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บทคัดย่อ 

 
 การศึกษานี แยกเชื อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอย่างดิน  และน  า
ทะเลในจังหวัดตรัง การคัดแยกเชื อแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตะกอนดินทะเลและน  า
ทะเลที่ปนเปื้อนคราบน  ามัน  บริเวณท่าเรือปากเมง ท่าเรือเกาะลิบง  และท่าเรือหาดยาว  จากการคัด
แยกเชื อแบคทีเรียในอาหารเลี ยงเชื อ Mineral salt medium (MSM) ซึ่งมี น  ามันก๊าด 2 เปอร์เซนต์ 
(ปริมาตรโดยปริมาตร) เปนแหล่งคาร์บอน จากการศึกษาสามารถแยกเชื อ แบคทีเรียได้ทั งหมด 31 ไอโซ
เลท เมื่อน าเชื อทั ง 31 ไอโซเลท มาทดสอบการติดสีแกรมพบว่า ทั ง 31 ไอโซเลท เปนเชื อแบคทีเรียแกรม
ลบ 25  ไอโซเลต  เป็นแกรมบวก 6   ไอโซเลต เมื่อน าเชื อแบคทีเรียไอโซเลท PM 08 ไปเทียบเคียงสาย
พั น ธุ์ โด ยก ารวิ เค ราะห์ ล าดั บ เบ สบ น ส่ วน  16S rRNA พ บ ว่ ามี ค วาม ใกล้ เคี ย งกั บ  Bacillus 
oceanisediminis 100% จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื อ 
Bacillus oceanisediminis PM 08 พบว่า สามารถเจริญเติบโตได้ในน  ามันปาล์มใช้แล้ว  โดยสามารถ
เจริญได้สูงสุด 3.12 กรัมต่อลิตรและเจริญเติบโตได้สูงสุด 3.72 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้เปปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนจากการศึกษาการย่อยสลายน  ามันใช้แล้วของ Bacillus oceanisediminis PM08 สามารถ
ย่อยสลายน  ามั นหล่อลื่ น เครื่อ งยนต์  ที่ ใช้ แล้ วที่ ค วาม เข้มข้น  0.5% ได้ ดี ที่ สุ ดและ  Bacillus 
oceanisediminis PM08 มีการเจริญเติบโตสูงที่สุดด้วย 
 
 
ค้าส้าคัญ: สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คราบน  ามัน แบคทีเรีย 
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Abstract 

 This study isolated bacteria capable of producing biosurfactants from soil 
samples and sea water in Trang Province Isolation of biosurfactant-producing bacteria 
from marine sediments and oil-contaminated seawater. Pak Meng Pier Koh Libong Pier 
and Hat Yao Pier Bacteria were isolated in a mineral salt medium (MSM) containing 2 
percent of kerosene (volume by volume) as a carbon source. The study was able to 
isolate the infection. A total of 31 isolates of bacteria were obtained. When all 31 
isolates were tested for gram staining, it was found that all 31 isolates were gram-
negative 25 isolates were gram-positive 6 isolates. The isolates of PM 08 bacteria were 
compared by sequencing analysis on 16S rRNA segments. They were found to be 100% 
close to Bacillus oceanisediminis. Optimal conditions for biosurfactant production were 
studied from Bacillus oceanisediminis PM 08 found that can grow in spent palm oil. The 
maximum growth was 3.12 g/l and 3.72 g/l when peptone was used as nitrogen source 
from the spent oil degradation study of Bacillus oceanisediminis PM08. Used at 0.5% 
concentration best and Bacillus oceanisediminis PM08 showed the highest growth. 

Keyword: Biosurfactant, Use oill, Bacteria 
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สารบัญตาราง 

ตารางที่ หน้า 
1 
 2 
 
3 
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5 
6 
 
 

 

ลักษณะแกรมของไอโซเลทต่างๆ 
ลักษณะของเชื อแบคทีเรีย ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี ยง  (surface 
tension reduction: SR) และความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) 
ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
ค วาม ส าม ารถ ใน ก ารยั บ ยั ง ก า ร เจ ริญ เติ บ โต ข อ ง เชื อ ร า  โด ย เชื อ  Bacillus 
oceanisediminis PM08 
กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (%EA) ต่อน  ามันชนิดต่างๆ 
กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (%EI) ต่อน  ามันชนิดต่างๆ 
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สารบัญภาพ 

ภาพที่ หน้า 
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Fourier transform infrared spectroscopy spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากเชื อ PM08  
ไดอะแกรม Thermogravimetric ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื อ PM08 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง 

การขยายตัวทางเศรษฐกิจอย่างรวดเร็ว ทําให้ความต้องการพลังงานของประเทศมีเพ่ิมมากข้ึน โดยเฉพาะ
น้ํามันซึ่งเป็นพลังงานหลักที่สําคัญ แหล่งน้ํามันของประเทศไทยส่วนใหญ่มาจากภายนอกประเทศ 
โดยเฉพาะจากเอเชียตะวันออกกลาง น้ํามันที่นําเข้าประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นน้ํามันดิบ ซึ่งเป็นสินค้า
นําเข้าสูงสุดอันดับที่ 1 และ รองลงมาเป็นน้ํามันเชื้อเพลิง และน้ํามันสําเร็จรูปอ่ืนๆ ซึ่งปริมาณการนําเข้า
น้ํามันดิบมีแนวโน้มสูงมากข้ึนทุกปี การนําเข้าน้ํามันส่วนใหญ่โดยการขนส่งทางเรือ เมื่อมีการขนส่งน้ํามัน 
ผ่านทะเล มหาสมุทรจํานวนบ่อยครั้งขึ้น จํานวนเรือบรรทุกน้ํามัน, เรือสินค้า การดําเนินกิจกรรม ต่างๆใน
ทะเลและชายฝั่งจึงเพ่ิมสูงตามไปด้วย สิ่งเหล่านี้เป็นสาเหตุที่อาจก่อให้เกิดคราบน้ํามัน (oil spill) ในทะเล
ขึ้น ซึ่งเป็นปัญหามลภาวะต่อระบบนิเวศ ทรัพยากรธรรมชาติ สถานที่ท่องเที่ยว อันส่งผลถึงความเสียหาย
ทางเศรษฐกิจ และความมั่นคงของประเทศ คราบน้ํามันที่รั่วไหลนี้บางส่วนจะเลือนหายไปจากผิวน้ําด้วย
กระบวนการแปรสภาพต่างๆ ตามธรรมชาติ (weathering process) อาทิ เช่น การละลาย (dissolution) 
การระเหย (evaporation) การกระจายตัว (dispersion) การรวมตัว (emulsion) การตกตะกอน 
(sedimentation) การย่อยสลายโดยจุลินทรีย์ (biodegradation) เป็นต้น ปัจจุบันได้มีการใช้สารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) ซึ่งเป็นสารที่ผลิตจากจุลินทรีย์ เพ่ือใช้ทดแทนสารเคมีขจัดคราบน้ํามัน 
เนื่องจากมีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและสิ่งมีชีวิตต่างๆ น้อยกว่าการใช้สารเคมี (Banat, 1995 ; Ron และ 
Rozenberg, 2002) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) เป็นสารชีวโมเลกุลที่มีสมบัติเป็นสารลด
แรงตึงผิว (surface-active substance) ซึ่งสร้างโดยสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ ชนิดต่างๆ เช่น 
แบคทีเรีย และยีสต์บางชนิด สารลดแรงตึงผิวมีโครงสร้างเป็นแอมฟิฟาติก (amphipathic structure) ซึ่ง
ประกอบด้วยส่วนที่ละลายในไขมัน (lipophilic portion) และส่วนที่ละลายน้ํา (hydrophilic portion) 
(Fiechter, 1992) จะเห็นได้ว่ามีการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่หลากหลาย เพ่ือใช้ในการขจัดคราบ
น้ํามันทดแทนการใช้สารเคมี ทั้งนี้เนื่องจากสามารถถูกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradability)ได้ง่าย 
ไม่ เป็นอันตรายต่อสิ่ งแวดล้อม มีความเป็นพิษต่ํ า และยังส่ งเสริมการย่อยสลายของจุลินทรีย์ 
(biodegradation) ให้รวดเร็วยิ่งขึ้น (Edwardและคณะ, 2003) โดยเฉพาะการย่อยสลายสารที่ โมเลกุล
ใหญ่ไม่ละลายน้ํามีความหนืดสูง เช่น น้ํามันดิบ (Crude oil หรือ petroleum) ซึ่งมีองค์ ประกอบทางเคมี
สลับซับซ้อน   ซึ่งงานวิจัยนี้ได้ทําการศึกษาการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากตะกอนดินทะเล  น้ําทะเล ที่
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและศึกษาประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียที่
คัดแยกได้ในการย่อยสลายคราบน้ํามันที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
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ตรวจเอกสำร 

 
1. สำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

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

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ประกอบด้วย 2 ส่วนที่สําคัญ  คือ ส่วนที่ชอบน้ํา และส่วนที่ไม่ชอบน้ํา 
ซึ่งส่วนที่ชอบน้ําจะมีทั้งที่เป็นประจุ และไร้ประจุ และประกอบไปด้วยหมู่ของ โมโน (mono-),   ได (di-), 
หรือโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide), หมู่คาร์บอกซิลิก, กรดอะมิโน และเปปไทด์ ในขณะที่ส่วนที่ไม่
ชอบน้ําจะเป็นกรดไขมันทั้งชนิดอ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัว และกรดไขมันแอลกอฮอล์ (Lang, 2002) โดย
คุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ ความสมดุลระหว่างส่วนที่มีขั้วและส่วนที่ไม่มีขั้ว และจากสมบัติ
ของการเป็นสารลดแรงตึงผิว หรือสารที่ทําให้เกิดอิมัลชัน จึงสามารถช่วยให้จุลินทรีย์สามารถใช้
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเพ่ือการเจริญได้ง่ายขึ้น เนื่องจากจะไปช่วยเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนหรือเพ่ิมความสามารถในการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ 

1.1 การจัดกลุ่มสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถจําแนกได้เป็นกลุ่มต่างๆ โดยอาศัยความแตกต่างของโครงสร้าง

