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บทคัดย่อ 
 

 ผลการคดัแยกแบคทีเรียที�สามารถย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอนจากตวัอยา่งนํ) า
ทะเลปนเปื) อนคราบนํ) ามนั บริเวณท่าเรือสิเกา ท่าเรือกนัตงั และท่าเรือสงขลา พบวา่มีแบคทีเรีย 10  
ไอโซเลท ที�สามารถเจริญเติบโตในอาหาร mineral salt medium (MSM) ที�เติมนํ) ามนัดีเซลเป็นแหล่ง
คาร์บอน 2% (v/v) เมื�อนาํแบคทีเรียดงักล่าวมาผ่านการคดัเลือกขั)นแรกเพื�อคดัเลือกแบคทีเรียที�
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยพิจารณาจากค่าความสามารถในการกระจายนํ) ามนัและ
ให้ผลบวกต่อการทดสอบดว้ยวิธี drop-collapse พบวา่แบคทีเรียที�มีคุณสมบติัดงักล่าว ไดแ้ก่ ไอโซ
เลท S1 S2 K1 T1 และ T4  จากนั)นนาํแบคทีเรียทั)ง 5 ไอโซเลทมาผา่นการคดัเลือกขั)นที�สอง โดย
พิจารณาจากค่า emulsification index (E24) พบวา่เชื)อ S2 ให้ค่า E24 มากที�สุด คือ 55.10 % ที�เวลา 72 
ชั�วโมง เมื�อนาํเชื)อ S2 มาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบติัทางชีวเคมีบางประการ และใช้
เทคนิค 16S rDNA สามารถเทียบเคียงสายพนัธ์ุของเชื)อแบคทีเรีย S2 คือ Bacillus cereus จากการ
ทดสอบเบื)องตน้เพื�อหาค่าช่วงชั)นของปัจจยัศึกษาของแบคทีเรีย Bacillus cereus พบวา่เมื�อใชก้ลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน และอตัราส่วนระหวา่งกลูโคสต่อ NaNO3 เท่ากบั 
10:1 (w/w) ให้ค่า E24 สูงสุดเท่ากบั 63.47% จากนั)นใช้การออกแบบ Box-Behnken และเทคนิค 
response surface methodology (RSM) เพื�อหาสภาวะที�เหมาะสมที�สุดต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ พบวา่ที�ความเขม้ขน้กลูโคส 3 % (w/v) ความเขม้ขน้ NaNO3 0.5 % (w/v) และ pH เริ�มตน้
เท่ากบั 6 เป็นสภาวะที�เหมาะสมที�สุด แลว้ทาํการทดสอบประสิทธิภาพของเชื)อ S2 ในการยอ่ยสลาย
นํ)ามนัดีเซล 2% (v/v) โดยวธีิการชั�งนํ) าหนกันํ) ามนัดีเซลที�หายไป (weight loss method) พบวา่นํ) าทะเล
ที�มีการเติมกลา้เชื)อ 2% (v/v) มีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ) ามนัดีเซลเท่ากบั 40.46% ที�เวลา 7 วนั 
ส่วนชุดควบคุมมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ)ามนัดีเซลเทา่กบั 0.61% และเมื�อนาํตวัอยา่งไปทดสอบ
ดว้ย GC-MS เพื�อเปรียบเทียบการยอ่ยสลายนํ) ามนัดีเซลก่อนและหลงัการเติมกลา้เชื)อเป็นเวลา 7 วนั 
โดยพิจารณาจากพื)นที�ใตก้ราฟพบการยอ่ยสลายของสารประกอบ alkanes ตั)งแต่ C11-C28 ไดผ้ลิตภณัฑ์
เป็นกลุ่มเอสเทอร์และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที�มีโมเลกุลตํ�า (C9- C10) 
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ABSTRACT 

 
 The result of hydrocarbon degrading bacteria isolation from oil-spilled seawater 
samples that were collected from Sikao, Kantang, and Songkhla harbors revealed ten isolates that 
can grow in mineral salt medium (MSM) supplemented with  2% (v/v) diesel as a carbon source. 
When these isolates were studied their abilities for biosurfactant production in the primary 
screening step by considering their oil displacement values and positive results to drop-collapse, 
five isolates including S1, S2, K1, T1, and T4 were selected. Then the selected five isolates were 
investigated their emulsification activities in the secondary screening step. It was found that S2 
yielded the highest emulsification activity, 55.10% at 72 hours. The S2 was identified as Bacillus 
cereus based on its physiological, biochemical characteristics and 16S rDNA sequence analysis. 
The preliminary study to optimize the biosurfactant production by Bacillus cereus showed MSM 
containing glucose as a carbon source, sodium nitrate as nitrogen source and ratio of glucose to 
sodium nitrate as 10:1 (w/w) was optimal condition. It yielded the maximum emulsification index 
of 63.47%. Then the biosurfactant production was optimized using Box-Behnken design and 
response surface methodology (RSM). The maximum emulsification activity was obtained under 
the optimal condition, 3 % (w/v) of glucose concentration, 0.5 % (w/v) of sodium nitrate 
concentration and initial pH at 6. After that the efficiency of strain S2 for diesel oil degradation by 
weight loss method was investigated. The result showed that the culture with 2% (v/v) of inoculums 
yielded degrading activity by 40.46% within 7 days whereas the control experiment yielded 
degrading activity only 0.61%. When the sample was analyzed with GC-MS, it was found that 
molecular alkanes compounds (C11-C28) in diesel oil was degraded  to be ester compounds and low 
molecular alkanes compounds (C9- C10). 
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บทที� 1 

บทนํา 
 

1.1  บทนําต้นเรื�อง 

 มนุษยพ์ยายามนาํเอาทรัพยากรธรรมชาติมาใช้ประโยชน์เพื�อความเป็นอยูอ่ยา่ง
สะดวกสบายในชีวิตประจาํวนั  นํ' ามนันับว่าเป็นทรัพยากรที�ถูกนํามาใช้มากที�สุดในปัจจุบนั  
โดยเฉพาะอย่างยิ�งการคมนาคม  จากสถิติการใช้นํ' ามนัสําเร็จรูปในประเทศไทยพบว่า มีการใช้
นํ' ามนัดีเซลมากเป็นอนัดบัหนึ� ง (ร้อยละ 46) รองลงมาเป็นนํ' ามนัเบนซิน (ร้อยละ 27) และนํ' ามนั
อื�นๆ (ร้อยละ 37) (กระทรวงพลงังาน, 2554) จากการใชป้ระโยชน์นี' เองบางครั' งทาํให้เกิดปัญหาที�
หลีกเลี�ยงไม่ได้  หรืออาจเกิดจากการขาดความระมดัระวงัทาํให้เกิดผลกระทบต่อสิ� งแวดล้อม
โดยทั�วไป ตวัอยา่งเช่น เมื�อ 20 เมษายน พ.ศ. 2553 เกิดอุบติัเหตุระเบิดและเพลิงไหมแ้ท่นขุดเจาะ
นํ' ามนั Deepwater Horizon ในอ่าวเม็กซิโกของบริษทั British Petroleum (BP) ทาํให้เกิดนํ' ามนั
รั�วไหลสู่ทะเล ซึ� งนบัเป็นหายนะต่อสิ�งแวดลอ้มครั' งใหญ่ครั' งหนึ� งของโลก แมว้า่ประเทศไทยจะ
ประสบปัญหาเหตุนํ' ามนัรั�วไหลไม่มากนกั จากรายงานของกรมควบคุมมลพิษ ในระหวา่งปี พ.ศ. 
2519-2553 เคยเกิดเหตุนํ' ามันรั�วไหลที�ได้ดาํเนินการตรวจสอบและจัดการแก้ไขร่วมมือกับ
หน่วยงานอื�นที�เกี�ยวขอ้ง 124 เหตุการณ์ สาเหตุของการรั�วไหลในประเทศไทยไดแ้ก่ 1) อุบติัเหตุ 
เช่น เรืออบัปาง รั�วไหลจากแท่นขุดเจาะนํ' ามนั 2) การลกัลอบทิ'ง เช่น ปล่อยนํ' าลา้งนํ' ามนัชนิดเดิม
ก่อนบรรทุกนํ'ามนัชนิดใหม ่หรือลกัลอบถ่ายนํ'าถ่วงทอ้งเรือและนํ'าอบัเฉาเรือ จึงไดมี้การจดัทาํแนว
ทางการควบคุมและจดัการนํ' าอบัเฉาเรือ จากองค์การทางทะเลระหว่างประเทศ (International 
Maritime Organization : IMO) เพื�อหาทางป้องกนัและแกไ้ขปัญหาที�เกิดขึ'น 3) การรั�วไหลระหวา่ง
การสูบถ่ายนํ' ามนักลางทะเลจากเรือขนาดใหญ่ลงสู่เรือขนาดเล็ก หรือระหวา่งเรือกบัท่าเทียบเรือ   
4) อุปกรณ์ที�ใชใ้นการเดินเรือ เก็บกกั หรือสูบถ่ายนํ' ามนัชาํรุด 5) สาเหตุอื�นๆ ซึ� งเหตุการณ์นํ' ามนั
รั�วไหลแต่ละครั' งกท็าํใหเ้กิดผลกระทบต่อชายฝั�งอยา่งหลีกเลี�ยงไมไ่ด ้นอกจากนี'นํ'ามนัที�เล็ดลอดมา
จากกิจกรรมต่างๆ ตามแหล่งชุมชน ท่าเรือ โรงงานอุตสาหกรรม การคมนาคม จากอู่ซ่อมรถหรือ
ปัbมนํ'ามนั ทาํใหเ้กิดคราบนํ'ามนัปนเปื' อนอยูม่าก ยากต่อการกาํจดั และนบัวนัจะทวีความรุนแรงมาก
ขึ'น (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) 

