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บทที่ 1 

บทน ำ 

ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 

สารลดแรงตึงผิวสามารถผลิตโดยสิ่งมีชีวิต โดยส่วนใหญ่ผลิตจากจุลินทรีย์ (Microbial surface-
active compound) ซึ่งมีจุลินทรีย์หลากหลายชนิดที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทั้งแบคทีเรีย ยีสต์และรา 
ท าให้โครงสร้างทางเคมี คุณสมบัติและหน้าที่ของสารลดแรงตึงผิวแต่ละชนิดแตกต่างกัน สารลดแรงตึงผิว
สามารถจ าแนกตามน้ าหนักโมเลกุลได้ 2 ประเภท คือ สารที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ า (low-molecular-weight 
compound) หรือเรียกว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ “biosurfactant” คุณสมบัติส าคัญของสารในกลุ่มนี้ คือ 
การลดแรงตึงผิวและแรงตึงระหว่างผิวได้อย่างมีประสิทธิภาพ ส่วนอีกกลุ่มเป็นสารที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง 
(high-molecular-weight compound) หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ (bioemulsifier) 
คุณสมบัติที่ส าคัญของสารกลุ่มนี้ คือ การท าให้เกิดความคงตัวของอิมัลชัน (Banat et al., 2010) ซึ่งอิมัลชัน
เกิดจากของเหลวชนิดหนึ่งกระจายตัวในลักษณะเป็นหยดขนาดเล็กในของเหลวอีกชนิดหนึ่ง เช่น อิมัลชันชนิด
น้ ามันในน้ า (oil-in-water emulsion) หรืออิมัลชันชนิดน้ าในน้ ามัน (water-in-oil emulsion) (Ron and 
Rosenberg, 2002) ปัจจุบันมีการน าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมาใช้ประโยชน์กันอย่างกว้างขวาง เช่น 
อุตสาหกรรมอาหาร ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด ยาและเครื่องส าอาง เพ่ือทดแทนสารอิมัลซิไฟด์เออร์ที่ได้จาก
การสังเคราะห์ทางเคมี และนอกจากนี้ยังใช้ในการควบคุมจุลินทรีย์ทางชีวภาพ (biocontrol) มีรายงานพบว่า
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพบางกลุ่มมีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถน ามาใช้
เพ่ือทดแทนยาที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี (Singh and Cameotra, 2004) สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมี
ข้อดีกว่าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี คือ ย่อยสลายได้อย่างรวดเร็วในธรรมชาติ มีความ
เป็นพิษต่ า และมีความคงตัวในสภาวะอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่างและเกลือความเข้มข้นสูงๆ ได้ (Banat et 
al., 2000) 

เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้หลากหลายชนิดและมีคุณสมบัติที่แตกต่าง
กันทั้งลดแรงตึงผิวและท าให้เกิดความคงตัวของอิมัลชัน ซึ่งแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่สามารถควบคุม
สภาวะในการเลี้ยงได้ง่ายและสามารถใช้แหล่งอาหารที่มีราคาถูกหรือวัสดุเศษเหลือในการเจริญและผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ รวมทั้งศึกษาวิธีการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ ตลอดจนคุณสมบัติของสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่เก็บเกี่ยวได้ ซึ่งเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการประยุกต์ใช้อิมัลซิไฟด์เออร์ที่ผลิตได้เพ่ือ
ทดแทนสารอิมัลซิไฟด์เออร์ที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี 

 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

เพ่ือแยกและคัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีกิจกรรม
ในการอิมัลซิไฟด์สูง ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ วิธีการที่เหมาะสมในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพรวมทั้ง ศึกษาคุณสมบัติ
ของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่เก็บเกี่ยวได้ 

1  



 
2 

 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ได้สายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ ทราบองค์ประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้อและสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากแบคทีเรียที่คัดเลือก
ได ้ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บเก่ียวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพรวมทั้งคุณสมบัติของสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพที่เก็บเกี่ยวได้ 

 
ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

คัดแยกและคัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีกิจกรรม
ในการอิมัลซิไฟด์สูง และศึกษาสภาวะและองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตสาร   
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ รวมทั้งศึกษาวิธีการสกัดสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ ตลอดจนศึกษาคุณสมบัติของสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่เก็บเกี่ยวได้ 
 
นิยำมศัพท์เฉพำะ 
Bioemulsifier สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ คือ กลุ่มสารที่มีสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันหรือสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน ท าให้อิมัลชันคงตัวได้นานขึ้น 
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บทที่ 2 

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
1. สำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกจุลินทรีย์ (Microbial biemulsifiers) 

สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากจุลินทรีย์  หมายถึง กลุ่มสารที่มีสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันหรือ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน ท าให้อิมัลชันคงตัวได้นานขึ้นสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์หลากหลายชนิด เช่น 
แบคที เรีย ราและยีสต์  เป็นสารประกอบ amphipathic ที่ประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่ชอบน้ า 
(hydrophilic) และส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) (ภาพที่ 1) โดยส่วนที่ชอบน้ าจะมีทั้งที่เป็นประจุและไร้
ประจุ ประกอบไปด้วยหมู่ของโมโน (mono-), ได (di-) หรือโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide) และเปปไทด์ 
ส่วนที่ไม่ชอบน้ าจะประกอบไปด้วยสายโซ่ไฮโดรคาร์บอนที่อ่ิมตัวและไม่อ่ิมตัวหรือกรดไขมัน  (Banat et al., 
2010) สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมีโครงสร้างทางเคมีที่หลากหลายขึ้นอยู่กับชนิดและสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่
ผลิต เช่น mannoprotein จากเชื้อ Saccharomyces cerevisiae bioemulsans และ alasan จากเชื้อ 
Acinetobacter sp. liposan จากเชื้อ Candida lipolytica (Ron and Rosenberg, 2002; Shete et al., 
2006) 

 

 
 
ภำพที่ 1: ลักษณะโครงสร้างของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากจุลินทรีย์ 
ที่มำ: Frazer (2000) 
 
2. กำรจัดกลุ่มสำรลดแรงตึงผิวจำกจุลินทรีย์ (Microbial surface-active compounds) 

สารลดแรงตึงผิวจากจุลินทรีย์สามารถจ าแนกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ จ าแนกตามโครงสร้างและ
น้ าหนักโมเลกุล  

2.1 กำรจ ำแนกสำรลดแรงตึงผิวตำมน  ำหนักโมเลกุลเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 
2.1.1   สำรลดแรงตึงผิวน  ำหนักโมเลกุลต่ ำ (Low-molecular-weight compounds) 

หรือเรียกว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ “biosurfactant” คุณสมบัติที่ส าคัญของสารในกลุ่มนี้ คือ การ
ลดแรงตึงผิวและแรงตึงระหว่างผิวได้อย่างมีประสิทธิภาพ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี้  ได้แก่ ไกลโคลิปิด
และลิโปเปปไทด์ ซึ่งนอกจากคุณสมบัติในการลดแรงตึงผิวแล้วสารลิโปเปปไทด์บางชนิดมีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งจุลินทรีย์ด้วย 
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    2.2.2 สำรลดแรงตึงผิวชีวภำพน  ำหนักโมเลกุลสูง (High-molecular-weight compounds) 
หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ “bioemulsifier” เป็นโพลีเมอร์น้ าหนักโมเลกุลสูง

ที่ติดกับพื้นผิวโมเลกุลที่ไม่ชอบน้ าอย่างแข็งแรง ท าให้จุลินทรีย์สามารถอยู่ติดกับสารตั้งต้นที่ไม่ละลายน้ า และ
น าสารตั้งต้นนั้นไปเป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอนได้ดีขึ้น (กุลนรี เพชรรงค์, 2550) คุณสมบัติที่ส าคัญ
ของสารในกลุ่มนี้ คือ มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวน้อย แต่มีความสามารถในการยึดเกาะกับหยดน้ ามัน
หรือมีความสามารถในการป้องกันการรวมตัวกันของหยดน้ ามันได้ดี ซึ่งก่อให้เกิดความคงตัวของอิมัลชันสูง  
โดยความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ก่อให้เกิดอิมัลชันอยู่ในช่วง 0.01-0.001% เมื่อเทียบเป็น
อัตราส่วนระหว่างสารก่อให้เกิดอิมัลชันและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนจะมีค่าอยู่ในช่วงอัตราส่วน  1:100-
1:1000 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี้ ได้แก่ โพลีแซคคาร์ไรด์  โปรตีน  ลิโพโพลีแซคคาไรด์ ลิโพโปรตีน
หรือสารละลายเชิงซ้อน (Ron and Rosenberg, 2002) 

2.2 กำรจ ำแนกตำมโครงสร้ำงของสำรลดแรงตึงผิว สามารถแบ่งกลุ่มสารลดแรงตึงผิวได้ 4 กลุ่ม 
ดังนี้ 

     2.2.1   ไกลโคลิปิด (Glycolipid) 
สารลดแรงตึงผิวที่พบส่วนใหญ่มักอยู่ในกลุ่มนี้ มีโครงสร้างซึ่งประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต/น้ าตาลชนิด

ต่างๆ เช่น rhamnose, trehalose, sucrose และ glucose เชื่อมต่อกับ long chain aliphatic acids หรือ 
hydroxyaliphatic acids สารลดแรงตึงผิวกลุ่มไกลโคลิปิด ที่พบและรู้จักกันดี  ได้แก่  rhamnolipids, 
trehalolipids และ sophorolipids เป็นต้น 

2.2.2 ลิโปเปปไทด์ (Lipopeptide) 
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Bacillus มักผลิตสารลดแรงตึงผิวในกลุ่มลิโปเปปไทด์ โดยมีไขมันจับอยู่กับสายเปป

ไทด ์ซึ่งสารลดแรงตึงผิวกลุ่มนี้นับว่าเป็นสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพสูงสุด และนอกจาก นี้ยังมีสมบัติเป็น
สารยับยั้ งจุลินทรีย์  ตัวอย่างสารกลุ่ม cyclic lipopeptices ในกลุ่มนี้  เช่น  decapeptide anttibitics 
(polymyxins) จากเชื้อ Bacillus polymyxa และแสดงคุณสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวได้อีกด้วย (ปิ่นกาญจน์ 
ราชรักษ์, 2549) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทด์ที่เป็นที่รู้จักอย่างแพร่หลายได้แก่ surfactin ซึ่งเป็น
ลิโปเปปไทด์ที่ต่อกันเป็นวงแหวนผลิตจากเชื้อ Bacillus subtitles ATCC 21332 (Arima et al., 1968) 

2.2.3 ฟอสโฟลิปิด , กรดไขมันและนิวทรัลลิปิด  (phospholipid, fatty acids and 
neutral lipids)  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด phospholipids เป็นสารลดแรงตึงผิวที่เกิดพันธะเอสเทอร์ขึ้นระหว่าง
หมู่แอลกอฮอล์ของลิปิดและฟอสเฟต มีแบคทีเรียและยีสต์หลายชนิดที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ชนิด phospholipids เช่น Aspergillus spp., Thiobacillusthioxidans, Arthrobacter sp. AK-19 และ P. 
aeruginosa (Desai and Banat, 1997) 
 ส าห รั บ ส ารลดแรงตึ งผิ วชี วภ าพ ชนิ ด ก รด ไขมั น และนิ วท รั ล ลิ ปิ ด  เช่ น  ustilagic acid, 
corymormycolic acid, lipotheichoic acid และ hydrophobic protein (Desai and Banat, 1997)  

2.2.4 สำรลดแรงตึงผิวชนิดโพลิเมอร์ริก (polymeric surfactant) 
สารลดแรงตึงผิวชนิดโพลิเมอร์ริก เป็นกลุ่มสารลดแรงตึงผิวที่เกิดขึ้นจากการรวมตัวของหน่วย 

polysaccharide - protein และหน่วยของกรดไขมันซึ่งมีลักษณะเป็นโพลิเมอร์ริกในธรรมชาติ ตัวอย่างของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุ่มนี้ คือ emulsan, alasan และ biodispersan เป็นต้น 
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ภำพที่ 2 โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุ่มต่างๆ 
ที่มำ Banat et al., (2010) 
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ตำรำงท่ี 1: ชนิดและเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
Type of biosurfactant Microorganism 
Trehalose lipids 
 
Rhamnolipids 
 
Sophorose lipids 
 
Glycolipids 
 
Cellobiose lipids  
Polyol lipids  
Diglycosyl diglycerides 
Lipopolysaccharides  
 
Arthrofactin  
Lichenysin A, Lichenysin B 
Surfactin  
Viscosin  
Ornithine, lysine peptides  
 
Phospholipids  
Sulfonylipids  
Fatty acids 
(corynomycolic acids, 
spiculisporic acids, etc.) 
Alasan  
Streptofactin  
Particulate surfactant (PM)  
Biosur PM  

Arthrobacter paraffineus, Corynebacterium spp., 
Mycobacterium spp., Rhodococus erythropolis, Nocardia sp. 
Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomomas sp., Serratia rubidea 
Candida apicola, Candida bombicola, 
Candida lipolytica, Candida bogoriensis 
Alcanivorax borkumensis, Arthrobacter sp., 
Corynebacterium sp., R. erythropolis, Serratia marcescens, 
Tsukamurella sp.  
Ustilago maydis 
Rhodotorula glutinus, Rhodotorula graminus 
Lactobacillus fermentii 
Acinetobacter calcoaceticus (RAG-1), 
Pseudomonas sp., Candida lipolytica 
Arthrobacter sp. 
Bacillus licheniformis 
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus 
Pseudomonas fluorescens  
Thiobacillus thiooxidans, Streptomyces sioyaensis, 
Gluconobacter cerinus 
Acinetobacter sp. 
T. thiooxidans, Corynebacterium alkanolyticum 
Capnocytophaga sp., Penicillium spiculisporum, 
Corynebacterium lepus, Arthrobacter paraffineus, 
Talaramyces trachyspermus, Nocardia erythropolis 
Acinetobacter  radioresistens 
Streptomyces tendae 
Pseudomonas marginalis, Pseudomonas maltophilla 

