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บทคัดยอ 
  
 งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรม
ปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี ในปที่ 3  ทําการศึกษาถึงผลของ
แหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ SE1  และทํา
การตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพวิธี Oil displacement test  รวมทั้งทําการศึกษาถึง
ปริมาณและคาความตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยเครื่อง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) และ 
เครื่อง Surface Tension Meter ตามลําดับ  ผลการศึกษาพบวาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไดแก อาหารเลี้ยงเช้ือ 
Mineral salt medium ที่เติม 1% (v/v)  นํ้าตาลกลูโคส  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  คาความ
เค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL และบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด เทากับ 66.00  1.54  มิลลิกรัมตอลิตร และมีคาความตึงผิว
อยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% 
และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร  
ดังน้ันพบวาแบคทีเรีย B. subtilis  สายพันธุ SE1 นาจะเปนแบคทีเรียที่สามารถนํามาประยุกตใชในการ
ฟนฟูสภาพในสิ่งแวดลอมและนํามาประยุกตใชในกระบวนการ Oil recovery ในบอเก็บกักนํ้ามันโดย
วิธีการที่เรียกวา Biostimulation ดวยสภาวะที่เหมาะสมจากการศึกษาในครั้งน้ี 
 
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 

 
ความสําคัญและท่ีมาของปญหาท่ีทําการวิจัย 
 สารลดแรงตึงผิวเปนคําสั้น ๆ ของ "สารที่ใชงานกับพื้นผิว" (Surface-active-agents) ซึ่งคือ
สารเคมีทั่วไปที่ลดแรงตึงผิวของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวาง
ของเหลวและของแข็ง สารลดแรงตึงผิวโดยทั่วไปเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก 
(Amphiphilic)   ในธรรมชาติซึ่งมีทั้งสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้า สวนที่ไมชอบนํ้า (ไมมีข้ัว) 
เปนสวนที่ไมละลายในนํ้าและอาจจะมีกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of fatty acids)  
กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids) หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมันไฮดรอกซิล (α-
alkyl-β-hydroxy fatty acids) ดานปลายที่ชอบนํ้า (มีข้ัว) พบวาเปนคารโบไฮเดรต กรดอะมิโน  
วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Van Ginkel, 1989; Jaysree et al., 2011)   
 สารลดแรงตึงผิวสามารถแบงออกไดเปน  2 กลุมใหญ  คือ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สารลดแรงตึงผิวสังเคราะหเปนผลิตภัณฑที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมี มีการ
นํามาใชในอุตสาหกรรมนํ้ามันเพื่อชวยในการทําความสะอาดการรั่วไหลของนํ้ามัน ตลอดจนการเพิ่ม
ปริมาณนํ้ามันในกระบวนการขุดนํ้ามันจากบอนํ้ามัน โดยสารเหลาน้ีไมสามารถยอยสลายไดเองตาม
ธรรมชาติ และมีความเปนพิษตอสิ่งแวดลอม (Jayrees et al., 2011)  สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เปนผลิตภัณฑที่ผลิตโดยกระบวนการทางชีวภาพ  และเปนสารที่ขับออกมาภายนอกเซลลของ
จุลินทรียชนิดตาง ๆ ยกตัวอยางเชน  แบคทีเรีย  ราและยีสต (Chen et al., 2007; Jayrees et al., 
2011) สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียไดรับความสนใจและการยอมรับมากกวาสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห  เน่ืองจากมีความเปนไปไดในการนําไปใชในเชิงการคาเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่ได
จากการสังเคราะห รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติหลายประการ ไดแก  คุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวและทําใหเกิดอิมัลชันไดดี  มีความเสถียรแมอยูภายใตสภาวะทางกายภาพและเคมีที่
รุนแรง  สามารถเพิ่มพื้นที่ผิวและทําใหจุลินทรียสามารถยอยสลายสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า  สามารถ
จับโลหะ  สรางไบโอฟลม  มีความเปนพิษตํ่า สรางความระคายเคืองนอย  ไมเปนอันตรายตอผิวหนัง
มนุษย  ทั้งน้ียังมีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพสูง  เปนมิตรตอระบบนิเวศ และสามารถ
ผลิตไดจากสารต้ังตนที่มีราคาถูกและสารต้ังตนชนิดใหม ๆ ได (Banat et al., 2000a; Costa et al., 
2006; Mohan et al., 2006) ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรียมีศักยภาพที่หลากหลายใน
การนําไปใชงานดานตาง ๆ เชน อุตสาหกรรมนํ้ามัน เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง 
(Banat et al., 2000b)   

จากคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเปนสารประกอบจากผลิตภัณฑของจุลินทรียซึ่ง
สามารถถูกยอยสลายไดงาย จึงมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในสิ่งแวดลอม เชน การใชในงานดาน
เกษตรกรรม ยารักษาโรค อาหารและเครื่องสําอาง (Banat et al., 2000b)  การใชเปนสารซักฟอก 
สารที่ทําใหเกิดความช้ืน (Wetting agents)  สารปองกันการแยกตัวของนํ้าและนํ้ามัน (Emulsifiers)  
สารที่ทําใหเกิดฟองและสารชวยกระจายตัว (Dispersants) (Makkar and Cameotra, 2002)  ทั้งยังใช
เปนสารหลักในอุตสาหกรรมปโตรเคมี  เพื่อทําใหการไดนํ้ามันกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและฟนฟูสภาพของ
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สารกลุมไฮโดรคารบอน  นอกจากน้ียังสามารถใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ  เชน การกําจัดการ
ปนเปอนทั้งในดินและในนํ้า (Ron and Rosenberg, 2002; Franzetti et al., 2009)  การเพิ่มการ
กระจายตัวของนํ้ามันที่เกิดจากการรั่วไหลของนํ้ามัน (Mohan et al., 2006)  และไดมีการนําไปใชใน
กระบวนการทางเคมีและกายภาพในการออกแบบเพื่อฟนฟูสภาพแวดลอมในแหลงที่มีการปนเปอน
ดวยสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือโลหะหนัก เชน การนําสารลดแรงตึงผิวมาบําบัดดินในพื้นที่ที่มี
การปนเปอนจริงและการนําดินจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนออกมาบําบัดนอกพื้นที่น้ันหรือการสูบนํ้าเพื่อ
บําบัดช้ันดินอุมนํ้า (Mulligan, 2005; Franzetti et al., 2009)  แตอยางไรก็ตามการเลือกใชสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพควรคํานึงถึงประเภทของสารลดแรงตึงผิว  ปริมาณและความเขมขนของสาร 
ลดแรงตึงผิว  รวมถึงสภาวะอื่น ๆ ใหเหมาะสมกับวัตถุประสงคของการใชงาน  ทั้งน้ีเพื่อทําใหสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดและไมกอใหเกิดปญหาสิ่งแวดลอม
ตามมา (วิสาขา ภูจินดา, 2548) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดเปนสารประเภทไกลโคลิปด (Glycolipids) เชน แรมโนลิปด
ที่ผลิตโดย Pseudomonas,  โซโฟโรลิปด (Sophorolipids) ที่ผลิตโดย Candida หลายสปชีส , 
Cell-bound trehalose lipids ที่ผลิตโดย Rhodococcus และ Actinomycetes และลิโปเปปไทด 
(Lipopeptides) ที่มีลักษณะโครงสรางที่หลากหลายผลิตโดย Bacillus หลายสปชีส (Lang and 
Philp, 1998; Cubitto et al., 2004; Van Hamme et al., 2006)  โดยแรมโนลิปดเปนสารลดแรง
ตึงผิวหลักที่ผลิตโดย Pseudomonas aeruginosa  ซึ่งประกอบดวยโมโน- และได-แรมโนลิปด ซึ่งมี
สมบัติทางเคมแีละทางกายภาพที่แตกตางกันคอนขางมาก (Benincasa et al., 2002) P. aeruginosa มี
ความสามารถในการใชแหลงคารบอนจากสารต้ังตนที่ไมละลายนํ้า เชน นํ้ามันพืช (Costa et al., 2006)  
ไฮโดรคารบอน (Santa-Anna et al., 2002; Rashedi et al., 2005) และแหลงคารบอนที่แบคทีเรีย
นํามาใชไดงาย เชน นํ้าตาลกลูโคส (Bodour et al., 2003) นํ้าตาลแมนนิทอล (De´ziel et al., 1999) 
หรือกลีเซอรอล (Das et al., 2009)  ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด  สารต้ังตนประเภท
คารบอนเปนสารที่ใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดรับการรายงานวามีผลตอคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิว (Panilaitis et al., 2007; Abouseouda et al., 2008)  นอกจากน้ี 
ผลการวิเคราะหทางเคมีโดยใชเครื่อง Mass spectrometry แสดงใหเห็นชัดเจนวาแหลงคารบอน
ไมไดมีผลตอปริมาณเทาน้ัน  แตยังมีผลตอโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวดวย (Perfumo et al., 
2006)  โดยปกติแลวจุลินทรียตางสกุลกันจะสังเคราะหสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางตางกัน  ในทาง
ตรงกันขามจุลินทรียสายพันธุหรือสปชีสเดียวกันจะผลิตสารลดแรงตึงผิวที่มีโครงสรางคลายคลึงกัน  
อยางไรก็ตามความแตกตางเพียงเล็กนอยในโครงสรางโมเลกุลมีผลกระทบอยางมากตอหนาที่การ
ทํางานและการนําไปใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากจุลินทรีย 
(Bodour et al., 2003)   

ในโลกปจจุบันสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เปนสารที่มีความสําคัญ
อยางมากตอประชากรโลก แตสารดังกลาวเปนของเหลวที่เกิดข้ึนใตเปลือกโลก  โดยปโตรเลียมเปน
สารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจนเปนหลัก มีโมเลกุลของ
สารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายในปโตรเลียม กระบวนการเกิด
ปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของอินทรียสารจํานวนมากที่ 
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ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล การใชประโยชนจาก
ปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ เชน กาซหุงตม 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติก 
และยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554)  สวนนํ้ามันดิบ  คือ ปโตรเลียมที่มี
สถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ  มีลักษณะสีดําหรือนํ้าตาล  มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป  
มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยู
ดวย เชน กํามะถัน  คารบอน  ไฮโดรเจนและไนโตรเจน เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตาง
กันไปตามองคประกอบของสารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ี
นํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถนําไปใชประโยชนไดทันที  ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยก
สารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดได  
โดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูในนํ้ามันดิบออกจากกันน้ีเรียกวาการกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต 
และคณะ, 2554)  และกระบวนการกลั่นนํ้ามันดิบน้ันประกอบดวยข้ันตอนการกลั่นสําหรับแยกสวน
ตาง ๆ ของนํ้ามันปโตรเลียม ที่ตองอาศัยสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหไดผลผลิตเพิ่มมากข้ึน ซึ่งมีมูลคา
มหาศาล (Kister, 1992; Nur Asshifa, 2009) และปจจุบันมีการศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มาใชเน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห  แตมี
ความเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  มีความเปนพิษตํ่าและยอยสลายไดงายในธรรมชาติเมื่อเทียบกับสาร 
ลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 

จากคุณสมบัติดังกลาวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพแวดลอมที่มีสารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ เน่ืองจากตองมีการขนสง
สารประกอบไฮโดรคารบอน ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบทั่วโลก และเกิดการรั่วไหลและหกทั่วโลก  โดย
สารประกอบไฮโดรคารบอน  ปโตรเลียมและนํ้ามันดิบ  เปนสารพิษทําใหเกิดการระคายเคืองตาม
ผิวหนัง เปนผื่นคัน แสบรอน  เกิดแผลและติดเช้ือได  รวมถึงเมื่อสารพิษซึมเขาสูผิวหนังทําใหเกิด
อันตรายอยางตอเน่ืองในระยะยาว เชน มะเร็งผิงหนัง เปนตน   นอกจากน้ีถาสูดดมกลิ่นของนํ้ามันจะ
ทําใหปอดไดรับสารพิษ เกิดอาการปอดอักเสบ เกิดโรคระบบทางเดินหายใจ  การรับสารพิษโดยการ
ดูดซึมทางรางกายอาจจะทําใหสารพิษไปสะสมในไตจนเกิดภาวะไตเสื่อมและไตวายได  และหากไดรับ
สารพิษเปนระยะเวลานานและในระยะยาวอาจเกิดอันตรายถึงข้ันสารพิษทําลายระบบประสาทการ
ควบคุมการเคลื่อนไหวทําใหไมสามารถทรงตัวและไมสามารถเดินไดเปนปกติและอาจรุนแรงถึงข้ันเปน
มะเร็งในที่สุด  (สํานักงานสิ่งแวดลอมภาคที่ 16, 2556)   
 จากชวงทศวรรษที่ 1930 ถึง 1990 มีงานวิจัยพิสูจนใหเห็นวาแบคทีเรียมีความสําคัญใน
กระบวนการตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับนํ้ามันปโตรเลียม  แบคทีเรียจํานวนมากมีความสามารถในการใช
ประโยชนจากสารประกอบไฮโดรคารบอนเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานตามธรรมชาติ (Hua  
et al., 2004; Korda et al., 1997; Rahman et al., 2003)  นอกจากน้ียังมีบทบาทสําคัญในการ
ยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน (Chaerun et al., 2004; Ilori et al., 2006)  โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพทําหนาที่ลดแรงตึงผิวบนผิว และลดแรงตึงผิวระหวางของแข็งกับของเหลวหรือของเหลว
กับของเหลว (Interfacial tension) ที่เกิดจากการรวมของเหลวที่ผสมกันไมได (Immiscible fluids) 
หรือของเหลวกับของแข็งซึ่งทําใหเพิ่มพื้นผิวของสารประกอบที่ไมละลายนํ้า  สงผลใหเพิ่มการ
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เคลื่อนที่และความสามารถของการนํามาใชโดยจุลินทรียหลังจากที่มีการยอยสลายทางชีวภาพและ
การเกิด  Emulsification (Ron and Rosenberg, 2001; Vasileva-Tonkova and Gesheva, 
2007) หนาที่ทางชีวภาพของสารลดแรงตึงผิวมีความเกี่ยวของกับการดูดซึมสารประกอบไฮโดรคารบอน
ซึ่งเปนสารที่ถูกผลิตและปลอยออกมาอยางอัตโนมัติ  ถามีสารต้ังตนเปนสารประกอบไฮโดรคารบอน 
(Guerra-Santos et al., 1984; Makkar and Cameotra, 1998; Singh et al., 2006)  แบคทีเรียที่
มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอน ไดแก Acinetobacter, Pseudomonas, 
Rhodococcus และ Mycobacterium (Ilori et al., 2005; Kosaric, 1993)  และเปนที่ทราบดีวา
ความสามารถของแบคทีเรียโดยเฉพาะอยางย่ิง P. aeruginosa สามารถยอยสลาย Heavy oil และ 
Aliphatic hydrocarbons ภายใตสภาวะที่มีการใชออกซิเจนและสามารถหลั่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในปริมาณสูงขณะเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารไฮโดรคารบอนในปริมาณสูง (Hommel, 
1990; Chayabutra and Ju, 2000)    