โมเลกุลโดยทั่วไปจะแบ่งตามองค์ประกอบทางเคมีโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีส่วนที่ชอบน้ํา
ประกอบด้วย กรดอะมิโน หรือ เปปไทด์, หมู่โมโน-, ได-, หรือโพลีแซคคาไรด์ในขณะที่ส่วนที่ไม่ชอบน้ํา
ประกอบด้วยกรดไขมันชนิดอิ่มตัวและไม่อ่ิมตัว 

ไกลโคลิปิด (Glycolipid)  
เป็ นสารลดแรงตึ งผิ วที่ มี คาร์ โบ ไฮเดรต เชื่ อมต่อกับ  long-chain aliphatic acids หรือ 

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

ลิโปเปบไทด์และลิโปโปนตีน (Lipopeptides and lipoproteins)  
เป็นสารลดแรงตึงผิวที่ประกอบด้วยเปปไทด์หรือกรดอะมิโน ส่วนใหญ่พบในกลุ่มของ cyclic 

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

ฟอสโฟลิปิด (Phospholipids) 
 ฟอสโฟลิปิดประกอบด้วยลิปิดและฟอสเฟตเชื่อมต่อด้วยพันธะเอสเทอร์ ซึ่งแบคทีเรียและยีสต์
หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดกรดไขมันและฟอสโฟลิปิด เมื่อใช้  n-alkanes เช่น 
phosphatidylethanolamine จาก Acinetobacter sp. สายพันธุ์ HO1-N สามารถทําให้เกิดอิมัลชัน
ของ alkanes ในน้ํา phosphatidylethanolamine ผลิตได้จาก Rhodococcus erythropolis ที่เจริญ
ในอาหารที่มี n-alkanes  สามารถลดแรงตึงระหว่างผิวน้ําและ n-hexadecane ให้มีค่าน้อยกว่า 1   มิลลิ
นิวตันต่อเมตร และ CMC เท่ากับ 30 มิลลิกรัมต่อลิตร (Singer et al., 1985) 
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โพลีเมอริก (Polymeric biosurfactants)   
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโพลีเมอริกที่มีการศึกษากันอย่างแพร่หลาย คือ emulsan, liposan, 

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

1.2 สมบัติและหน้าที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 จากการที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีแตกต่างกัน เช่น      ไกล
โคลิปิด ฟอสโฟลิปิด กรดไขมัน และ นิวทรัลลิปิด สารลดแรงตึงผิวชนิดโฟลีเมอร์ ลิโปโปรตีน และลิโปเปป
ไทด์ ทําให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละกลุ่มมีสมบัติและหน้าที่ที่หลากหลายแตกต่างกัน 

สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
การวัดค่าแรงตึงผิวเป็นวิธีการเบื้องต้น สําหรับการวัดกิจกรรมของเชื้อจุลินทรีย์ต่อการผลิต      

สารลดแรงตึงผิว โดยที่น้ําหมักจากการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพนั้นจะมีค่าแรงตึงผิวน้อยลงเมื่อเข้าสู่ระยะ stationary phase อย่างไรก็ตามการเปรียบเทียบผล
ของกิจกรรมสารลดแรงตึงผิวค่อนข้างยาก ทั้งนี้เนื่องจากความแตกต่างของเชื้อจุลินทรีย์และสภาวะการ
เลี้ยงที่แตกต่างกัน ทั้งชนิดและความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ พีเอช การให้อากาศ เป็นต้น (Banat et 
al., 2010) 
 กิจกรรมการเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นขึ้นอยู่กับองค์ประกอบของเกลือในส่วนของ 
aqueous phase ตัวอย่างเช่น สารไกลโคลิปิด จาก Torulopsis apicola ไม่สามารถลดค่าแรงตึงผิว
ระหว่างผิวได้เมื่อมีความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ในปริมาณสูงในขณะที่น้ําหมักจากการเลี้ยงเชื้อ 
Bacillus liceniformis JF-2 สามารถลดค่าแรงตึงระหว่างผิวได้ เมื่อมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 10 โดยน้ําหนัก ซึ่งให้ค่าที่ดีกว่าการเติมเกลือแคลเซียม (Folmsbee et al., 2006) 

หน้าที่ทางกายภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่วนใหญ่นั้นเป็นสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งมีสมบัติที่

สําคัญต่อการอยู่รอดของจุลินทรีย์ที่ผลิตทั้งการนําสารเข้าสู่ เซลล์หรือการปฎิสัมพันธ์กันระหว่างจุลินทรีย์
และผู้ให้อาศัย (microbe-host interaction) หรือการเป็น biocide ซึ่งหน้าที่ดังกล่าวนั้นเกี่ยวข้องกับ
การเป็นสาร amphipathic ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 การที่จุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิวออกมาจะทําให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีการสลาย
เพ่ิมขึ้น และมีการเกิดอิมัลชันเพ่ิมขึ้น เพ่ิมการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ทําให้จุลินทรีย์
สามารถเจริญเติบโตบนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนได้ง่าย โดยการลดแรงตึงผิวรอบๆบริเวณเซลล์ 
กระบวนการนําสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเข้าสู่เซลล์นั้นโดยการทําให้สารประกอบเข้าสู่ เซลล์และ
กระบวนการเกิดเมทาบอลิซึมได้ง่ายขึ้น 
 นอกจากนี้กระบวนการหรือหน้าที่ทางกายภาพอ่ืนๆ ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ การมีสมบัติ
ของการเป็นสาร antibiotic ต่อเชื้อจุลินทรีย์อ่ืนๆ ได้แก่ ยีสต์ แบคทีเรีย และเชื้อรา (Shekhar et al., 
2015) 
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1.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
          จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการสารอาหารที่เหมาะสมแตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นพลังงานในกิจกรรม
ต่างๆและใช้ผลิตสารตั้งต้นในกระบวนการสลายพลังงานเพ่ือนําไปผลิตสารประกอบที่เซลล์ต้องการในการ
เจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
          สูตรอาหารส่วนใหญ่ประกอบด้วย แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนและแร่ธาตุ นอกจากสูตร
อาหารที่เหมาะสมแล้วยังมีสภาวะอ่ืน ๆ อีกที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น  
พีเอช อุณหภูมิ การกวนและการให้อากาศ เป็นต้น 
 1.3.1 แหล่งคาร์บอน (carbon source) แหล่งคาร์บอนสําคัญมากในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ แหล่งคาร์บอนที่ใช้มีทั้งชนิดที่มีคุณสมบัติละลายน้ําและไม่ละลายน้ํา ชนิดที่ละลายน้ํา เช่น กลีเซ
อรอล กลูโคส แมนนิทอลและเอทานอล แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ํา เช่น n-alkanes และน้ํามันมะกอก 
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตจึงมีผลต่อคุณภาพและ
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นอย่างมาก (Abouseoud et al., 2008) 
  - แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ํา 
  Das และคณะ (2009) ศึกษาแหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ได้แก่ กลีเซอรอล แป้ง กลูโคสและ
ซูโครส ที่มีผลในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จากทะเล คือ  B. circulans 
พบว่าการใช้ กลูโคสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้สูงสุดในปริมาณ
ใกล้เคียงกัน คือ 1.16 กรัมต่อลิตรและ 0.94 กรัมต่อลิตรตามลําดับ 
  Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ B. subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส หรือแป้ง ความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอนเติม  
ยูเรีย ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Hayder และคณะ (2014) ใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
โดยเชื้อ Streptomyces sp. SS20 ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ํา ได้แก่ ไซโลส แมนนิทอล กลูโคส มอล
โตส ซูโครส  กลีเซอรอลและแป้ง พบว่าเชื้อ Streptomyces sp. SS20 สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอน
ทุกชนิดและเจริญได้ดีที่สุด 19 กรัมต่อลิตรเมื่อใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอน โดย Streptomyces sp. SS20 
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ในทุกแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการทดลองและให้กิจกรรมการลดแรง
ตึงผิวชีวภาพสูงสุดหลังจากการวัดที่เวลา 48 ชั่วโมงเม่ือใช้ซูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

Noparat และคณะ (2014) ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากเชื้อ Ochrobactrum anthropi 2/3 โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ําได้ชนิดต่างๆ เช่น 
น้ําตาลทราย กลูโคส กลีเซอรอล กากน้ําตาล และกากดีแคนเตอร์ พบว่าการใช้กากดีแคนเตอร์ความ
เข้มข้นร้อยละ 25 โดยน้ําหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ O. athropi 2/3 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้สูงสุด 4.25 กรัมต่อลิตร หลังจากเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ด้วยอัตราการเขย่า 150 รอบตอ่นาที 
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- แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ํา  
  Fagade และคณะ (2009) ศึกษาการใช้น้ํามันดิบ น้ํามันปาล์ม น้ํามันดีเซลและน้ําตาล
กลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ําหนักในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus สปีชีส์
ต่างๆ ได้แก่ B. sphaericus BS 01, B. subtilis BS 03, B. sphaericus BS 04, B. subtilis BS 58, B. 
pumilus BS 66, B. licheniformis BS 69, B. subtilis BS 73 และ B. licheniformis BS 102 ที่แยก
จากดินที่มีการปนเปื้อนน้ํามัน โดยใช้อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่มี NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจน 
เขย่ าด้ วยความ เร็ ว  180 รอบต่ อนาที  พบว่ า เชื้ อ  B. sphaericus BS 01, B. subtilis BS 03, B. 
sphaericus BS 04, B. pumilus BS 66, B. licheniformis BS 69, B. subtilis BS 73 แ ล ะ   B. 
licheniformis BS 102 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุดเมื่อใช้น้ํามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยมีค่า E24 อยู่ที่ร้อยละ 30-55 และเชื้อ B. subtilis BS 58 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีที่สุด
เมื่อใช้น้ํามันดิบหรือน้ําตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีค่า E24 เท่ากับร้อยละ 50 

Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลซูโครส หรือแป้ง 
ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน 
เติม ยูเรีย ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Saimmai และคณ ะ (2013) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพจากเชื้ อ 
Acinetobacter calcoaceticus CT 03 โดยเลี้ ยงเชื้อในอาหาร mineral salt medium ที่มีแหล่ง
คาร์บอนที่ไม่ละลายน้ําได้แก่ น้ํามันปาล์มใช้แล้ว น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้ว และน้ํามันถั่วเหลือง 
ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 0.4 กรัมต่อลิตร 
เมื่อใช้น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน  