ที่มำ: ดัดแปลงจาก Mulligan และ Gibbs (1993) 
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3. ปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรเจริญและกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกจุลินทรีย ์
          จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการสารอาหารที่เหมาะสมแตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นพลังงานในกิจกรรมต่างๆ
และใช้ผลิตสารตั้งต้นในกระบวนการสลายพลังงานเพ่ือน าไปผลิตสารประกอบที่เซลล์ต้องการในการเจริญและ
การผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ สูตรอาหารส่วนใหญ่ประกอบด้วย แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนและแร่
ธาตุ นอกจากสูตรอาหารที่เหมาะสมแล้วยังมีสภาวะอ่ืนๆ อีกที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพ เช่น พีเอช อุณหภูมิ การกวนและการให้อากาศ เป็นต้น 
 3.1 แหล่งคำร์บอน (carbon source)  
      แหล่งคาร์บอนส าคัญมากในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ แหล่งคาร์บอนที่ใช้มีทั้งชนิดที่มี
คุณสมบัติละลายน้ าและไม่ละลายน้ า ชนิดที่ละลายน้ า เช่น กลีเซอรอล กลูโคส แมนนิทอลและเอทานอล 
แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า เช่น n-alkanes และน้ ามันมะกอก   แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ 
ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตจึงมีผลต่อคุณภาพและปริมาณของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพเป็นอย่าง
มาก (Abouseoud et al., 2008) 

- แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า 
 Das และคณะ (2009) ศึกษาแหล่งคาร์บอนต่างๆ ได้แก่ กลีเซอรอล แป้ง กลูโคสและซูโครส ที่มีผลใน
การผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยแบคทีเรียที่แยกได้จากทะเล คือ Bacillus circulans พบว่าการใช้ 
กลูโคสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้สูงสุดในปริมาณใกล้เคียง
กัน คือ 1.16 กรัมต่อลิตรและ 0.94 กรัมต่อลิตรตามล าดับ 

Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลซูโครส หรือแป้ง ความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน เติมยูเรีย 
ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Hayder และคณะ (2014) ใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดย
เชื้อ Streptomyces sp. SS20 ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า ได้แก่ ไซโลส แมนนิทอล กลูโคส มอลโตส 
ซูโครส  กลีเซอรอลและแป้ง พบว่าเชื้อ Streptomyces sp. SS20 สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนทุกชนิด
และเจริญได้ดีที่สุด 19 กรัมต่อลิตรเมื่อใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอน โดย Streptomyces sp. SS20 สามารถผลิต
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้ในทุกแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการทดลองและให้กิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันได้ดี
ที่สุดที่ร้อนละ 72 หลังจากการวัดที่เวลา 48 ชั่วโมงเม่ือใช้ซูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

Noparat และคณะ (2014) ศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพจากเชื้อ Ochrobactrum anthropi 2/3 โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าได้ชนิดต่างๆ ได้แก่ น้ าตาล
ทราย กลูโคส กลีเซอรอล กากน้ าตาล และกากดีแคนเตอร์ พบว่าการใช้กากดีแคนเตอร์ความเข้มข้นร้อยละ 
25 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ O. athropi 2/3 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ได้สูงสุด 4.25 กรัม
ต่อลิตร หลังจากเชื้อเป็นเวลา 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการเขย่า 150 รอบต่อนาที 
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- แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า  

   Fagade และคณะ (2009) ศึกษาการใช้ น้ ามันดิบ น้ ามันปาล์ม น้ ามันดีเซลและน้ าตาลกลูโคสความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus sphaericus BS 01, 
Bacillus subtilis BS 03, Bacillus sphaericus BS 04, Bacillus subtilis BS 58, Bacillus pumilus BS 
66, Bacillus licheniformis BS 69, Bacillus subtilis BS 73 และ Bacillus licheniformis BS 102 ที่แยก
จากดินที่มีการปนเปื้อนน้ ามัน โดยใช้อาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่มี NH4Cl เป็นแหล่งไนโตรเจน 
เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที พบว่าเชื้อ B. sphaericus BS 01, B. subtilis BS 03, B. sphaericus 
BS 04, B. pumilus BS 66, B. licheniformis BS 69, B. subtilis BS 73 และ B. licheniformis BS 102 
สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพดีที่สุดเมื่อใช้น้ ามันดิบเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีค่า E24 อยู่ที่ร้อยละ 
30-55 และเชื้อ B. subtilis BS 58 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพดีที่สุดเมื่อใช้น้ ามันดิบหรือน้ าตาล
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยมีค่า E24 เท่ากับร้อยละ 50 

Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งคาร์บอนต่างกัน ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลซูโครส หรือแป้ง ความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนัก และกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นแหล่งคาร์บอน เติมยูเรีย 
ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส พบว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Saimmai และคณะ (2013) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Inquilinus limosus 
KB3 โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร mineral salt medium ที่มีแหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ าได้แก่ น้ ามันปาล์มใช้
แล้ว น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้ว และน้ ามันถั่วเหลือง ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร เขย่าด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าเชื้อ I. limosus KB3 ผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพได้มากที่สุด 0.4 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้น้ ามันหล่อลื่นเครื่องยนต์ใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน  

3.2 แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source)  
แหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความส าคัญมากต่อเมตาบอลิซึมของเซลล์ รวมทั้งการผลิต

สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพด้วยเช่นเดียวกับแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมกับการผลิตสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ 

- แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ (organic nitrogen)  
 Gnanamani และคณะ (2010) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ เนื้อสกัดยีสต์
สกัด และเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium โดยใช้น้ าตาลซูโครสร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่ง
คาร์บอน ในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียที่แยกจากน้ าทะเล ดินตะกอนป่าชายเลน 
หอยและทรายบริเวณชายหาดในประเทศอินเดีย พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้สูงที่สุด
เมื่อใช้ยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยไอโซเลท ESW Na12s สามารถอิมัลซิไฟด์น้ ามันดิบและน้ ามันร าข้าว
ได้ถึงร้อยละ 90 หลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง  
 Ghribi และ Ellouze-Chaabouni (2011) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus subtilis SPB1 โดยใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ ยูเรีย เคซีนที่ถูกย่อยด้วยเอนไซม์จาก
ตับอ่อน เนื้อสกัด ยีสต์สกัด และเคซีนไฮโดรไลเซท ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนัก ที่มีกลูโคส ความ
เข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 
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200 รอบต่อนาที พบว่าการเติมยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน เชื้อ B. subtilis SPB1 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพได้มากที่สุด 720 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของยูเรียเป็นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนัก 
สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพเพ่ิมข้ึนเป็น 750 มิลลิกรัมต่อลิตร 

Chooklin และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่ต่างกัน ได้แก่ เนื้อสกัด   ยีสต์สกัด 
ยูเรีย ผงชูรส และเปปโตน เติมในอาหาร mineral medium ใช้ผงแป้งจากเมล็ดขนุนร้อยละ 2 โดยน้ าหนัก 
เป็นแหล่งคาร์บอน ในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Deinococcus caeni PO5 พบว่าเชื้อ D. 
caeni PO5 สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้สูงที่สุดเมื่อใช้ผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยมีค่าการ
อิมัลซิไฟดน์้ ามันได้ถึงร้อยละ 58 หลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

- แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ (inorganic nitrogen) 
       Younis และคณะ (2010) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์จากเชื้อ B. subtilis KO เลี้ยงเชื้อใน
อาหารเหลวที่มีกากน้ าตาล ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน และเติมแหล่งไนโตรเจนอ
นินทรีย์ที่แตกต่างกัน คือ (NH4)3PO4, C2H8N2O4, CH3COONH4, NaNO3, NH4Cl หรือ (NH4)2SO4 ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนัก พบว่าเชื้อ B. subtilis KO ผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมากที่สุดเท่ากับ 
7.41 กรัมต่อลิตรเมื่อใช้ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน 
 Aparna และคณะ (2012) ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus clausii 5B ที่
แยกได้จากดินปนเปื้อนน้ ามันปิโตรเลียม เลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal medium ที่มีน้ าตาลกลูโคส ความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเติมแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน คือ  ยีสต์สกัด เปปโตน 
ยูเรีย NH4Cl หรือ NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าเชื้อ B. clausii 
5B สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมากที่สุดเท่ากับ 2.41 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้ NH4Cl เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  

Saimmai และคณะ (2013) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน คือ NH4NO3, (NH4)2SO4, 
NaNO3 และ (NH4)Cl ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยกากตะกอนดีแคนเตอร์
ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสาร อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Inquilinus limosus KB3 ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 7.0 เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการเติม NaNO3 เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนโดยมีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันได้สูงสุดร้อยละ 68 และสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ได้ 5.13 กรัม
ต่อลิตร หลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 54 ชั่วโมง 

3.3 พีเอช  
พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อมีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์มาก เนื่องจากการเจริญของ

จุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตต่างๆ ถูกควบคุมโดยกระบวนการเมตาบอลิซึมและการท างานของเอนไซม์ที่มีผลกระทบ
จากค่าพีเอช โดยทั่วไปค่าพีเอชที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิดแตกต่างกันไป ราและ
ยีสต์จะเจริญได้ดีในช่วงพีเอชค่อนข้างต่ า แต่แบคทีเรียจะเจริญได้ดีในช่วงพีเอชที่มีค่าเป็นกลาง องค์ประกอบ
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในระหว่างการเลี้ยง เชื้อ เนื่องจาก
จุลินทรีย์จะมีการย่อยสลายสารอาหารที่เป็นแหล่งพลังงาน ถ้าในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่เป็นโปรตีน
และไนโตรเจน เมื่อถูกย่อยสลายจะปลดปล่อยสารที่เป็นแอมโมเนีย หรืออัลคาไลน์อื่นๆ ออกมาท าให้พีเอชของ
อาหารเลี้ ยงเชื้อมีค่าสู งขึ้น  (Nagal and Jain, 2010) แต่ถ้าในอาหารเลี้ ยงเชื้อมีองค์ประกอบที่ เป็น
คาร์โบไฮเดรต เมื่อถูกย่อยสลายจะเกิดกรดอินทรีย์ขึ้นท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง (Zhao et al., 
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2009) พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เปลี่ยนแปลงไปจะส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสาร อิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพของจุลินทรีย์  

Abushady และคณะ (2005) ศึกษาผลของพีเอชต่อการผลิต surfactin จากเชื้อ Bacillus subtilis 
BBk 1 เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักและ (NH4)NO3 ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดับ ปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 5-9 
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที พบว่าเชื้อ B. subtilis BBk 1 ผลิต 
surfactin สูงสุดที่พีเอช 6.5 โดยผลิตได้มากกว่า 2.5 กรัมต่อลิตร และที่พีเอช 6.5-8.0 ไม่มีผลต่อการผลิต 
surfactin  
 Najafia และคณะ (2010) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ
จากเชื้อ Bacillus mycoide ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักและ 
(NH4)2SO4 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดับ ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อให้เท่ากับ 7.0 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว 180 รอบต่อนาที พบว่าเชื้อเจริญได้ที่พีเอชในช่วง 5-9 
และผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพสูงสุดที่พีเอช 7.37  

El-sersy (2012) ศึกษาผลของพีเอชต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus subtilis N10 เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีน้ าตาลกลูโคส ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยน้ าหนักเป็นแหล่ง
คาร์บอน และ (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.7 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าด้วยความเร็ว 240 
รอบต่อนาที ที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อตั้งแต่พีเอช 5.0-9.0 
ตามล าดับ พบว่าเชื้อ B. subtilis N10 เจริญเติบโตและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 7 โดยให้ค่า EA สูงที่สุด เท่ากับร้อยละ 86 แต่เมื่อพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อต่ ากว่า 6.0 พบว่ากิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์จะลดลงอย่างรวดเร็ว 
 3.4 อุณหภูมิ 

จุลินทรีย์แต่ละชนิดต้องการอุณหภูมิในการเจริญแตกต่างกัน  ถ้าจุลินทรีย์เจริญในอุณหภูมิที่เหมาะสม
จะเจริญได้เร็วและอุณหภูมิมีผลต่อการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อแบคทีเรียโดยขึ้นอยู่กับ
สายพันธุ์ของเชื้อด้วย เช่นเชื้อ Bacillus subtilis N10 จะผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้ดีที่สุดเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยให้ค่า EA มากกว่าร้อยละ 80 (El-sersy, 2012) เป็นต้น  

Abushady และคณะ (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต surfactin จากเชื้อ Bacillus 
subtilis BBk 1 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 4 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน 
และใช้ (NH4)NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 25-60 องศา
เซลเซียสตามล าดับ เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าเชื้อผลิต surfactin สูงสุด
เท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และที่อุณหภูมิสูงกว่า 30 องศาเซลเซียส ผลผลิต 
surfactin ลดลงอย่างรวดเร็วจนถึง 55 องศาเซลเซียสเชื้อจะไม่มีการผลิต surfactin 
 Gogotov และ Miroshnikov (2009) ศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส ต่อ
การผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus licheniformis VKM B-511 ที่เลี้ยงในอาหาร mineral 
medium ใช้ kerosene ร้อยละ 0.5 โดยน้ าหนักและ NaNO3 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดับ 
พบว่าเชื้อสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพสูงที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เท่ากับ 0.8 กรัมต่อ
ลิตรและให้ค่าความสามารถในการคงตัวของอิมัลชันเท่ากับร้อยละ 41  
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3.5 กำรกวนและกำรให้อำกำศ  
การกวนและการให้อากาศเป็นการเพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเม

ตาบอลิซึม นอกจากนี้ยังเป็นการช่วยให้จุลินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอยสามารถดูดซึมปริมาณออกซิเจนเพ่ือ
น าไปใช้ประโยชน์ได้มากขึ้น (Desai and Banat, 1997) ส่วนการกวนมีวัตถุประสงค์เพ่ือให้จุลินทรีย์และ
สารอาหารกระจายตัวอย่างสม่ าเสมอ ช่วยลดขนาดของฟองอากาศให้เล็กลงท าให้มีผิวสัมผัสระหว่างอากาศกับ
จุลินทรีย์มากข้ึน 

Fonseca และคณะ (2007) ศึกษาผลของการกวนต่อการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Bacillus subtilis ในอาหาร minimal medium ที่มีน้ าตาลทราย ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักและ 
NH4NO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.4 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามล าดับ ปรับพีเอชเริ่มต้น
เท่ากับ 7 เขย่าด้วยความเร็วรอบต่างกันคือ 50, 150 และ 250 รอบต่อนาทีตามล าดับ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
พบว่าการเขย่าด้วยความเร็วรอบ 50 และ 150 รอบต่อนาที กิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ได้มีค่า
ใกล้เคียงกัน แต่เมื่อความเร็วรอบเพ่ิมข้ึนเป็น 250 รอบต่อนาที กิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ได้จะ
มีเพ่ิมข้ึน 