จากขอความที่กลาวมาแลวขางตน  แสดงใหเห็นวาสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตโดยจุลินทรียเปน
สารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพและมีประโยชนหลายประการทั้งยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  ดังน้ัน
ในการศึกษาครั้งน้ีผูวิจัยจึงมีความสนใจในการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และนํามาศึกษาชนิดและองคประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ดีที่สุด เพื่อพัฒนาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการ
ฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตรเคมี  สําหรับใชทดแทนสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหและเพื่อ
การพัฒนาเปนผลิตภัณฑต้ังแตในระดับหองปฏิบัติการจนถึงระดับเชิงพาณิชยตอไป 
 
วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

เพื่อพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดใหมจากแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพเพื่อใชในอุตสาหกรรมปโตรเลียมและการฟนฟูสภาพที่ปนเปอนดวยสารกลุมปโตร-
เคมี  เพื่อทดแทนสารเคมีสังเคราะห 

  
ขอบเขตของการวิจัย 
 ศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย
ศึกษาถึงผลของปจจัยตาง ๆ ที่มีผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก แหลงคารบอน แหลง
ไนโตรเจน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และปริมาณหัวเช้ือ ที่มีผลตอการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย ตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด  แยกสาร
ลดแรงตึงผิวและวัดแรงตึงผิว  เพื่อมุงเพิ่มศักยภาพในการนําไปผลิตภายใตสภาวะที่เหมาะสมและมี
ประสิทธิภาพสูงสุดตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัยโดยสรุปทฤษฎีและ/หรือแนวทางความคิดท่ีนํามาใชในงานวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 1. ทราบถึงปจจัยในการเจริญของแบคทีเรยีที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน Scale ขนาดเล็ก 
 2. สามารถทราบถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียชนิดใหม นํามา
ซึ่งการพัฒนาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพื่อทดแทนสารลดแรงตึงผิวที่เปนสารเคมีสังเคราะห 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ศึกษาผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

ตรวจหาปรมิาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 

แยกสารลดแรงตึงผิวและวัดแรงตึงผิว 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศกึษา 

 
 
เอกสารทีเ่กี่ยวของกบัการศึกษาจําแนกไดดังน้ี 
 1.  ความรูทั่วไปเกี่ยวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

2.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลินทรีย 
3.  วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมลัซิฟายเออร   
4.  การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
5.  รายงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
 
1. ความรูท่ัวไปเก่ียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   
  1.1 ความหมายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Biosurfactants) หมายถึง สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตออกมาจาก
จุลินทรียหลายชนิด เชน ยีสต แบคทีเรียและรา (Priya and Usharani, 2009) ซึ่งสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพน้ีมักจะเปนสารประกอบอินทรียที่มีคุณสมบัติเปนแอมพิฟลิก (Amphiphilic) คือในโมเลกุล
ประกอบดวยสวนที่ไมชอบนํ้า (Hydrophobic) และสวนที่ชอบนํ้า (Hydrophilic) อยูในโมเลกุลเดียวกัน 
(Chioma et al., 2013)  โดยสวนที่ไมชอบนํ้าหรือสวนที่ไมมีข้ัวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ัน เปนสวน
ที่ไมสามารถละลายในนํ้าได  เน่ืองจากเปนโมเลกุลของกรดไขมันที่เปนหวงโซยาว (Long-chain of 
fatty acids) กรดไขมันไฮดรอกซิล (Hydroxyl fatty acids)  หรือแอลฟา-อัลคิล-เบตา-กรดไขมัน 
ไฮดรอกซิล (α-alkyl-β-hydroxy fatty acids)  สวนดานปลายที่ชอบนํ้าหรือสวนที่มีข้ัวพบวาเปน
คารโบไฮเดรต กรดอะมิโน วงเปปไทด ฟอสเฟต กรดคารบอกซิลิกหรือแอลกอฮอล (Jaysree et al, 
2011) 
  โมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวจะเกิดการรวมตัวกันเปนโครงสรางที่เรียกวา ไมเซลล (Micells) 
เมื่อสารลดแรงตึงผวิมีความเขมขนอยูในตัวทําละลาย เชน นํ้า  โดยสารลดแรงตึงผิวจะหันเอาสวนที่
ชอบนํ้าไวดานนอก และสวนที่ชอบไขมันไวดานใน ซึ่งทําใหสามารถแสดงคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิว
ของของเหลวหรือลดแรงดึงระหวางของเหลวสองชนิดหรือระหวางของเหลวและของแข็งได ซึ่งความ
เขมขน ณ จุดที่ทําใหโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวเกิดเปนไมเซลลเปนคุณสมบัติเฉพาะของสารลดแรง
ตึงผิวแตละชนิดเรียกความเขมขน ณ จุดน้ีวา Critical micelle concentration (CMC) 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวที่เช่ือมตอระหวางของเหลวและอากาศ 

(ดัดแปลงจาก Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 

  1.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
   ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถแบงได 2 กลุม ตามนํ้าหนักโมเลกุล (Jaysree et al, 
2011; Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
          1.2.1 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลตํ่า 
   เปนกลุมที่มีพื้นที่ผิวและแรงดึงระหวางผิวที่ตํ่า มีหนาที่หลักในการลดแรงตึงผิว 
(Surface tension) และแรงระหวางผิว (Interfacial tension) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญใน
กลุมน้ี ไดแก ไกลโคลิปด (Glycolipids) ฟอสโฟลิปด (Phospholipids) และลิโปเปปไทด (Lipopeptides) 
เปนตน 
   1.2.2 สารลดแรงตึงผิวท่ีมีนํ้าหนักโมเลกุลสูง 
     เปนกลุมที่จะเกาะติดแนนกับพื้นผิว มีหนาที่หลักเกี่ยวของกับความคงตัวของสาร
อิมัลชัน ทําใหแบคทีเรียติดอยูกับพื้นผิวที่เปนสวนที่ชอบนํ้าไดดี ข้ึน  ซึ่งทําใหสามารถยอยสลาย
สารชีวภาพได สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สําคัญในกลุมน้ี ไดแก พอลิแซคคารไรด (Polysaccharides) 
โปรตีน (Proteins) ลิโปพอลิแซคคารไรด (Lipopolysaccharides) ลิโปโปรตีน (Lipoproteins) หรือ
สารประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังกลาว เปนตน 
 
 1.3 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจุลินทรียสามารถแบงออกเปนกลุมใหญ ๆ ไดทั้งหมด 5 
กลุม ดังตอไปน้ี 
  1.3.1 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด 
  ไกลโคลิปดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่พบมากที่สุดชนิดหน่ึง ประกอบดวย โมโน- 
ได- ไตร- และเตตระแซคคารไรด รวมทั้งกลูโคส กาแลคโตส กรดกลูคูโรนิก แรมโนส และกาแลคโตส
ซัลเฟต รวมทั้งประกอบดวยกรดไขมันซึ่งมีองคประกอบคลายกับฟอสโฟลิปดของจุลินทรีย สามารถ
แบงไดเปนทรีฮาโลสลิปด (Trehaloselipid) โซโฟโรลิปด (Sophorolipid) และแรมโนลิปด 
(Rhamnolipids) (Shaw, 1970) ตัวอยางโครงสรางของแรมโนลิปด ดังแสดงในภาพที่ 2 
 

ดานหางไมชอบน้ํา  

ดานหัวที่ชอบน้ํา 

นํÊา 
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ภาพท่ี 2  โครงสรางทางเคมีของแรมโนลิปด 
(Abdel-Mawgoud et al., 2011) 

 
  1.3.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
  ลิโปเปปไทด ประกอบดวยสวนหางที่เปนกรดไขมันเช่ือมตอดวยโอลิโกเปปไทด 
สายสั้นซึ่งอยูในรูปวงกลม (Raaijmakers et al., 2006)  โดยพบวา Bacillus subtilis สามารถผลิต 
วงลิโปเปปไทด (Cyclic lipopeptide) เรียกวาเซอแฟกติน (Surfactin) หรือซับทิลิซิน (Subtilisin) 
(Arima et al., 1968; Bernheimer and Avigad, 1970) ซึ่งเซอแฟกตินมีคา CMC ในนํ้าเทากับ 25 
มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าไดถึง 27 มิลลินิวตันตอเมตร (Cooper et al., 
1981) โครงสรางของ Cyclic lipopeptide และ Surfactin ดังแสดงในภาพที่ 3 
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ก.                                                 ข. 

 
ภาพท่ี 3  โครงสรางของวงลโิปเปปไทด (ก.) และโครงสรางของเซอแฟกติน (ข.) 

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

  1.3.3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมฟอสโฟลิปดและกรดไขมัน  
 (1) ฟอสโฟลิปด เปนองคประกอบสวนใหญในเย่ือหุมเซลลของจุลินทรีย โดย
พบวาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการยอยสลายสารประกอบไฮโดรคารบอนหรือยีสตที่เจริญบนอาหารที่
มีแอลเคนเปนแหลงของคารบอนจะพบปริมาณของฟอสโฟลิปดเพิ่มข้ึนอยางมาก ยกตัวอยางเชน ใน
กรณีของแบคทีเรีย  Acinetobacter sp. HO1-N ที่เจริญบนเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) พบวา
ถุงเวสิเคิล (Vesicles) ที่แบคทีเรียปลอยออกมานอกเซลลอุดมไปดวยฟอสโฟลิปด (Kaeppeli and 
Finnerty, 1979) 
 (2) กรดไขมัน กรดไขมันที่ไดมาจากแอลเคนไดรับความสนใจอยางมากใน
ฐานะที่เปนสารลดแรงตึงผิว Rehm and Rei (1981)  ไดอธิบายถึงรายละเอียดของกรดไขมันที่เกิด
จากการออกซิเดชันของแอลเคนโดยจุลินทรีย สมดุลระหวางสวนที่ไมชอบนํ้าและสวนที่ชอบนํ้าของ
กรดไขมันมีสวนเกี่ยวของกับความยาวของหวงโซไฮโดรคารบอน สําหรับกรดไขมันที่นิยมนํามาเปน
สารลดแรงตึงผิวจะอยูในชวง C12 - C14  นอกจากกรดไขมันโซตรง จุลินทรียยังสามารถผลิตกรดไขมัน
ที่มีความซับซอนโดยประกอบดวยไฮดรอกซิลและกิ่งกานแอลคิล ยกตัวอยางเชน โครีโนไมโคลิก  
แอสิด (Corynomycolic acid) ซึ่งมีศักยภาพในการเปนสารลดแรงตึงผิว (MacDonald et al., 
1981) 
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  1.3.4. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพอลิเมอรริก (Polymeric surfactant) 
  สารลดแรงตึงผิวชนิดพอลิเมอรริกเปนสารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ผลิตได  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีประกอบดวยพอลิแซคคาไรด โปรตีน ลิโปพอลิแซคคาไรด 
หรือลิโปโปรตีน และในบางกรณีพบวาประกอบดวยโมเลกุลที่ซับซอนของพอลิเมอรชีวภาพที่รวมตัวกัน 
ตัวอยางของแบคทีเรียที่ผลิตสารในกลุมน้ีได ไดแก แบคทีเรียสกุล Acinetobacter (Rosenberg 
and Ron, 1998) 
 
  1.3.5 สารลดแรงตึงผิวกลุมพารติคูเลท (Particulate surfactants) 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดพารติคูเลท เปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรรจุอยู
ภายในถุงเวสิเคิลที่หลั่งออกมานอกเซลล ยกตัวอยางเชน Acinetobacter sp. H01-N ที่เจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีเฮกซะเดกเคน (Hexadecane) เปนองคประกอบ แบคทีเรีย Acinetobacter sp. 
H01-N จะหลั่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมพารติคูเลทที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางขนาด 20-50 
มิลลิเมตร และคาความหนาแนนของการลอยตัวเทากับ 1.158 กรัมตอลูกบาศกเซนติเมตร ถุงภายนอกน้ี
จะมีบทบาทสําคัญในการดูดซึมเฮกซะเดกเคนเขาไปภายในเซลลของ Acinetobacter sp. H01-N 
(Karanth et al., n.d.) 
 
   ตัวอยางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางชนิดที่สรางโดยจุลินทรีย แสดงดังตารางที่ 1 
และภาพที่ 4-8 
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ตารางท่ี 1  ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยจลุินทรียชนิดตาง ๆ (ดัดแปลงจาก  
               Pacwa-Plociniczak et al., 2011)  
 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลติ 

กลุม ชนิด 

 
ไกลโคลิปด 

แรมโนลิปด  
(Rhamnolipid) 

Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas sp. 

ทรีฮาโลสลิปด 
(Trehalolipid) 

Mycobacterium tuberculosis, 
Rhodococcus erythropolis, 

Arthrobacter sp., Nocardia sp., 
Corynebacterium sp. 

