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การประเมินแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆที่ใชในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย 
บาซิลลัส เมกาเทอเรียม WC2 

 
Evaluation of Different Carbon and Nitrogen Sources in Production of Biosurfactant by  

Bacillus megaterium WC2 
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1ภาควิชาจุลชีววิทยา 2ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี  

3ภาควิชาเทคโนโลยีชีวเคมี คณะทรัพยากรชีวภาพและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี  
 
บทคัดยอ 
 งานวิจัยนี้ไดศึกษาชนิดของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมกับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยบาซิลลัส เมกาเทอเรียม WC2 (Bacillus megaterium WC2) ท่ีอุณหภูมิและความเร็วรอบในการเขยาคงท่ี 
โดยมีจุดมุงหมายท่ีจะเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต การสรางสารลดแรงตึงผิววิเคราะหโดยการวัดแรงตึงผิวของอาหาร
เลี้ยงเช้ือ ดัชนีการเกิดอิมัลชัน (E24) และความสามารถในการกระจายน้ํามันดีเซล จากการทดลองพบวา B. megaterium 
WC2 จะผลิตสารลดแรงตึงผิวไดดีท่ีสุดเม่ือใชน้ํามันปาลมและเปปโตนเปนแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน 
ตามลําดับ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือไดตํ่ากวา 25 มิลลินิวตันตอเมตร และ
สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีบมเปนเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ี
ทดสอบ โดยมีคาดัชนีการเกิดอิมัลชันสูงกวา 65%  
   
คําสําคัญ : สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน  บาซิลลัส เมกาเทอเรียม WC2 
 
Abstract 
 This research aimed to study the variation of carbon and nitrogen sources on the production of a 
biosurfactant by Bacillus megaterium WC2 at constant temperature and shaking condition in order to increase 
productivity in the process. Then, biosurfactant synthesis was followed by measuring surface tension, emulsifying 
index (E24), and oil displacement ability. The results showed that biosurfactant was best produced by B. megaterium 
when palm oil and peptone were used as carbon and nitrogen sources, respectively. The surface tension of the 
medium was reduced by lower than 25 mN/m and the 48-h cell-free supernatant was able to emulsify all 
hydrocarbons tested and the emulsification index was more than 65%. 
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1. บทนํา 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) เปน
สารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตไดจากเซลลของสิ่งมีชีวิต ซึ่ง
สวนใหญสรางมาจากจุลินทรีย เชน แบคทีเรีย ยีสต และ
รา โดยสารลดแรงตึงผิวจะถูกผลิตออกมาจากเซลล และ
เซลลของจุลินทรียก็สามารถทําหนาท่ีเปนสารลดแรงตึง
ผิวไดเชนกัน เนื่องจากผนังเซลลของเช้ือจุลินทรียมี
โครงสรางคลายสารลดแรงตึงผิว คือมีโครงสรางแบบ
แอมฟพาติก (amphipathic compounds) ประกอบดวย 2 
สวน คือ สวนท่ีมีข้ัว และ สวนท่ีไมมีข้ัว สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสามารถจําแนกได 6 กลุม ตามลักษณะ
โครงสรางทางเคมี ไดแก 1. ไกลโคลิปด (Glycolipid) 2. 
ไลโปเปปไทด  (Lipopeptides) และไลโปโปรตีน 
(Lipoprotein) 3. กรดไขมัน และลิปดท่ีเปนกลาง (Fatty 
acid and Neutral lipid) 4. ฟอสโฟลิปด (Phospholipid) 
5. สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมีโครงสรางเปนพอลิเมอร 
(Polymeric Biosurfactants) และ 6. สารลดแรงตึงผิว
ชี ว ภ า พ ท่ี มี ลั ก ษ ณ ะ เ ป น อ นุ ภ า ค (Particulate 
Biosurfactants) (Desai and Banat, 1997) ขอดีของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ เม่ือเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึง
ผิวท่ีเปนสารเคมี  คือสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถ
ย อ ย ส ล า ย ไ ด เ อ ง ตา ม ธ ร ร มช า ติ  ไ ม เ ป น พิ ษ กั บ
สิ่งแวดลอม (Fiechter, 1992) ทนอุณหภูมิสูง ทน pH 
ในชวงกวาง และมีความทนเกลือสูง (Banat et al., 2000) 
ก า ร ใ ช ส า ร ล ด แ ร ง ตึ ง ผิ ว ชี ว ภ า พ มี ก า ร ข ย า ย ตั ว
คอนขางมาก เนื่องจากมีศักยภาพท่ีหลากหลาย มีการนํา
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน 
อุตสาหกรรมอาหาร เกษตรกรรม อุตสาหกรรมยา 
อุตสาหกรรมน้ํ า มัน ปโตรเลียม อุตสาหกรรม ทํา
กระดาษ และอื่นๆ (Soumen et al., 2006)  ปจจุบันนี้ จึง
มีการวิจัยและพัฒนาเกี่ยวกับการผลิตสารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพเพื่อใหไดมาซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีมี
ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ สู ง  ส า ม า ร ถ นํ า ไ ป ใ ช กั บ ง า น ใ น
อุตสาหกรรมตางๆ รวมถึงข้ันตอนกระบวนการผลิตจาก
เช้ือจุลินทรียเพื่อใหไดปริมาณสูง 