Silva แ ล ะค ณ ะ  (2014) ศึ ก ษ าก ารผ ลิ ต ส ารล ด แ ร งตึ งผิ ว ชี ว ภ าพ จ าก เชื้ อ 
Pseudomonas 4 สปีชีส์ ได้แก่ P. cepacia, P. acidovorans, P. picketti และ P. fluorescens เลี้ยง
เชื้อในอาหาร mineral medium โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ เป็นน้ํามันพืชใช้แล้วและของเหลือจาก
อุตสาหกรรมเกษตร ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าเชื้อ P. cepacia CCT6659 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้มากท่ีสุด เมื่อใช้น้ํามันถั่วเหลืองใช้แล้วความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร ร่วมกับ corn steep 
liquor ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยปริมาตร เป็นแหล่งคาร์บอนร่วม โดยสามารถลดแรงตึงผิวจากอาหาร
เลี้ยงเชื้อจาก 58 เป็น 27.57 มิลลินิวตันต่อเมตร และสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 5.2 กรัมต่อ
ลิตร หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 144 ชั่วโมง  

ปัจจุบันมีการตระหนักถึงปัญหาสิ่งแวดล้อมจากการใช้สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทาง
เคมีเพราะสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีสามารถทําลายสิ่งแวดล้อมได้ ถ้า ใช้ในปริมาณที่ไม่ถูกต้อง
และมีการนําสารลดแรงตึงผิวผิดประเภทมาใช้ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากแบคทีเรียเป็นสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ไม่ก่อให้เกิดผลเสียต่อสิ่งแวดล้อมส่งผลให้ความต้องการใช้เพ่ิมมากข้ึนและอาจสามารถเข้ามา
แทนที่สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีได้ซึ่ งเป็นทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ ด้วยเหตุนี้ผลของแหล่ง
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คาร์บอนจึงเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรีย ซึ่งการคัดเลือกแหล่ง
คาร์บอนที่แบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารได้ดีจะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูง รวมถึงทําการ
คัดเลือกแหล่งคาร์บอนที่เป็นวัสดุเศษเหลือจะทําให้ต้นทุนในการผลิตต่ําลง ซึ่งอาจจะช่วยให้สามารถ
แข่งขันกับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีได้ 
 1.3.2 แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) แหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความสําคัญ
มากต่อเมตาบอลิซึมของเซลล์ รวมทั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเช่นเดียวกับแหล่งคาร์บอน 
แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ 
  - แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ (organic nitrogen)  
  Gnanamani และคณะ (2010) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ 
beef extract, ยีสต์สกัดและเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium ใช้น้ําตาลซูโครสร้อยละ 1 โดย
น้ําหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากน้ําทะเล 
ตะกอนป่าชายเลน หอยและทรายบริเวณชายหาดในประเทศอินเดีย พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพได้สูงที่สุดเมื่อใช้ยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไอโซเลต ESW Na12s สามารถลดแรงตึงผิว
ได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน้ํากลั่นจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือ 25  มิลลินิวตันต่อเมตร 
  Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ ยูเรีย, เคซีนที่ถูกย่อยด้วย
เอนไซม์จากตับอ่อน , beef extract, ยีสต์สกัด หรือเคซีนไฮโดรไลเซท ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดย
น้ําหนัก ที่มีกลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที พบว่าการเติมยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อ B. subtilis 
SPB1 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
ของยูเรียเป็นร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนัก สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้นเป็น 750 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร 

           Chooklin และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ เนื้อ
วัวสกัด ยีสต์สกัด ยูเรีย ผงชูรส และเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium ใช้ผงแป้งจากเมล็ดขนุน
ร้อยละ 2 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Deinococcus 
caeni PO5 พบว่าเชื้อ D. caeni PO5สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงที่สุดเมื่อใช้ผงชูรสเป็น
แหล่งไนโตรเจน โดยสามารถตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เหลือ 43มิลลินิวตันต่อ
เมตร หลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
  - แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ (inorganic nitrogen) 
            Younis และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อ Bacillus subtilis KO 
เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่มีกากน้ําตาล ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอน และเติม
แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ (NH4)3PO4, C2H8N2O4, CH3COONH4, NaNO3, NH4Cl หรือ 
(NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนัก พบว่าเชื้อ B. subtilis KO ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มากที่สุดเท่ากับ 7.41 กรัมต่อลิตรเมื่อเติม (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน 
  Aparna และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus 
clausii 5B ที่แยกได้จากดินปนเปื้อนน้ํามันปิโตรเลียม เลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal medium ที่มีน้ําตาล
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กลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเติมแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน คือ 
ยีสต์สกัด, เปปโตน, NH4Cl, ยูเรียหรือ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน 
พบว่าเชื้อ B. clausii 5B สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมากท่ีสุดเท่ากับ 2.41 กรัมต่อลิตร เมื่อเติม 
NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจนและสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 53.56 มิลลินิวตันต่อเมตร  
ลงมาอยู่ที่ 29.48 มิลลินิวตันต่อเมตร  

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

1.3.3 แร่ธาตุ (mineral source) ปกติจะมีการเติมแร่ธาตุลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือใช้ในการสร้าง
หรือเป็นองค์ประกอบของสารที่จําเป็นในการดํารงชีวิต แร่ธาตุสําคัญ เช่น ซัลเฟตและฟอสเฟต จุลินทรีย์
ใช้ในการสังเคราะห์กรดอะมิโน แร่ธาตุนอกจากจะเป็นปัจจัยที่จุลินทรีย์ต้องการใช้เพ่ือการเจริญเติบโต
แล้วยังมีผลในการยับยั้งหรือกระตุ้นการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
  Wei และคณะ (2007) ศึกษาผลของการใช้แร่ธาตุ 5 ชนิดเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ได้แก่  K+, Fe2+, Mg2+, Mn2+ และ  Ca2+ ต่อการผลิต surfactin จากเชื้ อ  Bacillus subtilis ATCC 
21332 โดยใช้กลูโคสและ NH4NO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตามลําดับ อาหารเลี้ยงเชื้อ   พีเอช 
7 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ชุดควบคุมเป็นอาหารที่มีแร่ธาตุ
ทั้ง 5 ชนิด ทําการทดสอบผลของแร่ธาตุแต่ละตัวต่อการผลิต surfactin โดยไม่เติมแร่ธาตุที่ต้องการ
ทดสอบลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เติม K+ เชื้อมีการเจริญและการผลิต surfactin จะ
ลดลงอย่างมีนัยสําคัญ และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไม่เติม Mg2+ เชื้อจะไม่ผลิต surfactin เลย แสดงว่า Mg2+ 
และ K+ ส่งผลต่อการผลิตอย่างมีนัยสําคัญ จากนั้นศึกษาปริมาณและอัตราส่วนระหว่างแร่ธาตุทั้งสองต่อ
การผลิต surfactin พบว่าเมื่อใช้ปริมาณและอัตราส่วนของ Mg2+ ต่อ K+ 3:1 เชื้อ B. subtilis ATCC 
21332 สามารถผลิต surfactin เพ่ิมเป็นสองเท่า แสดงว่าปริมาณ Mg2+ ที่เติมในอาหารเลี้ยงเชื้อควรเป็น 
3 เท่าของปริมาณ K+ ขณะเดียวกันเมื่อดูผลของอัตราส่วนที่เท่ากันของ Mg2+ และ K+ เช่นที่อัตราส่วน 
1:1, 2:2, 3:3 จะให้ผลผลิตต่างกันแสดงว่าปริมาณเป็นตัวแปรสําคัญในการผลิต surfactin โดยเชื้อ B. 
subtilis ATCC 21332 เช่นกัน  
 1.3.4 พีเอช (pH) พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความสําคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์มาก 
เนื่องจากการเจริญของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ถูกควบคุมโดยกระบวนการเมตาบอลิซึมและการ
ทํางานของเอนไซม์ที่มีผลกระทบจากค่าพีเอช โดยทั่วไปค่าพีเอชที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์แต่ละชนิดแตกต่างกันไป ราและยีสต์จะเจริญได้ดีในช่วงพีเอชค่อนข้างต่ํา แต่แบคทีเรียจะเจริญ
ได้ดีในช่วงพีเอชที่มีค่าเป็นกลาง องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นปัจจัยสําคัญที่ทําให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในระหว่างการเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากจุลินทรีย์จะมีการย่อยสลายสารอาหารที่เป็นแหล่ง
พลังงาน ถ้าในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่เป็นโปรตีนและไนโตรเจน เมื่อถูกย่อยสลายจะปลดปล่อย
สารที่เป็นแอมโมเนีย หรืออัลคาไลน์อ่ืนๆ ออกมาทําให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าสูงขึ้น (Park and 
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Lee, 1998; Nagal and Jain, 2010) แต่ถ้าในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่เป็นคาร์โบไฮเดรต เมื่อถูก
ย่อยสลายจะเกิดกรดอินทรีย์ขึ้นทําให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้ อลดลง (Zhao et al., 2009) พีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปจะส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย์  
  Najafia และคณะ (2010) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus mycoide ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ําตาลซูโครสความเข้มข้น  ร้อยละ 1 
โดยน้ําหนักและ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามลําดับ ปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ
เท่ากับ 7 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที พบว่าเชื้อเจริญได้ที่พีเอช
ในช่วง 5-9 และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่พีเอช 7.37 สามารถลดแรงตึงผิวได้ต่ําที่สุดที่ 34 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร 