 การกาํจดัคราบนํ' ามนัสามารถกระทาํไดห้ลายวิธี ซึ� งวิธีที�นาํมาใช้ในการกาํจดั
คราบนํ' ามนัในกรณีที�เกิดอุบติัเหตุนํ' ามนัรั�วไหลลงสู่ทะเลหรือมหาสมุทร ใชว้ิธีทางกายภาพไดแ้ก่ 
การใช้ทุ่นนํ' ามนั (boom) เพื�อเก็บกกันํ' ามนัที�รั�วไหลให้มากที�สุดและดูดเก็บนํ' ามนัดว้ยเครื�องเก็บ
คราบนํ'ามนั (skimmer) และถา้ไมส่ามารถใชว้ิธีทางกายภาพกาํจดัคราบนํ' ามนัไดใ้นทนัทีหรือยงัคง



มีคราบนํ'ามนัที�หลงเหลือจากการใชว้ธีิทางกายภาพแลว้ กส็ามารถเลือกใชส้ารเคมีกาํจดัคราบนํ' ามนั 
โดยสารเคมีนี' จะทาํให้คราบนํ' ามนัแตกตวัเป็นอนุภาคเล็กๆ ซึ� งอนุภาคนํ' ามนัจะแขวนลอยอยูใ่นนํ' า
และเจือจางไปกบัคลื�นลมในทะเลรวมทั'งเกิดกระบวนการยอ่ยสลายทางเคมีจากการทาํปฏิกิริยากบั
ออกซิเจนและแสงแดด และการยอ่ยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรียใ์นทะเล 
 วิธีการกาํจดัคราบนํ' ามนัอีกวิธีหนึ� งคือการใช้จุลินทรียย์อ่ยสลายตามธรรมชาติ 
(biodegradation) พบวา่จุลินทรียใ์นกลุ่มแบคทีเรียมีความสามารถในการยอ่ยสลายคราบนํ' ามนัดิบ
และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนชนิดต่างๆไดเ้ป็นอยา่งดี วิธีการเร่งกระบวนการยอ่ยสลายโดย
จุลินทรียใ์นธรรมชาติ (bioremediation) ไดถู้กนาํมาใช้มากขึ'น เพื�อทาํให้กระบวนการกาํจดัสาร
เหล่านี' เกิดขึ'นไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เช่น การเพิ�มธาตุอาหาร การใส่จุลินทรียที์�มีประสิทธิภาพการ
ย่อยสลายสูงลงไปในบริเวณที�มีการปนเปื' อน หรือเติมสารลดแรงตึงผิว (surfactants) เพื�อเพิ�ม
ความสามารถในการละลายนํ' าของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ทําให้สารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนอยู่ในสภาพหรืออยู่ในรูปที�ง่ายต่อการที�จุลินทรีย์จะเข้าย่อยสลายสารดังกล่าว 
(bioavailable form)  อยา่งไรก็ตาม การนาํสารลดแรงตึงผิวไปใชป้ระโยชน์นั'นตอ้งพิจารณาอยา่ง
รอบคอบ เพราะสารลดแรงตึงผิวสามารถทาํให้เกิดผลกระทบต่อสิ�งแวดลอ้มไดเ้ช่นกนั ถ้ามีการ
นาํไปใชใ้นปริมาณที�ไมถู่กตอ้ง และใชอ้ยา่งผดิประเภท เมื�อมีการใชแ้ละปล่อยลงสู่สิ�งแวดลอ้มแลว้
อาจตอ้งใชเ้วลานานในการยอ่ยสลายทางชีวภาพโดยจุลินทรียจ์นกวา่จะหมดไป (Kawamura, 2000) 
สารลดแรงตึงผวิบางชนิดที�มีการประกาศห้ามใช ้เช่น alkyl benzene sulfonate (ABS) เนื�องจากเป็น
สารที�ยอ่ยสลายยาก  จึงมีการใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) แทนการใช้สารลดแรงตึง
ผิวที�ได้จากกระบวนการเคมีสังเคราะห์ ซึ� งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตโดยจุลินทรีย์
หลากหลายชนิด ไดแ้ก่ แบคทีเรีย รา และยสีต ์โดยจุลินทรียจ์ะผลิตสารลดแรงตึงผิวบริเวณผิวเซลล์
หรือผลิตภายในเซลล์แลว้ถูกส่งออกมาภายนอก  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีขอ้ดีคือ ยอ่ยสลายได้
โดยธรรมชาติ        เป็นมิตรต่อสิ�งแวดลอ้ม มีความจาํเพาะเจาะจง และทนต่อสภาวะต่างๆไดดี้ เช่น 
อุณหภูมิและความเป็นกรดด่างสูงได ้(Desai and Banat, 1997) แต่การใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ในทางอุตสาหกรรมนั'นยงัมีขอ้จาํกดัเนื�องจากตน้ทุนการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพยงัมีราคาสูง
เมื�อเปรียบเทียบกบัสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ ดงันั'นจะตอ้งทาํการปรับปรุงกระบวนการผลิตและ
หาสภาวะที�เหมาะสมในการผลิตเพื�อใหไ้ดผ้ลผลิตที�มีคุณภาพและปริมาณมากเพื�อลดตน้ทุนในการ
ผลิต 
  มีงานวิจยัที�เกี�ยวขอ้งกบัการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียสายพนัธ์ุ
ต่างประเทศหลายเรื�อง แต่บางสายพนัธ์ุไม่สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในอุณหภูมิของประเทศไทย  
(18 ถึง 36 องศาเซลเซียส) ในการวิจยัครั' งนี' จึงทาํการคดัเลือกแบคทีเรียทอ้งถิ�นที�สามารถยอ่ยสลาย



นํ' ามนัจากความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากนํ' าทะเลที�มีการปนเปื' อนนํ' ามนั 
และหาสภาวะที�เหมาะสม ส่งเสริมให้เชื'อสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดใ้นปริมาณสูงสุด 
เพื�อนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการกาํจดันํ'ามนัและดา้นอื�นๆต่อไป 
 
1.2  วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

1)  เพื�อคดัแยกแบคทีเรียที�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได้จากนํ' าทะเลที�ปนเปื' อน
นํ'ามนั 

2)  เพื�อศึกษาสภาวะที�เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพของแบคทีเรียที�คดัแยกได ้
3)  เพื�อทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ' ามนัดีเซลของเชื'อแบคทีเรียคดัเลือกในระดบั

หอ้งปฏิบติัการ 
 

1.3  ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1)  สามารถคดัแยกแบคทีเรียที�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ (biosurfactant) 
2)  สามารถนาํสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไปพฒันาเพื�อใช้ประโยชน์ในการกาํจดัคราบนํ' ามนัที�

ปนเปื' อนในนํ'าทะเลต่อไป 
 
1.4 ขอบเขตการวจัิย 

ทาํการคดัแยกและคดัเลือกแบคทีเรียที�สามารถยอ่ยสลายนํ' ามนัดีเซล และผลิต
สารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากตวัอยา่งนํ'าทะเลที�ปนเปื' อนนํ'ามนับริเวณทา่เรืออาํเภอสิเกา อาํเภอกนัตงั 
จงัหวดัตรัง และท่าเรือจงัหวดัสงขลา  เทียบเคียงสายพนัธ์ุแบคทีเรียที�คดัเลือกไดโ้ดยการพิจารณา
สัณฐาน ทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมีและการวเิคราะห์ลาํดบัของ 16S rDNA หาสภาวะที�เหมาะสม
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียที�คดัเลือกไดแ้ละนาํมาทดสอบประสิทธิภาพใน
การยอ่ยสลายนํ'ามนัดีเซลของเชื'อแบคทีเรียคดัเลือกในระดบัหอ้งปฏิบติัการ  
 
 
 
 



บทที� 2 

การตรวจเอกสาร 
 
2.1  การรั�วไหลของนํ�ามันในทะเล  

 สถานการณ์นํ� ามนัรั�วไหลในประเทศไทยจากรายงานของกรมควบคุมมลพิษ 
ระหวา่งปี พ.ศ. 2519-2553 มีทั�งหมด 124 เหตุการณ์ แหล่งรั�วไหลในทะเลที�สําคญัมาจากกิจกรรม
การเดินเรือ เช่น การเดินเรือ การเปลี�ยนถ่ายนํ� ามนั เป็นตน้ (ร้อยละ 45) จากอุบติัเหตุการรั�วไหล 
(ร้อยละ 25) และอุตสาหกรรมที�อยูบ่ริเวณชายฝั�ง เช่น แทน่ขดุเจาะ (ร้อยละ 18) และจากสาเหตุอื�นๆ 
(ร้อยละ 12) การรั�วไหลจากกิจกรรมการเดินเรือซึ� งเป็นการปนเปื� อนของนํ� ามนัเชื�อเพลิงหรือ
นํ�ามนัหล่อลื�นระหวา่งการเดินเรือและบริเวณทา่เรือ มาจากส่วนท่อทา้ยเรือและส่วนเครื�องยนตที์�จม
อยูใ่นนํ�าและการลกัลอบทิ�ง ซึ� งจดัเป็นมลพิษที�มีจุดกาํเนิดไม่แน่นอน (non-point source) ซึ� งจดัการ
ไดย้าก การพิจารณาแนวทางเพื�อรับมือการปนเปื� อนนํ� ามนัไม่ควรมุ่งเน้นเฉพาะเหตุการณ์ใหญ่ ๆ
ควรใหค้วามสาํคญักบัการจดัการนํ� ามนัจากแหล่งอื�นๆในภาพรวมจึงเป็นสิ�งจาํเป็น เพื�อการป้องกนั
และแกปั้ญหาผลกระทบจากนํ� ามนัต่อสิ� งแวดล้อมอยา่งย ั�งยืน (พิสุทธิL  เพียรมนกุล และณัฐวิญญ ์   
ชวเลิศพรศิยา, 2557) 

 2.1.1 สาเหตุการรั�วไหลของนํ�ามนัในทะเล  
 1) อุบติัเหตุ เกิดจากอุบติัเหตุทางเรือขนส่งนํ� ามนัและเรือประเภทอื�นๆ เช่น เรือชนกนั 