โซโฟโรลิปด 
(Sophorolipid) 

Torulopsis bombicola, 
Torulopsis petrophilum, Torulopsis apicola 

กรดไขมัน  
ฟอสโฟลิปด และ 

นิวทรัลลิปด 

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 
ชนิดพอลิเมอรริก 

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  โครงสรางของแรมโนลปิดทีผ่ลิตจาก Pseudomonas aeruginosa 

(Mulligan, 2005) 
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ภาพท่ี 5  โครงสรางของทรีฮาโลสลิปด 
(Chakrabarti, n.d) 

 

 
 

ภาพท่ี 6  โครงสรางของเซอแฟกตินทีผ่ลิตจาก Bacillus subtilis  
(Vollenbroich et al., 1997) 

 

  
ภาพท่ี 7  โครงสรางของโซโฟโรลปิด 

(Bhardwaj et al., 2013) 

 



 13 

 
ภาพท่ี 8  โครงสรางของอมิัลแซน  

(Edwards et al., 2003) 
 
2. การตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยจุลนิทรีย 
 2.1  วิธกีารตรวจสอบการสรางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  2.1.1  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Blood hemolysis test) 
  การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง  เปนการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน (Schulz et al., 1991; Plaza et al., 2006; Youssef  
et al., 2004) โดยสารลดแรงตึงผิวจะซึมผานเย่ือหุมเซลลของเม็ดเลือดเกิดการแลกเปลี่ยนสาร
ระหวางภายในและภายนอกเซลลสงผลใหสารละลายภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกตํ่ากวาความ
ดันออสโมติกในเซลลเรียกวา ไฮโปโทนิก (Hypotonic) ทําใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตก (Noudeh  
et al., 2010) ซึ่งทําใหสามารถใชการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงการคัดกรองแบคทีเรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  โดยแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพไดจะเกิดการยอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ β-hemolysis  
 
  2.1.2  Oil displacement test 
  Oil displacement test เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ามัน ซึ่ง
เปนวิธีการคัดกรองที่มีประสิทธิภาพ นาเช่ือถือ สามารถทําไดงายและรวดเร็ว รวมทั้งสามารถบอก
ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได (Youssef et al., 2004) วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ากลั่น
ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลาง 90 มิลลิเมตร เติมนํ้ามัน 100 
ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า จากน้ันเติมสวนใสของเซลลปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนพื้นผิวของ
นํ้ามัน ทิ้งไว 30 วินาที (Jaysree et al., 2011) ถาสวนใสของเซลลมีคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได 
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นํ้ามันจะกระจายตัวออกและเกิดเปนโซนใส เรียกลักษณะเชนน้ีวา Oil displacement activity 
(Morikawa et al., 2000)   
 
  2.1.3  Drop collapsing test  
  Drop collapsing test  เปนวิธีการทดสอบสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทําไดงาย สะดวก
และรวดเร็ว ใชตัวอยางในปริมาณนอย และไดผลดีในการตรวจหาแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ หลักการของวิธีการทดสอบน้ีอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวของโมเลกุลที่เปนสวนที่
ไมชอบนํ้า เชน นํ้ามัน เมื่อหยดนํ้าลงบนผิวของนํ้ามัน นํ้าจะยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เน่ืองจากนํ้าซึ่ง
เปนโมเลกุลที่มีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวของนํ้ามัน ในขณะที่สารหรือของเหลวที่มีคุณสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวได เมื่อหยดลงบนผิวหนาของนํ้ามัน หยดของสารหรือของเหลวเหลาน้ีจะแผออกหรือยุบตัว 
เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางสารหรือของเหลวกับนํ้ามันน้ันลดลง (Saravanan and Vijayakumar, 2012) 
วิธีการน้ีทําไดโดยนํานํ้ามันปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลด จากน้ันนําสวนใสของเซลล
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผนสไลดที่มีสารไฮโดรคารบอนอยูแลว ทิ้งไว 1 นาที หลังจากน้ันดู
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึน สังเกตเห็นวาหยดของสวนใสของเซลลที่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จะมีลักษณะยุบตัวลงหรือแผกระจาย สวนสวนใสของเซลลที่ไมมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะไมมี
การเปลี่ยนแปลงเกิดข้ึน (Nur Asshifa et al., 2012) 
 
  2.1.4  Tilting glass slide test 
  Tilting glass slide test เปนการตรวจสอบเชิงคุณภาพในการคัดกรองจุลินทรียที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งอาศัยการคงตัวของของเหลวบนพื้นผิวที่ไมชอบนํ้า 
เชน สไลด เน่ืองจากนํ้าซึ่งมีข้ัวจะมีความคงตัวบนพื้นผิวดังกลาวและยังคงเปนหยดอยูเชนเดิม เมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียที่มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวได ซึ่งเมื่อนํา
โคโลนีของแบคทีเรียดังกลาวมาเกลี่ยลงบนหยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด แลวเอียงสไลด
หยดของ 0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมจะไหลไปอีกดานของสไลด  เน่ืองจากแรงตึงผิวระหวางของเหลวกับ
นํ้ามันน้ันลดลง (Persson and Molin, 1987) 
 
 2.2  การตรวจสอบถึงชนิดของสารลดแรงตึงผิว  
  2.2.1  Blue agar method เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปดและสาร
ลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอ่ืน 
 Blue agar method เปนการทดสอบกึ่งปริมาณวิเคราะหในการตรวจหาสาร 
ลดแรงตึงผิวกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุลบกลุมอื่น ๆ โดยใช CTAB (Cetyl Trimethyl 
Ammonium Bromide) – Methylene blue agar plate ในการทดสอบซึ่งประกอบดวย CTAB-
Methylene blue และ Mineral salt medium ซึ่งอาศัยคุณสมบัติการมีประจุของสารลดแรงตึงผิว
ในการทดสอบ โดยไอออนลบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด และสารลดแรงตึงผิวประจุ
ลบกลุมอื่น ๆ จะจับคูกับไอออนบวกของ Methylene blue และ CTAB เปนไอออนเซิงซอนสีนํ้าเงิน 
(Siegmund and Wagner, 1991) Blue agar method  เปนวิธีการทดสอบที่สะดวกแตเปนการ
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ทดสอบที่จําเพาะกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประจุลบ ซึ่งถูกนํามาประยุกตใชในการคัดกรองที่
หลากหลาย (Tuleva et al., 2005; Christova et al., 2004; Gunther et al., 2005; Tuleva  
et al., 2002; Tahzibi et al., 2004) แตขอเสียคือ CTAB  เปนอันตรายและยับย้ังการเจริญใน
จุลินทรียบางชนิด Siegmund and Wagner (1991) ไดแนะนําใหใชสารลดแรงตึงผิวประจุบวกชนิด
อื่นแทน CTAB  
 
 2.2.2  ปฏิกิริยานินไฮดริน (Ninhydrin reaction) เพ่ือตรวจหาสารลดแรงตึงผิว
กลุมลิโปเปปไทด (Lipopeptide) 
 ปฏิกิริยานินไฮดรินใชสําหรับการทดสอบสารลดแรงตึงผิวกลุมลิ โปเปปไทด 
(Lipopeptide) ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนภายในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดจะเกิดปฏิกิริยากับนินไฮดริน แบงออกเปน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาแรก
กรดอะมิโนจะทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินไดสารประกอบไฮดรินแดนติน (Hydrindantin) อัลดีไฮด
คารบอนไดออกไซด และแอมโมเนียมข้ึน (สมการ 1)  ปฏิกิริยาที่ 2 นินไฮดรินและไฮดรินแดนตินทํา
ปฏิกิริยากับแอมโมเนียมจนไดสารประกอบที่ใหสีนํ้าเงินมวง (สมการ 2) สวนโพรีนหรือไฮดรอกซี
โพลีนเมื่อทําปฏิกิริยากับนินไฮดรินจะใหสารประกอบที่มีสีเหลือง (สมการ 3) (Bottom et al., 2010) 
 
 

    …..… (1) 
   นินไฮดริน             กรดอะมิโน                ไฮดรินแดนติน    
 

 ........ (2) 
   นินไฮดริน                   ไฮดรินแดนติน           สารประกอบที่ใหสีมวง 
 

                  ……... (3)  
   นินไฮดริน            โพลีน                     สารประกอบที่ใหสีเหลือง 
 
 

ภาพท่ี 9  ปฏิกิริยานินไฮดริน  
(Bottom et al., 2010) 
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3. วิธีการตรวจสอบการสรางสารอิมัลซิฟายเออรโดยวิธี Emulsifying capacity (E24)    
 Emulsifying capacity (E24) เปนวิธีการทดสอบความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ วิธีการน้ีทําไดโดยนําสารไฮโดรคารบอนปริมาตร 2 มิลลิลิตร และสวนใสของ
เซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทําใหเปนเน้ือเดียวกันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) เปนระยะเวลา  
2 นาที ทิ้งไว 24 ช่ัวโมง จากน้ันวัดความสูงของช้ันอิมัลชันและความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมดเพื่อ
นําไปคํานวณหาเปอรเซ็นต E24 ดังสมการตอไปน้ี (Cooper and Goldenberg, 1987; Jaysree et al., 
2011) 
 

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

ความสูงของช้ันสารละลายทั้งหมด      
 
 

4. การประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การเลือกใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนาจะเปนทางเลือกที่ดีกวาการใชสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนอกจากจะมีคุณสมบัติทั่วไปเชนเดียวกับสารลดแรงตึง
ผิวสังเคราะหแลว สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม มีความเปนพิษตํ่ากวาและยอย
สลายไดงายในธรรมชาติ เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห (Burgos-Díaz et al., 2012) 
ดังน้ันในปจจุบันจึงมีการประยุกตใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกันอยางแพรหลายในดานตาง ๆ ไดแก 
ดานอุตสาหกรรมอาหาร ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง ดานการแพทย ดานสิ่งแวดลอมและดาน
ปโตรเลียม (Fakruddin, 2012; Gharaei-Fathabad, 2011) โดยมีรายละเอียดดังน้ี 
 
  4.1  ดานอุตสาหกรรมอาหาร  
   สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกนํามาใชสําหรับการแปรรูปผลิตอาหารตาง ๆ หลากหลายชนิด 
โดยใชเปนสวนประกอบที่เติมลงในสูตรอาหาร โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะสงเสริมการสรางและ
การรักษาเสถียรภาพของอิมัลชัน เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดพื้น
ผิวสัมผัสและความตึงผิว และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใชเปนสารตานการยึดเกาะของไบโอฟลมที่มี
อยูในพื้นที่อุตสาหกรรมอาหารที่เปนแหลงของการปนเปอนซึ่งอาจนําไปสูการเนาเสียของอาหารและ
การสงผานของเช้ือโรค (Okoliegbe and Agarry, 2012)  
 
   4.2  ดานอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง 
  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีคุณสมบัติเฉพาะที่สามารถนํามาใชประโยชนไดในอุตสาหกรรมการ
ดูแลสุขภาพและเครื่องสําอาง โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถนํามาใชเปนสารที่ทําใหเกิดอิมัลชัน 
สารที่ทําใหเกิดฟอง สารชวยละลาย สารที่ทําใหเปยกช้ืน เปนนํ้ายาทําความสะอาด เปนยาตานจุลชีพ 
สารชักนําการทํางานของเอนไซม สารไลแมลง ยาลดกรด ผลิตภัณฑอาบนํ้า แผนปองกันสิว ผลิตภัณฑ
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ปองกันรังแค ผลิตภัณฑสําหรับเด็ก มาสคารา ลิปสติก ยาสีฟน นํ้ายาบวนปากและยาสระผม เปนตน 
(Gharaei-Fathabad, 2011) 
 
  4.3  ดานการแพทย 
  การประยุกตใชงานสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในดานการแพทยมีแนวโนมเพิ่มข้ึนในชวง
ทศวรรษที่ผานมา โดยมีการศึกษาและนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมาประยุกตใชในการผลิตยาตาน
เช้ือจุลินทรียชนิดตาง ๆ เชน แบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัส อีกทั้งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังสามารถ
นํามาใชในการยับย้ังเซลลมะเร็ง เปนสารตานการยึดเกาะกับเซลลของจุลินทรียกอโรค  เปนสาร 
เสริมฤทธ์ิ (Adjuvants) ของระบบภูมิคุมกันและเปนสารสงมอบยีน เปนตน (Rodrigues et al., 2006; 
Okoliegbe and Agarry, 2012; Fakruddin, 2012)  
 
  4.4  ดานสิ่งแวดลอม 
     สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการทําใหสารไฮโดรคารบอนประเภทตาง ๆ เชน 
นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันดีเซล เกิดการรวมตัวกับนํ้าไดดีย่ิงข้ึนจากปกติที่ไมสามารถเขากันไดกับนํ้า ซึง่จาก
คุณสมบัติขอน้ีทําใหการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปชวยในการยอยสลายสารไฮโดรคารบอนที่มีการ
ปนเปอนหรือรั่วไหลในพื้นที่ตาง ๆ ทั้งในดิน นํ้าจืด และนํ้าทะเล (Rodrigues et al., 2006) 
 
 4.5  ปโตรเลียมและผลิตภัณฑจากปโตรเลียม  
 ปโตรเลียม เปนสารประกอบไฮโดรคารบอนที่ประกอบดวยอะตอมของคารบอนและไฮโดรเจน
เปนหลัก โดยมีโมเลกุลของสารหลายชนิดที่มีโครงสรางที่ซับซอนเปนองคประกอบรวมอยูภายใน
ปโตรเลียม กระบวนการเกิดปโตรเลียมน้ันเปนกระบวนการตามธรรมชาติที่เกิดจากการสลายตัวของ
อินทรียสารจํานวนมากที่ทับถมกันลึกลงไปในช้ันหินใตพื้นผิวโลก ซึ่งมีความรอนและความดันมหาศาล 
การใชประโยชนจากปโตรเลียมจําเปนตองนํามาผานกระบวนการกลั่นไดเปนผลิตภัณฑประเภทตาง ๆ  
เชน กาซหุงตม นํ้ามันเบนซิน นํ้ามันกาด นํ้ามันดีเซล นํ้ามันเตา ยางมะตอย รวมทั้งเคมีภัณฑตาง ๆ 
เชน ปุยเคมี ยาปราบศัตรูพืช พลาสติกและยางสังเคราะห เปนตน (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 
2554) 
 