El-sersy (2012) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากเชื้อ Bacillus subtilis N10 เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีน้ําตาลกลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ําหนัก
เป็นแหล่งคาร์บอน และ (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.7 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วย
ความเร็ว 240 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่พีเอช 
5-9 ตามลําดับ พบว่าเชื้อ B. subtilis N10 เจริญเติบโตและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อปรับ
พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 7 โดยให้ค่า EA สูงที่สุด เท่ากับร้อยละ 86 แต่เมื่อพีเอชเริ่มต้น
ของอาหารเลี้ยงเชื้อต่ํากว่า 6 พบว่ากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวจะลดลงอย่างรวดเร็ว 
  1.3.5 อุณหภูมิ (temperature) จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการอุณหภูมิในการเจริญแตกต่างกัน  
ถ้าจุลินทรีย์เจริญในอุณหภูมิที่เหมาะสมจะเจริญได้เร็วและอุณหภูมิมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียโดยขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ของเชื้อด้วย เชื้อ Bacillus subtilis N10 จะผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยให้ค่า EA มากกว่าร้อยละ 80 
(El-sersy, 2012) เป็นต้น  

Abushady และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต surfactin จาก 
Bacillus subtilis BBk 1 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ําตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนักเป็น
แหล่งคาร์บอน และ (NH4)NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซียสตามลําดับ เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 
พบว่าเชื้อผลิต surfactin สูงสุดเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูง
กว่า 30  องศาเซลเซียส ผลผลิต surfactin ลดลงอย่างรวดเร็วจนถึง 55 องศาเซลเซียสเชื้อจะไม่มีการ
ผลิต surfactin 
  Gogotov และ Miroshnikov (2009) ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 20, 30 และ 40 องศา
เซลเซียส ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus licheniformis VKM B-511 ที่เลี้ยงใน
อาหาร mineral medium ใช้ kerosene ร้อยละ 0.5 โดยน้ําหนักและ NaNO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนตามลําดับ พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เท่ากับ 0.8 กรัมต่อลิตรและให้ค่าความสามารถในการคงตัวของอิมัลชันเท่ากับร้อยละ 41  
 1.3.6 การกวนและการให้อากาศ (agitation and aeration) การกวนและการให้อากาศเป็นการ
เพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์เพ่ือนําไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม นอกจากนี้ยังเป็นการช่วย
ให้จุลินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอยสามารถดูดซึมปริมาณออกซิเจนเพ่ือนําไปใช้ประโยชน์ได้มากข้ึน (Desai 
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and Banat, 1997) ส่วนการกวนมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้จุลินทรีย์และสารอาหารกระจายตัวอย่างสม่ําเสมอ 
ช่วยลดขนาดของฟองอากาศให้เล็กลงทําให้มีผิวสัมผัสระหว่างอากาศกับจุลินทรีย์มากข้ึน 
  Yeh และคณะ (2006) ศึกษาผลของการกวนและการให้อากาศต่อการผลิต surfactin 
จากเชื้อ Bacillus subtilis ATCC 21332 โดยใช้กลูโคสและ NH4NO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน
ตามลําดับ พบว่าการกวนที่ความเร็ว 300 รอบต่อนาทีและให้อากาศที่ระดับ 1.5 vvm อัตราการผลิต 
surfactin สูงสุดที่ระดับ 190 มิลลิกรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
  Fonseca และคณะ (2007) ศึกษาผลของการกวนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิดลิโปเปปไทด์จากเชื้อ Bacillus subtilis ในอาหาร minimal medium ที่มีน้ําตาลทราย ความเข้มข้น
ร้อยละ 1 โดยน้ําหนักและ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนตามลําดับ ปรับพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7 เขย่าด้วยความเร็วรอบต่างกันคือ 50, 150 และ 250 
รอบต่อนาทีตามลําดับ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการเขย่าด้วยความเร็วรอบ 50 และ 150 รอบต่อนาที 
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใกล้เคียงกัน โดยสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อจาก 66 
มิลลินิวตันต่อเมตร ลงมาอยู่ที่ 39-40 มิลลินิวตันต่อเมตร แต่เมื่อความเร็วรอบเพ่ิมขึ้นเป็น 250 รอบต่อ
นาที สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อได้มากขึ้นจาก 66 มิลลิ-นิวตันต่อเมตร ลงมาอยู่ที่ 35 มิลลิ
นิวตันต่อเมตร 
 
2. กำรเก็บเกี่ยวสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

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

 การเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์จากน้ําหมักจะให้ผลผลิตค่อนข้างต่ํา ตัวอย่างเช่น การสกัดสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากเชื้อ Corynebacter lepus ด้วยตัวทําละลายอินทรีย์จะให้ผลผลิตร้อยละ 20-25 ปัจจัยที่
สําคัญในการสูญเสียผลิตภัณฑ์ขึ้นอยู่กับขั้นตอนการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ที่เหมาะสม ถ้าเก็บเกี่ยวได้ผลผลิต
ร้อยละ 30-50 จะสามารถลดค่าใช้จ่ายสองหรือสามเท่าของต้นทุนทั้งหมด (Kosaric, 2001) ดังนั้นการ
เก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากน้ําหมักหรืออาหารเลี้ยงเชื้อ จึงจําเป็นต้องพิจารณาถึงราคา ความ
คุ้มค่า และความเหมาะสมกับลักษณะงานที่ต้องนําไปใช้ต่อไป เนื่องจากจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ออกมาในความเข้มข้นที่ไม่สูงมากนัก  

ปัจจัยที่มีผลต่อการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ มีหลายปัจจัยซึ่งจะมีผลต่อต้นทุนการเก็บ
เกี่ยวผลิตภัณฑ์ เช่น ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์จากการหมัก ลักษณะของอาหารเลี้ยงเชื้อหรือน้ําหมัก 
(pH, viscosity และ complexity) ลักษณะของผลิตภัณฑ์ (น้ําหนักโมเลกุล ความสามารถในการละลาย 
ประจุ สารที่อยู่ภายในเซลล์ หรือ หลั่งออกมานอกเซลล์) ผลผลิตที่ได้จากการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ ความ
บริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ และความง่ายในการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์ ต้นทุนในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิว
สามารถลดลงโดยเพ่ิมผลผลิตของผลิตภัณฑ์ 

วิธีส่วนใหญ่ที่ใช้ในการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกรณีที่เป็นการเก็บเกี่ยวแบบกะ 
(batch recovery) เช่น ตกตะกอนด้วยกรด  (acid precipitation) สกัดด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ 
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(solvent extraction) การตกผลึก (crystallization) ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium 
sulfate precipitation) วิธีการเก็บเกี่ยวเหล่านี้สามารถนําคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใช้
ประโยชน์ เช่น surface activity หรือ ความสามารถในการเกิดไมเซลล์ หรือ vesicles   

โดยปกติการเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการสกัดด้วยตัวทําละลายอินทรีย์ ตัวทําละลาย
ที่ ใช้ประกอบด้วย chloroform-methanol และ dichloromethane-methanol, butanol, ethyl 
acetate, pentane และ hexane    

Trehalose lipid ผ ลิ ต ได้ ห ล า ย ช นิ ด จ า ก  Mycobacterium spp. แ ล ะ  Arthrobacter 
paraffineus trehalose corynomycolates แ ล ะ  tetraesters ผ ลิ ต จ า ก  Rhodococcus 
erythropolis, mono-, di-แ ล ะ  p e n ta -sa c ch a r id e  l ip id s  ข อ ง  A . p a ra ffi n e u s  แ ล ะ 
N.corynebacterioids , cellobiose lipids ผลิตจาก Ustilago spp., sophorolipid จาก ยีสต์หลาย
ชนิด, liposan จาก Candida lipolytica และ rhamnolipids ของ Pseudomonas spp. ซึ่งเป็น
ตัวอย่างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เก็บเกี่ยวโดยวิธีการสกัดด้วยตัวทําละลาย (Kosaric, 2001) 
 สําหรับการสกัดไกลโคลิปิดที่ผลิตจาก Torulopsis bombicola (Cooper and Paddock, 
(1984) Torulopsis petrophilum (Cooper et al., 1983) และ Torulopsis apicola (Hommel et 
al., 1987) เป็นการสกัดด้วย ethyl acetate โดยการแช่เย็น หลังจากการดูดซับบนถ่าน สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจาก Pseudomonas aeruginosa จะมีการเก็บเกี่ยวในลักษณะที่คล้ายกัน ยกเว้น การสกัดจะใช้ 
acetone ไกลโคลิปิดที่ ผลิตโดย  Ustilago maydis (Hewald  et al., 2005) และ mannosylery-
thritol lipid ผลิตจาก Candida spp. (Bhardwaj et al., 2013) เป็นตะกอนที่มีน้ํามันมาก เมื่อปั่น
เหวี่ยงแล้วจึงต้องสกัดในอีเทอร์ เอทานอล หรือเมทานอลต่อไป 
 ไกลโคลิปิดที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa และ Ustilago zeae จะมีการเก็บเกี่ยว
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีการตกตะกอนด้วยกรด (acid precipitation) ที่อุณหภูมิต่ําไกลโค-   ลิปิด
จากจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ และแรมโนลิปิดจาก P. aeruginosa และ Candida lipolytica จะมีการเก็บ
เกี่ยวด้วยวิธี acidification โดยการสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม-เมทานอล เมื่อไม่นานมานี้มีการสกัด cell-
bound ของ bioemulsifier จาก Saccharomyces cerevisiae ที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ใน 
buffer ที่ประกอบด้วย potassium metabisulfite โดยการตกตะกอนโดยใช้ เอทานอล -อะซิติก ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส บ่มข้ามคืน (Desai and Banat, 1997) 
 