การอบัปางของเรือ เป็นตน้ การขนส่งนํ� ามนัดว้ยเรือบรรทุกนํ� ามนัเป็นวิธีการที�ใช้ในการขนถ่าย
นํ� ามนัปริมาณมากทั�งในรูปนํ� ามนัดิบและนํ� ามนัที�ผา่นกระบวนการกลั�นแยกแลว้ เมื�อเกิดอุบติัเหตุ
การรั�วไหลของนํ� ามนัจากเรือบรรทุกนํ� ามนัจะเป็นลกัษณะการรั�วไหลแบบครั� งเดียวในปริมาณมาก 
ซึ� งการรั�วไหลในลกัษณะนี�จะทาํใหเ้กิดผลกระทบต่อสิ�งแวดลอ้มในวงกวา้งและมีความรุนแรงหาก
ไมไ่ดรั้บการจดัการอยา่งถูกตอ้ง  

 2) การลกัลอบทิ�ง เกิดจากการแอบถ่ายนํ� ามนัเครื�องและการแอบทิ�งนํ� าปนนํ� ามนัในทอ้ง
เรือ โดยทั�วไปเมื�อเรือนํ� ามนัขนส่งนํ� ามนัเสร็จแลว้ตอ้งการเปลี�ยนผลิตภณัฑ์นํ� ามนัชนิดใหม่ ตอ้งทาํ
การลา้งถงั หรือลกัลอบถ่ายนํ�าถ่วงทอ้งเรือและนํ�าอบัเฉาเรือ 

 3) การรั�วไหลระหวา่งการสูบถ่ายนํ�ามนักลางทะเล เกิดจากการขนถ่ายนํ� ามนัทางทะเลใน
กรณีที�ไมส่ามารถนาํเรือใหญ่เขา้เทียบทา่เรือได ้จึงตอ้งทาํการขนถ่ายนํ� ามนัจากเรือใหญ่ลงเรือขนาด
เล็ก และนาํมาเกบ็ในถงัเกบ็นํ�ามนัหรือสู่โรงกลั�นนํ�ามนั หรือระหวา่งเรือกบัท่าเทียบเรือ ซึ� งมีโอกาส
ที�จะก่อใหเ้กิดการรั�วไหลของนํ�ามนัลงทะเลได ้

 4) อุปกรณ์ที�ใชใ้นการเดินเรือ เกบ็กกั หรือถ่ายสูบนํ�ามนัชาํรุด  



 5) สาเหตุอื�นๆ เช่น รั�วไหลจากแท่นขุดเจาะปิโตรเลียมในทะเล หรือรั�วไหลตาม
ธรรมชาติ (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) 

2.1.2  พฤติกรรมของนํ�ามนัเมื�อรั�วไหลในทะเล  
เมื�อนํ� ามนัรั�วไหลในทะเลจะเกิดกระบวนการทางกายภาพ เคมีและชีวภาพ การ

เปลี�ยนแปลงทางกายภาพ เช่น การระเหยและการละลาย ซึ� งขึ�นอยู่กบัคุณสมบติัของนํ� ามนั การ
เปลี�ยนแปลงทางเคมี ได้แก่ การเกิดปฏิกิริยากับออกซิเจนในนํ� า แสงแดดจะทําให้เกิดการ
เปลี�ยนแปลงโครงสร้าง และหลงัจากนั�นกระบวนการยอ่ยสลายทางชีวภาพจะมีบทบาทที�สําคญัใน
การกาํจดัคราบนํ� ามนั โดยเมื�อระยะเวลาผา่นไปนํ� ามนัที�หลงเหลือถูกพดัเขา้สู่ชายหาดจะสะสมอยู่
ในบริเวณใตพ้ื�นทราย ส่วนคราบนํ� ามนัที�ผิวทรายก็จะไดรั้บอิทธิพลของคลื�นลมโดยตรง ทาํให้เกิด
การชะลา้งเอานํ�ามนัที�ปนเปื� อนออกไป (ITOPF, 2014) ดงัภาพที� 2-1 

1) การแพร่กระจาย (spreading) การแพร่กระจายของคราบนํ� ามนัจะเกิดขึ�นทนัทีบริเวณ
ผิวนํ� าทะเลเมื�อเกิดการรั�วไหลโดยมีสาเหตุจากลมและการไหลเวียนของกระแสนํ� า ขอบเขตการ
แพร่กระจายขึ�นกบัค่าความหนืด ปริมาณนํ� ามนัที�รั�วไหล ความหนาแน่น และแรงตึงผิวของนํ� ามนั 
เมื�อเกิดการรั�วไหลนํ� ามนัที�มีความหนืดตํ�าจะแพร่กระจายไดเ้ร็วกวา่นํ� ามนัที�มีความหนืดสูง การใช้
ทุน่ลอ้มรอบนํ�ามนัเอาไวจ้ะทาํใหก้ารเกบ็คราบนํ�ามนัดว้ยเครื�องดูดนํ�ามนัมีประสิทธิภาพขึ�น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที� 2-1  กระบวนการทางเคมีและกายภาพของคราบนํ�ามนัที�ปนเปื� อนในทะเล  
ที�มา :  ITOPF (2014) 

 
 



2) การระเหย (evaporation) นํ� ามนัที�ลอยอยูเ่หนือผิวนํ� าจะมีอตัราการระเหยสูงหรือตํ�า 
ขึ�นอยูก่บัขนาดพื�นที�ของนํ� ามนัที�ลอย (slick area) ชนิดของนํ� ามนั (type of oil) อุณหภูมิของนํ� ามนั 
(oil temperature) และความเร็วลม (wind velocity) นํ� ามนัดิบเป็นสารประกอบที�ซบัซ้อน พวกที�มี
จาํนวนอะตอมคาร์บอนตํ�ากวา่ 15 อะตอม (จุดเดือดตํ�ากวา่ 250 องศาเซลเซียส) จะระเหยไปจากนํ� า
ภายใน 2-3 วนั ทาํใหน้ํ�ามนัสูญหายไปร้อยละ 25-30  ส่วนพวกที�มีคาร์บอนอะตอมอยูใ่นช่วง 15-25 
อะตอม (จุดเดือดระหว่าง 250-400 องศาเซลเซียส) จะระเหยได้เพียงเล็กน้อย ส่วนพวก
ไฮโดรคาร์บอนที�มีคาร์บอนอะตอมมากกวา่ 25 อะตอม (จุดเดือดสูงกวา่ 400 องศาเซลเซียส) แทบ
ไม่มีการระเหย คลื�น ลม และอุณหภูมิที�สูงขึ�นสามารถเร่งการระเหยได ้(Parker et al., 1970) ซึ� ง
อตัราการระเหยของนํ� ามนัจะเร็วในช่วงแรกเนื�องจากสารระเหย (volatile) จะระเหยออกจากมวล
นํ� ามนั จนเหลือสารที�ไม่ระเหย (non-volatile) ซึ� งนํ� ามนัส่วนนี� เรียกวา่ มูส (mousse) เป็นนํ� ามนัที�มี
ความถ่วงจาํเพาะสูง ความหนืดสูง และจะจมลงสู่พื�นนํ�าใน (ชรัตน์  รุ่งเรืองศิลป์, 2533) 

3) การละลาย (dissolution) นํ�ามนัปิโตรเลียมแต่ละชนิดจะมีคุณสมบติัในการละลายนํ� าได้
ต่างกัน กลุ่มที�มีนํ� าหนักโมเลกุลน้อยสามารถละลายนํ� าได้ดีกว่ากลุ่มที�มีนํ� าหนักโมเลกุลมาก 
นอกจากนี�ยงัขึ�นอยูก่บัจาํนวนอะตอมของคาร์บอน โครงสร้างของโมเลกุล ธาตุที�เป็นองคป์ระกอบ 
อิทธิพลของกระแสลม สภาพของแหล่งนํ� า และอื�นๆ การย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนทางเคมีและ
ชีวภาพมีส่วนสาํคญั เช่น ปฏิกิริยาออกซิเดชั�นจะทาํใหไ้ฮโดรคาร์บอนมีความสามารถในการละลาย
นํ�าไดสู้ง (นิรันดร์ วชิยัสกุล, 2544) 

4) การเกิดอิมลัชั�น (emulsification) เป็นการผสมระหวา่งนํ� ามนักบันํ� า ซึ� งจะไดผ้ลิตภณัฑ์
ที�มีลกัษณะเป็นอิมลัชั�น (emulsion) ที�มีความหนืดเพิ�มขึ�นจึงทาํให้กาํจดัไดย้าก ซึ� งเป็นสาเหตุหลกัที�
ทาํให้กระบวนการกาํจดัและการย่อยสลายเกิดขึ�นได้ยาก การเกิดอิมลัชั�นสามารถเพิ�มปริมาณ
ของมูสไดม้ากถึง 5 เท่าของปริมาณนํ� ามนัที�รั�วไหล ทาํให้ตอ้งใช้แรงงานคนและเครื�องจกัรในการ
กาํจัดมากขึ�น การผสมกันของนํ� ามันกับนํ� าจะเป็นไปอย่างรวดเร็วหากมีความเร็วลมมากกว่า 
beaufort scale ระดบั 3 (ความเร็วลมประมาณ 3.5-5 เมตรต่อวนิาที)  

5) การตกตะกอน (sedimentation) เกิดจากกระบวนการระเหยทําให้นํ� ามันมีความ
หนาแน่นเพิ�ม ขึ� น  หรือรวมตัวกันของอนุภาคที�กระจายอยู่ในนํ� า  การดูดซึมและดูดซับ
ไฮโดรคาร์บอนของอนุภาคแขวนลอย สารที�เหลือจากกระบวนการเหล่านี� จะมีลกัษณะเป็นสารกึ�ง
แข็งลอยบริเวณผิวนํ� า ต่อมาจะแตกเป็นอนุภาคเล็กๆ และจมสู่ทอ้งนํ� า ส่วนอนุภาคของนํ� ามนัที�
ละลายในนํ�าจะรวมตวักนั หรือเกาะกบัสารแขวนลอยแลว้ตกตะกอน พบมากบริเวณปากแมน่ํ�า 

6) ปฏิกิริยาโฟโตออกซิเดชนั (photo-oxidation) เป็นการทาํปฏิกิริยาระหวา่งนํ� ามนัซึ� งเป็น
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนและออกซิเจนในอากาศโดยเกิดขึ�นบนผิวของนํ� าทะเล ก่อให้เกิดสารที�
ละลายนํ� าได้ โดยอัตราการเกิดปฏิกิริยาจะขึ� นอยู่กับองค์ประกอบในนํ� ามัน เช่น อะโรมาติก