 (1) นํ้ามันดิบ  
 นํ้ามันดิบ  คือ  ปโตรเลียมที่มีสถานะเปนของเหลวในธรรมชาติ มีลักษณะสีดําหรือ
นํ้าตาล มีกลิ่นคลายนํ้ามันเช้ือเพลิงสําเร็จรูป มีลักษณะเปนสารประกอบไฮโดรคารบอนชนิดตาง ๆ 
ปะปนกันอยูและอาจมีสารอื่น ๆ ประกอบอยูดวยเชน กํามะถัน (S), คารบอน (C), ไฮโดรเจน (H) 
และไนโตรเจน (N) เปนตน คุณสมบัติของนํ้ามันดิบจะแตกตางกันไปตามองคประกอบของ
สารประกอบไฮโดรคารบอนและสิ่งเจือปนอื่น ๆ ที่รวมอยู ดวยเหตุน้ีนํ้ามันดิบที่ขุดข้ึนจึงไมสามารถ
นําไปใชประโยชนไดทันที ดังน้ันนํ้ามันดิบที่ไดจะตองนํามาแยกสารประกอบไฮโดรคารบอนตาง ๆ 
ออกเปนกลุม ๆ กอนจึงจะสามารถนําไปใชประโยชนตามชนิดไดโดยวิธีการแยกสารที่ปนอยูใน
นํ้ามันดิบออกจากกันน้ี เรียกวา การกลั่นนํ้ามันดิบ (ประเสริฐ เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
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 (2)  นํ้ามันดีเซล 
 นํ้ามันดีเซล (Diesel fuel) คือ นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล เปนสวนหน่ึง
ของผลิตภัณฑนํ้ามันดิบที่ไดจากการกลั่นปโตรเลียม ซึ่งเปนนํ้ามันที่เรียกวานํ้ามันใสหรือ Distillate 
fuel มีชวงจุดเดือดประมาณ 180-370 องศาเซลเซียส นํ้ามันเช้ือเพลิงสําหรับเครื่องยนตดีเซล ซึ่งเปน
เครื่องยนตแรงอัดสูง (High compression) และจุดระเบิดเอง (Self ignition engine) ซึ่งการจุดระเบิด
ของเช้ือเพลิงเกิดข้ึนจากความรอนจากแรงอัดสูงของอากาศในกระบอกสูบโดยไมตองใชหัวเทียน 
นํ้ามันดีเซลที่มีจําหนายในปจจุบันน้ี แบงออกได 2 ประเภท คือ 
 (2.1) นํ้ามันดีเซลหมุนเร็ว (HSD; High speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซล
สําหรับเครื่องยนตดีเซลรอบหมุนเร็วที่ใชกับยานยนต (Automotive diesel oil หรือ Gas oil) เชน 
รถยนต รถบรรทุก เรือประมง เรือโดยสาร รถแทรกเตอรและเครื่องจักรกลหนักทุกชนิดที่มีรอบหมุน
เร็วเกิน 1,000 รอบตอนาที เครื่องยนตประเภทน้ี จําเปนตองใชนํ้ามันที่มีคาซีเทนสูงและมีการระเหย
เร็ว โดยนํ้ามันดีเซลหมุนเร็วน้ีที่รูจักกันทั่วไปในช่ือของนํ้ามันโซลาและหากใชกับเรือเดินสมุทรจะ
เรียกวา Marine gas oil 
 (2.2) นํ้ามันดีเซลหมุนชา (LSD; Low speed diesel oil) ซึ่งเปนนํ้ามันดีเซลสําหรับ
เครื่องยนตดีเซลรอบหมุนปานกลางหรือหมุนชา (Industrial diesel oil) เชน เครื่องยนตดีเซลขับสง
กําลัง ติดต้ังอยูกับที่ตามโรงงานตาง ๆ ซึ่งมีรอบการทํางานตํ่า ประมาณ 500-1,000 รอบตอนาที 
เครื่องยนตประเภทน้ีไมตองการนํ้ามันดีเซลที่มีคาซีเทนสูงมากนัก และการระเหยอาจชากวาได ซึ่งใน
ตลาดเปนที่รูจักกันวา นํ้ามันข้ีโล หากใชกับเรือเดินสมุทรจะเรียกวา Marine diesel oil (ประเสริฐ 
เทียนนิมิต และคณะ, 2554) 
 
  (3) นํ้ามันเบนซิน 
  นํ้ามันเบนซิน เปนนํ้ามันที่ไดจากการปรุงแตงคุณภาพของผลิตภัณฑที่ไดจากการกลั่น
นํ้ามันโดยตรง และอาจไดจากการแยกกาซธรรมชาติเหลวหรือแกสโซลีนธรรมชาติ นํ้ามันเบนซินจะ
ผสมสารเพิ่มคุณภาพเพื่อใหเหมาะกับการใชงาน เชน สารเพิ่มคาออกเทน สารตานการรวมตัวกับ
อากาศ สารเคมีสําหรับปองกันสนิม ปองกันการกัดกรอนในถังนํ้ามันและทอทางนํ้ามัน รวมทั้งสารเคมี
ที่ชวยทําความสะอาดคารบูเรเตอร จึงเหมาะที่จะใชกับยานพาหนะ เชน รถยนต รถจักรยานยนต หรือ
เครื่องยนตทั่วไป เชน เครื่องสูบนํ้า เครื่องปนไฟขนาดเล็ก  
 
 (4) นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต 
 นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนต (Lubricating oil) เปนผลิตภัณฑประเภทหน่ึงที่ไดจากการ
กลั่นปโตรเลียม ทําหนาที่หลอลื่นอยูระหวางผิวโลหะที่เสียดสีกันเพื่อลดความฝด และลดการสึกหรอ
ของช้ินสวนของเครื่องยนตและเครื่องจักรกลที่มีลักษณะปด นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตมีองคประกอบ
ของคารบอนในโมเลกุลต้ังแต C18-C25 อยูหลายชนิด โดยองคประกอบของนํ้ามันหลอลื่นมี Alphatic 
รวมทั้ง Alkanes และ Cycloalkanes อยูรอยละ 73 - 80 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Monoaromatic 
hydrocarbons อยูประมาณรอยละ 11-15 ของนํ้าหนักทั้งหมด มี Polycyclic aromatic hydrocarbon 
(PAH) อยูประมาณรอยละ 2-5 และสารประกอบไฮโดรคารบอนที่มีข้ัว  (Polar fraction)  อยูประมาณ
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รอยละ 4 - 8  โดยสวนที่มีข้ัวน้ีเกิดจาก Aromatic compounds ซึ่งมีซัลเฟอรไนโตรเจนหรือออกซิเจน
ประกอบอยู (จิตติมา แกวเรือง, 2551) 
 
5. รายงานวิจัยท่ีเก่ียวของกับการศึกษา 
  Youssef et al. (2004) ไดทําการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความนาเช่ือถือ
ของวิธีที่ใชสําหรับตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากจุลินทรียจํานวน 3 วิธี ไดแก Drop 
collapsing test, Oil displacement test และ Hemolysis โดยนําแบคทีเรียจํานวน 205 สายพันธุ 
ที่คัดแยกจากสิ่งแวดลอมที่มีสายวิวัฒนาการที่แตกตางกัน มาทําการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยวิธีการทดสอบทั้ง  3 วิธีดังกลาว  ซึ่งจากผลการศึกษาพบวาวิธีที่ใชทดสอบ 3 วิธีขางตน 
ใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่ใชทดสอบจํานวน 205 สายพันธุ 
ขัดแยงกัน โดยพบวาแบคทีเรีย 16 เปอรเซ็นต  ที่ใหผลบวกในการทดสอบ ดวยวิธี Hemolysis แต
ใหผลลบในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับอีก 2 วิธี และ 38 เปอรเซ็นต  ที่ไมสามารถยอยสลาย
เม็ดเลือดแดง แตใหผลบวกสําหรับการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยอีก 2 วิธี จากผล
การศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการทดสอบดวยวิธี Oil displacement test สามารถคาดการณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีกวาวิธี Drop collapsing test และ Hemolysis ซึ่งเปนวิธีการที่มีความ
เช่ือถือตํ่าในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

