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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ณัฐิวุฒิ ขุนอาวุธ : การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรียตรึงบนไคโตซานในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด (BIOSURFACTANT PRODUCTION BY CHITOSAN-
IMMOBILIZED BACTERIA IN PACKED BED BIOREACTOR) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก: รศ. ดร. เอกวัล ลือพร้อมชัย{, 141 หน้า. 

งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อเพิ่มผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus subtilis 
GY30 ด้วยการใช้เซลล์ตรึงบนไคโตซานในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด และปรับปรุงสูตรอาหาร
ส าหรับการผลิตด้วยวิธีการวิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว  ทั้งนี้ได้คัดเลือก B. subtilis GY30 มา
ศึกษา เนื่องจากเป็นแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงกว่าแบคทีเรียที่น ามาทดสอบสาย
พันธุ์อ่ืน คือ 0.96 กรัมต่อลิตร และเป็นแบคทีเรียที่ไม่ก่อโรค  เมื่อใช้อาหารเบซัลที่มีปริมาณน้ ามันถั่ว
เหลือง 2%v/v เป็นแหล่งคาร์บอน ในขวดเขย่า  พบว่าเซลล์ตรึงมีประสิทธิภาพการผลิตสูงกว่าเซลล์
อิสระ 43% ผลการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคนพบว่าอาหารที่เหมาะสมประกอบด้วย
น้ ามันถั่วเหลือง 2.7% v/v  สัดส่วนแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน 14.75:1  เหล็กซัลเฟต 50 มิลลิกรัม
ต่อลิตร และแมงกานีสซัลเฟต 0.3 กรัมต่อลิตร  ซึ่งให้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้นเป็น 
1.64 กรัมต่อลิตร หลังจากผลิต 3 วัน  เมื่อน าสูตรอาหารนี้มาใช้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด
ขนาด 2 ลิตร โดยก าหนดอัตราการให้อากาศ 1.5 vvm อัตราการไหลของอาหารผ่านแพคคอลัมน์ 
0.6 มิลลิลิตรต่อนาที และปริมาณไคโตซานในแพคคอลัมน์ 80 กรัม พบว่าได้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเท่ากับในขวดเขย่า แต่ใช้เวลาลดลงเหลือ 1 วัน  อย่างไรก็ดีเมื่อน าส่วนของเซลล์ตรึงที่อยู่ใน
แพคคอลัมน์มาใช้ผลิตซ้ า พบว่าได้ผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงขึ้นเป็น 1.81 กรัมต่อลิตร  จึงมี
แนวโน้มที่จะผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบต่อเนื่องได้  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis 
GY30 มีสมบัติการเป็นสารก่ออิมัลชันและสารกระจายน้ ามันที่ดีกับน้ ามันพืชและน้ ามันดิบ มีค่าความ
เข้มข้นวิกฤตไมเซลล์เท่ากับ 420.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีประสิทธิภาพในภาวะตั้งแต่ pH 6 ถึง 10 
อุณหภูมิ -20 ถึง 121 องศาเซลเซียส และความเข้มข้นเกลือ 0 ถึง 10 % w/v  สมบัติเหล่านี้แสดงว่า
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆได้ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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NUTTHIWUT KHUN-ARWUT: BIOSURFACTANT PRODUCTION BY CHITOSAN-
IMMOBILIZED BACTERIA IN PACKED BED BIOREACTOR. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
EKAWAN LUEPROMCHAI, Ph.D.{, 141 pp. 

This study aimed to improve the biosurfactant yield of Bacillus subtilis GY30 by 
using chitosan-immobilized cells in packed bed bioreactor and to optimize the 
components of productive medium by response surface methodology. B. subtilis GY30 was 
selected because its biosurfactant yield at 0.96 g/L was higher than other tested bacteria 
and it was a non-pathogenic bacterium. When using 2% v/v soybean oil as carbon source 
in shaking flasks, the biosurfactant yield obtained from chitosan-immobilized GY30 was 
43% higher than that of free cells. The results from Box-Behnken design showed that the 
optimized medium containing 2.7% v/v soybean oil, 14.75:1 C/N ratio, 50 mg/L ferrous 
sulfate and 0.3 g/L manganese (II) sulfate could increase the biosurfactant yield to 1.64 g/L 
after 3 days. Consequently, this medium was used for biosurfactant production in a 2 L 
packed bed bioreactor. The operation conditions were 1.5 vvm aeration rate, 0.6 ml/min 
medium flow rate and 80 g chitosan in the packed column. The acquired biosurfactant 
yield was similar to the shaking flasks but the production time was reduced to 1 day. 
Nonetheless, the packed column was reused for production and the biosurfactant yield 
was increased to 1.81 g/L. The result suggested that the biosurfactant production could be 
carried out continuously. B. subtilis GY30 biosurfactant had the critical micelle 
concentration of 420.5 mg/L and had good oil displacement and emulsification activity 
with both vegetable and crude oils. It was active under a wide range of conditions 
including pH at 6-10, temperature at -20 – 121 °C and sodium chloride concentrations at 0 
– 10 % w/v. These properties demonstrated that the biosurfactant is a good candidate for 
various applications. 

 

 Department: Microbiology 
Field of Study: Microbiology and Microbial 

Technology 
Academic Year: 2016 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
  

 

 

 



 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จไปได้ด้วยความช่วยเหลืออย่างดียิ่งของ รองศาสตราจารย์
เอกวัล ลือพร้อมชัย อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ซึ่งได้ให้ความรู้ ความเมตตา ค าแนะน าและ
ข้อคิดเห็นต่างๆ ในการท าวิจัย ตลอดจนตรวจแก้ไขต้นฉบับวิทยานิพนธ์จนเสร็จสมบูรณ์ ซึ่งผู้วิจัย
ขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี ้

ขอกราบขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. กอบชัย ภัทรากุลวณิชย์ ที่กรุณารับเป็น
ประธานกรรมการในการสอบ ตลอดจนให้ค าแนะน าและข้อคิดเห็นต่างๆ รวมทั้งช่วยปรับปรุงและ
แก้ไขเล่มวิทยานิพนธ์จนเสร็จสมบรูณ์ 

ขอกราบขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดร. อรฤทัย ภิญญาคง ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. 
สุชาดา จันทร์ประทีป นภาธร และดร. สุวัฒน์ สูงเลิศส่งฟ้า ที่กรุณารับเป็นกรรมการในการสอบ
ตลอดจนให้ค าแนน าและข้อคิดเห็นต่างๆ และช่วยตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบรูณ์ยิ่งข้ึน 

ขอขอบพระคุณทุน 72 พรรษา จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ภาควิชาจุลชีววิทยา ส าหรับการช่วยเหลือและค าแนะน าต่างๆ ที่
เป็นประโยชน์ต่อการวิจัย 

ขอขอบคุณ พ่ีๆ เพ่ือนๆ และน้องๆ ทุกคนในภาควิชาจุลชีววิทยา จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดยเฉพาะอย่างยิ่งห้องปฏิบัติการ 1704/14 ตึกมหาวชิรุณหิศ ส าหรับการช่วยเหลือ 
ก าลังใจ และความหวังดีที่มีให้เสมอมา 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ทุกท่านของบัณฑิตวิทยาลัย ที่ช่วยอ านวยความสะดวกต่างๆ 

สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และครอบครัว ที่ให้การสนับสนุน ช่วยเหลือ 
รวมถึงให้ก าลังใจเป็นอย่างดีในทุกด้านแก่ผู้วิจัยเสมอมาจนส าเร็จการศึกษาไปได้ด้วยดี 

 



สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ....................................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ช 

สารบัญรูป ......................................................................................................................................... ฑ 

สารบัญตาราง .................................................................................................................................... ด 

สารบัญสมการ ................................................................................................................................... ถ 

บทที่ 1 บทน า ................................................................................................................................... 1 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา ................................................................................. 1 

1.2 วัตถุประสงค์ .......................................................................................................................... 4 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ ..................................................................................................... 4 

บทที่ 2 วารสารปริทรรศน์ ................................................................................................................. 5 

2.1 สารลดแรงตึงผิว ..................................................................................................................... 5 

2.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ......................................................................................................... 6 

2.2.1 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบ่งชนิดโครงสร้าง .................................................... 8 

2.2.1.1 ลิโพเปปไทด์ ................................................................................................... 8 

2.2.1.2 ฟอสโพลิพดิ .................................................................................................... 8 

2.2.1.3 กรดไขมัน ....................................................................................................... 8 

2.2.1.4 สารประกอบพอลิเมอริก ................................................................................. 8 

2.2.1.5 ไกลโคลิพิด ..................................................................................................... 9 

2.2.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบ่งตามสภาพขั้ว ................................................... 9 

2.2.3 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบ่งตามน้ าหนักโมเลกุล .......................................... 10  

 



 ซ 

  หน้า 

2.2.4 สมบัติของสารลดแรงตึงผิว ........................................................................................ 11 

2.2.4.1 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (Critical micelle concentration, 
CMC) ........................................................................................................... 11 

2.2.4.2 ความเสถียรต่ออุณหภูมิ ความเป็นกรดเบสและความเข้มข้นประจุ ............... 11 

2.2.4.3 ความเป็นพิษต่ า ............................................................................................ 12 

2.2.4.4 สามารถย่อยสลายได้ .................................................................................... 12 

2.3 การคัดแยกและสมบัติที่ใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ............... 13 

2.3.1 แหล่งที่มาของจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ .................................................. 13 

2.3.2 เทคนิคการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ............................ 13 

2.4 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ .................................................................. 15 

2.4.1. สายพันธุ์จุลินทรีย์ ..................................................................................................... 15 

2.4.2 สภาวะในการผลิตสารลดแรงตึงผิว ............................................................................ 16 

2.4.2.1 เทคนิคการเลี้ยงเซลล์ ................................................................................... 16 

2.4.2.1.1 เลี้ยงเซลล์แบบเซลล์อิสระ ............................................................ 16 

2.4.2.1.2 เลี้ยงเซลล์แบบเซลล์ตรึง .............................................................. 17 

2.4.2.2 ปัจจัยทางกายภาพของสิ่งแวดล้อม ............................................................... 18 

2.4.3 สารอาหารที่เป็นส่วนประกอบของอาหาร .................................................................. 19 

2.4.3.1 ศึกษาความเข้มข้นอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญ ........................................ 22 

2.4.3.1.1 การทดลองครั้งละปัจจัย (one factor at a time) ...................... 23 

2.4.3.2.2 การออกแบบการทดลอง (design of experiment) ................... 23 

2.4.3.2.2.1 การคัดเลือกและกลั่นกรองปัจจัย ............................. 24 

2.4.3.2.2.2 การคัดเลือกวิธีการออกแบบการทดลอง ................... 24 

2.4.3.2.2.2.1 การออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป 
(full factorial design) .................... 25  

 



 ฌ 

  หน้า 

2.4.3.2.2.2.2 การออกแบบ Box-benhken ........... 25 

2.4.3.2.2.2.3 Central composite design 
(CCD) ............................................... 26 

2.4.3.2.2.3 วิเคราะห์สมการความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัย ......... 26 

2.5 เทคโนโลยีการผลิตสารประกอบทางชีวภาพ ......................................................................... 28 

2.5.1 ประเภทถังปฏิกรณ์ .................................................................................................... 28 

2.5.1.1 ถังปฏิกรณ์แบบกวน (stirred tank reactor, STR) ...................................... 28 

2.5.1.2 ถังปฏิกรณ์แบบแพคเบด (packed bed reactor, PBR) .............................. 28 

2.5.1.3 ถังปฏิกรณ์แบบฟลูอิไดซ์เบด (fluidized bed reactor) ............................... 29 

2.5.1.4 ถังปฏิกรณ์แบบบับเบิล (bubble column reactor) ................................... 30 

2.5.1.5 ถังปฏิกรณ์แบบอากาศลอยตัว (airlift reactor) ........................................... 30 

2.5.2 วิธีการเลี้ยงจุลินทรีย์ .................................................................................................. 32 

2.5.2.1 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแบตช์หรือแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch) ........................... 32 

2.5.2.2 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบเฟดแบตช์ หรือกึ่งต่อเนื่อง (fed-batch) ................... 32 

2.5.2.3 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบต่อเนื่อง (continuous) ............................................. 32 

2.6 ประโยชน์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการประยุกต์ใช้ ................................................... 33 

2.6.1 ความสามารถในการก่ออิมัลชัน ................................................................................. 34 

2.6.2 ความสามารถในการละลาย ....................................................................................... 35 

2.6.3 สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุที่ส่งเสริมการจับกับโลหะหนัก ............................................ 36 

2.6.4 ความสามารถในการละลายชั้นไขมันและแทรกตัวในชั้นลิพิดไบเลเยอร์ของเยื่อหุ้ม
เซลล์ ......................................................................................................................... 37 

บทที่ 3  วิธีการด าเนินการวิจัย ........................................................................................................ 38 

3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือ .......................................................................................................... 38 

3.2 เคมีภัณฑ์.............................................................................................................................. 39  

 



 ญ 

  หน้า 

3.3 แผนผังการด าเนินการวิจัย ................................................................................................... 41 

3.4 จุลินทรีย์ .............................................................................................................................. 42 

3.5 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด ........................................................................................... 42 

3.6 ขั้นตอนการด าเนินการทดลอง .............................................................................................. 45 

3.6.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่าและการวัดปริมาณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ ................................................................................................... 45 

3.6.1.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์อิสระ ........................................... 45 

3.6.1.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์ตรึงบนไคโตซาน .......................... 46 

3.6.1.3 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ .................................................................. 46 

3.6.1.4 การวัดค่าแรงตึงผิว ....................................................................................... 47 

3.6.2 การระบุชนิดสายพันธุ์ของแบคทีเรีย .......................................................................... 48 

3.6.3 การศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ ............................................................................................................. 48 

3.6.4 การศึกษาความเข้มข้นของสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ด้วยวิธีการตอบสนองเชิงพ้ืนผิว .................................................................... 49 

3.6.4.1 การศึกษาองค์ประกอบอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
เชิงบวกด้วยวิธีการออกแบบแบบ Plackett-Burman.................................. 49 

3.6.4.2 การศึกษาองค์ประกอบของสารอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพด้วยการออกแบบการทดลองวิธีบ็อก-เบห์นเคน (Box 
Behnken) ................................................................................................... 50 

3.6.5 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด .......................... 55 

3.6.5.1 การเตรียมเซลล์ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ..................................................... 55 

3.6.5.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด ............. 56 

3.6.6 การศึกษาสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ............................................................. 57  

 



 ฎ 

  หน้า 

3.6.6.1 การเตรียมตัวอย่างสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ................................. 57 

3.6.6.2 การวิเคราะห์ส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียที่
คัดเลือก ....................................................................................................... 58 

3.6.6.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน โดยวิธี sulfo-phospho-vanillin ..... 58 

3.6.6.2.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay .................. 58 

3.6.6.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธี phenol–sulfuric 
acid ............................................................................................ 59 

3.6.6.2.4 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) ............... 59 

3.6.6.3 การวิเคราะห์สมบัติการก่ออิมัลชัน Emulsification index (E24) ................. 60 

3.6.6.4 การวิเคราะห์สมบัติการกระจายน้ ามัน .......................................................... 61 

3.6.6.5 การวิเคราะห์ความเสถียรที่สภาวะต่างๆ ....................................................... 61 

3.6.6.5.1 การศึกษาการทนต่ออุณหภูมิ ....................................................... 61 

3.6.6.5.2 การศึกษาความทนต่อภาวะกรดเบส ............................................ 62 

3.6.6.5.3 การศึกษาการต่อความเข้มข้นเกลือ .............................................. 62 

3.6.6.6 การวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (critical micelle 
concentration, CMC) ............................................................................... 62 

บทที่ 4 ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง ............................................................................ 63 

4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ .......................... 63 

4.2 การพัฒนาและปรับปรุงการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในระดับ
ขวดเขย่า ............................................................................................................................. 67 

4.2.1 เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวด้วยวิธีการเลี้ยงแบบเซลล์อิสระและเซลล์ตรึง .. 67 

4.2.2 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ .......... 68 

4.3 การขยายขนาดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแพคเบด ........................................................................................................... 85  

 



 ฏ 

  หน้า 

4.3.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุม
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 0.5 vvm ......................................................................... 85 

4.3.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุม
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 vvm และน าเซลล์ตรึงในแพคคอลัมน์กลับมาใช้
ผลิตสารลดแรงตึงผิวซ้ า ............................................................................................. 87 

4.4 ลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis GY30 ....................................... 90 

4.4.1 ส่วนประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 .................. 90 

4.4.2 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (CMC) ................................................................... 93 

4.4.3 สมบัติการก่ออิมัลชัน ................................................................................................. 94 

4.4.4 สมบัติการกระจายน้ ามัน ............................................................................................ 95 

4.4.5 ความเสถียรที่สภาวะต่างๆ ......................................................................................... 98 

บทที่ 5 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ ...................................................................................... 100 

5.1 สรุปผลการวิจัย .................................................................................................................. 100 

5.2 ข้อเสนอแนะ ...................................................................................................................... 102 

รายการอ้างอิง ............................................................................................................................... 105 

ภาคผนวก...................................................................................................................................... 113 

ภาคผนวก ก  อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีค านวณปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจน ................................ 114 

ภาคผนวก ข  สารเคมี ................................................................................................................... 118 

ภาคผนวก ค ข้อมูลดิบต่าง ในการคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรีย และเปรียบเทียบวิธีการผลิตแบบ
ตรึงเซลล์และเซลล์อิสระ ................................................................................................................ 120 

ภาคผนวก ง ข้อมูลดิบต่างๆ ส าหรับการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตที่ให้ปริมาณสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด ................................................................................................................... 128 

ภาคผนวก จ ข้อมูลดิบต่างๆ ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพพแบบแพค
เบด ............................................................................................................................................... 133  

 



 ฐ 

  หน้า 

ภาคผนวก ฉ ข้อมูลดิบต่างๆ ส าหรับการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 ................. 135 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ ............................................................................................................. 141 

  

 



 ฑ 

สารบัญรูป 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวและสมบัติการลดแรงตึงผิว ......................................... 5 

รูปที่ 2.2 โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอเฟกตินที่ผลิตจาก Bacillus subtilis ..... 8 

รูปที่ 2.3 โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิพิดที่มีโครงสร้างของส่วนที่
ละลายน้ าได้ต่างกัน ........................................................................................................................... 9 

รูปที่ 2.4 โครงสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สภาพประจุต่างๆ....................................................... 10 

รูปที่ 2.5 เทคนิคการตรึงเซลล์ ......................................................................................................... 18 

รูปที่ 2.6 สมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าตอบสนอง (y) และปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อการผลิต (x) 
1) สมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้น 2) สมการแสดงความสัมพันธ์อันดับสอง และ 3) สมการ
แสดงความสัมพันธ์ก าลังสอง ........................................................................................................... 25 

รูปที่ 2.7 รูปแบบกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิว .................................................................................... 27 

รูปที่ 2.8 แผนภาพของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด .................................................................. 29 

รูปที่ 2.9 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอเฟกติน จาก Bacillus subtilis โดยใช้ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแอร์ลิฟต์ ....................................................................................................................... 31 

รูปที่ 2.10 การประยุกต์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ือเพ่ิมปริมาณการเกี่ยวเก็บน้ ามันปิโตรเลียม ...... 35 

รูปที่ 2.11 กลไกการท างานของสารกระจายคราบน้ ามันในการบ าบัดพ้ืนที่ปนเปื้อน ........................ 36 

รูปที่ 2.12 กลไกการก าจัดโลหะหนักโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ................................................ 37 

รูปที่ 3.1 แผนงานวิจัย ..................................................................................................................... 41 

รูปที่ 3.2 แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ ที่ใช้ในงานวิจัยเมื่อเจริญบนอาหาร 25%LB .............................. 42 

รูปที่ 3.3 แผนผังถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งปรังปรุงแผนผังมาจาก
บริษัท Medorex e.K. ประเทศเยอรมัน .......................................................................................... 43 

รูปที่ 3.4 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเพดและอุปกรณ์ควบคุมภาวะการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ............................................................................................................................................ 44 

รูปที่ 3.5 ไคโตซานจากแกนปลาหมึกบดชนิดเกล็ดขนาด 1-3 มิลลิเมตร ที่ใช้ในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการตรึงเซลล์ .............................................................................................. 46 



 ฒ 

รูปที่ 3.6 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ในรูปของสารสกัดหยาบ ............................. 47 

รูปที่ 3.7 ตัวอย่างตาราง ANOVA จากโปรแกรมวิเคราะห์ ส าหรับวิเคราะห์ปัจจัยที่ส่งผลต่อการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิว ....................................................................................................................... 54 

รูปที่ 3.8 ตัวอย่างตาราง ANOVA ส าหรับใช้อธิบายความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยและการสร้าง
สมการแสดงความสัมพันธ์ ............................................................................................................... 54 

รูปที่ 3.9 ตัวอย่างตาราง ANOVA แสดงค่า Lack of Fit และค่า Pure Error ................................. 55 

รูปที่ 3.10 เครื่อง FT-IR Spectrometer รุ่น Nicolet iS5 จากบริษัท Thermo Scientific ........... 60 

รูปที่ 4.1 การเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย์ 4 สายพันธุ์ .......................... 64 

รูปที่ 4.2 การย้อมติดสีแกรม ........................................................................................................... 66 

รูปที่ 4.3 การย้อมสีเอนโดสปอร์ด้วยมาลาไคท์กรีน ......................................................................... 66 

รูปที่ 4.4 เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ................................................................... 68 

รูปที่ 4.5 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชีวภาพจากการออกแบบการทดสอบแบบ one factor 
at a time ....................................................................................................................................... 70 

รูปที่ 4.6 ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในระบบจากการออกแบบการทดสอบแบบ one factor at a 
time ............................................................................................................................................... 71 

รูปที่ 4.7 การวิเคราะห์องค์ประกอบของอาหารที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ............ 74 

รูปที่ 4.8 กราฟการตอบสนองเชิงพื้นผิวโดยวัดค่าผลผลิตโดยเปรียบเทียบของปัจจัย 2 ปัจจัย ........ 81 

รูปที่ 4.9 เปรียบเทียบปริมาณแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน เหล็กและแมงกานีสที่ให้สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสูง .................................................................................................................................... 83 

รูปที่ 4.10 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ปริมาณเซลล์ในน้ าเลี้ยงเซลล์และปริมาณน้ ามันถั่ว
เหลืองที่เหลือในน้ าเลี้ยง ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุมอัตราการให้อากาศเท่ากับ 
0.5 vvm และค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง ....................................................................................... 86 

รูปที่ 4.11 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุมอัตรา
การให้อากาศเท่ากับ 0.5 vvm และค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง ...................................................... 86 



 ณ 

รูปที่ 4.12 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
แพคเบด ควบคุมสภาวะให้อากาศที่ 1.5 vvm ค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง และการผลิตสารลด
แรงตึงผิวโดยใช้แพคเบดซ้ าโดยควบคุมสภาวะเดิม........................................................................... 89 

รูปที่ 4.13 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเครื่อง FT-IR 
Spectrometer โดยวัดการดูดกลืนแสงในช่วงคลื่นตั้งแต่ 400-4000 cm-1 ..................................... 92 

รูปที่ 4.14 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B. subtilis GY30 ........... 94 

รูปที่ 4.15 สมบัติการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวกับตัวอย่างน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียม ..... 95 

รูปที่ 4.16 สมบัติการกระจายน้ ามันโดยใช้ตัวอย่างน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียม .......................... 97 

รูปที่ 4.17 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สภาวะต่างๆ .................................................. 99 

 
  



 ด 

สารบัญตาราง 

ตารางที่ 2.1 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชนิดต่างๆที่จุลินทรีย์สามารถผลิตได้ ................................ 7 

ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดต่างๆ ตามน้ าหนักโมเลกุล .................................. 11 

ตารางที่ 2.3 การศึกษาการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ........................ 14 

ตารางที่ 2.4 จุลินทรีย์สายพันธุ์กลายที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ................................... 16 

ตารางที่ 2.5 เทคนิคการตรึงเซลล์ด้วยวัสดุตรึงชนิดต่างๆ ................................................................ 18 

ตารางที่ 2.6 ตัวอย่างแหล่งคาร์บอนที่สามารถน ามาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ........................ 20 

ตารางที่ 2.7 ตัวอย่างการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานด้านต่างๆ ................................ 34 

ตารางที่ 3.1 ชุดทดลองของความเข้มข้นขององค์ประกอบของอาหารชนิดต่างๆที่ออกแบบโดย
การทดลองด้วย Plackett-Burman ................................................................................................ 50 

ตารางที่ 3.2 ชุดการทดลองจากการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน โดยมีตัวแปรอิสระ 
4 ตัวแปร ......................................................................................................................................... 52 

ตารางที่ 4.1 ชุดทดลองของความเข้มข้นขององค์ประกอบของอาหารชนิดต่างๆ ที่ออกแบบการ
ทดลองด้วย Plackett-Burman และปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ในแต่ละชุด .............. 73 

ตารางที่ 4.2 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวในเบื้องต้นจากการออกแบบ 
Plackett-Burman .......................................................................................................................... 74 

ตารางที่ 4.3 การออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน โดยมีตัวแปรอิสระ 4 ตัวแปร ................ 77 

ตารางที่ 4.4 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบฮ์
นเคน ............................................................................................................................................... 78 

ตารางที่ 4.5 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความเหมาะสมของ
สมการความสัมพันธ์ ........................................................................................................................ 79 

ตารางที่ 4.6 การวิเคราะห์ส าหรับสร้างสมการความสัมพันธ์ ............................................................ 80 

ตารางที่ 4.7 การตรวจสอบความแม่นย าของสมการแสดงความสัมพันธ์ .......................................... 82 

ตารางที่ 4.8 เปรียบเทียบองค์ประกอบอาหารเบซัลก่อนและหลังปรับปรุงสูตรอาหาร ..................... 84 



 ต 

ตารางที่ 4.9 การวิเคราะหโ์ครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ
จาก B. subtilis GY30 และเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus sp. สายพันธุ์
อ่ืน ................................................................................................................................................... 91 

 
  



 ถ 

สารบัญสมการ 

สมการที่ 3.1 รูปทั่วไปของสมการแสดงความสัมพันธ์แบบยกก าลังของความสัมพันธ์ล าดับสอง ....... 51 

สมการที่ 3.2 การค านวนค่า E24 ...................................................................................................... 61 

สมการที่ 3.3 การค านวนการกระจายน้ ามัน .................................................................................... 61 

สมการที่ 4.1 สมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างน้ ามันถั่วเหลือง (X1) อัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน (X2) ปริมาณเหล็ก (X3) และปริมาณแมงกานีส (X4) ....................................................... 80 



 

 

บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นสารประกอบทางชีวภาพ ที่มีสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวและแรง
ระหว่างผิว สามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรีย์ ได้แก่ รา ยีสต์ และแบคทีเรีย โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเป็นสารประเภทสารประกอบแอมฟิฟิลิก คือ ประกอบด้วยส่วนที่ละลายน้ า และส่วนที่ไม่
ละลายน้ า (Pacheco และคณะ, 2010) โดยสามารถแบ่งตามองค์ประกอบของสารชีวภาพได้เป็น     
5 ชนิด คือ ลิโพเปปไทด์ ฟอสโพลิพิด กรดไขมัน สารประกอบพอลิเมอริก และ ไกลโคลิพิด เนื่องจาก
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้กับงานหลายประเภท   จึงมีความต้องการในการ
ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมมากขึ้น แต่การผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพในปัจจุบันนั้นมี
ประสิทธิภาพในการผลิตต่ า ท าให้ผลิตภัณฑ์ที่มีสารประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีราคา
ค่อนข้างสูง  เมื่อเปรียบเทียบกับผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยสารลดแรงตึงผิวทางเคมี  ดังนั้นการเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจึงเป็นแนวทางที่ส าคัญในการศึกษาและน าสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพไปประยุกต์ใช้ในงานด้านต่างๆ  โดยการเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถ
ท าได้หลายวิธี ได้แก่ คัดเลือกและปรับปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ การปรับปรุงอาหารที่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต การเลือกวัตถุดิบที่มีราคาถูก 
และการเลือกสภาวะให้เหมาะสมต่อกระบวนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Kim และคณะ, 2006, 
Luna และคณะ, 2011)  
 การตรึงเซลล์จุลินทรีย์เป็นเทคนิคที่เลือกใช้กันแพร่หลายในการผลิตทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
รวมถึงการเพ่ิมประสิทธิภาพในการสลายสารปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม  ซึ่งการตรึงเป็นเทคนิคที่ช่วยใน
การเลียนแบบการเจริญในธรรมชาติของจุลินทรีย์ โดยเซลล์จะเจริญแบบกลุ่มบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง 
บริเวณที่มีการเจริญของเซลล์ดังกล่าวสามารถช่วยรักษาสภาพเซลล์ ท าให้ประสิทธิภาพในการผลิต
ของเซลล์หรือการท างานของเซลล์มีประสิทธิภาพคงที่ ซึ่งมีข้อดีคือ ปริมาณเซลล์ในระบบเพ่ิมมากขึ้น 
ประสิทธิภาพของเซลล์มีความเสถียร และสามารถน าเซลล์ตรึงกลับมาใช้ในการผลิตได้จึงช่วยลด
ต้นทุนการผลิต (Kourkoutas และคณะ 2004, Hou และคณะ 2013, Perez-Bibbins และคณะ 
2015)   ทั้งนี้ควรเลือกวัสดุตรึงที่มีราคาถูก ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ สามารถกระตุ้นประสิทธิภาพการผลิต
ได้ดี ง่ายต่อการควบคุมการผลิต และสามารถรักษาเซลล์ให้สามารถใช้ได้ระยะเวลานานขึ้น  วัสดุที่
น ามาใช้ในการตรึงเซลล์ส่วนใหญ่เป็นวัสดุทางการเกษตร (Kourkoutas และคณะ, 2004) เทคนิคการ
ตรึงสามารถแบ่งออกได้ 2 แบบ ตามลักษณะการตรึง คือการตรึงบนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง และการตรึง
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อยู่ภายในวัสดุตรึง ตัวอย่างของวัสดุตรึงที่มีรายงานการใช้ก่อนหน้าเช่น ไคโตซาน  (Khondee และ
คณะ, 2012) อัลจิเนต (Abouseoud และคณะ, 2007) ถ่านกัมมันต์ (Yeh และคณะ, 2006) ไครโอ
เจล (Christovaa และคณะ, 2013) ซึ่งงานวิจัยของ Khondee และคณะ (2015), Abouseoud และ
คณะ (2007), Yeh และคณะ (2006), และ Christovaa และคณะ (2013) ใช้เซลล์ตรึงเพ่ือผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรีย 
 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นมีหลายปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ การให้
อากาศ ค่าความเป็นกรดเบส เป็นต้น นอกจากนี้องค์ประกอบต่างๆ ในอาหารยังส่งผลต่อการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน โคเฟกเตอร์ และอ่ืนๆ  จากการศึกษา
องค์ประกอบของอาหารที่มีผลต่อการผลิตนั้นพบว่า กลีเซอรอล โซเดียมไนเตรต แมกนีเซียมซัลเฟต 
และสารสกัดจากยีสต์ มีผลต่อการผลิตของ Rhodococcus erythropolis (Pacheco และคณะ, 
2010) และในภายหลังได้มีการศึกษาแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และโคแฟกเตอร์ต่างๆ ที่ส่งผล
ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ  พบว่า แหล่งคาร์บอนที่ส่งผลต่อการเพ่ิมผลผลิต
สารลดแรงตึงผิวมากที่สุดคือ น้ ามันพืช โดยปริมาณที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอยู่
ในช่วง 0.5 - 10%v/v (Luna และคณะ, 2011, Khondee และคณะ, 2015) แหล่งไนโตรเจนได้แก่ 
โซเดียมไนเตรต เนื่องจากงานวิจัยของ Raza และคณะ (2007) พบว่าการจ ากัดปริมาณแหล่ง
ไนโตรเจนจะช่วยเพ่ิมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และโซเดียมไนเตรตยังเป็นแหล่งไนโตรเจนที่
ให้ผลผลิตที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับแอมโมเนียมไนเตรตและแอมโมเนียมซัลเฟต โดยอัตราส่วนของ
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 10:1 – 20:1 (Abouseoud และคณะ, 2007, 
Kumar และคณะ, 2012) ส าหรับ Bacillus subtilis มีรายงานว่าเหล็กในอาหารเป็นโคแฟกเตอร์ใน
การเจริญ และช่วยกระตุ้นการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยปริมาณเหล็กในช่วง 10-100 
มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วยส่งเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แต่ถ้าความเข้มข้นมากเกินจะยับยั้งการ
ผลิต เนื่องจากเหล็กจะเป็นพิษต่อเซลล์ได้ (Kiran และคณะ, 2014) และ แมงกานีสในปริมาณ 0.2 
มิลลิโมลาร์ สามารถช่วยส่งเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus subtilis ได้ (Gudina 
และคณะ, 2015) 

การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้น  จ าเป็นต้อง
มีการออกแบบการทดลองเพ่ือให้สามารถแปรผันปัจจัยต่างๆ ได้  โดยการออกแบบการทดลองที่นิยม
ใช้ คือ การออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป (full factorial design) เช่น การศึกษาหาปัจจัยทาง
กายภาพที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas aeruginosa RS29 
(Saikia และคณะ, 2012) และการศึกษาปัจจัยของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก 
Sphingobacterium detergens เพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงสุด (Burgos-Diaz และคณะ, 2013) แต่การใช้
การออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป นั้นมีข้อเสียทางด้านระยะเวลาในการศึกษา จ านวนชุดการทดลองที่
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มีจ านวนมาก รวมถึงการใช้งบประมาณจ านวนมาก จากปัจจัยข้อจ ากัดดังกล่าวจึงมีการใช้วิธี
ตอบสนองเชิงพ้ืนผิว (response surface methodology, RSM) เข้ามาช่วยในการศึกษาปัจจัยที่
เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เพ่ือช่วยลดจ านวนชุดการทดลอง ซึ่งท าให้ระยะเวลา
และงบประมาณในการศึกษาลดน้อยลง เช่น การศึกษาหาปัจจัยของอาหารที่มีผลต่อการเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Pseudomonas aeruginosa MA01 (Abbasi 
และคณะ, 2013) และ ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มไกลโค
ลิพิด จาก Streptomyces sp. MAB36 (Manivasagan และคณะ, 2014) ขั้นตอนของการออกแบบ
การทดลองโดยใช้วิธีตอบสนองเชิงพ้ืนผิว ในการออกแบบนั้น คือ การคัดเลือกและกลั่นกรองปัจจัยที่มี
ความส าคัญต่อตัวแปรตาม และการศึกษาความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ส าคัญกับค่าตอบสนองในรูปของ
สมการแสดงความสัมพันธ์ แบ่งเป็นความสัมพันธ์เชิงเส้น (linear regression) และความสัมพันธ์ยก
ก าลัง (quadratic regression) จากนั้นหาสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีความส าคัญจากความ
สมการความสัมพันธ์โดยการสร้างกราฟพ้ืนผิวตอบสนอง ซึ่งจะท าให้ทราบถึงค่าที่เหมาะสมที่สุดของ
แต่ละปัจจัยส าคัญ  

นอกจากการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ การหาเทคนิคการเลี้ยงจุลินทรีย์ และการหา
องค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแล้ว 
ยังมีการรายงานเกี่ยวกับการขยายขนาดการผลิตในระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่สามารถเพ่ิมผลผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากขึ้น (Raza และคณะ, 2006, Marti และคณะ, 2014) การผลิตสารทาง
ชีวภาพโดยถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด นั้นเหมาะส าหรับการผลิตสารทางชีวภาพโดยใช้เซลล์ตรึง 
พบว่าการใช้ถังรูปแบบแพคเบด สามารถเลี้ยงเซลล์ซึ่งให้จ านวนเซลล์ที่มากขึ้น ส่งผลให้ได้
สารประกอบชีวภาพที่ต้องการเพิ่มขึ้น ทั้งนี้ยังสามารถลดความเสียหายของเซลล์ที่เกิดจากแรงเฉือนที่
เกิดข้ึนเมื่อใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวนผสม  นอกจากนี้การผลิตโดยใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพค
เบดมีค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิตและการควบคุมถังน้อยกว่าถังประเภทอ่ืน และสามารถผลิตได้
อย่างต่อเนื่อง (Hussain และคณะ, 2015) แต่พบว่าถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดนั้นมีข้อจ ากัดอยู่  
คือ ข้อจ ากัดของการถ่ายโอนมวล ซึ่งอาจลดปริมาณผลผลิตได้ จึงจ าเป็นต้องแปรผันปัจจัยที่เกี่ยวข้อง 
เช่น อัตราการไหลของสารอาหาร และอัตราการให้อากาศ ต่อไป 

จากโครงการ “การคัดแยกแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถใช้ไขมัน น้ ามัน
หรือกลีเซอรอลเป็นสารตั้งต้น” ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
ที่สนับสนุนโดย บริษัท ปตท. จ ากัด (มหาชน) พ.ศ. 2553 ได้มีการคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ
ในการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแหล่งดินแหล่งน้ าที่มีการเปื้อนน้ ามันและจากแหล่งดินที่มี
ความอุดมสมบูรณ์  โดยสามารถคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีโดยมีกลี
เซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน จ านวน 38 สายพันธุ์  ซึ่งในครั้งนั้นได้ศึกษาจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้เพียง
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บางส่วน  จึงเป็นที่น่าสนใจที่จะน าแบคทีเรียที่เหลือในคลังมาศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวและ
พัฒนากระบวนการผลิตต่อไป  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเริ่มจากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์ คือ GY30, GY33, GY36 และ GY40 หลังจากนั้น
คัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการผลิตสูงที่สุด มาเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้
เทคนิคการตรึงเซลล์  การหาสัดส่วนขององค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมด้วยวิธีตอบสนองเชิง
พ้ืนผิว และการเพิ่มขนาดการผลิตในระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด   
 
1.2 วัตถุประสงค์ 

วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยนี้ คือ การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรียตรึงบนไค
โตซานในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด และวัตถุประสงค์ย่อยได้แก่ 

1.2.1 คัดเลือกชนิดของแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อการน ามาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
1.2.2 ศึกษาองค์ประกอบอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ

แบคทีเรียที่คัดเลือกในรูปแบบแบคทีเรียตรึงบนไคโตซาน โดยใช้วิธีตอบสนองเชิงพ้ืนผิว 
1.2.3 เพ่ิมปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียตรึงบนไคโตซาน โดยการ

เพ่ิมขนาดการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด 
 
1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้วิธีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยแบคทีเรียตรึงบนไคโตซานในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแพคเบด 
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บทที่ 2 
วารสารปริทรรศน์ 

2.1 สารลดแรงตึงผิว 

 สารลดแรงตึงผิวเป็นสารที่มีสมบัติในการลดแรงตึงผิวและแรงระหว่างผิวของสารสองสถานะ 
ซึ่งช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายระหว่างของแข็งกับของเหลว ท าให้เกิดการก่ออิมัลชันระหว่าง
ของเหลวสองชนิด และลดแรงระหว่างผิวของสถานะก๊าซและของเหลวซึ่งก่อให้เกิดฟอง (Mnif และ 
Ghribi, 2015) โครงสร้างทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนหัวที่สามารถ
ละลายน้ าและส่วนหางที่ไม่ละลายในน้ า ตามรูปที่ 2.1ก จากโครงสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท าให้
ช่วยละลายสารที่ไม่ละลายน้ าให้ละลายได้มากขึ้น โดยการสร้างไมเซลล์ ซึ่งการสร้างไมเซลล์
จ าเป็นต้องมีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวมากพอให้เกิดการรวมตัวของสารลดแรงตึงผิวอยู่ในรูป
ของไมเซลล์ดังรูปที่ 2.1ข 

                 
(ก) 

 
(ข) 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างทั่วไปของสารลดแรงตึงผิวและสมบัติการลดแรงตึงผิว (ก) และ แรงระหว่างผิว
ของสารลดแรงตึงผิวเมื่อมีปริมาณมากข้ึน (ข) (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2011) 

ในปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวมีบทบาทส าคัญและนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย  ทั้งด้าน
อุตสาหกรรม การเกษตร รวมถึงกิจกรรมภายในครัวเรือน ซึ่งมีความต้องการใช้และการน าไปใช้ใน
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ปริมาณมาก ซ่ึงเป็นสาเหตุให้พบสารลดแรงตึงผิวตกค้างในสิ่งแวดล้อม เนื่องด้วยสารลดแรงตึงผิวที่ใช้
ส่วนใหญ่เป็นสารลดแรงตึงผิวทางเคมีซึ่งย่อยสลายเองตามธรรมชาติได้ยาก เพ่ือเป็นการแก้ไขปัญหา
ดังกล่าว จึงเกิดความสนใจในการศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื่องจากมีสมบัติทางกายภาพที่
หลากหลาย มีประสิทธิภาพในการท างานได้หลายสภาวะ และมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับสารลดแรง
ตึงผิวเคมี  นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม สามารถย่อยสลายได้และมี
ความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตต่ า  และมีสมบัติต่างๆที่มีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับสารลดแรงตึงผิวทางเคมี 
ทั้งความสามารถในการกระจายน้ ามัน การก่ออิมัลชัน มีฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ จึงสามารถ
น ามาประยุกต์ใช้กับงานด้านต่างๆ เช่น การบ าบัดสิ่งแวดล้อมที่ปนเปื้อนน้ ามัน อุตสาหกรรมอาหาร 
ยา และเครื่องส าอาง  การแพทย์ใช้เป็นสารต้านไวรัส สารต้านมะเร็ง ด้านการเกษตร สามารถใช้เป็น
สารควบคุมทางชีวภาพ คือสารยับยั้งการเจริญของศัตรูพืชทางการเกษตร (Geys และคณะ, 2014) 
ทั้งยังมีบทบาทในการเพ่ิมการเก็บเก่ียวน้ ามัน   

 
2.2 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเป็นสารประกอบทางชีวภาพซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นทางการ
เจริญของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ ได้แก่ ยีสต์ ราสายใย และแบคทีเรีย สามารถพบได้ในรูปของสารที่ผลิต
สู่ภายนอกเซลล์ หรือสารประกอบที่ยึดเกาะอยู่บริเวณผิวเซลล์ (Rahman และ Gakpe, 2008) มี
โครงสร้างที่หลากหลายในธรรมชาติ มีสมบัติเป็นสารประเภทแอมฟิฟิลิก กล่าวได้ว่า ส่วนประกอบ
ของสารลดแรงตึงผิวแบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนที่หนึ่งคือส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic head) ได้แก่ 
น้ าตาล คาร์โบไฮเดรต ฟอสเฟต เปปไทด์ กรดคาร์บอกซิลิก พอลิแซ็กคาไรด์ และแอลกอฮอล์ ส าหรับ
ส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic tail) ได้แก่ กรดไขมัน (มีส่วนประกอบของคาร์บอนอะตอมตั้งแต่ 8-
22 อะตอม โดยที่โครงสร้างเป็นได้ทั้งเป็นเส้นตรงและแบบกิ่ง) ผลิตได้จากจุลินทรีย์ที่ประเภทที่ก่อโรค
และไม่ก่อโรค (Uzoigwe และคณะ, 2015) สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพนั้นสามารถเป็นประเภทตาม
องค์ประกอบได้ดังนี้ คือ 1) ลิโพเปปไทด์ 2) กรดไขมัน 3) ฟอสโฟลิพิด 4) สารประกอบพอลิเมอริก 
และ 5) ไกลโคลิพิด และในแต่ละประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นั้นสามารถแบ่งออกได้ ตาม
โครงสร้าง ตามประเภทของสารประกอบต่างๆ ซึ่งจุลินทรีย์แต่ละชนิดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้แตกต่างชนิดกันไป และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิดสามารถผลิตได้จากหลายสาย
พันธุ์จุลินทรีย์ดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ประเภทของสารลดแรงตึงผิวชนิดต่างๆที่จุลินทรีย์สามารถผลิตได้  (Mulligan, 2005, 
Rahman และ Gakpe, 2008, Uzoigwe และคณะ, 2015)  

ประเภทสารลดแรงตึงผิว จุลินทรีย์ที่ผลิต 

ไกลโคลิพิด 
 
 
 
 
เทรฮาโลลิพิด 
 
 
แรมโนลิพิด 
 
 
โซโฟโรลิพิด 
 
เซลโลไบโอสลิพิด 
เซอเฟกติน 
ฟอสโพลิพิด 
กรดไขมัน 
 
 
ลิโพเปปไทด์ 

Alcanivorax borkumensis, Arthrobacter sp.  
Corynebacterium sp., Rhodococcus erythropolis 
Serratia marcescens, Tsukamurella sp. 
Streptococcus thermophilus A 
Lactococcus lactis 53, Lactobacillus delbrueckii 
Arthronbacter paraffineus, Corynebacterium sp. 
Mycobacterium sp., Rhodococus erythropolis, 
Norcardia sp. 
Rhodococcus ruber Z25 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas sp. 
Serratia rubidea, Enterobacter asburiae, Thermus 
aquaticus 
Tetragenococcus koreensis, Meiothermus ruber 
Candida apicola, Candida bombicola 
Candida lipolytica, Candida bogoriensis 
Ustilago maydis 
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus 
Acinetocbacter sp., Klebsiella pneumoniae 
Capnoytophaga sp., Penicillium spiculisporum 
Corynebacterium lepus, Arthrobacter paraffineus 
Talaramyces trachyspermus, Norcadia erythropolis 
Serratio marcescens, Inquilinus limosus KB3 
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis 
Selenomonas ruminantium 
Brevibacterium aureum MSA13 
Corynebacterium kutschri 
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2.2.1 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบ่งชนิดโครงสร้าง 

  2.2.1.1 ลิโพเปปไทด์ 

สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มของลิโพเปป
ไทด์ ได้แก่ Bacillus sp. และ Pseudomonas sp.  โครงสร้างทางเคมีประกอบด้วย เปปไทด์สายสั้น
เป็นได้ทั้งเส้นตรงและเชื่อมต่อเป็นวง ซึ่งสายเปปไทด์เชื่อมต่อกับกรดไขมัน (Geys และคณะ, 2014) 
สารลดแรงตึงผิวลิโพเปปไทด์ เช่น เซอเฟกติน มีสว่นประกอบอะมิโน 7 โมเลกุลต่อกับกรดไขมัน ดัง
รูปที่ 2.2 โดยส่วนใหญ่สารลดแรงตึงผิวลิโพเปปไทด์นั้นจะมีฤทธิ์เป็นสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ 
การสังเคราะห์ลิโพเปปไทด์จะใช้การควบคุมการสังเคราะห์ด้วยเอนไซม์ในกลุ่มสังเคราะห์เปปไทด์
แบบไม่ใช้ไรโบโซม (Nonribosomal peptide synthase, NRPS) (Geys และคณะ, 2014) 

 
รูปที่ 2.2 โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอเฟกตินที่ผลิตจาก Bacillus subtilis 
(Mulligan, 2005) 
  2.2.1.2 ฟอสโพลิพิด 

ฟอสโพลิพิดเป็นส่วนประกอบหลักของเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ เมื่อเลี้ยงจุลินทรีย์ที่สามารถ
ใช้สารจ าพวกไฮโดรคาร์บอนเป็นสารตั้งต้น ท าให้ปริมาณของฟอสโพลิพิดของเซลล์จะมีเพ่ิมมากขึ้น 
และอยู่ในรูปเวสิเคิลของ Phosphatidylethanolamine ซึ่งพบว่ามีแรงระหว่างผิวมีค่าต่ า (Rahman 
และ Gakpe, 2008) โดยตัวอย่างจุลินทรีย์ที่ผลิตได้แก่ Acinetocbacter sp.และ Klebsiella 
pneumonia (Mulligan, 2005, Uzoigwe และคณะ, 2015) 
  2.2.1.3 กรดไขมัน 

กรดไขมันเกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของแอลเคน (สายตรงและสายกิ่ง) ซึ่งมีสมบัติเป็น
สารลดแรงตึงผิวได้ ตัวอย่างเช่น Corynomucolic acids (Rahman และ Gakpe, 2008) และโดย
ส่วนใหญ่กรดไขมันที่ให้ค่าแรงตึงผิวและแรงระหว่างผิวที่ต่ าคือ กรดไขมันอ่ิมตัวที่มีจ านวนคาร์บอน
ตั้งแต่ 12-14 อะตอม จุลินทรีย์ที่ผลิตได้แก่ Capnoytophaga sp. Corynebacterium lepus และ 
Norcadia erythropolis (Mulligan, 2005, Uzoigwe และคณะ, 2015) 

2.2.1.4 สารประกอบพอลิเมอริก 

 สารประกอบพอลิเมอริกเป็นสารประกอบทางชีวภาพที่มีสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวที่ส่วน
ใหญ่ประกอบด้ วยหน่ วยของน้ าตาลและโปรตีน  ได้ แก่  อีมั ลแซน  จาก Acinetobacter 
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calcoaceticus RAG-1 ส่วนประกอบของน้ าตาลลิโพแซนจาก Candida lipolytica แมนโนโปรตีน
จาก Saccharomyces cerevisiae และสารประกอบระหว่างพอลิแซ็กคาไรด์กับโปรตีน (Rahman 
และ Gakpe, 2008) ประโยชย์ส่วนใหญ่ใช้เป็นสารก่ออิมัลชันในอาหารได้แก่ ไบโอดิสเปอแซนและอะ
ลาแซน เป็นต้น 

2.2.1.5 ไกลโคลิพิด 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไกลโคลิพิด เป็นสารประกอบจากน้ าตาลและไขมัน โดยโครงสร้าง
ของน้ าตาลสามารถประกอบได้จากน้ าตาลตั้งแต่ 1-4 โมเลกุล (Rahman และ Gakpe, 2008) ดัง
แสดงในรูปที่ 2.3 น้ าตาลแรมโนส 1 และ 2 โมเลกุลที่เป็นส่วนประกอบของแรมโนลิพิด น้ าตาลส่วน
ใหญ่ที่พบได้แก่ กลูโคส แมนโนส กาแลกโตส กรดกลูคูโรนิก แรมโนส และกาแลกโตสซัลเฟส 
(Rahman และ Gakpe, 2008) และในส่วนของกรดไขมันนั้นส่วนใหญ่จะมีของสร้างของไขมันที่
เหมือนกับฟอสโพลิพิดของแต่ละสายพันธุ์จุลินทรีย์ (Mnif และ Ghribi, 2016) ซึ่งเป็นได้ทั้ง
ไฮโดรคาร์บอนสายยาว และไฮโดรคาร์บอนที่มีหมู่คาร์บอกซิล โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มของ
ไกลโคลิพิดที่เป็นที่รู้จัก ได้แก่ แรมโนลิพิด ซอพอโรลิพิด เทรฮาโลลิพิด เป็นต้น (Rahman และ 
Gakpe, 2008) 

 
รูปที่ 2.3 โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิพิดที่มีโครงสร้างของส่วนที่ละลายน้ า
ได้ต่างกัน (ก) น้ าตาลแรมโนส 1 โมเลกุล และ (ข) น้ าตาลแรมโนส 2 โมเลกุล (Mulligan, 2005) 

2.2.2 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่แบ่งตามสภาพขั้ว 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนอกจากการแบ่งประเภทตามองค์ประกอบโครงสร้าง สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสามารถแบ่งประเภทได้ตามสภาพขั้วของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ นั้นคือ ประจุลบ 
(anionic), ประจุกลาง (non-ionic) ประจุบวก (cationic) (Van Hamme และคณะ, 2006) และ
แอมโฟเทอริกหรือมีทั้งประจุบวกและลบ ดังแสดงในรูปที่ 2.4 ซึ่งการแบ่งประเภทตามสภาพขั้วท าให้
ทราบถึงประจุของโมเลกุลสารลดแรงตึงผิวแต่ละชนิด ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการน าไปประยุกต์ใช้ เช่น 
การเติมสารละลายที่มีสภาพขั้วตรงข้ามกับสารลดแรงตึงผิวเพ่ิมเพ่ิมประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ หรือเติมสารลดแรงตึงผิวต่างชนิดที่มีสภาพขั้วต่างกันเพ่ือใช้เป็นสารเพ่ิมประสิทธิภาพ และใช้
ความเป็นประจุของสารลดแรงตึงผิวในการจับกับไอออนของโลหะหนักที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม 
(Rizzo และคณะ, 2015) 

ก ข 
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รูปที่ 2.4 โครงสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สภาพประจุต่างๆ (Campos และคณะ, 2013) 
 

2.2.3 ชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบ่งตามน้ าหนักโมเลกุล  

รวมถึงการแบ่งประเภทตามน้ าหนักโมเลกุล (molecular weight, MW) แบ่งได้เป็นสารลด
แรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลต่ า เช่น ไกลโคลิพิด แรมโนลิพิด และ ลิโพเปปไทด์ ส่วนสารลด
แรงตึงผิวทางชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลสูงนั้น เช่น แอมฟิฟาติกพอลิแซ็กคาไรด์ ลิโพพอลิแซ็กคาไรด์ 
และลิโพโปรตีน (Van Hamme และคณะ, 2006) โดยแต่ละชนิดสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์ดัง
แสดงในตารางที่ 2.2 ขนาดโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยทั่วไปมีขนาดตั้งแต่ 500-1500 
ดาลตัน สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีมวลโลเลกุลต่ านั้นจะมีประสิทธิภาพของสมบัติในการ
ลดแรงตึงผิวที่ดีกว่า คือให้ค่าแรงตึงผิวและแรงระหว่างผิวที่ต่ า (Van Hamme และคณะ, 2006) ส่วน
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีมวลโมเลกุลสูงนั้นส่วนใหญ่นิยมใช้เป็นสารกระจายคราบหรือใช้เป็นตัวท า
อิมัลชันในอุตสาหกรรมอาหาร (Rahman และ Gakpe, 2008) 
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ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดต่างๆ ตามน้ าหนักโมเลกุล (Van Hamme และ
คณะ, 2006) 

ประเภทตามมวล
โมเลกุล 

ชนิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จุลินทรีย์ที่ผลิต 

มวลโมเลกุลต่ า แรมโนลิพิด 
โซฟอโรลิพิด 
เซลโลไบโอสลิพิด 
ลิโพเปปไทด์ 
ฟอสโพลิพิด 

Pseudomonas aeruginosa 
Rhodococcus erythropolis 
Ustilago maydis 
Bacillus subtilis 
Acinetobactoer 

มวลโมเลกุลสูง อะลาแซน 
อีมัลแซน 
ลิโพแซน 

A. radioresistens 
A. calcoacetucus 
Candida lipolytica 

 
2.2.4 สมบัติของสารลดแรงตึงผิว  

  2.2.4.1 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (Critical micelle concentration, 
CMC) 

 ค่าความเข้มข้นเริ่มต้นที่ก่อในการการรวมตัวเป็นไมเซลล์ ที่ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์
จะเป็นค่าที่ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ท าให้ได้ค่าแรงตึงผิวลดลงต่ าที่สุด ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งที่ช่วยให้
สามารถก าจัดสารที่ไม่ละลายน้ าได้ โดยค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์สามารถเปลี่ยนแปลงได้ หาก
ความยาวของกรดไขมันในส่วนที่ไม่ละลายน้ าของสารลดแรงตึงผิวมีความยาว (จ านวนคาร์บอน) 
เพ่ิมขึ้นจะท าให้มีค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ลดลง (Mnif และ Ghribi, 2015) และหากเพ่ิมใน
ส่วนของกิ่งคาร์บอนหรือพันธะคู่ระหว่างคาร์บอนในกรดไขมันจะช่วยท าให้ค่าความเข้มข้นวิกฤตของ
ไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวนั้นมีค่าลดลง (Mnif และ Ghribi, 2015) นอกจากนั้นค่าความเข้มข้น
วิกฤตของไมเซลล์สามารถลดลงได้จากความเข้มข้นของไอออนที่สามารถช่วยลดแรงผลักกันระหว่าง
ส่วนที่ชอบน้ าของสารลดแรงตึงผิวเพ่ิมขึ้นสามารถช่วยให้สารลดแรงตึงผิวมีประสิทธิภาพมากขึ้น 
(Mnif และ Ghribi, 2015) 
  2.2.4.2 ความเสถียรต่ออุณหภูมิ ความเป็นกรดเบสและความเข้มข้นประจุ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถประยุกต์ใช้ได้กับงานด้านต่างๆ เนื่องจากสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมได้ในช่วงกว้าง ทั้งอุณหภูมิที่สูงและต่ า ค่าความเป็นกรดเบสใน
ช่วงกว้าง รวมถึงสามารถทนต่อสภาพที่มีความเข้มข้นของสารละลายที่สูงได้ (Mnif และ Ghribi, 
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2015) โดยสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่ออยู่ในสภาวะดังกล่าวนั้น ยังสามารถลดค่าแรงตึงผิว
และหรือแรงระหว่างผิวได้ดังเดิม เช่น การประยุกต์ในอุตสาหกรรมอาหารที่ผ่านกระบวนการความ
ร้อนสูง สมบัติการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นยังคงมีอยู่ รวมถึงการใช้ในการกระจาย
คราบน้ ามันและเพ่ิมผลผลิตการเก็บเก็บน้ ามันซึ่งมีความร้อนและปริมาณเกลือที่สูง ผลของการใช้สาร
ลดแรงตึงผิวก็ยังคงมีประสิทธิภาพ 
  2.2.4.3 ความเป็นพิษต่ า 

 จากประโยชน์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้กับงานทางด้าน
การแพทย์   อาหาร และการเกษตร ซึ่งเป็นงานที่ส่งผลต่อเซลล์มนุษย์ สัตว์และพืช จึงต่อระมัดระวัง
ด้านความปลอดภัยที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะส่งผลต่อเซลล์สิ่งมีชีวิตต่างๆ พบว่าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพนั้นเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่าสารลดแรงตึงผิวเคมี เช่น Triton-x, CTAB, TTAB, BC และ SDS 
เป็นต้น (Mnif และ Ghribi, 2015) โดยสามารถน ามาใช้กับงานทางด้านสิ่งแวดล้อมได้  โดยไม่ส่งผล
กระทบต่อการพัฒนาของตัวอ่อนกุ้งและปลาที่ใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาการเป็นพิษของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพต่อสัตว์ทะเล (Mnif และ Ghribi, 2015) อีกทั้งงานทางด้านการเกษตรที่ใช้สารลดแรงตึง
ผิวในการต้านการเจริญของตัวอ่อนแมลงศัตรูพืช แต่ไม่ส่งผลต่อการงอกของเมล็ดพืช รวมถึงการน ามา
ทดลองเป็นสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค สารต้านมะเร็ง สารต้านไวรัส ทั้งแบบในหลอด
ทดลองและในสิ่งมีชีวิตทดลอง (Mnif และ Ghribi, 2015) ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นมีฤทธิ์ต่างๆ 
และไม่ท าลายเซลล์ของพืชและสัตว์ 
  2.2.4.4 สามารถย่อยสลายได้ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย์นั้นสามารถย่อยสลายได้ง่าย ซึ่งต่างจากสารลด
แรงตึงผิวเคมี เมื่อเปรียบเทียบการย่อยสลายทั้งในภาวะที่มีอากาศและภาวะที่ไม่มีอากาศ โดยสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพนั้นสามารถย่อยได้ทั้ง 2 ภาวะ (Mnif และ Ghribi, 2015) ส่วนสารลดแรงตึงผิวทาง
เคมีนั้นย่อยสลายได้เล็กน้อยในภาวะที่มีอากาศ  ส่วนภาวะที่ไม่มีอากาศไม่สามารถย่อยสลายได้
ภายในระยะเวลามากกว่า 8 วัน  
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2.3 การคัดแยกและสมบัติที่ใช้ในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จากความส าคัญและสมบัติของสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที่เป็นผลิตภัณฑ์จากจุลินทรีย์ การ
คัดแยกจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จึงเป็นการศึกษาเริ่มต้นของงานวิจัยที่
ประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานด้านต่างๆ การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นสิ่งที่พึงค านึงถึงได้แก่ แหล่งที่มาของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิต
สารลดแรงตึงผิว เทคนิคการแยกจุลินทรีย์ และเทคนิคการวัดประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (Mnif และ Ghribi, 2015) เพ่ือค้นหาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูงและค้นหา
สายพันธุ์ที่สามารถให้ผลผลิตสูง 

2.3.1 แหล่งที่มาของจุลินทรีย์ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

จากงานวิจัยการคัดแยกจุลินทรีย์และผลิตสารลดแรงตึงผิวส่วนใหญ่ คัดแยกเชื้อจุลินทรีย์จาก
แหล่งปนเปื้อนน้ ามันทั้งน้ ามันปิโตรเลียม น้ ามันพืช รวมถึงแหล่งปนเปื้อนโลหะหนักและสารเคมีไม่
ละลายน้ าอ่ืนๆ (Cai และคณะ, 2014) ซึ่งคาดว่าจุลินทรีย์เหล่านั้นที่สามารถเจริญอยู่ในสภาวะ
ปนเปื้อนนั้นได้   แสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการอยู่รอด นั้นคือสามารถน าสิ่งปนเปื้อนมาใช้ในการ
เจริญได้ ซึ่งจ าเป็นต้องมีสารที่ช่วยในสามารถน าสารปนเปื้อนเข้าสู่เซลล์นั้นคือ สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ต่อมาเมื่อมีเทคนิคการเลี้ยงจุลินทรีย์และการคัดแยกจุลินทรีย์ที่ดีขึ้นแหล่งที่มาของจุลินทรีย์
จึงเป็นบริเวณทั่วไปในธรรมชาติ ทั้งในดินที่อุดมสมบรูณ์ น้ าทะเล ตะกอนดินแม่น้ า และแหล่งอ่ืนๆ 
(Khondee และคณะ, 2015, Mousavi และคณะ, 2015, Mohanram และคณะ, 2016) ตาม
ตัวอย่างงานวิจัยในตารางที่ 2.3 ที่ได้คัดเลือกจุลินทรีย์จากธรรมชาติทั่วไปและที่มีสิ่งปนเปื้อน 

2.3.2 เทคนิคการคัดแยกจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

โดยทั่วไปการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนิยมใช้การวัดค่าทาง
กายภาพที่เป็นผลมาจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยตรงนั้นคือ ความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิว
จากเครื่องวัดแรงตึงผิวด้วยวิธีวงแหวนดูนอย du-Nouy ring, stalagmometric method และ 
wilhelmy plate (Mohanram และคณะ, 2016) และ วัดแรงระหว่างผิวด้วยเทคนิคและ 
axisymetric drop shape analysis (Mnif และ Ghribi, 2015) ดังตารางที ่2.3  ซึ่งเป็นวิธีที่ง่ายและ
นิยมใช้ต่อการวัดผลซึ่งวัดได้ทั้งปริมาณและคุณภาพ และใช้ความสามารถในการละลายของเซลล์ใน
สารไม่ละลายน้ า โดยเซลล์จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดติดอยู่กับผิวเซลล์จะมีค่า 
hydrophobicity สูง แต่ถ้าผลิตสารลดแรงตึงผิวชนิดปล่อยออกภายนอกเซลล์เซลล์ จะมีค่า 
hydrophobicity ต่ า ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เพียงเบื้องต้น (Mnif และ Ghribi, 2015) มีวิธีทดสอบการผลิต
สารลดแรงตึงผิวจากการทดสอบสมบัติของสารลดแรงตึงผิวเพ่ือใช้คัดแยกจุลินทรีย์ในปริมาณมาก 
เช่น การกระจายน้ ามันและการก่ออิมัลชันของน้ าเลี้ยงเซลล์ เป็นต้น โดยปริมาณของสารลดแรงตึงผิว
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ทีเ่พ่ิมมากข้ึนหรือขึ้นกับประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชนิดนั้น (Mnif และ Ghribi, 2015) ซึ่งเป็น
เทคนิคที่สามารถวัดค่าได้ง่ายและรวดเร็ว  เหมาะแก่การคัดแยกจุลินทรีย์ให้ได้ปริมาณมากแต่บอกได้
เพียงข้อมูลเชิงคุณภาพเท่านั้น  นอกจากนี้มีวิธีการคัดแยกโดยใช้เทคนิคที่จ าเพาะต่อการทดสอบ
จุลินทรีย์ที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเฉพาะกลุ่ม เช่น blue agar plate method จะให้ผลเฉพาะ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มไกลโคลิพิดและสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประจุเป็นลบเท่านั้น (Mnif 
และ Ghribi, 2015) และ Blood agar method สามารถใช้ตรวจสอบสารลดแรงตึงผิวได้ 
(Mohanram และคณะ, 2016) ซึ่งเป็นเทคนิคที่พัฒนามาเพื่อง่ายต่อการวิเคราะห์การผลิตสารลดแรง
ตึงผิวในเบื้องต้น 
 
ตารางที่ 2.3 การศึกษาการคัดแยกจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

สารลดแรงตึง
ผิว 

จุลินทรีย์ที่ผลิต 
แหล่งที่คัด

แยก 
วิธีการคัดแยก อ้างอิง 

ไกลโคลิพิด Gordonia sp. 
M22, BS25 และ 
BS29 

ดินปนเปื้อน
น้ ามันดีเซล 

- วัดแรงตึงผิวด้วยวิธวีง
แหวน 

(Franzetti 
และคณะ, 
2009) 

ลิโพเปปไทด์ Bacillus sp. 
GY19 

ดิน ปุ๋ย 
 

- วัดแรงตึงผิวด้วยวิธี
เพลท 
- การก่ออิมัลชัน 

Khondee 
และคณะ, 
2015 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

B. licheniformis ดินปนเปื้อน
น้ ามันและ
โลหะหนัก 

- การก่ออิมัลชัน 
- วัดค่าแรงตึงผิว 

(Liu และ
คณะ, 
2016) 

Sophorolipid Lachancea 
thermotolerans 
BBMCZ7FA20 

น้ าผึ้ง - การแตกตัวเม็ดเลือด
แดง 
- การกระจายน้ ามัน 

Mousavi 
และคณะ, 
2015 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

Joostella strain 
A8 

น้ ามันดิบ - การก่ออิมัลชัน 
- วัดค่าแรงตึงผิว 

Rizzo และ
คณะ, 
2015 

ไกลโคลิพิด Rouxiella sp. 
DSM 100043 

พีท ดิน - วัดค่าแรงตึงผิว (Kugler 
และคณะ, 
2015) 
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2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวนั้นมุ่งเน้นศึกษาเพ่ือที่จะพัฒนาการผลิตให้มีปริมาณของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สูง เพ่ือให้เพียงพอต่อการน ามาใช้งานในด้านต่างๆ  

2.4.1. สายพันธุ์จุลินทรีย์ 

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ บางสายพันธุ์สามารถผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวที่มีสมบัติที่ดี แต่มีความสามารถในการผลิตสารได้ในปริมาณต่ า จึงมีการปรับปรุงและ
พัฒนาสายพันธุ์ วิธีการปรับปรุงสายพันธุ์สามารถท าได้ทั้งการตัดต่อพันธุกรรม การกลายพันธุ์ กระตุ้น
กระบวนการผลิตโดยการเหนี่ยวน า โดยมีงานวิจัยที่สนใจการปรุงปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์ ด้วยวิธีที่
หลากหลาย  เช่น การกลายพันธุ์แบบสุ่มด้วยสารเหนี่ยวน าการกลายพันธุ์ และการตัดต่อพันธุกรรม
ของยีนที่เกี่ยวข้องหรือสนับสนุนการผลิตสารลดแรงตึงผิว เป็นต้น ดังตารางที่ 2.4 (Mukherjee และ
คณะ, 2006) 

การศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ์ของ Gordonia amarae โดยการตัดต่อยีน vgh ซึ่งควบคุม
การแสดงออกของฮีโมโกลบินของ Vitreoscilla sp. ภายหลังจากการตัดต่อยีน vgh เข้าสู่พลาสมิด 
pSC160 และถ่ายทอดเข้าสู่ Gordonia amarae พบว่า G. amarae สายพันธุ์กลายสามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด เทรฮาโลสลิพิด และ ไกลโคลิพิด ได้สูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม และสารลด
แรงตึงผิวที่ผลิตได้นั้นมีความเสถียรที่คล้ายกับสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตจากสารพันธุ์ดั้งเดิม นอกจากนั้น
ยังพบว่าผลการทดลองของทั้งสายพันธุ์ดั้งเดิมและสายพันธุ์กลายนั้นเมื่อเลี้ยงในสภาวะที่มีออกซิเจน
มากเกินพอ  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้มากกว่าการเลี้ยงในสภาวะก าจัดออกซิเจน จากงานวิจัย
นี้สามารถสรุปได้ว่าหากมีการตัดต่อยีน vgh และเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนเพียงพอต่อการเจริญ 
(100 มิลลิลิตรต่อ 200 rpm) โดยใช้ น้ ามันเฮกซะเดกเคน เป็นตัวเหนี่ยวน าและแหล่งคาร์บอนให้เกิด
การผลิตสารลดแรงตึงผิว (Dogan และคณะ, 2006) 

แต่ข้อด้อยของการใช้จุลินทรีย์สายพันธุ์กลาย  คือ มีความเสถียรของสายพันธุ์ต่ า ท าให้เกิด
การสูญหายของยีนเมื่อมีการตัดต่อพันธุกรรมแบบใช้พลาสมิด และเกิดการกลายพันธุ์ย้อนกลับในสาย
พันธุ์ที่ใช้สารเหนี่ยวน าให้เกิดการกลายพันธุ์ เช่น รังสีอัลตราไวโอเลต เป็นต้น (O'Sullivan และคณะ 
2006) จากข้อด้อยดังกล่าวเป็นสิ่งที่ส าคัญมากในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  เนื่องจากการ
ขยายขนาดการผลิตและการพัฒนาระบบการผลิตให้ได้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวในระดับสูง  
จ าเป็นต้องมีการเลี้ยงจุลินทรีย์เป็นเวลานานและมีการน ากลับมาใช้ใหม่ ซึ่งหากสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ใช้
ผลิตไม่มีความเสถียรจะส่งผลเสียต่อกระบวนการผลิตต่อไป  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสนใจพัฒนาการผลิต
สารลดแรงตึงผิวเพ่ือใช้เป็นต้นแบบส าหรับจุลินทรีย์ทั่วไป ซึ่งการตัดต่อยีนนั้นเหมาะส าหรับการ
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พัฒนาที่ทราบรายละเอียดที่แน่ชัด ที่สามารถส่งเสริมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 
ตารางที่ 2.4 จุลินทรีย์สายพันธุ์กลายที่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (สรุปจาก Mukherjee 
และคณะ, 2006) 

สายพันธุ์กลาย ชนิดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
ปริมาณหรือประสิทธิภาพ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่

เพ่ิมข้ึน 

Pseudomonas 
aeruginosa 
59C7 

Transposon Tn5-GM เหนี่ยวน า
การกลายพันธุ์ของ P. aeruginosa 
PG201 

เพ่ิมข้ึน 2 เท่า 

B. subtilis  
ATCC 55033 

กลายพันธุ์แบบสุ่มโดยใช้ N-
methyl-N0-nitro-
Nnitrosoguanidine 

เพ่ิมข้ึน 4-6 เท่า (2-4 g/L) 

B. subtilis  
Suf-1 

กลายพันธุ์แบบสุ่มโดยใช้รังสีอัลตร้า
ไวโอเลตใน B. subtilis ATCC 
21332 

เพ่ิมข้ึน 3-4 เท่า 

Recombinant  
B. subtilis MI 
113 

ใส่พลาสมิดที่มียีน lpa-14  เพ่ิมข้ึน 8 เท่า 

Recombinant  
Gordonia 
Amarae 

เพ่ิมยีน Vitreoscilla hemoglobin 
(vgb) โดยอาศัยพลาสมิด 

เพ่ิมข้ึน 4 เท่า 

 
2.4.2 สภาวะในการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

2.4.2.1 เทคนิคการเลี้ยงเซลล์ 

2.4.2.1.1 เลี้ยงเซลล์แบบเซลล์อิสระ 

 โดยทั่วไปการเลี้ยงจุลินทรีย์เพ่ือผลิตสารทางชีวภาพจะเลี้ยงจุลินทรีย์ในรูปของเซลล์อิสระ 
สามารถเลี้ยงจุลินทรีย์ได้ทั้งในระดับขวดเขย่าและระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ซึ่งเป็นการเลี้ยงจุลินทรีย์ที่
ง่ายต่อการผลิต และให้ข้อมูลพื้นฐานเพื่อน ามาให้พัฒนาการผลิตต่อไป  
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2.4.2.1.2 เลี้ยงเซลล์แบบเซลล์ตรึง 

การตรึงเซลล์เป็นเทคนิคการเลี้ยงเซลล์จุลินทรีย์อีกรูปแบบหนึ่ง โดยเลี้ยงเซลล์ให้เจริญอยู่กับ
วัสดุตรึง เป็นบริเวณที่ท าให้เซลล์รักษาสมบัติบางอย่างไว้ การเจริญในบริเวณดังกล่าวส่งผลให้เซลล์
ได้รับการป้องกันจากเซลล์ที่เจริญเป็นกลุ่มเซลล์ ท าให้เซลล์มีการรักษาสภาพและสามารถอยู่รอด 
นอกจากนั้นจุลินทรีย์ที่เจริญแบบกลุ่มกับวัสดุตรึงยังความสามารถให้การผลิตสารหรือสลายสารที่
ต้องการได้ดี (Hou และคณะ, 2013) เทคนิคการตรึงเซลล์สามารถแบ่งย่อยออกเป็น 2 ลักษณะ ดังรูป
ที่ 2.5 คือ จุลินทรีย์ยึดเกาะบนผิววัสดุตรึง ได้แก่ เกาะพ้ืนผิว สร้างพันธะโควาเลนต์ สร้างพันธะจาก
สภาพขั้ว และจุลินทรีย์เจริญในวัสดุตรึง ได้แก่ เจริญในวัสดุที่มีรูพรุน ได้แก่ ฟองน้ า เซรามิก ซิลิกอน
คาร์ไบด์ โฟมพอลิยูริแทน และอ่ืนๆ เจริญภายในเนื้อวัสดุตรึงที่เป็นรูพรุนของเนื้อเจล ได้แก่ แอล
จิแนน คาราจิแนน เจลาติน เป็นต้น (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) ซึ่งวัสดุตรึงที่ใช้ส่วนใหญ่จะไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ ราคาถูก หาได้ง่าย ทนต่อสภาวะต่างๆในสิ่งแวดล้อม สามารถความคุมได้ง่ายในการ
ผลิต สามารถป้องกันเซลล์เพ่ิมให้เซลล์มีระยะเวลาการใช้งานมากขึ้น เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิ ต 
และได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความเสถียร  นอกจากการเพ่ิมผลิตภัณฑ์จากจุลินทรีย์หรือการเพ่ิมอัตราการ
สลายสาร การตรึงเซลล์สามารถลดราคาเวลาการผลิตและต้นทุนการผลิต   เนื่องจากเซลล์ตรึงนั้น
สามารถน ากลับมาใช้ซ้ าได้ (Kourkoutas และคณะ, 2004) ซึ่งมีงานวิจัยได้น าวัสดุตรึงชนิดต่างๆใช้
ส าหรับการตรึงเซลล์เพ่ือผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดังตารางที่ 2.5  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานวิจัยนี้เลือกการพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพด้วยแบคทีเรียตรึงบนไคโตซานที่ผลิตจากแกนปลาหมึกบด ดังในงานวิจัยของ Khondee และ
คณะ, (2012) ซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ดีกว่า ไคโตซานจากเปลือกปู
และเปลือกกุ้ง  นอกจากการเพิ่มปริมาณการผลิตแล้วการใช้เซลล์ตรึงยังสามารถน ากลับมาใช้ใหม่  ซึ่ง
เป็นการลดต้นทุนการผลิตแนวทางหนึ่ง 
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รูปที่ 2.5 เทคนิคการตรึงเซลล์ (Kourkoutas และคณะ, 2004) 
 
ตารางที่ 2.5 เทคนิคการตรึงเซลล์ด้วยวัสดุตรึงชนิดต่างๆ 

เทคนิคการตรึงเซลล์ วัสดุตรึง สารผลิตภัณฑ์ อ้างอิง 

ยึดเกาะพื้นผิววัสดุ
ตรึง 

ไคโตซาน  ลิโพเปปไทด์ (Khondee และ
คณะ, 2012) 

ตรึงในวัสดุตรึง อัลจิเนต  แรมโนลิพิด (Abouseoud และ
คณะ, 2007) 

ยึดเกาะพื้นผิววัสดุ
ตรึง 

ถ่านกัมมันต์ เซอร์แฟคติน (Yeh และคณะ, 
2006) 

ตรึงในวัสดุตรึง ไครโอเจล  แรมโนลิพิด (Christovaa และ
คณะ, 2013) 