ไฮโดรคาร์บอนถูกเปลี�ยนสภาพโดยพลงังานแสงอาทิตยไ์ดเ้ร็วกวา่กลุ่มอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอน 
และกลุ่มอะลิฟาติกไฮโดรคาร์บอนชนิดโครงสร้างกิ�งกา้นถูกยอ่ยสลายเร็วกวา่โครงสร้างโซ่ตรง 
ช่วงความยาวคลื�นแสงของอุลตร้าไวโอเลต (ตํ�ากวา่ 350 นาโนเมตร) ผลิตผลที�ไดเ้ป็นกรดคาร์บอก
ไซลิก แอลกอฮอล์ คีโตนและฟีนอล ซึ� งละลายนํ� าได้ดีกว่านํ� ามัน (ภาพที� 2-2) ปฏิกิริยาโฟโต
ออกซิเดชนัไม่สามารถทาํให้คราบนํ� ามนัสลายไดม้ากนกัแมจ้ะอยูใ่นสภาวะที�มีแสงอาทิตยจ์ดั ชั�น
นํ� ามนัหนืดที�หนาหรืออิมลัชั�นมีโอกาสที�จะทาํปฏิกิริยากบัออกซิเจนจนเกิดเป็นสารที�ไม่ยอ่ยสลาย 
(นิรันทร์ วชิยัสกุล, 2544) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที� 2-2  ปฏิกิริยาออกซิเดชั�นของไฮโดรคาร์บอน  
ที�มา :  Geyer (1980) 

 
7) การยอ่ยสลายโดยธรรมชาติ (biodegradation) ในนํ� าทะเลจะมีสิ�งมีชีวิตขนาดเล็กซึ� งมี

ความสามารถยอ่ยนํ� ามนัอาศยัอยูเ่ป็นจาํนวนมาก เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ รา สาหร่าย และโปรโตซัว 
ปัจจยัที�ส่งผลต่ออตัราการย่อยนํ� ามนัได้แก่ คุณสมบัติของนํ� ามนั ออกซิเจน อาหารโดยเฉพาะ
ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส และอุณหภูมิ สิ�งมีชีวิตกลุ่มใดกลุ่มหนึ� งจะสามารถยอ่ยส่วนประกอบ
ของนํ� ามนัได้ส่วนใดส่วนหนึ� งเท่านั�น ดงันั�นในการยอ่ยทุกองค์ประกอบของนํ� ามนัจะตอ้งอาศยั
สิ�งมีชีวิตหลากหลายสายพนัธ์ุ การใชส้ารลดแรงตึงผิว (surfactant) ทาํให้นํ� ามนัแตกออกเป็นหยดๆ 
จะเพิ�มอตัราการยอ่ยโดยธรรมชาติเนื�องจากพื�นที�ผวิที�เพิ�มมากขึ�น ในทางกลบักนันํ� ามนัที�ลอยไปติด
บนหาดทรายเหนือระดบันํ�าจะมีอตัราการยอ่ยสลายโดยธรรมชาติตํ�าเนื�องจากพื�นที�ผิวที�นอ้ยและไม่
สามารถสัมผสันํ�าได ้(พิสุทธิL  เพียรมนกุล และปฏิภาณ ปัญญาพลกลุ, 2556) 

 

 



2.1.3 ผลกระทบของนํ�ามนัรั�วไหลต่อสิ�งแวดลอ้ม 
เมื�อนํ� ามนัรั�วไหลลงสู่แหล่งนํ� าและแพร่ระจายออกไปยงัที�ต่างๆ ก็จะก่อให้เกิด

ผลกระทบต่อทรัพยากรธรรมชาติ เศรษฐกิจ การประมง และประชาชนซึ� งใช้ประโยชน์พื�นที�แนว
ชายฝั�ง แบง่ออกเป็นผลกระทบ 3ดา้น คือ 

1)  ผลกระทบดา้นกายภาพ   
เมื�อนํ� ามันรั�วไหลลงสู่ทะเล นํ� ามันจะลอยอยู่ เหนือผิวนํ� า เนื� องจากความ

ถ่วงจาํเพาะ (specific gravity) ของนํ� ามนัจะตํ�ากวา่นํ� า ดงันั�นผลกระทบดา้นกายภาพ ไดแ้ก่ นํ� ามนัที�
ลอยอยูเ่หนือผิวนํ� าจะบดบงัหรือกั�นแสงอาทิตยไ์ม่ให้ส่องผา่นลงไปในนํ� าไดส้ะดวก ทาํให้เกิดผล
กระทบผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสงของพืชนํ� า นํ� ามนัไปขดัขวางการแลกเปลี�ยนออกซิเจน
ระหว่างอากาศและนํ� า ทาํให้ปริมาณออกซิเจนในนํ� าลดลง นํ� ามนัชนิดที�มีสีทึบ เช่น นํ� ามนัดิบ 
นํ�ามนัเตา เป็นตน้ จะสามารถดูดซบัความร้อน (heat absorption) จากแสงอาทิตยไ์ดดี้กวา่นํ� ามนัที�มีสี
จางกวา่ เช่น นํ�ามนัเบนซิน นํ�ามนัดีเซล เป็นตน้ ทาํใหน้ํ�ามีอุณหภูมิสูงขึ�น  

2)  ผลกระทบดา้นชีวภาพ 
นํ� ามนัเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon)  เมื�อรั�วไหลลงสู่ทะเล

ยอ่มก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อสิ�งมีชีวติในนํ�าจาํพวกพืชและสัตว ์สัตวที์�ไดรั้บผลกระทบไดแ้ก่ สัตวน์ํ� า
ทุกชนิด ปะการัง แพลงค์ตอน สัตวเ์ปลือกแข็ง นกทะเล แมวนํ� า สิงโตทะเล แต่ที�ไดรั้บผลกระทบ
มากที�สุดและมีอตัราการตายสูงมกัเป็นพวกนกที�หากินในนํ� าและตามชายฝั�ง นกที�เปื� อนคราบนํ� ามนั
มักตายเพราะอุณหภูมิในร่างกายสูงเกินไป เนื�องจากไม่สามารถแพร่กระจายความร้อนได ้
(hypothermia) และ/หรือเป็นเพราะกินนํ� ามนัเขา้ไปในร่างกายจากพฤติกรรมไซร้ขน โดยนํ� ามนัจะ
ส่งผลกระทบต่อความเป็นอยูข่องนกนํ�าและการสืบพนัธ์ุ รวมทั�งหยุดย ั�งการเจริญเติบโต โดยเฉพาะ
อยา่งยิ�งไขน่กซึ�งจะมีเปลือกบางและไมส่ามารถฟักออกเป็นตวัได ้ 

ลกัษณะของความเป็นพิษอาจเกิดจากการสัมผสัคราบนํ� ามนัโดยตรงหรือเกิดจาก
การขาดออกซิเจน และเป็นอนัตรายต่อสิ�งมีชีวิตในนํ� า โดยเฉพาะอย่างยิ�งพวกแพลงค์ตอนและ
สิ�งมีชีวติขนาดเล็ก นอกจากนี�พวกพืชนํ�าบริเวณชายฝั�ง ซึ� งเป็นแหล่งอาหารที�สําคญัของนกและสัตว์
นํ� าอื�นๆ อาจไดรั้บพิษจากการดูดซึมนํ� ามนั ทาํให้สัตวน์ํ� าที�มากินพืชตายทนัทีแบบเฉียบพลนั หรือ
อาจก่อให้เกิดความเป็นพิษแบบเรื� อรังต่อสิ� งมีชีวิตซึ� งดูดซึมเอาหยดนํ� ามนัขนาดเล็กเขา้สะสมใน
เนื�อเยื�อและพิษเหล่านี�สามารถถ่ายทอดไปยงัสิ�งมีชีวิตอื�นๆ ในระบบนิเวศน์ต่อไป เกิดการสะสม
สารพิษในห่วงโซ่อาหาร คราบนํ� ามนัทาํลายระบบนิเวศน์ป่าชายเลนซึ� งเป็นแหล่งที�อยู่ของสัตว์
นานาชนิดทั�งสัตวน์ํ� าและสัตวบ์ก เนื�องจากเป็นแหล่งอาหารที�สมบูรณ์ เป็นแหล่งวางไข่และแหล่ง
อนุบาลสัตวใ์นวยัอ่อน ถา้มีคราบนํ�ามนัเคลื�อนตวัเขา้สู่ป่าชายเลนจะทาํการขจดัไดย้ากมาก เนื�องจาก
การใชเ้ครื�องมืออุปกรณ์ต่างๆถูกจาํกดั ทาํใหค้ราบนํ�ามนัคงตวัอยูน่าน สิ�งมีชีวิตแทบทุกชนิดรวมทั�ง



ป่าชายเลนจะถูกทาํลาย นอกจากนี� ลกัษณะของป่าชายเลนยงัมีความอ่อนไหวต่อนํ� ามนั เนื�องจาก
คราบนํ�ามนัเคลือบรากของตน้ไมป่้าชายเลนไมส่ามารถหายใจไดท้าํให้ตน้ไมต้ายในเวลาอนัรวดเร็ว 
หรืออาจส่งผลต่อการเจริญเติบโต นํ�ามนับางส่วนตกตะกอนทาํใหดิ้นบริเวณนั�นเป็นพิษ  

3)  ผลกระทบดา้นเศรษฐกิจสังคม 
ผลกระทบของนํ� ามันรั�วไหลต่อแหล่งเพาะเลี� ยงสัตว์นํ� า เนื�องจากนํ� ามนัมี