3. คุณสมบัติและกำรประยุกต์ใช้งำนสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 
 เนื่องจากจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ทําให้โครงสร้างทางเคมี 
คุณสมบัติและหน้าที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิดแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดและโครงสร้างของ
สารลดแรงตึงผิวที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้นมา 
 3.1 เพ่ิมพ้ืนที่ผิวสารตั้งต้นที่ไม่ละลายน้ําหรือละลายน้ําต่ําแบคทีเรียที่ เจริญในบริเวณที่มี
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนมีการเจริญแบบจํากัดเนื่องจากแรงตึงระหว่างผิวของน้ําและน้ํามัน (Banat et 
al., 2010) ซึ่งในระบบเปิด เช่น แหล่งน้ําที่มีการปนเปื้อนคราบน้ํามัน มีจํานวนของจุลินทรีย์ไม่เพียงพอต่อ
การอิมัลซิไฟด์น้ํามันให้มีประสิทธิภาพ นอกจากนี้น้ํามันที่ถูกอิมัลซิไฟด์ที่กระจายอยู่ในน้ําก็ไม่เพียงต่อการ
นําไปใช้สําหรับการเจริญของจุลินทรีย์ที่ผลิตอิมัลซิไฟด์เออร์ ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวซึ่งมีสมบัติเป็นสารที่ทํา
ให้เกิดอิมัลชันจึงมีความจําเป็นในการย่อยสลายคราบน้ํามันที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ําเพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวของ
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น้ํามันโดยการทําให้เกิดอิมัลชัน ทําให้เซลล์สัมผัสกับน้ํามันแล้วนําไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่ง
คาร์บอนได้ดียิ่งข้ึน (Ron and Rosenberg, 2001) 
 3.2 เพ่ิม bioavailability ของสารตั้ งต้นที่ ไม่ละลายน้ํ า  เหตุผลหลักที่ทําให้สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนย่อยสลายได้ยาก คือ มีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา และถูกดูดซับอยู่ในพ้ืนผิว เช่น 
ถูกดูดซับในดิน จึงทําให้จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนนําสาร
ดังกล่าวไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนได้ยาก (Ron and Rosenberg, 2001) ซึ่งสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพสามารถเพ่ิมการเจริญของเชื้อในสารตั้งต้นที่ถูกดูดซับโดยการชะสารออกจากพ้ืนผิวหรือเพ่ิม
ความสามารถการละลายน้ําของสารดังกล่าว (Pacwa-Plociniczak et al., 2011) 
 3.3 กําจัดโลหะหนัก สาร rhamnolipid มีความสามารถในการกําจัดแคดเมียม, ตะกั่ว และ
สังกะสีจากดิน (Wang and Mulligan, 2009) ซ่ึงกลไกในการในการกําจัดโลหะหนักของ rhamnolipid 
คือ การเกิดสารประกอบเชิงซ้อนของ rhamnolipid และแคดเมียม และการทํ าปฏิกิริยาของ 
rhamnolipid ต่อผนังเซลล์ของจุลินทรีย์ ทําให้จุลินทรีย์นําโลหะหนักเข้าสู่เซลล์ นอกจากนี้โพลีแซคคา
ไรด์ซึ่งเป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดโพลีเมอริกสามารถจับกับโลหะหนักและทําให้เกิดการตกตะกอนของโลหะ
หนัก เช่น การจับกับยูเรเนียมของ emulsan จาก Acinetobacter calcoaceticus (Uzoigwe et al., 
2015) 
 3.4 บทบาทของอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีต่อฟิล์มชีวภาพ (Biofilm) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
น้ําหนักโมเลกุลสูงหรืออิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งสามารถถ่ายทอดสู่จุลินทรีย์
ชนิดอ่ืนได้ พบว่า alasan จาก Acinetobacter radioresistens KA53 สามารถจับกับพ้ืนผิวเซลล์ของ
เชื้อ Sphingomonas paucimobilis EPA505 และ A. calcoaceticus RAG-1 และเปลี่ยนแปลงพ้ืนผิว
เซลล์ของเชื้อดังกล่าว ซึ่งการถ่ายทอดดังกล่าวเกิดขึ้นหลังจากบ่มเซลล์ผู้รับกับอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ 
นอกจากนี้ เมื่อเลี้ยงเชื้อ A. radioresistens KA53 ร่วมกับ A. calcoaceticus RAG-1 พบว่า  alasan 
หลั่งออกมาจาก A. radioresistens KA53 แล้วจับกับเซลล์ผู้รับ คือเชื้อ A. calcoaceticus RAG-1 
(Osterreicher-Ravid et al., 2000) การถ่ายทอดอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพของแบคทีเรียจากสายพันธุ์หนึ่ง
ไปยังอีกสายพันธุ์หนึ่งแสดงให้เห็นถึงการอยู่รวมกันของจุลินทรีย์  การร่วมกลุ่ม และการเกิดฟิล์มชีวภาพ 
(Ron and Rosenberg, 2001) 

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

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

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

วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
3.1 เพือ่คัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้จากทะเล  
3.2 เพื่อศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
3.3 เพ่ือวิเคราะห์องค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ 
3.4 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ในการบําบั ดสภาพแวดล้อมที่

ปนเปื้อนน้ํามัน 

ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
คัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอย่างตะกอนดิน

ทะเล และน้ําทะเลบริเวณท่าเรือปากเมง  และท่าเรือหาดยาว จ.ตรัง  ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลาย
คราบน้ํามันที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
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ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
ได้เชื้อแบคทีเรียและทราบสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่คัดแยกได้จาก

ตะกอนดินทะเล และน้ําทะเล ทราบองค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แยกได้ 
รวมทั้งทราบประสิทธิภาพในการย่อยสลายคราบน้ํามันที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
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บทท่ี 2 

วัสดุ อุปกรณ์ วิธีกำรวเิครำะห์และวิธีกำรทดลอง 
 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างตะกอนดิน 

สุ่มเก็บตัวอย่างตะกอนดิน น้ําทะเล บริเวณที่มีการปนเปื้อนน้ํามันในบริเวณท่าเรือหาดปากเมง 
ท่าเรือหาดยาว โดยกระจายให้ครอบคลุมทั่วทั้งบริเวณๆ ละ 5 - 10 จุด เก็บที่ความลึก 0 - 5 ซม. จากผิว
ดิน ก่อนเก็บตัวอย่างดินต้องกวาดเศษพืชหรือวัสดุที่อยู่ผิวหน้าดินออกเสียก่อน นําดินทุกจุดใส่รวมกันใน
ถุงพลาสติกหรือภาชนะที่เตรียมไว้  เก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส  และนําตัวอย่างดินมาทํา
การแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในห้องปฏิบัติการ 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

- Nutrient agar (NA) และ Nutrient broth (NB) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): เนื้อวัวสกัด3; 
เปปโตน 5; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ํากลั่น (สําหรับ Nutrient agar เติม agar 15 กรัม)      

- Mineral salt medium (MSM) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): K2HPO4 0.8; KH2PO4 0.2; 
CaCl2 0.05; MgCl2 0.5; FeCl2 0.01; (NH4)2SO4 1.0; NaCl 5.0; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ํากลั่น 
และปรับ pH เท่ากับ 7.0 (Noparat et al., 2014) 
 
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. การวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย   

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

 
2. การวัดค่าพีเอช 

นําตัวอย่างน้ําหมักมาปั่น เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิ                                 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นําสารละลายส่วนใสที่ได้มาปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตรวจวัดค่า   พีเอช
ของสารละลายส่วนใสโดยใช้เครื่องวัดพีเอช 

 
3. การวัดค่าแรงตึงผิวโดยเครื่อง Ring tensiometer   

นําตัวอย่ างน้ํ าหมักมาปั่ น เหวี่ยงเซลล์ที่ ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิ                             
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที นําสารละลายส่วนใสปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ในกระจกนาฬิกา วาง
บนแท่นวาง จุ่มลวดทองคําขาวลงไปในสารละลายแล้วค่อยๆ ดึงลวดขึ้น จนถึงรอยต่อระหว่างของเหลว
และอากาศ (liquid-air layer interface) ค่าแรงตึงผิวที่ทําให้ขดลวดแยกออกจากของเหลวเป็นค่าแรงตึง
ผิวของของเหลวที่วัดได้มีหน่วยเป็นมิลลินิวตันต่อเมตร (Bodour and Maier, 1998) 
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4. การทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชันด้วยวิธี Emulsification activity 
เติมน้ํามันที่ต้องการทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ที่อยู่ใน

หลอดทดลอง ผสมให้ เข้ากันด้วย vortex mixer นาน 2 นาที  แล้วทิ้ งไว้ 10 นาที  คํานวณหาค่า 
emulsification activity (EA) (Cooper and Goldenberg, 1987) 

 
EA     =            ความสูงของ emulsion ที่เกิดขึ้น × 100 
                            ความสูงทั้งหมดของสารละลาย 
 

 
วิธีกำรทดลอง 
1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก  ตัวอย่างดิน 

ใส่ตัวอย่างดิน 1 กรัม ลงใน NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขย่าเป็นเวลา 10 วินาที ปิเปตสารละลายส่วนใส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา  spread plate บนอาหาร 
NA ที่มีน้ํามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ําหนักเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 
4-5 วัน สุ่มเลือกโคโลนีที่สามารถเจริญได้บนอาหารดังกล่าวมา streak บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ํามัน
ปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก ให้ได้เชื้อแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวๆ นําเชื้อแบคทีเรียที่เลือกได้เลี้ยงในอาหาร 
Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง แล้วเก็บเชื้อท่ีได้ในอาหาร NB ที่มีกลีเซอรอลร้อยละ 30 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2.การเตรียมกล้าเชื้อ 

นําเชื้อที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตรร้อยละ 5 โดยน้ําหนัก เลี้ยง
ในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา วัดการเจริญเติบโตของเชื้อตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น และปรับ
ความเข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้มีค่า OD660 เท่ากับ 0.5 

 
3.การทํา primary screening 

ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 2 ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่มี
น้ํามันปาล์มความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ําหนักและอาหาร MSM ที่มีน้ําตาลกลูโคสร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลานําเชื้อ
แบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกันโดยแบ่งเป็น 

- เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้ในอาหาร MSM ที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ํา นําไปสกัดน้ํามันออก
ด้วยเฮกเซนในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ไปปั่นเหวี่ยงโดยใช้ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี

- เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ํา นําไปปั่นเหวี่ยงโดยใช้
ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

จากนั้นนําส่วนใสที่ได้ ทดสอบ drop-collapsing test ตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น เลือกเชื้อที่
พบกิจกรรมการลดแรงตึงผิวที่มีความกว้างของเส้นผ่านศูนย์กลาง 4 - 5 มิลลิเมตร เพ่ือคัดเลือกในขั้นตอน
ต่อไป 
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4. การทํา secondary screening 

ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้างต้นร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่มี
น้ํามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก และอาหาร MSM ที่มนี้ําตาลกลูโคสร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วิเคราะห์การผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวัดค่าแรงตึงผิวและค่า EA ตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้นเลือกเชื้อที่มีกิจกรรมการลด
แรงตึงผิวที่ดีที่สุดจํานวน 20 ไอโซเลตเพื่อใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 
 
5. ศึกษาการทดสอบประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อการยอยสลายน้ํามันปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
             การทดสอบโดยการทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน [Emulsifcation activity (%EA) และ 
Emulsifcation Index (%EI)] ปิเปตน้ํามันที่ต้องการทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดที่มีส่วนใส 
(supernatant) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสารเป็นเวลา 2 นาที แล้วตั้งทิ้งไว้เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นทําการวัดความสูงของของเหลวทั้งหมด และของเหลวที่เกิดอิมัลชันด้วยเวอร์เนียร์
คาลิปเปอร์ ทําการบันทึกผลความคงตัวของการเกิดอิมัลชัน และคํานวณ% กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน ค่าที่
ได้เรียกว่า %EA และตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลความคงตัวของการเกิดอิมัลชัน และคํานวณ
กิจกรรมการเกิด อิมัลชัน(%) ค่าท่ีได้เรียกว่า %EI  
  
6. การเทียบเคียงสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 

โดยส่งวิเคราะห์ที่ศูนย์เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ วิทยาเขตหาดใหญ่ 
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บทท่ี 3 

ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 
1. กำรแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 
 
         การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตะกอนดินทะเลและน้ําทะเลที่
ปนเปื้อนคราบน้ํามัน  บริเวณท่าเรือปากเมง ท่าเรือเกาะลิบง  และท่าเรือหาดยาว  จากการคัดแยกเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral salt medium (MSM) ซึ่งม ีน้ํามันกาด 2 เปอรเซ็นต (ปริมาตรโดย
ปริมาตร) เปนแหลงคารบอน จากการศึกษาสามารถแยกเชื้อ แบคทีเรียไดทั้งหมด 31 ไอโซเลท เมื่อนํา
เชื้อทั้ง 31 ไอโซเลต มาทดสอบการติดสีแกรมพบวา ทั้ง 31 ไอโซเลต เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 25     
ไอโซเลต  เป็นแกรมบวก 6   ไอโซเลต ดังตารางที่ 1 
ตารางที่ 1 ลักษณะแกรมของไอโซเลทต่างๆ 
สถำนที ่ ไอโซเลต ลักษณะโคโลนีบนอำหำรเลี้ยง

เชื้อ 
ผลกำรติดสีแกรมและ
ลักษณะรูปร่ำง 

ท่าเรือปากเมง PM01 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมลบ รูปกลม 
 PM02 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปแท่ง 
 PM03 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมบวก รูปแท่ง 
 PM04 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปแท่ง 
 PM05 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปแท่ง 
 PM06 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
 PM07 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
 PM08 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมบวก รูปแท่ง 
 PM09 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปกลม 
 PM10 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปกลม 
ท่าเรือหาดยาว HY01 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปกลม 
 HY02 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมบวก รูปแท่ง 
 HY03 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมลบ รูปกลม 
 HY04 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปกลม 
 HY05 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปกลม 
 HY06 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปกลม 
 HY07 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมบวก รูปแท่ง 
 HY08 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปแท่ง 
 HY09 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปแท่ง 
 HY10 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
 HY11 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปแท่ง 
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 HY12 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
ท่าเรือเกาะลิบง LB01 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมบวก รูปแท่ง 
 LB02 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
 LB03 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปกลม 
 LB04 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปกลม 
 LB05 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมบวก รูปแท่ง 
 LB06 โคโลนีสีขาวขุ่น เป็นมันเยิ้ม แกรมลบ รูปกลม 
 LB07 โคโลนีสีส้มนูน  เป็นจุดเล็กๆ แกรมลบ รูปกลม 
 LB08 โคโลนีสีขาวครีม เป็นฝ้าบางๆ แกรมลบ รูปแท่ง 
 LB09 โคโลนีสีเหลืองเข้ม ขอบเรียบ แกรมลบ รูปแท่ง 
 
 

 จากการแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตัวอย่างตะกอนดินทะเล  
น้ําทะเลจากท่าเรือปากเมง  ท่าเรือเกาะลิบง  และท่าเรือหาดยาว โดยเก็บตัวอย่างทั้งหมดจํานวน 31  
ตัวอย่าง นําตัวอย่างมาแยกเชื้อโดยเจือจางใน NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 จากนั้นปิเปตส่วนใสของน้ํา
เลี้ยงเชื้อมา spread plate บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ํามันปาล์มความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ําหนักเป็น
แหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±3ºC) เป็นเวลา 3 - 5 วัน สุ่มเลือกโคโลนีมา streak บนอาหาร 
MSM agar ที่มีน้ํามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก ให้ได้เชื้อโคโลนีเดี่ยว เลือกเชื้อที่มีลักษณะโคโลนี
แตกต่างกันและสุ่มเลือกเชื้อให้มากที่สุดเพ่ือเป็นตัวแทนที่ดีของตัวอย่าง  
  นําเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มาทํา primary screening โดยเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลอง ที่บรรจุ
อาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนคือน้ํามันปาล์ม ปริมาตร 5 มิลลิลิตรเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมงจากนั้นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกด้วยความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที นําส่วนใสที่ได้ไปกําจัดน้ํามันออกโดยการสกัดด้วยเฮกเซนปริมาตรเท่ากับส่วนใส ทํา
การสกัด 2 ครั้ง ตรวจหากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี oil displacement place test  

เมื่อวัดกิจกรรมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมทั้งหมดจํานวน 31 
ไอโซเลตโดยมีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจํานวน 10 ไอโซเลต  

จากนั้นนํ าเชื้อแบคที เรียที่ ผ่านการคัดเลือกเบื้องต้นทั้ ง 10 ไอโซเลตมาทํา secondary 
screening โดยเลี้ยงเชื้อในหลอดทดลองที่บรรจุอาหาร MSM ที่มีแหล่งคาร์บอนเป็นน้ํามันปาล์มปริมาตร 
10 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาวัดค่าแรงตึงผิวและ
ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) แล้วนําส่วนใสที่ได้ไปกําจัดน้ํามันออกโดยการสกัดด้วยเฮกเซน
ปริมาตรเท่ากับส่วนใส ทําการสกัด 2 ครั้ง คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถลดแรงตึงผิวได้ดีที่สุดจํานวน 
10 ไอโซเลท ได้แก่ PM05 PM06 PM08 HY02 HY03 HY05 HY08 LB03 LB05 LB09 (ตารางที่ 2) จาก
การย้อมแกรมพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้พบว่าโดยส่วนใหญ่ เป็นแบคทีเรียแกรมลบสอดคล้องกับ
รายงานของนักวิทยาศาสตร์หลายท่านเช่น Bicca และคณะ (1999), Bodour และคณะ (2003), Batista 
และคณะ (2006), Saimmai และคณะ (2012) และ Saisa-ard และคณะ (2013 ; 2014) ที่พบว่า
แบคทีเรียที่แยกได้จากบริเวณที่มีการปนเปื้อนของน้ํามันหรือผลิตภัณฑ์จากน้ํามันโดยส่วนใหญ่เป็น
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แบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่ขาดแคลนสารอาหารได้
ดีกว่ากลุ่มอ่ืนๆ โดยเชื้อที่เจริญได้ดีที่สุดได้แก่ เชื้อไอโซเลท PM08  ที่แยกได้จากบริเวณท่าเรือปากเมง 
และเชื้อไอโซเลท HY05 ที่แยกได้ท่าเรือหาดยาว โดยมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
(OD660) เท่ากับ 2.85 และ 2.92 ตามลําดับ (ตารางที่ 2) 

เชื้อแบคทีเรียที่สามารถลดแรงตึงผิวได้สูงสุด คือเชื้อไอโซเลท PM08 ที่แยกได้จากตะกอนดิน
ทะเลท่าเรือปากเมง และ HY05 ที่แยกได้จากตะกอนดินทะเลบริเวณท่าเรือหาดยาว โดยมีความสามารถ
ในการลดค่าแรงตึงผิวเท่ากับ 15.52 และ 22.39 มิลลินิวตันต่อเมตร เมื่อใช้น้ํามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน 
ตามลําดับ  
ตารางที่ 2 ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง  (surface 
tension reduction: SR) และความสามารถในการเกิดอิมัลชัน (EA) 

สถำนที ่ ไอโซเลต ค่ำ OD EA (%) SR (mN/m) 

ท่าเรือปากเมง PM05 2.95±0.15 45.21±7.25 17.23±1.28 

PM06 3.17±0.12 52.39±8.29 19.56±1.53 

PM08 2.85±0.10 59.23±5.26 15.52±1.18 

ท่าเรือหาดยาว HY02 3.14±0.17 55.26±8.14 20.36±1.45 

HY03 2.85±0.15 50.56±9.75 25.63±1.43 

HY05 2.92±0.18 51.09±9.23 22.39±1.25 

HY08 2.95±0.14 55.36±9.42 27.58±1.26 

ท่าเรือเกาะลิบง LB03 3.14±0.18 57.23±9.52 25.69±1.56 

LB05 3.02±0.12 52.26±9.63 27.39±1.43 

LB09 2.95±0.16 55.08±9.48 25.16±1.36 

 
*OD600 and results represented mean ± standard deviation from triplicate 
determinations 
* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
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2. กำรเทียบเคียงสำยพันธุ์แบคทีเรียไอโซเลท PM08 

นําเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทPM 08 มาศึกษาเพ่ือเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ลําดับเบสของ
ชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Nutrient broth ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี  phenol/chloroform DNA extraction (Ausubel 
et al., 1995) เพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดย
ใช้ Universal primers ในช่วง 8f และ 1492r แล้วทําบริสุทธิ์ชิ้นส่วนยีนที่เพ่ิมจํานวนแล้วด้วย PCR  
purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท จากนั้นนําชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ผ่านการทําบริสุทธิ์
ไปวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis จากนั้นนําไปหาลําดับเบสด้วยเครื่อง DNA Sequencer แล้ว
วิเคราะห์เปรียบเทียบลําดับเบสในฐานข้อมูลของ GenBank (http://www. ncbi. nlm. nih. gov) โดย
ใช้โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nim.gov) นําข้อมูลที่ได้มาสร้างแผนภูมิต้นไม้วงศ์วาน
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ผลของการเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ลําดับเบสของชิ้นส่วน
ยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBankและแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการของเชื้อ
แบคทีเรียไอโซเลท PM 08 กับเชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียงท่ีสุดจากฐานข้อมูลใน GenBank  
 ผลการทดลองพบว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท PM08 มีลําดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกับเชื้อ Bacillus 
oceanisediminis ถึ ง  1 0 0 % จึ ง ส รุ ป ว่ า เชื้ อ  แ บ ค ที เรี ย ไอ โซ เล ท  PM08 คื อ เชื้ อ  Bacillus 
oceanisediminis (Antunes et al., 2014) พบ ได้ทั่ ว ไป ในบริ เวณ ดินที่ ปน เปื้ อนน้ํ า มั นดิบหรือ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Baruah et al., 2017; Dahal et al., 2017; Hamzah et al., 2017) มี
ความสามารถย่อยสลายน้ํามันดิบหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่ง
สามารถอิมัลซิไฟด์น้ํามันดิบทําให้จุลินทรีย์สามารถเข้าถึงและนํามาใช้เป็นแหล่ งอาหารสําหรับการ
เจริญเติบโต (Sazykin et al., 2016) อีกท้ังยังมีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารอิมัลซิไฟ
เออร์ชีวภาพหลายชนิดจากเชื้อ Bacillus oceanisediminis อีกด้วย (Zhao and Wong, 2009; Pirog 
et al., 2013; Pirog et al., 2014; Hoakova et al., 2015)  
 
3. กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิตสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพที่มีคุณสมบัติในกำรยั้บ
ยั้งกำรเจริญของเชื้อรำจำกเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 
 3.1 แหล่งคาร์บอน 
 เมื่ อ เลี้ ยงเชื้ อ  Bacillus oceanisediminis PM08 ในอาหาร minimal salt medium (MSM) 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนที่
ละลายน้ํา คือ น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลทราย กากน้ําตาล และน้ําเสียโรงงานสกัดน้ํามันปาล์ม (WPO) แหล่ง
คาร์บอนที่ไม่ละลายน้ํา ได้แก่ น้ํามันปาล์ม น้ํามันถั่วเหลือง และน้ํามันปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้นร้อยละ 1 
โดยน้ําหนัก โดยมี (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ําหนัก เป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) จากการทดลองพบว่า เชื้อ Bacillus 
oceanisediminis PM08 สามารถเจริญเติบโตได้ในแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ น้ํามันถั่วเหลือง,  
น้ํามันปาล์ม, และ น้ํามันปาล์มใช้แล้ว  โดยสามารถเจริญได้สูงสุด 3.12 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้น้ํามันปาล์มใช้
แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อเปรียบเทียบค่าแรงตึงผิวของสารละลายส่วนใสเมื่อเลี้ยงเชื้อเป็นเวลา  48 
ชั่วโมง พบว่าการเลี้ยงเชื้อโดยมีน้ํามันปาล์มใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง
เชื้อได้มากที่สุดที่ 25.64 มิลลินิวตันต่อเมตร โดยอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าแรงตึงผิวเริ่มต้นเท่ากับ 72 มิลลินิว
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ตันต่อเมตร จากการวิเคราะห์ความสามารถในการเกิดอิมัลชันของสารละลายส่วนใสเมื่อเลี้ยงเชื้อ เป็น 48 
ชั่วโมง เท่ากับร้อยละ 26.68 (ตารางที่ 3) จึงเลือกใช้น้ํามันใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 ในขั้นตอนต่อไป 
 
ตารางที่ 3 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
C-source 
(1%) 

Dry cell  
weight (g/l) 

Surface tension 
reduction (mN/m) 

Emulsification 
activity (%) 

No carbon source   0.07±0.03 3.00±0.63 0 
Soybean oil 2.50±0.05 21.56±0.45 15.56±0.15 
Palm oil 2.86±0.07 22.33±0.75 19.84±0.26 
Used palm oil 3.12±0.06 25.64±0.82 26.68±0.27 

Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 3.2 แหล่งไนโตรเจน 

เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ น้ํามัน
ปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก โดยมีแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ประกอบด้วยแหล่ง
ไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่  เปปโตน และยีสต์สกัด แหล่งไนโตรเจน  อนินทรีย์ ได้แก่ (NH4)2SO4,ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ําหนัก เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิห้อง (30±3 องศา
เซลเซียส) พบว่าเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 เจริญเติบโตได้สูงสุด 3.72 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้
เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ในขณะที่ค่าการลดแรงตึงผิวและความสามารถในการเกิดอิมัลชันสูงสุด
เท่ากับ มี 45.26 มิลลินิวตันต่อเมตร และร้อยละ 52.35 ตามลําดับ  (ตารางที่ 4) โดยมีค่าแรงตึงผิวของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 72 มิลลินิวตันต่อเมตร  จึงเลือกใช้ Peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนสําหรับ
การทดลองขั้นต่อไป  

ตารางที่ 4 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโต การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา โดยเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 

Nitrogen source  
(1%, w/v) 

Dry cell weight 

(g/l) 
Surface tension 

reduction (mN/m) 
Emulsification  

activity (%) 
No N-source   0.05±0.01 1.65±0.14 0 
(NH4)2SO4 2.95±0.02 20.63±0.15 48.35±0.25 
Peptone 3.72±0.03 45.26±0.10 52.35±0.17 
Yeast extract 3.24±0.02 41.25±0.17 48.14±0.38 
 
Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
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4. ผลกำรศึกษำประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยน้ ำมันที่ใช้แล้วและประสิทธิภำพกำรผลิตสำรลดแรงตึงผิว
ชีวภำพโดยจุลินทรีย์ที่คัดเลือกได้ 
 จากการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว โดย  Bacillus 
oceanisediminis PM08 ในอาหาร BSM ที่ใส่น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่ความเข้มข้น 0.1% 
และมีชุดควบคุมคืออาหาร BSM ที่เติมน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ที่ใช้แล้วความเข้มข้น 0.1% แต่ไม่มีการ
เติมแบคทีเรีย Bacillus oceanisediminis PM08 พบว่าแบคทีเรีย Bacillus oceanisediminis PM08 
มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว โดยการหาน้ําหนักที่หายไปของ
น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว (Weight loss) ในอาหาร BSM ที่ใส่น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่
ความเข้มข้น 0.1% เท่ากับ 61.30% ในขณะที่ชุดควบคุมที่ไม่มีการเติม  Bacillus oceanisediminis 
PM08 มีค่า weight loss เท่ากับ 9.25% ที่ผลการทดลองในชุดควบคุมเป็นเช่นนี้น่าจะมีสาเหตุมาจาก
การระเหย หรือการเกิดปฏิกิริยา photochemical oxidation ที่ส่งผลให้น้ําหนักของน้ํามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ใช้แล้วหายไป  ผลการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว ที่
ความเข้มข้น 0.1 0.5 และ 1% และมีชุดควบคุม คือ อาหาร BSM ที่ไม่เติมน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้
แล้ว แต่มีการเติมแบคทีเรีย Bacillus oceanisediminis PM08 พบว่า Bacillus oceanisediminis 
PM08 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ที่ใช้แล้ว โดยการหาน้ําหนักที่หายไปของ
น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว (Weight loss) กับวัดการเจริญเติบโตของยีสต์ควบคู่กัน แสดงดังรูปที่ 1 
ซึ่งจากผลการศึกษานี้กล่าวได้ว่า Bacillus oceanisediminis PM08 สามารถย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ ที่ ใช้แล้วที่ความเข้มข้น 0.5% ได้ดีที่สุดและ Bacillus oceanisediminis PM08 มีการ
เจริญเติบโตสูงที่สุดด้วย ในขณะที่ชุดควบคุมทุกความเข้มข้นแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตน้อยมาก รวมถึง
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องที่ใช้แล้วก็ต่ําเช่นกัน ซึ่งแตกต่างจากรายงานของ 
Mandri และ Lin  ที่แยกเชื้อทีสามารถย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์จากดินที่ปนเปื้อนน้ํามันใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ Bushnell-Haas ที่มีน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว 10% พบว่าสามารถแยกเชื้อที่มี
ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย สูงสุด 3 สายพันธุ์ คือ Acinetobacter calcoaceticum,Pseudomonas 
aeruginosa และ Flavobacterium sp. โดยมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายหลังจากเลี้ยงเชื้อ 28 วันได้ 
84, 71 และ 60% ตามลําดับ  นอกจากนี้เมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ Bacillus oceanisediminis PM08 โดยวัดค่า %EA และ %EI ผลการทดลอง แสดงดังรูปที่ 
1 ซึ่งทําการแปรผันความเข้มข้นน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วในอาหาร BSM ที่ 0.1 0.2 0.3 0.4 และ 
0.5% ผลการทดลองพบว่า Bacillus oceanisediminis PM08 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
และเกิดอิมัลชันต่อน้ํามันรําข้าวได้ดีที่สุดเท่ากับ 61.85 %เมื่อเลี้ยง Bacillus oceanisediminis PM08 
ในอาหารที่มีการเติมน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วความเข้มข้น 0.1% เป็นแหล่งคาร์บอน 
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ตำรำงท่ี 5 กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (%EA) ต่อน้ํามันชนิดต่างๆ 
ชนิดน้ ำมัน %EA 

ควำมเข้มข้นน้ ำมันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว (%) 
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

น้ ำมันถั่วเหลือง 58.72±0.11 45.36±0.01 56.30±0.48 55.26±0.41 57.86±0.28 
น้ ำมันปำลม์ 59.25±0.12 60.35±0.45 58.32±0.23 55.36±0.26 50.56±0.16 
น้ ำมันร ำข้ำว 61.85±0.01 58.25±0.42 50.36±0.42 55.39±0.52 55.95±0.42 
ชุดควบคุม 0 0 0 0 0 
หมายเหต ุชุดควบคุม หมายถึง อาหาร BSM ที่มี Bacillus oceanisediminis PM08 แต่ไม่มีแหล่งคาร์บอน 
%EA หมายถึง ร้อยละกจิกรรมการเกิดอิมัลชันเป็นเวลา 10 นาที 
 

