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สรุปและวิจารณ์ผลการวิจัย

B acillus licheniform is สายพันธ์ F2.2 ที่แอกไต้จากตัวอย่างอาหารหมักดอง' ^  7  0 1 J  “ "  ï ' ï
โดย ผู้ช่วยศาสตราจารย์จิราภรณ์ ธนีอวัน เมือทำการเลียงเชือบนอาหารแข็งแอลบี ทีมีนำมันดิบ 
ราดพับปกคลุมผิวหน้าของอาหารเลี้ยงเช้ืออย่างสม่ําเสมอ เพ่ือทดสอบการสร้างสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพ พบว่า B acillus licheniform is F2.2 จะปล่อยสารท่ีสามารถกระจาอน้ํามันดิบบน
อาหารเลี้ยงเชื้อไตั นอกจากนั้นเชื้อตังกล่าวอังมีความสามารถในการฆ่าจุลินทรีย์ กลุ่มอ่ืน  ๆไตั
อย่างกว้างขวาง ทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต์

จากการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย B acillus licheniform is F2.2
ในอาหารเหลวที่กำหนดสูตรในขวดเขย่า แล้ววัดประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
โดยดูจากความสามารถในการลดแรงตึงผิวของส่วนนั้าใสที่ไตัจากนั้าเลี้ยงเชื้อ ในการทดลอง
ขั้นต้นได้ศึกษาหาความสัมพันธ์ ระหว่าง การเจริญของจุลินทรีย์ กับ การสร้างสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพ ของเช้ือ พบว่า สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะเริ่มถูกสร้างชื้น และ ปลดปล่อยออกสู่น้ัา
เล้ียงเชื้อในช่วงแรกของการเจริญแบบลอการิธึม โดยค่าแรงตึงผิวของนำเลี้ยงเชือ จะเริ่มมีค่า
ลดตึาลง และ เมื่อจุลินทรีย์เจริญเข้าสู่ระยะหลังของการเจริญแบบลอการิธึม ( late
logarithmic phase ) ก็จะมีการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมามากชื้น ซึ่งคล้ายคลึงกับผล 
การทดลองของ Yakimov และคณะ (1995) ท่ีรายงานถึง ความสัมพันธ์ระหว่างการเจริญของ
จุลินทรีย์ กับ ความสามารถในการลดแรงตึงผิวของนั้าเล้ีองเชื้อ และเมื่อพิจารณาถึงค่าความ
เป็นกรด-ต่างของอาหารเล้ียงเชื้อ พบว่า หลังจากช่ัวโมงท่ี 12 ของการเพาะเลี้ยง ค่าความ 
เป็นกรด-ด่างจะเริ่มมีค่าสูงชื้น และสูงสุดที่ช่ัวโมงท่ี 36 ในขณะเดียวกันค่าแรงตึงผิวของนั้า
เล้ียงเชื้อจะเริ่มมีค่าลดลง และต่ําสุด ท่ีชั่วโมงท่ี 24 ของการเพาะเลี้ยง จึงคาดว่า ค่าความ
เป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ น่าจะมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงไต้ทำ
การแปรผัน ค่าความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ เร่ิมต้น ต้ังแต่ 4.0-9.0 ด้วยการเดิมกรด 
หรือด่าง (1.0 นอร์มอล กรดไฮโดรคลอริก หรือ 1.0 นอธ์มอล โซเดียมไฮดรอกไซด์) พบ 
ว่า ระดับความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมต่อการเจริญ และการลดค่าแรงตึงผิว ของส่วนนั้าใสที่ไต้ 
จากน้ัาเล้ียงเช้ือ B. licheniform is F2.2 จะอยู่ในช่วง 7.0-9.0 โดยค่าความเป็นกรด-ต่าง
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ท่ี 8.0 ให้การผลิตดีท่ีสุด เนื่องจากส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชือ เมื่อทำกานจืองจาง 100 เท่า 
ลดแรงตตึงผิวได้ต่ําที่สุด ความสามารถในการลดแรงตึงผิวของนี้าเลี้ยงเชื้อจะลดลงอย่างมาก
เม่ือ ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ ลดจาก 7.0 เป็น 6.0 เช้ือจะไม่สามารถลดแรง
ตึงผิวของนื่าเลี้ยงเชื้อได้ เม่ืออาหารเล้ียงเช้ือ มีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากับ 4 และ 4.5
ดังแสดงในรูปที่ 25 ซึ๋งคด้ายคลึงกับรายงานของ Santos และคณะ (1986) ที่รายงานว่า
ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อ การผลิตแรมโนลิปิด โดย P seudom onas aeruginosa  
DSM 2659 จะมีค่าอยู่ในช่วง 6.2-6.4 หากค่าความเป็นกรด-ด่าง สูงหรือตากว่านี้จะมี
ผลให้เช้ือหยุดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ธนขวัญ (2539) พบว่า ค่าความเป็น
กรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นปัจจัยที่สำคัญประการหนื่งในการลดแรงตึงผิวของนำเลียงเชือ 
โดย B acillus subtilis 3/38

จากการทดลองปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ เริ่มต้น ท่ี 7.0 ด้วย 
กรด หรือด่าง ดังกล่าว เทียบกับการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช้
100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเป็นกรด-ด่าง 7.0 พบว่า วิธีการปรับค่าความเป็น
กรด-ด่าง ด้วยบัฟเฟอร์สามารถควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง ได้ดีกว่า ท่าให้ค่าแรงตึงผิวของนี้า 
เลี้ยงเชื้อมีค่าคงที่มากกว่า และเมื่อท่าการหาค่าความเป็นกรด-ด่าง เริ่มด้นที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยการควบคุมด้วยบัฟเฟอร์ พบว่า ที่ความเป็นกรด-ด่าง เร่ิมด้น
8.0 โดยการใช้ 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็นตัวท่าละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อ จะให้ 
ผลผลิตของสารลดแรงตึงผิวดีที่สุด ซึ่งจากการทดลองปรับค่าความเป็นกรด-ด่างทั้งวิธีการ
ใช้กรด-ด่าง และการควบคุมด้วยบัฟเฟอร์ เพื่อเป็นแนวทางในการเลือกใช้ พบว่า สามารถ
เลือกใช้งานได้ทั้ง 2 วิธี สำหรับในงานวิจัยนี้ได้เลือกการใช้วิธีการควบคุมความเป็นกรด-ด่าง
เร่ิมต้นที่ 8.0 ด้วยบัฟเฟอร์ ในการทำการทดลองขั้นต่อไป เนื่องจากสามารถควบคุมค่าความ 
เป็นกรด-ด่าง ได้ดี และท่าให้ค่าแรงตึงผิวของนี้าเลี้ยงเชื้อมีค่าคงที่มากกว่า

เม่ือศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยเล้ียง
Bacillus, licheniform is F2.2 พบว่า กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที่ให้ผลผลิตดีที่สุด ซ่ึงสอด 
คล้องกับผลการทดลองของ Cooper และคณะ (1981) ส่วนซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน
ที่ให้ผลผลิตดีรองลงมา ดังแสดงในรูปท่ี 32 ในขณะที่รายงานของ Yakimov และคณะ
(1995) พบว่า กลูโคส และ ซูโครส เป็นแหล่งคาร์บอนที่ดีสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
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ส่วนปริมาณกลูโคสท่ี!หมาะสมท่ีสุด คือ 2% (นา,หนักต,อปริมาตร) โดย Yakimov และคณะ
(1995) รายงานไริ,ว่า ปริมาณกลูโคสที่สูงกว่า 2%  (นาหนักต่อปริมาตร) ไม่มีผลช่วยให้มี 
การผลิตสารลดแรงตึงผิวไห้มากข้ึน สำหรับการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
อาหารท่ีมีแปง เปึนแหล่งคาร์บอน พบว่า ปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตออกมาตํ่ากว่า เม่ือเทียบ 
กับ กลูโคส อาจเน่ืองมาจาก แป็ง มีโครงสร้างโมเลอุลที่ช้บช้อนกว่า จุลินทรีย์ไม่สามารถนำ 
ไปใช้ให้ทันที ห้องผ่านกระบวนการอ่อยสลายให้อยู่ในรูปที่ จุลินทรีย์สามารถนำไปใช้ไห้ก่อน 
การนำไปใช้โดยเซลล์จึงเป็นไปอย่างช้า  ๆ ซึ่งอาจไม่เพียงพอ สำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพ ที่สร้างในช่วงการเจริญแบบลอการิธึม และจะเห็นไห้ว่า อัตราการเจริญของเชือในอาหาร 
ท่ีมีแฟ้ง จะช้ากว่าเม่ือเลี้ยงในกลูโคส ส่วนกลีเชอรอล จากการวัดการเจริญ โดยวัดค่าความ
ขุ่นของเชลล์ พบว่า เช้ือ B acillus sp. สายพันธุ F2.2 เจริญไห้ดี แต่ให้ผลการลดค่าแรง
ตึงผิวไห้ไม,มากนัก ผลการทดลองที่ไห้คห้ายคลึงกับรายงานของ Lin และคณะ (1993) ซ่ึง 
พบว่า B. licheniform is JF-2 มีการเจริญไห้ดีในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลีเชอรอล แต่ไม่พบว่ามี 
การผลิตสารลดแรงตึงผิวเกิดขึ้น