สารประกอบไฮโดรคาร์บอนทาํให้แหล่งเพาะเลี� ยงสัตวน์ํ� า เช่น ปลา กุง้ และหอย เป็นตน้ อาจเป็น
อนัตรายถึงชีวิตไดเ้มื�อเกิดการปนเปื� อนของนํ� ามนั นอกจากนี� เมื�อคราบนํ� ามนัเคลื�อนตวัเขา้หาฝั�ง
บริเวณที�มีการเพาะเลี�ยงสัตวน์ํ� า ความเสียหายจะเกิดขึ�นอยา่งรุนแรงต่อการเพาะเลี� ยงหอยและการ
เลี�ยงปลาในกระชงัไดเ้นื�องจากสัตวน์ํ�าเหล่านี�ไมส่ามารถเคลื�อนที�ออกจากบริเวณที�มีนํ� ามนัปนเปื� อน 
คราบนํ�ามนัทาํลายสุนทรียภาพและความงามของแหล่งท่องเที�ยว เช่น ชายหาด ปะการัง ป่าชายเลน 
เป็นต้น โดยเกิดจากคราบนํ� ามนัหรือก้อนนํ� ามนัดิบที�ถูกพดัพาขึ�นฝั�งไปติดตามชายหาด ทาํให้
ชายหาดสกปรกส่งผลกระทบต่อแหล่งท่องเที�ยวและกิจการที�ต่อเนื�องกบัการท่องเที�ยว ทาํให้ไม่
เหมาะสมกบัการท่องเที�ยวพกัผอ่น ซึ� งจะส่งผลกระทบทางตรงต่อระบบเศรษฐกิจและรายไดข้อง
ประชาชนในทอ้งถิ�น (กรมควบคุมมลพิษ, 2553; ชรัตน์ รุ่งเรืองศิลป์, 2533) 

2.1.4 การบาํบดัการปนเปื� อนนํ�ามนั 
เป้าหมายการบาํบดัการปนเปื� อนนํ� ามนั ก็คือการลดผลกระทบทางสิ�งแวดลอ้ม

และเศรษฐกิจ ซึ� งอาจทําได้หลายวิธี  เพื�อควบคุม กําจัด และเก็บกวาดนํ� ามันที�ปนเปื� อนใน
สิ�งแวดลอ้ม ประกอบดว้ย วธีิทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพดงัต่อไปนี�  

1) วิธีทางกายภาพ (physical method) เป็นวิธีควบคุม กาํจดัและกวาดเก็บนํ� ามนั โดยใช้
อุปกรณ์เครื�องมือ ซึ� งอุปกรณ์แต่ละชนิดมีหลกัการและประสิทธิภาพในการทาํงานแตกต่างกนั การ
กกัและเก็บนํ� ามนัดว้ยเครื�องมือกลนั�นเป็นทางเลือกที�มีขอ้จาํกดัเนื�องจากลม กระแสนํ� าและสภาพ
ทะเล ซึ� งมกัเก็บกกัปริมาณนํ� ามนัออกได้เพียงเล็กน้อยมากเมื�อเทียบกบัปริมาณนํ� ามนัที�รั�วไหล
ออกมา การกกันํ�ามนัเอาไวม้กัใชทุ้น่ลอ้มรอบและอุปกรณ์ดูดนํ�ามนันาํมาใชเ้พื�อดึงนํ� ามนัที�ลอยอยูที่�
ผิวนํ� าได ้มีเครื�องดูดคราบนํ� ามนัอยูห่ลายประเภท แต่บางประเภทมีขอ้จาํกดัในแง่ของความหนืด 
(viscosity) ของนํ�ามนั อตัราการเกบ็กกันํ�ามนัดว้ยเครื�องดูดคราบนํ� ามนัและปริมาณการเก็บที�เป็นไป
ไดขึ้�นอยูก่บัสภาพการณ์ของการรั�วไหลของนํ�ามนั (กรมควบคุมมลพิษ, 2553) 

2) วิธีทางเคมี (chemical method) วิธีนี� จะใช้ภายหลงัจากใช้วิธีทางกายภาพแลว้ยงั
หลงเหลือคราบนํ� ามนั จากนั�นจึงใช้สารเคมีเขา้ช่วยในการกาํจดัคราบนํ� ามนั เป้าหมายของการใช้
สารเคมีขจดัคราบนํ�ามนัก็เพื�อขจดันํ� ามนัออกจากผิวหนา้ของนํ� าทะเลอยา่งรวดเร็ว และทาํให้นํ� ามนั
กระจายตวัเข้าไปในมวลนํ� า ซึ� งนํ� ามนัจะเจือจางอย่างรวดเร็วจนถึงระดับความเขม้ขน้ที�ไม่เป็น
อนัตราย จากนั�นจึงถูกย่อยสลายสลายด้วยกระบวนการทางชีวภาพ ช่วงเวลาที�นํ� ามนัสามารถ



กระจายตวัไดเ้พราะสารเคมีกาํจดัคราบนํ� ามนัคือช่วง 12 ถึง 48 ชั�วโมงแรกที�นํ� ามนัรั�วไหล เมื�อเวลา
ผา่นไปนํ� ามนัจะกระจายตวัไดน้้อยลง ทาํให้ประสิทธิภาพของสารเคมีกาํจดัคราบนํ� ามนัลดลงดว้ย
ประสิทธิภาพของสารเคมีขจดัคราบนํ�ามนัจะขึ�นอยูก่บัวิธีการนาํไปใช ้ปริมาณเพียงพอและสารเคมี
ขจดัคราบนํ�ามนักระจายตวัอยา่งสมํ�าเสมอเกิดการสัมผสัอยา่งดี  

ขอ้ดีของการใชส้ารเคมีขจดัคราบนํ�ามนั คือ สามารถใชใ้นสภาพทะเลที�มีคลื�นลม
มีกระแสนํ� าแรงในทะเลกวา้งไดดี้กวา่การเก็บกกันํ� ามนัดว้ยเครื�องมือกล ยบัย ั�งไม่ให้นํ� ามนัรวมตวั
กบันํ� าก่อตวัเป็น chocolate mousse การขจดัคราบนํ� ามนัออกจากผิวนํ� าช่วยหยดุอิทธิพลของลมที�มี
ต่อทิศทางการเคลื�อนตวัของคราบนํ� ามนั ซึ� งลมอาจทาํให้คราบนํ� ามนัเคลื�อนตวัเข้าสู่ชายฝั�งได ้ 
ขอ้เสียของการใชส้ารเคมีขจดัคราบนํ�ามนั คือ เป็นตวัชกันาํให้นํ� ามนัรวมเขา้ไปในมวลนํ� าตามความ
ลึก ซึ� งอาจเกิดผลเสียต่อสิ�งมีชีวติในนํ�าชนิดอื�นที�ไม่ไดส้ัมผสักบันํ� ามนัโดยตรง หากใชส้ารเคมีขจดั
คราบนํ� ามนัเพื�อขจดัคราบนํ� ามนับนฝั�งหรือบนชายหาด อาจทาํให้นํ� ามนักระจายตวัลงสู่ดิน ทราย 
และตะกอนได ้ควรนาํสารเคมีขจดัคราบนํ� ามนัมาใช้เพื�อป้องกนัมลพิษชายฝั�งทะเล แต่ไม่ใช่เพื�อ
รับมือกบัมลพิษชายฝั�งทะเล (กรมควบคุมมลพิษ, 2545) 

3) วธีิทางชีวภาพ (biological method) เป็นวธีิการที�ใชจุ้ลินทรียเ์ขา้ยอ่ยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนแลว้นาํไปใช้ในกระบวนการเมตาบอลิซึม กระบวนการนี� ใช้เวลานานในการยอ่ย
สลายคราบนํ�ามนั สามารถแบง่ไดเ้ป็น 2 วธีิ คือ 

 - การกระตุน้ทางชีวภาพ (biostimulation) เป็นการกระตุน้ให้จุลินทรียที์�มีอยูใ่น
สิ� งแวดล้อมมีการเจริญและมีความสามารถในการย่อยสลายสารมลพิษได้ดีขึ�น ได้แก่ การเติม
สารอาหารที�เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียธ์รรมชาติ (growth substrate) เช่น ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส การปรับสภาวะใหมี้ความเหมาะสมต่อการยอ่ยสลายทางชีวภาพ เช่นการให้อากาศหรือ
การให้ออกซิเจนลงในบริเวณที�มีการปนเปื� อน รวมถึงการเติมสารลดแรงตึงผิว จะช่วยเพิ�มการ
ละลายสารไฮโดรคาร์บอนทาํใหแ้บคทีเรียสามารถยอ่ยสลายไดง่้ายขึ�น (Haigh, 1996) 

- การเติมจุลินทรียเ์พื�อบาํบดัสารมลพิษ (bioaugmentation) เป็นวิธีที�ช่วยส่งเสริม
หรือเพิ�มประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที�ปนเปื� อนในสิ�งแวดลอ้ม ซึ� ง
เป็นการเติมจุลินทรียที์�มีความสามารถในการเปลี�ยนโครงสร้าง (biotransformation) สารมลพิษให้มี
ความเป็นพิษน้อยลงหรือไม่มีเลย หรือย่อยสลายสารพิษให้หมดไป (biodegradation หรือ 
mineralization) ลงในบริเวณที�มีการปนเปื� อนสารนั�นๆ สามารถทาํได ้2 วิธี คือ การเพิ�มปริมาณของ
เชื�อจุลินทรีย ์โดยการเก็บเชื�อจุลินทรียจ์ากบริเวณที�มีการปนเปื� อนนํ� ามนัมาทาํการคดัแยกเชื�อที�มี
ความสามารถในการยอ่ยสลายมาเพิ�มปริมาณ แลว้เติมกลบัลงไปในบริเวณที�มีการปนเปื� อนนํ� ามนั
และอีกวิธีคือ การพฒันาประสิทธิภาพเชื�อจุลินทรียโ์ดยการปรับปรุงสายพนัธ์ุโดยเทคนิคทางพนัธุ
วิศวกรรม (genetically engineered microorganism, GEM) ในการยอ่ยสลายสารในบริเวณพื�นที�



