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จากการทดลองผลิตสารลดแรงดึงผิวชีวภาพจาก B acillus licheniform is F2.2 ในอาหาร 
กำหนดสุตร พบว่า จุลินทรีอ์น้ีสามารถผลิตสารลดแรงดึงผิวชีวภาพ ได้ไนปริมาณสูงในอาหารกำหนดสุตร 
ที่มีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน อุลินทรีย์ดังกล่าวสามารถใช้ไฮโดรไลเสทของฟางข้าว ที่ความเข้มข้น 2 % 
(นาหนักต่อปริมาตร คืดเปีนปริมาณนี้าตาลรีติวซ์) เปีนแหล่งคาร์บอนทดแทนการใช้กลูโคส มี 0.2%
(น'1หน้กต่อปริมาตร) แอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งไนโตรเจน และแมงกานีสซัลเฟต 1.71 มิลลิ 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งเกลือแร’ เม่ือเล้ียง B acillus licheniform is F2.2 โดยมีแหล่งคาร์บอน แหล่ง
ไนโตรเจน และแหล่งเกลือแร'ที่เหมาะสมดังกล่าวในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 75 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ที่ค่าความเป็นกรด-ต่างเรํ่มดัน 8.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อัตราการเขย่า 250 รอบ/นาที เป็น 
เวลา 24 ช่ัวโมง จะลดแรงดึงผิวของนาเลี้ยงเชื้อจาก 66 มิลลินิวดันต่อเมตร ลงเหลือ 28.3 มิลลินีวดัน 
ต่อเมตร และ 39.3 มิลลินีวดันต่อเมตร เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า และให้ค่าการกระจายนามัน (oil
displacement) เท่ากับ 33.7 หน่วย

จากการศึกษาสมบัติเบื้องดันของสารลดแรงดึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดั พบว่า สารลดแรงดึงผิวนี้ 
มีความเสถียรต่อความเป็นกรดด่างในช่วงกวัาง คือ 6-12 และมีความเสถียรต่ออุณหภูมิ 50 และ 80
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง ความสามารถในการลดแรงดึงผิวของน้ีาเลี้ยงเช้ือจะลดลง เม่ือความ
เข้มข้นของ NaCl สุงกว่า 10 % นอกจากนี้เมื่อตรวจสอบชนิดของสารลดแรงดึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดั
ด้วย HPLC พบว่า สารที่ผลิตได้ มี^ปแบบโครมาโตแกรม ที่แตกต่างจากสารละลายเชอแฟกตินมาตรฐาน
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j Attempt has been made to produce biosurfactant by cultivating Bacillus licheniform is F2.F 

in chemical! defined medium by which the organisms could produced biosurfactant in high amount 
in the present of glucose as carbon source. Such organism could employed 2 % (w/v ; reducing 
sugar) rice'straw hydrolysate in place of glucose and ammonium nitrate at 0.2 % (w/v) as nitrogen

I

source, manganese sulfate at 1.71 mg. per liter as trace mineral. Cultivation of the organism inI
medium containing suitable carbon, nitrogen and trace element above along with 75 mM phosphate 
buffer withj initial pH 8.0, at 30°c 5 for 24 hrs. and agitation rate of 250 rpm could reduce 
surface tension of the corresponding supernatant from 66 mN/m down to 28.3 raN/m and 39.3 
raN/m whejn diluted by 100 folds and oil displacement value of 33.7 units.I

I!
[Preliminary characterization of the biosurfactant produced revealed its pH stability over 

a broad rarjge of 6-12 as well as stable at temperature 55 and 80 ° c  upto 5 hours. The surface 
tension redaction ability will drop when NaCl concentration exceed 10%. Furthermore HPLC 
profile of tjie biosurfactant produced revealed a distinct chromatogram differ from that of standard 
surfactin. !
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20 การย่อยสลายและการยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ ........................................................ 43
21 แสดงลักษณะการกระจาย^มันของส่วนใสที่ได้จาก'นาเลี้ยงเชือ .................................  52
22 แสดงการกระจายน้ํามันดิบของ B acillus licheniform is F2.2 โดยวิธีขีดเชือ

ลงบนอาหารแข็งที่มีนามันดิบปกคลุมอยู่ และบ่มเชื้อเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ..................  60
23 แสดงการยับยังของ B acillus licheniform is F2.2 ต่อ Torulopsis g labrata  

ATCC 15126 ซึ่งเป็นเช้ือทดสอบ โดยวิธี agar diffusion เมื่อบ่มเชื้อเป็นเวลา
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24 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ได้จากนาเล้ียงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 เล้ียงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวท่ีกำหนดสูตร ตามภาคผนวก ก หมายเลข 9 ปรับระดับ 
ความเป็นกรด-ต่างของอาหารเลี้ยงเช้ือเริ่มด้นที่ 7.0 ในขวดแก้ว 
ทรงกรวย ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง
อัตราการเขย่า 200 รอบ/นาที ...................................................................................  64

25 ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้นต่อการลดลงของ
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ โดย B. licheniform is F2.2...........  66