งานวิจัยน้ีไม่ไห้ทดลอง แปรผันแหล่งคาร์บอนที่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน
เนื่องจากมีรายงานว่า สารประกอบไฮโดรคาร์บอนจะยับยั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ 
B. subtilis (Cooper และคณะ, 1981) และ Jenny และคณะ (1993) พบว่า 5. licheniform is 
ไม,สามารถใช้ n-alkanes เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

เมื่อนำวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ฟางข้าว ชานอ้อย ที่มีการปรับสภาพบางประการ ; ลี้ , ' 0, ' ไ  ล้ี 
ห้วย 1 % NaOH ร่วมกับการอบไอนำภายให้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนัว อุณหภูมิ
121° C เป็นเวลา 15 นาที ในขณะท่ี รำข้าว ซ่ึงปรับสภาพห้วย 1 % NaOH ณ อุณหภูมิ
ห้อง เพื่อให้เหมาะสมต่อการนำไปใช้ ซึ่งจากการทดลองของ สุภาพร (2536) พบว่าให้
ปริมาณนี้าตาลรีดิวซ์สูงสุด เมื่อนำไปใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า การใช้
ไฮโดรไลเสทของวัสดุการเกษตร สารละลายท่ีไห้จากการอ่อยฟางข้าว 2 % (นี้าหนักต่อ
ปริมาตร คิดเป็นปริมาณนี้าตาลรีดิวช้) ให้ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวไห้มากที่สุด จาก
ตารางท่ี 7 และ รูปท่ี 35 นอกจากนั้น ฟางข้าว ยังหาไห้ง่าย จึงมีความสะดวกในการนำ
มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูก ทดแทนการใช้กลูโคสซึ่งมีราคาค่อนข้างแพงไห้ดี โดยใน
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวโดยตรง เช่น ผลการทดลองที่ผ่านมา
ไม่สามารถกระทำไตึเนื่องจากในอาหารเลี้ยงเชื้อ (control medium) เอง ก็มีผลลดค่าแรงตึง 
ผิวอยู่บ้าง ดังนั้นจึงทำการเปรียบเทียบความสามารถในการลดแรงตึงผิว ของนำเลียงเชือ
ของแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิด จาก เปอร์เชนต์ การลดลงของค่าแรงตึงผิว แทน

ส่วนการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ชานอ้อย และรำข้าว พบว่าให้ผลการผลิต 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดัไมดเท่ากับ การใช้ฟางข้าว อาจเนื่องมาจากมีสมบัติไม่เหมาะสมต่อการ 
ที่จุสินทรีย์จะนำไปใช้ เช่น รำข้าว พบว่า มีองค์ประกอบที่เป็นแบ้ง และเอนโดสเปิรม์ของพืชอยู่ 
ในปริมาณสูง การนำวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารเคมี
ต่างๆ ไดัมากน้อยเพียงไร ยังอาจขึ้นอยู่กับองค์ประกอบหลายประการ เช่น การปรับสภาพวัสดุ 
เหล่านั้นก่อนนำมาใช้ ปริมาณสารยับย้ัง (inhibitor) ปริมาณสารกระตุ้น (activater) ท่ีมีอยู่ 
รวมถึงพื้นที่ผิว (surface area) ของวัสดุนั้นๆด้วย (Dekker และ Wallis, 1983 ; Woodward, 
1987)

การศึกษาผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของ Bacillus, 
licheniform is สายพันธุ F2.2 ได้ทำการทดลองแปรผันแหล่งไนโตรเจน ชนิดอนินทรีย์สาร
ได้แก่ แอมโมเนียมไนเตรท แอมโมเนียมชัลเฟต แอมโมเนียมคลอไรค์ และ โซเดียมไนเตรท 
และ ใช้แหล่งไนโตรเจน ชนิดอินทรีย์สาร ได้แก่ กากถั่วเหลืองที่ย่อยแล้ว (SBH), กากเมล็ด 
ผ่ายที่ย่อยแล้ว โดยจัดให้ปริมาณไนโตรเจนในแหล่งไนโตรเจนทุกแหล่ง เท่ากับปริมาณ
ไนโตรเจนใน แอมโมเนียมซัลเฟต 4 กรัม/ลิตร ซึ่งมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.85 กรัม 
ต่อลิตร อาหารเล้ียงเช้ือ เปรียบเทียบประสิทธิภาพความสามารถในการลดแรงตึงผิว จาก %
การลดลงของค่าแรงตึงผิว เช่นเดียวกับแหล่งคาร์บอนจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ด้วยเหตุผล 
ดังกล่าวแล้วข้างต้น จากผลการทดลอง พบว่าแอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งไนโตรเจน
ที่ให้การลดแรงตึงผิวดีที่ชุด ดังแสดงในตารางท่ี 8 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Cooper
และคณะ (1981) นอกจากนี้ Roubin และคณะ (1989) ทำการศึกษาการใช้ โซเดียม
ไนเตรท แอมโมเนียมไนเตรท และ แอมโมเนียมคลอไรด์ ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
พบว่า ไนโตรเจนในรูปของ ไนเตรท ให้อัตราการเจริญช้า และต่ํา ได้ผลผลิตตํ๋ากว่า ไนโตรเจน
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ในรูปของแอมโมเนียม ในขณะที่ไนโตรเจนในรูปของแอมโมเนียมไนเตรท จ ะ

เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยจุลินทรีย์จะใช้ไนโตร'จน ท้ังในรูปของ
แอมโมเนียม และไนเตรทร่วมกัน เพ่ือการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในร่วงแรกจุลินทรีย์ 
จะใช้ไนโตรเจนในรูปไนเตรท เพ่ือการเจริญ ช่วงนีปริมาณของสารลดแรเตึงผิว ท่ีผลิตได้
ยังคงอยู่ในระดับต่ํา จากนั้นไนเตรทจะเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของ แอมโมเนียเนอขาดไนเตรท
ปริมาณแอมโมเนียมจะเพื่มสูงขึ้น และจะมีการนำไปใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิว ซ่ึงพบว่า 
ให้ผลผลิตสูงกว่าการใช้ โซเดียมไนเตรท และ แอมโมเนียมคลอไรด์ เม่ือแปรผันความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมในเตรท ต่าง  ๆ กัน พบว่า ความเข้มข้น 0.2 % (นำหนักต่อ
ปริมาตร) ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ตํ่าลงสามารถให้ผลผลิตในปริมาณที่สูงกว่า ในอาหารเลียง
เชื้อสูตรก่อนปรับปรุงซึ่งใช้ความเข้มข้น 0.4 % เล็กน้อย ดังแสดงในรูปท่ี 37

ส่วนการใช้แหล่งไนโตรเจน ชนิดอินทรีย์สาร พบว่า ให้ปริมาณสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพต่ํา และจุลินทรีย์มีการเจริญช้ามาก ซึ่งอาจเกิดจากสารบางอย่างที่เกิดจากการย่อยกากถั่ว 
เหลือง , กากเมล็ดผิาย ภายใต้ความดันสูง มีผลยับย้ังการผลิตสารลดแรงตึงผิว หรือการท่ีอาหาร 
เล้ียงเช้ือท่ีมี กรดอะมิโนมากเกินไป อาจกดการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หรืออาจเป็น
เพราะมีไนโตรเจนในรูปที่จุลินทรีย์ด้องการนำไปใช้ เพื่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว ในสารทังสอง 
ชนิดนี้อยู่ในปริมาณที่น้อย และอาจมีสารที่สามารถยับยั้งการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่ด้วย