บาํบดัจึงจาํเป็นตอ้งอาศยักิจกรรมของจุลินทรียต่์างถิ�น (exogenous microorganisms) เพื�อกระตุน้ให้
เกิดกระบวนการยอ่ยสลาย (Watanabe, 2001) โดยวิธีการนี� มีปัจจยัหรือขอ้จาํกดัที�ควรคาํนึงถึง
สาํหรับการนาํจุลินทรียด์งักล่าวไปใชใ้นสิ�งแวดลอ้มจริง ไดแ้ก่ จุลินทรียที์�จะนาํไปใชน้ั�นอาจไม่ใช่
จุลินทรียที์�มีอยูใ่นบริเวณที�ตอ้งการกาํจดัมลพิษ ทาํให้เกิดสภาวะการแข่งขนัระหวา่งจุลินทรียต่์าง
ถิ�นกบัจุลินทรียป์ระจาํถิ�น (indigenous microorganisms) ดงันั�นจุลินทรียต่์างถิ�นจะตอ้งสามารถเพิ�ม
จาํนวนและอยูร่อดไดใ้นสิ�งแวดลอ้มนั�นๆ (Vidali, 2001) ซึ� งการเติมจุลินทรียต่์างถิ�นลงไปอาจไม่
ช่วยส่งเสริมการยอ่ยสลายนํ�ามนัของกลุ่มจุลินทรียก์ลุ่มเดิมที�มีอยูใ่นพื�นที�ปนเปื� อน ทาํให้มีกฎหมาย
ของรัฐบาลที�ควบคุมการเติมจุลินทรียช์นิดใหม่ที�ไม่ใช่สายพนัธ์ุทอ้งถิ�น เพราะอาจเป็นจุลินทรียที์�
ทาํให้เกิดโรค หรืออาจส่งผลกระทบต่อความหลากหลายทางชีวภาพในพื�นที�ดงักล่าว (พิสุทธิL  และ
ปฏิภาณ, 2556) 

กระบวนการย่อยสลายไฮโดรคาร์บอนโดยจุลินทรียเ์พื�อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งพลงังาน (hydrocarbon assimilation) เป็นการยอ่ยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็น
อาหารพร้อมกบับริโภคเอาออกซิเจน แล้วเปลี�ยนไปเป็นพลงังานหรือเพื�อการเจริญเติบโตของ
จุลินทรียเ์อง และได้ผลิตภณัฑ์ออกมาเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และนํ� า (mineralization) ดัง
สมการที� 1 (ชรัตน์ รุ่งเรืองศิลป์, 2533) 

 
CH2O (Complex Carbon) + O2              CO2 +H2O +Energy               (1) 

 
จุลินทรียห์ลากหลายสายพนัธ์ุที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอน ชนิดของนํ�ามนัที�แตกต่างกนัจะส่งผลต่อรูปแบบการเกิดการยอ่ยสลายทางชีวภาพที�
แตกต่างกนั โดยพบวา่ส่วนที�อิ�มตวั (saturate content) เป็นส่วนที�สามารถยอ่ยสลายไดเ้ป็นส่วนใหญ่ 
เช่น นํ� ามนัดีเซล (diesel fuel) มีส่วนที�อิ�มตวัมากกวา่ 95% จึงทาํให้นํ� ามนัประเภทนี�สามารถถูกยอ่ย
สลายไดอ้ยา่งรวดเร็วเมื�ออยูใ่นสภาวะที�เหมาะสม ส่วนนํ� ามนัที�มีองค์ประกอบที�อิ�มตวัในปริมาณ
นอ้ย ทาํใหส้ามารถถูกยอ่ยสลายทางชีวภาพไดน้อ้ยมากไม่วา่จะอยูใ่นสภาวะใดก็ตาม (พิสุทธิL  เพียร
มนกุล และปฏิภาณ ปัญญาพลกุล, 2556) 

 
 
 
 
 
 



2.2  สารลดแรงตึงผวิ (surfactant) 

สารลดแรงตึงผิว หรือ surface active agent มีชื�อเรียกโดยทั�วไปทางวิทยาศาสตร์
ว่า surfactant ซึ� งสามารถแบ่งได้เป็นสองกลุ่ม ได้แก่ สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ (synthesis 
surfactant) และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ผลิตจาก
สารอินทรีย ์ ในขณะที�สารละแรงตึงผิวชีวภาพเป็นผลิตภณัฑ์ที�สามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลาย
ชนิดทั�งจากแบคทีเรีย ยีสต์ และรา (Pornsunthorntawee et al., 2008) สารลดแรงตึงผิวเดิมมีราก
ศพัทม์าจากภาษาเยอรมนัเรียกวา่ tensid ซึ� งตั�งโดยนกัเคมีชาวเยอรมนัในปี ค.ศ. 1960 หมายถึงสาร
ใดๆที�มกัไปรวมตวัที�รอยต่อระหวา่งผิว (interface) แลว้ทาํให้สมบติัเชิงผิวของสารนั�นเปลี�ยนไป 
โดยสารลดแรงตึงผิวมีลกัษณะโมเลกุลประกอบด้วย 2 ส่วนได้แก่ ส่วนหัวหรือส่วนที�ชอบนํ� า
(hydrophilic  head group) ซึ� งเป็นส่วนที�มีขั�วสามารถรวมตวัไดดี้กบันํ� ามีทั�งที�เป็นประจุและไม่มี
ประจุ นอกจากนี� ยงัประกอบไปด้วยหมู่ของ โมโน (mono-) ได (di-)  หรือโพลีแซคคาไรด ์
(polysaccharide) หมู่คาร์บอกซิลิก  กรดอะมิโน และเปปไทด์ ส่วนหางหรือส่วนที�ไม่ชอบนํ� า 
(hydrophobic tail) เป็นส่วนที�ไม่มีขั� วสามารถรวมตวัได้ดีกับไขมัน มักเป็นสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน คือมีธาตุคาร์บอนและไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบหลกั ส่วนใหญ่มากจากไขมนั
และนํ�ามนัตามธรรมชาติ  รวมทั�งปิโตรเลียมและโพลิเมอร์สังเคราะห์ (Lang, 2002) ดว้ยโครงสร้าง
นี� จึงทาํให้สารลดแรงตึงผิวมีสมบติัที�สําคญัคือ  จะไปจดัเรียงตวัอยูบ่ริเวณรอยต่อระหวา่งผิว โดย
หนัส่วนหัวเขา้สู่ส่วนของเฟสที�มีขั�ว และหันส่วนหางเขา้สู่เฟสที�ไม่มีขั�ว และเมื�อโมเลกุลของสาร
ลดแรงตึงผิวจดัเรียงตวัอยูบ่ริเวณรอยต่อระหวา่งผิวจนเต็มแลว้จะทาํให้ส่วนที�เหลือจดัรวมตวักนั
เป็นไมเซล (micelle) โดยหนัส่วนของโมเลกุลที�เหมือนกนัเขา้หากนั เช่น เมื�อละลายอยูใ่นนํ� าก็จะ
หนัส่วนหางที�ไมมี่ขั�วเขา้หากนั และหนัส่วนที�มีขั�วสู่นํ�า (ภาพที� 2-3)  

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที� 2-3  การรวมตวักนัของส่วนหางหรือส่วนที�ชอบนํ�าทาํใหเ้กิด  micelle 
ที�มา :  Fiechter (1992) 



  ค่าแรงตึงผิวระหว่างพื�นที�ผิวของสารที�สัมผสักนัเรียกวา่ค่า interfacial tension 
ค่าแรงตึงผิวมีหน่วยเป็นมิลลินิวตนัต่อเมตร (mN/m) เมื�อความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผิว ณ จุดที�
ทาํใหโ้มเลกุลของสารลดแรงตึงผิวมารวมตวักนันี� เป็นไมเซล  เป็นคุณสมบติัเฉพาะของสารลดแรง
ตึงผิวแต่ละชนิด เรียกความเขม้ขน้ ณ จุดนี� วา่ critical micelle concentration (CMC) ซึ� งค่าแรงตึงผิว
ของสารละลายจะไมล่ดลงแมจ้ะเพิ�มความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผวิในสารละลาย ดงัภาพที� 2-4  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที� 2-4  คา่แรงตึงผวิ คา่ interfacial tension และคา่ critical micelle concentration (CMC) 
ที�มา :   Mulligan (2005) 
 

 นํ� าทิ�งจากครัวเรือนและโรงงานอุตสาหกรรมล้วนมีสารลดแรงตึงผิวจาก
ผลิตภณัฑ์ทาํความสะอาดดว้ยกนัทั�งสิ�น ผลกระทบที�เกิดจากสารลดแรงตึงผิว เช่น sodium linear 
alkylbenzene sulfonate (LAS) ไปลอ้มจบัพื�นผวิสารอินทรียต่์างๆที�มีในแหล่งนํ� า เมื�อมีความเขม้ขน้
มากขึ�นทาํใหก้ระบวนการยอ่ยสลายเกิดการชะงกั เป็นอนัตรายต่อสัตวน์ํ� าเมื�อมีจาํนวนคาร์บอนมาก
ขึ�นความเป็นพิษยิ�งเพิ�มขึ�น (จิรสา  กรงกรด, 2548) การเลือกประเภทของสารลดแรงตึงผิว ปริมาณ
หรือความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผวิ รวมถึงสภาวะอื�นๆ ให้เหมาะสมกบัวตัถุประสงคข์องการใช้
งานต่างๆ เป็นสิ�งที�สําคญัอยา่งยิ�ง เพื�อทาํให้สารลดแรงตึงผิวทาํงานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงสุด
และไม่สร้างปัญหาให้กบัสิ� งแวดล้อม สารลดแรงตึงผิวส่วนใหญ่จะสามารถย่อยสลายได้เองใน
ธรรมชาติ ซึ� งความสามารถในการถูกย่อยสลายขึ�นกบัโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวรวมทั�ง
ปริมาณของสารลดแรงตึงผิวที�เหลืออยู่จากการใช้ การใช้สารลดแรงตึงผิวในปริมาณที�เหมาะสม
นอกจากจะช่วยลดตน้ทุนในการบาํบดัแลว้ยงัมีส่วนช่วยลดปัญหาสิ�งแวดลอ้มอีกดว้ย (Banat et al., 
1991) ซึ� งนํ� าที�ถูกบาํบดัโดยใชส้ารลดแรงตึงผิวตอ้งมีสารลดแรงตึงผิวตกคา้งในปริมาณที�นอ้ยกวา่ 
0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร จึงจะสามารถนาํมาใชบ้ริโภคได ้(Kawamura, 2000) 

 



2.3  สารลดแรงตึงผวิชีวภาพ (biosurfactant)   