4. กำรเก็บเกี่ยวสำรลดแรงตึงผิวชีวภำพ 

การเก็บเกี่ยวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถท าได้หลายวิธี เช่น 
4.1 กำรตกตะกอนด้วยกรด หลังจากเลี้ยงเชื้อได้ตามระยะเวลาที่เหมาะสมน า culture supernatant 

มาตกตะกอนด้วยกรดซึ่งอาจจะใช้กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (Priya and Usharani, 2009) หรือที่ความเข้มข้น 
6 โมลาร์ (Salehizadeh and Mohammadizad, 2009; Zhi-feng et al., 2010) แล้วตกตะกอนข้ามคืนที่ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นหมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนและน าตะกอนที่ได้ล้างด้วยน้ ากลั่นที่มีการปรับพีเอชให้
เท่ากับพีเอชที่ใช้ตกตะกอน หมุนเหวี่ยงอีกครั้ง น าตะกอนมาละลายในน้ ากลั่น ปรับพีเอชให้เป็นกลางด้วย 2 N 
NaOH จากนั้นอาจสกัดต่อด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ (Priya and Usharani, 2009; Salehizadeh and 
Mohammadizad, 2009; Zhi-feng et al., 2010) 

4.2 กำรสกัดด้วยตัวท ำละลำยอินทรีย์ หลังจากเลี้ยงเชื้อได้ตามระยะเวลาที่เหมาะสม น า culture 
supernatant ไปสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น การใช้คลอโรฟอร์ม:เมทานอล (65:15) สกัดสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ B. subtilis CCTCC (Zhi-feng et al., 2010) หรือใช้คลอโรฟอร์มต่อเมทานอลใน
อัตราส่วน 1:1 สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Rhodococcus sp. (Kuyukina et al., 2001) 
หรือใช้คลอโรฟอร์มต่อเมทานอลในอัตราส่วน 2:1 สกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ B. subtilis 27 
และ Bordetella hinizi DAFI (Bayoumi et al., 2010) แล้วแยกชั้นของตัวท าละลายอินทรีย์น าไประเหยตัว
ท าละลายอินทรีย์ออกเพ่ือน าไปท าบริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป  (Kuyukina et al., 2001; Bayoumi et al., 
2010) 

4.3 กำรตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต เป็นวิธีที่นิยมใช้ในการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
พอลีเมอร์ หลังจากเลี้ยงเชื้อได้ตามระยะเวลาที่เหมาะสม น า culture supernatant ไปตกตะกอนโดยเติม
แอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัวที่ความเข้มข้นร้อยละ 45- 65 โดยน้ าหนัก ตั้งไว้ข้ามคืนที่ 4 องศาเซลเซียส จากนั้น
หมุนเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอน น าตะกอนที่ได้มาละลายด้วยน้ ากลั่น น าสารละลายตะกอนไปก าจัดเกลือโดยใช้วิธี 
dialysis จากนั้นน ามาท าแห้งด้วยวิธี lyophilized หรือ freeze dry (Rosenberg et al., 1979; Navon-
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Venezia et al., 1995) แล้วน าไปท าบริสุทธิ์ในขั้นตอนต่อไป ได้แก่ การใช้เทคนิค Gel electrophoresis 
และ size exclusion chromatography เป็นต้น 
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บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีกำรทดลอง 

วัสดุและอุปกรณ์ 
1. ตัวอย่ำงตะกอนดิน 

สุ่มเก็บตัวอย่างดิน น้ าและของเสีย บริเวณที่มีการปนเปื้อนน้ ามันจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มในจังหวัด
กระบี่ จังหวัดสุราษฎร์ธานี จังหวัดสตูลและจังหวัดตรัง โดยกระจายให้ครอบคลุมทั่วทั้งบริเวณๆ ประมาณ 5 - 
10 จุดต่อหนึ่งบริเวณ เก็บที่ความลึก 0 - 5 ซม. จากผิวดิน ก่อนเก็บตัวอย่างดินต้องกวาดเศษพืชหรือวัสดุที่อยู่
ผิวหน้าดินออกเสียก่อน น าดินทุกจุดใส่รวมกันในถุงพลาสติกหรือภาชนะที่เตรียมไว้  เก็บตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ 
4  องศาเซลเซียส  และน าตัวอย่างดินมาท าการแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพใน
ห้องปฏิบัติการ 

 
2.  อำหำรเลี ยงเชื อ 
 - Nutrient agar (NA) และ Nutrient broth (NB) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): beef extract 
3; peptone 5; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ ากลั่น (ส าหรับ Nutrient agar เติม agar 15 กรัม)      
 - Mineral salt medium (MSM) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย (กรัม): K2HPO4 0.8; KH2PO4 0.2; 
CaCl2 0.05; MgCl2 0.5; FeCl2 0.01; (NH4)2SO4 1.0; NaCl 5.0; ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตรด้วยน้ ากลั่น และ
ปรับ pH เท่ากับ 7.0 (Noparat et al., 2014) 
 
3. น  ำมันพืช ได้แก่ น  ำมันปำล์ม  
วิธีกำรวิเครำะห์ 
1. กำรวัดกำรเจริญเติบโตของแบคทีเรีย   
          น าตัวอย่างน้ าหมักที่ต้องการทดสอบ 1 มิลลิลิตร ใส่ในคิวเวท แล้วท าการวัดการเจริญเติบโตของ
แบ คที เรี ย โด ย วั ด ค่ าก ารดู ด กลื น แส งที่ ค ว าม ย าวคลื่ น  600 น าโน เม ต ร  (OD600) ด้ ว ย เค รื่ อ ง 
spectrophotometer โดยมีชุดควบคุม คือ อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ทดสอบ (Joshi et al., 2008) 
2. กำรวัดค่ำพีเอช 

น าตัวอย่างน้ าหมักมาปั่น เหวี่ยงแยกเซลล์ที่ ความเร็วรอบ 8,500 รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิ                                 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วนใสที่ได้มาปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตรวจวัดค่าพีเอชของ
สารละลายส่วนใสโดยใช้เครื่องวัดพีเอช 
3. กำรทดสอบกิจกรรมกำรเกิดอิมัลชัน Emulsification activity (EA) และ Emulsification  
    Index (EI) 

เติมน้ ามันที่ต้องการทดสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร ที่อยู่ในหลอด
ทดลอง ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer นาน 2 นาที แล้วทิ้งไว้ 10 นาที ค านวณหาค่า emulsification 
activity (EA) และตั้งทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง ค านวณหาค่า Emulsification Index (EI) โดยสามารถค านวณได้จาก
สมการ (Cooper and Goldenberg, 1987) 

EA และ EI   =            ความสูงของ emulsion ที่เกิดขึ้น × 100 
                                ความสูงทั้งหมดของสารละลาย 
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วิธีกำรทดลอง  

1. กำรคัดแยกเชื อแบคทีเรียท่ีมีควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
ใส่ตัวอย่างดิน 1 กรัม ลงใน 0.85% NaCl ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขย่าเป็นเวลา 10 วินาที ปิเปต

สารละลายส่วนใส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา spread plate บนอาหาร NA ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดย
น้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 4-5 วัน สุ่มเลือกโคโลนีที่สามารถ
เจริญได้บนอาหารดังกล่าวมา streak บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ให้ได้เชื้อ
แบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวๆ น าโคโลนีที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา  re-streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเดิม 2-3 ครั้ง
เพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ น าเชื้อแบคทีเรียที่เลือกได้เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วเก็บเชื้อท่ีได้ในอาหาร NB ที่มี  
กลีเซอรอลร้อยละ 30 ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
2. กำรคัดเลือกเชื อแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถในกำรอิมัลซิไฟด์น  ำมันสูงสุด 

น าเชื้อที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ร้อยละ 5 โดยปริมาตร เลี้ยงในอาหาร 
Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา วัดการเจริญเติบโตของเชื้อตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 1 และปรับความเข้มข้น
ของกล้าเชื้อเริ่มต้นด้วยอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้วให้มีค่า OD660 เท่ากับ 0.5 
          ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในหลอดที่มีอาหาร Mineral salt medium (MSM) 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร มีน้ ามันปาล์มหรือกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน เขย่าบน
เครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วัดการเจริญของเชื้อ ค่าพีเอช และน าตัวอย่าง 
(culture broth) ไปเหวี่ยงแยกเอาเซลล์ออกจากน้ าหมัก น าส่วนใส (supernatnant) ที่ได้มาหากิจกรรมการ
อิมัลซิไฟด์น้ ามัน คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถอิมัลซิไฟด์น้ ามันได้สูงที่สุดไปใช้ในการทดลองขั้น
ต่อไป 
 

3.  กำรเทียบเคียงสำยพันธุ์แบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ 
           3.1 ศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ 
                 น าเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่คัดเลือกได้  มาเลี้ยงบน
อาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าโคโลนีที่ข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อมา  re-streak บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อแบบเดิม 2-3 ครั้งเพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์   แล้วน าเชื้อที่ได้มาศึกษาลักษณะของโคโลนี รูปร่างเซลล์ การ
เรียงตัว และการติดสีแกรม (Gram staining)  
             3.2 กำรศึกษำในระดับสปีชีส์ 

       ส่งเชื้อที่คัดเลือกได้ให้คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล เป็นผู้ท าการเทียบเคียงสายพันธุ์
เชื้อจุลินทรีย์ในระดับสปีชีส์ โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของ 16S rDNA  
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4. ศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกเชื อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ 
      4.1    ผลของแหล่งคำร์บอนต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
    ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 2 ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ที่
เตรียมไว้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่ง
คาร์บอนที่ละลายน้ า ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลทรายและกากน้ าตาล แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า ได้แก่ 
น้ ามันปาล์มทางการค้าและน้ ามันปาล์มใช้แล้ว ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างท่ีเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน ามาวิเคราะห์  

-  การเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย ตามวิธีการวิเคราะห์การเจริญข้อ 1 
-  ค่า pH โดยใช้ pH meter 
-  ค่า EA และ EI ตามวิธีการวิเคราะห์ข้อ 3 

เลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ให้ค่า emulsification activity สูงสุดเพ่ือใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      
4.2 ผลของควำมเข้มข้นของแหล่งคำร์บอนต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟดเออร์ชีวภำพ 

  ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มี
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจากข้อ 4.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปรับความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนให้มีค่าเท่ากับร้อยละ 1 , 1.5, 2, 2.5 และ 3 โดยน้ าหนักตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่
อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับ
ข้อ 4.1 เลือกความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุดเพ่ือใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      

4.3 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
              ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มีแหล่ง
คาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมจากข้อ 4.1 4.2 ตามล าดับ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจน คือ NaNO3, (NH4)2SO4, ยูเรียและเปปโตน 
ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนัก เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บ
ตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 4.1 เลือกแหล่งไนโตรเจนที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุด
เพ่ือใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      

4.4 ผลของควำมเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
  ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ที่มี

แหล่งคาร์บอน ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข้อ 4.1, 4.2 และ 4.3 
ตามล าดับ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนให้
มีค่าเท่ากับร้อยละ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 โดยน้ าหนัก ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ  4.1 เลือกความ
เข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุดเพ่ือใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป      

4.5 ผลของกำรเขย่ำต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน ความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข้อ 4.1, 4.2, 4.3 และ 
4.4 ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง โดยเขย่าที่ความเร็วรอบ 100 , 150, 200 และ 250 รอบต่อนาที เก็บ
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ตัวอย่างที่เวลา 48 ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 4.1 เลือกความเร็วรอบที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุดเพ่ือ
ใช้ทดลองในข้ันตอนต่อไป         

4.6 ผลของพีเอชเริ่มต้นของอำหำรเลี ยงเชื อต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
               ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในหรืออาหาร MSM 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน ความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจนความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ความเร็วรอบที่เหมาะสมจากข้อ 
4.1, 4.2, 4.3, 4.4 และ 4.5 ตามล าดับ จากนั้นปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อให้มีค่าเท่ากับ 5 , 6, 7 และ 8 
ตามล าดับ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างที่เวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 4.1 เลือกพีเอชเริ่มต้นที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุดเพ่ือใช้ทดลองในขั้นตอน
ต่อไป       

4.7 ผลของระยะเวลำที่เหมำะสมต่อกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
  ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมไว้ตามวิธีการทดลองข้อ 1 ร้อยละ 5 โดยน้ าหนัก ลงในอาหาร MSM ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตรโดยในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน ความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน การเขย่า และพีเอชเริ่มต้นที่เหมาะสม
จากข้อ 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 และ 4.6 ตามล าดับ โดยเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60, และ 72 
ชั่วโมง น ามาวิเคราะห์เช่นเดียวกับข้อ 4.1 เลือกช่วงเวลาที่ให้ค่า EA และ EI สูงสุดเพ่ือใช้ในการสกัดสาร   
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพต่อไป 

 
5. ศึกษำวิธีกำรเก็บเกี่ยวสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกเชื อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ 
        5.1 ตกตะกอนด้วยอะซีโตน 
              น าน้ าหมัก (culture broth) จากการเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสมตามข้อ 4.1-4.7 น ามาหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าสารละลายส่วนใสที่
ได้มาตกตะกอนด้วยอะซิโตนในอัตราส่วน 1:3 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซนเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บ
ตะกอนโดยเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ระเหยอะซีโตน วิเคราะห์ผลโดยชั่งน้ าหนัก
ตะกอนและหาค่า EA และ EI 
 5.2 ตกตะกอนด้วยเมทำนอล 

               น าสารละลายส่วนใสที่ได้มาตกตะกอนด้วยเมทานอลในอัตราส่วน 1:3 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซส
เซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนโดยเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ระเหยเมทา
นอล วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับข้อ 5.1 
 5.3 ตกตะกอนด้วยเอทำนอล 
              น าสารละลายส่วนใสที่ได้มาตกตะกอนด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1:3 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซน
เซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นเก็บตะกอนโดยเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ระเหยเอทา
นอล วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับข้อ 5.1 