 
2. วัตถุประสงค 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคท่ีจะศึกษาชนิดของ
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมกับการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Bacillus megaterium 
WC2 เพื่อใหเกิดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดมาก
ท่ีสุด 
 
3. อุปกรณและวิธีการ 
3.1. แหลงของแบคทีเรีย 

แบ คที เรี ย ท่ี ใช ใน งา นวิ จัย นี้  คือ  Bacillus 
megaterium WC2 ท่ีแยกไดจากสหกรณโคนม ซึ่งเก็บ
รักษาในอาหารวุนเอียงนิวเทรียนท (Nutrient agar slant) 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเปนหัวเช้ือ (stock 
culture) 

 
3.2. การเตรียมกลาเช้ือและสภาวะท่ีใชในการเลี้ยง 

ถายเช้ือแบคทีเรีย B. megaterium WC 2 ลงใน
อาหารเหลวลูเรีย เบอทานิ (Luria Bertani Broth) ท่ีผสม 
2% กลูโคส ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร บมเช้ือโดยเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส (± 2 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง  กลาเช้ือท่ีไดจะถูกปรับใหมีความ
ขุนเทากับ 0.8 ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร กอนถาย
กลาเช้ือปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเบซัล (basal 
medium) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มิลลิลิตร บมเช้ือโดยเขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอ
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นาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (± 2 องศาเซลเซียส) 
เปนเวลา 96 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง นําน้ํา
เพาะเลี้ยงเช้ือท่ีไดจากการเลี้ยงเช้ือ มาหมุนเหวี่ยงดวย
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาที เพื่อทําการแยกเซลล หลังจากนั้นนํา
สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือไปทําการศึกษาสมบัติของ
สารลดแรงตึงผิว เชน คาแรงตึงผิว ดัชนีการเกิดอิมัลชัน 
และความสามารถในการกระจายน้ํามันดีเซล 

อาหารเบซัล ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดวย 
โซเดียมไนเตรท 7 กรัม โพแทสเซียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต 1 กรัม  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
0.5 กรัม โพแทสเซียมคลอไรด 0.1 กรัม แมกนีเซียม
ซัล เ ฟ ต  0 . 5  กรั ม  แ คล เ ซี ย มค ล อ ไ รด  0 . 01  ก รั ม 
เฟอรัสซัลเฟต 0.01 กรัม สารสกัดจากยีสต 0.1 กรัม 
สารละลายเกลือแร (trace elements) 0.5 มิลลิลิตร น้ํา
กลั่น 1 ลิตร (สารละลายเกลือแร 1 ลิตร ประกอบดวย 
กรดบอริก  0 .25 กรัม คอปเปอรซัล เฟต 0.5 กรัม 
แมงกานิสซัลเฟต 0.5 กรัม โซเดียมโมลิบเดต 0.06 กรัม 
ซิงคซัลเฟต 0.7 กรัม น้ํากลั่น 1 ลิตร) 