  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตจากจุลินทรีย์เป็นสารที�หลั�งออกนอกเซลล ์
(extracellular) และที�อยูติ่ดกบัผนงัเซลล์ (cell-bond) (Mulligan, 2005) มีสมบติัของการเป็นสารลด
แรงตึงผิว (surface active agent) หรือสารที�ทาํให้เกิดอิมลัชนั (emulsifying agent)  และเพิ�ม
ความสามารถในการละลายของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน ดงันั�นจึงช่วยให้จุลินทรียส์ามารถใช้
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเพื�อการเจริญไดง่้ายขึ�น (ดุษฎีพรรณ  พงษสุ์วรรณ, 2553) โดยสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพสามารถเพิ�มอตัราการย่อยสลายสารประกอบไฮโดรคาร์บอนซึ� งมีกระบวนคือ 
จุลินทรียจ์ะจบักบัอนุภาคนํ� ามนัและสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาอิมลัซิไฟด์ทาํให้นํ� ามนัมี
ขนาดเล็กลง (oil droplets) และผสมเขา้กนัไดดี้กบันํ�า หลงัจากนั�นจุลินทรียจ์ะนาํนํ� ามนัที�มีขนาดเล็ก
เขา้สู่เซลลเ์พื�อใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน ดงัภาพที� 2-5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที� 2-5  กระบวนการนาํสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย 
ที�มา :    Das and Chandran (2010) 

 
การจาํแนกกลุ่มของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพขึ�นอยูก่บัโครงสร้างของเซลล์และ

ประเภทของสารอินทรียที์�จุลินทรียผ์ลิตออกมา สามารถจาํแนกออกเป็นกลุ่มใหญ่ไดด้งันี�  
1) ไกลโคลิปิด (glycolipid) เป็นกลุ่มสารที�เป็นที�รู้จกัมากที�สุด ประกอบด้วยส่วนของ

คาร์โบไฮเดรตรวมตวักบั aliphatic acid สายยาว หรือ hydroxyaliphatic acid สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพกลุ่มไกลโคลิปิดที�พบส่วนใหญ่ ไดแ้ก่  



-Rhamnolipids เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มไกลโคลิปิดที�มีการศึกษากนั
มาก ประกอบดว้ยนํ� าตาลแรมโนส (rhamnose) 1-2 โมเลกุลเชื�อมต่อกบั β-hydroxydecanoic acid 1-
2 โมเลกุล (ภาพที� 2-6A) ส่วนใหญ่ผลิตจากแบคทีเรียในกลุ่ม Pseudomonas spp. จากการศึกษาการ
ผลิต rhamnolipid โดย Pseudomonas aeruginosa ที�เจริญในอาหารที�มี n-hexadecane สามารถลด
แรงตึงผิวของนํ� าจาก 72  mN/m ให้มีค่าเท่ากบั 25 ถึง 30  mN/m นอกจากนี� ยงัมีความสามารถใน
การอิมลัซิไฟดส์ารประกอบไฮโดรคาร์บอนในกลุ่มของ alkane (Desai and Banat, 1997) 

-Trehalolipids สารในกลุ่มนี� โครงสร้างประกอบด้วย disaccharide trehalose 
เชื�อมต่อกบั mycolic acid ที�เป็นสายยาว และเป็น α-branched- β -hydroxy fatty acid ที�ตาํแหน่ง C-6 
และ C’-6 trehalolipids สารที�ผลิตจากจุลินทรียต่์างชนิดกนัก็จะมีขนาดและโครงสร้างของ mycolic 
acid จาํนวนคาร์บอน และความอิ�มตวัของสารแตกต่างกนัไป (ภาพที� 2-6 B) โดยสารที�มีการศึกษา
อยา่งแพร่หลายไดแ้ก่ trehalose dimycolate จาก Rhodococcus erythropolis  สามารถลดแรงตึงผิว
ของอาหารเลี�ยงเชื�อใหมี้คา่เทา่กบั 25 จาก 40 mN/m  (Desai and Banat, 1997) 

-Sophorolipids เป็นสารกลุ่มที�ผลิตจากยีสต์เป็นส่วนใหญ่ เช่น Torulopsis 
petrophillum, T. apicola และ T. bombicola (Dasai and Banat, 1997) (ภาพที� 2-6 C) ซึ� งสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี� มีคุณสมบติัในการลดแรงตึงผิวที�ดี แต่ไม่มีสมบติัในการเป็นสารก่อให้เกิด
อิมลัชั�น (Cooper and Goldenberg, 1987)  

 
    

 

 

 

 

 

 

(A)           (B)                 (C) 

 
ภาพที� 2-6  โครงสร้างของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพในกลุ่มไกลโคลิปิด (A) rhamnolipids จาก 

Pseudomonas aeruginosa   (B) trehalolipids จาก Rhodococcus erythropolis  
(C) sophorolipids จาก Torulopsis bombicola 

ที�มา :  Desai and Banat (1997) 



2)  ลิโปเปปไทด์ และลิโปโปรตีน (lipopeptide and lipoprotein) โมเลกุลประกอบดว้ยสาย
โพลีเปปไทดช์นิดประจุลบหรือไม่มีประจุเชื�อมกบักรดไขมนั ส่วนกรดไขมนัเป็นส่วนที�ไม่ชอบนํ� า
และส่วนกรดอะมิโนหรือโปรตีนเป็นส่วนที�ชอบนํ� า โดยทั�วไปจะพบกรดอะมิโนประมาณ 5 ถึง 7 
โมเลกุลต่อกนัเป็นโครงสร้างรูปวงแหวน (cyclic peptide) ซึ� งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปป
ไทด์ที�เป็นที�รู้จกัอยา่งแพร่หลาย ไดแ้ก่ surfactin ซึ� งเป็นลิโปเปปไทด์ที�ต่อกนัเป็นวงแหวนที�ผลิต
จาก Bacillus subtilis  ATCC 21332 (ภาพที� 2-7) สามารถลดแรงตึงผิวของนํ� าจาก 72 mN/m  ให้มี
คา่เทา่กบั 27.9 mN/m  โดยใชส้ารลดแรงตึงผวิความเขม้ขน้ตํ�ากวา่ 0.005% (Arima et al., 1968) 

 
 

 

 

 

 

 
ภาพที� 2-7  โครงสร้างของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพในกลุ่มลิโปเปปไทดที์�ผลิตโดย Bacillus subtilis 
ที�มา :  Desai and Banat (1997) 

 
3)  กรดไขมนั ฟอสโฟลิปิด และนิวทรัลลิปิด (fatty acid, phospholipid และ neutral lipid) 

เป็นสารกลุ่มที�มีไขมนัรวมตวักบัโครงสร้างของเซลล์ซึ� งมีผลต่อสารลดแรงตึงผิวที�ผลิตขึ�น พบสาร
กลุ่มนี� ไดท้ั�วไปในแบคทีเรียและยีสต ์พบวา่อาหารเลี�ยงเชื�อที�มี n-alkane เป็นส่วนประกอบ ที�ผลิต
ไดจ้ากเชื�อ Acinetobacter sp. จะสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่ม fatty acid และ 
phospholipid (ภาพที� 2-8) ไดป้ริมาณสูงขึ�น (Cirigliano and Carman, 1985) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
R1, R2 = alkyl group, X = hydrogen, ethylamine, inositol 

 
ภาพที� 2-8  โครงสร้างของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพในกลุ่มฟอสโฟลิปิด 
ที�มา :  Desai and Banat (1997) 

 
4)  สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดโพลิเมอริก (polymeric biosurfactant) เป็นสารที�

ประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรตหรือโปรตีนเป็นพื�นฐาน โดยมีไขมนัเป็นส่วนประกอบร่วม สารใน
กลุ่มนี� ที�มีการศึกษากนัมากไดแ้ก่ emulsan, liposan, monoprotein และ ชนิดอื�นๆ จากการศึกษาของ 
Rosenberg และคณะ (1979) Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 สามารถผลิต emulsan (ภาพที� 2-
9) ที�มีประสิทธิภาพในการเป็นอิมลัซิไฟเออร์ที�ดี เมื�อใช ้emulsan ที�ความเขม้ขน้ตํ�าสุด 0.001-0.01% 
ในการทาํให้เกิดอิมลัชั�น โดยสัดส่วนของ emulsan และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเท่ากบั 1:100 
ถึง 1:1000 อยา่งไรก็ตาม emulsan ไม่สามารถทาํให้เกิดอิมลัชั�นไดถ้า้ใช้ aliphatic หรือ aromatic 
หรือ cyclic hydrocarbon เดี�ยว ๆ แต่จะเกิดอิมลัชั�นในกรณีที�เป็นไฮโดรคาร์บอนผสม พบว่า 
emulsan สามารถอิมลัซิไฟด์ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ส่วน liposan ที�ผลิตจาก Candida lipolytica มี
คุณสมบติัเป็น emulsifier ประเภท heteropolysaccharide ที�มี glucose, galactose, galactosamine 
และ galacturonic acid เป็นส่วนประกอบ มีคาร์โบไฮเดรต 83% และโปรตีน 17%  (Cirigliano and 
Carman, 1985) จากการศึกษาของ Cooper และ Goldenberg (1987) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิต
จาก Bacillus cereus พบเป็นโพลิเมอร์ของ D-glucosamine มีสมบติัในการเป็นสารที�ทาํให้เกิด
อิมลัชั�นชนิดนํ� าในนํ� ามนั (water-in-oil emulsion) โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีกิจกรรมสูงที� pH 
ตํ�ากวา่ 7 

 
 

 
 



 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที� 2-9  โครงสร้างของ emulsan ผลิตโดย Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 
ที�มา :  Rosenberg และคณะ (1979) 
 

สารลดแรงตึงผวิชีวภาพสามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด โดยตวัอยา่งของ
จุลินทรียที์�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพแสดงไดใ้นตารางที�1-1 

 
ตารางที� 1-1 จุลินทรียที์�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดต่างๆ 
 

Biosurfactants Microorganisms 
Glycolipid 
      Rhamnolipids 
 
      Trehalolipids 
 
 
      Sophorolipids 
 
 
Lipopeptide and lipoprotein 
      Peptide-lipid 
      Serrawettin 

 