 
2.4.2.2 ปัจจัยทางกายภาพของสิ่งแวดล้อม 

ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมเป็นสาเหตุส าคัญอย่างหนึ่งที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
โดยปัจจัยที่ส าคัญที่ส่งผลต่อการผลิตได้แก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส ปริมาณอากาศหรืออัตราการ
กวนผสม โดยจะต้องมีค่าที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตของสารลดแรงตึงผิว ซึ่งอุณหภูมิที่
เหมาะสมอยู่ในช่วง 25-30 องศาเซลเซียส ค่า pH อยู่ระหว่าง 7-8 (Fakruddin, 2012) ส่วนอัตรา
การให้อากาศและการกวนผสมจะช่วยให้ออกซิเจนในอากาศสามารถละลายลงสู่อาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ 
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ซึ่งมีผลต่อการเกิดฟองของอาหารและส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยผลของอากาศที่ให้
จะมีผลส่งการเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Yao และคณะ, 2015) 

 
2.4.3 สารอาหารที่เป็นส่วนประกอบของอาหาร 

ปัจจัยส าคัญอีกอย่างหนึ่งของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้น คือ องค์ประกอบภายใน
อาหาร ทั้งปริมาณสารอาหารที่เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน  แร่ธาตุที่มีส่วนช่วยในการเจริญที่ท า
หน้าที่เป็นโคเฟกเตอร์ของเอนไซม์ต่างๆของเซลล์  นอกจากนั้นยังมีสารที่ช่วยเหนี่ยวน าให้เกิดการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น น้ ามันพืชหรือน้ ามันปิโตรเลียม  ซึ่งจุลินทรีย์ยังใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนได้อีกด้วย จากการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบว่าการเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วย
สารอาหารที่มีไนโตรเจนในปริมาณจ ากัด สามารถเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์เข้าสู่วิถีการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพมากขึ้น (Raza และคณะ, 2006) 

ส าหรับแหล่งคาร์บอนสามารถน ามาใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวนั้นมีหลากหลายประเภท 
ดังแสดงในตารางที่ 2.6 แต่สามารถแบ่งประเภทใหญ่ๆเป็น 2 ประเภทคือ แหล่งคาร์บอนที่ละลายน้ า
และแหล่งคาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า (Rahman และ Gakpe, 2008) โดยบทบาทของแหล่งคาร์บอนทั้ง
สองจะแตกต่างกันออกไปคือ คาร์บอนที่ละลายน้ า เช่น กลูโคส ช่วยในการเพ่ิมปริมาณเซลล์ ส่วน
คาร์บอนที่ไม่ละลายน้ า ได้แก่ สารประกอบไฮโดรคาร์บอนต่างๆ ช่วยเหนี่ยวน าให้เซลล์ผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพรวมถึงใช้เป็นสารตั้งต้นของสารลดแรงตึงผิว โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก
แหล่งคาร์บอนจ าพวกน้ ามันจะให้ผลผลิตที่สูงกว่าการผลิตโดยใช้น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนเมื่อ
เปรียบเทียบสัดส่วนการผลิตต่อปริมาณสารตั้งต้น (Rahman และ Gakpe, 2008) นอกจากนี้ยัง
สามารถน าน้ ามันที่ใช้แล้ว น้ าทิ้งจากโรงงานที่มีส่วนประกอบของน้ ามัน มาเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ (Banat และคณะ, 2014) 
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ตารางที่ 2.6 ตัวอย่างแหล่งคาร์บอนที่สามารถน ามาใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

แหล่ง
คาร์บอน 

ชนิด
คาร์บอน 

จุลินทรีย์ 
สารลดแรงตึงผิว

ชีวภาพ 
อ้างอิง 

เฮกซะเดก
แคน 

ไม่ละลายน้ า Rhodococcus spp. 
MTCC 2574 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

(Mutalik และ
คณะ, 2008) 

กลีเซอรอล
เหลือทิ้ง 

ไม่ละลายน้ า Bacillus sp.GY19 ลิโพเปปไทด์ Khondee 
และคณะ, 
2015 

กลีเซอรอล ละลายน้ า P.  aeruginosa 
EM1 

แรมโนลิพิด (Wu และคณะ, 
2008) 

น้ ามันมะกอก ไม่ละลายน้ า P. fluorescens 
Migula 1895-
DSMZ 

แรมโนลิพิด Abouseoud 
และคณะ, 
2007 

น้ ามันถั่ว
เหลือง 

ไม่ละลายน้ า Candida sp. 
SY169545 

แมนโน
ซิลอิริทริทอล
ลิพิด 

Banat และ
คณะ, 2014 

น้ าตาล
กลูโคส 

ละลายน้ า B. licheniformis 
R2 

ลิเชนไนซิน (Joshi และ
คณะ, 2008) 

น้ าตาล
ซูโครส 

ละลายน้ า Paenibacillus 
alvei ARN63 

สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ 

(Najafi และ
คณะ, 2011) 

น้ าตาลแมนนิ
ทอล 

ละลายน้ า Serratia rubidaea 
SNAU02 

ไดแรมโนลิพิด (Nalini และ 
Parthasarathi, 
2013) 

 
 จากการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบว่าการเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยสารอาหารที่มี
ไนโตรเจนในปริมาณจ ากัด สามารถเหนี่ยวน าให้จุลินทรีย์เข้าสู่วิถีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาก
ขึ้น (Raza และคณะ, 2006) โดยอัตราส่วนระหว่างปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารมีผลต่อ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เหมาะสมอยู่ท่ี 10:1- 20:1 และ 10:1-200:1 ส าหรับแบคทีเรียและ
ยีสต์ตามล าดับ (Abouseoud และคณะ, 2007 และ Kumar และคณะ, 2012) และจากการศึกษา 
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Raza และคณะ (2007) พบว่า โซเดียมไนเตรตสามารถเป็นแหล่งไนโตรเจนที่ให้ผลผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสูงสุด เมื่อเปรียบเทียบการผลิตโดยใช้แอมโมเนียมไนเตรตและแอมโมเนียมซัลเฟต 

นอกจากแหล่งสารอาหารแหล่งอย่างคาร์บอนและไนโตรเจนแล้ว จุลินทรีย์ต้องการสารอ่ืนๆ 
ซึ่งมีหน้าที่เป็นโคเฟกเตอร์ของเอนไซม์ผ่านในเซลล์ ท าให้เซลล์สามารถเจริญหรือผลิตสารที่ต้องการได้
ดีขึน้ (Gudina และคณะ, 2015) โดยไอออนของเหล็กและแมงกานีสนั้นเป็นโคเฟกเตอร์ของเอนไซม์ลิ
โพออกซิจิเนส และไรโบนิวคลีโอไทด์รีดักเทส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ช่วยสร้างไรโบนิวคลีโอไทด์จากดีออกซิ
ไรโบนิวคลีโอไทด์ ด้วยท าหน้าที่เป็นตัวน ารหัสทางพันธุกรรมไปสังเคราะห์เป็นโปรตีนที่ใช้ในการเจริญ
ต่างๆ งานวิจัยของ Kiran และคณะ (2014) ได้เติมอนุภาคนาโนของเหล็กเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Nocardiopsis sp. MSA13A พบว่าสามารถใช้อนุภาคนาโน
เหล็กในการเพ่ิมปริมาณการผลิตของสารลดแรงตึงผิวได้มากถึง 80% เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่
ไม่ได้เติมอนุภาคนาโน นอกจากนี้ Gudina และคณะ (2015) ได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพจาก Bacillus subtilis โดยใช้น้ าแช่ข้าวโพดจากโรงงานแป้งข้าวโพด หาปริมาณที่เหมาะสม
ต่อสารที่ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตได้แก่ เหล็กซัลเฟต แมกนีเซียมซัลเฟต และแมงกานีสซัลเฟต 
พบว่าภายหลังการศึกษาสามารถเพ่ิมการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้เพ่ิมขึ้นประมาณ  4 เท่าจากเดิมที่
ผลิตได้ 1.3 กรัมต่อลิตร โดยความเข้มข้นของเหล็กซัลเฟต แมกนีเซียมซัลเฟต และแมงกานีสซัลเฟต 
คือ 2.0 0.8 และ 0.2 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 

นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยอ่ืนที่เติมสารที่เป็นส่วนกระกอบของเซลล์เพ่ือช่วยเหนี่ยวน าให้เกิด
การผลิตสารลดแรงตึงผิวที่สูงขึ้น ดังตัวอย่างงานวิจัยของ (Lee และคณะ, 2005) ได้มีการศึกษาเกี่ยว
การบ าบัดน้ ามันดีเซลโดยใช้ Gordonia nitida LE31 ในงานวิจัยนี้ได้เติมสารลดแรงตึงผิวกรดไมโค
ลิก ซึ่งกรดไมโคลิกนั้นเป็นส่วนประกอบหนึ่งบนผนังเซลล์ของ Gordonia sp. จากการทดลองพบว่า
เมื่อเติมกรดไมโคลิกไป สามารถกระตุ้นให้เกิดการบ าบัดน้ ามันดีเซลได้มากขึ้นจากเดิมคือความเข้มข้น
น้ ามันดีเซล มากกว่า 15,000 ppm จากการบ าบัดน้ ามันดีเซล ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสารลดแรงตึง
ผิวที่ผลิตออกมามากขึ้น จากงานวิจัยนี้จึงสันนิษฐานว่าการเติมกรดไมโคลิกสามารถช่วยให้การผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Gordonia sp. เพ่ิมมากข้ึน 

จากการศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่ส่งเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวพบว่าองค์ประกอบ
ที่ส าคัญต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคือปริมาณคาร์บอนและการจ ากัดปริมาณไนโตรเจน 
ได้แก่ น้ ามันถั่วเหลือง (Khondee และคณะ, 2015 และ Luna และคณะ, 2011) และโซเดียมไน
เตรต (Abouseoud และคณะ, 2007) โดยมีสารอาหารที่เป็นโคเฟกเตอร์เป็นองค์ประกอบเสริม  
งานวิจัยนี้จึงเลือกแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนที่ส่งเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมา
ศึกษาปริมาณที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมปริมาณการผลิต ร่วมกับองค์ประกอบที่เป็นโคเฟกเตอร์อย่าง 
เหล็กและแมงกานีส 
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  2.4.3.1 ศึกษาความเข้มข้นอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญ 

การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตมีเทคนิคที่ช่วยให้สามารถหาภาวะที่เหมาะสมได้ คือการ
ออกแบบการทดลอง ซึ่งการออกแบบการทดลองนั้นสามารถท าได้ทั้งแบบ การออกแบบแฟคทอเรียล
เต็มรูป (full factorial design)  หรือ การออกแบบแฟคทอเรียลแบ่งส่วน (fractional factorial 
design)   ภาวะที่ออกแบบแต่ละชุดการทดลองเกิดจากการจับคู่ระดับต่างๆของแต่ละปัจจัยที่คาดว่า
มีผลต่อการผลิต โดยการก าหนดชุดการทดลองจะจับคู่ทุกระดับของแต่ละปัจจัยทุกปัจจัยมาจับคู่ ท า
ให้มีชุดการทดลองเป็นจ านวนมาก (Bezerra และคณะ, 2008) การวิเคราะห์ผลการทดลองท าให้
ทราบว่าชุดการทดลองที่ดีที่สุดที่มีผลต่อการผลิต โดยอาศัยการวิเคราะห์ความแตกต่างของผลผลิต
ตามหลักสถิติ  หรือใช้การออกแบบการทดลองแบบที่ใช้สถิติเข้ามาเก่ียวข้อง เช่น วิธีการวิเคราะห์การ
ตอบสนองเชิงพ้ืนผิว (response surface methodology, RSM) ซึ่งเป็นวิธีการออกแบบที่สามารถ
ลดจ านวนชุดการทดลองให้น้อยลง แต่ยังคงครอบคลุมระดับของแต่ละปัจจัย (Bezerra และคณะ, 
2008) ท าให้สามารถลดปัญหาด้านต้นทุนในการทดลองได ้นั้นคือประหยัดเวลาการทดลองและต้นทุน
ในการทดลอง จึงมีผู้วิจัยมากมายไดน้ าการออกแบบการทดลองดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยด้าน
การผลิตและการหาภาวะที่เหาะสมต่อการผลิตสารทางชีวภาพ รวมถึงสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
ตัวอย่างการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น งานวิจัยของ 
(Saikia และคณะ, 2012) ได้ใช้ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
แรมโนลิพิดจาก P. aeruginosa RS29 และ งานวิจัยของ (Abbasi และคณะ, 2013) ได้ศึกษาการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ P. aeruginosa MA01 โดยพบว่าสามารถใช้วิธีการออกแบบการ
วิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิวเข้ามาช่วยเลือกแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่ ให้ผลผลิตดีที่สุด 
และทราบถึงปริมาณของสารอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตที่ให้ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสูงที่สุด และในงานของ Franzetti ในปี ค.ศ.2009 ได้ศึกษาปัจจัยที่ส่งผลให้การผลิตสารลด
แรงตึงผิวของ Gordonia sp. BS29 ให้ได้ปริมาณสูงโดยใช้การออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียล
เต็มรูป ในการหาปัจจัยในอาหารที่ส่งผลต่อการผลิต ท าให้ตัดปัจจัยที่ไม่ส่งเสริมการผลิตออก แล้วจึง
ใช้การออกแบบการทดลองด้วยวิธีการตอบสนองเชิงพ้ืนผิวเป็นเครื่องมือในการหาสภาวะหรือปริมาณ
ที่เหมาะสมต่อการผลิตสารในปริมาณสูงสุดต่อไป 

ส าหรับงานวิจัยนี้ได้เริ่มจากการออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี One factor at a time ซึ่ง
เป็นการออกแบบการทดลองที่เข้าใจง่าย เหมาะส าหรับการหาข้อมูลเบื้องต้นของปริมาณสารที่เหมาะ
ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด โดยข้อมูลเบื้องต้นที่ได้สามารถน ามาเป็นตัวก าหนดระดับ
ของปัจจัยส าหรับการออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี RSM โดยเลือกทดสอบปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตใน
เบื้องต้น ซึ่งใช้การออกแบบการทดลองวิธี Plackett-Burman ผลที่ได้สามารถบอกได้ว่าปัจจัยใดไม่
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ส่งผลต่อการผลิต จากนั้นน าปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตมาออกแบบการทดลองอีกครั้งด้วย Box-
benhken design ซึ่งเป็นการทดลองที่เหมาะกับปัจจัยมากกว่า 3 ปัจจัยขึ้นไป และแต่ละปัจจัยมี
ระดับที่แปรผัน 3 ค่า ซึ่งเป็นวิธีที่ตรงกับองค์ประกอบของอาหารที่วางแผนไว้คือ ปริมาณคาร์บอน 
ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณเหล็ก และปริมาณแมงกานีส 

 
   2.4.3.1.1 การทดลองครั้งละปัจจัย (one factor at a time) 

 การทดลองทีละปัจจัย คือ การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตที่นิยมใช้ทั่วไป เนื่องจาก
มีขั้นตอนการศึกษาที่ง่ายสะดวกต่อการท าความเข้าใจในการออกแบบการศึกษา ซึ่งท าให้เข้าใจถึง
ข้อมูลพื้นฐานของปัจจัยที่เก่ียวข้องกับกระบวนการผลิต ทั้งปัจจัยทางกายภาพที่เกี่ยวข้องกับการผลิต 
ความเข้มข้นขององค์ประกอบอาหาร โดยการแปรผันค่าพารามิเตอร์หนึ่งที่ส่งผลต่อการผลิต  และ
ก าหนดค่าพารามิเตอร์อื่นเป็นค่าคงที่  แต่วิธีการหาสภาวะที่เหมาะสมด้วยวิธีการทดลองครั้งละปัจจัย 
นั้นใช้ระยะเวลาในการศึกษาเป็นเวลานาน เนื่องจากมีชุดการทดลองจ านวนมาก (Bezerra และคณะ, 
2008) ส่งผลให้เกิดการลงทุนที่สูงทั้งวัสดุและสารที่ใช้ผลิต อีกเหตุผลหลักคือการศึกษาด้วยวิธีนี้จะได้
ค่าระดับของพารามิเตอร์ที่ดีที่สุดที่ ให้ผลผลิตสูงสุด แต่พารามิเตอร์ที่ศึกษาไม่ได้อธิบายถึง
ความสัมพันธ์ของแต่ละพารามิเตอร์ จึงมีการพัฒนาการออกแบบการทดลองเพ่ือใช้แก้ปัญหาของการ
ใช้วิธีการทดลองครั้งละปัจจัย (Baş และ Boyacı, 2007)   
 
   2.4.3.2.2 การออกแบบการทดลอง (design of experiment) 

 การออกแบบการทดลองอาศัยหลักการการวิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว เพ่ือหาสภาวะ
ที่เหมาะสมต่อการผลิต เป็นวิธีที่ใช้หลักทางคณิตศาสตร์และสถิติเข้ามาช่วยอธิบายความสัมพันธ์
ระหว่างตัวแปรแต่ละตัวแปรที่มีผลต่อการผลิตสารที่สนใจ และการออกแบบการทดลอง ท าให้
สามารถแก้ไขปัญหาจากวิธีการทดลองครั้งละปัจจัย ที่ไม่อธิบายความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยได้ 
(Bezerra และคณะ, 2008) โดยการอธิบายความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยที่ได้จากการวิเคราะห์การ
ตอบสนองเชิงพ้ืนผิวนั้น จะอธิบายในรูปแบบสมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้นและสมการ
ความสัมพันธ์ก าลังสองที่ได้จากผลการทดลองจากชุดการทดลองที่ออกแบบตามหลักสถิติ (Baş และ 
Boyacı, 2007) ซึ่งท าให้จ านวนชุดการทดลองลดน้อยลง แต่สามารถอธิบายระดับของแต่ละตัวแปรได้
อย่างครอบคลุม ขั้นตอนของการวิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว ได้แก่ การคัดเลือกและกลั่นกรอง
ปัจจัยหลักที่ส่งผลในเชิงบวกต่อการผลิต เลือกวิธีการออกแบบการทดลอง ตรวจสอบความสัมพันธ์
ของตัวแปรที่วิเคราะห์ได้ วิเคราะห์สมการความสัมพันธ์ของตัวแปรที่เหมาะสมต่อการผลิต (Bezerra 
และคณะ, 2008) โดยมีงานวิจัยทางด้านกระบวนการทางชีวภาพ เช่น การผลิตเอนไซม์ย่อยโปรตีน
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จาก Bacillus mojavensis ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ 
(Baş และ Boyacı, 2007) 
 
    2.4.3.2.2.1 การคัดเลือกและกลั่นกรองปัจจัย 

 การคัดเลือกและกลั่นกรองปัจจัยเป็นขั้นตอนเพ่ือพิสูจน์ว่าปัจจัยใดที่มีผลในเชิงบวกต่อการ
ผลิต ซึ่งสามารถศึกษาได้โดยการออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป (full factorial design)  หรือ การ
ออกแบบแฟคทอเรียลแบ่งส่วน ซึ่งเป็นวิธีพ้ืนฐานที่เปรียบเทียบการผลิตของปัจจัยแต่ละปัจจัย (Baş 
และ Boyacı, 2007) และวิธี Plackett-Burman ซึ่งเป็นวิธีการออกแบบชุดทดลองที่อาศัยหลักทาง
สถิติ เพ่ือใช้ข้อมูลจากแต่ละชุดทดลองในการเปรียบเทียบผลของแต่ละปัจจัยที่สนใจศึกษา (Bezerra 
และคณะ, 2008) เมื่อผ่านการวิเคราะห์ผลจะทราบถึงปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต และน าข้อมูลใช้
ส าหรับศึกษาการหาภาวะที่ เหมาะสมต่อการผลิตต่อไป ขั้นตอนการคัดเลือกปัจจัยนั้นค านึงถึง
ประสิทธิภาพและความคุ้มทุน 
 
    2.4.3.2.2.2 การคัดเลือกวิธีการออกแบบการทดลอง 

 การผลิตมีได้หลากหลายรูปแบบท าให้มีปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตแตกต่างกันไป ซึ่งแต่ละปัจจัย
ที่ศึกษามีช่วงระดับที่ส่งผลไม่เท่ากัน ท าให้การออกแบบการทดลองของแต่ละงานวิจัยมีความ
เหมาะสมที่แตกต่างกัน ขึ้นกับ จ านวนปัจจัยที่ส่งผลในเชิงบวก และระดับของปัจจัยที่ศึกษา  (Baş 
และ Boyacı, 2007) 
 ความสัมพันธ์ของตัวแปรสามารถอธิบายอย่างง่ายได้โดยสมการเชิงเส้น แต่บางปัจจัย
ความสัมพันธ์ของปัจจัยไม่สามารถอธิบายเป็นความสัมพันธ์ล าดับหนึ่งหรือด้วยสมการเส้นตรงได้ แต่
เป็นความสัมพันธ์ล าดับสองซึ่งใช้สมการล าดับที่สองของปัจจัยหนึ่ง หรือสมการก าลังสองอธิบาย
ความสัมพันธ์ที่มีความสัมพันธ์กันแบบทวีคูณระหว่างปัจจัย 2 ปัจจัยที่มีผลร่วมกัน (Bezerra และ
คณะ, 2008) (รูปที่ 2.6) 
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รูปที่ 2.6 สมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าตอบสนอง (y) และปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อการผลิต (x) 1) 
สมการแสดงความสัมพันธ์เชิงเส้น 2) สมการแสดงความสัมพันธ์อันดับสอง และ 3) สมการแสดง
ความสัมพันธ์ก าลังสอง (Bezerra และคณะ, 2008) เมื่อค่า k เท่ากับจ านวนปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต 

β0 คือค่าคงที่ βi, βii, βij คือสัมปะสิทธิ์ของตัวแปรในสมการ Xi, Xj คือตัวแปร (ปัจจัย) (Baş และ 
Boyacı, 2007, Bezerra และคณะ, 2008) 
 
 โดยการออกแบบการทดลองส าหรับสมการความสัมพันธ์ล าดับสองและความสัมพันธ์แบบ
ก าลังสองสามารถใช้วิธีการออกแบบได้หลายรูปแบบ ขึ้นอยู่กับความเหมาะสมของจ านวนและระดับ
ของปัจจัย ดังต่อไปนี้ 
     2.4.3.2.2.2.1 การออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป (full 
factorial design) 

 การออกแบบโดยใช้การออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป คือ การสร้างเมทริกของปัจจัยที่เลือก 
โดยท าให้ได้จ านวนชุดการทดลองเป็นจ านวนมาก (หากมีปัจจัยมากกว่า 2 ปัจจัยขึ้นไป)และยังส่งผล
ต่อประสิทธิภาพของสมการแสดงความสัมพันธ์ลดลง เนื่องจากการรวบรวมผลข้อมูลจากชุดการ
ทดลองที่มีจ านวนมากท าให้เกิดข้อผิดพลาดที่สูง (Bezerra และคณะ, 2008) ทั้งยังเสียเวลารวมถึง
ต้นทุนให้การทดลอง การออกแบบโดยการออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป นั้นเหมาะสมต่อการทดลอง
ที่มีปัจจัย 2 ปัจจัย ซึ่งหากมีปัจจัยมากกว่านั้นนิยมใช้วิธีการออกแบบการทดลองอ่ืน เช่น Box-
behnken Central composite design และ Doehert ซึ่งสามารถใช้ออกแบบการทดลองที่มีปัจจัย
มากกว่า 3 ปัจจัยขึ้นไป โดยมีจ านวนชุดการทดลองที่น้อยกว่าการออกแบบแฟคทอเรียลเต็มรูป แต่
สามารถอธิบายและวิเคราะห์ผลการทดลองได้อย่างครอบคลุม (Bezerra และคณะ, 2008) 
     2.4.3.2.2.2.2 การออกแบบ Box-benhken 

 การออกแบบด้วย Box-benhken เป็นการออกแบบการทดลองที่แนะน าให้ใช้ส าหรับการ
ทดลองตั้งแต่ 3 ปัจจัยขึ้นไป และแต่ละปัจจัยมีระดับ 3 ระดับ ได้แก่ ระดับต่ า (-1) ระดับกลาง (0) 
และระดับสูง (+1) ซึ่งสามารถออกแบบให้รองรับกับการสมการแสดงความสัมพันธ์ทั้งในรูปสมการเชิง
เส้นตรงและสมการก าลังสอง (Bezerra และคณะ, 2008) 
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     2.4.3.2.2.2.3 Central composite design (CCD) 

 การออกแบบการทดลองแบบ CCD จะมีการก าหนดค่ากลางที่คาดว่าให้ค่าตอบสนองสูงที่สุด 
โดยจะมีจ านวนชุดการทดลอง (N=k2+2k+Cp) โดย k คือจ านวนปัจจัยและ Cp คือจ านวนซ้ าของค่า
กลาง ซึ่งจ านวนชุดการทดลองที่ได้จะมีจ านวนชุดการทดลองน้อยกว่าการออกแบบแฟคทอเรียลเต็ม
รูป (Bezerra และคณะ, 2008) แต่จะมีชุดการทดลองมากกว่าการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Box-
benhken  การออกแบบการทดลองแบบ CCD นั้นเหมาะสมกับการออกแบบการทดลองตั้งแต่สองถึง
สี่ปัจจัยและแต่ละปัจจัยมีค่าระดับของปัจจัย 5 ระดับ (-a,-1,0,+1,+a) ค่า a คือค่าความแปรปรวนที่
ก าหนดค่าระดับของปัจจัยให้มีความห่างออกจากค่ากลาง ถ้ามีปัจจัย 2 3 และ 4 ปัจจัยจะมีค่า a คือ 
1.41, 1.68, และ 2.00 ตามล าดับ Bezerra และคณะ, 2008) 
 
    2.4.3.2.2.3 วิเคราะห์สมการความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัย 

 สมการความสัมพันธ์ที่ได้จากกการวิเคราะห์ผลการทดลองแต่ละชุดการทดลองนั้น ก่อน
น ามาใช้อธิบายความสัมพันธ์จ าเป็นต้องตรวจสอบความถูกต้องของสมการโดยการวิเคราะห์ด้วย
ตาราง ANOVA (analysis of variance) (Bezerra และคณะ, 2008) โดยหลักการของ ANOVA คือ
การเปรียบเทียบความแปรปรวนของชุดการทดลองกับความแปรปรวนของค่าที่ได้จากสมการที่ส่งผล
ต่อค่าตอบสนอง (ตัวแปรตาม) จากนั้นเมื่อพิสูจน์ได้ว่าสมการความสัมพันธ์สามารถใช้อธิบาย
ความสัมพันธ์ได้ น าสมการดังกล่าวมาค านวณหาค่าระดับของแต่ละปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิต โดย
ใช้ค่าคริติคัลของแต่ละปัจจัย (ค่าที่ให้ผลผลิตต่ าสุดหรือสูงสุดของแต่ละปัจจัย) และสามารถอธิบาย
ออกมาเป็นกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิว ซึ่งสร้างจากปัจจัยสองปัจจัยจับคู่กัน (Baş และ Boyacı, 2007) 
สามารถแสดงให้เห็นถึงค่าวิกฤต (critical value) ของสองปัจจัยที่น ามาสร้างกราฟได้ง่ายขึ้น โดย
รูปแบบของกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิวมีได้หลายลักษณะดังแสดงตามรูป 2.7 
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รูปที่ 2.7 รูปแบบกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิว a) แสดงจุดสูงสุด b) ปริมาณของปัจจัยหนึ่งในช่วงที่เลือก
ไม่ส่งผลต่อค่าตอบสนอง c) จุดสูงสุดอยู่นอกเหนือช่วงทดลอง d) แสดงจุดต่ าสุด และ e) อานม้า
แสดงถึงจุดสูงสุดที่ได้จากระดับค่าท่ีต่ าและสูงที่สุดของปัจจัย (Bezerra และคณะ, 2008)  
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2.5 เทคโนโลยีการผลิตสารประกอบทางชีวภาพ 

 เมื่อต้องการผลิตสารทางชีวภาพในปริมาณมากจ าเป็นต้องใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นอุปกรณ์ที่
ช่วยในการขยายขนาดการผลิต (Hussain และคณะ, 2015) และสามารถควบคุมปัจจัยที่ส่งผลต่อการ
ผลิตได้ดีกว่าการผลิตแบบขวดเขย่า เช่น ความเป็นกรดเบส อุณหภูมิ และการให้อากาศ ซึ่งเป็นปัจจัย
ที่ส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสารทางชีวภาพที่สนใจของจุลินทรีย์ที่เพ่ิมขึ้น (Perez-Bibbins และ
คณะ, 2016) ประเภทของถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีหลายประเภท ได้แก่ ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน 
ฟองอากาศ tapered column, air-lift และ pressure cycle และนอกจากนั้นยังมีวิธีการเลี้ยงเซลล์
ที่เหมาะสมต่อการเจริญและเพ่ิมปริมาณผลผลิตที่ต้องการ (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) 
 
 2.5.1 ประเภทถังปฏิกรณ์  

 ถังปฏิกรณ์แต่ละประเภทมีข้อดีข้อจ ากัดส าหรับกระบวนการผลิตที่ต่างกัน เช่น ให้อากาศได้ดี 
มีประสิทธิภาพในการคายความร้อนออกจากระบบ เหมาะส าหรับเซลล์ตรึง การผสมของจุลินทรีย์กับ
แหล่งอาหาร การหมุนวนอากาศและอาหาร โดยการแบ่งแย่งประเภทของถังปฏิกรณ์แยกได้ตามขนาด
ของตัวถัง ท่อทรงกระบอก และมีท่อวนอาหารภายใน และแยกความแตกต่างของถังและท่อ
ทรงกระบอกได้จากอัตราส่วนระหว่างความสูงของตัวถังต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของตัวถัง (Perez-
Bibbins และคณะ, 2016) 
  2.5.1.1 ถังปฏิกรณ์แบบกวน (stirred tank reactor, STR) 

 ถังปฏิกรณ์แบบกวนเป็นถังปฏิกรณ์ที่มีระบบที่ง่ายที่สุดที่ใช้ในกระบวนการผลิตสารทาง
ชีวภาพ สามารถใช้ได้ทั้งการผลิตแบบใช้อากาศและไม่ต้องการอากาศ สามารถใช้ได้กับระบบการเลี้ยง
เซลล์ทั้งแบบแบตช์ เฟดแบตช์ และแบบต่อเนื่อง โดยถังปฏิกรณ์ขนาดเล็กจะผลิตจากแก้ว ซึ่งใช้ใน
ระดับห้องปฏิบัติการทดลอง และหากเป็นถังปฏิกรณ์ขนาดใหญ่จะใช้โลหะแสตนเลทส าหรับใช้ระดับ
ใหญ่และระดับอุตสาหกรรม  (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) ข้อเสียของถังประเภทนี้ คือต้องการ
พลังงานในการควบคุมระบบที่สูงและมีแรงเฉือนซึ่งท าให้เซลล์ได้รับความเสียหาย (Hussain และ
คณะ, 2015) แต่สามารถเพ่ิมการถ่ายทอดมวลที่สูงจากระบบการกวน โดยมีใบพัดกวนเป็นอุปกรณ์ใช้
กวน และมีแผ่นกั้น (Baffles) เป็นอุปกรณ์ที่ใช้ช่วยลดจุดที่ไม่เกิดการผสมของสารอาหารและเซลล์ 
(Perez-Bibbins และคณะ, 2016) 
  2.5.1.2 ถังปฏิกรณ์แบบแพคเบด (packed bed reactor, PBR) 

 ถังปฏิกรณ์ที่มีคอลัมน์ที่บรรจุวัสดุตรึงที่ใช้ส าหรับตรึงเซลล์ ซึ่งให้อาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ไหล
ผ่าน การไหลผ่านของอาหารสามารถไหลผ่านทั้งจากส่วนบนคอลัมน์ผ่านลงสู่ส่วนล่างคอลัมน์หรือไหล
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จากล่างสู่ส่วนบนของคอลัมน์ (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) ซึ่งการไหลของอาหารผ่านคอลัมน์
ของเซลล์ตรึงนั้นท าให้เกิดการอุดตันของคอลัมน์ได้จากการเจริญของเซลล์   ถังปฏิกรณ์ประเภทนี้
เหมาะส าหรับการผลิตที่สารผลิตภัณฑ์ลดประสิทธิภาพการผลิต แต่ปริมาณสารตั้งต้นไม่เป็นพิษ
ส าหรับเซลล์รวมถึงไม่ยับยั้งการผลิต (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) แต่ข้อเสียของถังปฏิกรณ์
ชนิดนี้คือมีขีดจ ากัดการถ่ายทอดมวล (Hussain และคณะ, 2015) ส าหรับวัสดุตรึงที่ใช้ในการผลิตสาร
ด้วยถังปฏิกรณ์แบบแพคเบด โดยส่วนใหญ่นิยมใช้วัสดุตรึงที่มีรูพรุนที่มีพ้ืนที่ผิวมากพอให้เซลล์
สามารถยึดเกาะได้ แต่จากความขนาดของวัสดุตรึงและการอัดแน่นของวัสดุตรึงในคอลัมน์ท าให้เกิด
บริเวณที่มีความดันลดลง การถ่ายทอดมวลและการแพร่ผ่านของสารอาหารลดลง (Hussain และ
คณะ, 2015) ท าให้ถังปฏิกรณ์นี้เหมาะส าหรับการผลิตที่ต้องการอากาศ ทนต่อสารความเข้มข้นสูงได้ 
ไม่เป็นพิษ ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ มีความทนทาน และราคาต่ า (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) 
รูปแบบหนึ่งของถังปฏิกรณ์แบบแพคเบด คือมีส่วนแพคคอลัมน์อยู่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ (รูปที่ 2.8) จึง
สามารถลดความเสี่ยงการปนเปื้อนได้  

 
รูปที่ 2.8 แผนภาพของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด (Hussain และคณะ, 2015) 
  2.5.1.3 ถังปฏิกรณ์แบบฟลูอิไดซ์เบด (fluidized bed reactor) 

 ถังประเภทนี้เป็นถังประเภทคอลัมน์ (ทรงกระบอก) ที่ประกอบด้วยเซลล์ตรึงที่เป็นสถานะ
ของแข็งอยู่ในภาวะคอลลอยด์ในของเหลว (อาหารเลี้ยงเชื้อ) และมีการควบคุมการไหลของอาหาร
และเซลล์ตรึง โดยการไหลของอากาศผ่านทางท่อให้อากาศที่อยู่ส่วนล่างของถังปฏิกรณ์ (Perez-
Bibbins และคณะ, 2016) ข้อดีของการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ประเภทนี้ คือให้อัตราของถ่ายทอดมวล
และออกซิเจนที่สูง เมื่อเทียบกับการเลี้ยงในถังปฏิกรณ์แบบกวนและแพคเบด และสามารถหลีกเลี่ยง
เซลล์ได้รับความเสียหายจากแรงเฉือนได้ แต่เพ่ือให้อาหารและเซลล์ไหลผสมกันได้อย่างดีจ าเป็นของมี
อุปกรณ์ที่ให้อากาศและตัวปล่อยแรงดันอากาศ ซึ่งมีผลให้ถังปฏิกรณ์ประเภทนี้ใช้พลังงานสูงในการ
ผลิต แต่ในทางกลับกันการใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพประเภทนี้สามารถเลือกวัสดุตรึงที่กระจายตัวได้ง่าย
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และก าหนดความหนาแน่นของวัสดุตรึงให้พอดีไม่แน่นจนเกินไป ท าให้สามารถลดการให้อากาศ
เพ่ือให้เกิดการผสมของอาหารได้ ส่งผลถึงปริมาณอากาศที่ให้ลดลงและพลังงานส าหรับการใช้อากาศ
ลดลงเช่นกัน (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) 
  2.5.1.4 ถังปฏิกรณ์แบบบับเบิล (bubble column reactor) 

 ถังปฏิกรณ์ทรงกระบอกยาวมีท่อให้อากาศในส่วนล่างของถังปฏิกรณ์ มีการผสมของอาหาร
โดยใช้การไหลวนของฟองอากาศภายในถังปฏิกรณ์ ท าให้การเลี้ยงในถังปฏิกรณ์นี้เหมาะแก่การเลี้ยง
เซลล์ที่มีความต้องการอากาศสูงในการเจริญ จากการอาศัยการไหลของอากาศท าให้เกิดการผสมของ
อาหารท าให้การผลิตในถังปฏิกรณ์นี้ลดการเกิดแรงเฉือนที่ท าลายเซลล์ แต่การเลี้ยงแบบนี้ยังมีข้อเสีย
เมื่อสารที่ผลิตเป็นสารที่ก่อให้เกิดฟองซึ่งท าให้ฟองอากาศเพ่ิมมากขึ้น และการเกิดฟองยังส่งผลให้
ประสิทธิภาพการผลิตหรือปริมาณผลิตภัณฑ์ลดลง (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) 
  2.5.1.5 ถังปฏิกรณ์แบบอากาศลอยตัว (airlift reactor) 

 หลักการและการออกแบบของถังประเภทนี้มีส่วนที่คล้ายคลึงกับถังปฏิกรณ์แบบบับเบิล แต่
จะมีส่วนของท่อที่ช่วยให้การไหลวนของอาหาร รวมถึงสามารถก าหนดทิศการการไหลวนของอาหาร
ได้ ซึ่งท่อดังกล่าวสามารถอยู่ได้ทั้ง ภายในตัวคอลัมน์จะเรียกว่า อินเทอนอลลูป และท่อเชื่อมต่อ
ภายนอกตัวคอลัมน์จะเรียกว่า เอ็กเทอนอลลูป นอกจากช่วยเรื่องการไหลวนของอาหารแล้วยังช่วย
ปรับปรุงข้อด้อยของถังแบบบับเบิลคอลัมน์คือ สามารถลดการเกิดฟองได้เมื่อเทียบกับบับเบิลคอลัมน์ 
(Perez-Bibbins และคณะ, 2016) ข้อเสียที่ส าคัญของถังปฏิกรณ์ชนิดนี้ คือต้องใช้พลังงานในการ
ควบคุมระบบสูง อย่างเช่นงานวิจัยของ (Noah และคณะ, 2002) ได้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ     
เซอเฟกตินโดยใช้มันฝรั่งเป็นแหล่งคาร์บอน โดยผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแอร์ลิฟต์ (รูปที่ 2.9) 
และด าเนินการผลิตรวมกับการท าบริสุทธ์ด้วยหลักการแยกด้วยโฟมฟอง (foam fractionation) ซึ่ง
ท าให้ง่ายต่อการเก็บผลผลิตและได้ผลผลิตที่ดี ซึ่งการผลิตด้วยวิธีนี้เหมาะกับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ที่ก่อให้เกิดฟองได้ง่าย 
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รูปที่ 2.9 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเซอเฟกติน จาก Bacillus subtilis โดยใช้ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแอร์ลิฟต์ (Noah และคณะ, 2002) 
 