26 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, การเจริญของเชื้อ,
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ และค่าแรงตึงผิวของ
ส่วนใสท่ีได้จากน้ําเล้ียงเช้ือ เมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 (ก) เมื่อทำการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของอาหารเลี้ยงเชื้อเร่ิมด้น 7.0 ด้วยกรดหรือด่าง (ข) ควบคุมค่า
ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 7.0 ด้วย 100 มิลลัโมลาร์
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27.1 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง, การเจริญของเชื้อ,

ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิวของ
ส่วนใสท่ีได้จากนํ้าเล้ียงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniform is F2.2 (ก) เมื่อควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 6.5 ด้วย 100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(ข) ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 7.0 ด้วย 
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ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิวของ
ส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniform is F2.2 (ค) เม่ือควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 7.5 ด้วย 100 มิลลิโมลาร์ ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
(ง) ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 8.0 ด้วย 
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27.3 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง, การเจริญของเชื้อ,
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิวของ
ส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniform is F2.2 (จ) เม่ือควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของ
อาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 8.5 ด้วย 100 มิลลิโมลาร์ ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ 
(ฉ) ควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มด้น 9.0 ด้วย
100 มิลลิโมลาร์ ทริส-ไฮโดรคลอไรด์ ..........................................................71

28 ผลของความเข้มข้นของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 8.0
ต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำ 
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รูปท่ี หน้า
« , 1 J 0* J X29 ผลของอุณหภูมิต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใสทีได้จากนำเลียงเชือ 

เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า และค่าการกระจายนำบัน (oil displacement)
โดย B. licheniform is F2.2 ................................................................................... 75
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ส่วนใสท่ีได้จากน้ําเล้ียงเช้ือ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า และค่า
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31.1 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนาเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสท่ีได้จากน้ําเล้ียงเชื้อ เมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 (ก) เมื่อใช้กลูโคส 2%  เป็น
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ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสท่ีได้จากนาเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสท่ีได้จากน้ําเล้ียงเชื้อ เมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 (ค) เมื่อใช้กลีเชอรอล 2 %
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34.1 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,

ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 (ก) เมอใชกลูโคส 2 % เป็น
แหล่งคาร์บอน (ข) เมื่อใช้ไฮโดรไลเสทรำข้าว 2% (นำตาล
รีดิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอน.......................................................................... 82

34.2 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,
ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 (ค) เมื่อใช้ไฮโดรไลเสทฟางข้าว
2% (นาตาลรีดิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอน (ง) เมื่อใช้ไฮโดรไลเสท

สารบัญรูป (ต่อ)

รำข้าว 2 % (นาตาลรีดิวซ์) เป็นแหล่งคาร์บอน......................................83
35 ผลของปริมาณของไฮโดรไณสทจากฟางข้าวต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิว

ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ โดย B. licheniformis F2.2 .............  85
36.1 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,

ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ได้จากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. licheniformis F2.2 เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเล้ียงเชื้อ
เหลวที่มี 2 % ไฮโดรไลเสทฟางข้าว (นาตาลรีดิวช์) เป็นแหล่ง
คาร์บอน มีไนโตรเจน 0.85 กรัมต่อลิตร (ก) เมื่อใช้
แอมโมเนียมไนเตรท (ข) เมื่อใช้แอมโมเนียมซัลเฟต................................87
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36.2 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,

คำแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนํ๋าเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ไตึจากนํ้าเลี้ยงเชื้อ เมื่อทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. iicheniformis F2.2 เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวที่มี 2% ไฮโดรไลเสทฟางข้าว (นาตาลรีดิวซ์) เป็นแหล่ง 
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ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อ และค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ไตึจากนาเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
โดย B. Iicheniformis F2.2 เลี้ยงจุลินทรีย์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวที่มี 2% ไฮโดรไลเสทฟางข้าว (นาตาลรีคิวช์) เป็นแหล่ง 
คาร์บอน มีไนโตรเจน 0.85 กรัมต่อลิตร (จ) เมื่อใช้
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37 ผลของปริมาณแอมโมเนียมไนเตรทต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใส
ที่ได้จากนาเล้ียงเชื้อ และค่าการกระจายนํ้ามัน (oil displacement)
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38 ผลของแหล่งแร,ชนิดต่าง ๆ ต่อการลดลงของค่าแรงตึงผิวของส่วนใส
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40 แสดงรูปแบบการเจริญ, การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ต่าง,

ค่าแรงตึงผิวของส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อ ค่าแรงตึงผิว
ของส่วนใสที่ได้จากนาเลี้ยงเชื้อ เม่ือทำการเจือจาง 100 เท่า
และค่าการกระจายนํ้ามัน โดย B. licheniformis F2.2 ในภาวะ
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สารบัญรูป (ต่อ)



คำย่อ

“ช = องศาเซลเซียส
ชม. = ชั่วโมง
ชม. = เซนติเมตร
มม. = มิลลิเมตร
มล. = มิลลิลิตร
°c = องศาเซลเซียส
wk = สัปดาห์
% = เปอรํเซนต์

(w/v) = ‘นาหนัก/ปริมาตร
ID = Inner diameter
RT = อุณหภมิห้อง
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