 
3.3. การศึกษาแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนท่ี
เหมาะสม 

ก า ร ศึ ก ษ า ห า แ ห ล ง ค า ร บ อ น แ ล ะ แ ห ล ง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมจะเริ่มจากการแปรผันชนิดของ
แหลงคารบอนโดยใชแหลงไนโตรเจนชนิดเดียว เม่ือได
แหลงคารบอนท่ีเหมาะสม จึงเริ่มทําการแปรผันชนิด
ของแหลงไนโตรเจน แหลงคารบอนท่ีใชในการศึกษา 
ไดแก กลูโคส ซูโครส น้ํามันปาลม น้ํามันมะกอก และ
น้ํามันดีเซล ท่ีความเขมขน 2% น้ําหนักตอปริมาตร และ
แหลงไนโตรเจนท่ีใชในการศึกษา ไดแก  เปปโตน 
(Peptone) ส า ร ส กั ด จ า ก ยี ส ต  ( Yeast extract) 
แอมโมเนียมไนเตรท (ammonium nitrate, NH4NO3) 
และแอมโมเนียมคลอไรด  (NH4Cl) แทนโซเดียม        

ไนเตรท (sodium nitrate, NaNO3) ท่ีความเขมขน 0.7% 
น้ําหนักตอปริมาตร 

 
3.4. การวัดคาแรงตึงผิว  

นําสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือไปวัดคาแรงตึง
ผิวท่ีอุณหภูมิหองดวยเครื่อง Ring tensiometer ยี่หอ 
PHYWE บันทึกคาท่ีไดจากตัวเลขบนหนาปดของเครื่อง 
แลวนําไปคํานวณหาคาแรงตึงผิว จากสูตร 
แรงตึงผิว   =         แรง (มิลลินิวตัน) 
                         2  x 19.65 (มิลลิเมตร) 
 
3.5. การวัดคาดัชนีการเกิดอิมัลชัน (E24)  

ปเปตสารประกอบไฮโดรคารบอนท่ีตองการ
ทดสอบ (น้ํามันดีเซล ไซลีน น้ํามันกาด เฮปเทน และ
น้ํามันปาลม) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองท่ี
มีสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสม
ใหเขากันดวย Vortex mixer เปนเวลา 2 นาที  ต้ังท้ิงไว
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดความสูงของอิมัลชันท่ีได นํามา
คํานวณหาคาดัชนีการเกิดอิมัลชัน (Patel and Desai, 
1997)  ดังสูตรตอไปนี้  
E24   =    ความสูงของของเหลวท่ีเกิดอิมัลชัน x 100 

    ความสูงของของเหลวท้ังหมด 
 
3.6. การวัดความสามารถในการกระจายน้ํามันดีเซล   

ตวงน้ํา ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ลงในจานแกว
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 เซนติเมตร ท่ีมีกระดาษ
กราฟรองอยูเปนมาตรวัดความกวางของบริเวณสวนใส 
(โดย 1 ชองใหญของกราฟมีคาเทากับ 1 เซนติเมตร) 
หยดน้ํามันดีเซล 15 ไมโครลิตร ใหปกคลุมบนผิวน้ํา 
หยดตัวอยาง 10 ไมโครลิตร อานความกวางของบริเวณ
ใสและคํานวณหาพื้นท่ี กําหนด 1 ตารางเซนติเมตรของ
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การกระจายตัวของน้ํามันมีคาเทากับ 1 หนวย (อารีย, 
2542) 
พื้นท่ีของบริเวณใส  =   x รัศมีความกวางของบริเวณ
ใส2 (เซนติเมตร) 2 