 จากรูปแบบทั้งหมดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ถังปฏิกรณ์แบบกวนนั้นเหมาะส าหรับการผลิตใน
เบื้องต้น แต่ส าหรับงานวิจัยนี้ที่ได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยพัฒนาระบบการผลิตด้วย
การตรึงเซลล์บนไคโตซาน ท าให้รูปแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่เหมาะสมคือถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพค
เบด เนื่องจากวัสดุที่ใช้คือไคโตซานซึ่งมีลักษณะที่ไม่ลอยน้ า หากใช้การผลิตแบบถังฟลูอิไดซ์เบด
จ าเป็นต้องใช้แรงดันอากาศสูงส าหรับการผสมวัสดุให้เป็นเนื้อเดียวกัน ส่วนถังปฏิกรณ์แบบกวนอาจ
พบลดปัญหาการจมตัวของไคโตซานได้ ซึ่งอาจแก้ปัญหาโดยการเพ่ิมรอบการกวน แต่ผลที่ตามมาคือ
แรงเฉือนที่สูงขึ้นท าให้เซลล์ได้รับความเสียหายได้ ส าหรับถังปฏิกรณ์แบบแพคเบดนั้นมีจุดที่ต้องค านึง
คือปริมาณออกซิเจนในอาหารที่อาจไม่เพียงพอต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว 
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 2.5.2 วิธีการเลี้ยงจุลินทรีย์ 

 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดในงานวิจัยนี้ เลือกศึกษา
ระบบการเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแบตช์ เนื่องจากเป็นระบบการเลี้ยงเพ่ือให้ได้ข้อมูลอัตราการเจริญและ
อัตราการผลิตผลิตภัณฑ์ในขั้นพ้ืนฐานของถังปฏิกรณ์ชนิดนั้น ซึ่งสามารถน าข้อมูลดังกล่าวมาประยุกต์
แบบออกแบบการผลิตด้วยระบบการเลี้ยงแบบเฟด-แบตช์และแบบต่อเนื่องได้ต่อไป 
  2.5.2.1 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแบตชห์รือแบบไม่ต่อเนื่อง (Batch) 

 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแบตช์เป็นระบบการเลี้ยงจุลินทรีย์ที่ง่ายที่สุด เป็นวิธีเลี้ยงที่ท าให้เซลล์
เปลี่ยนสารตั้งต้นให้เป็นผลิตภัณฑ์ได้สูง (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) และสามารถใช้เพ่ิม
ปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากงาน Khondee และคณะ, 2015 และ (Solaiman และ
คณะ, 2015) ได้เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพประเภทลิโพเปปไทด์และซอฟอโรลิพิด 
ตามล าดับ ด้วยการผลิตแบบขวดเขย่าและถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวนผสม พบว่าการใช้ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพสามารถเพ่ิมการผลิตได้ และมีการเลี้ยงจุลินทรีย์แบบแบตช์ ซึ่งง่ายต่อการควบคุมการเจริญ 
และสามารถให้เป็นข้อมูลเบื้องต้นส าหรับการเลี้ยงจุลินทรีย์แบบเฟดแบตช์และแบบต่อเนื่องต่อไป 
  2.5.2.2 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบเฟดแบตช ์หรือกึ่งต่อเนื่อง (fed-batch) 

 ระบบการหมักโดยวิธีนี้จะมีการเติมสารอาหารและสารตั้งต้นที่มีไว้ให้เซลล์เปลี่ยนเป็น
ผลิตภัณฑ์อย่างต่อเนื่องลงในระบบ แต่จะไม่มีการน าเอาสารผลิตภัณฑ์ออกจากระบบ โดยระบบการ
เลี้ยงเซลล์แบบเฟดแบตช์เหมาะส าหรับการเลี้ยงเซลล์ที่ปริมาณสารตั้งต้นหรือสารผลิตภัณฑ์ที่เข้มข้น
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ (Ozturk และคณะ, 2016) ดังนั้นการควบคุมอัตราการให้
สารอาหารจะท าให้เซลล์เจริญได้ดีขึ้น โดยเฟดแบตช์เป็นวิธีที่เหมาะสมกับการผลิตโดยใช้เซลล์อิสระ
ให้การผลิตสารทางชีวภาพ (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) แต่มีจ ากัดในเรื่องการให้ปริมาณ
ออกซิเจน มีการยับยั้งการเจริญจากผลิตภัณฑ์ร่วม และข้อจ ากัดของการกระจายความร้อน  เป็นต้น 
(Ozturk และคณะ, 2016) 
  2.5.2.3 การเลี้ยงจุลินทรีย์แบบต่อเนื่อง (continuous) 

 การเลี้ยงแบบต่อเนื่องสามารถลดต้นทุนในการผลิตได้มากกว่าการเลี้ยงแบบแบตช์ เนื่องจาก
สามารถลดช่วงเวลาการผลิตของการให้พลังงานแต่เซลล์ที่เพิ่มมากขึ้น นอกจากการแก้ไขปัญหาการใช้
พลังงานแล้วยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตได้ (Perez-Bibbins และคณะ, 2016) เมื่อเลี้ยงกับ
ระบบที่มีปริมาณเซลล์สูง มีข้อเสียคือ หากเลี้ยงเป็นเวลานานจะท าให้พบปัญหาการปนเปื้อน และการ
กลายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ใช้ผลิต และเสียเซลล์ออกจากระบบอย่างต่อเนื่อง เพื่อแก้ไขการสูญเสียเซลล์
การเลี้ยงแบบต่อเนื่อง จึงต้องค านวณอัตราการให้สารอาหารและอัตราการน าผลิตภัณฑ์ออกจาก
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ระบบให้มีความสมดุลกัน ซึ่งท าให้อัตราการสร้างสารและปริมาณเซลล์สัมพันธ์กัน แต่ส าหรับการเลี้ยง
แบบต่อเนื่องที่เลี้ยงเซลล์ด้วยการตรึงเซลล์จะสามารถใช้อัตราการให้อาหารที่เร็วกว่าเซลล์อิสระ 
เนื่องจากการตรึงเซลล์สามารถรักษาปริมาณเซลล์ได้ดีกว่าเซลล์อิสระ (Perez-Bibbins และคณะ, 
2016) 
 
2.6 ประโยชน์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการประยุกต์ใช้ 

 จากที่ทราบแล้วว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นสามารถลดแรงตึงผิวและแรงระหว่างผิวของ
สารสองสถานะได้แล้ว สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยังมีสมบัติอ่ืน ซึ่งน าไปสู่การประยุกต์ใช้และพัฒนาสาร
ลดแรงตึงผิวในด้านต่างๆ (ตารางที่ 2.7) เช่น ความสามารถในการก่ออิมัลชันและการเกิดฟอง และ
ความสามารถในการช่วยเพ่ิมการละลาย ท าให้ใช้เป็นสารช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายน้ ามัน
ไฮโดรคาร์บอนซึ่งเป็นน้ ามันที่สามารถปนเปื้อนได้ตามธรรมชาติ เหตุจากการรั่วไหล การเดินเรือ และ
อ่ืนๆ (Souza และคณะ, 2014) นอกจากนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประจุเป็นลบสามารถน า
สมบัติดังกล่าวมีใช้ในการบ าบัดการปนเปื้อนของโลหะหนัก (Rizzo และคณะ, 2015) และยังสามารถ
ใช้เป็นสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์และสารต้านการเจริญของศัตรูพืชได้ จากสมบัติที่สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพสามารถแทรกตัวในเยื่อหุ้มเซลล์ลิพิดไบเลเยอร์ ท าให้ความสมดุลของเซลล์ลดลงจนเซลล์
ได้รับความเสียหาย (Mnif และ Ghribi, 2015) โดยสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เป็นสมบัติ
พ้ืนฐานของสารลดแรงตึงผิวนั้นคือ การลดค่าแรงตึงผิว ส่งผลให้เกิดการก่ออิมัลชันและการกระจาย
น้ ามันได้ หากมีปริมาณมากพอให้เกิดไมเซลล์ งานวิจัยนี้ได้ทดสอบการก่ออิมัลชัน การกระจายน้ ามัน 
รวมถึงความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวเมื่ออยู่ในภาวะต่างๆ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลส าหรับการเลือก
ประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้เหมาะสมกับสมบัติที่โดดเด่นต่อไป 
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ตารางที่ 2.7 ตัวอย่างการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในงานด้านต่างๆ 

สารลดแรงตึง
ผิว 

การประยุกต์ใช้ จุลินทรีย์ อ้างอิง 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

เพ่ิมประสิทธิภาพ
การเก็บเกี่ยวน้ ามัน 

Rhodococcus erythropolis Pacheco และ
คณะ, 2010 

เซอเฟกติน สลายน้ ามัน
ไฮโดรคาร์บอน 

Bacillus subtilis ATCC21332 Whang และคณะ 
2008 

ไกลโคลิพิด ยับยั้งการสร้างไบ
โอฟิล์ม 

Lysinibacillus fusiformis S9 Pradhan และ
คณะ 2014 

ลิโพเปปไทด์ สารต้านการเจริญ
ของจุลินทรีย์ 

Streptomyces amritsarensis 
sp. nov. 

Sharma และคณะ 
2014 

เซอเฟกติน สารควบคุมทาง
ชีวภาพ 

Bacillus mojavensis Snook และคณะ 
2009 

สารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ 

สารก่ออิมัลชันใน
อุตสาหกรรม
อาหาร 

Candida utilis Campos และ
คณะ 2014 

 
 2.6.1 ความสามารถในการก่ออิมัลชัน 

 ความสามารถในการก่ออิมัลชันนั้นส่งผลให้เกิดการกระจายตัวของของเหลวสองชนิดที่ไม่
สามารถผสมรวมกันได้ ให้สามารถผสมกันได้มากขึ้นในรูปของหยดสารนั้นๆ (Mnif และ Ghribi, 
2015) โดยส่วนใหญ่สมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้จะน ามาใช้ให้เกิดอิมัลชันของน้ าและน้ ามัน
ส าหรับการบ าบัดในธรรมชาติ อุตสาหกรรมเครื่องส าอาง และอาหาร โดย สารลดแรงตึงผิวแต่ละชนิด
ก็มีประสิทธิภาพในการก่ออิมัลชันของน้ ามันแต่ละชนิดกับน้ าที่แตกต่างกันออกไป รวมถึงการชะ
น้ ามันออกจากดินหรือหินซึ่งสามารถใช้เป็นสารเพิ่มปริมาณเก็บเก่ียวน้ ามันดังรูปที่ 2.10 
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รูปที่ 2.10 การประยุกต์สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ือเพ่ิมปริมาณการเกี่ยวเก็บน้ ามันปิโตรเลียม 
(Marchant และ Banat, 2012) 
 
 2.6.2 ความสามารถในการละลาย 

สารปนเปื้อนในธรรมชาติส่วนใหญ่อยู่ในรูปของสารที่ไม่ละลายน้ า เช่น โลหะหนัก น้ ามัน
ไฮโดรคาร์บอน เป็นต้น ซึ่งเป็นปัญหาต่อการบ าบัดด้วยจุลินทรีย์ แต่สามารถแก้ไขได้โดยการเติมสาร
ลดแรงตึงผิว ซึ่งช่วยลดค่าแรงตึงผิวและแรงระหว่างผิวของน้ า ท าให้สารปนเปื้อนที่ไม่ละลายน้ าจะจับ
กับส่วนที่ไม่ละลายน้ าของสารลดแรงตึงผิวซึ่งอยู่ภายในไมเซลล์ ซึ่งสามารถช่วยให้สารที่ไม่ละลายน้ า
สามารถละลายน้ าได้ดีขึ้น (Bustamante และคณะ, 2012) และช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการบ าบัด
สารปนเปื้อน เช่น น้ ามันไฮโดรคาร์บอน คือช่วยให้น้ ามันไฮโดรคาร์บอนที่ปนเปื้อนอยู่ในธรรมชาติ
ละลายออกจากดินลงมาอยู่ในน้ าในรูปของอิมัลชัน ท าให้แบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายน้ ามัน
ไฮโดรคาร์บอนสามารถเข้าถึงและย่อยสลายได้ (Mnif และ Ghribi, 2015) ดังรูปที่ 2.11 ที่อธิบาย
กลไกการกระจายและเพ่ิมความสามารถในการละลายของคราบน้ ามันในธรรมชาติ   นอกจากนี้หาก
ความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวมีค่าสูงกว่าค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์สามารถช่วยกระจาย
น้ ามันให้มีขนาดเล็กช่วยให้การละลายดีขึ้น (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2011) 
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รูปที่ 2.11 กลไกการท างานของสารกระจายคราบน้ ามันในการบ าบัดพ้ืนที่ปนเปื้อน (a) สารกระจาย
คราบถูกสเปรย์ลงสู่ทะเล (b) สารกระจายคราบเข้ารวมตัวกับน้ ามัน (c) ตัวท าละลายสลายตัวเข้าสู่
น้ ามัน (d) สารลดแรงตึงผิวในสารกระจายคราบเข้าไปรวมกับน้ ามันและกระจายคราบน้ ามันให้เป็น
หยดเล็ก (Mulligan และคณะ, 2005) 

 
 2.6.3 สารลดแรงตึงผิวที่มีประจุที่ส่งเสริมการจับกับโลหะหนัก 

ใช้ในการบ าบัดโลหะหนักที่ปนเปื้อนในสิ่งแวดล้อม จากการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีข้อดี
คือไม่จ าเป็นต้องใช้จุลินทรีย์ที่สามารถอยู่รอดได้ในภาวะที่มีโลหะหนักซึ่งเป็นภาวะที่ไม่เหมาะต่อการ
เจริญของจุลินทรีย์ อย่างไรก็ตามการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาก าจัดโลหะหนักปนเปื้อนจะเป็น
ต้องมีการเติมสารลดแรงตึงผิวอย่างต่อเนื่อง (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2011) โดยสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่น ามาใช้ก าจัดโลหะหนักปนเปื้อนส่วนใหญ่มีประจุเป็นลบ ซึ่งท าให้จับเป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกับโลหะหนักได้ โดยน าส่วนหัวที่มีประจุลบจับกับไอออนของ
โลหะหนักในรูปของไมเซล ท าให้สามารถชะโลหะหนักที่เกาะอยู่ในชั้นดินได้ ดังรูปที่ 2.12 (Mnif และ 
Ghribi, 2015) ส่วนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประจุเป็นบวกสามารถก าจัดโลหะหนักได้บางชนิดโดย
อาศัยกลไกการแลกเปลี่ยนประจุ ซึ่งจะแย่งจับแทนที่โลหะหนักท าให้โลหะหนักหลุดออกจากดินที่
ปนเปื้อน (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 2011) 
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รูปที่ 2.12 กลไกการก าจัดโลหะหนักโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Pacwa-Plociniczak และคณะ, 
2011) 
 
 2.6.4 ความสามารถในการละลายช้ันไขมันและแทรกตัวในชั้นลิพิดไบเลเยอร์ของเยื่อหุ้ม
เซลล์ 

สามารถใช้เป็นสารต้านการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรครวมถึงศัตรูพืชส าหรับงานด้าน
การเกษตร (Fakruddin, 2012) เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการ
สร้างรูและช่องแลกเปลี่ยนไอออน ซึ่งจะรบกวนการรักษาสมดุลของเซลล์จนเซลล์ได้รับความเสียหาย 
กระทั่งไม่สามารถรักษาสภาพของเซลล์ได้ (Fakruddin, 2012, Mnif และ Ghribi, 2015) ตัวอย่าง
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรม
ลบ ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มของลิโพเปปไทด์ ซึ่งส่วนใหญ่มีฤทธิ์ต้านการเจริญจุลินทรีย์ 
รวมถึง สารลดแรงตึงผิวลิโพเปปไทด์จาก Streptpmyces amritsarensis sp. nov. ซึ่งท าให้เกิดรูบน
เยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้โซเดียมไอออนและโพแทสเซียมไอออนในเซลล์ไม่สมดุล จนกระทั่งเซลล์ไม่สามารถ
เจริญได้และตายในที่สุด (Sharma, และคณะ 2014) 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

- ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด ขนาด 2 ลิตร ต้นแบบจาก บริษัท Medorex e.K. จากประเทศ
เยอรมัน ผลิตโดยบริษัท บี.อี. มารูบิชิ (ประเทศไทย) จ ากัด 
- เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อ (autoclave) รุ่น ss-325 และรุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Seiko, Ltd. รุ่น
MLS 3020 ของบริษัท Sanyo Co., Ltd. และรุ่น HV-25 ของบริษัท Hirayama, Co., Lyd., Japan 
- เครื่องชั่งหยาบ รุ่น PG 2002-S ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland 
- เครื่องชั่งละเอียด รุ่น AG 285 ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland  
- ตู้บ่มเชื้อ (incubator) รุ่น BE 800 ของบริษัท Memmert, Germany 
- เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น InnovaTM 4300 ของบริษัท New 
Brunswick Scientific, UK 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุ่น J2-21 ของบริษัท
BECKMAN, USA 
- เครื่องวัดค่าแรงตึงผิวแบบอัตโนมัต ิ(digital tensiometer) ของบริษัท Kruss, Germany 
- เครื่องวัดค่าพีเอช (pH meter) ของบริษัท Metler Toledo, Switzerland  
- เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 
Thermo Spectronic, USA 
- เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (rotary vacuum evaporator) รุ่น N-N ของบริษัท Eyela, 
Japan 
- เครื่องระเหยแห้งแบบสุญญากาศ (centrifuge evaporator) รุ่น eppendorf concentrator 
5301 ของบริษัท Modotech, Germany 
- ตู้อบ (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
- ไมโครปิเปต (micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P200, P1000 และ P5000 ของบริษัท 
Gilson, USA 
- อ่างคลื่นความถี่สูง (ultrasonic bath) ของบริษัท Elma Schmidbauer GmbH, Germany  
- เครื่องเขย่าสาร (vortex) ของบริษัท Scientific Industries, USA 
- แผ่นเมมเบรน ของบริษัท Sartorius AG, Germany 
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- ปั๊มดูดจ่ายสารละลายแบบรีดท่อ (peristaltic pump) ของบริษัท Baoding Longer Precision 
Pump, China 
- เครือ่ง FT-IR spectrometer รุ่น Nicolet iS5 จากบริษัท ThermoScientific 
 
3.2 เคมีภัณฑ์ 

- กลูโคส ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Himedia Laboratories, India 
- โซเดียมไนเตรต (NaNO3) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
- โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
- โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (K2HPO4) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- โพแทสซียมคลอไรด์ (KCl) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany  
- แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 ·7H2O) บริษัท Ajax Finechem, Australia  
- แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- เฟอรัสซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Ajax Finechem, Australia 
- คอปเปอรซ์ัลเฟตเพนตะไฮเดรต(CuSO4 ·5H2O) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4 ·H2O) ของบริษัท Carlo Erba reagent, Italy 
- โซเดียมโมลิปเดตไดไฮเดรต (MoNa2O4 ·2H2O) ของบริษัท Carlo Erba reagent, Italy 
- ซิงค์ซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต (ZnSO4 ·7H2O) ของบริษัท Carlo Erba reagent, Italy 
- อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
- ทริสไฮโดรคลอริก ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA 
- โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  ของบริษัท Fisher Chemical, Belgium 
- คลอโรฟอร์ม ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- เมทานอล ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (35% w/w) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany  
- กรดฟอสฟอริก ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- Brilliant Blue G ของบริษัท Sigma Chemical Co., USA 
- Dehydol LS7 ของบริษัท Mega World Wide, Thailand 
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- โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS) ของบริษัท E. Merk, Dramstadt, Germany 
- ไคโตซานชนิดเกล็ด จากบริษัท อีแลนด์คอร์ปโปเรชัน จ ากัด 
- น้ ามันถั่วเหลือง ตรา องุ่น จากบริษัท น้ ามันพืชไทย จ ากัด (มหาชน) 
- น้ ามันปาล์ม ตรา แวว จากบริษัท ปาล์ม ออยล์ เอ็นเนอร์ยี่ จ ากัด 
- น้ ามันคาโนลา จากบริษัท ล่ าสูง (ประเทศไทย) จ ากัด (มหาชน) 
- น้ ามันดิบบงกช สนับสนุนจากบริษัท ไทยออยล์ จ ากัด 
- น้ ามันดิบอาราเบียน สนับสนุนจากบริษัท ไทยออยล์ จ ากัด 
- น้ ามันดีเซล สนับสนุนจากบริษัท ปตท. จ ากัด (มหาชน)  
- น้ ามันเตา สนับสนุนจากบริษัท ปตท. จ ากัด (มหาชน) 
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3.3 แผนผังการด าเนินการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1 แผนงานวิจัย 
  

ช่วงที่ 1  
คัดเลือกสายพันธ์ุจลุินทรีย์ที่

มีประสิทธิภาพการผลติ  

ช่วงที่ 2  
พัฒนาการผลิตสารลดแรงตึง

ผิว  

ช่วงที่ 3  
ศึกษาลักษณะสารลดแรง

ตึงผิว  

ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในระดับขวด

เขย่า 
ปัจจัยทีพ่ิจารณา  

 ปริมาณสารลดแรง

ตึงผิว  

 ปริมาณเซลล์ 

 ค่าแรงตึงผิว 

 ไม่เป็นเชื้อก่อโรค 

เปรียบเทยีบการผลติ 
 เซลล์อิสระ 
 เซลล์ตรึง 

พัฒนาสูตรอาหารที่
เพื่อเพ่ิมการผลติสาร
ลดแรงตึงผิวสูงสดุ 

หาปริมาณทีใ่ห้ผลผลิต
สูงสุดในแต่ละปัจจัย 
 one factor at a 

time 

 
 
ยืนยันปัจจัยที่ส่งผลต่อการ
ผลิต 
 Plackett-Burman 

design 

หาปริมาณปัจจัยที่ส่งผลต่อ
การผลิตสูงสุด 

 Box-Behnken 

design 

ขยายขนาดการผลิตในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด 

ค่าความเข้มข้นวิกฤต
ไมเซลล์ 

concentration) 

การก่ออิมัลชัน 

การกระจายน้ ามัน 

ความเสถยีรในภาวะ
ต่างๆ 
 ความเป็นกรด

เบส 
 อุณหภูม ิ
 ความเข้มข้น

เกลือ 

วิเคราะหโ์ครงสร้าง 
 ทดสอบทางเคม ี
 TLC 
 FT-IR 
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3.4 จุลินทรีย์ 

ในงานวิจัยนี้จะศึกษาแบคทีเรียทั้งหมด 4 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ GY30 สายพันธุ์ GY33 
สายพันธุ์ GY36 และ สายพันธุ์ GY40  (รูปที่ 3.1)  ซึ่งได้คัดแยกจากดินที่อุดมสมบูรณ์ในประเทศไทย 
จากโครงการ “การคัดแยกแบคทีเรียผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถใช้ไขมัน น้ ามันหรือ      
กลีเซอรอล เป็นสารตั้งต้น” ที่สนับสนุนโดยบริษัท ปตท. จ ากัด (มหาชน) โดยใช้กลีเซอรอลเป็นแหล่ง
คาร์บอน โดยสิ่งที่น่าสนใจจากแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์  คือเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพที่สูง โดยสามารถลดค่าแรงตึงผิวของอาหารได้ถึง 28 33 31 และ 37 
มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล าดับ และสายพันธุ์ GY30 GY33 และ GY36 มีสมบัติการก่ออิมัลชันกับ
น้ ามันพืชได้ถึง 66 62 และ 56% ตามล าดับ ส่วนสายพันธุ์ GY40 นั้นยังไม่มีข้อมูลของการก่ออิมัลชัน 
งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาการเพิ่มผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  แล้วคัดเลือกเพียงหนึ่งสายพันธุ์จาก
ทั้งหมดมาศึกษาอย่างละเอียด และใช้เป็นต้นแบบในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อไป  โดย
แบคทีเรียทั้งหมดได้เก็บรักษาไว้ในคลังจุลินทรีย์ของภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

 
รูปที่ 3.2 แบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ ที่ใช้ในงานวิจัยเมื่อเจริญบนอาหาร 25%LB ก. สายพันธุ์ GY30 ข. 
สายพันธุ์ GY33 ค. สายพันธุ์ GY36 และ ง. สายพันธุ์ GY40 
 
3.5 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด 

ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดขนาด 2 ลิตร ที่ใช้ในการทดลองการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพนี้ ได้รับการปรับปรุงรูปแบบจากแผนผังเดิมของบริษัท Medorex e.K. จากประเทศเยอรมัน 
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ใช้ในการทดลองมีส่วนแพคเบดคอลัมน์ทรงกระบอกที่ใช้บรรจุวัสดุตรึง มีขนาด 

ก ข 

ค ง 
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460 ลูกบาศก์เซนติเมตร อยู่ภายในตัวถังปฏิกรณ์ชีวภาพอีกครั้งดังรูปที่ 3.3  มีการให้อากาศทางท่อ
ให้อากาศ และมีการไหลเวียนของอาหารจากตัวถังปฏิกรณ์ชีวภาพผ่านทางท่อกลาง (central pipe) 
ตามหมายเลข 2 จากรูปที่ 3.2 เข้าสู่ภายในแพคเบดคอลัมน์ อาศัยปั๊มเป็นตัวก าหนดอัตราการไหล
ของอาหารผ่านแพคเบดคอลัมน์ ซึ่งการก าหนดอัตราไหลของอาหารคิดจากระยะเวลากักเก็บอาหาร 
(hydraulic retention time, HRT) ภายในแพคเบดที่ต้องการ และการออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแพคเบดในลักษณะดังกล่าว สามารถช่วยลดข้อก าจัดการถ่ายโอนมวลลงได้ ทั้งยังลดปัญหาการ
ปนเปื้อนจุลินทรีย์ระหว่างการผลิตได้  

 
รูปที่ 3.3 แผนผังถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดที่ใช้ในการทดลอง ซึ่งปรังปรุงแผนผังมาจากบริษัท 
Medorex e.K. ประเทศเยอรมัน 1) ตัวถัง 2) ท่อกลางส าหรับวนอาหารเข้าสู่แพคคอลัมน์ 3) ช่องว่าง
ระหว่างแพคคอลัมน์กับท่อกลาง 4) ผนังก้ันวัสดุตรึงมีลักษณะเป็นตะแกรงก้ัน และ 5) แพคคอลัมน์ที่
บรรจุวัสดุตรึง 

1 

2 

4 

5 

3 
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 รูปที่ 3.4 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเพดและอุปกรณ์ควบคุมภาวะการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
1) เครื่องควบคุม 2) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 3) เครื่องดูดจ่ายสารละลาย 4) ช่องเก็บตัวอย่าง 5) ช่อง
อากาศเข้า 6) ช่องอากาศออก  
 
 
 
  

1 

2 

3 

4 

5 
6 
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3.6 ขั้นตอนการด าเนินการทดลอง 

 3.6.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่าและการวัดปริมาณการผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพระดับขวดเขย่า ศึกษาการผลิตด้วยแบคทีเรียแบบ
เซลล์อิสระ ส าหรับการคัดเลือกแบคทีเรียจากท้ังหมด 4 สายพันธุ์ (GY30 GY33 GY36 และ GY40) ที่
มีประสิทธิภาพ  โดยใช้อาหารเบซัล (basal medium, BM) ที่ดัดแปลงมาจาก Abbasi และคณะ 
(2013) และใช้น้ ามันถั่วเหลืองปริมาตร 2 % (v/v) เป็นแหล่งคาร์บอน เนื่องจากหาได้ง่ายและมีราคา
ไม่แพง นอกจากนี้งานวิจัยของ Mukherjee และคณะ (2006) และ Luna และคณะ (2011) พบว่า
น้ ามันถั่วเหลืองนั้นเป็นหนึ่งในสารตั้งต้นที่เหมาะสมของการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
แบคทีเรีย หลักเกณฑ์การคัดเลือกคืออัตราการเจริญ ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัด
หยาบ รวมไปถึงต้องไม่เป็นแบคทีเรียก่อโรคตามพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558 
กล่าวคือจะต้องไม่เป็นเชื้อก่อโรคให้กลุ่มที่ 1 2 3 และ 4 เพ่ือให้สามารถน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไป
ประยุกต์ใช้กับงานด้านอุตสาหกรรมอาหารและสิ่งแวดล้อมได้ โดยน าแบคทีเรียที่คัดเลือกมาศึกษา
การเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวต่อไป  นอกจากการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีเลี้ยงเซลล์
แบบเซลล์อิสระในระดับขวดเขย่าแล้ว ได้ศึกษาการเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย
เปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปของสารสกัดหยาบจากวิธีการเลี้ยงแบคทีเรียแบบ
เซลล์อิสระและวิธีการเลี้ยงแบคทีเรียแบบเซลล์ตรึง 
  3.6.1.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์อิสระ 

เตรียมหัวเชื้อโดยเลี้ยงเซลล์แบคทีเรียบนอาหารแข็ง 25% Luria-Bertani (LB) เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง น าโคโลนีใส่ในอาหารเหลว 25% LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งอาหารเลี้ยงเชื้อมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 0.5 
หรือมีปริมาณเซลล์เท่ากับ 108 CFU/มิลลิลิตร จากนั้นเติมหัวเชื้อปริมาณ 1% (v/v) ส าหรับการ
คัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียและการศึกษาลักษณะการเจริญของแบคทีเรีย ในอาหาร BM ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ที่มีน้ ามันถั่วเหลืองเป็นแหล่งคาร์บอน เก็บตัวอย่างที่ 0 6 12 24 36 48 72 96 และ 
120 ชั่วโมง เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และวิเคราะห์การเจริญ โดยการนับเซลล์ใช้
เทคนิค Viable cell count โดยเจือจางเป็นล าดับส่วน 10 เท่า และนับแบคทีเรียด้วยวิธีดรอปเพลท 
10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง LB 
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  3.6.1.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์ตรึงบนไคโตซาน 

เลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกบนอาหารแข็ง 25% LB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อจากอาหาร
แข็งลงในอาหารเหลว 25% LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยไคโตซาน 8% (w/v) เป็น
เวลา 2 วัน (Khondee และคณะ 2015)  โดยไคโตซานที่ใช้คือไคโตซานชนิดเกล็ด ที่ผลิตจากแกน
ปลาหมึกบด ผลิตโดยบริษัท อีแลนด์คอร์ปโปเรชัน จ ากัด มีขนาดประมาณ 1-3 มิลลิเมตร (รูปที่ 3.5)   
แบคทีเรียตรึงมีปริมาณเซลล์เริ่มต้นเฉลี่ย 2.90x107 CFU/กรัมไคโตซาน หลังจากนั้นเทอาหาร 25% 
LB ออกจากขวดเขย่า ล้างไคโตซานที่ตรึงเซลล์ด้วย สารละลาย 0.85% w/v โซเดียมคลอไรด์ 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 2 รอบ เติมอาหาร BM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ประกอบด้วยน้ ามันถั่ว
เหลือง 2% (v/v) ใช้ระยะเวลาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 3 วัน ตามระยะเวลาการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพสูงสุดของสายพันธุ์ที่คัดเลือก 

 
รูปที่ 3.5 ไคโตซานจากแกนปลาหมึกบดชนิดเกล็ดขนาด 1-3 มิลลิเมตร ที่ใช้ในการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพด้วยวิธีการตรึงเซลล์ 
 
 การวัดปริมาณเซลล์ตรึงบนไคโตซาน ท าโดยน าไคโตซานที่ผ่านการตรึงแบคทีเรียใส่ลงใน
น้ าเกลือ 0.85 % (w/v) โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไคโตซานที่มีแบคทีเรียตรึงไป
นับจ านวนแบคทีเรียที่ถูกตรึงโดยใช้อ่างคลื่นความถี่สูง (ultrasonic bath) เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น
ปั่นผสมด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) เป็นเวลา 2 นาที ท าซ้ า 2 ครั้ง นับปริมาณเซลล์แบคทีเรียที่อยู่
ในน้ าเกลือด้วยเทคนิค Viable cell count โดยเจือจางเป็นล าดับส่วน 10 เท่า และนับแบคทีเรียด้วย
วิธีดรอปเพลทปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง LB 
  3.6.1.3 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 การสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยตัวท าละลาย เริ่มจากปั่นแยกเซลล์ออกจากน้ าเลี้ยง
เซลล์ที่ 8000 rpm ท าให้ได้น้ าเลี้ยงปราศจากเซลล์ น าน้ าเลี้ยงปราศจากเซลล์มาสกัดด้วยเฮกเซนเพ่ือ
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ก าจัดน้ ามันเหลือใช้จากการผลิตออก โดยใช้เฮกเซนปริมาณ 5 มิลลิลิตรต่อน้ าเลี้ยงปราศจากเซลล์ 50 
มิลลิลิตร แยกชั้นน้ าเลี้ยงปราศจากเซลล์และน้ ามันออกจากชั้นเฮกเซน ซึ่งเรียกว่าสารตัวอย่าง น าสาร
ตัวอย่างผสมกับตัวท าลาย (คลอโรฟอร์มกับเมทานอลในอัตราส่วน 2 ต่อ 1) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 
เขย่าสารให้เข้ากันเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แยกชั้นสารตัวอย่างออกจากตัวท าละลาย น าชั้นตัวท าละลายมา
ระเหย ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะเหลืองหนืด เติมเมทานอลเพ่ือชะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  ดูด        
เมทานอลลงในถ้วยอลูมิเนียมฟอยด์ที่ผ่านการอบแห้งและชั่งน้ าหนักถ้วยอลูมิเนียมฟอยด์อบแห้ง เพ่ือ
วัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวในรูปสารสกัดหยาบ โดยระเหยเมทานอลออกเพ่ือชั่งน้ าหนักสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ  หรือดูดเมทานอลลงในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ระเหยเมทานอลออก
ด้วยเครื่องท าสารละลายให้เข้มข้นโดยใช้สูญญากาศแบบปั่นเหวี่ยง (centrivap vacuum 
concentrator) เพ่ือเก็บสารสดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ ดังรูปที่ 3.6 
 ส าหรับการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Bacillus sp. ก่อนการสกัดด้วยตัวละลาย ให้
ตกตะกอนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 6 โมลาร์ ให้มีค่า 
pH เท่ากับ 2 จากนั้นจึงผสมตัวท าละลายและเข้าสู่ขั้นตอนการสกัดปกติ (Khondee และคณะ, 
2015) 

 
รูปที่ 3.6 ลักษณะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สกัดได้ในรูปของสารสกัดหยาบ 
 
  3.6.1.4 การวัดค่าแรงตึงผิว 

 น าตัวอย่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์หรือสารละลายของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากสารสกัดหยาบ ปริมาณ 20 มิลลิลิตร มาวัดค่าแรงตึงผิว ด้วยวิธีเพลท ด้วยเครื่องวัดแรง
ตึงผิวแบบอัตโนมัติ (Kruss, Germany) ที่ 25 องศาเซลเซียส 
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3.6.2 การระบุชนิดสายพันธุ์ของแบคทีเรีย 

ระบุชนิดของแบคทีเรียด้วยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16s rRNA ซึ่งข้อมูล 
ดีเอ็นเอของแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ได้จากการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลีใต้ จากนั้นน าผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียแต่ละชนิดมาระบุชนิดสายพันธุ์
แบคทีเรีย โดยการเปรียบเทียบล าดับ 16s rDNA ของแต่ละสายพันธุ์กับข้อมูลในฐานข้อมูลของ 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) จากนั้นตรวจสอบการย้อมติดสีแกรม การ
สร้างสปอร์ เพื่อยืนยันผลของการเปรียบเทียบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ 

3.6.3 การศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ 

น าแบคทีเรียตรึงบนไคโตซานมาผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหารเบซัล ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ที่แปรผันองค์ประกอบของอาหาร ได้แก่ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง ปริมาณโซเดียมไนเตรต 
ปริมาณเหล็กซัลเฟต และปริมาณแมงกานีสซัลเฟต โดยการแปรผันปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองซึ่งใช้เป็น
แหล่งคาร์บอน 0.5 1.5 3.5 5 10 % (v/v) (Luna และคณะ, 2011, Khondee และคณะ, 2015) 
แปรผันปริมาณโซเดียมไนเตรตซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจน ได้แปรผันเป็นอัตราส่วนระหว่างปริมาณ
คาร์บอนต่อไนโตรเจน 10:1 15:1 และ 25:1 (Abouseoud และคณะ, 2007, Kumar และคณะ, 
2012) แปรผันปริมาณเหล็กซัลเฟตคือ 0 1 10 100 และ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร (Kiran และคณะ, 
2014)  สุดท้ายท าการแปรผันปริมาณแมงกานีสซัลเฟต 0 0.02 0.2 2.0 และ 20 มิลลิโมลาร์ 
(Gudina และคณะ, 2015) โดยการศึกษาหาปริมาณที่เหมาะสมของสารอาหารแต่ละชนิด ได้แปรผัน
องค์ประกอบครั้งละ 1 ชนิด และให้ปริมาณองค์ประกอบชนิดอ่ืนให้เป็นค่าคงที่ หรือที่เรียกว่าการ
ทดลองครั้งละปัจจัย  

วิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบของแต่ละชุดการทดลองเพ่ือหา
ชุดทดลองที่ให้ปริมาณสูงสุด และปริมาณเซลล์ในระบบ โดยเลือกปัจจัยความเข้มข้นที่ให้ปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบที่สูงสุดของแต่ละปัจจัย เพ่ือใช้ปริมาณองค์ประกอบของ
อาหารที่ให้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวสูงสุดเป็นค่าระดับสูง (+1) และระดับกลาง (0) ส าหรับการ
ออกแบบการทดลองด้วย Plackett-Burman และบ็อก-เบฮ์นเคน ตามล าดับ และท าให้เลือกช่วง
ความเข้มข้นขององค์ประกอบของอาหารแต่ละองค์ประกอบได้อย่างเหมาะสมส าหรับการเลือกปัจจัย
ที่ระดับต่ า (-1) ซึ่งเป็นค่าท่ีให้ผลการผลิตต่ า ส าหรับการออกแบบการทดลองด้วย Plackett-Burman  
และ เลือกปัจจัยที่ระดับต่ า (-1) และสูง (+1) ที่มีความเข้มข้นขององค์ประกอบครอบคลุมค่ากลาง 
ส าหรับการออกแบบแบบบ็อก-เบฮ์นเคน  
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3.6.4 การศึกษาความเข้มข้นของสารอาหารที่เหมาะสมส าหรับการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ ด้วยวิธีการตอบสนองเชิงพื้นผิว 