ผลของเกลือแร,ปริมาณน้อยที่จำเป็น ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของ 
B. lichenifonnis F2.2 พบว่า เมื่อ1ขาดแมงกานีส1ชัณ'ฟต ค่าแรงตึงผิวจากส่วนใสที่ได้จากการ 
เล้ียงเช้ือ จะมีค่าสูงท่ีสุด แสดงว่า แมงกานีสชัลเฟต มีผลกระทบต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของ B. licheniform is F2.2 มากท่ีสุด ดังแสดงในรูปที่ 38 และปริมาณของ
แมงกานีสชัลเฟตที่เหมาะสม คือ 1.71 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังแสดงในรูปท่ี 39 โดยอาจเป็น
ไปได้ว่า แมงกานีสซัลเฟต เป็นแหล่งแร,ปริมาณน้อยที่มีบทบาทสำคัญต่อการทำงานของเอนไซม์ 
ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยท่ี ไม,มีผลกระทบต่อการเจริญของเชลล์ และ 
การเพิ่มปริมาณแมงกานีสซัณฟต ให้สูงข้ึน ไม่ได้มีผลในการเพิ่มผลผลิตของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (Cooper และคณะ ,1981)
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จากการศึกษาภาวะในการเลี้ยง B. licheniform is F2.2 เพื่อสร้างสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพ อุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง เป็นป็จจัยหนึ่งที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
จากการทดลองพบว่า การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ให้ผลลดค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนนึ่าใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อได้มากที่สุด รองลงมาคือ การเพาะเลียงท่ีอุณหภูมิห้อง (30+2
องศาเซลเซียส) และอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตามลำดับ ดังแสดงในรูปที่ 29 ส่วนการ 
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 20 และ 25 องศาเซลเซียส เชื้อมีการเจริญตํ่ามากจึงให้ผลผลิตตํ่า ส่วนท่ี 
อุณหภูมิ 40 และ 45 องศาเซลเซียส เชื้อสามารถเจริญได้แต่ส่วนนํ้าใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ
มีความสามารถในการลดแรงตึงผิว และให้ค่าการกระจายนํ้ามันได้ตํ่า ซึ่งคล้ายคลึงกับรายงาน
ของ Santos และคณะ (1986) พบว่า อุณหภูมิที่สูงหริอตํ่ากว่าภาวะที่เหมาะสมในการผลิต 
จะทำให้เมตาบอลิสมของจุลินทรีย์เปลี่ยนแปลงไป เช่น เมออุณหภูมิตํ่ากว่าอุณหภูมิที่เหมาะสม 
( 32°-34°C ) P seudom onas aeruginosa  จะผลิตนึ่าตาลแรมโนสลดลง ทำให้ผลิตสารลด
แรงตึงผิวแรมโนลิปิดได้น้อยลง นอกจากนี้ Syldalk และคณะ (1985) ได้รายงานว่า
อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง ที่เปลี่ยนแปลงไป อาจมีผลต่อโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ที่ผลิตโดยจุลินทรีอ็ได้ และ การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลด 
แรงตึงผิวพบว่า เพ่ือเล้ียง B. licheniform is F2.2 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนนี้าใสที่ได้จากนี้าเลี้ยงเชื้อมีค่าตํ่าที่สุด และจะมีค่าคงที่ตลอดระยะเวลาการเลี้ยง 72 ช่ัวโมง 
ดังนั้นระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง จึงเหมาะสมที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ส่วน ความเร็วรอบในการเขย่าที่เหมาะสม ต่อการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ของ B acillus licheniform is F2.2 คอ ท 250 รอบต่อนาท