3.7. การวิเคราะหอื่นๆ 
  วิเคราะหการเจริญของแบคทีเรียโดยการหา
น้ําหนักเซลลแหงท่ีไดจากการแยกเซลลจากอาหารเลี้ยง
เช้ือ โดยการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 20 นาที ลางเซลลและนําเซลลท่ีไดไปอบท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 12 
ช่ัวโมง จนน้ําหนักคงท่ี นํามาเก็บใน Desiccator กอน
นําไปช่ังน้ําหนัก 

วิเคราะหความเปนกรด – เบส (pH) ดวย pH 
meter 
 
4. ผลการวิจัย 
4.1. การศึกษาแหลงคารบอนท่ีเหมาะสมตอการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เม่ือเลี้ยง B. megaterium WC 2 ในอาหารเลี้ยง
เช้ือเบซัลท่ีมีแหลงคารบอนตางๆ ไดแก น้ําตาลกลูโคส 
น้ําตาลซูโครส น้ํามันดีเซล น้ํามันปาลม และน้ํามัน
มะกอก ความเขมขน 2% น้ําหนักตอปริมาตร  และมี
โซเดียมไนเตรท (NaNO3) เปนแหลงไนโตรเจน บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง มาวิ เคราะหการเจริญของ
แบคทีเรีย  ความเปนกรด-เบส สมบัติของแรงตึงผิว และ
สมบัติการกระจายน้ํามัน พบวา แบคทีเรียสามารถเจริญ
ไดดีท่ีสุดในน้ํามันมะกอกและน้ํามันปาลม ไดน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 5.71 และ 5.55 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 48 
ช่ัวโมง ตามลําดับ โดยในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีน้ํามัน
มะกอกเปนแหลงคารบอน ความเปนกรด-เบสของ
อาหารเลี้ยงเ ช้ือคอนขางคงท่ี ท่ีประมาณ 7.0 แตใน

อาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน ความ
เปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเช้ือคอยๆลดลงตลอดระยะ
การหมัก แตไมตํ่ากวา 6.5 (จาก pH เริ่มตน 7.4) และเปน
แหลงคารบอนท่ีแบคทีเรียสามารถสรางสารลดแรงตึง
ผิวไดดีท่ีสุด โดยสามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยง
เช้ือจากคาแรงตึงผิวเริ่มตน 45.38 mN/m เปน 24.47 
mN/m และสวนใสของน้ํ า เพาะเลี้ยงเ ช้ือ ท่ีเวลา 48 
ช่ัวโมงสามารถกระจายน้ํามันดีเซลไดพื้นท่ีสูงท่ีสุด 
เทากับ 213.96 ตารางเซนติเมตร ซึ่งสูงกวาแหลง
คารบอนชนิดอื่น (รูปภาพท่ี 1)  
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(ค) (ง)           
รูปภาพท่ี 1 ผลของแหลงคารบอนชนิดตางๆ ตอการเจริญและ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวของ B. megaterium WC2 ที่เจริญใน
อาหารเลี้ยงเช้ือเบซัล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 
ช่ัวโมง เขยาดวยอัตราเร็ว 200 รอบตอนาที (ก) การเจริญของ
แบคทีเรีย   (ข) ความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเช้ือ (ค) 
คาแรงตึงผิวของสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือ  (ง) คาการกระจาย
น้ํามันของสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือ         