การออกแบบการทดลองส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการตอบสนองเชิงพ้ืนผิว
นั้นแบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน คือ 1) การคัดเลือกและกลั่นกรองปัจจัยที่มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งใช้วิธีการออกแบบแบบ Placket-Burman 2) การหาความสัมพันธ์ของ
ปัจจัยแต่ละปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งอธิบายความสัมพันธ์ในรูปสมการและ
สามารถระบุค่าที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ โดยใช้การออกแบบแบบบ็อก -เบห์
นเคน ซึ่งเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ปัจจัยตั้งแต่ 3 ปัจจัยขึ้นไปและแต่ละปัจจัยมีระดับของปัจจัยที่ 3 
ระดับคือค่าต่ า ค่ากลางและค่าสูง และ 3) การวิเคราะห์ข้อมูลโดยการอธิบายตาราง ANOVA 
(analysis of variance) จากการวิเคราะห์ข้อมูลจากการออกแบบแบบ Plackett-Burman และการ
ออกแบบแบบบ็อก-เบห์นเคน 
  3.6.4.1 การศึกษาองค์ประกอบอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ในเชิงบวกด้วยวิธีการออกแบบแบบ Plackett-Burman 

เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมขององค์ประกอบของอาหารด้วยวิธีตอบสนองเชิงพ้ืนผิวใช้
วิธีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบเซลล์ตรึงบนไคโตซาน ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ตามขั้นตอนที่ 
3.6.1.2 แล้วเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารดังตารางที่ 3.1 ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-
Burman ใช้การวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบโดยใช้หลักการทางสถิติ 
(Manivasagan และคณะ, 2014) เปรียบเทียบผลของการผลิตของชุดควบคุมกับชุดทดลองที่เติม
องค์ประกอบอาหารแต่ละชนิด ผลที่ได้สามารถบอกได้ว่าสารอาหารชนิดใดที่ส่งเสริมการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ ซึ่งพิจารณาจากค่า p (P value) ในตาราง ANOVA หากค่า p มีค่าน้อยกว่า 0.05 
แสดงว่าปัจจัยนั้นสามารถวิเคราะห์ได้ว่า ปฏิเสธสมมติฐานที่ 0 ได้ว่าคือการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของชุดควบคุมกับชุดทดลองที่เติมองค์ประกอบอาหารแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อม่ันที่ 95% 
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ตารางที่ 3.1 ชุดทดลองของความเข้มข้นขององค์ประกอบของอาหารชนิดต่างๆที่ออกแบบโดยการ
ทดลองด้วย Plackett-Burman 

ชุดทดลอง 
ระดับความส าคัญ 

X1 X2 X3 X4 
1 -1 (0.5) -1 (10:1) -1 (0.01) +1 (0.002) 
2 +1 (5) -1 (10:1) -1 (0.01) -1 (0.000002) 
3 -1 (0.5) +1 (15:1) -1 (0.01) -1 (0.000002) 
4 +1 (5) +1 (15:1) -1 (0.01) +1 (0.002) 
5 -1 (0.5) -1 (10:1) +1 (10) +1 (0.002) 
6 +1 (5) -1 (10:1) +1 (10) -1 (0.000002) 

7 -1 (0.5) +1 (15:1) +1 (10) -1 (0.000002) 

8 +1 (5) +1 (15:1) +1 (10) +1 (0.002) 

หมายเหตุ : X1 คือ น้ ามันถั่วเหลือง (% v/v), X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (กรัม
คาร์บอนต่อกรัมไนโตรเจน), X3 คือ ความเข้มข้นเหล็ก (มิลลิกรัมต่อลิตร) และ X4 คือ ความเข้มข้น
ของแมงกานีส (โมลาร์) 
 
 องค์ประกอบของอาหารที่เลือกใช้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวนั้น มีการรายงานว่าสามารถ
ช่วยส่งเสริมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยแบคทีเรียได้  ได้แก่น้ ามันถั่วเหลือง โซเดียมไนเตรต 
ปริมาณเหล็ก และปริมาณแมงกานีส เป็นปัจจัยที่ส าคัญที่ส่งผลต่อการเพ่ิมการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ (Luna และคณะ, 2011, Kumar และคณะ, 2012, Kiran และคณะ, 2014, Gudina และ
คณะ, 2015) ซึ่งใช้ผลการคัดเลือกและกลั่นกรององค์ประกอบที่มีความส าคัญต่อการส่งเสริมการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยอาศัยการออกแบบการทดลองด้วย Plackett–Burman ส าหรับยืนยัน
ข้อมูลดังกล่าวได้ 
  3.6.4.2 การศึกษาองค์ประกอบของสารอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพด้วยการออกแบบการทดลองวิธีบ็อก-เบห์นเคน (Box Behnken) 

เมื่อทราบถึงองค์ประกอบของอาหารที่ส าคัญต่อการผลิตแล้ว จึงหาความสัมพันธ์ของปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ (ค่าตอบสนอง) กับองค์ประกอบของอาหารที่ส าคัญต่อ
การผลิต (ตัวแปรอิสระ) โดยความสัมพันธ์ของค่าตอบสนองต่อองค์ประกอบของอาหารชนิดต่างๆ 
สามารถประมาณค่าได้จาก สมการเชิงถดถอยก าลังสอง (quadratic regression equation) 
(Manivasagan และคณะ, 2014) ดังสมการ 3.1 
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สมการที่ 3.1 รูปทั่วไปของสมการแสดงความสัมพันธ์แบบยกก าลังของความสัมพันธ์ล าดับสอง 
 
 โดยการเลือกแปรผันตัวแปรอิสระนั้นใช้การออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน 
(Bezerra และคณะ, 2008) ซึ่งแต่ละตัวแปรมีระดับความส าคัญ 3 ระดับ คือ ระดับต่ า (-1), 
ระดับกลาง (0) และระดับสูง (-1) โดยเลือกค่ากลางจากปริมาณที่เหมาะสมของแต่ละองค์ประกอบ
ของอาหารตามที่ได้ศึกษาจากข้อที่ 3.6.3 ส่วนระดับสูงและต่ า โดยเลือกจากค่าที่อยู่นอกช่วงปริมาณที่
ให้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดจากการออกแบบการทดลองครั้งละปัจจัย โดยแปรผันปริมาณ
น้ ามันถั่วเหลือง 1 (-1) 3 (0) และ 5 (+1) % (v/v) แปรผันสัดส่วนปริมาณคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่
อัตราส่วน 10:1 (-1) 15:1 (0) และ 20:1 (+1) (กรัมคาร์บอนต่อกรัมไนโตรเจน) แปรผันปริมาณเหล็ก
ซัลเฟตที่ 1 (-1) 50 (0) และ 100 (+1) มิลลิกรัมต่อลิตร และแปรผันปริมาณแมงกานีสซัลเฟตที่ 
0.00002 (-1) 0.0002 (0) และ 0.002 (+1) โมลาร์ ตามตารางที่ 3.2 ภายหลังการออกแบบการ
ทดลองใช้สูตรอาหารตามตารางที่ 3.2 เพ่ือผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละภาวะ และท าการ
ทดลองชุดละ 2 ซ้ า โดยวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ จากนั้นใช้
การวิเคราะห์ทางสถิติ ด้วย Analysis of variance (ANOVA) แบบ unpaired student t-test และ
หาค่า P ในแต่ละปัจจัย  และการวิเคราะห์การถดถอย (regression analysis) ซึ่งจะท าให้ได้สมการ
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ค่าตอบสนอง) กับองค์ประกอบของอาหารที่
ส าคัญ (ตัวแปรอิสระ) (response surface regression) จากนั้นน าสมการความสัมพันธ์มาใช้ส าหรับ
สร้างกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิว เพ่ือใช้อธิบายปริมาณที่เหมาะสมของแต่ละตัวแปรอิสระที่ท าให้ได้ค่า
ตอบสนองสูงสุด และแสดงความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัย (Manivasagan และคณะ, 2014) 
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ตารางที่ 3.2 ชุดการทดลองจากการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน โดยมีตวัแปรอิสระ 4 
ตัวแปร ได้แก่ น้ ามันถั่วเหลือง อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน เหล็ก และแมงกานีส โดยแต่
ละตัวแปรอิสระมีระดับความส าคัญ 3 ระดับ 

ชุดทดลอง บล็อก 
ระดับความส าคัญ 

X1 X2 X3 X4 
1 1 -1 (1) -1 (10:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
2 1 +1 (5) -1 (10:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
3 1 -1 (1) +1 (20:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
4 1 +1 (5) +1 (20:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
5 1 0 (3) 0 (15:1) -1 (1) -1 (0.00002) 
6 1 0 (3) 0 (15:1) +1 (100) -1 (0.00002) 
7 1 0 (3) 0 (15:1) -1 (1) +1 (0.002) 
8 1 0 (3) 0 (15:1) +1 (100) +1 (0.002) 
9 1 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
10 2 -1 (1) 0 (15:1) 0 (50) -1 (0.00002) 
11 2 +1 (5) 0 (15:1) 0 (50) -1 (0.00002) 
12 2 -1 (1) 0 (15:1) 0 (50) +1 (0.002) 
13 2 +1 (5) 0 (15:1) 0 (50) +1 (0.002) 
14 2 0 (3) -1 (10:1) -1 (1) 0 (0.0002) 
15 2 0 (3) +1 (20:1) -1 (1) 0 (0.0002) 
16 2 0 (3) -1 (10:1) +1 (100) 0 (0.0002) 
17 2 0 (3) +1 (20:1) +1 (100) 0 (0.0002) 
18 2 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 
19 3 -1 (1) 0 (15:1) -1 (1) 0 (0.0002) 
20 3 +1 (5) 0 (15:1) -1 (1) 0 (0.0002) 
21 3 -1 (1) 0 (15:1) +1 (100) 0 (0.0002) 
22 3 +1 (5) 0 (15:1) +1 (100) 0 (0.0002) 
23 3 0 (3) -1 (10:1) 0 (50) -1 (0.00002) 
24 3 0 (3) +1 (20:1) 0 (50) -1 (0.00002) 
25 3 0 (3) -1 (10:1) 0 (50) +1 (0.002) 
26 3 0 (3) +1 (20:1) 0 (50) +1 (0.002) 
27 3 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 

 หมายเหตุ : X1 คือ น้ ามันถั่วเหลือง (% v/v), X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน, X3 
คือ ความเข้มข้นเหล็ก (มิลลิกรัมต่อลิตร) และ X4 คือ ความเข้มข้นของแมงกานีส (โมลาร์) 
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  3.6.4.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การวิเคราะห์ผลทางสถิติทั้งการออกแบบด้วยวิธี Plackett-Burman เพ่ือหาปัจจัยหลักที่
ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และการออกแบบการทดลองด้วยบ็อก-เบห์นเคน เพ่ือหา
ความเข้มข้นที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยหลัก นั้นวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ STATISTICA 8 
โดยขั้นตอนการวิเคราะห์จะใช้หลังจากทราบผลปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัด
หยาบของแต่ละภาวะ โดยกรอกข้อมูลปริมาณสารลดแรงตึงผิวลงในแต่ละภาวะ จากนั้นวิเคราะห์ผล 
ก าหนดให้ค่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ (yield) เป็นตัวแปรตาม 
(dependent value) และองค์ประกอบของอาหารได้แก่ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง (C) อัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N) ปริมาณเหล็ก (Fe) และปริมาณแมงกานีส (Mn) เป็นตัวแปรต้น 
(independent value) จากนั้นวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม STATISTICA 8 ได้ผลการวิเคราะห์เป็น 
ตาราง ANOVA ส าหรับอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวในเบื้องต้น  และ ตาราง 
ANOVA ส าหรับอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความเหมาะสมของ
สมการความสัมพันธ์  
 ส าหรับการวิเคราะห์ตาราง ANOVA เพ่ือใช้อธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ในเบื้องต้น  และ ตาราง ANOVA เพ่ือใช้อธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและ
ใช้อธิบายความเหมาะสมของสมการความสัมพันธ์ การวิเคราะห์ทางสถิติทั้งหมดต้องตั้งสมมติฐานเพ่ือ
ใช้ส าหรับอธิบายตาราง  ANOVA ได้อย่างถูกต้อง โดยการตั้งสมมติฐานก าหนดให้ 
H0: ปัจจัยแต่ละปัจจัยไม่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หรือปริมาณการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวที่ได้เท่ากันในทุกภาวะ (ค่าเฉลี่ยภาวะที่ 1 เท่ากับค่าเฉลี่ยภาวะที่ 2) 
H1: ปัจจัยแต่ละปัจจัยส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หรือปริมาณการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวที่ได้ไม่เท่ากัน (ค่าเฉลี่ยภาวะที่ 1 ไม่เท่ากับค่าเฉลี่ยภาวะที่ 2) 

จากนั้นเมื่อได้ตาราง ANOVA ซึ่งแสดงค่า P ของแต่ละปัจจัย หากค่า P มีค่ามากกว่า 0.05 
ให้ยอมรับ H0 และหากค่า P มีค่าน้อยกว่า 0.05 ให้ปฏิเสธ H0 แล้วยอมรับ H1 แสดงว่าหากค่า P มี
ค่าน้อยกว่า 0.05 ปัจจัยนั้นส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (รูปที่ 3.7) 
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รูปที่ 3.7 ตัวอย่างตาราง ANOVA จากโปรแกรมวิเคราะห์ ส าหรับวิเคราะห์ปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิต
สารลดแรงตึงผิว 
 
 ส าหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์และการสร้างสมการใช้หลักการวิเคราะห์เดียวกับการ
วิเคราะห์ปัจจัยแต่ละปัจจัย คือมีตาราง ANOVA ส าหรับการบอกความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยและ
ส าหรับการสร้างสมการ (รูปที่ 3.8)  โดยสมมติฐานที่จ าเป็นต้องตั้งส าหรับการวิเคราะห์ คือ 
การตั้งสมมติฐานส าหรับแสดงความสัมพันธ์ 
H0: ปัจจัยแต่ละปัจจัยไม่เก่ียวข้องกัน 
H1: ปัจจัยแต่ละปัจจัยไม่เก่ียวข้องกัน 
และวิเคราะห์ด้วยค่า P ของหัวข้อ Mean/interact 

 
รูปที่ 3.8 ตัวอย่างตาราง ANOVA ส าหรับใช้อธิบายความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยและการสร้างสมการ
แสดงความสัมพันธ์ 
 

ANOVA; Var.:Yield; R-sqr=.87602; Adj:.83094 (Spreadsheet2)

4 Factor Screening Design; MS Residual=.0148284

DV: Yield

Factor SS df MS F p

(1)Soybean oil

(2)CN ratio

(3)Fe

(4)Mn

Error

Total SS

0.438244 1 0.438244 29.55444 0.000205

0.171396 1 0.171396 11.55866 0.005931

0.075076 1 0.075076 5.06300 0.045881

0.467856 1 0.467856 31.55142 0.000156

0.16311211 0.014828

1.31568415
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การสร้างสมการจะได้ว่า ค่าตอบสนอง (ผลผลิต) มีค่าเท่ากับ ผลรวมของค่า Regressn 
Coeff. ของแต่ละปัจจัยคูณกับปริมาณปัจจัย ซึ่งตารางดังกล่าวนอกจากสามารถสร้างสมการ
ความสัมพันธ์ได้แล้ว ยังสามารถใช้อธิบายว่าปัจจัยใดที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้  
และสุดท้ายส าหรับการวิเคราะห์ คือความเหมาะสมของสมการแสดงความสัมพันธ์ โดยอธิบายได้จาก
ค่า SS ของ Lack of Fit (SSLof) หารด้วย ค่า SS ของ Pure Error (SSPe) แล้วเปรียบเทียบกับค่า F 
จากตาราง F ที่ 0.05 โดยใช้ค่า degree of freedom (df) ใช้ส าหรับเปิดเทียบค่า F จากตาราง ซึ่ง
หาก ค่า SSLof/SSPe มีค่ามากกว่าค่า F(dfL/dfP) จากตารางให้ผลคือ สมการแสดงความสัมพันธ์มี
ความไม่เหมาะสมต้องปรับปรุง (Bezerra และคณะ, 2008) (รูปที่ 3.9) 

 
รูปที่ 3.9 ตัวอย่างตาราง ANOVA แสดงค่า Lack of Fit และค่า Pure Error  
  

3.6.5 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด 

 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดขนาด 2 ลิตร 
สามารถแบ่งขั้นตอนการผลิตได้เป็นสองขั้นตอน คือ ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ตรึงบนไคโตซาน และ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  3.6.5.1 การเตรียมเซลล์ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 เลี้ยงแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง 25%LB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลว 
25% LB บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อตั้งต้น จากนั้นเติมหัวเชื้อตั้ง
ต้นปริมาตร 10 % (v/v) ในอาหาร 25% LB ที่มคี่า pH เท่ากับ 6 เพ่ือเพ่ิมประจุให้กับไคโตซานท าให้
การยึดเกาะของแบคทีเรียดีขึ้น โดยมีปริมาณไคโตซานในแพคเบด 80 กรัม ปริมาตรของแพคเบด
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เท่ากับ 460 ลูกบาศก์เซนติเมตร ซึ่งเป็นสัดส่วนระหว่างปริมาณไคโตซานต่ออาหารเบซัลที่ใช้ผลิต    
มีค่าเท่ากับการผลิตในระดับขวดเขย่าที่มีเซลล์ตรึงบนไคโตซาน ควบคุมอัตราการไหลของอาหารผ่าน
แพคเบดเท่ากับ 0.3 มิลลิลิตรต่อนาที เพ่ือให้แบคทีเรียในแพคเบดได้รับสารอาหารเพียงพอต่อการ
เจริญและไม่เร็วจนแบคทีเรียน าอาหารมาใช้ไม่ทัน และควบคุมอัตราการให้อากาศที่ 1 vvm เป็น
ระยะเวลา 3 วัน โดยเปลี่ยนอาหารออกทุก 1 วันแล้วเติม 25% LB ที่มีค่า pH เท่ากับ 6 ใหม่ลงไป 
ท าซ้ า 2 รอบ ซึ่งจะท าให้ได้ปริมาณเซลล์ที่ตรึงบนไคโตซานเฉลี่ยเท่ากับ 4.04x109 มากกว่าการตรึง
ตามข้ันตอนที่ 3.6.1.2  
  3.6.5.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด 

 หลังจากเตรียมเซลล์ตรึงบนไคโตซานตามขั้นตอนที่ 3.6.5.1 เข้าสู่กระบวนการผลิตโดย
เปลี่ยนอาหาร LB ส าหรับตรึงออก แล้วเติมอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตาม
ขั้นตอนที่ 3.6.4 โดยตัวแปรในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดที่ควบคุมภาวะการผลิต ได้แก่ อัตรา
การไหลของอาหารที่ผ่านแพคเบด โดยก าหนดอัตราการไหลของอาหารเป็น 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที  
หรือค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง ซึ่งอ้างอิงจากระยะเวลาการเจริญของ GY30 ในอาหารเบซัลที่เข้าสู่
ช่วงกลางของระยะแบ่งตัวทวีคูณ (mid log phase) ในระยะเวลา 12 ชั่วโมง ต าแหน่งของการให้
อากาศก าหนดให้เป็นส่วนล่างของถังปฏิกรณ์ โดยการให้อาหารที่ส่วนล่างของถังปฏิกรณ์จะให้อากาศ
ได้ทั่วถึง ท าให้การเจริญและการผลิตของแบคทีเรียที่เลือกดีกว่าการให้อากาศบริเวณส่วนบนของถัง
ปฏิกรณ์รวมถึงช่วยให้อาหารผสมเข้ากัน และเปรียบเทียบอัตราการผลิตสารลดแรงตึงผิว จากการ
แปรผันอัตราการให้อากาศ คือ 0.5 และ1.5 vvm (ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหาร 1 ลิตรต่อนาที) 
(Yeh และคณะ, 2006) เพ่ือหาอัตราการให้อากาศที่เหมาะสมส าหรับการเจริญของเซลล์ ก่อให้เกิด
ปริมาณฟองต่ า และการผสมของอาหารทั่วถึง 
 โดยวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้ ค่าแรงตึงผิวของน้ าเลี้ยงเซลล์ และปริมาณ
เซลล์อิสระในน้ าเลี้ยงเซลล์ ทุกๆวัน เพ่ือใช้อธิบายลักษณะการผลิตสารลดแรงตึงผิวในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ รวมถึงวัดปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองที่เหลือใช้จากการผลิตโดยการระเหยสารสกัดเฮกเซนในข้อ 
3.6.1.3 และชั่งน้ าหนักน้ ามันถั่วเหลืองท่ีเหลืออยู่ เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์และเปรียบเทียบภาวะการให้
อากาศที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เก็บตัวอย่างปริมาตร 60 มิลลิลิตร ทุก 1 
วัน เป็นเวลา 5 วัน เพ่ือน าตัวอย่างมาวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวและปริมาณเซลล์ 
 เมื่อทราบระยะเวลาและอัตราการให้อากาศที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชี วภาพ 
ได้ศึกษาการใช้เซลล์ตรึงซ้ า โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เดิมออกและเติมอาหารที่เหมาะสมต่อการ
ผลิตจากข้อ 3.6.4 ใหม่ โดยควบคุมภาวะอัตราการให้อากาศ 1.5 vvm อัตราการไหลอาหารที่ 0.6 
มิลลิลิตรต่อนาที เพื่อผลิตสารลดแรงตึงผิว จากนั้นเก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 60 มิลลิลิตรทุก 
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1 วัน เป็นเวลา 3 วัน มาวิเคราะห์ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ปริมาณน้ ามันที่เหลือ และปริมาณ
เซลล์  เปลี่ยนอาหารส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวใหม่ใหม่เม่ือครบระยะเวลา 3 วัน ท าซ้ า 2 รอบ เพ่ือ
พิสูจน์ว่าเซลล์ตรึงที่ใช้ในระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพสามารถใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซ้ าได้ 
 
 3.6.6 การศึกษาสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

วิเคราะห์ส่วนประกอบโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตขึ้น โดยวิเคราะห์
ปริมาณไขมันด้วยวิธี Sulfo–phospho–vanillin วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 
และวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธี Phenol–sulfuric acid (Khondee และคณะ, 2015) 
และหาค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซล (critical micelle concentration, CMC) เพ่ือหาความ
เข้มข้นที่ต่ าสุดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถท าให้ เกิดการก่อไมเซล โดยใช้การวิเคราะห์สาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ  นอกจากนี้ศึกษาสมบัติการก่ออิมัลชัน (Manivasagan 
และคณะ, 2014) และสมบัติการกระจายน้ ามัน (Khondee และคณะ, 2015) ของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่อยู่ในรูปน้ าเลี้ยง น้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นผ่านการกรองด้วยเมมเบรม  และสารลดแรงตึงผิวใน
รูปสารสกัดหยาบในบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริกกับน้ ามันชนิดต่างๆ และศึกษาความเสถียรของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในสภาวะต่างๆ (Khondee และคณะ, 2015) ได้แก่ อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส 
และความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลส าหรับการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย Bacillus subtilis GY30 
  3.6.6.1 การเตรียมตัวอย่างสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ส าหรับตัวอย่างที่ใช้ทดสอบส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้น ใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบตามการสกัดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขั้นตอนที่ 3.6.1.3  ส่วน
ตัวอย่างที่ใช้ทดสอบสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้น ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสาร
สกัดหยาบที่ละลายในสารละลายบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก เตรียมความเข้มข้นให้เหมาะสมต่อการ
ทดสอบ แล้วเปรียบเทียบกับสารสดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์ ความเข้มข้น 2-3 CMC และ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้น เตรียมความเข้มข้นให้เหมาะแก่การทดสอบ 
นอกจากนี้ได้ศึกษาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเลี้ยงเข้มข้นโดยใช้การกรองผ่านเมมเบรน 
โดยน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์มากรองผ่านแผ่นเมมเบรน ขนาด 30 กิโลดาลตัน 
ภายใต้แรงดัน 1 บาร์ ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีขนาดใหญ่กว่าขนาดช่องการแผ่นกรองท าให้
ปริมาตรของน้ าเลี้ยงเซลล์ลดลงแต่ปริมาณสารลดแรงตึงผิวเท่าเดิม ท าให้มีความเข้มข้นมากขึ้น โดย
สามารถท าให้น้ าเลี้ยงเซลล์มีความเข้มข้นขึ้นสูงสุด 10 เท่า 
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3.6.6.2 การวิเคราะห์ส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียท่ี
คัดเลือก 

   3.6.6.2.1 การวิเคราะห์ปริมาณไขมัน โดยวิธี sulfo-phospho-
vanillin 

เตรียมสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ได้จากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Bacillus sp. 
GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริกฟอสเฟตที่ปรับค่าความเป็น
กรดเบสที่ 8 ให้ได้ความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่เตรียมมา 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้น ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ต้มใน
น้ าร้อน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบเวลาวางทิ้งไว้ทิ้งอุณหภูมิห้อง 5 นาที เติม
สารละลาย phospho-vanillin ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น ามาต้มในน้ าอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 530 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ได้กับกราฟมาตรฐาน เพ่ือค านวณปริมาณ
ไขมัน โดยใช้สารไตรโอลีน เป็นสารมาตรฐานส าหรับการวัดปริมาณไขมัน 

โดยการเตรียมสารมาตรฐาน ให้ละลายไตรโอลีนความเข้มข้น 0 50 100 200 300 400 500 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทดสอบตามวิธี sulfo-phospho-vanillin วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 530 
นาโนเมตร ของความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เข้มข้น 
   3.6.6.2.2 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay 

เตรียมสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ได้จากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Bacillus sp. 
GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริกฟอสเฟตที่ปรับค่าความเป็น
กรดเบสที่ 8 ให้ได้ความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพปริมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.15 โมลาร์ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และเติมสารละลาย Coomeassie reagent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร วางให้เกิดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารผสมมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 
เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ได้กับกราฟมาตรฐาน เพ่ือค านวณปริมาณโปรตีน โดยใช้สารโบวีน
ซีรัมแอลบูมีน เป็นสารมาตรฐานส าหรับการวัดปริมาณโปรตีน 



 

 

59 

โดยการเตรียมสารมาตรฐาน ให้ละลายสารโบวีนซีรัมแอลบูมินความเข้มข้น 0 25 50 125 
250 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทดสอบตามวิธี Bradford assay วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 
นาโนเมตร ของความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เข้มข้น 
   3.6.6.2.3 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธี phenol–
sulfuric acid 

เตรียมสารละลายสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ได้จากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ Bacillus sp. 
GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบในสารละลายบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริกฟอสเฟตที่ปรับค่าความเป็น
กรดเบสที่ 8 ให้ได้ความเข้มข้น 0.02 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกับฟีนอลปริมาตร 25 ไมโครลิตร และกรดซัลฟูริกเข้มข้นปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ตามล าดับ ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารผสมมาวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ 485 นาโนเมตร เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ได้กับกราฟมาตรฐาน เพ่ือค านวณ
ปริมาณโปรตีน โดยใช้กลูโคส เป็นสารมาตรฐานส าหรับการวัดปริมาณน้ าตาล 

โดยการเตรียมสารมาตรฐาน ให้ละลายกลูโคสความเข้มข้น 0 10 20 40 60 80 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นทดสอบตามวิธี phenol–sulfuric acid วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 485 นา
โนเมตร ของความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงกับความ
เข้มข้น 
   3.6.6.2.4 Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) 

เพ่ือตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ใน
รูปสารสกัดหยาบ 10 ไมโครลิตรเพ่ือตรวจสอบโดยใช้เครื่อง FT-IR Spectrometer รุ่น Nicolet iS5 
จากบริษัท Thermo Scientific (รูปที่ 3.10)  โดยวัดในช่วงสเปกตรัม 4000-400 ต่อเซนติเมตร 
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รูปที่ 3.10 เครื่อง FT-IR Spectrometer รุ่น Nicolet iS5 จากบริษัท Thermo Scientific 
 
  3.6.6.3 การวิเคราะห์สมบัติการก่ออิมัลชัน Emulsification index (E24) 

ผสมสารตัวอย่างและน้ ามันชนิดต่างๆ ในอัตราส่วน 1:1 ในหลอดทดลอง ปั่นผสมเป็นเวลา 2 

นาที ตั้งที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นวัดชั้นอิมัลชันและชั้นสารละลายทั้งหมด เพ่ือ

ค านวณหาค่าก่ออิมัลชัน (Emulsification index, E24) (Manivasagan และคณะ, 2014) โดย

การศึกษาสมบัตินี้ด้วยสารลดแรงตึงผิวที่อยู่ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์ น้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านการกรอง

ด้วยเมมเบรน และสารละลายสารลดแรงตึงผิวในรูปสารสกัดหยาบในบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก 

เพราะเมื่อน าไปประยุกต์ใช้จริงส่วนใหญ่นิยมใช้ในรูปสารละลาย โดยน้ ามันที่น ามาใช้ศึกษา ได้แก่ 

น้ ามันดิบบงกช น้ ามันดิบอาราเบียน เป็นตัวแทนน้ ามันปิโตรเลียม และใช้น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันปาล์ม 

น้ ามันคาโนลา เป็นตัวแทนน้ ามันพืช ผสมสีเรดโอเพ่ิมลงในน้ ามันแต่ละชนิดเพ่ิมการสังเกตที่ชัดเจน 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการก่ออิมัลชันกับน้ ากลั่นซ่ึงเป็นชุดควบคุมท่ีให้ผลลบ และโซเดียมโดเดกซิล

ซัลเฟต (SDS) ความเข้มข้น 1 CMC และ Dehydol LS7 ความเข้มข้น 5 CMC เป็นชุดควบคุมที่ให้ผล

บวก 
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สมการที่ 3.2 การค านวนค่า E24 
 
  3.6.6.4 การวิเคราะห์สมบัติการกระจายน้ ามัน 

 ศึกษาการกระจายน้ ามันโดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเชื้อ จากนั้น
เติมน้ ามันปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าน้ า และหยดสารลดแรงตึงผิวที่อยู่ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนชั้นน้ ามันที่เคลือบบนผิวหน้าชั้นน้ า จากนั้นวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
ชั้นน้ ามันที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถกระจายได้ โดยท าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการก่อ
อิมัลชันกับน้ ากลั่นซึ่งเป็นชุดควบคุมที่ให้ผลลบ และ SDS ความเข้มข้น 1 CMC และ Dehydol Ls7 
ความเข้มข้น 5 CMC เป็นชุดควบคุมที่ให้ผลบวก และค านวณหาค่าเปอร์เซ็นต์การกระจายน้ ามัน 
(Khondee และคณะ, 2015) โดยน้ ามันที่น ามาใช้ศึกษา ได้แก่ น้ ามันดิบบงกช น้ ามันดิบอาราเบียน 
เป็นตัวแทนน้ ามันปิโตรเลียม และใช้น้ ามันถั่วเหลือง น้ ามันปาล์ม น้ ามันคาโนลา เป็นตัวแทนน้ ามันพืช 
ผสมสีเรดโอเพ่ิมลงในน้ ามันแต่ละชนิดเพิ่มการสังเกตที่ชัดเจน 

 
สมการที่ 3.3 การค านวนการกระจายน้ ามัน 
 
  3.6.6.5 การวิเคราะห์ความเสถียรที่สภาวะต่างๆ 

 เนื่องจากในการใช้งานตามธรรมชาติสารลดแรงตึงผิวจะพบกับการแปรปรวนของสภาวะ
ต่างๆ จึงต้องศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตขึ้น โดยการศึกษาความเสถียรของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก Bacillus subtilis GY30 จะศึกษาในรูปของสารละลายสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นเท่ากับ 480 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือที่ความเข้มข้นเท่ากับ 1 CMC ซึ่งค่าความ
เข้มข้นวิกฤตของไมเซลที่น ามาใช้ได้จากการทดลองในข้อที่ 3.6.6.5 
   3.6.6.5.1 การศึกษาการทนต่ออุณหภูมิ 

 ศึกษาการทนการทนต่ออุณหภูมิโดยน าสารละลายสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวที่อยู่
ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์มาให้อุณหภูมิ 0 4 30 80 100 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
จากนั้นวัดค่าแรงตึงผิวที่เปลี่ยนแปลงไปตามขั้นตอนที่ 3.6.1.4 
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   3.6.6.5.2 การศึกษาความทนต่อภาวะกรดเบส 

 น าสารละลายสารลดแรงตึงผิวและสารลดแรงตึงผิวที่อยู่ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์มาปรับค่าความ
เป็นกรดเบสของน้ าเลี้ยงเซลล์ด้วย 1 N ไฮโดรคลอริก และ 1 N โซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้ได้ค่าความ
เป็นกรดเบส เท่ากับ 2 4 6 7 8 และ 10 จากนั้นวัดค่าแรงตึงผิวที่เปลี่ยนแปลงไปตามขั้นตอนที่ 
3.6.1.4 
   3.6.6.5.3 การศึกษาการต่อความเข้มข้นเกลือ 

 ศึกษาการทนเกลือโดยเติมโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นต่างๆ คือ 0 2 4 6 8 และ 10% 
w/v ในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์และสารละลายสารลดแรงตึงผิว แล้ววัดคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวตาม
ขั้นตอนที่ 3.6.1.4 
  3.6.6.6 การวิเคราะห์ค่าความเข้มขน้วิกฤตของไมเซลล์ (critical micelle 
concentration, CMC) 

 การศึกษาเพ่ือหาความเข้มข้นที่ต่ าสุดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบที่
สามารถท าให้เกิดการก่อไมเซลล์ โดยสามารถหาได้จากการวัดแรงตึงผิวของสารละลายของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่างๆ ซึ่งวัดแรงตึงผิวของสารละลายตามขั้นตอน
ที ่3.6.1.4 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ GY30 GY33 GY36 และ GY40  มาศึกษาการเจริญ
ของแบคทีเรียในอาหารเบซัล ที่ประกอบด้วยน้ ามันถั่วเหลืองปริมาณ 2 % (v/v)  แล้วตรวจสอบการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการวัดค่าแรงตึงผิวของอาหาร  BM และวัดปริมาณสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบจากการสกัดด้วยตัวท าละลายคลอโรฟอร์มเมทานอลอัตราส่วน 2 ต่อ 1 
ภายหลังการผลิตในช่วงเวลา 1 2 3 4 และ 5 วัน  พบว่าสายพันธุ์ GY30 และ GY36 สามารถเพ่ิม
จ านวนเซลล์เข้าสู่ช่วงระยะ stationary ได้ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งเร็วกว่าสายพันธุ์ GY33 และ GY40 
ที่เข้าสู่ช่วง stationary ที่ 48 และ 96 ชั่วโมง ตามล าดับ ดังรูปที่ 4.1ค  การผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพเป็นการผลิตสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) เมื่อเซลล์เข้าสู่ช่วงท้ายของ
ระยะการแบ่งตัวแบบทวีคูณ (late log phase) เร็ว จะท าให้ผลิตสารลดแรงตึงผิวได้เร็ว (Pruthi และ 
Cameotra, 2003) และปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแปรผันตามจ านวนเซลล์แบคทีเรีย 
(Khondee และคณะ, 2015, Musale และ Thakar, 2015) เมื่อเปรียบเทียบปริมาณการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในรูปของสารสกัดหยาบ  พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ GY30 และ GY36 สามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 0.96 และ 1.18 กรัมต่อลิตร ตามล าดับภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งมากกว่าสาย
พันธุ์ GY33 และ GY40 ตามรูปที่ 4.1ก  นอกจากนี้แบคทีเรียสายพันธุ์ GY30 GY33 GY36 และ 
GY40 สามารถลดค่าแรงตึงผิวของอาหารเบซัลจาก 56 มิลลินิวตันต่อเมตร เป็น 27.5 29.8 28.7 
และ 30.2 มิลลินิวตันต่อเมตร ตามล าดับ รูปที่ 4.1ข  โดยพบค่าแรงตึงผิวลดต่ าลงก่อนที่แบคทีเรียทั้ง 
4 สายพันธุ์ จะเข้าสู่ช่วงการผลิตสารลดแรงตึงผิวที่สูงสุด เนื่องจากแบคทีเรียทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้ผลิต
สารลดแรงตึงผิวในปริมาณที่มากกว่าค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชนิดนั้นแล้ว  การพิจารณาเลือก
แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวในงานวิจัยนี้  จึงคัดเลือกจากปริมาณสารลดแรง
ตึงผิวในรูปสารสกัดหยาบและอัตราการเจริญของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได้ในปริมาณสูงได้แก่ GY30 และ GY36  
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รูปที่ 4.1 การเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของจุลินทรีย์ 4 สายพันธุ์ โดย ก.เปรียบเทียบ
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ  ข. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพโดยวัดค่าแรงตึงผิวของอาหารเลี้ยงเซลล์ และ ค. เปรียบเทียบปริมาณเซลล์ 
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 จากการสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA เพ่ือระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียทั้ง  4 
สายพันธุ์ โดยเปรียบเทียบล าดับดีเอ็นเอของยีน 16s rRNA จากคลังข้อมูล GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) สามารถระบุสายพันธุ์แบคทีเรีย GY30 GY33 GY36 และ GY40 
ได้ คือ Bacillus subtilis GY30 Cellulosimicrobium cellulans GY33 Cellulosimicrobium 
cellulans GY36 และ Gordonia westfalica GY40 โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือน (Identities) 
เท่ากับ 99 99 99 และ 99 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  เมื่อทดสอบการย้อมติดสีแกรม แบคทีเรียทั้ง 4 
สายพันธุ์ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (รูปที่ 4.2) ซึ่งเป็นผลที่สอดคล้องกับการจ าแนกแบคทีเรีย 
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus Cellulosimicrobium และ Gordonia เป็นแบคทีเรียแกรมบวกทั้งสิ้น  
และผลจากการทดสอบการย้อมสปอร์  สายพันธุ์  GY30 สามารถสร้างสปอร์อยู่ภายในเซลล์ 
(endospore) (รูปที่ 4.3ก)  ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของแบคทีเรียในกลุ่มของ Bacillus  นอกจากนั้นยัง
พบเซลล์ติดทั้งสีเขียวและแดงจากสายพันธุ์ GY36 แต่ไม่พบสปอร์ที่อยู่ภายในเซลล์ เนื่องจากไม่เคยมี
รายงานว่า C. cellulans สร้างสปอร์ จึงคาดว่าจะเป็นโครงสร้างอ่ืน (รูปที่ 4.3 ค)   