Abouseouda et al. (2008) ไดทําการศึกษาผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพโดย Pseudomonas fluorescens สายพันธุ Migula 1895-DSMZ 
โดยทําการศึกษาแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนที่แตกตาง
กันเพื่อเพิ่มผลผลิตในสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากการศึกษาพบวา การใชนํ้ามันมะกอกเปนแหลง
คารบอนและแอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน  รวมกับการใชอัตราสวนของคารบอนตอ
ไนโตรเจนเทากับ 10 มีความเหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. fluorescens 
สายพันธุ Migula 1895-DSMZ  โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเกี่ยวของกับการเจริญของ
แบคทีเรียและจลนศาสตรของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ซึ่งจากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิว
ชนิดน้ีสามารถลดแรงตึงผิวลงไดตํ่ากวา 32 ดายนตอเซนติเมตร และมีคาดัชนี E24 เทากับ 65 เปอรเซ็นต 
ในเวลา 36-48 ช่ัวโมง และจากการตรวจสอบคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ตกตะกอน
ดวยอะซิโตน พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปด   โดยผลการทดสอบจากการใหผลบวกกับ Rhamnose assay นอกจากน้ันสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ียังแสดงคุณสมบัติเปนสารที่เกิดฟองและเปนสารอิมัลซิฟายเออรชีวภาพ 
รวมทั้งมีฤทธ์ิตานจุลินทรีย  นอกจากน้ีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดน้ีมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง 120 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ความเค็มเทากับ 10 เปอรเซ็นต และมีคาความเปนกรด – ดางที่กวาง  
  Cheng et al. (2008) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติการเกิดอิมัลชันของแบคทีเรียที่ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งแยกไดจากบริเวณพืน้ที่สามเหลี่ยมปากแมนํ้าเหลืองที่ไดรับผลกระทบจากการ
ปนเปอนนํ้ามัน ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีไดทําการตรวจสอบคุณสมบัติในการเกิดอิมัลชันของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียจํานวน 3 ไอโซเลท ไดแก L1, L2 และ L3 โดยใชการวัด 
Emulsification activity (EA) และ Emulsification stability (ES) พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให
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คา EA และ ES ที่ดีกวาอยางเห็นไดชัด เมื่อเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทั้ง 2 ชนิด 
(SDS และ Triton X-100) ที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี 
 Li et al. (2008) ไดศึกษาโครงสรางและลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก  
P.  aeruginosa  สายพันธุ KO9  ที่คัดแยกจากดินใน Karamay oil filed  ประเทศจีน ที่มีการปนเปอน
ดวยนํ้ามันปโตรเลียม ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากสายพันธุน้ีสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 
28 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีคา E24 สูงเทากับ 81 เปอรเซ็นต และมีคา Critical micelle concentration 
(CMC) ประมาณ 85.82 มิลลิกรัมตอลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกอบแหงเปนผงสีเหลืองออนและ
ปริมาณผลผลิตที่ไดคือ 1.0866  กรัมตอลิตร และจากการวิเคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวาองคประกอบหลักเปน
ไกลโคลิปดที่ประกอบดวยไขมันและคารโบไฮเดรต สวนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหยาบมีความเสถียร
คอนขางสูงในสภาวะที่มีคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิในชวงกวางและที่ความเขมขนของเกลือสูง 
เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑสารลดแรงตึงผิวสังเคราะหทางการคาที่ใชทดสอบครั้งน้ี คือ SDS และ 
CTAB ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa สายพันธุ KO9 นาจะมีศักยภาพใน
การนําไปประยุกตใชไดอยางกวางขวางในงานทางเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรม 
  Nasr et al. (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากดินที่มีการ
ปนเปอนและดินที่ไมมีการปนเปอนดวยปโตรเลียม โดยทําการตรวจคัดกรองเบื้องตนดวยวิธี 
Hemolysis, Oil displacement test และ Drop collapsing test  แบคทีเรียที่คัดแยกไดที่ให 
ผลบวกอยางนอยหน่ึงในสามของวิธีที่ใชทดสอบทั้งหมด จะนําไปทําการวัดคาแรงตึงผิวและทดสอบ 
Emulsification capacity จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท  ที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถลดแรงตึงผิวไดอยางมีประสิทธิภาพและเปนอิมัลชันที่มีความเสถียร ซึ่งจาก
การวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA จัดจําแนกไดเปน B. subtilis และ B. cereus  
 Priya and Usharani (2009)  ไดศึกษาเปรียบเทียบความสามารถของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตโดย B. subtilis และ P. aeruginosa ที่คัดแยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน 4 
แหลงในเมือง Mayiladuthurai จังหวัดทมิฬนาฑู ประเทศอินเดีย ไดทําการทดสอบโดยใชวิธี Oil 
displacement test และ Emulsification stability พบวาจากการศึกษาโดยนํ้ามันพืช นํ้ามันกาด 
นํ้ามันเบนซินและนํ้ามันดีเซลถูกนํามาใชเปนแหลงคารบอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จากน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก B. subtilis และ P. aeruginosa ไดถูกนํามาจําแนกชนิด
โดยใชวิธี Thin layer chromatography (TLC) จากการศึกษาน้ีเมื่อใชนํ้ามันทั้ง 4 ชนิด พบวานํ้ามัน
ดีเซลเปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้งใน B. subtilis และ P. 
aeruginosa แตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก P. aeruginosa มีกิจกรรมสูงกวา B. subtilis 
 Arutchelvi and Doble (2010)  ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประเภทไกลโคลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa CPCL ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนของนํ้ามัน
ปโตรเลียม ซึ่ง P. aeruginosa CPCL (GenBank accession number GQ241355) เปนแบคทีเรีย
สายพันธุใหมที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดได โดยจากการศึกษาสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ไดจากการสกัดดวยตัวทําละลายกรด พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถลดแรงตึงผิว
ของนํ้าจาก 72 เหลือเทากับ 44 มิลลินิวตันตอเมตร และม ีCMC เทากับ 11.27 ± 1.85 มิลลิกรัมตอ
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ลิตร นอกจากน้ียังพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีฤทธ์ิตานแบคทีเรียแกรมบวก ราสาย และแบคทีเรีย
แกรมลบ เมื่อใชความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ≤30 ≤50 และ ≤125 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ โดยไมมีความเปนพิษรุนแรงตอเซลลเม็ดเลือดแดง (HC50-38 ± 8.22 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) จากการวิเคราะหดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมีโซอะลิฟาติก  หมูไฮดรอกซิล  เอสเทอรและพันธะไกลโคซิดิก  ซึ่งจาก
การวิเคราะหชนิดของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Liquid chromatography และ Mass spectrometry 
รวมกับ Electrospray ionization พบวามี Rhamnolipid ถึง 19 ชนิด ที่มีกรดไขมันอิ่มตัว และ
ความยาวของสายที่แตกตางกัน จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชเปนสาร
ควบคุมทางชีวภาพกับ Phytopathogens (Fusarium proliferatum สายพันธุ NCIM 1105 และ 
Aspergillus niger สายพันธุ NCIM 596)  และไมเหมาะสมสําหรับการใชงานทางการแพทย 
 Thavasi et al. (2010) ไดทําการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทาง
ทะเลที่คัดแยกไดจากทาเรือ Tuticorin ประเทศอินเดีย  โดยทําการทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
Bacterial Adherence To Hydrocarbons (BATH) การเกิดอิมัลชันกับนํ้ามันดิบ และการทดสอบ 
Drop collapse test  จากผลการศึกษาพบวามีแบคทีเรียจํานวน 3 สายพันธุ  ที่มีศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแก Bacillus megaterium, Corynebacterium kutscheri และ
Pseudomonas aeruginosa  และจากการศึกษาศักยภาพในผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช
แหลงคารบอนที่แตกตางกันในการทดสอบพบวา นํ้ามันหลอลื่นเครื่องยนตที่ใชแลวและกากนํ้ามัน 
ถ่ัวลิสงเปนแหลงคารบอนที่มีราคาถูกและเหมาะสมตอการใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
นอกจากน้ีจากการศึกษาคุณสมบัติเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย B. megaterium, 
C. kutscheri และ P. aeruginosa  พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมไกลโคลิปด (Glycolipid) 
ไกลโคลิโปเปปไทด (Glycolipopeptide) และลิโปเปปไทด (Lipopeptide) ตามลําดับ 
  Aparna et al. (2011) ไดศึกษาจุลินทรียที่คัดแยกไดจากพื้นที่ที่มีการปนเปอนดวยสาร
ไฮโดรคารบอน เพื่อคัดแยกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการยอย
สลายนํ้ามันดิบ ซึ่งจากแบคทีเรียทั้งหมด 16 ไอโซเลท ที่คัดแยกได พบวาแบคทเีรีย 2B เปนแบคทีเรีย
ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและยอยสลายสารไฮโดรคารบอน ซึ่งสามารถจัด
จําแนกได Pseudomonas sp. จากการวิเคราะหของลําดับเบส 16S rRNA  และลักษณะทางชีวเคมี 
อีกทั้งแบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระหวางการเลี้ยงในอาหารเหลวที่
ประกอบดวยนํ้าตาลกลูโคสและนํ้ามันดิบ ซึ่งประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดมี
ความสามารถในการลดคาแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือไดเทากับ 27 มิลลินิวตันตอเมตร และจัดเปน
อิมัลชันที่มีความเสถียรภาพ นอกจากน้ียังพบวาการเติมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาตร 50 มิลลิกรัม
ตออาหารเลี้ยงเช้ือ Basal salt medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มีนํ้ามันดิบ 1% สามารถเพิ่ม
ความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันดิบ จากผลการศึกษาสามารถบงช้ีไดวา Pseudomonas sp. 
สามารถใชนํ้ามันดิบเปนแหลงคารบอนไดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดยแบคทีเรียชนิดน้ี
นาจะสามารถนําไปประยุกตใชในการฟนฟูสภาพทางชีวภาพได 
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  Jaysree et al. (2011) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจากดินที่มีการปนเปอนและนํ้าที่ไมมีการ
ปนเปอน และไดศึกษาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยใชวิธีมาตรฐาน  
2 วิธี คือ Oil displacement test และ Emulsification capacity ซึ่งจากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย
จํานวน 2 ไอโซเลท ที่มีศักยภาพในการผลิตสารลดเเรงตึงผิวชีวภาพโดยจัดจําแนกไดเปน B. subtilis 
และ B. cereus ซึ่งถูกคัดแยกไดจากนํ้าและดิน ตามลําดับ  ซึ่งจากการทดสอบศักยภาพของสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิด โดยใชนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนต พบวาสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ถูกผลิตโดย B. subtilis จะมีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
20% และ 15% ตามลําดับ และ  B. cereus มีคา %E24 สําหรับนํ้ามันดีเซลและเครื่องยนตเทากับ 
30% และ 20% ตามลําดับ  จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถสรุปไดวา  B. subtilis และ B. cereus มี
ศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งสามารถนําไปใชในการศึกษาการยอยสลายนํ้ามัน
ตอไปได 
  Nur Asshifa et al. (2012) ไดทําการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่น
นํ้ามันดิบ โดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2  โดยทําการเพาะเลี้ยง
แบบ Batch ในเครื่องปฏิกรณชีวภาพซึ่งใหชีวมวลเทากับ 9.4 กรัมตอลิตร และใหสารลดแรงตึงผิว
ชนิดแรมโนลิปด ความเขมขน 2.4 กรัมตอลิตร หลังจากทําการเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
ซึ่งกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ (แรมโนลิปด) ถูกตรวจพบดวยวิธี Orcinol, Emulsification 
capacity และ Drop collapsing test จากการศึกษาการปรับสภาพ (Pretreatment) นํ้ามันดิบ 
TK-1 และ AG-2 ดวยแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. aeruginosa USM-AR2 ซึ่งพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในข้ันตอนการกลั่นนํ้ามันโดยลดระยะเวลาแตไมลดคุณภาพของนํ้ามันปโตรเลียมที่กลั่น
ได ซึ่งแสดงใหเห็นถึงศักยภาพในการลดระยะเวลาของกระบวนการกลั่นนํ้ามันอยางนอย 2 ถึง 3 เทา 
อีกทั้งยังพบวาองคประกอบของนํ้ามันดิบที่กลั่นจากแบบที่มีการปรับสภาพไมแตกตางจาก
องคประกอบในนํ้ามันดิบที่ไดจากกระบวนการกลั่นแบบไมปรับสภาพจากการวิเคราะหโดยเครื่อง Gas 
Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS) นอกจากน้ันจากการทดสอบดวยวิธี Calorimetric 
แสดงใหเห็นวาคาพลังงานของนํ้ามันที่กลั่นจากกระบวนการกลั่นแบบการปรับสภาพและที่ไมปรับ
สภาพมีคาเทากัน  ผลการศึกษาสามารถสรุปไดวาคุณภาพของนํ้ามันที่กลั่นไดไมมีผลกระทบหรือลด
คุณภาพจากการปรับสภาพ และแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa USM-AR2 เปนปจจัยหลักใน
การเพิ่มประสิทธิภาพในการกลั่นนํ้ามันดิบ  