น้ําตาลกลูโคส           น้ําตาลซูโครส              น้ํามันดีเซล                            
น้ํามันปาลม และ            น้ํามันมะกอก 
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เม่ือนําสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีเจริญใน
แหลงคารบอนชนิดตางๆมาทดสอบความสามารถใน
การเกิดอิมัลชัน พบวา สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีบม
เปน เวลา  48 ช่ัวโมงและมีน้ํ า มันปาลมเปนแหลง
ค า ร บ อ น  ส า มา ร ถ เ กิ ดอิ มัล ชัน กั บ ส า ร ป ร ะ ก อ บ
ไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ีทดสอบ และใหคาดัชนีการ
เกิดอิมัลชัน (E24) กับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุก
ชนิดท่ีทดสอบสูงท่ีสุด โดยเรียงลําดับจากมากไปนอย 
ดังนี้ เฮปเทน (60%) ไซลีน (53%) น้ํามันกาด (53%) 
และ น้ํามันดีเซล (40%) (รูปภาพท่ี 2)  รองลงมาไดแก
สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีมีน้ํามันมะกอกเปนแหลง
คารบอน มีคาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ีทดสอบอยูระหวาง 37-50% 
สําหรับแหลงคารบอนท่ีเปนน้ําตาล สวนใสของน้ํา
เพาะเลี้ยงเช้ือท่ีมีน้ําตาลกลูโคสจะใหคาดัชนีการเกิด
อิมัลชันสูงกวาท่ีมีน้ําตาลซูโครส  โดยมีคาดัชนีการเกิด
อิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ี
ทดสอบอยูระหวาง 27-40% และน้ํามันดีเซลเปนแหลง
คารบอนท่ีดีนอยท่ีสุด มีคาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับ
สารประกอบไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ีทดสอบตํ่ากวา 
35% (รูปภาพท่ี 2)                  
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(ค)                (ง) 
รูปภาพท่ี 2   คาดัชนีการเกิดอิมัลชัน (E24) ของสวนใสของน้ํา
เพาะเลี้ยง B. megaterium WC2 ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือเบซัลที่
มีแหลงคารบอนตางๆ  (ก) คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับไซลีน (ข) 
คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับเฮปเทน  (ค) คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับ
น้ํามันกาด (ง) คาดัชนกีารเกิดอิมัลชันกับดีเซล 

น้ําตาลกลูโคส           น้ําตาลซูโครส              น้ํามันดีเซล                            
น้ํามันปาลม และ            น้ํามันมะกอก 

 
4.2. การศึกษาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมตอการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จากการทดลองแปรผันแหลงคารบอน พบวา
น้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอนท่ีดีท่ีสุด ดังนั้น ในการ
ทดสอบหาแหลงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม จึงเลือกน้ํามัน
ปาลมเปนแหลงคารบอนท่ีใชในการทดสอบ โดยแปร
ผันแหลงไนโตรเจนท้ังหมด 5 ชนิด   แบงเปนสาร      
อนินทรียไนโตรเจน 3 ชนิด คือ NaNO3, NH4Cl และ 
NH4NO3 และสารอินทรียไนโตรเจน 2 ชนิด คือ           
เปปโตน และ สารสกัดจากยีสต บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 96 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง 
มาวิเคราะหการเจริญของแบคทีเรีย  ความเปนกรด-เบส  
สมบัติของแรงตึงผิว  และสมบัติการกระจายน้ํามัน 
(รูปภาพท่ี 3) พบวา แบคทีเรียสามารถเจริญไดดีท่ีสุด 
ใ น อ า ห า ร เ ลี้ ย ง เ ช้ือ เ บ ซั ล ท่ี มี เ ป ป โ ตน เ ป น แ ห ล ง
ไนโตรเจน ไดน้ําหนักเซลลแหง 8.88 กรัมตอลิตร เม่ือ
เลี้ยงเปนเวลา 48 ช่ัวโมง ความเปนกรด-เบสของอาหาร
เลี้ยงเช้ือลดลงจาก 7.03 เปน 6.56 ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง และ
สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือจากคาแรงตึง
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ผิวเริ่มตน 45.57 mN/m เปน 20.09 mN/m และสวนใส
ของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง สามารถกระจาย
น้ํามันดีเซลไดพื้นท่ีสูงท่ีสุด เทากับ 380.43 ตาราง
เซนติเมตร 

แหลงอนินทรียไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด คือ NaNO3 
โดยแบคทีเรียสามารถเจริญและใหน้ําหนักเซลลแหงสูง
ท่ีสุด เทากับ 7.2 กรัมตอลิตร ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง และลด
ความเปนกรด-เบสของอาหารเลี้ยงเช้ือจาก 6.95 เปน 
6.70 ท่ีเวลาเดียวกัน สามารถลดแรงตึงผิวของอาหาร
เลี้ยงเช้ือจากคาแรงตึงผิวเริ่มตน 45.38 mN/m เปน 21.07 
mN/m และสวนใสของน้ํ า เพาะเลี้ยงเ ช้ือ ท่ีเวลา 48 
ช่ัวโมงสามารถกระจายน้ํามันดีเซลไดพื้นท่ีสูงท่ีสุด 
เทากับ 370.23 ตารางเซนติเมตร  (รูปภาพท่ี 3) 

 

    
(ก)   (ข)     

     
(ค)   (ง) 
รูปภาพท่ี 3 ผลของแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆ ตอการเจริญและ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวของ B. megaterium WC2 ที่เจริญใน
อาหารเลี้ยงเช้ือเบซัลที่มีน้ํามันปาลมเปนแหลงคารบอน บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ช่ัวโมง เขยาดวยอัตราเร็ว 
200 รอบตอนาท ี (ก) การเจริญของแบคทีเรีย   (ข) ความเปนกรด-
เบสของอาหารเลี้ยงเช้ือ  (ค) คาแรงตึงผิวของสวนใสของน้ํา
เพาะเลี้ยงเช้ือ  (ง) คาการกระจายน้ํามันของสวนใสของน้ํ า
เพาะเลี้ยงเช้ือ   

            NaNO3            NH4Cl            NH4NO3               Peptone 
และ            Yeast extract 
 

เม่ือนําสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ีเจริญใน
แหลงไนโตรเจนชนิดตางๆมาทดสอบความสามารถใน
การเกิดอิมัลชัน พบวา สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือท่ี
เวลา 48 ช่ัวโมง และมีเปปโตนเปนแหลงไนโตรเจน 
สามารถเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุก
ชนิดท่ีทดสอบ และใหค าดัชนีการเกิดอิ มัลชัน กับ
สารประกอบไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ีทดสอบสูงท่ีสุด 
โดยเรียงลําดับจากมากไปนอย ดังนี้  ไซลีน (86.7%)  
เฮปเทน (76.7%) น้ํามันกาด (66.7%) และ น้ํามันดีเซล 
(66.7%) (รูปภาพท่ี 4) ขณะท่ีสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยง
เช้ือท่ีมีสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนจะใหคา
ดัชนีการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุก
ชนิดท่ีทดสอบอยูระหวาง 53-77% ในกลุมของอนินทรีย
ไนโตรเจน สวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเ ช้ือท่ีเวลา 48 
ช่ัวโมง และมี NaNO3 เปนแหลงไนโตรเจน สามารถเกิด
อิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุกชนิดท่ี
ทดสอบ และใหคาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบ
ไ ฮ โ ดร ค า ร บ อ น ทุ ก ชนิ ด ท่ี ท ดส อ บ สู ง ท่ี สุ ด  โ ด ย
เรียงลําดับจากมากไปนอย ดังนี้ ไซลีน (83.3%) เฮปเทน 
(73.3%) น้ํามันกาด (60.0%) และ น้ํามันดีเซล (60.0%) 
(รูปภาพท่ี 4)  แตสวนใสของน้ํา เพาะเลี้ยงเ ช้ือท่ี มี
สารประกอบแอมโมเนียมเปนแหลงไนโตรเจนจะใหคา
ดัชนีการเกิดอิมัลชันกับสารประกอบไฮโดรคารบอนทุก
ชนิดท่ีทดสอบตํ่าท่ีสุด โดยมีคาดัชนีการเกิดอิมัลชันไม
เกิน 30% (รูปภาพท่ี 4) 
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   (ก)     (ข)       