5.4 ตกตะกอนด้วยกำรปรับพีเอช 
  น าสารละลายส่วนใสที่ได้ไปตกตะกอนด้วยการปรับพีเอช โดยใช้ 6  M HCl ปรับพีเอช เป็น 2.0  

เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 1 คืน จากนั้นเก็บตะกอน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอน น าไปล้างด้วย 100 mM HCl ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
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8,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนด้วยน้ ากลั่นและปรับพีเอช
เป็น 7.0 ด้วย 2 N NaOH และท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับข้อ 5.1  

5.5 สกัดด้วยตัวท ำละลำยอินทรีย์ 
  น าสารละลายส่วนใสสกัด 2 ครั้งด้วย chloroform:methanol ในอัตราส่วน 2:1 (ดัดแปลงจาก 

Saimmai et al., 2012b) โดยใช้กรวยแยก (separation funnel) น าชั้นของตัวท าละลายก าจัดน้ าโดยการ
เติม anhydrous Na2SO4 แล้วระเหยตัวท าละลายอินทรีย์ในเครื่อง evaporator วิเคราะห์ผลเช่นเดียว       
กับข้อ 5.1 

5.6 ตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 เติมแอมโมเนียมซัลเฟตลงในสารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร โดยให้อ่ิมตัวที่ความเข้มข้นในช่วงร้อยละ 40 ถึง 60 น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8 ,500 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 15 นาที น าตะกอนมาละลายในน้ ากลั่น น าสารละลายตะกอนที่ได้มาก าจัดเกลือโดยใช้ dialysis bag 
ที่มี molecular weight cut-off  8,000 ดาลตัน ในน้ ากลั่นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปลี่ยนน้ ากลั่นที่
เวลา 1, 2 และ 4 ชั่วโมง ทิ้งไว้ข้ามคืน แล้วท าให้เข้มข้นขึ้นโดยใช้คาร์บอกซีเมธิล-เซลลูโลสและท าให้แห้งด้วย
วิธี lyophilization วิเคราะห์ผลเช่นเดียวกับข้อ 5.1 
             จากวิธีการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพทั้ง 6 วิธี เลือกวิธีที่ดีที่สุดในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพ โดยเปรียบเทียบค่าความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มที่ความเข้มข้นของอิมัลซิไฟ
เออร์ 1 กรัมต่อลิตร โดยเลือกวิธีการเก็บเก่ียวที่ใหก้ิจกรรมการอิมัลซิไฟด์สูงที่สุดเพ่ือใช้ในขั้นตอนต่อไป 
 

6. ศึกษำคุณสมบัติของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 

6.1 พีเอชท่ีเหมำะสมต่อกิจกรรมของอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 
    น าสารสกัดหยาบที่ได้จากวิธีการเก็บเกี่ยวที่ดีที่สุดในข้อ 5 ละลายในน้ ากลั่นที่ความเข้มข้น 1 กรัม

ต่อลิตร ปรับพีเอชของสารละลายที่ไดด้้วย 1N HCl หรือ 1 N NaOH ให้มีค่าพีเอช เท่ากับ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9, 10, 11 และ 12 ตามล าดับ แล้ววัดกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพตามวิธีการ
วิเคราะห์ข้างต้น 

6.2 ควำมคงตัวต่ออุณหภูมิของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 
        น าสารสกัดหยาบที่ได้จากจากวิธีการเก็บเกี่ยวที่ดีที่สุดในข้อ 5 ละลายในน้ ากลั่นที่ความเข้มข้น 1 

กรัมต่อลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส ตามล าดับ เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงและบ่มที่อุณหภูมิ 110 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าให้เย็นลงที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส แล้ววัดกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น 
        6.3 ผลของเกลือต่อควำมคงตัวของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 

     น าสารสกัดหยาบที่ได้จากจากวิธีการเก็บเกี่ยวที่ดีที่สุดในข้อ 5 ละลายในน้ ากลั่นที่ความเข้มข้น 1 
กรัมต่อลิตร เติม NaCl ให้มีความเข้มข้นที่ร้อยละ 0, 1, 2, 3, 6, 9 และ 12 ตามล าดับ หรือ CaCl2 หรือ 
MgCl2 ความเข้มข้นร้อยละ 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.1 โดยน้ าหนักตามล าดับแล้ววัดกิจกรรมการ
อิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ ตามวิธีการวิเคราะห์ข้างต้น 
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บทที่ 4 

ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

1. กำรคัดแยกเชื อแบคทีเรียท่ีมีควำมสำมำรถในกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพ 

 แยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากตัวอย่างดิน, น้ าทิ้งและกากของเสียจาก
โรงงานสกัดน้ ามันปาล์มในจังหวัดกระบี่ (บริษัทกระบี่น้ ามันพืชจ ากัด, บริษัทนามหงส์น้ ามันปาล์มจ ากัด, 
บริษัทปาล์มโมริชจ ากัด และบริษัทรุ่งเจริญปาล์มออยล์จ ากัด) จังหวัดสุราษฎร์ธานี (บริษัททักษิณปาล์ม , 
บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด, บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์จ ากัด และบริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด) 
จังหวัดสตูล (บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด, บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด และห้างหุ้นส่วนจ ากัดเพ่ิมพูน
ทรัพย์ปาล์มออยล์) และ จังหวัดตรัง (บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม) โดยเก็บตัวอย่างทั้งหมดจ านวน 88 
ตัวอย่าง ประกอบด้วย ดินปนเปื้อนน้ ามันปาล์ม จ านวน 48 ตัวอย่าง ,  น้ าเสียจากบ่อบ าบัด จ านวน 19 
ตัวอย่าง กากตะกอนดีแคนเตอร์ จ านวน 15 ตัวอย่าง และดินตะกอนขอบบ่อบ าบัดน้ าเสีย จ านวน 6 ตัวอย่าง 
น าตัวอย่างมาแยกเชื้อโดยเจือจางใน NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 จากนั้นปิเปตส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อมา 
spread plate บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้อง (34±3ºC) เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง สุ่มเลือกโคโลนีมา streak บนอาหาร MSM agar ที่มีน้ ามัน
ปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ให้ได้เชื้อโคโลนีเดี่ยว เลือกเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกันและสุ่มเลือกเชื้อให้
มากที่สุดเพ่ือเป็นตัวแทนที่ดีของตัวอย่าง สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งหมดจ านวน 421 ไอโซเลท การคัด
แยกเชื้อจุลินทรีย์จากตัวอย่างในธรรมชาติจะได้กลุ่มเชื้อจุลินทรีย์หลากหลายสายพันธุ์ การใช้แหล่งคาร์บอนที่
ไม่ละลายน้ า เช่น น้ ามันเป็นแหล่งอาหารท าให้เชื้อที่มีความสามารถในการใช้น้ ามันเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถ
เจริญและเพ่ิมจ านวนได้ก่อน ในขณะที่เชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถใช้น้ ามันได้จะเจริญเติบโตได้ช้าหรือไม่เจริญ
เลย ซึ่งเชื้อที่สามารถใช้น้ ามันในการเจริญเติบโตได้น่าจะมีความสามารถในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ
เพ่ือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวสัมผัสและช่วยในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มท าให้เชื้อแบคทีเรียสามารถน าน้ ามันไปใช้ในการ
เจริญเติบโตได้ง่ายขึ้น (Providenti et al., 1995; Rahman et al., 2003; Wei et al., 2005) 
  น าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มาเลี้ยงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร MSM ที่มี
น้ ามันปาล์มหรือน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอนปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
เขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาทีบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมงจากนั้นเหวี่ยงแยกเซลล์ออกด้วย
ความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ในกรณีที่ใช้น้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนน าส่วนใสที่ได้ไป
ก าจัดน้ ามันออกโดยการสกัดด้วยเฮกเซนปริมาตรเท่ากับส่วนใส ท าการสกัด 2 ครั้ง ตรวจหากิจกรรมของสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพด้วยวิธีการทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมัลชัน (ภาพที่ 3) 
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ภำพที่ 3 ผลการตรวจหากิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วนใสจากเชื้อแบคทีเรียหลังจาก
เลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) 
ด้วยวิธี Emulsification activity 

 
เมื่อวัดกิจกรรมการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์พบเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมทั้งหมดจ านวน 20  ไอโซเลท

โดยมีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจ านวน 8 และ 12 ไอโซเลท เมื่อใช้
กลูโคสและน้ ามันปาล์มใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอนตามล าดับ (ตารางที่ 2) จ านวนของเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรม
เมื่อใช้น้ ามันปาล์มใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอนมีมากกว่าการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน เนื่องจากเมื่อเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียโดยใช้แหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า เช่น น้ ามันปาล์ม เชื้อแบคทีเรียที่สามารถใช้น้ ามันปาล์มเป็น
แหล่งคาร์บอนและพลังงานได้โดยส่วนใหญ่จะผลิตสารที่มีความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันให้มีขนาดเล็ก
เพ่ือให้สามารถน าไปใช้ได้ง่าย สารเหล่านี้  ได้แก่ สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ (Maneerat et al., 2006) จาก
การย้อมแกรมพบว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้พบว่าโดยส่วนใหญ่ คือ ร้อยละ 75 (15 จาก 20 ไอโซเลท) เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ สอดคล้องกับรายงานของ Bodour และคณะ (2003), Batista และคณะ (2006), 
Saimmai และคณะ (2012a; 2012c) และ Saisa-ard Saimmai และคณะ (2013; 2014) ที่พบว่าแบคทีเรีย
ที่แยกได้จากบริเวณที่มีการปนเปื้อนของน้ ามันหรือผลิตภัณฑ์จากน้ ามันโดยส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่ขาดแคลนสารอาหารได้ดีกว่ากลุ่มอ่ืนๆ  เชื้อ
แบคทีเรียที่มีกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์ได้สูงสุดเมื่อใช้กลูโคสและน้ ามันปาล์มใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน คือ  เชื้อ 
KB3 และ AS6 โดยมีความสามารถในการอมิัลซิไฟด์เท่ากับร้อยละ 40.5 และ 37.7 ตามล าดับ (ตารางที่ 2) 

จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทต่างๆ ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมงโดยใช้กลูโคสหรือน้ ามัน
ปาล์มความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน วัดค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลาย
ส่วนใส พบว่าเชื้อแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกมาได้นั้นมีความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มแตกต่างกัน
ไป ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ สายพันธุ์ แหล่งอาหาร และสภาวะในการเพาะเลี้ยง (Desai and Banat, 
1997) จากการทดลองพบว่ามีเชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท (KB2, ST1, ST2และTR315) ที่มีค่าการอิมัลซิไฟด์
น้ ามันปาล์มหลังจากท้ิงไว้เป็นเวลา 10 นาที  (Emulsification activity) ได้มากกว่าร้อยละ 50 ซึ่งเทียบเท่าค่า
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การอิมัลซิไฟด์เออร์ของสารละลายด้วยสารอิมัลซิไฟด์เออร์ทางการค้า (SDS และ Tween 80) ที่ระดับความ
เข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก (Bodour and Maier, 1998) ค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วน
ใสจากเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลทแสดงให้ถึงศักยภาพที่จะสามารถน าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ
แบคทีเรียไปประยุกต์ใช้เป็นสารอิมัลซิไฟด์เออร์ทางการค้าได้ 

 
ตำรำงที่ 2 แหล่งที่มา แหล่งคาร์บอน ลักษณะของเชื้อแบคทีเรียและความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามัน
ปาล์ม 
 

ไอโซเลท แหล่งที่มา แหล่งคาร์บอน การย้อมแกรม EA (%) 
KB1 บริษัทกระบี่น้ ามันพืชจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 41.50±3.80* 
KB2 บริษัทกระบี่น้ ามันพืชจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมบวก 52.51±6.30 
KB3 บริษัทนามหงส์น้ ามันปาล์มจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 31.87±4.41 
KB4 บริษัทนามหงส์น้ ามันปาล์มจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 40.42±5.17 
KB5 บริษัทปาล์มโมริชจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 35.54±6.22 
KB6 บริษัทปาล์มโมริชจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 28.93±3.18 
SR1 บริษัททักษิณปาล์ม น้ ามันปาล์ม แกรมบวก 35.58±5.01 
SR2 บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 30.45±3.22 
SR3 บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 34.53±2.87 
SR4 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์จ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 30.50±3.57 
SR5 บริษัทลาภทวีปาล์มออยล์จ ากัด กลูโคส แกรมลบ 32.17±7.52 
SR6 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมบวก 44.82±8.18 
ST1 บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 55.01±5.27 
ST2 บริษัทปาล์มไทยพัฒนาจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 51.64±4.85 
ST3 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 42.57±7.85 
ST4 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด กลูโคส แกรมลบ 37.82±5.07 
ST5 บริษัทสหรุ่งทรัพย์น้ ามันปาล์มจ ากัด น้ ามันปาล์ม แกรมบวก 25.10±4.88 
TR1 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม น้ ามันปาล์ม แกรมบวก 30.09±5.42 
TR2 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม กลูโคส แกรมลบ 38.27±6.08 
TR3 บริษัทตรังอุตสาหกรรมน้ ามันปาล์ม น้ ามันปาล์ม แกรมลบ 51.38±4.89 

*Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 

เชื้อแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกมาได้นั้นมีความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของ
แบคทีเรีย สายพันธุ์ และแหล่งคาร์บอน ค่าความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันเชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่อยู่
ในช่วงร้อยละ 25 ถึง 45 (ภาพที่ 4) สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีศักยภาพจะน าไปใช้เป็นสารอิมัลซิไฟเออร์
ทางการค้าได้ควรมีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันมากกว่าร้อยละ 50 (Willumsen and Karlson, 1997) จากการ
ทดลองในครั้งนี้มีเชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท (KB2, ST1, ST2 และ TR3) ที่มีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์ม
มากกว่าร้อยละ 50 โดยเชื้อแบคทีเรีย ST1 มีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันมากที่สุด (ร้อยละ 55.01) ค่าการอิมัลซิ-
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ไฟด์เออร์ของสารละลายส่วนใสจากเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลท แสดงให้ถึงศักยภาพที่จะสามารถน าสารอิมัล
ซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียไปประยุกต์ใช้เป็นอิมัลซิไฟเออร์ทางการค้าได้ 

 

 
ภำพที่ 4 กิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วนใสจากเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
Different lowercase letters at top of bars indicate significant differences (p<0.05) 
 