จากการศึกษาสมบัติเบื้องด้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่ผลิตโดย B acillus  
licheniform is F2.2 เพื่อปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของส่วนใสที่ได้จากนี้าเลี้ยงเชื้อเป็น 2 ,
4 ,6 ,8 ,1 0 ,1 2  และ 14 แล้วนำไปบ่มที่ 4 ° ซ เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง แล้ววัดค่าแรงตึงผิวของ 
ส่วนใสที่ได้ พบว่า สารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้ มีความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง ในช่วง 
กว้าง 6-12 ดังในรูปท่ี 42 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Cooper และคณะ (1981) ;
Katharina และคณะ (1991) ท่ีได้รายงานถึง ส่วนใสของอาหารที่ได้จากนี้าเลี้ยงเชื้อ B acillus  
subtilis และ B acillus licheniform is ตามลำดับ ว่า มีความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง
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ท่ี 6-12 และรายงานของ Babu และคณะ (1994) ที่ว่า สารลดแรงตึงผิวจะมีความ 
เสถียรต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง ในช่วง 5-10 หรือ Horowitz และคณะ (1990) ท่ีรายงาน 
ว่า สารลดแรงตงผว surfactant BL 86 จาก B acillus licheniform is 86 มความเสถยร
ต่อค่าความเป็นกรด-ต่าง อยู่ในช่วง 4-13 ในแง'ความทนทานต่ออุณหภูมิระดับต่าง  ๆ พบ
ว่า ที่อุณหภูมิห้อง (30+2°ซ) ที่อุณหภูมิ 4 ° ช และที่ 0°ซ  สารลดแรงตึงผิวทนอยู่ได้
นานตลอด 100 วัน ดังในรูปท่ี 43 สำหรับความเสถียรต่ออุณหภูมิสูง พบว่าที่อุณหภูมิ
5 5 °ซ และ 80°ซ สารลดแรงตึงผิวยังคงมีความเสถียรอยู่ได้นานถึง 5 ช่ัวโมง ส่วนท่ี
100 ° ช สารลดแรงตึงผิวจะเริ่มสูญเสียความเสถียรไปบ้าง หลังทำการบ่มไว้เป็นเวลา 2
ช่ัวโมง ดังในรูปท่ี 44 ผลการทดลองที่ได้คล้ายคลึงกับรายงานของ Katharma และคณะ 
(1991) ท่ีทำการทดลองบ,มสารลดแรงตึงผิวที่อุณหภูมิ 20-60 ° ช พบว่า ท่ีอุณหภูมิดัง
กล่าว ไม่มีผลลดค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากน้ัาเลี้ยงเช้ือ

ส่วนความเสถียรต่อ เกลือโซเดียมคลอไรด์ (% NaCl ) พบว่า ส่วนนั้าใสที่ได้
จากนาเลี้ยงเชื้อ B. licheniform is F2.2 มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวสูงขึ้น เม่ือความ
เข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ เท่าลับ 5%  และประสิทธิภาพจะเริ่มลดลง เม่ือความเข้ม
ข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด้ สูงกว่า 10 % ดังแสดงในรูปที่ 45 ผลการทดลองที่ได้
คล้ายคลึงกับรายงานของ Horowitz และคณะ (1990) พบว่า การเติม 4% เกลือโซเดียม 
คลอไรด์ จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวของ สารลดแรงตึงผิว surfactant BL 86 
และรายงานของ Lin และคณะ (1994) ทำการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวของ 
สารลดแรงตึงผิว JF-2 biosurfactant ท่ี 0.5% , 5 %  เกลือโซเดียมคลอไรด์ พบว่าเม่ือมี 
5% เกลือโซเดียมคลอไรด์ ความสามารถในการลดแรงตึงผิวจะสูงกว่าที่ 0.5% เกลือโซเดียม 
คลอไรด์ ถึง 4 เท่า และ จากการศึกษา หาจุดวิกฤตของการเจือจาง (crtical micelle
dilution , CMD ) ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ พบว่า มีค่าอยู่ท่ี ระดับการเจือจาง 80 เท่า 
ดังแสดงในรูปที่ 46 จุดวิกฤตของการเจือจาง (CMD ) คือ ระดับการเจือจางที่มาก
ท่ีสุด ที่ทำให้ค่าแรงตึงผิวเริ่มมีค่าเพ่ิมสูงขึ้น ชึ๋งแสดงถึงประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวของ
สาร ลดแรงตึงผิว หาก CMD มีค่าสูง แสดงว่า สารนั้นมีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิว
ได้ด (Sheppard และ Mulligan, 1987 ; Lin และคณะ,1994)



