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บทคัดยอ

จากการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ Bacillus MUV4 

ในอาหาร Mckeen medium (พีเอช 7.0) มีกลูโคส 2.0 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน เปนเวลา 3 วัน 
ทีอุ่ณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส พบวา เชื้อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงสุดที่เวลา 48 ชั่วโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ มคีาการเจริญเริ่มตนเทากับ 5.78 (OD660) คา oil displacement area (ODA) และ
emulsification capacity (EC) เทากบั 9.76 ตารางเซนติเมตร และ 0.89 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ  
กลโูคส 2.5 เปอรเซ็นต เปนแหลงคารบอนที่ดีที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื่อเปรียบ
เทยีบการใชแหลงไนโตรเจนตางๆ (0.5 เปอรเซ็นต) พบวา กรดกลูตามิค (L-glutamic acid) และผง
ชูรส ใหคา ODA และ EC ปริมาณสงู แตไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ ดังนั้นจึงใชผงชูรส
ความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นตในการศึกษาตอไป การเติมยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นตในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ท ําใหการเจริญ คา ODA, emulsification activity (EA) และ EC เพิม่ข้ึน การเลี้ยงเชื้อในอาหารที่
เหมาะสมซึง่ประกอบดวยกลูโคส 2.5 เปอรเซ็นต ผงชูรส 1.0 เปอรเซ็นตและยีสตสกัด 0.3 เปอรเซ็นต 
ท ําใหการเจริญและคา ODA, EA และ EC สูงขึน้(78.50 ตารางเซนติเมตร, 81.82 เปอรเซ็นต และ 
5.18 เปอรเซน็ต ตามลํ าดับ) เปรียบเทียบผลการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในอาหาร
สูตรพืน้ฐานและสตูรเหมาะสมที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวา การเจริญเพิ่มข้ึน 1.9 
เทา คา ODA และ EC เพิม่ข้ึน 8.0 และ 5.8 เทา ตามลํ าดับ การไมควบคุมพีเอชระหวางการเลี้ยงเชื้อ
ในถงัหมัก ใหคา ODA, EA และ EC สูงกวาสภาวะการควบคุมพเีอชเปน 7.0 การเพิ่มอัตราการให
อากาศจาก 0 ถึง 1.0 ปริมาตรอากาศตอปริมาตรอาหารตอนาที ที่อัตราการกวน 200 รอบตอนาที 
ท ําใหการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสงูขึ้น การทํ าใหสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิ์บางสวน โดย
การตกตะกอนนํ้ าหมักจากการเลี้ยงเชื้อที่ 60 ชั่วโมง ดวยกรดไฮโดรคลอริค 6 นอรมอล ทํ าใหเปน
กลางดวยโชเดียมไฮดรอกไซด 2.0 นอรมอล จนไดพีเอช 7.0 จากนัน้ท ําใหแหงจะไดผลผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ 0.8 กรัมตอลิตร สารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีต่กตะกอนดวยกรดนี้ละลายไดในนํ้ า, นํ้ า
ทีเ่ปนดาง, เมทานอล, เอทานอล, เอธิลอะซิเตต, อะซิโตไนไตร, อะซิโตนและคลอโรฟอรม แตไม
ละลายในเฮกเซน พเีอชมีผลตอคา ODA และ EC มากกวา EA โดยคา ODA และ EC ของนํ้ าหมัก

(3)



                                                                                                                                                         

จากเชื้อ Bacillus MUV4 คงตัวอยูในชวงพีเอช 6.0-10.0 สวนคา EC คงตวัอยูในชวงพีเอช 4.0-14.0  
คา ODA, EA และ EC สัมพทัธของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ตกตะกอนดวยกรดคงตัวอยูในชวงพี
เอช 6.0-12.0  คา ODA, EA และ EC คงเหลือสูงสุดมากกวา 80% ที่พีเอช 8.0 ความเขมขนของ
เกลือมีผลอยางมากตอ ODA และ EA โดยเกลือ10-15 เปอรเซ็นต ทํ าใหคา ODA สัมพัทธ คงเหลือ
นอยกวา 10 เปอรเซ็นต EA ไมสามารถวัดคาได สวน EC สัมพทัธของนํ้ าหมักและสารลดแรงตึงผิว
ชวีภาพทีต่กตะกอนดวยกรดมีคาคงเหลือมากกวา 60 เปอรเซ็นต และ 25 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ 
อุณหภูมิมีผลอยางมากตอคา ODA และ EC และมีผลเล็กนอยตอ EA สัมพทัธ โดยกิจกรรมยังคง
เหลอืมากกวา 80 เปอรเซ็นต เมื่อบมที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมง

จากการศึกษาองคประกอบขั้นตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Bacillus MUV4 พบวา
เปนกลุมของไลโปเปปไทท (Glycopeptide) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนีส้ามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Shigella sp. และ Streptococcus faecalis ATCC 

29212 แตไมยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa, Salmonella 

sp. และ  Staphylococcus aureus ATCC 25923 สารลดแรงตึงชีวภาพที่ตกตะกอนดวยกรด 
(0.1 เปอรเซน็ต) มีประสิทธิภาพในการเก็บเกี่ยวนํ้ ามันจากคอรลัมนทราย (sandpack column)
50.04 เปอรเซ็นต
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Abstract

Factors affecting the production of biosurfactant by Bacillus MUV4 

cultivated in Mckeen medium (pH 7.0) at 30°C were investigated. The maximum 

biosurfactant was obtained after 48 h cultivation with cell growth, oil 

displacement area (ODA) and emulsification capacity (EC) values was 5.78 

(OD660), 9.76 cm2 and 0.87%, respectively. Two point five percent of glucose 

was the best carbon source for biosurfactant production. Among the nitrogen 

source (0.5%) tested, L-glutamic acid and monosodium glutamate gave higher oil 

ODA and EC values but no significant difference in ODA and EC values were 

detected among L-glutamic acid and monosodium glutamate treatment. 

Therefore, monosodium glutamate with a concentration of 1.0% was selected  for 

further study. Addition of 0.3% yeast extract in the medium improved growth 

and higher ODA, emulsification activity (EA) and EC values. Cultivation the 

organism in the optimal medium contained 2.5% glucose, 1.0% monosodium 

glutamate and 0.3% yeast extract improved the growth and biosurfactant 

production with higher ODA, EA and EC values (78.5 cm2, 81.82% and 5.18%, 

respectively). Comparison on growth and biosurfactant production in the basal 

medium and optimized media with initial pH 7.0 at 30°C revealed that the 

growth was increased 1.9 folds and the ODA and EC increased 8.0 and 5.8 folds, 

respectively. Uncontrolled pH during cultivation in a fermentor gave higher 

ODA, EA and EC than those under controlled pH starting at 7.0 condition. An 

increase in the aeration rate from 0 to 1.0 vvm at agitation speed of 200 rpm 
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could elevate biosurfactant production. The partial purification of biosurfactant 

was performed by precipitation of 60 h culture supernate with 6 N HCl, 

neutralized with 2.0 N NaOH to pH 7.0 and freeze-drying. The acid precipitated 

biosurfactant yield was 0.8 g/l. This acid precipitated biosurfactant was soluble in 

water, alkaline water, methanol, ethanol, ethyl acetate, acetonitrile, acetone and 

chloroform but was insoluble in hexane. pH had  much effect  on ODA  and EC. 

Relative ODA and EC of culture broth was stable at the pH range 6.0-10.0 while 

relative EA was stable at the pH range 4.0-14.0. Relative ODA, EA and EC of 

acid precipitated biosurfactant were stable at the pH range 6.0-12.0. The 

maximum ODA, EA and EC values retained more than 80% at pH 8.0. NaCl 

concentration had much effect on ODA and EA. At 15-20% NaCl the relative 

ODA was less than 10% and EA was not detectable while the relative EC was 

higher than 60% in culture broth and 25% in acid precipitated biosurfactant. 

Temperature had much effect on ODA and EC than EA. Even at 100 °C for 12 h 

the relative EA of  the biosurfactant in culture broth still retained activity more 

than 80%.

The biosurfactant from Bacillus MUV4 was preliminarity characterized by 

TLC analysis and chemical tests. The compound included lipid and ninhydrin-

positive compounds. The biosurfactant showed antimicrobial activity against the 

growth of Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Shigella sp. and  Streptococus 

faecalis ATCC 29212 but not against E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp. and  

Staphylococcus aureus. Effect of the acid precipitated biosurfactant (1.0 g/l) 

enhanced kerosene oil recovery from sandpack column to 50.04%.
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