ตำรำงท่ี 6 กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (%EI) ต่อน้ํามันชนิดต่างๆ 
ชนิดน้ํามัน %EA 

ควำมเข้มข้นน้ ำมันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว (%) 
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

น้ ำมันถั่วเหลือง 39.25±0.18 38.59±0.45 38.60±0.42 35.42±0.23 32.05±0.24 
น้ ำมันปำล์ม 48.69±0.16 47.25±0.39 47.02±0.49 45.95±0.28 45.96±0.12 
น้ ำมันร ำข้ำว 45.03±0.11 40.12±0.82 45.26±0.52 40.94±0.56 43.52±0.58 
ชุดควบคุม 0 0 0 0 0 
หมายเหต ุชุดควบคุม หมายถึง อาหาร BSM ที่มีเชื้อ I. orientalis PO 1.2 แต่ไม่มีแหล่งคาร์บอน 
%EI หมายถึง รอ้ยละกิจกรรมการเกิดอมิัลชันเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
 
 

5. กำรศึกษำโครงสร้ำงทำงเคมีของสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพที่สกัดได้ 
5.1 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 
เมื่อตรวจสอบองค์ประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ด้วย FT-IR ซึ่งใช้ในการศึกษาหมู่

ฟังก์ชันของสารตัวอย่าง ผลจาก FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้พบสัญญาณการ
ยืดตัว (stretching) ของ N-H ที่ 3421-3308 cm-1 แสดงถึงการมีเปปไทด์ในโมเลกุล สัญญาณการยืดตัว
ของ CO-N ที่ 1550 cm-1 มาจากหมู่เอมีนของกรดอะมิโน สัญญาณที่ 1652 มาจาก N ที่ต่ออยู่กับ C=O 
สัญญาณที่ 2928, 2958 และ 1467-1159 cm-1 มาจากการยืดตัวของ C-H รูปแบบโดยรวมของ FT-IR 
spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้มีรูปแบบคล้ายกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปบ
ไทด์ที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus methylotrophicus USTBa (Chandankere et al., 2014) และ Bacillus 
simplex (Mani et al., 2016)  
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ภาพที่ 1 Fourier transform infrared spectroscopy spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus oceanisediminis PM08  

 5.2 Thermal analysis techniques 
 เทคนิคการใช้ความร้อนในการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สําคัญในการระบุ
โครงสร้างทางเคมีที่ต้องการศึกษาที่สามารถทําได้อย่างรวดเร็วและมีราคาถูก (Fernandez  et al., 2012) 
และเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห์โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Chandankere et al. 2014) 
จากการศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ A. calcoaceticus CT 03 
โดยใช้ thermogravimetry (TG) และ differential scanning calorimetry (DSC) ผลดังแสดงในภาพที่ 
14 และ 15 ตามลําดับ จากไดอะแกรมของ TG แสดงให้เห็นการย่อยสลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จากความร้อนที่ระดับอุณหภูมิ 30-150 องศาเซลเซียส มีปริมาณการสลายตัว (degradation) ประมาณ
ร้อยละ 4 เมื่อเพ่ิมระดับอุณหภูมิสูงขึ้นถึง 255 องศาเซลเซียส และประมาณร้อยละ 32 เมื่อเพ่ิมระดับ
อุณหภูมิสูงขึ้นถึง 314 องศาเซลเซียส จากนั้นพบว่าการสลายตัวเกิดข้ึนอย่างสมบูรณ์ท่ีระดับอุณหภูมิ 468 
องศาเซลเซียส ลักษณะการสลายตัวดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานของ Chandankere และคณะ (2014) 
ที่ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปบไทด์จากเชื้อ Bacillus methylotrophicus USTBa 
โดยใช้น้ํามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอนเพียงอย่างเดียว จากไดอะแกรม DSC พบว่ามีสัญญาที่ชัดเจนอยู่บริเวณ
อุณหภูมิ 268-284 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับการรายงานของ Chandankere และคณะ (2014) ที่
ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปบไทด์จาก Bacillus methylotrophicus USTBa ซึ่ง
รายงานสัญญาณไดอะแกรม DSC บริเวณ 258-262 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 2 ไดอะแกรม Thermogravimetric ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ PM08 
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บทท่ี 4 

สรุปผลกำรวิจัยและขอ้เสนอแนะ 
สรุปผลกำรวิจัย 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตะกอนดินทะเลและน้ําทะเลที่
ปนเปื้อนคราบน้ํามัน  บริเวณท่าเรือปากเมง ท่าเรือเกาะลิบง  และท่าเรือหาดยาว  จากการคัดแยกเชื้อ
แบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อ Mineral salt medium (MSM) ซึ่งม ีน้ํามันก๊าด 2 เปอรเซ็นต์ (ปริมาตรโดย
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอน จากการศึกษาสามารถแยกเชื้อ แบคทีเรียไดทั้งหมด 31 ไอโซเลต เมื่อนําเชื้อ
ทั้ง 31 ไอโซเลต มาทดสอบการติดสีแกรมพบวา ทั้ง 31 ไอโซเลต เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 25         
ไอโซเลต  เป็นแกรมบวก 6 ไอโซเลต เมื่อเทียบเคียงสายพันธุ์โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการ
เทียบเคียงลําดับของชิ้นส่วนสารพันธุกรรมบริเวณ 16S rRNA พบว่าเชื้อไอโซเลท PM 08 เป็นมีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อ Bacillus oceanisediminis ถึง 100% องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus oceanisediminis  PM08 คือ อาหาร 
MSM ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7.0 โดยใช้น้ําตาลกลูโคสและ (NH4)2SO4 ร้อยละ 4.0 และ 1.0 โดยน้ําหนัก
เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตามลําดับ เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 ชั่วโมง มีค่า
การลดแรงตึงผิวจากการศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว โดย 
Bacillus oceanisediminis PM08 ในอาหาร BSM ที่มีการใส่น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว พบว่า 
Bacillus oceanisediminis PM08 มีประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วที่
ความเข้มข้น0.5% ได้ดีที่สุด คือ 63.60% นอกจากนี้เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 โดยวัดค่ากิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (Emulsification 
activity) ผลการทดลองพบว่า Bacillus oceanisediminis PM08 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ได้ และเกิดอิมัลชันต่อน้ํามันรําข้าวได้ดี ที่สุดเท่ากับ 71.67% เมื่อเลี้ยงเชื้อ Bacillus oceanisediminis 
PM08 ในอาหารที่มีการใส่น้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ ที่ใช้แล้วความเข้มข้น 0.1% เป็นแหล่งคาร์บอน การ
ย่อยสลายน้ํามันเกิดจาก การเมทาบอไลท์  (metabolite) สามารถเมทาบอไลท์ทั้ งคาร์บอนที่ เป็น 
โครงสร้างแบบเส้นตรง (aliphatic) และที่เป็น วงแหวน (aromatic) จากนั้นไฮโดรคาร์บอน จะถูกใช้เป็น
แหล่งพลังงานเข้าสู่ เซลล์ ซึ่งกลไกการใช้ไฮโดรคาร์บอน โดยการดูดซึมอัลเคน เข้าสู่ เซลล์นั้น มี
ความสัมพันธ์กันกับความสามารถของจุลินทรีย์ในการปล่อยสารลดแรงตึงผิว (surfactant) โดยแบคทีเรีย
มีศักยภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวบางชนิดที่เป็นที่น่าสนใจ เช่น โซฟอโรลิพิด (sophorolipid), ลิโพ
ซาน (Liposan), ลิโพมาแนน (Lipomanan) โดยปกติสารลดแรงตึงผิว (surfactant)และอิมัลซิไฟเออร์
(emulsifier) ส่วนใหญ่  ผลิตโดยการสังเคราะห์ทางเคมีอย่างไรก็ตาม  สารลดแรงตึงผิวอาจได้จาก
กระบวนการทางชีวภาพ (biodegradable) นอกจากนี้ในปัจจุบันมลภาวะ จากน้ํามันในทะเลพบทั่วไป
แบคทีเรียสามารถเมแทบอไลซ์ ไฮโดรคาร์บอนนั้น หลังจากที่มีการปนเปื้อนของน้ํามันลงไปในทะเล ยีสต์
จะมีจํานวนเพ่ิมขึ้นจากเดิมที่มี ประมาณ 30-200 เซลล์ต่อมิลลิลิตรเป็น 104 เซลล์ต่อ มิลลิลิตรซึ่งยีสต์ที่
สามารถย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนและปล่อยสารลดแรงตึงผิว คือ  Yarrowia lipolytica Candida 
guilliermondii Candida tropicalis Candida maltose Debaryomyces hansenii แ ล ะ 
Rhodosporidium จากผลการศึกษาทดลองครั้งนี้ ได้แยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ
ย่อย สลายน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้ว อีกทั้งยัง สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้อีกด้วย 
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ฉะนั้นสามารถนํา Bacillus oceanisediminis PM08 นี้ไปใช้ ในการกําจัดหรือบําบัดน้ํามันหล่อลื่น
เครื่องยนต์ที่ ใช้แล้ว ซึ่งถือเป็นการแก้ปัญหาการปนเปื้อนน้ํามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ที่ใช้แล้วในสิ่งแวดล้อม
ได้อย่างมีประสิทธิภาพและเมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบและโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
สกัดได้ด้วย Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Nuclear Magnetic Resonance 
Spectroscopy (NMR)  และ Mass Spectroscopy (MS) พบว่าสารลดแรงตึ งผิวชีวภาพจากเชื้ อ 
Bacillus oceanisediminis PM08 มีกรดอะมิโนและไขมันเป็นองค์ประกอบโดยมีน้ําหนักโมเลกุลเท่ากับ 
1,088 m/z  
 

 
ข้อเสนอแนะ   
1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus 
oceanisediminis PM08 ในถังหมักขนาดใหญ่ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
2. ศึกษาการนําสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus oceanisediminis PM08 ไปประยุกต์ใช้
ในการย่อยสลายคราบน้ํามันปนเปื้อนในระดับท่ีใหญ่ขึ้น 
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