         
  (ค)        (ง)  
รูปภาพท่ี 4   คาดัชนีการเกิดอิมัลชัน (E24) ของสวนใสของน้ํา
เพาะเลี้ยง B. megaterium WC2 ที่เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือเบซัลที่
มีแหลงไนโตรเจนตางๆ (ก) คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับไซลีน  (ข) 
คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับเฮปเทน (ค) คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับ
น้ํามันกาด (ง) คาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับน้ํามันดีเซล                                                                       
            NaNO3            NH4Cl            NH4NO3               Peptone 
และ            Yeast extract 
 
5. การอภิปรายผล 
 จากการทดลองหาแหลงคารบอนท่ีเหมาะสม 
ไดผลการทดลองดังรูปภาพท่ี 1 และ 2 ซึ่งแสดงใหเห็น
วา น้ํามันพืช (น้ํามันมะกอกและน้ํามันปาลม) เปนแหลง
คารบอนท่ีแบคทีเรียสามารถนําไปใชในการสรางสาร
ลดแรงตึงผิวไดดีกวาน้ําตาล Abouseoud et al. (2008) 
รายงานวา การใชน้ํามันมะกอกเปนแหลงคารบอนใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวโดย Pseudomonas fluorescens 
ใหผลผลิตดีกวาการใชกลูโคสและเฮกซาเดกเคน และ
จากการศึกษาของ Ferraz et al. (2002) เม่ือทดลองใช
น้ํามันพืชชนิดตางๆ เชน น้ํามันถั่วเหลือง  น้ํามันดอก
ทานตะวัน น้ํามันมะกอก น้ํามันมะพราว และ  castor oil 
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวโดย Serratia marcescens 

พบวา น้ํามันดอกทานตะวันใหผลการทดลองดีท่ีสุด 
สามารถลดแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือจาก 64.54 เปน 
29.75 mN/m ซึ่งอาจเกี่ยวของกับกรดไลโนเลอิกซึ่งเปน
กรดไขมันไมอิ่มตัวในดอกทานตะวัน   อยางไรก็ตาม 
Das et al. (2009) รายงานวา แหลงคารบอนท่ีละลายน้ํา
ได เชน กลูโคส ซูโครส แปง และกลีเซอรอล สงเสริม
การเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวของ B. circulans 
ท่ีแยกไดจากทะเล ขณะท่ีแหลงคารบอนจําพวกน้ํามัน 
เชน น้ํามันรําขาว น้ํามันดอกทานตะวัน และน้ํามันกาด 
ไมสงเสริมท้ังการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ของเช้ือชนิดนี้ นอกจากนี้รายงานของ Kim et al. (1997) 
กลาววา B. subtilis C9 สามารถลดแรงตึงผิวของอาหาร
เลี้ยงเช้ือจาก 72.8 เปน 28.2 dyne/cm และเกิดอิมัลชัน
กับน้ํามันดิบ (crude oil) ไดดีถามีกลูโคสเปนแหลง
คารบอน (ความสามารถในการเกิดอิมัลชัน เทากับ 
683.4 หนวยตอมิลลิลิตร) แตความสามารถนี้จะหายไป 
(เทากับศูนย) ถาใชน้ํามันถั่วเหลืองเปนแหลงคารบอน 
และคาแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีน้ํามันถั่วเหลือง
เปนแหลงคารบอน ลดลงเปน 45.3 dyne/cm เทานั้น  
Joshi et al. (2008) ไดทดสอบแหลงคารบอน 14 ชนิด 
และพบวา น้ําตาล แอลกอฮอล และน้ํามัน สามารถใช
เปนแหลงคารบอนเพื่อการเจริญและการสรางสารลด
แรงตึงผิวของ B. subtilis 20B ได แตแรงตึงผิวจะลดลง
มากกวาถาใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอน (30.5-33.5 
dyne/cm เทียบกับ 33.00-36.33 dyne/cm เม่ือใชแหลง
คารบอนชนิดอื่น) 