2. กำรเทียบเคียงสำยพันธุ์แบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ 

จากการน าเชื้อแบคทีเรียที่มีสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่คัดเลือกได้จากข้อ 2 มาศึกษา
เพ่ือเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร Nutrient 
broth ที่ อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส ) เป็น เวลา 24-48 ชั่ วโมง จากนั้นสกัดดี เอ็นเอด้วยวิธี  
phenol/chloroform DNA extraction (Ausubel et al., 1995) เพ่ิมปริมาณของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA 
โดยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ Universal primers ในช่วง 8f และ 1492r แล้วท า
บริสุทธิ์ชิ้นส่วนยีนที่เพ่ิมจ านวนแล้วด้วย PCR  purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท 
จากนั้นน าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ไปวิเคราะห์ด้วย gel electrophoresis จากนั้นน าไปหาล าดับ
เบสด้วยเครื่อง DNA Sequencer แล้ววิเคราะห์ เปรียบเทียบล าดับ เบสในฐานข้อมูลของ GenBank 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov) โดยใช้โปรแกรม BLAST (http://www. ncbi. nlm.nim.gov) และ
ด าเนินการขอ accession number จากการฝากข้อมูลล าดับ 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 20 สายพันธุ์ไว้
ใน GenBank น าข้อมูลที่ได้มาสร้างแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ  (Phylogenetic tree) ผลของการ
เทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 
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GenBank และแผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 20 สายพันธุ์กับเชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียง
ที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank ดังแสดงในตารางที่ 3 และภาพท่ี 5 ตามล าดับ 
 

ตำรำงที่ 3 แสดงการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) ของแบคทีเรียที่ผลิตสารอิมัลซิไฟด์-
เออร์ชีวภาพซึ่งแยกได้และสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันจากฐานข้อมูลใน GenBank 

Taxonomic 
position 

Strain 
code 

16S rRNA gene sequence 
Nearest relative in GenBank 

Sequence 
identity (%) 

    
Actinobacteria   ST5 Corynebacterium falsenii BL8171 (NR121720) 100 

    Firmicutes   KB2 Bacillus subtilis RN40 (KC990823)  99 
              SR1      Bacillus pumilus DSMZ27 (AY456263) 100 

             SR6  Bacillus pumilus ST312 (EU350368)     100 
             TR1  Bacillus subtilis NRS-744 (NR116192)       99 

Proteobacteria   KB1 Serratia symbiotica ApaA8.1(KM579597) 100 
             KB3 Comamonas terrigena T-X1C (KJ806510)   98 

           KB4 Klebsiella pneumoniae R3 (KC990817)      99 
           KB5 Acinetobacter towneri AB1110 (NR028849)    100 
           KB6 Pseudomonas aeruginosa USS25W (AY905552)      99 
           SR2 Pseudomonas putidaD15 (EU046322)     100 
           SR3 Serratia marcescensJASM1 (KF528829)      98 
           SR4 Acinetobacter calcoaceticus364 (KM281495)      98 
           SR5 Serratia entomophilaCT8 (KP004440)      99 
           ST1 Marinobacter hydrocarbonoclasticus ss40 

(JN160781) 
   100 

           ST2 Serratia marcescens LCB43 (FJ867924)     99 
           ST3 Klebsiella pneumoniae M5al (JQ003560)    100 
           ST4 Acinetobacter calcoaceticus D10 (JQ031270)      99 
           TR2 Acinetobacter junii GS-7 (AB777645)      99 
           TR3 Serratia liquefaciens JCM1245 (NR112008)      99 
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ภำพที่ 5 แผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 30 สายพันธุ์และ  
เชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียงที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank โดยการใช้โปรแกรม BLAST ในฐานข้อมูลของ NCBI 

Corynebacterium falsenii BL8171 (NR121720) 

ST5 
Bacillus subtilis NRS-744 (NR116192) 
TR1 

KB2 
Bacillus subtilis RN40 (KC990823) 

SR1 

Bacillus pumilus ST312 (EU350368) 
SR6 

72 

81 

Comamonas terrigena T-X1C (KJ806510) 
KB3 

KB5 
Acinetobacter towneri AB1110 (NR028849) 

ST4 
Acinetobacter calcoaceticus D10 (JQ031270) 

Acinetobacter calcoaceticus 364 (KM281495) 
SR4 

TR2 
Acinetobacter junii GS-7 (AB777645) 

ST1 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ss40 (JN160781) 

KB6 
Pseudomonas aeruginosa USS25W (AY905552) 

SR2 
Pseudomonas putida D15 (EU046322) 

56 

89 

TR3 
Serratia liquefaciens JCM1245 (NR112008) 

KB4 
Klebsiella pneumoniae R3 (KC990817) 

ST3 
Klebsiella pneumoniae M5al (JQ003560) 
KB1 
Serratia symbiotica ApaA8.1 (KM579597) 

ST2 
Serratia marcescens LCB43 (FJ867924) 

SR3 
Serratia marcescens JASM1 (KF528829) 

Serratia entomophila CT8 (KP004440) 
SR5 

65 

71 

89 

67 

Bacillus pumilus DSMZ27 (AY456263) 

0.02 

76 

68 

72 

71 
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ผลจากเทียบเคียงสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่คัดแยกได้พบว่า

สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มคือ Actinobacteria, Firmicutes และ Proteobacteria (ตารางที่ 2) เมื่อ
วิเคราะห์ในระดับจีนัสพบว่าสามารถแบ่งได้เป็น 8 จีนัส จากเชื้อแบคทีเรียทั้งหมด 20 ไอโซเลทโดยมีเชื้อ
แบคที เรียจ านวน  5 ไอโซเลทในจีนัส  Serratia (KB1, SR3, SR5, ST2 และTR3), 4 ไอโซเลทในจีนัส 
Acinetobacter (KB5, SR4, ST4 และ TR2) และ Bacillus (KB2, SR1, SR6 และTR1), 2 ไอโซเลทในจีนัส 
Pseudomonas (KB6 และ TG9) และ Klebsiella (KB4 และ ST3) และอีกอย่างละ 1 ไอโซเลทในจีนัส 
Comamonas (KB3), Corynebacterium (ST5) และ Marinobacter (ST1) 

จีนัสของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการศึกษาครั้งนี้โดยส่วนใหญ่ ได้แก่ Serratia, Acinetobacter, 
Bacillus, Pseudomonas และ Klebsiella ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปในบริเวณที่มีการ
ปนเปื้อนของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยเฉพาะน้ ามัน (Saimmai et al., 2013) โดยเชื้อแบคทีเรียเหล่านี้
มักสร้างสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพเพ่ือเพ่ิมความสามารถในการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและ
น้ ามันท าให้ง่ายต่อการเข้าถึงเพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงาน (Herman et al., 1997)  

จ านวนของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้จัดอยู่ในจีนัส Serratia มากที่สุด (5 ไอโซเลท) Serratia sp. 
เป็นเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ในสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย เชื้อสกุลนี้สามารถสร้างสปอร์ที่ทนต่อ
สภาวะไม่เหมาะสมได้ โดยสปอร์จะทนต่อความร้อนสูงได้และยังช่วยให้แบคทีเรียสามารถแพร่กระจายไปกับ
ดิน น้ า และอากาศได้ดีขึ้น (Nicholson et al., 2000) อีกทั้งยังมีความสามารถในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพหลายกลุ่ม โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพในกลุ่ม ลิโปเปปไทด์ (lipopeptide) ที่ผลิต
โดยเชื้อ Serratia marcescens NSK-1 ซึ่งมีคุณสมบัติในการอิมัลซิไฟด์สารประกอบไอโดรคาร์บอนและ
น้ ามันได้หลายชนิด นอกจากนี้ยังสามารถคงกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์ไว้ได้ที่ความเข้มข้นของเกลือสูงถึงร้อยละ 
12 หรือที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส (Anyanwu et al., 2011) นอกจากนี้ Serratia ยังผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพ ชนิด serratamolide ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนรวมทั้งยังสามารถใน
การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็งได้อีกด้วย (Shanks et al., 2006) 

Acinetobacter sp. เป็นเชื้อแบคที เรียที่พบได้ทั่ วไปในบริเวณดินที่ปนเปื้อนน้ ามันดิบหรือ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Huy et al., 1999; Bento et al., 2005; Verma et al., 2006) อีกทั้ งยัง
สามารถย่อยสลายน้ ามันดิบหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนโดยการสร้างสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพเช่น 
OmpA เพ่ือช่วยในการย่อยสลายสารดังกล่าวอีกทั้งยังมีรายงานการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพชนิด 
Alasan จากเชื้อ Acinetobacter radioresistens KA5 อีกด้วย (Walz et al., 2006) 

เชื้อแบคทีเรียในจีนัส Bacillus sp. เป็นเชื้อแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปในบริเวณที่ปนเปื้อนสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน (Andretta et al., 2004; Mukherjee and Das, 2005; Toledo et al., 2006; Das and 
Mukherjee, 2007; Pornsunthorntawee et al., 2008) มีความสามารถในการย่อยสลายน้ ามันดิบสารออ
แกนโนคลอรีน สารก าจัดศัตรูพืช และสารก่อมลพิษกลุ่มอ่ืนๆ โดยการสร้างสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพพวก    
ลิโปเปบไทด์ (lipopeptides) เพ่ือให้เพ่ิมความสามารถในการละลายน้ าของสารเหล่านั้นท าให้ง่ายต่อการ
เข้าถึงและย่อยสลายทั้งด้วยตัวมันเองและด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์อื่นๆ (Ismail et al., 2013) 

Pseudomonas sp. เป็นจีนัสของเชื้อแบคทีเรียที่พบได้ทั่วไปในบริเวณที่ปนเปื้อนของน้ ามันและ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Bonilla et al., 2005 Olivera et al., 2009) มีความสามารถในการใช้
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนหรือน้ ามันเป็นแหล่งพลังงานโดยมักผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพพวก        
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แรมโนลิปิดหรือลิโปเปปไทด์เพ่ือช่วยให้ความสามารถในการละลายน้ าของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเพ่ิม
มากขึ้นท าให้ง่ายต่อการย่อยสลายเพื่อใช้ในการเจริญเติบโต (Raza et al., 2007) 

จากการเทียบเคียงสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ในครั้งนี้พบเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้าง
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีศักยภาพในการน าไปใช้ทางการค้า (มีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันมากกว่าร้อยละ 
50) จ านวน 4 ไอโซเลทโดยเชื้อแบคทีเรีย Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 มีกิจกรรมในการ
อิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มได้สูงที่สุดที่ร้อยละ 55.01 เมื่อเลี้ยงในอาหาร MSM ที่มีน้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดย
น้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนดังนั้นจึงเลือกเชื้อ  M. Hydrocarbonoclasticus ST1 เพ่ือใช้ในการศึกษาใน
ขั้นตอนต่อไป 

3. กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญและผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกเชื อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 

 3.1 แหล่งคำร์บอน 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ  M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร minimal salt medium (MSM) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ในอาหาร MSM ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอนที่ละลาย
น้ า คือ น้ าตาลกลูโคส น้ าตาลทราย กากน้ าตาล และแหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า คือ น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามัน
ปาล์ม และน้ ามันร าข้าว ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักโดยมี (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดย
น้ าหนัก เป็นแหล่งไนโตรเจน เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (ตารางที่ 4) จากการ
ทดลองพบว่าชนิดของแหล่งคาร์บอนมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ  
M. hydrocarbonoclasticus ST1 โดยเชื้อดังกล่าวเจริญได้ดีในแหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าโดยมีน้ าหนักเซลล์
แห้งอยู่ในช่วง 1 -1.5 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า (ตารางที่ 4) สอดคล้องกับค่าพีเอช
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อสิ้นสุดการเลี้ยงเชื้อที่มีค่าต่ ากว่าอาหาร MSM ที่ใช้แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ าเนื่องจาก
ในระหว่างการเจริญเติบโตเชื้อจะเปลี่ยนน้ าตาลไปเป็นกรดท าให้ค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง (อรกมล, 
2553) เมื่อเปรียบเทียบค่ากิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วนใสหลังจากเลี้ยงเชื้อเป็น
เวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนสามารถอิมัลซิไฟด์น้ ามันได้มากที่สุดที่ร้อยละ 
55.01 และ 34.51 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ จึงเลือกใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในขั้นตอนต่อไป 
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ตำรำงที่ 4 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM เป็นเวลา 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่า
ที่ 200 รอบต่อนาที  
 

C-source, (1%, 
w/v) 

Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

Control 
Glucose 

Commercial sugar 
Molasses 

Soybean oil 
Palm oil 

Rice bran oil 

0.15±0.02 
2.59±0.08 
2.70±0.05 
2.81±0.03 
1.21±0.23 
1.31±0.61 
1.40±0.41 

6.98±0.01 
4.51±0.07 
4.62±0.05 
4.63±0.04 
6.35±0.06 
6.13±0.08 
6.31±0.05 

2.57±0.58d* 
30.51±5.02c 
28.70±3.05c 
60.08±4.25a 
32.74±5.15c 
55.01±3.26b 
29.78±5.16c 

0e* 
15.04±5.02d 
20.35±6.14c 
40.40±4.25a 
14.84±3.17d 
34.21±4.25b 
19.75±3.06c 

*Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
Control: No carbon source 
Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 

แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์ที่
เลือกน ามาใช้ เช่น Manivasagan และคณะ (2014) ศึกษาการใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันในการผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Streptomyces sp. MAB 36 โดยแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ 
กลูโคส มอลโตส แลกโตส แป้ง ฟรุตโทส อะราบิโนส ซูโครส ไซโลส ราฟฟีโนส พบว่าเชื้อ Streptomyces sp. 
MAB 36 สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนทุกชนิด โดยเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใช้ฟรุตโทสเป็นแหล่งคาร์บอนให้
ค่าการอิมัลซิไฟด์มากที่สุดที่ร้อยละ 70.81 จากผลการศึกษาพบว่าแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย์ 
ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิตจึงมีผลต่อคุณภาพและปริมาณของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพเป็นอย่าง
มาก (Robert et al., 1989; Panilaitis et al., 2007; Abouseoud et al., 2008)  