จากข้อมูลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ อัตราการเจริญ และสมบัติการลดแรงตึงผิว  
พบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ คือ B. subtilis GY30 และ     
C. cellulans GY36 แต่เมื่อพิจารณาตามพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ .ศ. 2558 
กล่าวคือจะต้องไม่เป็นเชื้อก่อโรคให้กลุ่มที่ 1 2 3 และ 4  หรือมีความเสี่ยงต่อการก่อโรค รวมกับ
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  จึงสรุปได้ว่า B. subtilis GY30 เป็นสายพันธุ์ที่
เหมาะสมต่อการน ามาศึกษาและปรับปรุงกระบวนการผลิตต่อ เนื่องจาก C. cellulans GY36 เป็น
เชื้อฉวยโอกาสซึ่งสามารถก่อให้เกิดโรคได้ในผู้ที่มีภูมิคุ้มกันต่ า (Rowlinson และคณะ, 2006, Petkar 
และคณะ, 2011)  ดังนั้นจึงเลือก B. subtilis GY30 ส าหรับศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
ขั้นต่อไป 
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รูปที่ 4.2 การย้อมติดสีแกรมของ ก. B. subtilis GY30 ข. C. cellulans GY33 ค. C. cellulans  
GY36 และ ง. G. westfalica GY40 

 
รูปที่ 4.3 การย้อมสีเอนโดสปอร์ด้วยมาลาไคท์กรีน ของ ก. B. subtilis GY30 ข. C. cellulans 
GY33 ค. C. cellulans GY36 และ ง. G. westfalica GY40  
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4.2 การพัฒนาและปรับปรุงการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในระดับ
ขวดเขย่า 

 ขั้นตอนการพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในระดับขวดเขย่า  ประกอบด้วยการ
เปรียบเทียบวิธีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์แบบเซลล์อิสระและแบบเซลล์ตรึงบนไคโต
ซาน และการปรับปรุงสูตรอาหารเบซัลให้มีความเข้มข้นของสารอาหารที่เป็นองค์ประกอบที่เหมาะสม
ต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ให้ได้ปริมาณสูงสุด โดยใช้เทคนิคการ
วิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว 
 4.2.1 เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวด้วยวิธีการเลี้ยงแบบเซลล์อิสระและเซลล์
ตรึง 

 การเปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีการเลี้ยงเซลล์แบบเซลล์ อิสระและ
วิธีการเลี้ยงเซลล์ด้วยวิธีตรึงเซลล์บนไคโตซาน ใช้อาหารเบซัลและใช้น้ ามันถั่วเหลืองเป็นสารตั้งต้น
ปริมาณ 2 % (v/v) และระยะเวลาการผลิต 3 วัน โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเซลล์อิสระ
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้ 0.92 ± 0.15 กรัมต่อลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพโดยเซลล์ตรึงสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 1.32 ± 0.03 กรัมต่อลิตร ตามรูปที่ 
4.4ก  พบว่าการผลิตด้วยวิธีการตรึงเซลล์บนไคโตซานสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากกว่า
วิธีการเลี้ยงแบบเซลล์อิสระ โดยมีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมขึ้น 43.48% จากเดิมที่ผลิตได้ 
0.92 กรัมต่อลิตร (1.43 เท่า) ซึ่งยืนยันได้ว่าเซลล์ตรึงสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้มากกว่าการ
ผลิตแบบเซลล์อิสระ  เมื่อพิจารณาในด้านจ านวนเซลล์ในระบบการผลิตระหว่างการผลิตแบบเซลล์
ตรึงและเซลล์อิสระ  พบว่าระบบการเลี้ยงเซลล์แบบเซลล์ตรึงมีจ านวนเซลล์รวมในระบบ (ปริมาณ
เซลล์ทั้งหมดบนไคโตซาน 8 กรัม รวมกับปริมาณเซลล์ทั้งหมดในน้ าเลี้ยงเซลล์ 100 มิลลิลิตร) 
มากกว่าการเลี้ยงเซลล์แบบเซลล์อิสระ (ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในน้ าเลี้ยงเซลล์ 100 มิลลิลิตร)  โดยมี
จ านวนเซลล์รวมในระบบ 11.46 และ 10.72 log CFU ตามล าดับ (รูปที่ 4.4ข)  ซึ่ง Khondee และ
คณะ (2015) รายงานว่าปริมาณเซลล์ที่ตรึงบนไคโตซานมีมากกว่าระบบการเลี้ยงแบบเซลล์อิสระ 
เนื่องจากเซลล์ที่ยึดเกาะบนพ้ืนผิวไคโตซานมีความหนาแน่น ซึ่งเป็นผลที่สอดคล้องกับผลปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปของสารสกัดหยาบ  นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถือว่าเป็นสารเมทา
บอไลต์ทุติยภูมิและเป็นสารสะสมเพ่ือใช้เป็นแหล่งอาหารส ารอง (Van Hamme และคณะ, 2006) 
การผลิตด้วยเซลล์ตรึงนั้นมีปริมาณเซลล์ที่คงที่บนพ้ืนผิวของวัสดุตรึง  ท าให้เซลล์อยู่ในช่วงการเจริญ
แบบ stationary เมื่อแบคทีเรียสัมผัสกับแหล่งคาร์บอนจึงสร้างสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิ แทนการน า
แหล่งคาร์บอนมาใช้เพ่ิมจ านวนเซลล์  ดังนั้นจึงเลือกการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์ตรึงบน
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ไคโตซาน เพ่ือการศึกษาองค์ประกอบของสารอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จาก B. subtilis GY30 ต่อไป 

 
รูปที่ 4.4 เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ก) และจ านวนเซลล์ทั้งหมดในระบบของ          
B. subtilis GY30 (ข) ด้วยวิธีการเลี้ยงแบบเซลล์อิสระและเซลล์ตรึง 
  

4.2.2 ศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

 ในขั้นแรกได้ศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก            
B. subtilis GY30 โดยแปรผันปริมาณสารอาหารดังต่อไปนี้ คือ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง           
ในช่วง 0 - 10 % (v/v) (Luna และคณะ, 2011) ปริมาณโซเดียมไนเตรตโดยแปรผันตามสัดส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจน ตั้งแต่ 10:1 - 25:1 กรัมคาร์บอนต่อกรัมไนโตรเจน (Kumar และคณะ, 2012) 
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ปริมาณเหล็กซัลเฟตในช่วง 0 - 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร (Kiran และคณะ, 2014, Gudina และคณะ, 
2015) และปริมาณแมงกานีสซัลเฟต 0 - 20 มิลลิโมลาร์ (Gudina และคณะ, 2015) โดยการแปรผัน
ปริมาณสารดังกล่าวใช้วิธีการออกแบบการทดลองแบบ One factor at a time ถึงแม้การออกแบบ
การทดลองแบบ One factor at a time จะไม่สามารถอธิบายความสัมพันธ์ของปัจจัยแต่ละปัจจัย 
(Bezerra และคณะ, 2008) แต่เป็นการออกแบบการทดลองที่เข้าใจได้ง่ายและไม่ซับซ้อน จึงน ามาใช้
ออกแบบเพ่ือน าข้อมูลไปเลือกช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
Plackett-Burman และบ็อก-เบห์นเคน  ส าหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบที่มีผลต่อการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในเชิงบวกและการวิเคราะห์หาปริมาณสารอาหารที่ท าให้เกิดการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวที่สูงที่สุดตามล าดับ เนื่องจากปัญหาที่พบส่วนใหญ่ของการวิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว คือ  
การเลือกช่วงที่ผิดพลาดส่งผลให้ปัจจัยบางปัจจัยถูกตัดออกจากการทดลอง (Baş และ Boyacı, 2007) 

การแปรผันปริมาณน้ ามันถ่ัวเหลืองส าหรับแหล่งคาร์บอนอยู่ในช่วง 0.5 1.5 3.5 5 10 %v/v 
(Luna และคณะ, 2011, Khondee และคณะ, 2015) ผลที่ได้พบว่าปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง 1.5 % 
v/v สามารถให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้สูงที่สุดคือ 1.30 กรัมต่อลิตร จากรูปที่ 4.5ก 
จากนั้นได้แปรผันปริมาณโซเดียมไนเตรตส าหรับสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนให้อยู่
ในช่วง 10:1 15:1 และ 25:1 (Kumar และคณะ, 2012) โดยก าหนดปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองเท่ากับ 
1.5 % v/v ปริมาณเหล็กและแมงกานีสปริมาณตามสูงอาหารเบซัลเดิม  การค านวณสัดส่วนคาร์บอน
และไนโตรเจนคิดเป็นปริมาณคาร์บอนอะตอม (กรัม) ในระบบซึ่งมีจากน้ าตาลกลูโคสและน้ ามันถั่ว
เหลืองต่อปริมาณของไนโตรเจนอะตอม (กรัม) จากโซเดียมไนเตรตและสารสกัดยีสต์ (ภาคผนวก ก) 
ผลการศึกษาสัดส่วนที่ให้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดคือ สัดส่วนแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน
ที่ 15:1 ซึ่งผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 1.52 กรัมต่อลิตร ดังรูปที่ 4.5ข หลังจากทราบปริมาณ
น้ ามันถั่วเหลืองและสัดส่วนปริมาณแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนแล้ว  ได้แปรผันปริมาณเหล็ก โดยใช้
เหล็กซัลเฟตซึ่งมีผลต่อการเพ่ิมปริมาณเซลล์และการผลิตสารลดแรงตึงผิวมากกว่าการใช้เหล็กคลอ
ไรด์ (Maqsood และคณะ, 2011, Gaensly และคณะ, 2014) โดยแปรผันปริมาณเหล็กในช่วงความ
เข้มข้น 0 1 10 100 และ 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ว่าความเข้มข้นเหล็กซัลเฟต 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้โดยผลิตได้ในปริมาณ 1.56 กรัมต่อลิตร ดังรูปที่ 4.5ค 
และสุดท้ายแปรผันความเข้มข้นแมงกานีสในช่วง 0 0.02 0.2 2.0 และ 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่ผลิตได้คือ 1.7 กรัมต่อลิตร ที่ความเข้มข้นแมงกานีสเท่ากับ 0.02 และ 0.2 
มิลลิโมลาร์ ตามรูปที่ 4.5ง 
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รูปที่ 4.5 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชีวภาพจากการออกแบบการทดสอบแบบ one factor at a 
time ก. แปรผันปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองในช่วง 0 - 10 % v/v ข. แปรผันอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนตั้งแต่ 10:1 - 25:1 ค. แปรผันปริมาณเหล็กซัลเฟตตั้งแต่ 0 - 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร และ 
ง. แปรผันปริมาณแมงกานีสซัลเฟตตั้งแต่ 0 - 20 มิลลิโมลาร์  
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รูปที่ 4.6 ปริมาณเซลล์ทั้งหมดในระบบจากการออกแบบการทดสอบแบบ one factor at a time ก. 
แปรผันปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองในช่วง 0 - 10 % v/v ข. แปรผันอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน
ตั้งแต่ 10:1 - 25:1 ค. แปรผันปริมาณเหล็กซัลเฟตตั้งแต่ 0 - 1000 มิลลิกรัมต่อลิตร และ ง. แปรผัน
ปริมาณแมงกานีสซัลเฟตในช่วง 0 - 20 มิลลิโมลาร ์ทดการทดลอง 2 ชุดการทดลอง 
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 จากการแปรผันปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง ปริมาณโซเดียมไนเตรต (อัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน) ปริมาณเหล็กและปริมาณแมงกานีสในอาหารเบซัลที่ใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิว ได้ปริมาณที่
ท าให้มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้สูงที่สุดในแต่ละปัจจัยคือ 1.5 %v/v 15:1 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ 0.02 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ ซึ่งค่าปริมาณที่ให้ผลดีที่สุดของแต่ละปัจจัยสามารถน ามาเป็นค่าสูง 
(+1) และค่ากลาง (0) ของระดับปริมาณ เมื่อใช้ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 
และบ็อก-เบห์นเคน 
 เพ่ือยืนยันผลขององค์ประกอบของอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในเชิง
บวก ผู้วิจัยใช้วิธีการออกแบบแบบ Plackett-Burman ส าหรับการเลือกปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิต ผล
การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากปริมาณองค์ประกอบสารอาหารที่แตกต่างกันตามการออกแบบ 
ดังตารางที่ 4.1 พบว่าปัจจัยขององค์ประกอบของอาหารที่มีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
คือ น้ ามันถั่วเหลืองซึ่งใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาณโซเดียมไนเตรตใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน ปริมาณ
เหล็กซัลเฟต และปริมาณแมงกานีสซัลเฟต โดยมีค่า P เท่ากับ 0.000205 0.005931 0.045881 และ 
0.000156 ตามล าดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.2 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.05 ซึ่งสามารถอธิบายได้ว่าการ
ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสม ปริมาณเหล็กซัลเฟตและปริมาณ
แมงกานีสซัลเฟต ช่วยเพ่ิมความแตกต่างของปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิว จากการเปรียบเทียบ
ปริมาณความเข้มข้นที่ระดับต่ า (-1) ซึ่งให้ผลการผลิตสารลดแรงตึงปริมาณต่ า และความเข้มข้นที่
ระดับสูง (+1) ที่ให้ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวที่สูง ซึ่งมีการผลิตที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับความเชื่อมั่นที่ 95% แสดงว่าปัจจัยขององค์ประกอบอาหารทั้ง 4 ปัจจัย ที่เลือกมาศึกษาการ
ส่งผลต่อปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก B. subtilis GY30  และสามารถเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้อย่างมีนัยส าคัญ  
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ตารางที่ 4.1 ชุดทดลองของความเข้มข้นขององค์ประกอบของอาหารชนิดต่างๆ ที่ออกแบบการ
ทดลองด้วย Plackett-Burman และปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ในแต่ละชุด 

ชุด
ทดลอง 

ระดับความส าคัญ 
ผลผลิต (กรัมต่อ

ลิตร) 

X1 X2 X3 X4 
ค่า
จริง 

ค่า
ท านาย 

1 -1 (0.5) -1 (10:1) -1 (0.01) +1 (0.002) 1.19 1.189 
2 +1 (5) -1 (10:1) -1 (0.01) -1 (0.000002) 1.08 1.178 
3 -1 (0.5) +1 (15:1) -1 (0.01) -1 (0.000002) 1.06 1.060 
4 +1 (5) +1 (15:1) -1 (0.01) +1 (0.002) 1.67 1.673 
5 -1 (0.5) -1 (10:1) +1 (10) +1 (0.002) 1.25 1.252 
6 +1 (5) -1 (10:1) +1 (10) -1 (0.000002) 1.34 1.341 
7 -1 (0.5) +1 (15:1) +1 (10) -1 (0.000002) 1.11 1.111 
8 +1 (5) +1 (15:1) +1 (10) +1 (0.002) 1.84 1.844 

หมายเหตุ : X1 คือ น้ ามันถั่วเหลือง (% v/v), X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (กรัม
คาร์บอนต่อกรัมไนโตรเจน), X3 คือ ความเข้มข้นเหล็กซัลเฟต (มิลลิกรัมต่อลิตร) และ X4 คือ ความ
เข้มข้นของแมงกานีสซัลเฟต (โมลาร์) และค่าผลผลิตค่าจริงเป็นค่าเฉลี่ยจาก 2 ชุดการทดลอง 
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ตารางที่ 4.2 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวในเบื้องต้นจากการออกแบบ 
Plackett-Burman  
ANOVA; Var.:yield; R-sqr=.87602; Adj:.83094 4 Factor Screening Design; MS 
Residual=.0320499 DV: yield 

Factor SS df MS F value p value 

น้ ามันถั่วเหลือง 0.438244 1 0.438244 29.55444 0.000205 
อัตราส่วนคาร์บอนไนโตรเจน 0.171396 1 0.171396 11.55866 0.005931 

เหล็กซัลเฟต 0.075076 1 0.075076 5.06300 0.045881 
แมงกานีสซัลเฟต 0.467856 1 0.467856 31.55142 0.000156 

Error 0.163112 11 0.014828 
  

Total SS 1.315684 15 
   

 

 
รูปที่ 4.7 การวิเคราะห์องค์ประกอบของอาหารที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 แบบเซลล์ตรึงบนไคโตซานในระดับ
ขวดเขย่า ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman ท าให้ทราบว่าปริมาณน้ ามันถั่ว
เหลือง ปริมาณโซเดียมไนเตรตที่เป็นสัดส่วนกับน้ ามันถั่วเหลือง ปริมาณเหล็กซัลเฟต และปริมาณ
แมงกานีสซัลเฟต มีผลต่อการเพ่ิมปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis GY30 
และเพ่ือทราบปริมาณที่เหมาะสมขององค์ประกอบอาหารทั้ง 4 ชนิด ที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพในปริมาณสูงที่สุด จึงได้ออกแบบการทดลองโดยใช้วิธีบ็อก-เบห์นเคน เพ่ือหาปริมาณที่
เหมาะสมของแต่ละองค์ประกอบ ซึ่งได้จ านวนชุดการทดลองทั้งหมด 27 ชุดการทดลอง  และผลการ
ผลิตการทดลองในแต่ละชุดการทดลองดังตารางที่ 4.3 เมื่อวิเคราะห์ด้วยหลักสถิติซึ่งได้ตาราง 
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ANOVA ตามตารางที่ 4.4 สามารถอธิบายได้ว่าการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นมีปัจจัยที่ส่งผล 
คือ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองและอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน จากการอ่านค่า P ของตาราง 
ANOVA มีค่าเท่ากับ 0.000 และ 0.000 ซึ่งมีค่าน้อยกว่า 0.05 ท าให้ปฏิเสธสมมติฐาน H0 แล้ว
ยอมรับ H1 คือ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองและอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตสารลด
แรงตึงผิว และเมื่อพิจารณาตาราง ANOVA ตารางที่ 4.5 เพ่ือสร้างสมการความสัมพันธ์ของทั้งสี่ปัจจัย
และปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิต พบว่าปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน และ
ปัจจัยร่วมระหว่างปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองกับปริมาณแมงกานีส มีค่า P เท่ากับ 0.00 0.00 และ 
0.000171 ซึ่งน้อยกว่า 0.05 นั่นคือ เป็นปัจจัยหลักที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และ
เมื่อพิจารณาค่า SS (Lack of Fit) ต่อ SS (Pure Error)เท่ากับ 0.000 พบว่ามีค่าน้อยกว่าค่า Fisher 
variance ratio (F0.05(10, 27)= 2.205) จากตารางค่า F จาก df เท่ากับ 10 และ 27 ที่ระดับ 5% 
อธิบายได้ว่าให้ปฏิเสธ H0 สมการมีความไม่เหมาะสม และยอมรับ H1 สมการไม่มีความไม่เหมาะสม 
นั่นแสดงว่าสมการที่สร้างมีความเหมาะสมกับข้อมูลจริง โดยสมการความสัมพันธ์ที่ได้ดังในสมการที่ 
4.1 สามารถสร้างได้จากข้อมูลตารางที่ 4.6 และใช้อธิบายความสัมพันธ์ดังรูปที่ 4.8 ส าหรับกราฟ
ตอบสนองเชิงพ้ืนผิว ซึ่งผลจากการสมการและกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิวสามารถอธิบายได้ว่าปริมาณ
น้ ามันถั่วเหลือง (2.70 % v/v) สัดส่วนแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน (14.75:1) ปริมาณเหล็ก (50 
มิลลิกรัมต่อลิตร) และปริมาณแมงกานีส (0.002 โมลาร์) เป็นความเข้มข้นขององค์ประกอบที่ให้การ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดคือ 1.643 กรัมต่อลิตร จากการท านายโดยใช้สมการความสัมพันธ์ 
(สมการที่ 4.1) ซึ่งสามารถอธิบายความสัมพันธ์ขององค์ประกอบทั้ง 4 ปัจจัยได้ด้วยสมการแสดง
ความสัมพันธ์ที่อยู่ในรูปความสัมพันธ์ยกก าลังซึ่งมีค่า R2 เท่ากับ 0.86774 สามารถบอกได้ว่าสมการ
แสดงความสัมพันธ์ดังกล่าวที่ได้มีค่าทดลองจริงของชุดข้อมูลกับค่าท านายที่สมกัน  นอกจากการ
ท านายค่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สามารถผลิตได้เมื่อปริมาณของคาร์บอน ไนโตรเจน เหล็ก และ
แมงกานีส แปรผันในช่วงที่ได้ออกแบบการทดลองไว้  สมการแสดงความสัมพันธ์ของปัจจัยทั้งสี่ที่ได้
จากการออกแบบแบบบ็อก-เบฮ์นเคน สามารถน ามาประยุกต์ใช้ได้กับงานด้านการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากแหล่งอาหารที่ทราบปริมาณองค์ประกอบสารอาหารหรือแหล่งคาร์บอนที่เป็นของเสีย
เหลือใช้จากการเกษตรหรืออุตสาหกรรม เพ่ือประเมินค่าการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ควรจะ
ผลิตได้ โดยใช้ B. subtilis GY30 โดยใช้สมการความสัมพันธ์ก าลังสองที่ได้จากการทดลอง 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของ (Sen และ Swaminathan, 2004) ได้ศึกษาระยะเวลาการบ่มหัวเชื้อและ
ปริมาณหัวเชื้อที่ใช้ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย B. subtilis DSM 3256 และได้สมการแสดง
ความพันธ์ก าลังสอง ส าหรับใช้อธิบายปริมาณและระยะเวลาบ่มให้มีค่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด 
นอกจากนั้น Sen และ Swaminathan (2004) ได้น าระยะเวลาและปริมาณหัวเชื้อที่ได้จากสมการ
ความสัมพันธ์มาใช้กับการทดลองซึ่งสามารถให้ผลการผลิตที่สูง  ดังนั้นสมการความสัมพันธ์ก าลังสอง
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จากการทดลอง สามารถน ามาใช้ประเมินปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ได้
ในอนาคต  ส่วนการน าสมการดังกล่าวมาประยุกต์ใช้กับแบคทีเรียชนิดอ่ืน ส าหรับการใช้แบคทีเรียใน
กลุ่ม Bacillus sp. ด้วยกัน คาดว่าสามารถใช้สมการในการประเมินปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
ผลิตได้  ส่วนการน าไปใช้กับแบคทีเรียสายพันธุ์ อ่ืน อาจต้องเริ่มศึกษาจากการก าหนดปริมาณ
สารอาหาร และเปรียบเทียบวัดผลผลิตที่ได้จากการทดลอง กับแนวโน้มของผลผลิตจากสมการหรือ
จากกราฟการตอบสนองเชิงพ้ืนผิว หากค่าที่ได้มีแนวโน้มการผลิตในทิศทางเดียวกัน ก็สามารถน า
สมการความสัมพันธ์มาใช้คาดการการผลิตสารลดแรงตึงผิวได้  แต่ถ้าแนวโน้มการผลิตของแบคทีเรีย
สายพันธุ์อ่ืนไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน ก็จ าเป็นต้องเริ่มศึกษาในส่วนของการคัดเลือกและกลั่นกรอง
ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต ซึ่งอาจใช้ค่าส าหรับการระบุระดับของปัจจัยจากรายงานก่อนหน้าในสายพันธุ์
เดียวกันได้ 
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ตารางที่ 4.3 การออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบห์นเคน โดยมีตัวแปรอิสระ 4 ตัวแปร ได้แก่ น้ ามัน
ถั่วเหลือง อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจน เหล็ก และแมงกานีส โดยแต่ละตัวแปรอิสระมี
ระดับความส าคัญ 3 ระดับ และปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ในแต่ละชุดการทดลอง 

ชุด
ทดลอง 

บล็อก 
ระดับความส าคัญ ผลผลติ (กรัมต่อลิตร) 

X1 X2 X3 X4 ค่าจริง 
ค่า

ท านาย 
1 1 -1 (1) -1 (10:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.130 1.131 
2 1 +1 (5) -1 (10:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.155 1.157 
3 1 -1 (1) +1 (20:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.165 1.169 
4 1 +1 (5) +1 (20:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.190 1.195 
5 1 0 (3) 0 (15:1) -1 (1) -1 (0.00002) 1.571 1.574 
6 1 0 (3) 0 (15:1) +1 (100) -1 (0.00002) 1.571 1.574 
7 1 0 (3) 0 (15:1) -1 (1) +1 (0.002) 1.620 1.623 
8 1 0 (3) 0 (15:1) +1 (100) +1 (0.002) 1.620 1.623 
9 1 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.576 1.578 
10 2 -1 (1) 0 (15:1) 0 (50) -1 (0.00002) 1.347 1.349 
11 2 +1 (5) 0 (15:1) 0 (50) -1 (0.00002) 1.410 1.412 
12 2 -1 (1) 0 (15:1) 0 (50) +1 (0.002) 1.600 1.603 
13 2 +1 (5) 0 (15:1) 0 (50) +1 (0.002) 1.254 1.257 
14 2 0 (3) -1 (10:1) -1 (1) 0 (0.0002) 1.336 1.337 
15 2 0 (3) +1 (20:1) -1 (1) 0 (0.0002) 1.371 1.375 
16 2 0 (3) -1 (10:1) +1 (100) 0 (0.0002) 1.336 1.337 
17 2 0 (3) +1 (20:1) +1 (100) 0 (0.0002) 1.371 1.375 
18 2 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.576 1.578 
19 3 -1 (1) 0 (15:1) -1 (1) 0 (0.0002) 1.370 1.372 
20 3 +1 (5) 0 (15:1) -1 (1) 0 (0.0002) 1.395 1.398 
21 3 -1 (1) 0 (15:1) +1 (100) 0 (0.0002) 1.370 1.372 
22 3 +1 (5) 0 (15:1) +1 (100) 0 (0.0002) 1.395 1.398 
23 3 0 (3) -1 (10:1) 0 (50) -1 (0.00002) 1.331 1.332 
24 3 0 (3) +1 (20:1) 0 (50) -1 (0.00002) 1.366 1.370 
25 3 0 (3) -1 (10:1) 0 (50) +1 (0.002) 1.380 1.381 
26 3 0 (3) +1 (20:1) 0 (50) +1 (0.002) 1.415 1.419 
27 3 0 (3) 0 (15:1) 0 (50) 0 (0.0002) 1.576 1.578 

หมายเหตุ : X1 คือ น้ ามันถั่วเหลือง (% v/v), X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (กรัมคาร์บอนต่อกรัม
ไนโตรเจน), X3 คือ ความเข้มข้นเหล็กซัลเฟต (มิลลิกรัมต่อลิตร) และ X4 คือ ความเข้มข้นของแมงกานีสซัลเฟต (โม
ลาร์) และค่าผลผลิตค่าจริงเป็นค่าเฉลี่ยจาก 2 ชุดการทดลอง 
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ตารางที่ 4.4 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-เบฮ์นเคน 
ANOVA; Var.:yield; R-sqr=.77471; Adj:.72231 4 3-level Factosr, 3 blocls, 54 Runs; MS 
Residual=.0068087 DV: yield 

Factor SS df MS F value p value 
Blocks 0.000000 2 0.000000 0.00000 1.000000 

น้ ามันถั่วเหลือง L+Q 0.403661 2 0.201830 29.64289 0.000000 
อัตราส่วนคาร์บอนไนโตรเจน L+Q 0.536486 2 0.268243 39.39695 0.000000 

เหล็กซัลเฟต L+Q 0.000000 2 0.000000 0.00000 1.000000 
แมงกานีสซัลเฟต L+Q 0.018716 2 0.009358 1.37440 0.263880 

Error 0.292775 43 0.006809 
  

Total SS 1.299528 53 
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ตารางที่ 4.5 การอธิบายปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและความเหมาะสมของ

สมการความสัมพันธ์ 

ANOVA; Var.:yield; R-sqr=.86774; Adj:.81055 4 3-level Factors, 3 blocks, 54 Runs; MS 
Pure Error=.0063658 DV: yield 

Factor SS df MS F value p value 
Blocks 0.000000 2 0.000000 0.00000 1.000000 

น้ ามันถั่วเหลือง L+Q 0.472582 2 0.236291 37.11881 0.000000 
อัตราส่วนคาร์บอนไนโตรเจน L+Q 0.533674 2 0.266837 41.91726 0.000000 

เหล็กซัลเฟต L+Q 0.000000 2 0.000000 0.00000 1.000000 
แมงกานีสซัลเฟต L+Q 0.018714 2 0.009357 1.46985 0.247782 

1*2 0.000000 1 0.000000 0.00000 1.000000 
1*3 0.000000 1 0.000000 0.00000 1.000000 
1*4 0.120898 1 0.120898 18.99175 0.000171 
2*3 0.000000 1 0.000000 0.00000 1.000000 
2*4 0.000000 1 0.000000 0.00000 1.000000 
3*4 0.000000 1 0.000000 0.00000 1.000000 

Lack of Fit 
-

0.000000 
10 

-
0.000000 

-0.00000  

Pure Error 0.292775 27 0.006809 
  

Total SS 1.299528 53 
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ตารางที่ 4.6 การวิเคราะห์ส าหรับสร้างสมการความสัมพันธ์  
Regr. Corfficients; Var.:yield; R-sqr=.86774; Adj:.81055 4 3-level Factors, 3 blocks, 54 
Runs; MS Pure Error=.0063658 DV: yield 

Factor 
Regressn 
Coeff. 

Std.Err. 
Pure Err. 

t(27) P value 

Mean/Interc. -0.9712 0.30 -3.26936 0.002940 
Block1 0.0000 0.02 0.00000 1.000000 

Block2 0.0000 0.02 0.00000 1.000000 
น้ ามันถั่วเหลือง L 0.3066 0.06 5.23100 0.000016 
น้ ามันถั่วเหลือง Q -0.0483 0.01 -7.90949 0.000000 

อัตราส่วนคาร์บอนไนโตรเจน L 0.2708 0.03 8.65244 0.000000 
อัตราส่วนคาร์บอนไนโตรเจน Q -0.0089 0.00 -9.11698 0.000000 

เหล็กซัลเฟต L 0.0000 0.00 -0.00000 1.000000 
เหล็กซัลเฟต Q -0.0000 0.00 -0.00000 1.000000 

แมงกานีสซัลเฟต L 179.6431 199.99 0.89827 0.376981 
แมงกานีสซัลเฟต Q 0.0000 85886.41 0.00000 1.000000 

1*2 0.0000 0.00 0.00000 1.000000 
1*3 0.0000 0.00 -0.00000 1.000000 
1*4 -51.6266 11.85 -4.35795 0.000171 
2*3 0.0000 0.00 0.00000 1.000000 
2*4 0.0000 4.74 0.00000 1.000000 
3*4 0.0000 0.48 0.00000 1.000000 

 

 
สมการที่ 4.1 สมการแสดงความสัมพันธ์ระหว่างน้ ามันถั่วเหลือง (X1) อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
(X2) ปริมาณเหล็ก (X3) และปริมาณแมงกานีส (X4) 
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Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.5 
 < 1.5 
 < 1.4 
 < 1.3 
 < 1.2 
 < 1.1 
 < 1 
 < 0.9 

Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.5 
 < 1.5 
 < 1.4 
 < 1.3 

Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.6 
 < 1.6 
 < 1.5 
 < 1.4 
 < 1.3 

Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.5 
 < 1.5 
 < 1.4 
 < 1.3 
 < 1.2 

Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.6 
 < 1.6 
 < 1.5 
 < 1.4 
 < 1.3 
 < 1.2 

Fitted Surface; Variable: Yield

4 3-level factors, 3 Blocks, 54 Runs; MS Residual=.0068087

DV: Yield

 > 1.625 
 < 1.625 
 < 1.6 
 < 1.575  

รูปที่ 4.8 กราฟการตอบสนองเชิงพื้นผิวโดยวัดค่าผลผลิตโดยเปรียบเทียบของปัจจัย 2 ปัจจัย ก. 
น้ ามันถั่วเหลืองต่ออัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ข. น้ ามันถั่วเหลืองต่อปริมาณเหล็ก ค. น้ ามันถั่ว
เหลืองต่อปริมาณแมงกานีส ง. อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อปริมาณเหล็ก จ. อัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อปริมาณแมงกานีส และ ช. ปริมาณเหล็กต่อปริมาณแมงกานีส 
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ต่อมาได้เลือกก าหนดค่าปัจจัยองค์ประกอบทั้ง 4 ปัจจัย ส าหรับผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เพ่ือเป็นการตรวจสอบความแม่นย าของสมการความสัมพันธ์ส าหรับใช้ท านายปริมาณการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ ผลดังตารางที่ 4.7 ผลปรากฏว่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จากการ
ทดลองมีค่าที่ใกล้เคียงกับผลจากการท านายจากสมการแสดงความสัมพันธ์ ท าให้สามารถยืนยันได้ว่า
ปริมาณองค์ประกอบของสารอาหารที่มีปริมาณท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ให้ผล
ผลิตสูงสุด ได้แก่ น้ ามันถั่วเหลือง (2.70 % v/v) สัดส่วนแหล่งคาร์บอนต่อไนโตรเจน (14.75:1) 
ปริมาณเหล็ก (50 มิลลิกรัมต่อลิตร) และปริมาณแมงกานีส (0.002 โมลาร์) สามารถให้ปริมาณการ
ผลิตที่สูงสุด 1.63 กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได้มากกว่าก่อนปรับสูตรอาหารเบซัล
ถึง 1.25 เท่า ซึ่งปริมาณสารอาหารที่ผ่านการปรับปรุงจากการออกแบบการทดลองด้วย            
บ็อก-เบฮ์นเคนได้สูตรอาหารเบซัลที่เปลี่ยนไปตามตารางที่ 4.8 และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณคาร์บอน 
ไนโตรเจน เหล็ก และแมงกานีส กับงานวิจัยอ่ืน (รูปที่ 4.9)  พบว่าปริมาณตั้งต้นของแหล่งคาร์บอนมี
ปริมาณที่แตกต่างกัน แต่เมื่อเปรียบเทียบเป็นอัตราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนอะตอมพบว่าอยู่
ในช่วง 5:1 ถึง 50:1 ซึ่งใกล้เคียงกัน ส่วนปริมาณเหล็กและแมงกานีสใช้ปริมาณที่หลากหลาย ซึ่งเป็น
ปริมาณที่ส่งเสริมการเจริญและการผลิตของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์   โดยได้น าสูตรอาหารเบซัลที่
ปรับปรุงแล้วมาใช้ในการขยายการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดต่อไป 

 
ตารางที่ 4.7 การตรวจสอบความแม่นย าของสมการแสดงความสัมพันธ์ 

ชุด
ทดลอง 

ปริมาณสาร ผลผลิต (กรัมต่อลิตร) 

X1 X2 X3 X4 ค่าจริง ค่าท านาย 
1 1 17:1 50 0.002 1.621 1.575 
2 3 13:1 50 0.0002 1.518 1.535 
3 5 12:1 50 0.001 1.086 1.244 

หมายเหตุ : X1 คือ น้ ามันถั่วเหลือง (% v/v), X2 คือ อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนต่อไนโตรเจน (กรัม
คาร์บอนต่อกรัมไนโตรเจน), X3 คือ ความเข้มข้นเหล็กซัลเฟต (มิลลิกรัมต่อลิตร) และ X4 คือ ความ
เข้มข้นของแมงกานีสซัลเฟต (โมลาร์) และค่าผลผลิตค่าจริงเป็นค่าเฉลี่ยจาก 3 ชุดการทดลอง 
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รูปที่ 4.9 เปรียบเทียบปริมาณแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน เหล็กและแมงกานีสที่ให้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสูง 
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ตารางที่ 4.8 เปรียบเทียบองค์ประกอบอาหารเบซัลก่อนและหลังปรับปรุงสูตรอาหาร 

สารอาหาร ก่อนปรับปรุงสูตร หลังปรับปรุงสูตร 

น้ ามันถั่วเหลือง 2% v/v 2.70% v/v 

NaNO3 7 g 10.17 g 

K2HPO4 1.0 g 1.0 g 

KH2PO4 0.5 g 0.5 g 

KCl 0.1 g 0.1 g 

MgSO4·7H2O 5 g 5 g 

CaCl2 0.01 g 0.01 

FeSO4·7H2O 0.01 g 0.06 g 

ผงสกัดจากยีสต์ 0.1 g 0.1 g 

กลูโคส 5 g 5 g 

H3BO3 0.013 g 0.013 g 

CuSO4·5H2O 0.025 g 0.025 g 

MnSO4·H2O 0.025 g 0.326 g 

MoNa2O4·2H2O 0.003 g 0.003 g 

ZnSO4·7H2O 0.035 g 0.035 g 
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4.3 การขยายขนาดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแพคเบด 

 4.3.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุม
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 0.5 vvm 

 การขยายขนาดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด ใช้       
B. subtilis GY30 แบบเซลล์ตรึงบนไคโตซาน และใช้สูตรอาหารเบซัลที่ปรับปรุงปริมาณองค์ประกอบ
สารอาหารที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงสุด  ทั้งนี้ได้ศึกษา
อัตราการให้อากาศที่ 0.5 และ 1.5 vvm โดยมีปริมาณไคโตซานในแพคคอลัมน์ 80 กรัม และก าหนด
อัตราการไหลของอาหารผ่านแพคคอลัมน์ที่ 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที ซึ่งได้จากการค านวณจากค่า
ระยะเวลาการกักเก็บ (hydraulic retention time, HRT) ปริมาตร 460 มิลลิลิตร ในแพคคอลัมน์
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ตามการค านวณกราฟมาตรฐาน ภาคผนวก จ พบว่าการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในภาวะการให้อากาศ 0.5 vvm ให้การผลิตที่สูงที่สุด คือ 0.7 กรัมต่อลิตร ในระยะเวลา 4 วัน 
ดังรูปที่ 4.10 และมีแนวโน้มที่ลดลงในวันที่ 5 ของการผลิต  เนื่องจากปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองไม่
เพียงพอต่อการเจริญ  สังเกตได้จากปริมาณเซลล์ที่ลดลงเช่นกันในช่วงวันที่ 5  ทั้งนี้มีรายงานว่า
แบคทีเรียสามารถใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตเป็นแหล่งคาร์บอนส ารอง (Van Hamme และ
คณะ, 2006)  ซึ่งปริมาณการผลิตที่ได้นั้นน้อยกว่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้สูงสุดใน
ระดับขวดเขย่า ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณอาหาร 0.5 vvm เป็นอัตราการให้อากาศที่ไม่เพียงพอต่อการ
เจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  โดย (Yao และคณะ, 2015) รายงานว่าอัตราการให้
อากาศที่ 1.0 และ 1.5 vvm รวมกับอัตราการกวน ส่งผลให้เพ่ิมผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก    
B. amyloliquefaciens fmb50 โดยผลิตสารลดแรงตึงผิวเซอเฟกตินได้มากกว่า 4 กรัมต่อลิตร 
 



 

 

86 

 
รูปที่ 4.10 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ปริมาณเซลล์ในน้ าเลี้ยงเซลล์และปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง
ที่เหลือในน้ าเลี้ยง ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุมอัตราการให้อากาศเท่ากับ 0.5 vvm 
และค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง 