112

เม่ือทำการตรวจสอบ Profile ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ของ B. licheniform is 
สาอพันธุ F2.2 ด้วยวิธี HPLC เปรียบเทียบโครมาโตรแกรมที่ได้กับสารละลายเชอแฟกตีน 
มาตรฐาน จาก B acillus subtilis ของบริษัท Sigma chemical, ST. Louis., USA. พบว่า 
สารท่ีผลิตได้จาก B. licheniform is สายพันธุ น ี้ มีรูปแบบโครมาโตรแกรม ท่ีแตกต่างจาก สาร 
ละลายเชอแฟกตีน มาตรฐาน ดังแสดงไนรูปท่ี 47 ดังนี้นจึงอาจกล่าวได้ว่า สารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก B. licheniform is F2.2 น่าจะเป็นสารคนละชนิดกับเชอแฟกตีน
สำหรับในการศึกษาครั้งนี้ยังไม่ได้ศึกษาถึงรายละเอียดทางโครงสร้างโมเลกุล และการวิเคราะห์
ทางเคมีอื่นๆ เช่น นิวเคลียร์แมกเนติกเรชอแนนท์ ( NMR), อินฟราเรดสเปคตรัม (IR) ,
แมสสเปคตรัม (Mass spectrum) จึงน่าจะได้มีการศึกษาต่อไป

จากงานวิจัยนี้สามารถหาแหล่งคาร์บอน ราคาถูก ของอาหารเลี้ยงเช้ือมาใช้ทดแทน 
กดูโคสท่ีมีราคาค่อนข้างแพง แม้ว่าจะให้ผลผลิตสักลูโคส (ตารางท่ี 7) ไม,ได้ แตกให้ผลท่ีไม่ 
ต่างกันมากนัก และเมื่อพิจารณาถึงอัตราการเจริญของเชื้อในอาหารเหลวที่มีฟางข้าว 2 % เป็น
แหล่งคาร์บอน กับอาหารเหลวกำหนดสูตรเดิมที่มีกลูโคส เป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า ให้อัตราการ 
เจริญท่ีใกล้เคียงกัน ดังแสดงในรูปที่ 34.2 (ค) และ 34.1 (ก) จึงมีความเป็นไปได้ท่ีจะนำ
ฟางข้าวมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดังน้ันน่าจะได้มีการศึกษา
ต่อไปถึงการขยายส่วนการผลิต และ ล้าได้มีการนำสายพันธุนี้ไปปรับปรุงสายพันธุ โดยการ
กลายพันธุ ชึ๋งเป็นวิธีที่ช่วยปรับปรุงพันธุของจุลินทรีย์ให้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เพิ่ม
ขึ้นอีก เช่น Mulligan และคณะ (1989) ได้รายงานว่า จากการทำการปรับปรุงสายพันธุ
B acillus subtilis โดยการใช้แสงกุลตราไวโอเลต พบว่า สามารถเพ่ิมผลผลิต สารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพ ได้เพ่ิมมากข้ึนกว่า 3 เท่า เมื่อเปรียบเทียบ กับสายพันธุเดิม หรือ การนำเอาเทคโนโลยี 
ข้ึนสูง เช่น การหลอมรวมโปรโตพลาสต์ (protoplast fusion) หรือการทำพันธุวิศวกรรม
(genetic engineering) เพื่อปรับปรุงสายพันธุ ก็สามารถทำให้ลดด้นทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิว 
น้ีลงได้มาก ชึ๋งจะสามารถนำไปประยุกตและ ดัดแปลง เพ่ือการผลิตในขึ้นอุตสาหกรรมต่อไป



113

สรุปผลการทดลอง

1. จากการหาค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม ต'อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ จาก B acillus licheniform is F2.2 พบว่า ท่ี ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยง 
เชื้อเริ่มต้น เท่ากับ 8.0 เหมาะสมที่สุด โดยมี 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเท่ตบัฟเฟอร์ เป็น 
ตัวควบคุม โดยค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ไต้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อมีค่าเท่ากับ 29 มิลลินิวตัน ต่อ 
เมตร เม่ือทำการเจือจางส่วนนํ้าใสที่ไต้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ 100 เท่า มีค่าเท่ากับ 42.8
มิลลินิวตันต่อเมตร

2. ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า กลูโคส 2% (นาหนักต่อ
ปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมที่สุด ให้ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวไต้ดี
ท่ีสุด ส่วนการใช้วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร ได้แก่ ฟางข้าว ชานอ้อย รำข้าว เป็น 
แหล่งคาร์บอนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า ฟางข้าว 2% (นาหนักต่อปริมาตร 
คิดเป็น ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์) ให้ประสิทธิภาพในการลดค่าแรงตึงผิวไต้ดีที่สุด จึงเลือก
ใช้ ฟางข้าว เป็นแหล่งคาร์บอน ราคาถูก ทดแทน กลูโคส

3. การใช้วัสดุทางการเกษตร ซึ่งได้แก่ กากเมล็ดผิาย กากถ่ัวเหลือง เป็นแหล่งไนโตรเจน 
พบว่า ให้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ตากว่า การใช้ แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์สาร
โดย แอมโมเนียมไนเตรท ให้ผลผลิตดีท่ีสุด จึงเลือกใช้แอมโมเนียมไนเตรท เป็น
แหล่งไนโตรเจน ปริมาณของ แอมโมเนียมไนเตรท ท่ีเหมาะสม ในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ คือ 0.2 เปอร์เชนต์ (นํ้าหนักต่อปริมาตร)

4. แมงกานีสซัณฟต เป็นแหล่งแร่ปริมาณน้อย ท่ีจำเป็น ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
โดย B. licheniform is F2.2 โดยใช้แมงกานีสซัณฟตที่ปริมาณ 1.71 มิลลิกรัมต่อลิตร 
จะมีการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไต้มากกว่า เม่ือ ไม่มี แมงกานีสซัลเฟต

5. ภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย B. licheniform is F2.2
คือ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24
ช่ัวโมง จุลินทรีย์สามารถสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยสามารถลดแรงตึงผิว
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ของส่วนนั้าใสที่ได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อได้มีค่าตํ่ากว่า 30 mN/m และ เมื่อทำการเจือจาง 100 
เท่า ได้ 39.3 mN/m ให้ค่าการกระจายนามัน 33.71 หน่วย

6. เมื่อเก็บนํ้าเลี้ยงเชื้อมาปรับค่าความเป็นกรด-ด่างต่างๆ บ่มท่ี 4 ° ซ เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 
วัดค่าแรงตึงผิว พบว่า นาเลี้ยงเช้ือมีความเสถียรต่อค่าความเป็นกรด-ด่าง ในช่วง 6-12 
สามารถทนทานต่ออุณหภูมิ 0°ช , 4°ซ และ 30+2°ช ได้นานถึง 100 วัน สำหรับ 
ความเสถียรต่ออุณหภูมิสูง 5 5 ° ช และ 80 ° ซ ได้นานถึง 5 ช่ัวโมง

7. ความเสถียรต่อ เกลือโซเดียมคลอไรด้ (% NaCl ) พบว่า ส่วนน้ัาใสท่ี ได้จากน้ัาเล้ียงเช้ือ 
B. licheniform is F2.2 มีความสามารถในการลดแรงตึงผิวสูงขึ้น เมื่อความเข้มข้นของเกลือ 
โซเดียมคลอไรด้ เท่ากับ 5 % และประสิทธิภาพจะเร่ิมลดลง เม่ือความเข้มข้น ของเกลือ
โซเดียมคลอไรด้ สูงกว่า 10 % และ จากการศึกษาหาจุดวิกฤตของการเจือจาง (crtical 
micelle dilution, CMD ) ของส่วนใส ท่ีได้จากนั้าเลี้ยงเชื้อ พบว่า มีค่าอยู่ท่ี ระดับ
การเจือจาง 80 เท่า

8. จากการตรวจสอบ Profile ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่ผลิตโดย B. licheniform is F2.2 
ด้วยวิธี HPLC เปรียบเทียบกับ เซอแฟกตินมาตรฐาน พบว่า มีลักษณะโครมาโตรแกรม 

ท่ีแตกต่าง จากเซอแฟกตินมาตรฐาน ดังน้ัน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ที่ผลิตโดย Bacillus
licheniform is F2.2 จึงน่าจะเป็นสารคนละชนิดกับสารเชอแท่กดิน
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