 3.2 ควำมเข้มข้นของแหล่งคำร์บอน 
 เมื่อเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ กากน้ าตาล ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.0, 1.5, 
2.0, 2.5 และ 3.0 โดยน้ าหนักตามล าดับและมี (NH4)2SO4 ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากการทดลองพบว่า
ความเข้มข้นของกากน้ าตาลมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ  M. 
hydrocarbonoclasticus ST1 การเพ่ิมความเข้มข้นของกากน้ าตาลจากร้อยละ 1 เป็นร้อยละ 3.0 ส่งผลให้
เชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 เจริญเติบโตเพ่ิมขึ้นถึง 1.5 เท่า (ตารางที่ 5) โดยมีการเจริญเติบโต
สูงสุดเท่ากับ 4.23 กรัมต่อลิตรที่ความเข้มข้นของกากน้ าตาลเท่ากับ 3.0 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับค่าพีเอชที่
ลดลงเป็นสัดส่วนกับการเพ่ิมขึ้นของกากน้ าตาล (ตารางที่ 4) การเพ่ิมความเข้มข้นของกากน้ าตาลส่งผลให้ค่า 
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EA และ EI เพ่ิมขึ้น ที่ระดับความเข้มข้นของกากน้ าตาลเท่ากับ 2.5 กรัมต่อลิตรให้ค่า EA และ EI สูงสุดที่ร้อย
ละ 68.34 และ 48.25 ตามล าดับ อย่างไรก็ตามการเพ่ิมความเข้มข้นของกากน้ าตาลมากกว่า 2.5 กรัมต่อลิตร
ไม่ส่งผลให้การเพ่ิมค่า EA และ EI สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของกากน้ าตาลที่ร้อย
ละ 2.5 โดยน้ าหนักในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ  M. hydrocarbonoclasticus ST1 ใน
ขั้นตอนต่อไป 
 
ตำรำงที่ 5 ผลของความเข้มข้นของกากน้ าตาลต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงในอาหาร MSM เป็น 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง
อัตราการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 

 

Molasses 
concentration (%) 

Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

0 
1.0 
1.5 
2.0 
2.5 
3.0 

0.13±0.01 
2.81±0.03 
2.98±0.04 
3.25±0.02 
3.61±0.31 
4.23±0.20 

6.98±0.02 
4.63±0.04 
4.56±0.05 
4.43±0.02 
4.23±0.04 
4.11±0.03 

2.50±0.21e* 
60.08±4.25d 
62.07±3.05c 
66.85±2.51b 
68.34±2.05a 
68.18±5.24a 

0d* 
40.40±4.25c 
42.15±5.17c 
45.47±3.05b 
48.85±2.18a 
48.61±3.27a 

* Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
  Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 

 3.3 แหล่งไนโตรเจน 
เมื่อเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสม คือ กากน้ าตาล ความ
เข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนักโดยมีแหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ประกอบด้วยแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ ได้แก่ 
เปปโตน ยีสต์สกัดและยูเรีย แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ ได้แก่ (NH4)2SO4 NH4Cl และ NaNO3 ความเข้มข้น
ร้อยละ  0.1 โดยน้ าหนั ก เขย่ าที่ ค วาม เร็ วรอบ  200 รอบต่ อนาที  ที่ อุณ หภู มิ ห้ อง พบว่ า เชื้ อ  M. 
hydrocarbonoclasticus ST1 สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุด 4.80 กรัมต่อลิตรเมื่อใช้เปปโตนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน (ตารางที่ 6) จากการทดลองพบว่าแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 (ตารางที่ 6) โดย M. hydrocarbonoclasticus 
ST1 สามารถเจริญเติบโตได้ดีในแหล่งไนโตรเจนชนิดอินทรีย์และสามารถเจริญเติบโตได้สูงสุด 4.80 กรัมต่อ
ลิตรเมื่อใช้เปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน เมื่อวัดการเปลี่ยนแปลงของ พีเอช พบว่าค่าพีเอชจะแตกต่างกันเมื่อใช้
แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน โดยการเลี้ยงเชื้อโดยใช้ NaNO3 เปปโตนและยูเรียเป็นแหล่งไนโตรเจน เมื่อเวลา
ผ่านไปค่าพีเอชจะเพ่ิมข้ึน อยู่ที่ 7.51-8.27 เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชในระหว่างการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์
จะมีการย่อยสลายสารอาหาร หากในอาหารเลี้ยงเชื้อมีองค์ประกอบไนเตรท ไนไตรท์ เมื่อถูกย่อยสลายจะ
ปลดปล่อยสารที่เป็นแอมโมเนียหรืออัลคาไลน์อ่ืนๆ ออกมาท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิมขึ้น ส่วนการใช้ 
(NH4)2SO4 และยีสต์สกัดเป็นแหล่งไนโตรเจน เมื่อเวลาผ่านไปค่าพีเอชจะลดลงอยู่ที่  4.23 และ 4.60 
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ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ความสามารถในการเกิดอิมัลซิไฟด์น้ ามันพบว่าการใช้ NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนให้
ค่าความสามารถในการอิมัลซิไฟด์สูงที่สุดที่ร้อยละ 72.12 และ 56.88 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ ดังนั้นจึง
เลื อก ใช้  NaNO3 เป็ นแหล่ งไน โตรเจนส าหรับการผลิ ตสารอิมั ลซิ ไฟด์ เออร์ชี วภ าพจาก เชื้ อ  M. 
hydrocarbonoclasticus ST1 ในขั้นตอนต่อไป ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานของ Saimmai 
(2012b) ที่ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ  Leucobacter komagatae 183 โดยใช้
กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พีเอช 7 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาทีและใช้แหล่งไนโตรเจนที่แตกต่างกัน ประกอบด้วย (NH4)2SO4, NaNO3, NH4Cl, NH4NO3, เนื้อสกัด ผงชู
รส ยีสต์สกัดและเปปโตน พบว่าสามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมากที่สุด 4.52 กรัมต่อลิตร เมื่อใช้ 
NaNO3 ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน โดยสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตได้มีค่า
อิมัลซิไฟด์ไซลีนได้ถึงร้อยละ 70 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
 
ต ำรำงที่  6 ผล ของแห ล่ ง ไน โต ร เจน ต่ อก าร เจ ริญ แ ละการผ ลิ ต ส าร อิ มั ล ซิ ไฟ ด์ เออ ร์ ชี ว ภ าพ                        
โดย เชื้ อ  Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลั งจากเลี้ ยงอาหาร MSM ที่ มี ก ากน้ าตาล        
ร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ใน  ฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง                
ที่อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที  
 

N-source 
(0.1%) 

Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

Control 
Peptone  

Yeast extract 
Urea 

(NH4)2SO4 
NH4Cl  
NaNO3 

1.24±0.27 
4.80±0.38 
4.29±0.44 
3.85±0.12 
3.61±0.31 
3.20±0.21 
3.58±0.54 

5.98±0.02 
8.27±0.04 
4.60±0.05 
7.94±0.02 
4.23±0.04 
4.81±0.03 
7.51±0.41 

20.58±3.78g* 
36.81±4.51f 
52.27±5.15d 
47.58±4.81e 
68.34±2.05b 
56.80±5.73c 

72.15±5.02a 

10.41±4.05f* 
25.04±3.25e 
40.57±4.67d 
35.47±5.24b 
48.85±2.18a 
42.61±6.04c 

56.88±5.02a 
* Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
Control: No nitrogen source 
Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
   
 3.4 ควำมเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน 

เมื่อเลี้ ยงเชื้อ  M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ เหมาะสม คือ 
กากน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนักและแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ NaNO3 ความเข้มข้น
แตกต่างกัน ร้อยละ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 โดยน้ าหนัก ตามล าดับ เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิห้อง จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นของ NaNO3 มีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 (ตารางที่ 7) การเพ่ิมความเข้มข้นของ 
NaNO3 จากร้อยละ 0.1 เป็นร้อยละ 0.5 ส่งผลให้เชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน
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ถึงจาก 3.58 เป็น 3.83 กรัมต่อลิตร สอดคล้องกับค่า EA และ EI ที่เพ่ิมสูงขึ้นขึ้น ที่ระดับความเข้มข้นของ 
NaNO3 เท่ากับร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนัก ให้ค่า EA และ EI สูงสุดที่ร้อยละ 80.74 และ 60.78 ตามล าดับ การ
เพ่ิมความเข้มข้นของ NaNO3 มากกว่า 0.3 โดยน้ าหนักไม่ส่งผลให้ค่า EA และ EI เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 
ดังนั้นจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของ NaNO3 ที่ร้อยละ  0.3 โดยน้ าหนักในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ
จากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในขั้นตอนต่อไป 

 

ตำรำงที่ 7 ผลความเข้มข้นของ NaNO3 ต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 2.5 โดย
น้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่า
ที่ 200 รอบต่อนาท ี

NaNO3 (%) Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

0 
0.1 
0.2 
0.3 
0.4 
0.5 

1.98±0.47 
3.58±0.54 
3.63±0.98 
3.83±0.47 
3.83±0.62 
3.83±0.38 

7.21±0.25 
7.51±0.41 
7.67±0.04 
7.86±0.05 
7.84±0.02 
7.83±0.04 

30.27±6.25d* 
72.15±5.02c* 
76.15±5.11b 
80.74±4.35a 
80.28±5.21a 
80.54±3.52a 

20.75±3.56d* 
56.88±5.02c* 
58.41±3.55b 
60.78±4.37a 
60.73±5.29a 
60.57±2.15a 

* Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
  Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 

 
3.5 อัตรำกำรเขย่ำ 

  เมื่อเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ เหมาะสม คือ 
กากน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนัก แหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสม คือ NaNO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเขย่าที่ความเร็วรอบแตกต่างกันที่ 50, 100, 150, 
200 และ 250 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (ตารางที่ 8) จากการทดลองพบว่าอัตราการเขย่ามีผลต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 การเพ่ิม
อัตราการเขย่าจาก 50 เป็น 250 รอบต่อนาที ส่งผลให้เชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 เจริญเติบโต
เพ่ิมขึ้นถึง 2 เท่า (จาก 1.97 เป็น 3.95 กรัมต่อลิตร) สอดคล้องกับค่า EA และ EI ที่เพ่ิมสูงขึ้น ที่อัตราการ
เขย่า 150 รอบต่อนาที ให้ค่า EA และ EI สูงสุดที่ร้อยละ 80.58 และ 60.31 ตามล าดับ การเพ่ิมอัตราการ
เขย่าสูงกว่า 150 รอบต่อนาที ไม่ส่งผลให้ค่า EA และ EI เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นจึงเลือกใช้อัตราการ
เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที ในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 
ในขั้นตอนต่อไป 



 
30 

 
การเขย่าเป็นการเพ่ิมปริมาณออกซิเจนให้กับจุลินทรีย์เพ่ือน าไปใช้ในกระบวนการเมตาบอลิซึมทางหนึ่ง 

นอกจากนี้ยังเป็นการช่วยให้จุลินทรีย์อยู่ในสภาพแขวนลอย สามารถดูดซึมปริมาณออกซิเจนเพ่ือน าไปใช้
ประโยชน์ได้มากข้ึน  
 
ตำรำงท่ี 8 ผลของอัตราการเขย่าต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
 

Shaking speed 
(rpm) 

Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

0 
50 
100 
150 
200 
250 

0.58±0.08 
1.97±0.54 
2.39±0.98 
3.57±0.38 
3.83±0.47 
3.95±0.62 

6.95±0.02 
6.75±0.41 
7.06±0.04 
7.80±0.04 
7.88±0.05 
7.94±0.02 

8.57±2.87d* 
52.25±4.62c 

64.15±4.51b 
80.58±5.10a 
80.74±4.35a 
80.47±4.26a 

5.14±2.87d* 
35.87±4.25c 

48.16±3.34b 
60.31±4.69a 
60.78±4.37a 
60.62±3.75a 

* Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
  Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 3.6 พีเอชเริ่มต้นของอำหำรเลี ยงเชื อ 

  เมื่อเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่ เหมาะสม คือ 
กากน้ าตาลความเข้มข้นร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนัก แหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนที่
เหมาะสม คือ NaNO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนัก ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ เท่ากับ 6.0, 
6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ตามล าดับ เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เลี้ยงเชื้อเป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากการทดลองพบว่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 (ตารางที่ 9) การเพ่ิมพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เลี้ยงเชื้อจาก 6.0 เป็น 8.0 ส่งผลให้การเจริญเติบโตของเชื้อ M. Hydrocarbonclasticus ST1 ลดลงจาก 
3.95 เป็น 3.09 กรัมต่อลิตร การเจริญเติบโตของเชื้อจะลดลงเมื่อพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิมขึ้น 
เนื่องจากในระหว่างการเจริญเติบโตเชื้อจะย่อยสลายสารอาหารท าให้พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ิ มขึ้น เมื่อพี
เอชเพ่ิมสูงมากขึ้นส่งผลให้สภาวะในการเจริญของเชื้อไม่เหมาะสม  (Saimmai, 2011) สอดคล้องกับรายงาน
ของ Rukadee (2012) ที่ศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Bacillus subtilis AS6 พบว่าการ
เพ่ิมพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อท าให้อัตราการเจริญของเชื้อ B. subtilis AS6 ลดลง พีเอชของอาหาร
เลี้ยงเชื้อมีความส าคัญต่อการเจริญของจุลินทรีย์มาก เนื่องจากการเจริญของจุลินทรีย์หรือสิ่งมีชีวิตต่างๆ ถูก
ควบคุมโดยกระบวนการเมตาบอลิซึมโดยทั่วไปค่าพีเอชที่มีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์แต่ละชนิด
แตกต่างกันไป โดยแบคทีเรียจะเจริญได้ดีในช่วงค่าพีเอชที่เป็นกลาง จากการทดลองพบว่าพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเท่ากับ 7.0 ให้ค่าการอิมัลซิไฟด์สูงสุดที่ร้อยละ 80.58 และ 60.31 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ 
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ดังนั้นจึงเลือกใช้พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. 
hydrocarbonoclasticus ST1 ในขั้นตอนต่อไป 
 
ตำรำงที่ 9 ผลของพีเอชเริ่มต้นต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่ง
คาร์บอนในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่าที่ 150 รอบต่อ
นาท ี
 

Initial pH 
 

Dry cell weight 
(g/l) 

Final pH 
 

Emulsification 
activity, EA (%) 

Emulsification 
Index, EI (%) 