 
ก                                     ข                                    ค      
รูปที่ 4.11 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุมอัตราการ
ให้อากาศเท่ากับ 0.5 vvm และค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง ก. วันที่ 0 ข. วันที่ 2 และ ค. วันที่ 5 
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4.3.2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดเมื่อควบคุม
อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 vvm และน าเซลล์ตรึงในแพคคอลัมน์กลับมาใช้ผลิตสารลดแรงตึง
ผิวซ้ า 

เมื่อปรับเปลี่ยนอัตราการให้อากาศจาก 0.5 เป็น 1.5 vvm  และให้อัตราการไหลอาหารผ่าน
แพคคอลัมน์ 0.6 มิลลิลิตรต่อลูกบาศก์เซนติเมตร พบว่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตได้สูงสุดเฉลี่ยมี
ค่าเท่ากับ 1.65 กรัมต่อลิตร ภายในเวลา 1 วัน โดยเหตุที่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพลดปริมาณลง   
ภายหลังจากการผลิตวันที่ 1 เนื่องจากเซลล์ที่อยู่ในรูปเซลล์อิสระนั้นอยู่ในสภาพที่ขาดแหล่งอาหาร 
สังเกตจากเส้นกราฟปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง (แหล่งคาร์บอน) ในน้ าเลี้ยงเซลล์มีปริมาณลดลง อีกทั้ง
ปริมาณเซลล์เริ่มลดลงแสดงถึงแหล่งอาหารขาดแคลน ท าให้เซลล์ใช้แหล่งอาหารอ่ืนในระบบมาเพ่ิม
จ านวน ซึ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิต สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนทดแทนได้ ท าให้ปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพลดลง ดังรูปที่ 4.12 โดยปริมาณสารลดแรงตึงผิวสูงสุดมีปริมาณการผลิตสารลด
แรงตึงผิวที่ใกล้เคียงกับการผลิตในระดับขวดเขย่า แต่ช่วงระยะเวลาการผลิตเร็วกว่า ท าให้สามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เพ่ิมมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบจ านวนวันในการผลิต การเพ่ิมอัตราการ
ให้อากาศเป็น 1.5 vvm ให้ผลที่สอดคล้องกับงานวิจัยของ (Amani และคณะ, 2010) ซึ่งผลิตสารลด
แรงตึงผิวด้วย B. subtilis ที่ภาวะอัตราการให้อากาศ 1.5 vvm พบว่าสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพได้ 2.8 กรัมต่อลิตร โดยเพิ่มขึ้นคิดเป็นร้อยละ 28 จากการผลิตในระดับขวดเขย่า ภายในเวลา 
2 วัน    

ต่อมาได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้วัสดุตรึงซ้ า ซึ่งศึกษาต่อเนื่องจากภาวะ
อัตราการให้อากาศจาก 1.5 vvm  และให้อัตราการไหลอาหารผ่านแพคคอลัมน์ 0.6 มิลลิลิตรต่อ
ลูกบาศก์เซนติเมตร เป็นเวลา 10 วัน ภายหลังจากการผลิตไปแล้ว 5 วัน ได้เก็บอาหารเก่าออก แล้ว
เติมอาหารเบซัลใหม่ลงไป เพื่อศึกษาการใช้ซ้ ารอบแรก ศึกษาผลของการผลิตต่อไปอีก 3 วัน (วันที่ 8) 
จึงเปลี่ยนอาหารเบซัลรอบที่ 2 จากนั้นศึกษาการผลิตไปอีก 3 วัน (วันที่ 10) เพ่ือยืนยันผลของการใช้
ซ้ าและประสิทธิภาพการผลิต พบว่าการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพค
เบดโดยใช้ส่วนของเซลล์ตรึงในแพคคอลัมน์ซ้ า ใช้ระยะเวลาการผลิตที่ให้ผลผลิตสูงสุดใช้เวลา 1 วัน 
และปริมาณสูงสุดที่ผลิตได้ในการใช้แพคคอลัมน์ซ้ าครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 คือ 1.45 และ 1.81 กรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ ตามรูปที่ 4.12  จากการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและการผลิตโดยใช้วัสดุตรึงซ้ า 
พบว่า B. subtilis GY30 ที่เกาะอยู่บนพื้นผิวไคโตซานนั้นยังคงประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ อีกทั้งปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองท่ีใช้เป็นสารตั้งต้น ซึ่งมีปริมาณมากและถูกดูดซับอยู่ในไคโตซาน
ก็ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ แต่ท าให้เซลล์อิสระนอกแพคคอลัมน์ไม่มีสารตั้งต้นที่ใช้เจริญ เซลล์จึงน าสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากเซลล์ในแพคคอลัมน์มาใช้ สังเกตได้จากรูปที่ 4.12 ในวันผลิตที่ 2-5 ของ
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การผลิตรอบแรก และช่วงวันผลิตที่ 2-3 ของการใช้แพคคอลัมน์ซ้ า มีปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ลดลง เมื่อปริมาณน้ ามันถั่วเหลืองลดน้อยลง แสดงให้เห็นว่าอัตราการให้อากาศที่เพียงพอต่อการ
เจริญ (1.5 vvm) ท าให้เซลล์เจริญและใช้สารตั้งต้นอย่างรวดเร็ว จนกระทั่งแหล่งอาหารขาดแคลนจน
เซลล์ลดจ านวนลง ท าให้เซลล์ที่เหลือใช้สารลดแรงตึงผิวเป็นแหล่งคาร์บอน  จากผลการศึกษาการ
ผลิตท าให้ทราบว่าปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดที่ผลิตได้อยู่ในช่วงวันที่ 1 ภายหลังจากการ
เปลี่ยนอาหาร ดังนั้นในการผลิตเพ่ือให้ได้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุดควรเก็บน้ าเลี้ยงเซลล์
หลังจากบ่มครบ 1 วัน แล้วเติมอาหารเบซัลส าหรับการผลิตซ้ าในรอบต่อไป หรือปรับปรุงระบบเลี้ยง
เซลล์จากแบตช์เป็นเฟด-แบตช์หรือแบบต่อเนื่อง เช่น งานวิจัยของ (Jin และคณะ, 2015)ได้ศึกษา
การผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก B. subtilis ด้วยวิธีเลี้ยงเซลล์แบบเฟด-แบตช์ โดยการแบ่งเติมน้ าตาล
กลูโคสออกเป็น 2 ช่วง ท าให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึน 35.7 % จากการเลี้ยงแบบแบตช์ 

การผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในปริมาณสูง
ได้ ซึ่งช่วยลดต้นทุนการผลิตลง  ทั้งนี้ยังมีแนวโน้มส าหรับการพัฒนาเพ่ือเพ่ิมผลผลิตในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแพคเบด โดยศึกษาปัจจัยอ่ืนนอกเหนือจากอัตราการให้อากาศที่ส่งผลต่อการผลิตและ
การเจริญของแบคทีเรีย ได้แก่ อัตราการไหลของอาหาร โดย (Liu และคณะ, 2016) พบว่าเมื่อลดค่า 
HRT ลง จะสามารถช่วยให้มีการเจริญของเซลล์และเซลล์อยู่ในช่วง stationary ท าให้สามารถผลิต
สารเมทาบอไลท์ล าดับสองได้ดีขึ้น และเม่ือเปรียบเทียบประเด็นค่า HRT ที่ลดลงส าหรับการผลิตในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด เซลล์บนไคโตซานที่ดูดซับน้ ามันถั่วเหลืองไว้ เมื่อค่า HRT ลดลง
สารอาหารที่อยู่ภายนอกแพคคอลัมน์สามารถไหลเข้าสู่แพคคอลัมน์ได้เร็วขึ้น ท าให้เซลล์ในแพค
คอลัมน์ได้รับสารอาหารซึ่งจะช่วยกระตุ้นให้เกิดการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (สารเมทาบอไลท์
ล าดับสอง) เช่นเดียวกับ (Liu และคณะ, 2016) ในทางกลับกันเซลล์อาจได้รับสารอาหารมากจนเซลล์
เขา้สู่การเจริญเพ่ิมจ านวนแทนการผลิตสารลดแรงตึงผิว 

แนวทางการพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดด้วย 
B. subtilis GY30 เพ่ือให้ได้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เพ่ิมขึ้นควรศึกษาภาวะอ่ืนเพ่ิมเติม เช่น 
อัตราไหลของอาหารที่ผ่านส่วนแพคคอลัมน์ที่เร็วขึ้น และเมื่อทราบถึงภาวะที่ส่งเสริมการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ได้สูงสุดแล้ว จึงปรับเปลี่ยนวิธีการเลี้ยงจากแบตช์เป็นเฟดแบตช์ และ
ใช้ส่วนของแพคคอลัมน์ในการผลิตซ้ า 
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รูปที่ 4.12 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพค
เบด ควบคุมสภาวะให้อากาศที่ 1.5 vvm ค่า HRT เท่ากับ 12 ชั่วโมง และการผลิตสารลดแรงตึงผิว
โดยใช้แพคเบดซ้ าโดยควบคุมสภาวะเดิม  
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4.4 ลักษณะสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis GY30 

 การศึกษาลักษณะและสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ประกอบด้วย สมบัติการลดค่าแรง
ตึงผิวและความปริมาณที่ก่อให้เกิดไมเซลล์ (CMC) รวมถึงการศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในสภาวะต่างๆ สมบัติการกระจายน้ ามัน และสมบัติการก่ออิมัลชัน  
 4.4.1 ส่วนประกอบทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 

 การวิเคราะห์ส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องต้น  โดยวิเคราะห์ปริมาณไขมัน
ด้วยวิธี Sulfo–phospho–vanillin วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford assay และวิเคราะห์
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดด้วยวิธี Phenol–sulfuric acid  พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก            
B. subtilis GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ ซึ่งได้จากการสกัดด้วยตัวท าลายคลอโรฟอร์มเมทานอล 
มีอัตราส่วนของไขมัน โปรตีน และน้ าตาล คือ 19:2:66 ตามตารางที่ 4.9  แสดงว่าส่วนประกอบของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 นั้น เป็นสารจ าพวกน้ าตาลและไขมัน ซึ่งแตกต่างจาก
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก Bacillus sp. สายพันธุ์อ่ืนๆ อยู่ในกลุ่มของลิโพเปปไทด์      
(Geys และคณะ, 2014) อย่างไรก็ดีมีรายงานแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus สามารถผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพไกลโคลิพิดได้เช่นกัน เช่น B. subtilis TU2 (Cheng, 2013) และ B. megaterium 
(Thavasi และคณะ, 2007) ตารางที่ 4.9  เพ่ือยืนยันผลของโครงสร้างของส่วนประกอบของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 นั้น  ผู้วิจัยได้น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis 
GY30 ในรูปสารสกัดหยาบมาตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ FT-IR พบช่วงการ
ดูดกลนืในช่วงกว้างในช่วง 2800-3500 cm-1 มีจุดยอดอยู่ที่ 3341.72 cm-1 ซึ่งแสดงว่าประกอบด้วย
หมู่ไฮดรอกซิล (O-H) จากพอลิเซ็กคาไรด์ และมีการดูดกลืนที่ 1713 cm-1 และ 1651 cm-1 แสดงถึง
พันธะระหว่างคาร์บอนและออกซิเจนอะตอม (C=O) จากหมู่เอสเทอร์ และหมู่เอไมด์ที่การดูดกลืนที่ 
1457 cm-1 นอกจากนั้นที่การดูดกลืนที่ 1026.75 cm-1 860.28 cm-1 และ 722.02 cm-1 แสดงถึง
หมู่ CH2 (Kiran และคณะ, 2010) (รูปที่ 4.13) เมื่อพิจารณาผลร่วมกันระหว่างองค์ประกอบจาก
โครงสร้างเคมีพ้ืนฐาน และเทคนิค FT-IR สามารถสรุปได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis 
GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบนั้น เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มไกลโคลิพิด  
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ตารางที่ 4.9 การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบจาก 
B. subtilis GY30 และเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus sp. สายพันธุ์อ่ืน 

สายพันธุ์ 
Bacillus sp. 

สัดส่วนองค์ประกอบโครงสร้าง ประเภทสาร
ลดแรงตึงผิว 

อ้างอิง 
ไขมัน โปรตีน น้ าตาล 

B. subtilis 
GY30 

19.01±1.22 1.94±0.16 66.44±2.65 ไกลโคลิพิด งานวิจัยนี้ 

Bacillus sp. 
GY19 

54 20 4 ลิโพเปปไทด์ 
Khondee 
และคณะ, 

2015 

B. subtilis 
LB5a 

53.6 38.5 - ลิโพเปปไทด์ 

(Nitschke 
และ 

Pastore, 
2006) 

B. subtilis 
TU2 

ไม่รายงาน ไม่รายงาน ไม่รายงาน 
ไกลโคลิพิด 
ลิโพเปปไทด์ 

(Cheng, 
2013) 

B. 
megaterium 

70 - 28 ไกลโคลิพิด 
Thavasi และ
คณะ, 2007 

B. circulans ไม่รายงาน ไม่รายงาน ไม่รายงาน ลิโพเปปไทด์ 
(Das และ

คณะ, 2008) 

 
หมายเหตุ สารลดแรงตึงผิวในบางงานวิจัยไม่มีรายงานสัดส่วนองค์ประกอบโครงสร้างของสารลดแรง
ตึงผิว เนื่องจากงานวิจัยดังกล่าวไม่ได้ศึกษาองค์ประกอบด้วยการทดสอบทางเคมี แต่วิเคราะห์
โครงสร้างทางเคมีแทนจึงสามารถระบุประเภทของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เช่นกัน 
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รูปที่ 4.13 การวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเครื่อง FT-IR Spectrometer 
โดยวัดการดูดกลืนแสงในช่วงคลื่นตั้งแต่ 400-4000 cm-1 

 
  

-OH 

-CH 

C=O 

-CH2 
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4.4.2 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ (CMC) 

ค่า CMC เป็นสมบัติที่ส าคัญอย่างหนึ่งส าหรับการอธิบายการลดแรงตึงผิว และใช้อธิบาย
ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ต่ าท่ีสุดซึ่งก่อให้เกิดการสร้างไมเซลล์ เมื่อทราบถึงค่า CMC ของสาร
ลดแรงตึงผิว ท าให้สามารถประมาณความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อน าไปประยุกต์ใช้ได้
กับงานต่างๆ ได้ ทั้งด้านการบ าบัดสารปนเปื้อน การกระจายคราบน้ ามัน และการก่ออิมัลชัน โดย
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวที่มากขึ้นจะส่งผลให้มีประสิทธิภาพของสมบัติต่างๆ สูงขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญ (Liu และคณะ, 2016) แต่ส าหรับบางงานวิจัยที่ประยุกต์ใช้ทางด้านการบ าบัดสารปนเปื้อน
ในสิ่งแวดล้อม จะจ ากัดปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่ใช้ เนื่องจากปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มาก
เกินค่า CMC สามารถช่วยในสารปนเปื้อนมีความสามารถในการละลายได้ดีขึ้น ซึ่งเป็นผลให้เกิดการ
ปนเปื้อนในวงกว้างได้ หากต้องการยับยั้งการเคลื่อนที่ของสารปนเปื้อน นิยมใช้ความเข้มข้น        
สารลดแรงตึงผิวที่น้อยกว่าค่า CMC  (Bustamante และคณะ, 2012) จากการวิเคราะห์ค่า CMC 
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis GY30 ที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบนั้นมีค่า CMC ที่ 420.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถลดค่าแรงตึงผิวของน้ าลงจาก 72 มิลลินิวตันต่อเมตร เป็น 31.24 มิลลินิว
ตันต่อเมตร ตามรูปที่ 4.14 แต่ค่า CMC ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ B. subtilis GY30 ยังมีค่าที่
สูงกว่าสารลดแรงตึงผิวทางเคมี เช่น SDS และ Dehydol LS7 ท าให้การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
ของสารลดแรงตึงผิว GY30 กับสารลดแรงตึงผิวทางเคมีในปริมาณที่เท่ากัน สารลดแรงตึงผิวทางเคมีที่
มีค่า CMC ต่ ากว่าก็จะให้ประสิทธิภาพที่ดีกว่า และหากต้องการให้ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ GY30 ใกล้เคียงกับสารลดแรงตึงผิวทางเคมี จ าเป็นต้องใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 ใน
ปริมาณที่สูงกว่าสารลดแรงตึงผิวเคมี เช่นเดียวกับงานวิจัย (Urum และคณะ, (2006) ได้ศึกษา
ประสิทธิภาพการชะน้ ามันดิบออกจากดิน โดยเปรียบผลจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแรมโนลิพิด    
ซาโพนิน และสารลดแรงตึงผิวทางเคมี SDS พบว่าสารลดแรงตึงผิว SDS และแรมโนลิพิด          
ให้ผลการชะน้ ามันได้ดีกว่า ซาโพนินซึ่งมีค่า CMC ที่สูงกว่าค่า CMC ของ SDS และแรมโนลิพิด  
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รูปที่ 4.14 ค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B. subtilis GY30 โดย
แสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้ า 

 
4.4.3 สมบัติการก่ออิมัลชัน 

  จากการทดสอบสมบัติการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 ที่
อยู่ในรูปสารสกัดหยาบ รูปน้ าเลี้ยงเซลล์ และรูปน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน ที่มีความเข้มข้น 
2 CMC, 900 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมีสารลดแรงตึงผิวทางเคมี ได้แก่ SDS  และ Dehydol LS7 ความ
เข้มข้น 2 CMC เป็นชุดควบคุมเชิงบวก ได้ทดสอบสมบัติการก่ออิมัลชันในน้ ามันพืช ได้แก่ น้ ามันถั่ว
เหลือง น้ ามันปาล์ม และน้ ามันคาโนลา และน้ ามันปิโตรเลียม ได้แก่ น้ ามันดิบบงกช (น้ ามันดิบ B) 
และน้ ามันดิบอาราเบียน (น้ ามันดิบ A) น้ ามันดีเซล และน้ ามันเตา (รูปที่ 4.15) ซึ่งใช้เป็นตัวแทน
ส าหรับอธิบายการน าไปใช้ในการบ าบัดและการประยุกต์ใช้ในรูปแบบอ่ืน เช่น การก่ออิมัลชันใน
อาหาร เป็นต้น พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 นั้นสามารถก่อให้เกิดอิมัลชันในน้ ามันพืชได้
ดีกว่าน้ ามันปิโตรเลียม และรูปแบบที่ก่ออิมัลชันได้ดีกับน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียม คือ น้ าเลี้ยง
เซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน และสารละลายสารลดแรงตึงผิวในรูปสารสกัดหยาบ สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ GY30 สามารถก่ออิมัลชันได้ดีในน้ ามันพืช ซึ่งมีค่าอิมัลชันใกล้เคียงกับสารลดแรงตึงผิวที่ใช้
เป็นชุดทดลองเชิงบวกอย่าง SDS และ Dehydol LS7 แต่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์
ไม่สามารถก่อให้เกิดอิมัลชันได้ และเม่ือเปรียบเทียบการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 
ต่อประเภทน้ ามันที่ให้ค่าการก่ออิมัลชันที่สูงกว่า พบว่าให้ผลการก่ออิมัลชันที่ใกล้เคียงกันในน้ ามันถั่ว
เหลือง น้ ามันปาล์ม และน้ ามันคาโนลา ส่วนน้ ามันปิโตเลียมให้ผลการก่ออิมัลชันที่สูงในน้ ามันดิบอารา
เบียนและน้ ามันดีเซล ซึ่งมีสัดส่วนองค์ประกอบน้ ามันประเภทคาร์บอนสายยาวสูง จากผลการทดลอง

y = -3.644ln(x) + 54.856 
R² = 0.9733 y = -0.309ln(x) + 34.708 

R² = 0.2722 
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เพ่ิมเติมโดยใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวมากขึ้นแสดงให้เห็นว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มีมากพอส าหรับการก่ออิมัลชัน ประสิทธิภาพที่ได้จากสารลดแรงตึงผิว GY30 มีประสิทธิภาพที่
ใกล้เคียงกับสารลดแรงตึงผิวทางเคมีอย่าง SDS และ Dehydol LS7 และมีค่าการก่ออิมัลชันที่สูงขึ้น
ดัง รูปที่ ฉ2 (ภาคผนวก ฉ) ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส าหรับใช้เกิดสารก่ออิมัลชันสามารถ
ประยุกต์ได้กับงานที่เกี่ยวข้องกับน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียมได้ โดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้
ทั้งในรูปสารสกัดหยาบละลายในบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก และน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน 
และมีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มากพอต่อการก่ออิมัลชันที่ดี (มากกว่า 2 CMC)  

 

 
รูปที่ 4.15 สมบัติการก่ออิมัลชันของสารลดแรงตึงผิวกับตัวอย่างน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียม  
 

4.4.4 สมบัติการกระจายน้ ามัน 

การทดสอบสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการกระจายน้ ามันพืชและน้ ามันดิบในสภาพ
น้ ากลั่นและน้ าทะเล เพ่ือเปรียบเทียบการกระจายน้ ามันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะที่ไม่มี
ไอออนของเกลือ (น้ ากลั่น) และภาวะที่มีไอออนเกลือ (น้ าทะเล)  โดยงานวิจัยนี้เปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพระหว่างสารลดแรงตึงผิวทางเคมีกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบ น้ าเลี้ยง
เซลล์ และน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน โดยผลจากการทดสอบประสิทธิภาพให้ผลการกระจาย
น้ ามันที่ไม่แตกต่างกันระหว่างในน้ ากลั่นและน้ าทะเล ซึ่งท าให้ยืนยันได้ว่าความเข้มข้นของเกลือในน้ า
ทะเลไม่ส่งผลต่อการลดประสิทธิภาพสารลดแรงตึงผิว ซึ่งผลการทดสอบพบว่าสารลดแรงตึงผิว
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ชีวภาพในรูปสารสกัดหยาบและน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 2 CMC 
สามารถกระจายน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียมได้ มีการกระจายน้ ามันพืชทั้ง  3 ชนิดและน้ ามันดิบ
บงกชได้ดี ตั้งแต่ช่วง 20 – 40% การกระจายน้ ามัน ในภาวะน้ ากลั่น (รูปที่ 4.16ก) และเมื่อทดสอบ
การกระจายน้ ามันในภาวะน้ าทะเลพบว่าประสิทธิภาพการกระจายน้ ามันในกลุ่มน้ ามันปิโตเลียม
เพ่ิมข้ึน ทั้ง 4 ชนิดน้ ามันที่ทดสอบ เมื่อเปรียบเทียบกับภาวะน้ ากลั่น (รูปที่ 4.16ข)  เนื่องจากปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่น ามใช้ทดสอบนั้นมีปริมาณที่ไม่น้อยการกระจายน้ ามันจึงมีค่าการกระจาย
น้ ามันที่ต่ า (Peter และ Singh (2014) ได้กล่าวว่าขนาดของการกระจายน้ ามันแปรผันตามปริมาณ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรง  และเมื่อทดสอบการกระจายน้ ามันทั้ง 2 
ประเภทในสภาวะที่เป็นน้ ากลั่นและน้ าทะเล โดยเพ่ิมความเข้มข้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตาม      
รูปที่ ฉ3 (ภาคผนวก ฉ) พบว่าประสิทธิภาพการกระจายน้ ามันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปสาร
สกัดหยาบและน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรนยังคงมีสมบัติการกระจายน้ ามันและมีประสิทธิภาพ
ที่ดีขึ้น ดังนั้นหากต้องการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus subtilis GY30 กับงาน
ก าจัดหรือชะล้างน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียมที่ปนเปื้อนในธรรมชาติทางน้ าทั้งน้ าจืดและน้ าทะเลได้ 
โดยต้องมีความเข้มข้นมากกว่า 2 CMC ทั้งนี้คาดว่าสามารถน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 มาใช้
เป็นตัวช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการบ าบัดน้ ามัน  หากเกิดการรั่วไหลของน้ ามันในทะเล หรือพบการ
ปนเปื้อนของน้ ามันในแม่น้ าจากการทิ้งอาหารหรือการรั่วไหลของน้ ามันเครื่องยนต์ได้  
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รูปที่ 4.16 สมบัติการกระจายน้ ามันโดยใช้ตัวอย่างน้ ามันพืชและน้ ามันปิโตรเลียม ก. ศึกษาการ
กระจายในภาวะน้ าทั่วไป และ ข. ศึกษาการกระจายน้ ามันในภาวะน้ าทะเล  
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 4.4.5 ความเสถียรที่สภาวะต่างๆ 

 การศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในรูปสารสกัดหยาบที่ละลายใน
บัฟเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก โดยมีความเข้มข้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากับ 1 CMC หรือ 450 
มิลลิกรัมต่อลิตร โดยแปรผันสภาวะอุณหภูมิตั้งแต่ -20 ถึง 121 องศาเซลเซียส ค่า pH ตั้งแต่ 2 ถึง 
10 และความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ตั้งแต่ 0 ถึง 10 % w/v ซึ่งแสดงถึงความแปรผันของ
สภาวะต่างๆ ตามธรรมชาติที่สามารถเกิดขึ้นได้ เพื่อน าเป็นข้อมูลส าหรับการประยุกต์สารลดแรงตึงผิว
ที่เหมาะสม  ผลการศึกษาความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B. subtilis GY30 สามารถลด
ค่าแรงตึงผิวของบัฟเฟอทริสไฮโดรคลอริกจาก 69.1 มิลลินิวตันต่อเมตร ลงมาในช่วง 30-31 มิลลินิว
ตันต่อเมตร จากรูปที่ 4.17ก แสดงว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B. subtilis GY30 นั้นสามารถทนต่อ
สภาวะของอุณหภูมิตั้งแต่ -20 จนถึง 121 องศาเซลเซียสได้ ท าให้สามารถสารลดแรงตึงผิวไปใช้ใน
รูปการน้ าเลี้ยงเซลล์ปลอดเชื้อ หลังจากการฆ่าเชื้อด้วยเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อและเก็บรักษาที่อุณหภูมิด้วย
วิธีการแช่แข็ง โดยไม่ส่งผลต่อประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30  ในส่วนของผลกระทบ
จากความเป็นกรดเบสต่อประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่าในช่วงที่มีค่า pH เป็นกรด 
คือ 2-4 มีผลกระทบให้ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวลดลง คือ ค่าแรงตึงผิวที่วัดได้สูงขึ้นเป็น 35 
มิลลินิวตันต่อเมตร ตามรูปที่ 4.17ข  เพราะโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่อยู่ในกลุ่มไกลโค
ลิพิดมีประจุเป็นลบ เมื่ออยู่ในสภาวะที่เป็นกรดจึงมีประสิทธิภาพลดลง ซึ่งเกิดจากการตกตะกอนโดย
ส่วนของประจุลบของสารลดแรงตึงผิวเกิดพันธะกับไฮโดรเจนไอออนจากกรดไฮโดรคลอริก 
(Laorrattanasak และคณะ, 2016) เช่นเดียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มลิโพเปปไทด์ที่มีประจุ
ลบ นั้นมีประสิทธิภาพที่ลดลงเช่นกันเมื่ออยู่ในภาวะที่เป็นกรด (Morikawa และคณะ, 2000)  
นอกจากนี้พบว่าเมื่อความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมขึ้น ประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดีขึ้นเล็กน้อย คือสามารถลดค่าแรงตึงผิวจาก 32 มิลลินิวตันต่อเมตร เป็น 30.5 มิลลินิวตันต่อ
เมตร ที่ความเข้มข้นเกลือเท่ากับ 2 และ 10 %w/v ตามล าดับ จากรูปที่ 4.17ค  โดยประสิทธิภาพที่
สูงขึ้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้น เกิดจากปริมาณประจุของเกลือมีผลต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ที่มีประจุเป็นลบ ซึ่งช่วยให้เกิดการจัดเรียงตัวของสารลดแรงตึงผิวในรูปไมเซลล์ที่มีปริมาณสารลดแรง
ตึงผิวมากขึ้น ส่งผลให้มีปริมาณสารลดแรงตึงผิวต่อหน่วยพื้นที่สูงขึ้น และเมื่อปริมาณสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพต่อหน่วยพ้ืนที่สูงขึ้น ท าให้ค่าแรงตึงผิวหรือประสิทธิภาพของสารลดแรงตึงผิวนั้นดีขึ้น เช่น
เดียวงานวิจัยของ (Laorrattanasak และคณะ, 2016) ที่ได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
กลุ่มไกลโคลิพิดที่มีประจุลบ พบว่าเมื่อเพ่ิมปริมาณเกลือโซเดียม ท าให้ค่าแรงตึงผิวที่วัดได้ดีขึ้นจาก 
35 มิลลินิวตันต่อเมตร เป็น 32 มิลลินิวตันต่อเมตร  
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รูปที่ 4.17 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่สภาวะต่างๆ ก. อุณหภูมิ ข. ค่า pH และ ค. 
ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้ า 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 ในขั้นแรกได้ศึกษาการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์ 
ได้แก่ B. subtilis GY30 C. cellulan GY33 C. cellulan GY36 และ G westfalica GY40 ใน
อาหารเบซัล ที่ประกอบด้วยน้ ามันถั่วเหลืองปริมาณ 2 % (v/v)  แล้วคัดเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพได้เร็วและผลิตได้ในปริมาณสูง  โดยสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุดและ
ไม่เป็นเชื้อก่อโรคตามพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว์ พ .ศ. 2558 คือ B. subtilis GY30  ซึ่ง
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใช้อาหารเบซัลที่มีน้ ามันถั่วเหลืองปริมาณ 2 % (v/v) ได้ 0.92 กรัม
ต่อลิตร ในเวลา 3 วัน จากนั้นได้ปรับปรุงวิธีการผลิตสารลดแรงตึงผิวด้วยการตรึงเซลล์บนไคโตซาน  
ซึ่งวิธีการตรึงเซลล์สามารถเพ่ิมการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 จากเดิม 0.92 
กรัมต่อลิตร เป็น 1.32 กรัมต่อลิตร ซึ่งเพ่ิมข้ึน 43.48% หรือคิดเป็นได้ 1.43 เท่า  

หลังจากนั้นจึงศึกษาองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  
โดยแปรผันปริมาณองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ได้แก่ ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง ปริมาณโซเดียม
ไนเตรตที่คิดเป็นสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอะตอม ปริมาณเหล็กซัลเฟต และปริมาณแมงกานีส
ซัลเฟต โดยการศึกษาแบ่งออกเป็นการทดลองครั้งละปัจจัย (one factor at a time) ส าหรับหาช่วง
ความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเลือกก าหนดค่าต่ า ค่ากลาง และค่าสูงของระดับของปัจจัยที่ใช้การ
ออกแบบการทดลอง  พบว่าช่วงที่เหมาะสมต่อการเลือกก าหนดระดับของแต่ละปัจจัยได้แก่ ปริมาณ
น้ ามันถั่วเหลือง 1-5% v/v อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 10:1-25:1 ปริมาณเหล็กซัลเฟต 1-100 
มิลลิกรัมต่อลิตร และปริมาณแมงกานีสซัลเฟต 0.02-2 มิลลิโมลาร์ (0.00302 - 0.302 กรัมต่อลิตร)  
ต่อมาใช้การออกแบบการทดลองด้วย Plackett-Burman ส าหรับการคัดกรองปัจจัยที่ส่งผลต่อการ
ผลิตในเบื้องต้น สามารถระบุได้ว่าน้ ามันถั่วเหลือง อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน เหล็กซัลเฟต และ
แมงกานีสซัลเฟต เป็นปัจจัยที่มีผลิตต่อการเพิ่มปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิว จากนั้นได้หาปริมาณ
องค์ประกอบอาหารที่เพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสารลดแรงตึงผิวสูงสุด  โดยการออกแบบการทดลอง
ด้วยวิธีบ็อก-เบห์นเคน  พบว่าปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง (2.70 % v/v) สัดส่วนแหล่งคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน (14.75:1) ปริมาณเหล็ก (50 มิลลิกรัมต่อลิตร) และปริมาณแมงกานีส (0.002 โมลาร์ หรือ 
0.302 กรัมต่อลิตร) ให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด คือ 1.64 กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถผลิต
สารลดแรงตึงผิวได้เพ่ิมขึ้น 24.24% จากสูตรอาหารเดิม (1.24 เท่า) โดยการผลิตสารลดแรงตึงผิว
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ชีวภาพสูงสุดเป็นผลมาจากปริมาณน้ ามันถ่ัวเหลืองและอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเป็นหลัก การ
ผลิตในขั้นตอนนี้ใช้ระยะเวลาการผลิต 3 วัน 
 ต่อมาน าสูตรอาหารที่สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้สูงสุด มาใช้
ระหว่างการขยายขนาดการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบด  โดยพบว่า  B. subtilis GY30 ที่
ตรึงบนไคโตซานสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 1.65 กรัมต่อลิตร ในระยะเวลา 1 วัน เมื่อ
ควบคุมภาวะการผลิต คือ อัตราการให้อากาศเท่ากับ 1.5 vvm  อัตราการไหลของอาหารผ่านแพค
คอลัมน์เท่ากับ 0.6 มิลลิลิตรต่อลูกบาศก์เซนติเมตร และปริมาณไคโตซานในแพคคอลัมน์เท่ากับ 80 
กรัม  นอกจากนี้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดสามารถใช้ส่วน
แพคคอลัมน์ในการผลิตซ้ าได้ โดยปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อผลิตซ้ ารอบที่ 1 และ 2 ได้
ปริมาณเท่ากับ 1.45 และ 1.81 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  ซึ่งการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพนั้นสามารถ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ในปริมาณใกล้เคียงกับระดับขวดเขย่า แต่ใช้ระยะเวลาการผลิตสั้นกว่า 
แสดงว่าการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพสามารถเพ่ิมผลผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ 
 จากการศึกษาสมบัติสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้อยู่ใน
กลุ่มของไกลโคลิพิด  ที่มีค่าความเข้มข้นวิกฤตของไมเซลล์เท่ากับ 420.5 มิลลิกรัมต่อลิตร  และ
สามารถใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในรูปน้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรนเป็นสารก่ออิมัลชันและ
สารกระจายคราบน้ ามัน  ทั้งน้ ามันดิบและน้ ามันพืชได้ดี นอกจากนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 
สามารถประยุกต์กับงานด้านสิ่งแวดล้อมที่มีสภาวะที่หลากหลาย  เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
GY30 มีความเสถียรในช่วง pH 6 - 10 อุณหภูมิ -20 ถึง 121 องศาเซลเซียส และความเข้มข้นเกลือ 
0 ถึง 10 % w/v 
 จากงานวิจัยทั้งหมดสรุปได้ว่าควรผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยเซลล์ตรึงบนไคโตซาน    
ซึ่งสามารถให้ผลผลิตที่สูงกว่าการผลิตด้วยเซลล์อิสระเพ่ิมขึ้น 43.48% และเมื่อใช้วิธีการผลิตด้วย
เซลล์ตรึงรวมกับอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีปริมาณองค์ประกอบของอาหารที่เหมาะสม พบว่าปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้เพ่ิมขึ้นจากเดิมอีก 24.24% โดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธีการ
วิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิวใช้จ านวนชุดการทดลองที่น้อยกว่าการทดลองแบบทีละปัจจัย แต่ผล
ที่ได้ค่อนข้างใกล้เคียงกัน  นอกจากนั้นการขยายขนาดการผลิตในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดให้
ผลผลิตสูงสุด คือ 1.81 กรัมต่อลิตร จากการใช้แพคคอลัมน์ซ้ า และสามารถลดระยะเวลาการผลิตลง
จากการผลิตในระดับขวดเขย่า ท าให้สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้มากขึ้นในระยะเวลาเท่า
เดิม และเม่ือเปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวจาก B. subtilis GY30 ก่อนการพัฒนาการผลิต คือ 
0.92 กรัมต่อลิตร เป็นที ่1.81 กรัมต่อลิตร ภายหลังการพัฒนาการผลิต จะเห็นว่าสามารถเพ่ิมผลผลิต
สารลดแรงตึงผิวได้เพ่ิมขึ้น 96.74% เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตก่อนการพัฒนาการผลิต (1.96 เท่า) 



 

 

102 

โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้นั้นมีประสิทธิภาพที่น่าสนใจต่อการน าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ 
เนื่องจากมีสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ดี 
 แนวทางในการศึกษาวิจัยส าหรับการพัฒนาการผลิตในขั้นต่อไปในการผลิตในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแพคเบดคือ ศึกษาในส่วนของอัตราการไหลของอาหารและปริมาณไคโตซานในแพค
คอลัมน์ จากนั้นจึงศึกษาการผลิตต่อในรูปแบบการผลิตแบบเฟดแบตช์ ซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวได้มากขึ้นจากการผลิตแบบแบตช์  ส่วนการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
GY30 เหมาะส าหรับใช้เป็นสารกระจายน้ ามัน ซึ่งมีสมบัติการกระจายน้ ามันที่ดี ทั้งน้ ามันพืชและ
น้ ามันปิโตเลียม  และสารก่ออิมัลชัน แต่ในการประยุกต์ใช้ในการก่ออิมัลชันจ าเป็นต้องศึกษาเพ่ิมเติม
ในเรื่องของปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

การพัฒนาการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียที่คัดเลือก ในขั้นตอนการศึกษา
ปริมาณองค์ประกอบสารอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตด้วยวิเคราะห์การตอบสนองเชิงพ้ืนผิว      
ด้วยวิธี Plackett-Burman เหมาะส าหรับการคัดเลือกปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตที่มีปริมาณมาก เช่น 
ประเภทคาร์บอน ประเภทไนโตรเจนที่ให้การผลิตที่สูงสุด เป็นต้น  ทั้งนี้สามารถใช้ข้อมูลจากการ
อ้างอิงปริมาณสารต่างๆ จากรายงานวิจัยก่อนหน้า ดังงานวิจัย (Joshi และคณะ, 2008) ที่ศึกษา
ปัจจัยหลายปัจจัยที่พร้อมกันเพ่ือเลือกปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตในเชิงบวก ซึ่งท าให้สามารถลด
ระยะเวลาการศึกษาจากช่วงที่เป็นการออกแบบการทดลองครั้งละปัจจัยได้  ส่วนการศึกษาหาปริมาณ
ปัจจัยที่ส่งเสริมการปริมาณผลิตสูงสุดด้วยวิธีบ็อก-เบฮ์นเคนนั้น เหมาะสมต่อการศึกษาต่อจากวิธีของ 
Plackett-Burman ตามที่งานวิจัยนี้ได้ศึกษา และผลที่ได้จากการศึกษาทั้งส่วนที่เป็นสมการแสดง
ความสัมพันธ์ของปัจจัยและกราฟตอบสนองเชิงพ้ืนผิว สามารถน ามาใช้ประยุกต์ใช้ได้กับงานวิจัยที่
ต่อเนื่องกันโดยใช้แบคทีเรีย B. subtilis GY30 เช่น การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแหล่ง
คาร์บอนที่เหลือใช้จากการเกษตรหรือของเสียจากอุตสาหกรรม โดยการวิเคราะห์ปริมาณปัจจั ยที่
ส่งผลต่อการผลิตในแหล่งอาหารเหล่านั้น ได้แก่ ปริมาณคาร์บอน ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณเหล็ก 
และปริมาณแมงกานีส เพ่ือทราบถึงแนวโน้มการผลิตและความเป็นไปได้ในการผลิตสารลดแรงตึงผิว
จาก B. subtilis GY30 