Nadhem (2012) ไดทําการศึกษาฤทธ์ิการยับย้ัง Rhizoctonia  solani ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย P. aeruginosa สายพันธุ NH22  ที่คัดแยกไดจากไรโซสเฟยร 
(Rhizosphere) ของดินในสวน  ซึ่งพบวา P. aeruginosa สายพันธุ NH22 เปนแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตสารอิมลัชันที่ดี โดยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของสารอิมัลชันกึ่งบริสุทธ์ิ พบวาสารอิมัลชันที่
แบคทีเรียดังกลาวผลิตไดประกอบดวย สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด
ซึ่งมีคา Rf เทากับ 0.82 และ 0.32 ตามลําดับ  จากการศึกษาประสิทธิภาพของแรมโนลิปดในการตาน
เช้ือรา  โดยการวัดเปอรเซ็นตการลดลงของรัศมีของเช้ือรา นํ้าหนักสด นํ้าหนักแหง และกิจกรรมของ
เอนไซมแลคเคส (Laccase) ของเช้ือรา  ซึ่งผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวามีการลดลงของรัศมีการ
เจริญของเช้ือราสูงสุด 76 เปอรเซ็นต และมีนํ้าหนักสดและแหงลดลงเมื่อไดรับแรมโนลิปดที่ระดับ
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ความเขมขนเทากับ 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  รวมทั้งพบวาการใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
แรมโนลิปดความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  มีผลทําใหกิจกรรมเอนไซมแลคเคสมีคาสูงสุด
เหลือเพียง 0.921 ยูนิตตอมิลลิลิตร และกิจกรรมของเอนไซมจะลดลงอีก 21 เปอรเซ็นต เมื่อเพิ่มระดับ
ความเขมขนของแรมโนลิปด เปน 1,500 ไมโครกรัมตอลิตร และจากการศึกษายังพบวาคา CMC) ของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพน้ีมีคาประมาณ 200 ไมโครกรัมตอลิตร ซึ่งสามารถลดแรงตึงผิวไดถึง 34 มิลลิ
นิวตันตอเมตร 
 Onwosi and Odibo (2012) ทําการศึกษาศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปด โดย Pseudomonas nitroreducens ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนนํ้ามันปโตรเลียม โดย
ทําการศึกษาผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และอัตราสวนของคารบอนตอไนโตรเจนตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช Mineral salt medium เปนอาหารเลี้ยงเช้ือพื้นฐานสําหรับการ
ทดสอบ รวมทั้งทําการศึกษาถึงคุณสมบัติที่เรียกวา การลดแรงตึงผิว (Tenso-active)  และคา CMC 
ของสารลดแรงตึงผิวที่แบคทีเรียผลิตข้ึน   จากการศึกษาพบวาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่
เอื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชนิดแรมโนลิปดไดดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคสความเขมขนเทากับ 5.28 
กรัมตอลิตร  และโซเดียมไนเทรตความเขมขนเทากับ 4.38 กรัมตอลิตร  โดยที่อัตราสวนของนํ้าตาล
กลูโคสและโซเดียมไนเทรตเทากับ 22  สามารถทําใหมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดได
สูงสุดเทากับ 5.46 กรัมตอลิตร และสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดสามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าจาก 
72 มิลลินิวตันตอเมตร ลงเหลือประมาณ 37 มิลลินิวตันตอเมตร  รวมทั้งสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโน-
ลิปดมีคา CMC ประมาณ 28 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังน้ันจากรายงานการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจาก P. nitroreducens สามารถนํามาประยุกตใชในการฟนฟู
สภาพทางชีวภาพตาง ๆ ยกตัวอยาง เชน เพื่อทําใหการไดนํ้ามันดิบกลับคืนมาเพิ่มข้ึนและเพิ่มการ
ยอยสลายนํ้ามันปโตรเลียม 
 Saravanan and Vijayakumar (2012)  ไดทําการศึกษาเพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถ
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดแยกไดจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนนํ้ามัน โดยใชวิธี 
Hemolysis, Drop collapsing test, Emulsification capacity และ Methylene blue agar 
plate จากการศึกษาพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก P. aeruginosa มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 
และเมื่อทําการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง FT-IR  พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตไดจาก P. aeruginosa คือ แรมโนลิปด 
  Chioma et al. (2013) ไดทําการศึกษาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอยางดินที่มีการปนเปอนดวยนํ้ามันในบริเวณอูซอมรถยนตในรัฐ Owerri 
Imo สหพันธสาธารณรัฐไนจีเรีย จํานวน 4 แหลง  ซึ่งนํามาทําการเพิ่มปริมาณ (Enrichment) ใน
อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar และทําการคัดแยกแบคทีเรียดวยเทคนิค Pour plate พบวาสามารถ
คัดแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 9 ไอโซเลท (X1 - X9)  จากตัวอยางดินทั้ง 4 ตัวอยาง (A, B, C, D) 
จากน้ันแบคทีเรียที่คัดแยกไดน้ีถูกนํามาคัดกรองการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการทดสอบดวย
วิธี Hemolysis และ Oil displacement test และพบวา X4 และ X8 เปนเช้ือที่มีการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวดีที่สุด ซึ่งจัดจําแนกไดเปน P. aeruginosa และ B. subtilis ตามลําดับ 
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Gomathy and Senthilkumar (2013) ไดทําการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดแรมโนลิปดจาก P. aeruginosa ซึ่งเปนแบคทีเรียทางทะเลที่คัดแยกจากดินที่มีการปนเปอน
นํ้ามันในบริเวณทาเรือ เมือง Cuddalore  โดยทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรีย P.  aeruginosa  ซึ่งพบวาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเจริญของเช้ือ ไดแก อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส  คาความเปนกรด-ดาง เทากับ 9 และความเค็ม 1.5 เปอรเซ็นต  โดยใชซูโครสเปน
แหลงคารบอน แอมโมเนียมไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน และ P. aeruginosa มีการเจริญสูงสุดใช
ระยะเวลาในการบม 72 ช่ัวโมง  นอกจากน้ันยังพบวา P. aeruginosa  มีศักยภาพผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพไดเทากับ 1.35 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในขวดเขยา และสามารถในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพไดเทากับ 2.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในถังหมักระดับหองปฏิบัติการ และจากการ
วิเคราะหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเครื่อง Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) พบวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพขางตนเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปด 
 Hošková et al. (2013) ไดทําการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด โดย
แบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค 2 สายพันธุ คือ Acinetobacter  calcoaceticus และ Enterobacter 
asburiae และโดยทําการเปรียบเทียบกับลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตโดย 
Pseudomomnas aeruginosa  ซึ่งสารในกลุมแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียที่ใชในการศึกษา 
ครั้งน้ีทําการแยกมาจากสวนใสและทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี Thin layer chromatography รวมกับชุด  
Negative electrospray ionization   ซึ่งพบวาสารแรมโนลิปดที่ผลิตไดในครั้งน้ีมีความแตกตางกัน
ที่ความยาวโซและความอิ่มตัวของสาร และเมื่อวิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometry  
พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดแรมโนลิปดเปนโมโนแรมโนลิปด และไดแรมโนลิปด ซึ่งประกอบดวย
โมเลกุลของกรดไขมัน 3-hydroxy จํานวน 1 หรือ 2 โมเลกุล  และไดทําการศึกษาศักยภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงชนิดแรมโนลิปดโดยใชสารอาหารที่เปนแหลงคารบอน (นํ้ามันดอกทานตะวัน  
กลีเซอรอลและโซเดียมซิเทรต) แหลงไนโตรเจน (แอมโมเนียมไอออนและไนเทรต) และแหลง
ฟอสฟอรัส  ที่แตกตางกันในการเจริญ  จากผลการศึกษาพบวาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปด
สามารถผลิตไดดีที่สุดเทากับ 0.56 กรัมตอลิตร เมื่อใชไนเทรตเปนแหลงไนโตรเจน อีกทั้งยังพบวาสาร
ลดแรงตึงผิวชนิดแรมโนลิปดที่ผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ สามารถเกิด Emulsification ไดดี
กับสารในกลุมอะโรมาติกและอะลิฟาติกไฮโดรคารบอน และนํ้ามันพืชอีกหลายชนิด รวมทั้ ง 
Acinetobacter และ Enterobacter  ทั้งสองสายพันธุเปนแบคทีเรียที่ไมกอโรคกับมนุษยแตกตาง
จาก P. aeruginosa ที่กอโรคในมนุษย 
 Janek et al. (2013) ไดทําการจัดจําแนกและศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตโดย Pseudomonas putida สายพันธุ BD2 ที่แยกไดจากดินในทวีปอารคติค บนหมูเกาะ 
Svalbard Archipelago  จากการศึกษาพบวา  P. putida  สายพันธุ BD2 สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได 2 ชนิด คือ ฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน (Phosphatidylethanolamine) และแรมโนลิปด 
เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนเพียงแหลงเดียว จากการวิเคราะหโครงสรางโดยใชเครื่อง Ultra 
Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (UPLC-MS) ของสารลดแรงตึงผิว
ที่สกัดจากสวนใสของ P. putida สายพันธุ BD2 ดวยเอททิลเอซิเทรต พบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ประกอบดวย Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีน ที่มีโครงสราง
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คลายกันจํานวน 2 ชนิด  ซึ่ง Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 สามารถลดแรงตึงผิวของนํ้าได
เทากับ 31 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีคา CMC เทากับ 0.130 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้ง 
Rhamnolipid Rha-Rha-C10-C10 มีศักยภาพที่จะสรางมวลรวมที่มีความเสถียร (80-121 นาโน
เมตร) จากการปรับสภาพพื้นผิวของโพลิสไตรีน (Polystyrene) โดยใชแรมโนลิปด ความเขมขน
เทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียได 43-79 เปอรเซ็นต 
และยับย้ังการกอโรคของเช้ือราสายพันธุ C. albicans ได 89-90 เปอรเซ็นต และยังพบวาในความ
เขมขนเดียวกันของฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนสามารถยับย้ังการยึดเกาะของแบคทีเรียระหวาง 23-72 
เปอรเซ็นต และยับย้ัง C. albicans ระหวาง 96-98 เปอรเซ็นต จากการศึกษาที่ผานมาถือเปน
รายงานครั้งแรกที่พบวา P. putida สายพันธุ BD2 ที่แยกจากดินในทวีปอารคติคสามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิปดจํานวน 1 ชนิด และฟอสฟาติดิลเอทาโนลามีนที่มีโครงสรางคลายกัน
จํานวน 2 ชนิด   
 Nalini and Parthasarathi (2013) ไดทําการศึกษาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือและ
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Serratia rubidaea  สายพันธุ SNAU02  
ที่แยกไดจากดินที่มีการปนเปอนสารประกอบไฮโดรคารบอนจากตําบล Cuddalore เมือง Tamilnadu  
ประเทศอินเดีย  ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  สายพันธุ SNAU02  สามารถลด
แรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือ Minaeral salt medium  เหลือเทากับ  34.3 มิลลินิวตันตอเมตร  และ
จากการศึกษาลักษณะของสารลดแรงตึงผิวดวยเครื่อง FTIR และเครื่อง GC-MS พบวาสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไดแรมโนลิปด มากกวาโมโนแรมโนลิปด และใน
ข้ันตอนการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยใชวิธี Response surface methodology (RSM) - Central composite design (CCD)  
พบวาองคประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประกอบดวย
แมนนิทอลเทากับ  29.31  กรัมตอลิตร Yeast extract เทากับ 2.06 กรัมตอลิตร  อาหารเลี้ยงเช้ือมี
คาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.97 และปริมาณโซเดียมคลอไรดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร  ซึ่งทําใหมี
คาดัชนี Emulsification สูงที่สุด  นอกจากน้ันพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดย S. rubidaea  
สามารถกูคืนนํ้ามันเครื่องที่ดูดซับกับตัวอยางทรายไดสูงสุด 92 เปอรเซ็นต ทําใหสามารถสรุปไดวา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก S. rubidaea สายพันธุ SNAU02 นาจะนําไปประยุกตใชในการ 
กูคืนนํ้ามันโดยจุลินทรียและการฟนฟูสภาพทางชีวภาพ 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธดีําเนนิการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 1.1 Mineral salt medium (ประกอบดวย Na2HPO4, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4, 
Fe(NH4)3(C6H5O7)2 และ CaCl2·2H2O และธาตุอาหารรอง ประกอบดวย 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 นํ้ามันปาลม  
 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 ไมโครปเปต  
 2.4 ทิป 
 2.5 บีกเกอร 
 2.6 หลอดปนเหว่ียง  
 
3. เครื่องมือ 
  3.1 หมอน่ึงความดัน (Autoclave; Tomy autoclave, Model SS-325, Tokyo, Japan) 
 3.2 เครื่องบมเช้ือแบบเขยา (Rotary shaker; JSR, Model JSSI-300C, Cheongju, South 
Korea)  
 3.3 เครื่องปนเหว่ียง (Centrifuge; Eppendrof, Model Centrifuge 5804R, Hamburg, 
Germany) 

 



 27 

 3.4 เครื่องปนผสม (Vortex mixer; Vortex genie 2, Scientific Industries, Model 
G560E, USA) 
 3.5 เครื่องวัดความเปนกรด - ดาง (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. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาที่ผานมาทําใหทราบถึงประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus subtilis       
สายพันธุ SE1 ในการฟนฟูสภาพแวดลอมที่มีการปนเปอนดวยสารปโตรเลียม  ดังน้ันในการศึกษาครั้ง
น้ีจะทําการศึกษาตอเน่ืองถึงปจจัยตาง ๆ ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพภายใตสภาวะตาง ๆ  ของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และวิเคราะหคาความตึงผิว
ชีวภาพ ดังน้ี 
 
 1.1 การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสาํหรับการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของ
แบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (ดัดแปลงมาจาก Khehra et al., 2005) 
 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium ที่ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) 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 มิลลิลิตรตอลิตรของธาตุอาหารรองที่ประกอบดวย (มิลลิกรัมตอลิตร )  
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)  จากน้ันฆาเช้ือดวยเครื่องน่ึงฆาเช้ือดวยแรงดันไอนํ้า 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  จากน้ันเติมแหลงคารบอน  แหลง
ไนโตรเจน และปรับสภาวะตาง ๆ ใหเหมาะสมเพื่อหาสภาวะที่ดีที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของแบคทีเรีย ไดแก คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ 
(ตามวิธีการทดลองขอ 1.2-1.7)  การศึกษาปริมาณการผลติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในหองปฏิบัติการ
จะใชขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร  ซึ่งประกอบดวยอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเช้ือ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และนําไปบมในเครื่องเขยาสาร ที่ความเร็ว
รอบ 180 รอบตอนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน แลวนํามาวัดปริมาณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน (Oil displacement test) 
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ภาพท่ี 10  เครื่องเขยาสาร  
 
 

1.2 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Onwosi and 
Odibo, 2012; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 

เพื่อศึกษาหาแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหาร Mineral salts medium 
(MSM)  ที่เติมแหลงคารบอนในอาหารเพาะเลี้ยงที่แตกตางกันคือ  นํ้าตาลกลูโคส กลีเซอรอล นํ้ามัน
ปาลม และนํ้ามันดีเซล โดยใหมีความเขมขนของแหลงคารบอนในอาหารเปน 1% (v/v) และนําไป
เพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1 และเก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปนเหว่ียง
ที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน
เพื่อประเมินผลของแหลงคารบอนที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
 

 
 

ภาพท่ี 11  เครื่องปนเหว่ียง 
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1.3 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Onwosi and 
Odibo, 2012; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.2  จะใชผลของแหลงคารบอนที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงแหลงของ
ไนโตรเจนชนิดตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  
ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่เติมแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2  และเติมแหลงไนโตรเจนที่แตกตางกันคือ โซเดียมไนเทรต ยูเรีย 
และ Yeast extract  โดยใหมีความเขมขนของแหลงไนโตรเจนในอาหารเปน 1% (v/v)  และนําไป
เพาะเลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปนเหว่ียง
ที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน
เพื่อประเมินผลของแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 

1.4 ผลของคาความเปนกรด-ดาง ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก 
Joice and Parthasarathi, 2014; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.3  จะใชผลของแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ือง
ถึงคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่เติมแหลงคารบอนและไนโตรเจนที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2 และ 1.3   และปรับคาความ
เปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหแตกตางกนั คือ 5, 6, 7, 8 และ 9   แลวนําไปเพาะเลี้ยงในสภาวะ
ที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส โดยนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 7,500 
รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพื่อประเมินผลของ
คาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
1.5 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก Joice and 

Parthasarathi, 2014; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
 จากผลการศึกษาขอ 1.4  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
ที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM) ที่
เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน และปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.4  และนําไปเพาะเลี้ยงตามขอ 1.1  แตบม
ในอุณหภูมิแตกตางกัน คือ 25, 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส  เก็บสารละลายสวนใส  โดยนําไปปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของ
นํ้ามันเพื่อประเมินผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
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1.6 ผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Tabatabaee et al., 2005; 
Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 

จากผลการศึกษาขอ 1.5  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
และอุณหภูมิที่ดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของความเค็มที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร Mineral salts medium (MSM)  
ที่เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ  ใหเหมาะสมตอการผลิตสารลด 
แรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.5  และปรับคาความเค็มโดยการเติมโซเดียมคลอไรด
ในปริมาณที่แตกตางกัน ไดแก 0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 % ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ  และนําไปเพาะเลี้ยง
ในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใสโดยนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพือ่ประเมินผล
ของความเค็มที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
1.7 ผลของความเขมขนของหัวเชื้อตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก 

Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; Jaysree et al., 2011; Sifour et al., 2007) 
จากผลการศึกษาขอ 1.6  จะใชผลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 

อุณหภูมิและคาความเค็ม ที่ใหผลการศึกษาดีที่สุดมาศึกษาตอเน่ืองถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือที่
เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ทําโดยเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1  ในอาหาร 
Mineral salts medium (MSM)  ที่เติมแหลงคารบอน ไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และความเค็มใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งไดจากผลการศึกษาขอ 1.2-1.6  และ
เติมหัวเช้ือโดยใชความเขมขนที่แตกตางกัน ไดแก 104, 106 และ 108 CFU/mL  และนําไปเพาะเลี้ยง
ในสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญตามขอ 1.1  และเก็บสารละลายสวนใส โดยนําไปปนเหว่ียงทีค่วามเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที  จากน้ันนําไปวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามันเพื่อ
ประเมินผลของความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

  
  1.8 การวัดปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธวิีเคราะหคาการกระจายตัวของ
นํ้ามัน (Oil displacement test) (Jaysree et al., 2011) 
  นําสวนใสปราศจากเซลลจากการทดลองในขอ 1.2-1.7  มาวัดปริมาณการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพโดยวิธีวิเคราะหคาการกระจายตัวของนํ้ามัน ดังน้ี   
  นํานํ้ากลั่นปริมาตร 15 มิลลิลิตร  เติมลงในจานเพาะเช้ือที่มีเสนผานศูนยกลางเทากับ 90 
มิลลิเมตร  จํานวน 4 จาน  จากน้ันเติมนํ้ามันดีเซลปริมาตร 100  ไมโครลิตร ลงบนผิวของนํ้า และ
เติมสวนใสของเซลล (ชุดทดสอบ)  นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ (ชุดควบคุมผลลบ)  1% SDS (ชุดควบคุม
ผลบวก)  อาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่ปราศจากเช้ือ (ชุดควบคุมผลบวกเทียม)  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
ลงบนพื้นผิวของนํ้ามันในแตละจานและต้ังทิ้งไว 30 วินาที  แลววัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส
ที่เกิดข้ึน (ทําการทดลอง 3 ซ้ํา) และบันทึกผลการทดลอง 
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2. การตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด (ดัดแปลงจาก Wei et al., 
2010; Mandai et al., 2013)   

ทําการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salts medium 
(MSM) ที่ไดปรับสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองใน 
ขอ 1 (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จํานวน 3 ฟลาส บมใน
เครื่องเขยาสารที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
จากน้ันถายอาหารเลี้ยงเช้ือลงในหลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 30 นาที  จากน้ันทําการเก็บตัวอยางสวนใสที่ไดจากการปนเหว่ียง
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ทําการหอดวยกระดาษฟอยลเพื่อปองกันตัวอยางจากแสง นําตัวอยางสวนใสไป
ตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด ดวยเครื่อง 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) 
และใชคอลัมน Inersil ODS-C18 (250 มิลลิเมตร x 4.6 มิลลิเมตร x 5 ไมโครเมตร) ที่ความยาวคลื่น 
220 นาโนเมตร  มีอัตราการไหล 0.8 มิลลิลิตรตอนาที  โดยทําการฉีดสารตัวอยางปริมาณ 20 
ไมโครลิตร (ทําการทดลองจํานวน 3 ซ้ํา) และนํามาเทียบกับสารมาตรฐานเซอแฟกติน (Surfactin) ที่
ความเขมขน 50, 100, 150, 200 และ 250 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

 
 

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. การวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพ (ดัดแปลงจาก Onwosi and Odibo, 2012) 
ทําการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพันธุ SE1 ในอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salts medium 

(MSM) ที่ไดปรับสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองกอน
หนาน้ี (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จํานวน 6 ฟลาส  บมใน
เครื่องเขยาสารที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
จากน้ันถายอาหารเลี้ยงเช้ือลงในหลอดปนเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร  แลวนําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
7,500 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 30 นาที เก็บตัวอยางสวนใสที่ไดจากการปนเหว่ียงปริมาตร 250 
มิลลิลิตร จากน้ันนําตัวอยางสวนใสที่ไดมาปรับความเขมขนที่ 10, 20, 40, 60, 80 และ 100 
เปอรเซ็นตของสวนใสที่ไมมีเซลลแบคทีเรียดวยนํ้ากลั่นที่ผานการฆาเช้ือแลว  ปริมาตรรวม 50 
มิลลิลิตร และทําการหอดวยกระดาษฟอยลเพื่อปองกันตัวอยางจากแสง กอนนําไปวัดคาความตึงผิว
ของอาหารเลี้ยงเช้ือเหลวที่ไมมีเซลลแบคทีเรียดวยวิธี Du Nouy Ring method โดยใชเครื่อง 
Surface tensiometer (Kyowa Interface Science, Model DY-300, Japan) ของบริษัท อินเตอร
แลบ เทคโนโลยี จํากัด โดยใชปริมาตร 10 ml ทําการวัดทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จํานวน 3 ซ้ํา
การทดลอง หนวยของการวัดรายงานเปนคามิลลินิวตันตอเมตร (mN/m)  

นําคาความตึงผิวที่ไดไปวาดกราฟความสัมพันธระหวางคาความตึงผิวและความเขมขนของ
สวนใสที่ไมมีเซลลแบคทีเรีย เพื่อทําการหาคาความเขมขนตํ่าสุดของการเกิดไมเซลล Critical 
micelle concentration (CMC) ซึ่งเปนจุดที่มีการเกิดการเปลี่ยนแปลงของแรงตึงผิวอยางฉับพลัน 
โดยคา CMC จะถูกประมาณจากกราฟของความตึงผิวที่อยูในรูปของความเขมขนของสารลดแรงตึงผิว
และความตึงผิวที่จุดน้ีถูกกําหนดใหเปน 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 

 
 จากการศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  โดยใชแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน คาความเปนกรด-ดาง 
อุณหภูมิ ความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ ที่แตกตางกัน  และตรวจหาปริมาณของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด รวมทั้งวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  ผลการทดลองแสดงดังตอไปน้ี 
 
1. การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 1.1 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral salt medium (MSM) สําหรับการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีสวนประกอบดังแสดงในตารางที่ 2   
 
ตารางท่ี 2  สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเช้ือ 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 การศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. 
subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 1%  กลีเซอรอล 
1%  นํ้ามันปาลม 1%  และนํ้าตาลกลูโคส 1%  ผลการทดลองพบวา นํ้าตาลกลูโคส 1% เปนแหลง
คารบอนที่ดีที่สุด รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม 1% และกลีเซอรอล 1% ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 3   
 
ตารางท่ี 3   ผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง (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 + นํ้ามันปาลม 1%) 

 

3.80  0.20 

ชุดการทดลองที่ 4  
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลโูคส 1%) 

 

7.30  0.30 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 14  การทดสอบผลของนํ้ามันดีเซล 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 15  การทดสอบผลของกลเีซอรอล 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 16  การทดสอบผลของนํ้ามันปาลม 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 17  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรยี  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน แสดงดังตารางที่ 4  
 

ตารางท่ี 4  อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมที่เติมแหลงคารบอน 
 

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 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
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 1.3 การศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดจากการทดลองในขอ 1.2 และเติมแหลง
ไนโตรเจนที่แตกตางกัน 3 ชนิด  ไดแก  โซเดียมไนเทรต 1%  Yeast extract 1% และยูเรีย 1%  
ผลการทดลองพบวา Yeast extract 1% เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด รองลงมาคือ ยูเรีย และ
โซเดียมไนเทรต ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางท่ี 5 ผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(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%) 7.300.20 
ชุดการทดลองที่ 1 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + โซเดียมไนเทรต 1%)  

 

3.500.00 
ชุดการทดลองที่ 2 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + Yeast extract 1%)   

 

7.300.40 
ชุดการทดลองที่ 3 
(อาหารเลี้ยงเช้ือ MSM + นํ้าตาลกลูโคส 1% + ยูเรีย 1%)  

 

6.000.00 
 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนและไนโตรเจน
  ในการทดสอบและเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนและไนโตรเจนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนและ 
  ไนโตรเจนในการทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
                 ชุดควบคุมที่ 4  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM และนํ้าตาลกลูโคสแทนแหลง
  คารบอนและไนโตรเจนในการทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 18  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และโซเดียมไนเทรต 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

 
 

ภาพท่ี 19  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และ Yeast extract 1%  ตอการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 20  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และยูเรีย 1% ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน แสดงดังตารางที่ 6 
 
ตารางท่ี 6 อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมทีเ่ติมแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
 

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 
แหลงคารบอนและไนโตรเจน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
Yeast extract   1 % 
 
 จากผลการศึกษาการเติมแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 
พบวาแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดคือ Yeast extract 1 %   แตใหผลการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเทียบเทากับการเติมแหลงคารบอน (นํ้าตาลกลูโคส 1 %) เพียงอยางเดียว ดังน้ันในข้ันตอนตอไป
ในการศึกษาถึงคาความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ จึงไมเติมแหลง
ไนโตรเจน 
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 1.4 การศึกษาผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1% และปรับ
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีความแตกตางกัน 5 คา คือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 8 และ 9  ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 7 
 
ตารางท่ี 7 ผลของ pH ตางๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis  

สายพันธุ SE1 
 

ชุดการทดลอง ขนาดเสนผานศูนยกลาง (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 (ไมปรบัคา 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 ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 21  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ไมไดปรบัคาความ
เปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 22  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5  ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรยี B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 23 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลีย้งเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง   
         เทากับ 6 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 24  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 25  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 8 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 

 
 

ภาพท่ี 26  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 9 ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง แสดงดัง
ตารางที่ 8 
 
ตารางท่ี 8  อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมที่เติมแหลงคารบอนและปรับคาความเปนกรด-ดาง 
 

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 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1% 
สภาวะ 
pH  7 
 
 
 1.5 การศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคาความเปน 
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  และนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศา-
เซลเซียส  ผลการทดลองพบวา การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ การบมที่อุณหภูมิ 25 และ 37 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
ดังแสดงในตารางที่ 9  
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ตารางท่ี 9 ผลของอุณหภูมิตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(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) 

 

มากกวา 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 ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 27  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 28  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 29  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 30  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 และบมอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง และ
อุณหภูมิ แสดงดังตารางที่ 10 
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ตารางท่ี 10  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมที่เติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดางและ
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 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ 
pH  7 
อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส 
 
 
 1.6 การศึกษาผลของความเค็มท่ีระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1% ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  บมเพาะเช้ือที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  และปรับคา
ความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือโดยการเติมโซเดียมคลอไรด  0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 %  ผลการ
ทดลองพบวาคาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด มีผลให B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 1 และ 2 % 
โซเดียมคลอไรด ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางท่ี 11 ผลของความเค็มทีร่ะดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(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) 

 

มากกวา 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 ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 31  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 0% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 32  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 1% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 33  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 2% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 34  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 3% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพนัธุ SE1 
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ภาพท่ี 35 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 5% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 36  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 10% NaCl ตอการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 37 การทดสอบผลของนํ้าตาลกลโูคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และความเค็ม 15% NaCl ตอการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
และระดับความเค็ม  แสดงดังตารางที่ 12 
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ตารางท่ี 12 อาหารเลี้ยงเช้ือทีเ่หมาะสมทีเ่ติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดาง 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 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ  
pH  7 
อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็ม  0 % NaCl 
 
 
 1.7 การศึกษาผลของความเขมขนของหัวเชื้อท่ีระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 
 จากการศึกษาถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  คาความ
เปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  คาความเค็ม
ของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  และเติมหัวเช้ือที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 107, 
108 และ 109 CFU/mL  ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13 ผลของความเขมขนหัวเช้ือที่ระดับตาง ๆ ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  

 

ชุดการทดลอง 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 

(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 + 
ความเขมขนหัวเช้ือ 107 CFU/mL)  

 

8.400.20 

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

 

มากกวา 9.00  0.00 

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

 

มากกวา 9.00  0.00 

 
หมายเหตุ :  ชุดควบคุมที่ 1 คือ ชุดที่มีการเติมนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือแทนแหลงคารบอนในการทดสอบ 
  และเปนชุดควบคุมผลลบ 
 ชุดควบคุมที่ 2  คือ ชุดที่มีการเติม 1% SDS แทนแหลงคารบอนในการทดสอบ และเปน 
  ชุดควบคุมผลบวก 
 ชุดควบคุมที่ 3  คือ ชุดที่มีการเติมอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM แทนแหลงคารบอนในการ 
  ทดสอบ และเปนชุดควบคุมผลบวกเทียม 
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ภาพท่ี 38  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 107  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 

 
 

ภาพท่ี 39  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1% และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 108  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 40  การทดสอบผลของนํ้าตาลกลูโคส 1%  และอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็ม 0% NaCl และระดับความเขมขน
ของหัวเช้ือที่ 109  CFU/mL ตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 

 
 ดังน้ันสามารถสรุปไดวาสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่เติมแหลงคารบอน และปรับคาความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ 
ระดับความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ แสดงดังตารางที่ 14 
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ตารางท่ี 14  อาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมที่เติมแหลงคารบอน และปรบัคาความเปนกรด-ดาง  
 อุณหภูมิ ระดับความเค็ม และความเขมขนของหัวเช้ือ 
 

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 
แหลงคารบอน 
นํ้าตาลกลูโคส  1 % 
สภาวะ 
pH  7 
อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็ม  0 % NaCl 
ความเขมขนของหัวเช้ือ 108  CFU/mL 
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2. การตรวจหาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด 
 จากการศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทเีรยี 
B. subtilis สายพันธุ SE1 โดยใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
การทดลองขอ 1 (ไดแก เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 7 และใชความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL) และตรวจวัดดวยเครื่อง High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) ผลการทดลองพบวาในชวงนาทีที่ 14.779  14.771 
และ 14.772  มีพื้นที่พีคสูงสุด เทากับ 102,945  108,423 และ 106,558 ตามลําดับ  เมื่อนํามา
คํานวณหาปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่แบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ 

SE1 สามารถผลิตได พบวามีคาเทากับ 66.001.54 มิลลิกรัมตอลิตร  ดังแสดงในตารางที่ 15-22 
และภาพที่ 41-49   
 
ตารางท่ี 15  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย 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  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 

ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 1) 
 
ตารางท่ี 16  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย 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  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 2) 

 
ตารางท่ี 17  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารทดสอบจากการตรวจวัดปรมิาณสาร 

ลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดทีผ่ลิตจากแบคทีเรีย 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  โครมาโทแกรมของสารทดสอบสําหรบัการตรวจวัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดทีผ่ลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 (การทดลองครั้งที่ 3) 

 
 

 
 

ภาพท่ี 44 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Surfactin 
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ตารางท่ี 18  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 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 ความเขมขน 50 ppm 
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ตารางท่ี 19  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 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 ความเขมขน 100 ppm 
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ตารางท่ี 20  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 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 ความเขมขน 150 ppm 
 
 
 
 
 
 
 
 



65 
 

ตารางท่ี 21  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 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 ความเขมขน 200 ppm 
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ตารางท่ี 22  คา Retention time และพื้นที่ใตพีคของสารมาตรฐาน Surfactin ความเขมขน 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 ความเขมขน 250 ppm 
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3.  การวิเคราะหคาความตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
 จากการศึกษาถึงคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 โดย
ใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากการทดลองในขอ 1  (ไดแก เติม 
1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ที่ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7 และใชความ
เขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL)   ผลการทดลองพบวาคาความตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1  มีคาความตึงผิวอยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิว
ตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใส
เทากับ 7.11%  และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 
มิลลิกรัมตอลิตร ดังแสดงในภาพที่ 50-51 
 

 
 

ภาพท่ี 50  ความสัมพันธระหวางความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที ่    
ผลิตไดจากแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
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ภาพท่ี 51  ความสัมพันธระหวางคา Log ความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว    
ชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 

Logarithm of % biosurfactant concentration 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 