เ ม่ือ ทํ า ก า ร ศึ ก ษ า ห า แ ห ล งไ น โ ตร เ จ น ท่ี
เหมาะสม พบวา เปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุด 
ท้ังสงเสริมการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว และ
แหลงไนโตรเจนท่ีดีรองลงมา คือ โซเดียมไนเตรท  
Silva et al. (2010) รายงานวา โซเดียมไนเตรทและน้ําแช
ขาวโพด (corn steep liquor) เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดี
ท่ี สุ ด สํ า ห รั บ ก า ร ผ ลิ ต ส า ร ล ด แ ร ง ตึ ง ผิ ว โ ด ย 
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Pseudomonas aeruginosa UCP0992 (ดีกวาเปปโตน
และสารสกัดจากยีสต) สามารถลดแรงตึงผิวของอาหาร
เลี้ยงเช้ือลงเหลือ 28.3 mN/m จากคาแรงตึงผิวเริ่มตน 53  
mN/m และมีคาดัชนีการเกิดอิมัลชันกับเฮกซาเดกเคน
และน้ํามันดีเซล เทากับ 75.2% และ 53.7%  ตามลําดับ 
Abouseoud et al. (2008) พบวา แอมโมเนียมไนเตรท
เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีท่ีสุดสําหรับการผลิตสารลด
แรงตึงผิวของ P. fluorescens  สามารถลดแรงตึงผิวของ
อาหารเลี้ยงเช้ือไดตํ่ากวา 32 dyne/cm และมีคา E24 ตอ
น้ํามันดีเซลและน้ํามันกาด เทากับ 54-55%  Das et al. 
(2009) รายงานวา สารสกัดจากเนื้อและสารสกัดจาก
ยีสตเปนแหลงไนโตรเจนท่ีสงเสริมการเจริญ แตไม
สงเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวของ B. circulans ท่ี
แยกไดจากทะเล แต Kim et al. (1997) รายงานวา         
B. subtilis C9 สรางสารลดแรงตึงผิวไดสูงท่ีสุด เม่ือมี 
NH4HCO3 เปนแหลงไนโตรเจน และการเสริมสารสกัด
จากยีสตท่ีความเขมขน 0.5 กรัมตอลิตร ชวยเพิ่มปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตได ขณะท่ีในการทดลองนี้แหลง
ไนโตรเจนท่ีมีแอมโมเนียม (NH4) เปนองคประกอบ 
เปนแหลงไนโตรเจนท่ีดีนอยท่ีสุด 
 
6. บทสรุป 

จากการทดลองพบวา Bacillus megaterium 
WC2 สามารถเจริญไดดีท่ีสุด เม่ือเลี้ยงในอาหารท่ีมี
น้ํามันปาลมและเปปโตนเปนแหลงคารบอนและแหลง
ไนโตรเจน ตามลําดับ โดยสามารถลดแรงตึงผิวของ
อาหารเลี้ยงเช้ือ จากคาแรงตึงผิวเริ่มตน 45.57 mN/m 
เปน 20.09 mN/m ไดน้ําหนักเซลลแหง 8.9 กรัมตอลิตร 
ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง และสวนใสของน้ําเพาะเลี้ยงเช้ือ 
สามารถกระจายน้ํามันดีเซลไดพื้นท่ีสูงท่ีสุด เทากับ 
380.43 ตารางเซนติเมตร  ดังนั้น ในการศึกษาตอไป อาจ
นําแบคทีเรียชนิดนี้ไปทดสอบการกําจัดสารประกอบ
ไฮโดรคารบอนในสภาวะแวดลอม  
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