6.0 
6.5 
7.0 
7.5 
8.0 

3.95±0.47 
3.73±0.38 
3.57±0.38 
3.38±0.71 
3.09±0.29 

6.79±0.18 
7.20±0.47 
7.80±0.04 
7.98±0.08 
8.29±0.13 

55.51±5.02e* 

68.03±4.18c 
80.58±3.10a 
78.46±4.63b 
65.71±3.78d 

33.70±4.05e* 

54.13±5.42c 
60.31±4.69a 
56.84±3.57b 
50.29±5.65d 

* Different letters in the same column indicate significant different (p<0.05) 
  Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 3.7 ระยะเวลำที่เหมำะสมในกำรผลิตสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพภำยใต้สภำวะที่เหมำะสมของเชื อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 

เลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ในอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนัก 
เป็นแหล่งคาร์บอน และมี NaNO3 ร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยง
เชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 72 
ชั่วโมง น าส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงมาตรวจวัดการเจริญ ค่า pH และค่าความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามัน 
(ภาพที่ 6) จากการทดลองพบว่าเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 มีการเจริญและเพ่ิมจ านวนตั้งแต่
ชั่วโมงที่ 3 ของการเลี้ยงเชื้อและมีแนวโน้มการเจริญเติบโตตามระยะเวลาการเลี้ยงโดยการเจริญสูงสุดที่เวลา 
60 ชั่วโมง ด้วยค่าน้ าหนักเซลแห้งที่ 3.60 กรัมต่อลิตร เมื่อวิเคราะห์ความสามารถในการผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 โดยการวัดค่า EA และ EI พบว่าจะเริ่มผลิตสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพและปลดปล่อยออกสู่อาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเริ่มเข้าสู่ชั่วโมงที่ 6 ของการเลี้ยงเชื้อ และมีกิจกรรม
สูงที่สุดเมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 60 ชั่วโมงโดยมีค่า EA และ EI เท่ากับ ร้อยละ 81 และ 60 ตามล าดับ เมื่อเก็บเกี่ยว
สารสกัดหยาบของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยวิธีการตกตะกอนด้วยกรดพบว่าสามารถเก็บเกี่ยวสารสกัด
หยาบของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้มากที่สุดที่เวลาการเลี้ยง 60 ชั่วโมง โดยสามารถเก็บเกี่ยวได้ 1.85 
กรัมต่อลิตร ดังนั้นจึงเลือกเวลาในการเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ที่  60 ชั่วโมงเพ่ือ
ท าการศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
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ภำพที่ 6 การเจริญเติบโต การผลิต และกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM โดยใช้กากน้ าตาลร้อยละ 2.5 โดย
น้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน และมี NaNO3 ร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน พีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาท ี

4. กำรศึกษำวิธีกำรสกัดสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพจำกเชื อ Marinobacter hydrocarbonoclasticus 
ST1 

 หลังจากการเลี้ยงเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 เป็นเวลา 60 ชั่วโมง ก าจัดตัวเซลล์ออกโดย
การปั่นเหวี่ยง น าส่วนใสที่ได้มาศึกษาการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเลือกใช้วิธีการตกตะกอน
ด้วยการปรับค่าพีเอช แอมโมเนียมซัลเฟต อะซีโตน เมทานอล เอทานอล และสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ 
(chloroform:methanol, 2:1) จากวิธีการเก็บเกี่ยวทั้ง 6 วิธี พบว่าการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์มี
ประสิทธิภาพในการเก็บเก่ียวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพดีที่สุด (ตารางท่ี 10)  
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ตำรำงที่  10 เปรียบเทียบวิธีการในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 

 

Recovery method  Yield (g/l) EA (%) EI (%) 
Acid precipitation 6.25±1.45a* 45.11±5.50a* 35.17±3.50a* 
Acetone precipitation 5.12±1.5a* 55.54±3.64a* 45.57±4.78a* 
(NH4)2SO4 precipitation 4.44±0.79a 56.90±5.87a 40.08±3.59a 
MeOH precipitation  2.15±0.58b 64.75±6.48b 54.58±3.68b 
EtOH precipitation 2.16±0.89b 71.89±5.45b 51.97±5.75b 
CH3Cl:MeOH extraction 1.85±0.18b 81.00±1.38b 60.01±4.63b 

* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
 
 จากการทดลองพบว่าการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus 
ST1 ด้วยวิธีการตกตะกอนโดยการปรับค่าพีเอชสามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบได้มากที่สุด 6.25 กรัมต่อลิตร 
อย่างไรก็ตามค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันส าหรับสารสกัดหยาบที่ได้นั้นมีค่าต่ ามากเม่ือเปรียบเทียบกับการเก็บเกี่ยว
โดยวิธีอ่ืนๆ เนื่องจากสารสกัดหยาบที่ได้นั้นมีความบริสุทธิ์อยู่น้อย (Chooklin et al., 2014) การเก็บเกี่ยวสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพด้วยการสกัดโดยใช้สารละลายอินทรีย์  (chloroform:methanol, 2:1) มีประสิทธิภาพ
ในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมากที่สุดสามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบได้ 1.85 กรัมต่อลิตร โดย
มีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร สูงที่สุดที่ร้อยละ 81 และ 60 ส าหรับค่า EA และ EI 
ตามล าดับ ดังนั้นจึงเลือกใช้วิธีการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยใช้การสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์
เพ่ือศึกษาในขั้นตอนต่อไป 
 
5. คุณสมบัติของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 

 5.1 กำรศึกษำควำมคงตัวต่อควำมเป็นกรด-ด่ำง  
 น าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้จากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ละลายในน้ า

กลั่นที่ให้ได้ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ปรับพีเอชของสารละลายให้อยู่ในช่วง 2.0-12.0 ด้วย 1 N 
NaOH หรือ 1 N HCl แล้วทดสอบกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์น้ ามัน ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 7 จากการ
ทดลองพบว่าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้จากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 จะให้กิจกรรม
การอิมัลซิไฟด์ในช่วงพีเอชที่กว้างตั้งแต่  4 ถึง 10 ซึ่งให้ค่าการอิมัลซิไฟด์ในช่วงร้อยละ 72-81 และ 53-60 
ส าหรับค่า EA และ EI ตามล าดับ เมื่อปรับพีเอชให้ลดลงต่ ากว่า 4 หรือมากกว่า 11 จะท าให้กิจกรรมในการ
อิมัลซิไฟด์ลดลงอย่างมากเนื่องจากสารอิมัลซิไฟด์เออร์เกิดการตกตะกอนในสภาวะที่เป็นกรดสูงและด่างสูง 
(Sutthivanitchakul et al., 1999) สอดคล้องกับผลการทดลองของ Vaz และคณะ (2012) ที่พบว่าค่าการ
อิมัลซิไฟด์ของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตได้จากเชื้อ Bacillus subtilis มีค่าคงที่ในช่วงพีเอช 5.0-10.0 
และลดลงที่พีเอชต่ ากว่า 5.0 เนื่องจากสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพบางส่วนตกตะกอน  
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ภำพที่ 7 ผลของระดับพีเอชต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 

 
5.2 ผลของอุณหภูมิต่อควำมคงตัวของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 

  น าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้จากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ละลายในน้ า
กลั่นที่ให้ได้ความเข้มข้น 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซียส ตามล าดับ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และบ่มที่อุณหภูมิ 110 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที แล้วตั้งไว้ให้อุณหภูมิกลับลงมาที่ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นทดสอบกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันผล
การทดลองแสดงในภาพที่ 8 

 
 
ภำพที่ 8 ผลของระดับอุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 

BS 
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จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิในช่วง 25-121 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อความคงตัวของสารอิมัลซิ

ไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้ ซึ่งเห็นได้จากค่า EA และ EI ที่ค่อนข้างคงที่อยู่ในช่วงร้อยละ 76-81 และ 54-60 
ตามล าดับ ผลการทดลองที่ได้สอดคล้องกับการศึกษา Wang และคณะ (2011) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความ
คงตัวของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Bacillus subtilis strain JA-1 พบว่าสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพมีความคงตัวที่อุณหภูมิในช่วง 4-100 องศาเซลเซียส โดยมีค่า EI อยู่ในช่วงร้อยละ 72-75  

 

5.3 ผลของเกลือต่อควำมคงตัวของสำรอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภำพที่สกัดได้ 
  ในการประยุกต์ใช้สารอิมัลซิไฟด์ เออร์ชีวภาพในการก าจัดคราบน้ ามันและสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนในทะเล โซเดียมคลอไรด์ แมกนีเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคลอไรด์ ซึ่งเป็น
องค์ประกอบหลักของน้ าทะเลอาจมีผลต่อการท างานของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ ดังนั้นจึงต้องศึกษาผล
ของเกลือต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้ 

ผลของโซ เดี ยมคลอไรด์ ต่ อ ความค งตั วของส าร อิมั ล ซิ ไฟ ด์ เออ ร์ ชี วภ าพ จาก เชื้ อ  M. 
hydrocarbonoclasticus ST1 พบว่าโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 1-9 โดยน้ าหนักไม่มีผลต่อความคงตัว
ของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพอย่างมีนัยส าคัญ โดยมีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันอยู่ในช่วงร้อยละ 77-81 และ 
56-60 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ แต่เมื่อความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์มากกว่าร้อยละ 9 โดย
น้ าหนัก กิจกรรมการอิมัลซิไฟด์เออร์จะลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (ภาพที่ 9) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นสูงมีผลท าให้ค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์ เออร์ชีวภาพมี
ประสิทธิภาพลดลง จากรายงานของ Thimon และคณะ (1992) ไอออนของเกลือจะมีผลต่อโครงสร้างของ
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ เนื่องจากไอออนของเกลือจะจับหมู่คาร์บอกซิลิกของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ 

  

 

ภำพที่  9 ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิ ไฟด์ เออร์ชีวภาพที่ ผลิตจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 
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ภาพที่ 10 แสดงผลของแมกนีเซียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์

ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0-0.1 โดย
น้ าหนัก ไม่มีผลต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ โดยมีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันอยู่ในช่วงร้อยละ 76-81 และ 
54-60 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ และจากศึกษาผลของแคลเซียมคลอไรด์ต่อความสามารถในการอิมัลซิ
ไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 พบว่าที่แคลเซียม
คลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0-0.06 โดยน้ าหนักไม่มีผลต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ (ภาพที่ 
11) โดยมีค่าการอิมัลซิไฟด์น้ ามันอยู่ในช่วงร้อยละ 76-81 และ 54-60 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ แต่เมื่อ
ความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์สูงกว่าร้อยละ 0.06 ความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตได้มีค่าลดลงสอดคล้องกับผลการทดลองของ Maneerat และ Phetrong (2007) ที่
ศึกษาความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ แมกนีเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสาร
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Myroidessp. SM1 ซึ่งแยกจากน้ าทะเลปนเปื้อนน้ ามัน พบว่าอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Myroidessp. SM1 มีความคงตัวต่อโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0-9 โดยน้ าหนักและ
การเติมแมกนีเซียมคลอไรด์มีผลต่อสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้เพียงเล็กน้อย แต่การเติมแคลเซียม- 
คลอไรด์ที่ความเข้มข้น 4-18 มิลลิโมลท าให้สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพสูญเสียกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามัน 

 

 

ภำพที่ 10 ผลของเกลือแมกนีเซียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 
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ภำพที่ 11 ผลของเกลือแคลเซียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
38 

 
บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

บทสรุป 
 จากการศึกษาการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากโรงงานสกัดน้ ามัน

ปาล์มในภาคใต้ของประเทศไทยพบว่าสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งหมดจ านวน 421 ไอโซเลท น าเชื้อ
แบคทีเรียที่แยกได้มาเลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal salt medium (MSM) ที่มีน้ าตาลกลูโคสหรือน้ ามันปาล์ม
ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน วิเคราะห์ความสามารถในการผลิตอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพโดยวิธี emulsification activity (EA) พบเชื้อแบคทีเรียที่มีกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มจ านวน 
20 ไอโซเลท จากการเทียบเคียงสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ด้วยวิธี 16S rRNA พบว่าสามารถแบ่ง
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ออกเป็น 3 กลุ่มคือ Actinobacteria, Firmicutes และ Proteobacteria โดยเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 ซึ่งอยู่ในกลุ่ม Proteobacteria มีกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์
น้ ามันปาล์มได้สูงสุดที่ร้อยละ 55 เมื่อใช้น้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน องค์ประกอบ
ของอาหารเลี้ ย งเชื้ อและสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตสาร อิมัลซิ ไฟด์ เออร์ชี วภาพจากเชื้ อ  M.  
hydrocarbonoclasticus ST1 คือ อาหาร MSM ที่มีพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7.0 โดยใช้กากน้ าตาลและ NaNO3 
ความเข้มข้นร้อยละ 2.5 และ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ตามล าดับ เขย่าที่ความเร็ว 
150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 ชั่วโมง มีกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มสูงสุดที่ร้อยละ 81 และ 60 
ส าหรับ EA และ emulsification index (EI) ตามล าดับ จากการศึกษาวิธีการในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M.  hydrocarbonoclasticus ST1 พบว่าการสกัดสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์ chloroform:methanol ในอัตราส่วน 2 ต่อ 1 โดยปริมาตรสามารถเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ที่มีค่ากิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์สูงสุดโดยมีค่า EA และ EI ที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตรเท่ากับร้อยละ 81 
และ 60 ตามล าดับ สามารถเก็บเกี่ยวสารสกัดหยาบของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้ 1.85 กรัมต่อลิตร จาก
การศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้พบว่ามีความคงตัว ในช่วงพีเอช 4-10 
อุณหภูมิ 25-121 องศาเซลเซียส โดยมีค่าการอิมัลซิไฟด์ในช่วงร้อยละ 72-81 และ 53-60 ส าหรับ EA และ EI 
ตามล าดับ สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่สกัดได้มีความคงตัวต่อโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 9 โดย
พบว่าค่าการอิมัลซิไฟด์สูงกว่าร้อยละ 77 และ 56 ส าหรับ EA และ EI ตามล าดับ มีความคงตัวต่อแมกนีเซียม
คลอไรด์และแคลเซียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0-0.1 และ 0-0.06 ตามล าดับ  
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ศึกษาการใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูกอ่ืนๆ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M.  
hydrocarbonoclasticus ST1 

2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อ M.  
hydrocarbonoclasticus ST1 ในถังหมักขนาดใหญ่ เพ่ือเพ่ิมผลผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ 