สรุปผลการทดลอง 
 1. จากการศึกษาถึงผลของแหลงคารบอนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย 
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่แตกตางกัน 4 ชนิด ไดแก นํ้ามันดีเซล 1%  กลีเซอรอล 
1%  นํ้ามันปาลม 1% และนํ้าตาลกลโูคส 1%  ผลการทดลองพบวา นํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน
ที่ดีที่สุด รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม กลีเซอรอล และนํ้ามันดีเซล ตามลําดับ 
 2. จากการศึกษาถึงผลของแหลงไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  และเติม
แหลงไนโตรเจนที่แตกตางกัน 3 ชนิด  ไดแก  โซเดียมไนเทรต 1%  Yeast extract 1% และยูเรีย 
1%  ผลการทดลองพบวา Yeast extract  เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด แตใหผลการทดลองที่เทากับ
ชุดการทดลองที่ไมมีการเติมแหลงไนโตรเจน รองลงมาคือ ยูเรีย และโซเดียมไนเทรต ตามลําดับ 
 3. จากการศึกษาถึงผลของคาความเปนกรด-ดางตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1% และปรับ
คาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีความแตกตางกัน 5 คา คือ คาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5, 6, 7, 8 และ 9  ผลการทดลองพบวา อาหารเลี้ยงเช้ือที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 7  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 8 และ 9  ตามลําดับ 
 4. จากการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย         
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด คือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือใหมีคาเทากับ 7  และนําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30, 37 และ 45 องศา-
เซลเซียส  ผลการทดลองพบวา การบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  มีผลให B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ การบมที่อุณหภูม ิ25 และ 37 องศาเซลเซียส 
ตามลําดับ 
 5. จากการศึกษาถึงผลของความเค็มตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย        
B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1% ปรับคาความเปน
กรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  และปรับคาความเค็มของ
อาหารเลี้ยงเช้ือโดยการเติมโซเดียมคลอไรด  0, 1, 2, 3, 5, 10 และ 15 %  ผลการทดลองพบวาคา
ความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุด รองลงมาคือ คาความเค็มของอาหารเลี้ยงเช้ือ 1 และ 2 % โซเดียมคลอไรด  
ตามลําดับ 
 6. จากการศึกษาถึงผลของความเขมขนของหัวเช้ือตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุดคือ นํ้าตาลกลูโคส 1%  ปรับคา
ความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 7  บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  คาความเค็มของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  และเติมหัวเช้ือที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 107, 108 
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และ 109 CFU/mL ผลการทดลองพบวาหัวเช้ือที่ระดับความเขมขน 108 และ 109 CFU/mL ใหผลดี
ที่สุด รองลงมาคือ หัวเช้ือที่ระดับความเขมขน 107 CFU/mL 
 7. จากการศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  โดยใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสมตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากการทดลอง (1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส  ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 
7  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเค็มของอาหารเลี้ยง
เช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด)   ผลการทดลองพบวาในชวงนาทีที่ 14.779  14.771 และ 14.772 มีพื้นที่
พีคสูงสุด 102,945  108,423 และ 106,558  ตามลําดับ  ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 

ลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร  
 8. จากกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสวนใสตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดได  มีคาความตึงผิวอยูระหวาง 32.35 มิลลิ- 
นิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของ 
ไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% และมีความเขมขนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม 
ลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร 
 9. ดังน้ันจากการศึกษาในครั้งน้ี พบวาการใชสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือใหเหมาะสมตอการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ไดแก อาหารเลี้ยงเช้ือ Mineral 
salt medium ที่เติม 1% (v/v) นํ้าตาลกลูโคส ปรับคาความเปนกรด-ดางของอาหารเลี้ยงเช้ือเทากับ 
7 ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคาความเค็มของอาหาร
เลี้ยงเช้ือ 0% โซเดียมคลอไรด  ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวามีการผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร และมีคาความตึงผิว
อยูระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิด
การฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11% และมีความเขมขนของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร  
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อภิปรายผลการทดลอง  
 จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ในการศึกษาครั้งน้ีตองการ
นํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM ณ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ความเค็มเทากับ 0% โซเดียมคลอไรด  ปริมาณหัวเช้ือ 108 CFU/mL ความเร็วในการบม 180 rpm  
ไดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเบปไทด   และจากรายงานที่ผานมาพบวาแบคทีเรีย B. subtilis 
หลายสายพันธุ ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ MUV4, B. subtilis สายพันธุ SPB1, B. subtilis 
สายพันธุ JA-1 และ B. subtilis สายพันธุ BBK1 มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดลิโปเบปไทด   สวน B. subtilis สายพันธุ MUV4, B. subtilis สายพันธุ SPB1 และ B. subtilis 
สายพันธุ JA-1 ยังใชแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก นํ้าตาลกลูโคสเหมือนกับแบคทีเรียในการศึกษาครั้งน้ี  
(รุจา สารคุณ, 2548; Suwansukho et al., 2008; Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; 
Wang et al., 2011)  นอกจากน้ันพบวาทั้ง 3 สายพันธุ ยังมีสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ใกลเคียงกับ
แบคทีเรียในการศึกษาครั้งน้ีเชนกัน  ทั้งในดานความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิและความเค็ม ยกเวน
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ JA-1 ที่เปนแบคทีเรียกลุมที่ชอบความเค็มคือ ใชความเค็ม 8 - 10%   
ในการศึกษาครั้งน้ีพบวา แหลงคารบอนที่ใหผลทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดีที่สุดคือ 
นํ้าตาลกลูโคส  รองลงมาคือ นํ้ามันปาลม กลีเซอรอลและนํ้ามันดีเซล ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวา
นอกจากการใชนํ้าตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอนแลวยังสามารถมีการประยุกตใชการฟนฟูสภาพใน
กรณีที่มีนํ้ามันปาลมและ/หรือนํ้ามันดีเซลก็สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  ก็อาจจะเปนไปได
วาเมื่อมีการปนเปอนนํ้ามันปาลมและ/หรือนํ้ามันดีเซลที่พบอยูในดินน้ันและมีการเติมนํ้าตาลกลูโคส
เพิ่ม เพื่อชวยในการฟนฟูสภาพได    
 นอกจากแบคทีเรียชนิด B. subtilis แลวยังพบวามีแบคทีเรีย Bacillus สปชีสอื่นๆ 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 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเบปไทดที่คัดแยกมาจากประเทศไทย ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ 
BBK-1, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum, B. subtilis/amyloliquefaciens และ 
Pseudomonas fluorescens (นิรันดร รุงสวาง, 2542; รุจา สารคุณ, 2548; Rachamontree  
et al., 2015; กฤษฎา บุญชัย และคณะ, 2552)  ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงพบวา B. subtilis สายพันธุ 
SE1 ที่นํามาศึกษาในครั้งน้ีอาจจะเปนแบคทีเรียชนิดใหมอีกชนิดหน่ึงที่มีความสามารถในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพและมีความสามารถในการยอยสลายนํ้ามันชนิดตาง ๆ ซึ่งนาจะประยุกตใชไดใน
การฟนฟูสภาพโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่ปลอดภัยและมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมนอยกวาวิธีการใช
สารเคม ีแตอยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการเจริญและ

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงกวางคือ 7.30  0.30 ถึง 9.00  0.00 cm/20 l  แหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ Yeast extract 1% แตใหผลเทียบเทากับการเติมแหลงคารบอนเพียงอยาง
เดียว  ดังน้ันจึงไมเติมแหลงไนโตรเจนในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอไป  ตางจากแบคทีเรียหลาย
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ชนิดที่แยกไดจากตางประเทศ เชน B. subtilis สายพันธุ DM-03 และสายพันธุ DM-04, B. subtilis 
สายพันธุ SPB1, Pseudomonas fluorescens Migula สายพันธุ 1895, Brevibacterium 
aureum สายพันธุ MSA13 และ P. nitroreducens  พบวาแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมมีผลตอการ
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 สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงคาความ
เปนกรด-ดาง 6-9  ซึ่งสภาวะความเปนกรด-ดางที่ดีตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ คาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 7 แสดงวาสามารถนําไปประยุกตใชในดินหรือนํ้าที่มีคาความเปนกรด-ดางอยู
ในชวง 6-9 และสามารถทําการฟนฟูสภาพไดทั้งนํ้าจืดและนํ้าเค็ม สอดคลองกับแบคทีเรียบางชนิด 
ยกตัวอยางเชน  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
ความสามารถในการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงความเปนกรด-ดางเทากับ 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)  และการบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  
มีผลให B. subtilis สายพันธุ SE1 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดีที่สุดสอดคลองกับแบคทีเรียหลาย
ชนิดที่แยกไดในตางประเทศ ยกตัวอยางเชน 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)  รวมถึงแบคทีเรียหลายชนิดที่แยกไดในประเทศไทย ยกตัวอยางเชน B. subtilis สายพันธุ BBK-1, 
B. subtilis / amyloliquefaciens และ P. fluorescens (นิรันดร รุงสวาง, 2542; กฤษฎา บุญชัย 
และคณะ, 2552; ปวีณา ดิกิจ และอทิพันธ เสียมไหม, 2557)   แบคทีเรียดังกลาวขางตนเมื่อบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  พบวามีความเหมาะสมตอการเจริญและสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได 
 แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มีความสามารถในการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในสภาวะที่ไมมีความเค็ม จึงทําใหแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 นาจะมีความสามารถ
ในการฟนฟูสภาพแวดลอมโดยทั่วไปที่ปนเปอนดวยนํ้ามันชนิดตาง ๆ เชน นํ้ามันทอด นํ้ามันเครื่องที่
ใชแลว เปนตน ทั้งในสิ่งแวดลอมโดยทั่วไปและสิ่งแวดลอมทางอุตสาหกรรมซึ่งความสามารถของดาน
น้ีนาจะเปนทางเลือกหน่ึงในการประยุกตใชเพื่อการฟนฟูสภาพโดยวิธีทางชีวภาพซึ่งเปนวิธีที่ปลอดภัย
และมีผลกระทบตอสิ่งแวดลอมนอยกวาวิธีการใชสารเคมี   นอกจากน้ีความเขมขนของหัวเช้ือของ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 ที่ระดับความเขมขน 108 และ 109 CFU/mL ใหผลดีที่สุดใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   สอดคลองกับแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SPB, Bacillus sp. 
BMN 14 และ BMN 27 (Ghribi and Ellouze-Chaabouni, 2011; Heryania and Putra, 2017) 
ที่ความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสมที่ระดับความเขมขน 108 CFU/mL มีความเหมาะสมตอการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ   โดยพบวาแมความเขมขนของหัวเช้ือเทากับ 107 CFU/mL ก็ยังสามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได  แสดงใหเห็นวาเมื่อผานไปสักระยะหน่ึงเมื่อจํานวนของเช้ือลดลงก็
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สามารถชวยในการฟนฟูสภาพได  แมจะมีการลดจํานวนของหัวเช้ือลงในสิ่งแวดลอมตามธรรมชาติซึ่ง 
ไมสามารถควบคุมได  ดังน้ันสภาวะตาง ๆ เชน แหลงคารบอน ความเปนกรด-ดาง อุณหภูมิ ความเค็ม 
และความเขมขนของหัวเช้ือที่เหมาะสม จึงมีความสําคัญตอการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่แตกตางกันในแตละชนิดของแบคทีเรีย ซึ่งในงานวิจัยครั้งน้ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
SE1 มีสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ ตองการนํ้าตาลกลูโคส
ในอาหารเลี้ยงเช้ือ MSM  ณ คาความเปนกรด-ดางเทากับ 7.0   อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   ความเค็ม 
0% โซเดียมคลอไรด  ความเขมขนของหัวเช้ือ 108 CFU/mL  ความเร็วในการบม 180 rpm  แตอยางไร
ก็ตามพบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1  สามารถที่จะเจริญภายใตสภาวะที่มีความเค็มเทากับ 1 
และ 2 % โซเดียมคลอไรด  จึงทําใหสามารถนําแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 มาประยุกตใชใน
สิ่งแวดลอมทางทะเลไดเชนกัน 
 การศึกษาถึงปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย  
B. subtilis สายพันธุ SE1 พบวาปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจาก
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ SE1 เทากับ 66.00  1.54 มิลลิกรัมตอลิตร มีคาความตึงผิวอยู
ระหวาง 32.35 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 24.87 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิด
การฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขนของสวนใสเทากับ 7.11%  และมีความเขมขนของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่พบในสวนใสเทากับ 4.69 มิลลิกรัมตอลิตร การศึกษาในครั้งน้ีให 
ผลการทดลองตางจากการศึกษาของ Deleu et al. (1999) ที่ศึกษาคาความตึงผิวของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ S499 พบวา Surfactin มีคา
ความตึงผิวที่ 2.03 มิลลินิวตันตอเมตร  และมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่
ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร   จากการศึกษาของ Pathak and Keharia (2014)  ไดศึกษา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ K1 ที่คัดแยกไดจากรากอากาศของตนไทร ประเทศอินเดีย พบวา
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ K1  มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทด
ไดและมีคาความตึงผิวอยูระหวาง 42.5 มิลลินิวตันตอเมตร ถึง 27.9 มิลลินิวตันตอเมตร โดยมีความ
เขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความเขมขน 17.50 ไมโคกรัมตอลิตร และจาก
การศึกษาของ Jha et al. (2016)  ที่ศึกษาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ R1 ที่คัดแยกไดจากดิน
บริเวณทะเลทรายคัทซ ประเทศอินเดีย พบวาแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ R1 มีความสามารถใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุมลิโปเปปไทดไดและมีคาความตึงผิวอยูระหวาง 30 มิลลินิวตันตอ
เมตร ถึง 29 มิลลินิวตันตอเมตร  โดยมีความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวของไมเซลลที่ความ
เขมขน 19-20 มิลลิกรัมตอลิตร  และพบวาเมื่อคาความเขมขนตํ่าสุดที่ทําใหเกิดการฟอรมตัวเปน 
ไมเซลลตํ่าจะใหคาความตึงผิวที่ดี        
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แหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทเีรีย Bacillus 
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