สอดคลองกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SPB, Bacillus sp. 
BMN 14 และ BMN 27 (Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; Heryania and Putra, 2017) 
ที่ความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสมที่ระดับความเขมขน 108 CFU/mL มีความเหมาะสมตอการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   โดยพบวาแมความเขมขนของหัวเช้ือเทากับ 107 CFU/mL ก็ยังสามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  แสดงใหเห็นวาเมื่อผานไปสักระยะหน่ึงเมื่อจํานวนของเช้ือลดลงก็
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สามารถชวยในการฟนฟูสภาพได  แมจะมีการลดจํานวนของหัวเช้ือลงในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติซึ่ง 
ไมสามารถควบคุมได  ดังน้ันสภาวะตาง ๆ เชน แหลงคารบอน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม 
และความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสม จึงมีความสําคัญตอการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่แตกตางกันในแตละชนิดของแบคทีเรีย ซึ่งในงานวิจัยครั้งน้ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 มีสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ ตองการนํ้าตาลกลูโคส
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM  ณ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0   อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   ความเค็ม 
0% โซเดียมคลอไรด  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL  ความเร็วในการบม 180 rpm  แตอยางไร
ก็ตามพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  สามารถที่จะเจริญภายใตสภาวะที่มีความเค็มเทากับ 1 
และ 2 % โซเดียมคลอไรด  จึงทําใหสามารถนําแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มาประยุกตใชใน
สิ่งแวดลอมทางทะเลไดเชนกัน 
 การศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาความตึงผิวอยู
ระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิด
การฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11%  และมีความเขมขนของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร การศึกษาในครั้งน้ีให 
ผลการทดลองตางจากการศึกษาของ Deleu et al. (1999) ที่ศึกษาคาความตึงผิวของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ S499 พบวา Surfactin มีคา
ความตึงผิวที่ 2.03 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร   จากการศึกษาของ Pathak and Keharia (2014)  ไดศึกษา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ K1 ที่คัดแยกไดจากรากอากาศของตนไทร ประเทศอินเดีย พบวา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ K1  มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด
ไดและมีคาความตึงผิวอยูระหวาง 42.5 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 27.9 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความ
เขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขน 17.50 ไมโคกรัมตอลิตร และจาก
การศึกษาของ Jha et al. (2016)  ที่ศึกษาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ R1 ที่คัดแยกไดจากดิน
บริเวณทะเลทรายคัทซ ประเทศอินเดีย พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ R1 มีความสามารถใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดไดและมีคาความตึงผิวอยูระหวาง 30 มิลลินิวตันตอ
เมตร ถึง 29 มิลลินิวตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความ
เขมขน 19-20 มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาเมื่อคาความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวเปน 
ไมเซลลตํ่าจะใหคาความตึงผิวที่ดี        
 
 
 
 
 
 



ผลผลติ (Output) 
 
1. ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการ และรายงานสืบเน่ืองจากการประชุมวิชาการท้ังในระดับชาติ
และนานาชาติ  (ระบุชื่อผูแตง  ชื่อเรื่อง  ชื่อวารสาร  ป  เลม  เลขท่ี และหนา) 
สุบัณฑิต  น่ิมรัตน, สุปราณี พันธวิลัย, สมฤทัย ลูกจันทร  และวีรพงศ  วุฒพิันธุชัย. (2561). ผลของ

แหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย Bacillus 
subtilis สายพันธุ SE1. การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตรวิจัย ครั้งที่ 10   
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม  วันที่ 24-25 พฤษภาคม พ.ศ. 2561. หนา BI 28-35. 

 
2.  การยื่นจดสิทธิบัตร 
 - 
 
3.  ผลงานเชิงพาณิชย  (มีการนําเสนอไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได  หรือมีการนําไปประยุกตใช
โดยภาคธุรกิจ  หรือบุคคลท่ัวไป) 
 - 
 
4.  ผลงานเชิงสาธารณะ  (เนนประโยชนตอสังคม  ชุมชน  ทองถ่ิน)   
 - 
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