3. ศึกษาการน าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ M. hydrocarbonoclasticus ST1 ไป
ประยุกต์ใช้ในโรงงานสกัดน้ ามันปาล์ม สิ่งแวดล้อม และการยับยั้งเชื้อก่อโรค 
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ภำคผนวก 

1. สูตรอำหำรและวิธีกำรเตรียมอำหำรเลี ยงเชื อแบคทีเรีย 

1.1 Mineral salt medium (MSM) ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 
  K2HPO4     0.80 กรัม 
  KH2PO4     0.20 กรัม 
  CaCl2     0.05 กรัม 
  MgCl2     0.50 กรัม 
  FeCl2     0.01  กรัม 
  (NH4)2SO4    1.00  กรัม 
  NaCl     5.00 กรัม 

ละลายส่วนผสมในน้ ากลั่น ปรับ pH ให้ได้ 7.0 น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดัน (autocleave) ที่ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

1.2 Minimal Salt Medium Agar ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  K2HPO4     0.80 กรัม 
  KH2PO4     0.20 กรัม 
  CaCl2     0.05 กรัม 
  Mg Cl2     0.50 กรัม 
  FeCl2     0.01  กรัม 
  (NH4)2SO4    1.00  กรัม 
  NaCl     5.00 กรัม 
  Agar      15.0 กรัม 
 ละลายส่วนผสมในน้ ากลั่นแล้วต้มให้เดือดน าไปปรับ pH ให้ได้ 7.0 น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดัน 
(autocleave) ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี

1.3 Nutrient Broth ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบด้วย 

  Beef extract     3.0  กรัม 
  Peptone    5.0 กรัม 
 ละลายส่วนผสมในน้ ากลั่น ปรับ pH ให้ได้ 7.0 น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดัน (autocleave) ที่ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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2. กำรจ ำแนกแบคทีเรียทำงสัณฐำนวิทยำ 

กำรย้อมสีแกรม 
ใช้ loop เกลี่ยเชื้อบนสไลด์บางๆ ปล่อยให้แห้ง จากนั้นน าสไลด์ผ่านเปลวไฟอย่างรวดเร็ว 2-3 ครั้ง 

หยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) บนรอยเกลี่ยของเชื้อให้ท่วม ทิ้งไว้ 1 นาที เทสีทิ้ง ล้างออกด้วยน้ า
กลั่น หยดสารละลายไอโอดีน ทิ้งไว้ 1 นาที เทสารละลายทิ้ง ล้างสีออกด้วยเอทิลแอลกอฮอล์ ร้อยละ 95 ทิ้งไว้
ประมาณ 15 วินาที แล้วล้างออกด้วยน้ ากลั่น จากนั้นหยดสีซาฟรานิน (safranin) ประมาณ 15-30 วินาที ล้าง
น้ า ซับให้แห้ง ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 1,000 เท่า (Sneath, 1986) 
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ค ำน ำ 
 

สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมีศักยภาพในการน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร ผลิตภัณฑ์ท า
ความสะอาด ยา เครื่องส าอาง และการควบคุมจุลินทรีย์ทางชีวภาพ (biocontrol) เพ่ือทดแทนสาร       
อิมัลซิไฟด์เออร์ที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี โดยสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมีข้อดีกว่าสารอิมัลซิไฟด์เออร์ที่
ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี คือ ย่อยสลายได้ มีความเป็นพิษต่ า และมีความคงตัวในสภาวะอุณหภูมิ ความ
เป็นกรด-ด่างและเกลือความเข้มข้นสูงๆ ได้ (Banat et al., 2000) เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถผลิตสาร     
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้หลากหลายชนิดและมีคุณสมบัติที่แตกต่างกันโดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดต้อง
สารอาหารที่แตกต่างกันเพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานในกิจกรรมต่างๆ และใช้ผลิตสารตั้งต้นในกระบวนการผลิต
สารประกอบที่เซลล์ต้องการในการเจริญและสารที่จ าเป็นอื่นๆ รวมทั้งสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ อาหารเลี้ยง
เชื้อส่วนใหญ่ประกอบด้วยแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจนและแร่ธาตุ นอกจากสูตรอาหารที่เหมาะสมแล้วยังมี
สภาวะอ่ืนๆ อีกที่มีผลต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ เช่น พีเอช อุณหภูมิ การกวนและ
การให้อากาศ เป็นต้น ซึ่งแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่สามารถควบคุมสภาวะในการเลี้ยงได้ง่ายและสามารถ
ใช้แหล่งอาหารที่มีราคาถูกหรือวัสดุเศษเหลือในการเจริญและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้  ท าให้
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพหรือให้สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มี
คุณสมบัติเฉพาะเป็นการเพ่ิมมูลค่าของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ให้สูงขึ้นและลดต้นทุนในกระบวนการผลิต 
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บทคัดย่อ 
 การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากตัวอย่างดินและน้ าที่มีน้ ามัน
ปาล์มปนเปื้อนซึ่งเก็บจากโรงงานสกัดน้ ามันปาล์มในภาคใต้ของประเทศไทย ได้แก่ จงัหวดักระบี่ สุราษฎร์-
ธานี สตลูและตรัง โดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร minimal salt agar ที่มีน้ ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถ
คัดแยกเชื้อแบคทีเรียได้ 421 ไอโซเลท เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในอาหาร minimal salt medium 
(MSM) ที่มีน้ ามันปาล์มหรือน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง วัดกิจกรรมโดยวิธี emulsification activity สามารถคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต
สารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพได้ 20 ไอโซเลท เมื่อเทียบเคียงสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้โดยการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA พบว่าสามารถแบ่งเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้เป็น 8 
จีนัส ซ่ึงประกอบด้วย Serratia (5 ไอโซเลท), Acinetobacter  (4 ไอโซเลท), Pseudomonas (2 ไอโซเลท) 
และอย่างละ 1 ไอโซเลทในจีนั ส  Comamonas, Corynebacterium และ Marinobacter โดยเชื้ อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 มีกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มได้สูงที่สุดที่ร้อยละ 
55 เมื่อใช้น้ ามันปาล์มร้อยละ 1 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ทั้งนี้สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสาร          
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจาก M.  hydrocarbonoclasticus ST1 คือ อาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 
2.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน และ NaNO3 ความเข้มข้นร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งไนโตรเจน  
พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 
150 รอบต่อนาที หลังจากการเลี้ยงเป็นเวลา 60 ชั่วโมง เชื้อ M.  hydrocarbonoclasticus ST1 มีค่า
กิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มสูงที่สุดที่ร้อยละ 81 และ 60 ส าหรับ emulsification activity (EA) และ 
emulsification index (EI) ตามล าดั บ  การสกั ดส าร อิมั ล ซิ ไฟ ด์ เออร์ ชี วภ าพที่ ผ ลิ ต จ าก เชื้ อ  M.  
hydrocarbonoclasticus ST1 โดยใช้คลอโรฟอร์ม: เมทานอล (2:1) ได้ผลผลิตสารสกัดหยาบของสารอิมัลซิ
ไฟด์เออร์ชีวภาพ 1.85 กรัมต่อลิตร มีค่า EA และ EI ที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตรเท่ากับร้อยละ 81 และ 60 
ตามล าดับ สารสกัดหยาบของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพมีความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มได้ดีได้
ในช่วงพีเอช 4-10, อุณหภูมิระหว่าง 25-121 องศาเซลเซียส, เกลือโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0-9 
โดยน้ าหนัก แมกนีเซียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0-0.1 โดยน้ าหนัก และแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 0-0.06 โดยน้ าหนัก  
 
 
 
 
 
 

 ข 



 

Research Title   Screening and optimization of cultural conditions for bioemulsifier 
production from isolated bacteria 

Researcher        Paweena Dikit and Atipan Saimmai 
Faculty             Science and Technology 
Year                 2557 
 

ABSTRACT 

Bioemulsifier-producing bacteria were isolated from soil and water contaminated 
with palm oil from palm oil mill factories in southern part of Thailand (Krabi, Surat Thani, 
Satun and Trang province). They were grown in minimal salt agar using used palm oil as a 
sole carbon source. The 421 isolates obtained were screened for bioemulsifier production 
in a minimal salt medium (MSM) containing 1% (w/v) of glucose or palm oil as a sole 
carbon sources. By using emulsification activity test, the culture supernatants of 20 selected 
isolates showed bioemulsifier activity and these strains were identified by 16S rRNA gene 
sequence analysis. The production of bioemulsifier was obtained by strains representative 
of 8 different bacterial genera including 5 isolates in Serratia, 4 isolates in Acinetobacter, 2 
isolates in Pseudomonas and 1 isolate of each genus from Comamonas, Corynebacterium 
and Marinobacter. Among of them Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 exhibited the 
highest emulsification activity of 55% using 1% (w/v) palm oil as a carbon source. The 
optimum condition for bioemulsifier production by M.  hydrocarbonoclasticus ST1 was 
MSM containing 2.5% (w/v) molasses as carbon source, 0.3% (w/v) of sodium nitrate as 
nitrogen source, initial pH of 7.0 at room temperature (30±3°C) and shaking speed 150 rpm, 
respectively. It showed the maximum emulsifier activity with palm oil after 60 h of 
cultivation of 81 and 60% for emulsification activity (EA) and emulsification index ( EI), 
respectively. Crude bioemulsifier was recovered from the culture supernatant by 
chloroform:methanol (2:1) extraction with a yield of 1.85 g/l and had emulsifier activity at 
concentration of 1 g/l of 81 and 60% for EA and EI, respectively. The crude bioemulsifier 
was capable to emulsified palm oil in range of pH 4-10, temperature of 25-121°C and in the 
presence of sodium chloride up to 9% (w/v), magnesium chloride up to 0.1% (w/v) and 
calcium chloride up to 0.06% (w/v).  
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การวิจัยเรื่อง การคัดเลือกและสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพ

จากเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ในครั้งนี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจากมหาวิทยาลัยราชภัฏสงขลาใน
ปีงบประมาณ 2557 การวิจัยในครั้งนี้มุ่งเน้นที่จะคัดเลือกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตสาร    
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่มีกิจกรรมในการอิมัลซิไฟด์สูง ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตสาร  
อิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ วิธีการที่เหมาะสมในการเก็บเกี่ยวสารอิมัลซิไฟด์เออร์
ชีวภาพรวมทั้ง ศึกษาคุณสมบัติของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่เก็บเก่ียวได้ 

รายงานฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยความกรุณาอย่างยิ่งของ รศ.ดร. ศุภศิลป์ มณีรัตน์ ที่ปรึกษาโครงงาน 
ที่ได้ให้วิชาการความรู้ ค าแนะน าและข้อคิดเห็นต่างๆ ตลอดจนตรวจทานแก้ไขรายงานฉบับนี้ให้ถูกต้องและ
สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ผู้ท ารายงานขอขอบพระคุณอย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ด้วย  ขอขอบพระคุณคุณพ่อ คุณแม่และ
ครอบครัว ที่คอยให้แนะน า และให้ก าลังใจในการท าโครงการวิจัยในครั้งนี้ และขอขอบคุณพ่ีๆ เพื่อนๆ ทุกคน
ที่คอยให้ค าแนะน า และให้ก าลังใจตลอดการท างานวิจัยครั้งนี้ด้วย 
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แหล่งที่มา แหล่งคาร์บอน ลักษณะของเชื้อแบคทีเรียและความสามารถในการอิมัลซิไฟด์น้ ามัน
ปาล์ม 
แสดงการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis) ของแบคทีเรียที่ผลิตสารอิมัลซิไฟด์
เออร์ชีวภาพซึ่งแยกได้และสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันจากฐานข้อมูลใน GenBank  
ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงบนอาหาร MSM เป็นเวลา 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง
อัตราการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที  
ผลของความเข้มข้นของกากน้ าตาลต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิ ไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงในอาหาร MSM เป็น 48 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 
ผลของแหล่ งไน โตรเจนต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิ ไฟด์ เออร์ชี วภาพโดยเชื้ อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 
2.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที 
ผลความเข้มข้นของ NaNO3 ต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 
2.5 โดยน้ าหนักเป็นแหล่งคาร์บอน ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิห้องอัตราการเขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 
ผลของอัตราการเขย่าต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง 
ผลของพีเอชเริ่มต้นต่อการเจริญและการผลิตสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพโดยเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 หลังจากเลี้ยงอาหาร MSM ที่มีกากน้ าตาลร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนัก
เป็นแหล่งคาร์บอน ในฟลาสก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้องอัตราการ
เขย่าที่ 150 รอบต่อนาที 
เปรียบเทียบวิธีการในการเก็บ เกี่ยวสารอิมัลซิ ไฟด์ เออร์ชีวภาพจากเชื้ อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST 
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ลักษณะโครงสร้างของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจากจุลินทรีย์ 
โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุ่มต่างๆ 
ผลการตรวจหากิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วนใสจากเชื้อแบคทีเรีย
หลังจากเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมงบนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
กิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันปาล์มของสารละลายส่วนใสจากเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ Different 
lowercase letters at top of bars indicate significant differences (p<0.05) 
แผนภูมิต้นไม้วงศ์วานวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 30 สายพันธุ์และ
เชื้อแบคทีเรียที่ใกล้เคียงที่สุดจากฐานข้อมูลใน GenBank โดยการใช้โปรแกรม BLAST ใน
ฐานข้อมูลของ NCBI 
การเจริญเติบโต การผลิต และกิจกรรมการอิมัลซิไฟด์น้ ามันของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพจาก
เชื้อ Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 ที่เลี้ยงในอาหาร MSM โดยใช้กากน้ าตาล
ร้อยละ 2.5 โดยน้ าหนัก เป็นแหล่งคาร์บอน และมี NaNO3 ร้อยละ 0.3 โดยน้ าหนักเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7.0 ที่อุณหภูมิห้อง (30±3 องศาเซลเซียส) บน
เครื่องเขย่าความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
ผลของระดับพีเอชต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 
ผลของระดับอุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus ST1 
ผลของเกลือโซเดียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์ เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 
ผลของเกลือแมกนีเซียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้ อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 
ผลของเกลือแมกนีเซียมโซเดียมคลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารอิมัลซิไฟด์เออร์ชีวภาพที่ผลิตจากเชื้อ 
Marinobacter hydrocarbonoclasticus ST1 
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