ส าหรับการน าสมการความสัมพันธ์ของปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก        
B. subtilis GY30 มาประยุกต์ใช้กับการผลิตสารลดแรงตึงผิวด้วยแบคทีเรียชนิดอ่ืน  จ าเป็นต้อง
ตรวจสอบว่าสมการท านายดังกล่าวสามารถใช้กับแบคทีเรียชนิดนั้นได้  โดยทดสอบการผลิตจากการ
ก าหนดปริมาณปัจจัยที่ให้ผลตั้งแต่จุดที่ผลิตได้สูงที่สุด จนถึงจุดที่ผลิตได้น้อยสุด (จากค่าท านาย) 
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เปรียบเทียบกับปริมาณที่ผลิตได้จริง ซึ่งท าให้ทราบแนวโน้มของการผลิตของแบคทีเรียชนิดอ่ืนว่ามี
แนวโน้มการใช้สารอาหารในการผลิตเหมือนกับ B. subtilis GY30 หรือไม่  หากสมการท านายไม่
เหมาะสมต่อการผลิตของแบคทีเรียอ่ืนที่สนใจศึกษา ให้เริ่มต้นการปรับปรุงสูตรการผลิตใหม่ โดยเริ่ม
การศึกษาจากหาปัจจัยที่เหมาะสมต่อการผลิตด้วยวิธี Plackett-Burman โดยใช้ข้อมูลพ้ืนฐานจาก
งานวิจัยก่อนหน้าแทนขั้นตอนของการศึกษาการออกแบบการทดลองครั้งละปัจจัย แต่ส าหรับ
แบคทีเรียที่มีข้อมูลพื้นฐานน้อยการศึกษาการออกแบบการทดลองครั้งละปัจจัย เป็นทางเลือกหนึ่งที่ดี 
เนื่องจากเข้าใจผลการทดลองได้ง่าย  

การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการตรึงเซลล์จุลินทรีย์บนไคโตซานในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแพคเบด มีแนวโน้มในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้เร็ว  ทั้งนี้ต้องมีปริมาณอากาศที่มากพอ
ส าหรับการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิว คือ ใช้อัตราการให้อากาศที่ 1.5 vvm ซึ่งเป็นอัตราให้
อากาศที่สูงเมื่อเทียบกับการผลิตในถังปฏิกรณ์แบบกวน เนื่องจากระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพค
เบดในงานวิจัยนี้ไม่มีส่วนประกอบของใบกวนท าให้การละลายของออกซิเจนน้อยกว่าการใช้ถัง
ปฏิกรณ์แบบกวน เช่น งานวิจัยของ Yao และคณะ (2015) ได้ศึกษาในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน 
พบว่าอัตราการให้อากาศ 1.0 vvm เป็นอัตราที่เหมาะสมต่อการผลิต ซึ่งต่างจากถังปฏิกรณ์แบบแพค
เบดที่ได้ศึกษาที่ใช้อัตราการให้อากาศถึง 1.5 vvm ซึ่งไม่มีใบพัดกวน อาศัยการละลายของออกซิเจน
จากฟองอากาศเท่านั้น  เมื่อขยายขนาดการผลิตให้สูงขึ้นจ าเป็นต้องใช้พลังงานในการการอัดอากาศที่
สูงขึ้น (Perez-Bibbins และคณะ 2016) เมื่อใช้อัตราการให้อากาศที่สูง จึงส่งผลต่อการผลิตสารลด
แรงตึงผิวที่เกิดฟองได้ เนื่องจากสูญเสียผลผลิตไปกับส่วนของฟอง  แต่จะไม่พบปัญหานี้กับสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไม่ก่อให้เกิดฟอง เช่น สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis GY30 จึงเหมาะต่อ
การศึกษาต่อไป  โดยสิ่งที่เป็นจุดเด่นของการผลิตโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบแพคเบด คือ สามารถใช้เซลล์
ในแพคคอลัมน์ส าหรับการใช้ผลิตซ้ าได้ โดยมีปริมาณเซลล์บนวัสดุตรึงที่สูง เนื่องจากเซลล์แบคทีเรียที่
ยึดเกาะบนไคโตซานไม่โดนแรงปั่นหรือแรงเหวี่ยงจากการกวน ท าให้การผลิตในรอบต่อไปใช้
ระยะเวลาการผลิตที่เร็วและใกล้เคียงกันการผลิตในรอบแรก เพราะแบคทีเรียที่อยู่บน ไคโตซานเมื่อ
พบสารอาหารใหม่จะเข้าสู่การผลิตสารลดแรงตึงผิวแทนการเพ่ิมจ านวนเซลล์  เพ่ือยืนยัน
ความสามารถในการใช้เซลล์ตรึงในแพคคอลัมน์ซ้ า ควรเพ่ิมรอบการผลิตซ้ าอีกหลายรอบ ซึ่งท าให้
ทราบถึงความเสถียรของเซลล์ตรึงที่อยู่ในแพคคอลัมน์ด้วยว่าสามารถใช้ซ้ าได้นานมากน้อยเพียงใด ถ้า
สามารถใช้แพคคอลัมน์ซ้ าได้มากต้นทุนการผลิตก็สามารถลดลงได้ เนื่องจากสามารถลดขั้นตอนการ
ตรึงเซลล์ได้ 

ในการเพิ่มปริมาณการผลิตสารลดแรงตึงผิวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดต่อไป สามารถ
ท าโดย เพ่ิมอัตราการไหลของสารอาหารที่ผ่านแพคคอลัมน์ เนื่องจากในช่วงต้นของการผลิตสารลด
แรงตึงผิว ยังพบปริมาณน้ ามันถ่ัวเหลืองซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนของแบคทีเรีย เมื่อเวลาผ่านไปน้ ามันถั่ว
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เหลืองได้เข้าไปอยู่ในส่วนของแพคคอลัมน์ ท าให้แบคทีเรียที่อยู่นอกแพคคอลัมน์ในรูปเซลล์อิสระขาด
แหล่งคาร์บอน แต่ในระบบมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งเป็นแหล่งอาหารส ารองได้ แบคทีเรียในรูป
เซลล์อิสระจึงใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแทนน้ ามันถ่ัวเหลือง  เพ่ือแก้ไขปัญหาการใช้สารลดแรงตึงผิว
แทนแหล่งคาร์บอน อาจต้องเลือกใช้กระบวนการผลิตจากแบตช์เป็นกึ่งต่อเนื่องแทน จากงานวิจัยของ 
Jin และคณะ (2015) ได้ศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก B. subtilis โดยการแบ่งเติมสารตั้งต้น
ออกเป็น 2 ช่วง ท าให้การผลิตสารลดแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึน  ซึ่งคาดว่าการเติมสารอาหารแบ่งช่วงสามารถ
ช่วยลดการสะสมของแหล่งคาร์บอนในแพคคอลัมน์   นอกจากนี้การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วย
แบคทีเรียอ่ืนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแพคเบดมีแนว โน้มที่จะสามารถผลิตได้ จากงานวิจัย 
Khondee และคณะ (2015) และ Laorrattanasak และคณะ (2016) ได้ตรึง Bacillus sp. GY19 
และ Gordonia westfalica บนไคโตซานเพ่ือผลิตสารลดแรงตึงผิว ตามล าดับ ท าให้ยืนยันได้ว่าไคโต
ซานสามารถใช้เป็นวัสดุตรึงได้นอกเหนือจาก B. subtilis GY30 แต่ภาวะที่ควบคุมการผลิตจะ
ปรับเปลี่ยนให้เหมาะสมต่อการชนิดของแบคทีเรียนั้นต่อไป 
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ภาคผนวก ก  
อาหารเลี้ยงเช้ือและวิธีค านวณปริมาณคาร์บอนและไนโตรเจน 

อาหารเลี้ยงเชื้อเบซัล 

โซเดียมไนเตรต (NaNO3)      7 กรัม 

โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    1 กรัม 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.5 กรัม 

โพแทสซียมคลอไรด์ (KCl)      0.1 กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgSO4 ·7H2O)   5 กรัม 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)     0.01 กรัม 

เฟอรัสซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (FeSO4 ·7H2O)   0.01 กรัม 

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)     0.1 กรัม 

กลูโคส        5 กรัม 

สารอาหารอื่นๆ       0.05 มิลลิลิตร 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาท ี
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สารอาหารส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อเบซัล 

 กรดบอริก (H3BO3)      0.26 กรัม 

 คอปเปอรซ์ัลเฟตเพนตะไฮเดรต(CuSO4 ·5H2O)   0.5 กรัม 

 แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4 ·H2O)   0.5 กรัม 

 โซเดียมโมลิปเดตไดไฮเดรต (MoNa2O4 ·2H2O)   0.06 กรัม 

 ซิงค์ซัลเฟตเฮปปะไฮเดรต (ZnSO4 ·7H2O)    0.7 กรัม 

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาท ีเก็บรักษาในขวดสีชา 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB)  

ทริปโตน (Tryptone)       10 กรัม  

ผงสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)      5 กรัม  

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       5 กรัม  

ละลายสารทั้งหมดในน้ ากลั่น ปรับความเป็นกรด-ด่าง จนมีค่าเท่ากับ 7 และปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 
1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาท ีอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เตรียมโดยละลายผงวุ้น 18 กรัม ในอาหารเหลว 1,000 
มิลลิลิตร ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า (25% LB)  

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น ปริมาตร 750 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani เจือจาง 4 เท่า pH 6 (25% LB, pH 6) 

ผสมอาหารเหลว LB ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ปรับความเป็นกรดเบส จนมีค่าเท่ากับ 6 ปรับปริมาตร
ด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรเท่ากับ 750 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

 

ค านวณปริมาณคาร์บอนในอาหารเบซัล 

ในอาหารมีส่วนประกอบที่เป็นแหล่งคาร์บอน 2 ส่วนคือ กลูโคสและน้ ามันถ่ัวเหลือง โดย
ปริมาณกลูโคสจะเป็นค่าคงท่ี 

ปริมาณคาร์บอนในกลูโคส 

กลูโคส  5 กรัม คิดเป็น 0.0278 โมล ซึ่งในกลูโคส 0.0278 โมล มีปริมาณคาร์บอนเท่ากับ 2.00016 
กรัม 

 ปริมาณคาร์บอนในน้ ามันถั่วเหลือง 

ปริมาณคาร์บอนจากน้ ามันถั่วเหลือง a กรัม เท่ากับ  (a/879.4) x 12 x 57 กรัมคาร์บอน 

 ปริมาณคาร์บอนทั้งหมดในอาหาร  

ปริมาณคาร์บอนทั้งหมดในอาหาร เท่ากับ 2.00016 + ((a/879.4) x 12 x 57) กรัมคาร์บอน 

ค านวณปริมาณไนโตรเจน 

 ในอาหารมีส่วนประกอบของไนโตรเจน 2 ส่วนคือ โซเดียมไนเตรต และสารสกัดจากยีสต์ 
(คงท่ี) 
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 ปริมาณไนโตรเจนจากสารสกัดยีสต์ 

สารสกัดยีสต์ มีส่วนประกอบไนโตรเจนประมาณ 10 % หากใช้ปริมาณ 0.1 กรัม มีปริมาณไนโตรเจน
เท่ากับ 0.01 กรัม 

 ปริมาณไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต 

ปริมาณไนโตรเจนจากโซเดียมไนเตรต b กรัม เท่ากับ (b/85) x 14 กรัมไนโตรเจน 

 ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร 

 ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในอาหาร เท่ากับ 0.01 + ((b/85) x 14) กรัมไนโตรเจน 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน เท่ากับ ปริมาณคาร์บอนทั้งหมด (กรัมคาร์บอน) / ปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมด (กรัมไนโตรเจน) 
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ภาคผนวก ข  
สารเคมี 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.85 เปอร์เซ็นต์  

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       8.5 กรัม  

น้ ากลั่น         1,000 มิลลิลิตร  

ละลายสารในน้ ากลั่น น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

ตัวท าละลายคลอโรฟอร์ม : เมทานอล (2:1) 

 คลอโรฟอร์ม       100 มิลลิลิตร 

 เมทานอล       50 มิลลิลิตร 

6 โมลาร์ กรดไฮโดรคลอริก 

 กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น (35% w/w)    525 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น        475 มิลลิลิตร 

สารทดสอบ Phospho vanilline 

 Vanilline        0.6 กรัม 

ละลายสารในน้ ากลั่นปริมาณ 100 มิลลิลิตร ได้สารละลาย vanilline  

 สารละลาย vanilline      35 มิลลิลิตร 

 กรดฟอสฟอริก       60 มิลลิลิตร 

 น้ ากลั่น        5 มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องในขวดสีชา 
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สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.15 โมลาร์ 

 โซเดียมไฮดรอกไซด์      6.0 กรัม 

 น้ ากลั่นปลอดเชื้อ       1000 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.15 โมลาร์ 

โซเดียมคลอไรด์       14.08 กรัม 

น้ ากลั่นปลอดเชื้อ       1000 มิลลิลิตร 

สารละลาย Coomessie 

 Brilliant Blue G       10 มิลลิกรัม 

 เมทานอล       4.7 มิลลิลิตร 

 กรดฟอสฟอริก 85%      8.5 มิลลิลิตร 

ผสมสารให้เข้ากัน เมื่อผสมกันสมบูรณ์ จากนั้นปรับปริมาตรในขวดปรับปริมตรให้ได้ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 

สารละลายเคลื่อนที่คลอโรฟอร์ม:เมทานอล:กรดอะซิติก 

 คลอโรฟอร์ม       65 มิลลิลิตร 

 เมทานอล       25 มิลลิลิตร 

 กรดอะซิติก       4 มิลลิลิตร 

สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต เข้มข้น 1 CMC  

โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      0.0288 กรัม  

น้ าปลอดประจุปราศจากเชื้อ      100 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค ข้อมูลดิบตา่ง ในการคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรีย และเปรียบเทียบวิธีการ
ผลิตแบบตรึงเซลล์และเซลล์อิสระ 

ตารางท่ี ค1 การศึกษาปริมาณเซลล์ของแบคทีเรียสี่สายพันธุ์เพ่ือใช้คัดเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพได้ดีที่สูง โดยศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวด้วยอาหารเบซัลที่มีน้ ามันถั่วเหลือง
ปริมาณ 2% v/v เป็นสารตั้งต้น 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Bacillus subtilis GY30 จ านวน
เซลล์ (log 
CFU/ml) 

จ านวนโคโลนีเฉลี่ย Dilution factor จ านวนเซลล์ 

0 10.25 3 1.03E+06 6.010724 
24 22.88 5 2.29E+08 8.359361 
48 18.75 5 1.88E+08 8.273001 
72 5.13 6 5.13E+08 8.709694 
96 9.50 6 9.50E+08 8.977724 
120 5.63 6 5.63E+08 8.750123 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Cellulosimicrobium cellulans GY33 จ านวน
เซลล์ (log 
CFU/ml) 

จ านวนโคโลนีเฉลี่ย Dilution factor จ านวนเซลล์ 

0 9.00 2 9.00E+04 4.954243 
24 13.89 4 1.39E+07 7.142668 
48 2.56 6 2.56E+08 8.407485 
72 25.33 5 2.53E+08 8.403692 
96 17.89 5 1.79E+08 8.252583 
120 18.11 5 1.81E+08 8.257945 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Cellulosimicrobium cellulans GY36 จ านวน
เซลล์ (log 
CFU/ml) 

จ านวนโคโลนีเฉลี่ย Dilution factor จ านวนเซลล์ 

0 20.78 2 2.08E+05 5.317599 
24 10.22 5 1.02E+08 8.009545 
48 3.11 6 3.11E+08 8.492916 



 

 

121 

72 8.22 5 8.22E+07 7.914989 
96 17.33 5 1.73E+08 8.238882 
120 12.44 5 1.24E+08 8.094976 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Gordonia westfalica GY40 จ านวน
เซลล์ (log 
CFU/ml) 

จ านวนโคโลนีเฉลี่ย Dilution factor จ านวนเซลล์ 

0 12.5 3 1.25E+06 6.09691 
24 26.7 3 2.67E+06 6.426511 
48 13.54 4 1.35E+07 7.131619 
72 27.5 4 2.75E+07 7.439333 
96 6.87 5 6.87E+07 7.836957 
120 12.3 5 1.23E+08 8.089905 

 

 
ตารางท่ี ค2 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในช่วงเวลา 5 วันการผลิตโดยใช้อาหารเบซัลที่มีน้ ามัน

ถั่วเหลือง 2 % v/v เป็นแหล่งคาร์บอน 

ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

Bacillus subtilis GY30 สารลด
แรงตึง

ผิว (g/L) 

ค่าแรงตึงผิว 
(mN/m) 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(กรัม) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(กรัม) 

0 0.229 0.2392 0.204 47.481 
6 0.769 0.7838 0.296 40.526 
12 0.2304 0.2464 0.32 29.487 
24 0.2306 0.2787 0.962 27.552 
36 0.2304 0.2771 0.934 29.984 
48 0.2301 0.2762 0.922 29.817 
72 0.2309 0.2683 0.748 27.366 
96 0.232 0.2784 0.928 27.218 
120 0.2277 0.2673 0.792 29.897 
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ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

Cellulosimicrobium cellulans GY33 สารลด
แรงตึง

ผิว (g/L) 

ค่าแรงตึงผิว 
(mN/m) 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(กรัม) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(กรัม) 

0 0.224 0.2289 0.098 47.853 
6 0.2304 0.2378 0.148 43.157 
12 0.228 0.2387 0.214 33.837 
24 0.2362 0.2511 0.298 30.761 
36 0.2388 0.2542 0.308 30.372 
48 0.2218 0.2563 0.69 29.94 
72 0.2208 0.2513 0.61 30.245 
96 0.2208 0.2418 0.42 30.521 
120 0.231 0.2532 0.444 29.998 

ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

Cellulosimicrobium cellulans GY36 สารลด
แรงตึง

ผิว (g/L) 

ค่าแรงตึงผิว 
(mN/m) 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(กรัม) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(กรัม) 

0 0.5253 0.5324 0.142 45.733 
6 0.2274 0.2343 0.138 42.167 
12 0.5544 0.5826 0.564 32.374 
24 0.2271 0.2863 1.184 31.152 
36 0.2245 0.2642 0.794 28.78 
48 0.2269 0.2624 0.71 28.438 
72 0.5478 0.6044 1.132 27.677 
96 0.542 0.5924 1.008 28.59 
120 0.2291 0.2789 0.996 28.86 

ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

Gordonia westfalica GY40 สารลด
แรงตึง

ผิว (g/L) 

ค่าแรงตึงผิว 
(mN/m) 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(กรัม) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(กรัม) 

0 0.2278 0.2341 0.126 46.547 
6 0.2435 0.2516 0.162 42.324 
12 0.2281 0.2464 0.366 35.587 
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24 0.2341 0.251 0.338 30.289 
36 0.231 0.2571 0.522 30.923 
48 0.2301 0.2618 0.634 31.583 
72 0.228 0.2597 0.634 30.629 
96 0.2381 0.2685 0.608 30.93 
120 0.2276 0.2694 0.836 31.148 

 

ตารางท่ี ค3 การเปรียบการผลิตโดยเซลล์อิสระและเซลล์ตรึง 

วิธีการผลิต 
ปริมาณสารลดแรงตึงผิว 

(g/L) 
ค่าแรงตึงผิว 
(mN/m) 

ปริมาณเซลล์ในระบบ 
log CFU 

เซลล์อิสระ 0.917±0.15 27.556±0.19 10.722±0.13 
เซลล์ตรึง 1.315±0.03 29.087±0.70 11.460±0.47 
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ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ 
สายพันธุ์ GY30 
 
>Contig1 
TGCTCCCTGATGTTAGCGGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGAC 
TGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCA 
AAACATAAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT 
TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC 
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC 
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA 
GCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTA 
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT 
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC 
CCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAG 
TGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA 
AGGCGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT 
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC 
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA 
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC 
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCC 
CTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG 
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT 
CTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCC 
CCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCG 
AGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGC 
GTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA// 
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สายพันธุ์ GY33 
 
>Contig1 
AGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATGCCCAGCTTGCT 
GGGCGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTTCGGGAT 
AACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGAGCCGTCCTCGCATGGGGGTGGTTGGA 
AAGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTA 
CCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC 
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGAT 
GCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAG 
AAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG 
TAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGATTATTGGGCGTAAGAGCTCGTAGGCGGTT 
TGTCGCGTCTGGTGTGAAAACTCGAGGCTCAACCTCGAGCTTGCATCGGGTACGGGCAGA 
CTAGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAG 
GAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGCAACTGACGCTGAGAGCGAAAGC 
ATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGG 
TGTGGGGCTCATTCCACGAGTTCCGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGG 
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGC 
ATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGCACGAGAAGC 
CACCAGAGATGGTGGTCTCTTTGGACACTCGTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC 
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCCATGTTGCC 
AGCGGGTTATGCCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGA 
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTA 
CAAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATT 
GGGGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCACGCTGC 
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACCACCGCCCGGTCAGTCACGAAAGTCGGTAACAC 
CCGGAGGCCATGGCCACCGTCCCGGGGGGA// 
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สายพันธุ์ GY36 
 
>Contig1 
GGAGCCCCCCCCCCGTGGCGCCACGTTTTTTCGCCCCTTTATATGTTTTTTTTTTCTGCT 
CAGGACGACGCTGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGATGCCCAGCTTGCTG 
GGCGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTTCGGGATA 
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATGAGCCGTCCTCGCATGGGGGTGGTTGGAA 
AGTTTTTCGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCCTAC 
CAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACG 
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATG 
CAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGA 
AGCGCAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT 
AATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTT 
GTCGCGTCTGGTGTGAAAACTCGAGGCTCAACCTCGAGCTTGCATCGGGTACGGGCAGAC 
TAGAGTGCGGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGG 
AGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCCGCAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCA 
TGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGT 
GTGGGGCTCATTCCACGAGTTCCGTGCCGCAGCAAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGA 
GTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA 
TGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGCACGAGAAGCC 
ACCAGAGATGGTGGTCTCTTTGGACACTCGTGCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT 
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCCATGTTGCCA 
GCGGGTTATGCCGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGAT 
GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCCGGTAC 
AAAGGGCTGCGATACCGTAAGGTGAGCGAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGG 
GGTCTGCAACTCGACCTCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC 
GTGAA// 
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สายพันธุ์ GY40 
 
>Contig1 
AACGGAAAGGCCTAGCTTGCTGGGTACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTG 
ATCTGCCCTGAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACCTTG 
GAGTGCATGCTCTGGGGTGGAAAAGCTTTTGCGGTTCAGGATGGGGCCCGCGGCCTATCA 
GCTTGTTGGTGGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGACCTGAGAGGGTG 
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT 
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG 
TTGTAAACCTCTTTCACCAGGGACGAAGCGTGAGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCG 
GCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACT 
GGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTYGTCTGTGAAATTCTGCAACTCAATTG 
TAGGCGTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTACAGGGAGACTGGAATTCCTGGTG 
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGTA 
GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC 
CACGCCGTAAACGGTGGGTACTAGGTGTGGGGCTCATTTCACGAGTTCCGTGCCGTAGCT 
AACGCATTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGA 
CGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA 
CCTGGGTTTGACATACACCAGACGCATTCAGAGATGGATGTTCCCTTGTGGTTGGTGTAC 
AGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 
GCGCAACCCTTGTCCTGTATTGCCAGCGTGTTATGCCGGGGACTTGCAGGAGACTGCCGG 
GGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCT 
TCACACATGCTACAATGGCTGGTACAGAGGGCTGCGATACCGTGAGGTGGAGCGAATCCC 
TTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCAGAGTCGC\\ 
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ภาคผนวก ง ข้อมูลดิบต่างๆ ส าหรับการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตที่ให้
ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูงสุด 

ตารางท่ี ง1 ปริมาณสารลดแรงตึงผิวจาก Bacillus subtilis GY30 ด้วยการออกแบบการทดลอง
แบบ One factor at a time 

ปริมาณน้ ามันถั่วเหลือง (% v/v) ปริมาณสารลดแรงตึงผิว (g/L) SD 

0.5 1.05 0.07 
1.5 1.30 0.03 
3.5 1.25 0.03 
5 1.01 0.04 
10 0.88 0.14 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ปริมาณสารลดแรงตึงผิว (g/L) SD 
10:1 1.33 0.11 
15:1 1.52 0.17 
25:1 1.17 0.08 

ปริมาณเหล็กซัลเฟต (mg/L) ปริมาณสารลดแรงตึงผิว (g/L) SD 
0 1.13 0.14 
1 1.33 0.24 
10 1.56 0.09 
100 0.99 0.05 
1000 0.62 0.04 

ปริมาณแมงกานีสซัลเฟต (โม
ลาร์) 

ปริมาณสารลดแรงตึงผิว (g/L) SD 

0 1.62 0.24 
0.02 1.77 0.32 
0.2 1.73 0.16 
2 1.60 0.26 
20 1.45 0.18 
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ตารางท่ี ง2 ปริมาณเซลล์ของ Bacillus subtilis GY30 ด้วยการออกแบบการทดลองแบบ One 
factor at a time 

น้ ามันถั่ว
เหลือง 
(%v/v) 

จ านวนเซลล์บน
ไคโตซาน 
(CFU/g 

chitosan) 

จ านวนเซลล์
อิสระ 

(CFU/ml) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด 
(CFU) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด (log 
CFU) 

SD 

0.5 1.63E+09 1.37E+11 1.38E+11 11.14 0.08 
1.5 1.95E+09 1.83E+11 1.85E+11 11.27 0.04 
3.5 2.05E+09 1.32E+11 1.34E+11 11.13 0.05 
5 7.38E+08 2.00E+11 2.01E+11 11.30 0.02 
10 6.97E+08 1.03E+11 1.04E+11 11.02 0.10 

สัดส่วน
คาร์บอนต่อ
ไนโตรเจน 

จ านวนเซลล์บน
ไคโตซาน 
(CFU/g 

chitosan) 

จ านวนเซลล์
อิสระ 

(CFU/ml) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด 
(CFU) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด (log 
CFU) 

SD 

10:1 1.28E+08 4.09E+11 4.09E+11 11.61 0.77 
15:1 6.74E+08 3.88E+11 3.88E+11 11.59 0.90 
25:1 2.53E+08 2.56E+10 2.58E+10 10.41 0.24 

ปริมาณ
เหล็กซัลเฟต 

(mg/L) 

จ านวนเซลล์บน
ไคโตซาน 
(CFU/g 

chitosan) 

จ านวนเซลล์
อิสระ 

(CFU/ml) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด 
(CFU) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด (log 
CFU) 

SD 

0 1.23E+09 5.33E+10 5.46E+10 10.73692 0.094426 
1 1.07E+09 4.83E+10 4.94E+10 10.69372 0.093441 
10 1.33E+09 6.33E+10 6.47E+10 10.81064 0.09441 
100 1.43E+09 6.67E+10 6.81E+10 10.83312 0.064366 
1000 9.27E+08 4.17E+10 4.26E+10 10.62935 0.271603 

ปริมาณ
แมงกานีส
ซัลเฟต (โม

จ านวนเซลล์บน
ไคโตซาน 
(CFU/g 

จ านวนเซลล์
อิสระ 

(CFU/ml) 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด 

ปริมาณ
เซลล์

ทั้งหมด (log 
SD 
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ลาร์) chitosan) (CFU) CFU) 

0 2.01E+09 2.83E+10 3.03E+10 10.48 0.55 
0.02 3.12E+09 3.50E+10 3.81E+10 10.58 0.46 
0.2 1.00E+09 2.67E+10 2.77E+10 10.44 0.71 
2 1.10E+09 3.50E+10 3.61E+10 10.56 0.43 
20 1.49E+09 1.90E+10 2.05E+10 10.31 0.44 
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ตารางท่ี ง3 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชุดการทดลองจากการออกแบบการทดลองแบบ 
Plackett-Burman  

ชุดทดลอง
ครั้งที่ 1 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(g) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(g) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(g/L) 

1 0.3314 0.3863 1.10 
2 0.3295 0.3808 1.03 
3 0.3255 0.379 1.07 
4 0.3246 0.4105 1.72 
5 0.3236 0.3807 1.14 
6 0.3252 0.3976 1.45 
7 0.3254 0.3723 0.94 
8 0.3243 0.4167 1.85 

ชุดทดลอง
ครั้งที่ 2 

น้ าหนักฟรอยก่อน 
(g) 

น้ าหนักฟรอยหลัง 
(g) 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(g/L) 

1 0.3257 0.3897 1.28 
2 0.3264 0.3829 1.13 
3 0.3234 0.3759 1.05 
4 0.326 0.4074 1.63 
5 0.3253 0.3934 1.36 
6 0.3254 0.3871 1.23 
7 0.3235 0.3877 1.28 
8 0.3237 0.4157 1.84 
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ตารางท่ี ง 4 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชุดการทดลองจากการออกแบบการทดลองแบบบ็อก-
เบฮ์นเคน 

ชุดการทดลอง 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ครั้งที่ 1 

(g/L) 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ครั้งที่ 2 

(g/L) 
1 1.12 1.14 
2 1.05 1.26 
3 1.12 1.21 
4 1.24 1.14 
5 1.45 1.69 
6 1.59 1.55 
7 1.61 1.63 
8 1.51 1.73 
9 1.58 1.57 
10 1.43 1.26 
11 1.42 1.40 
12 1.63 1.57 
13 1.14 1.37 
14 1.32 1.35 
15 1.35 1.39 
16 1.30 1.37 
17 1.39 1.35 
18 1.61 1.54 
19 1.33 1.41 
20 1.39 1.40 
21 1.33 1.41 
22 1.37 1.42 
23 1.36 1.30 
24 1.38 1.35 
25 1.37 1.39 
26 1.33 1.50 
27 1.50 1.65 
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ภาคผนวก จ ข้อมูลดิบต่างๆ ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในถังปฏกิรณ์
ชีวภาพพแบบแพคเบด 

ตารางท่ี จ1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ควบคุมภาวะการผลิตที่อัตราการให้
อากาศ 0.5 vvm เป็นเวลา 5 วัน 

วันที่ 
ปริมาณน้ ามัน 

(g/L) 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

(g/L) 
ปริมาณเซลล์อิสระ 

(logCFU/mL) 
0 4.68 0.14 7.52 
1 0.72 0.38 7.80 
2 0.66 0.44 8.01 
3 0.52 0.73 8.19 
4 0.10 0.71 8.11 
5 0.07 0.60 7.88 

ตารางท่ี จ2 การผลิตสารลดแรงตึงผิวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ควบคุมภาวะการผลิตที่อัตราการให้
อากาศ 1.5 vvm และการผลิตโดยใช้แพคคอลัมน์ซ้ า 2 รอบ รวมเวลาผลิต 10 วัน 

วันที่ 
ปริมาณน้ ามัน 

(g/L) 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

(g/L) 
ปริมาณเซลล์อิสระ 

(logCFU/mL) 

0 1.32 0.78 7.20 
1 0.65 1.70 8.39 
2 0.55 1.34 7.70 
3 0.07 0.65 7.12 
4 0.05 0.23 7.27 
5 0.11 0.19 7.60 
5 1.13 0.32 6.99 
6 0.99 1.45 8.39 
7 0.45 1.05 8.18 
8 0.09 0.32 7.08 
8 1.39 0.40 7.26 
9 0.54 1.82 8.36 
10 0.06 1.45 7.34 
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รูปที่ จ1 กราฟมาตราฐานอัตราการไหลของอาหารผ่านแพคคอลัมน์ 
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ภาคผนวก ฉ ข้อมูลดิบตา่งๆ ส าหรับการศึกษาลักษณะสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 

ตารางท่ี ฉ1 น ้ำหนักสำรลดแรงตงึผวิเริม่ตน้ส าหรับการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

ตัวอย่างสารลดแรง
ตึงผิว 

น้ าหนักสารลดแรงตึงผิวเริ่มต้น 
(g/10ml) 

ปริมาณรวม (จากตารางที่ ฉ2) 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.0659 0.067117 
GY30 0.0659 0.051521 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.0648 0.074412 
GY30 0.0648 0.037314 

 
ตารางท่ี ฉ2 ปริมาณองค์ประกอบเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ GY30 

ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว 
ไขมัน 

OD530 Dilution factor กรัม/10mL 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.370 2 0.019474 
GY30 0.319 4 0.006716 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.338 2 0.017789 
GY30 0.291 4 0.006126 

ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว 
โปรตีน 

OD595 Dilution factor กรัม/10mL 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.161 1 0.001578 
GY30 0.212 2 0.000831 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.182 1 0.001784 
GY30 0.237 2 0.000929 

ตัวอย่างสารลดแรงตึงผิว 
น้ าตาล 

OD485 Dilution factor กรัม/10mL 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.357 8 0.046064516 
GY30 0.852 16 0.043974194 

GY30 เจือจาง 5 เท่า 0.425 8 0.05483871 
GY30 0.469 20 0.030258065 
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รูปที่ ฉ1 กราฟมาตราฐาน ก. โปรตีน ข. กลูโคส และ ค. ไขมัน แต่ละจุดข้อมูลมาจากการทดลอง 
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ตารางท่ี ฉ3 ค่าแรงตึงผิวที่ความเข้มข้นต่างๆเพื่อหาค่า CMC 

ความเข้มข้น (mg/L) ครั้งที่ 1 (mN/m) ครั้งที่ 2 (mN/m) 
1 57.187 55.069 
10 42.651 45.323 
50 40.962 41.528 
100 39.851 37.285 
250 34.522 33.526 
500 32.879 33.095 
750 32.163 32.947 
1000 32.635 32.441 
2000 32.39 31.976 
3000 32.189 31.695 
4000 32.942 32.65 
5000 32.725 32.587 
10000 30.985 31.505 

 

ตารางท่ี ฉ4 เปอร์เซ็นต์การก่ออิมัลชันระหว่างสารตัวอย่างและน้ ามันชนิดต่างๆ 

สารตัวอย่าง 
น้ ามันถั่ว
เหลือง 

น้ ามัน
ปาล์ม 

น้ ามันคา
โนลา 

น้ ามันดิบฺ
B 

น้ ามันดิบ
A 

SDS 62.07 51.72 50.88 59.65 66.67 
LS7 60.71 67.24 55.36 66.67 64.29 

สารละลายสารสกัด
หยาบ 

52.00 41.38 43.86 6.90 48.28 

น้ าเลี้ยงเซลล์ 18.52 0.00 17.86 0.00 0.00 
น้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่

ผ่านเมมเบรน 
42.86 37.04 48.15 46.43 48.28 

บัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอ
ริก 

3.57 0.00 0.00 0.00 0.00 
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รูปที่ ฉ2 เปรียบเทียบการก่ออิมัลชันโดยใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้นต่างๆ (SDS 1 
CMC, LS7 5 CMC, สารละลายสารสกัดหยาบ 5 CMC, น้ าเลี้ยงเซลล์ 2 CMC และ น้ าเลี้ยงเซลล์
เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน 10 CMC) 

ตารางท่ี ฉ5 เปอร์เซ็นต์การกระจายระหว่างสารตัวอย่างและน้ ามันชนิดต่างๆ 

สารตัวอย่าง 
น้ ามันถั่ว
เหลือง 

น้ ามัน
ปาล์ม 

น้ ามันคาโน
ลา 

น้ ามันดิบ
B 

น้ ามันดิบ
A 

SDS 100.00 100.00 100.00 100.00 90.91 
LT7 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 

สารละลายสาร
สกัดหยาบ 

100.00 68.18 100.00 90.91 93.18 

น้ าเลี้ยงเซลล์ 22.73 22.73 34.09 68.18 25.00 
น้ าเลี้ยงเซลล์

เข้มข้นที่ผ่านเมม
เบรน 

90.91 68.18 45.45 93.18 88.64 

บัพเฟอร์ทริส
ไฮโดรคลอริก 

6.82 4.55 4.55 2.27 4.55 
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รูปที่ ฉ3 เปรียบเทียบการกระจายน้ ามัน ก) น้ ากลั่น และ ข) น้ าทะเล โดยใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่ความเข้มข้นต่างๆ (SDS 1 CMC, LS7 5 CMC, สารละลายสารสกัดหยาบ 5 CMC, น้ า
เลี้ยงเซลล์ 2 CMC และ น้ าเลี้ยงเซลล์เข้มข้นที่ผ่านเมมเบรน 10 CMC)  
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ตารางท่ี ฉ6 ค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ละลายในบัพเฟอร์ทริสไฮโดรคลอริก 
ความเข้มข้น 1 CMC ที่อุณหภูมิ ความเป็นกรดเบส และความเข้มข้นเกลือต่างๆ 

อุณหภูมิ 
ค่าแรงตึงผิวครั้งที่ 1และ 2 

(mN/m) 
ค่าแรงตึงผิวเฉลี่ย (mN/m) SD 

-20 31.78 31.98 31.88 0.141421 
4 31.87 31.61 31.74 0.183848 
30 31.56 31.42 31.49 0.098995 
60 31.89 32.21 32.05 0.226274 
100 31.56 31.72 31.64 0.113137 
121 31.89 32.392 32.141 0.354968 

pH 
ค่าแรงตึงผิวครั้งที่ 1และ 2 

(mN/m) 
ค่าแรงตึงผิวเฉลี่ย (mN/m) SD 

2 35.12 34.02 34.57 0.777817 
4 35.82 35.64 35.73 0.127279 
6 31.12 30.4 30.76 0.509117 
7 30.32 30.872 30.596 0.390323 
8 31.23 31.01 31.12 0.155563 
10 32.95 32.57 32.76 0.268701 

ความเข้มข้น
เกลือ (%w/v) 

ค่าแรงตึงผิวครั้งที่ 1และ 2 
(mN/m) 

ค่าแรงตึงผิวเฉลี่ย (mN/m) SD 

0 31.56 31.16 31.36 0.282843 
2 31.89 33.03 32.46 0.806102 
4 31.82 31.64 31.73 0.127279 
6 31.15 31.27 31.21 0.084853 
8 31.02 30.574 30.797 0.31537 
10 30.59 30.426 30.508 0.115966 
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