P. aeruginosa 

Pseudomonas sp. 
Rhodococcus erythropolis  

Nocardia erythropolis 

Mycobacterium sp. 
Torulopsis apicola 

T. bombicola 

T. petrophillum 
 
Bacillus licheniformis 

Serratia macescens 

 



ตารางที� 1-1(ต่อ) จุลินทรียที์�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดต่างๆ 
Biosurfactants Microorganisms 

      Viscosin 
 Surfactin 

      Subtilisin 
      Gramicidins 
      Polymyxins 
Fatty acid, phospholipid and neutral lipid 
      Fatty acid 
       neutral lipid 
       phospholipid 
Polymeric biosurfactant 
      Emulsan 
      Biodispersan 

Mannan-lipid-protein 
      Liposan 
      Carbohydrate-protein-lipid 

P. fluorescens 

B. subtilis 

B. subtilis 

B. brevis 

B. polymyxa 

 

Candida lepus 

Nocardia erythropolis 

Thiobacillus thiooxidans 

 

Acinetobacter calcoaceticus 

A. calcoaceticus 

Candida tropicalis 

C. lipolytica 

P. fluorescens 

ที�มา :  ดดัแปลงจาก Desai และ Banat (1997) 
 

นอกจากนี� ยงัจาํแนกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามนํ� าหนกัโมเลกุลไดเ้ป็น 2 กลุ่ม 
ดงันี�  (Ron and Rosenberg, 2001) 

- สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนํ� าหนักโมเลกุลตํ�า (low molecular weight 
biosurfactant) คุณสมบติัที�สาํคญัของสารกลุ่มนี� คือ การลดแรงตึงผวิและแรงตึงระหวา่งผิวไดอ้ยา่งมี
ประสิทธิภาพ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพในกลุ่มนี� ไดแ้ก่ ไกลโคลิปิดและลิโปเปปไทด์ ซึ� งนอกจาก
คุณสมบติัในการลดแรงตึงผวิแลว้สารลิโปเปปไทดบ์างชนิดมีคุณสมบติัในการยบัย ั�งจุลินทรีย ์

- สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนํ� าหนักโมเลกุลสูง (high molecular weight 
biosurfactant) เป็นโพลิเมอร์นํ� าหนกัโมเลกุลสูงที�ติดกบัพื�นผิวของส่วนที�ไม่ชอบนํ� าอยา่งแข็งแรง 
ทาํให้จุลินทรีย์สามารถอยู่ติดกับสารตั� งต้นที�ไม่ละลายนํ� า และนําสารตั�งต้นนั�นไปเป็นแหล่ง
พลงังานและแหล่งคาร์บอนไดดี้ขึ�น คุณสมบติัที�สําคญัของสารในกลุ่มนี� คือ การทาํให้เกิดความคง
ตวัของอิมลัชั�น สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�อยูใ่นกลุ่มนี� ได้แก่ โพลีแซคคาร์ไรด์ โปรตีน ลิโพโพลี
แซคคาร์ไรด ์และลิโปโปรตีนหรือสารละลายเชิงซอ้น 

 



2.4 สารลดแรงตึงผวิชีวภาพจากเชื�อแบคทเีรียที�แยกได้จากทะเล 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์ ซึ� งสามารถพบได้ใน
ธรรมชาติทั�งจากแบคทีเรีย ยีสต์ และรา โดยเฉพาะแบคทีเรียที�สามารถเจริญได้ในอาหารที�มี     
ซบัสเตรทไม่ละลายนํ� า (water-immiscible substrate) และใชส้ารดงักล่าวเป็นแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งพลงังาน (Healy et al., 1996) งานวิจยัที�เกี�ยวขอ้งกบัแบคทีเรียที�แยกได้จากทะเลที�มี
ความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพยงัมีไมม่ากนกั เมื�อเทียบกบัแบคทีเรียที�แยกไดจ้าก
แหล่งอื�น เช่น ดินที�ปนเปื� อนนํ�ามนั ตะกอนดินจากนํ�าเสีย ตวัอยา่งของแบคทีเรียที�แยกไดจ้ากทะเลที�
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ไดแ้ก่  Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Arthrobacter sp. 
, Gluconobacter sp., Bacillus sp.  ซึ� งเป็นเชื�อแบคทีเรียแยกไดจ้ากนํ� าทะเลที�มีการรั�วไหลนํ� ามนัใน
ประเทศอินเดีย ที�มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื�อเลี� ยงในอาหาร marine 
broth ที�มีการเติม kerosene เพื�อเป็นแหล่งคาร์บอน นาํมาคดัเลือกแบคทีเรียที�ผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยวิธี haemolytic activity, drop collapsing test, emulsification measurement, oil 
displacement test ซึ� งวิธี drop collapsing test เป็นการทดสอบทางคุณภาพ ส่วนวิธี oil displacement 
test และ emulsification activity เป็นการทดสอบทางปริมาณ จากแบคทีเรียทั�งหมด 20ไอโซเลท 
พบวา่แบคทีเรีย Pseudomonas sp. มีกิจกรรมการเกิดอิมลัชั�นสูงที�สุด คือ 70.5 % และให้ค่า oil 
displacement มากที�สุด คือ 3.14 (Dhail et al., 2012) 

 จากการแยกเชื�อแบคทีเรียที�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากตวัอยา่งนํ� า
ทะเลที�ปนเปื� อนคราบนํ� ามนับริเวณท่าเรือในจงัหวดัสงขลา สามารถแยกเชื�อได ้200 สายพนัธ์ุ เมื�อ
ทาํการคดัเลือกเชื�อที�สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดว้ยวิธีการยอ่ยเม็ดเลือดแดง การอิมลัซิ
ไฟด์ weathered crude oil และ  drop collapsing test พบวา่เชื�อที�มีความสามารถในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ ไดแ้ก่  Bacillus subtilis, Bacillus pumius, Acinetobacter anitratus, Micrococcus 

luteus, Vibrio paraheamolyticus, Myroides sp. เมื�อพิจารณาการอิมลัซิไฟด์ weathered crude oil 
และ  drop collapsing test พบว่าเชื�อ Myroides sp. มีประสิทธิภาพมากที�สุด (Maneerat and 
Phetrong, 2007) เชื�อแบคทีเรีย Alcanivorax hongdengensis แยกไดจ้ากนํ� าทะเลที�สามารถยอ่ยสลาย 
alkane และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด lipopeptide เมื�อใช ้n-hexadecane เป็นแหล่งคาร์บอน 
(Wu et al., 2009) ส่วน Rhodococcus rhodochrous S-2 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด
โพลีแซคคาร์ไรด์ออกมานอกเซลล์ ส่งเสริมการย่อยสลาย aromatic hydrocarbon ที� เป็น
องค์ประกอบในนํ� ามนัดิบ จากการศึกษาพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตได้มีประสิทธิภาพ
มากกวา่สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี 15 ชนิด ซึ� งสามารถนาํมาใชเ้ป็นประโยชน์ในการยอ่ย
สลายคราบนํ�ามนัที�เป็นสาเหตุใหเ้กิดมลภาวะทางทะเลได ้(Iwabuchi et al., 2002) 

 



2.5 การวดักจิกรรมของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ 

 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีสมบติัของการเป็นสารลดแรงตึงผิว (surface active 
agent) หรือสารที�ทาํให้เกิดอิมลัชนั (emulsifying agent)  ทาํให้สามารถวดักิจกรรมของสารลดแรง
ตึงผวิชีวภาพโดยใชคุ้ณสมบติัดงักล่าว 

 2.5.1  drop-collapse test  เป็นการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตจาก
เชื�อจุลินทรียแ์บบรวดเร็ว โดยนาํตวัอยา่งเชื�อในอาหารเหลว (culture broth) ที�ตอ้งการตรวจสอบ
ปริมาณน้อย ๆ ทดสอบโดยหยด culture broth ลงบนนํ� ามนัที�เคลือบผิว polystyrene ของ 96-
microwell หากเชื�อมีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพหยดของ culture broth จะแบนราบและมีการ
แผอ่อก เนื�องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะทาํหน้าที�ลดแรงตึงผิวระหวา่ง culture broth กบัผิว 
polystyrene ของ 96-microwell แต่ถา้เชื�อไม่มีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ รูปร่างของหยด 
culture broth   จะไมเ่ปลี�ยนแปลง (Bodour and Miller-Maier, 1998) 
  วิธี drop collapse สามารถทาํไดร้วดเร็ว ไม่ซับซ้อน ไม่ตอ้งใช้เครื�องมือพิเศษ
และใชส้ารในปริมาณนอ้ย (Bodour and Miller-Maier, 1998; Youssef et al., 2004; Walter et al., 
2010) แต่วิธีนี� มีขอ้ดอ้ยคือมีความไวตํ�าเมื�อเปรียบเทียบกบัระดบัความเขม้ขน้ของสารที�ใช้ ถา้สาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตมีความเขม้ขน้ตํ�าจะไม่สามารถวดักิจกรรมดว้ยวิธีนี� ได ้(Walter et al., 
2010) 

2.5.2  oil displacement test เป็นวิธีการทดสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยหยด 
culture broth ลงบนแผน่ฟิล์มนํ� ามนัหากมีสารลดแรงตึงผิวอยูใ่นสารละลาย สารลดแรงตึงผิวจะทาํ
หนา้ที�ลดแรงตึงผิวระหวา่งสารละลายและนํ� ามนั ทาํให้แผน่ฟิล์มของหยดนํ� ามนักระจายออก โดย
หยดนํ�ามนัปริมาตร 15 ไมโครลิตร ลงในนํ�ากลั�นปริมาตร 40 ไมโครลิตร ซึ� งอยูใ่นจานเพาะเลี�ยงเชื�อ 
จากนั�นหยดนํ� ามนัเบาๆ ถา้มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแผน่ฟิล์มของนํ� ามนัจะกระจายออก สามารถ
มองเห็นดว้ยตาเปล่าเมื�อเวลาผา่นไปประมาณ 30 วนิาที (Morikawa et al., 1993) 
  Youssef และคณะ (2004) เปรียบเทียบวธีิการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพโดยจุลินทรีย ์โดยใช ้3 วิธีในการทดสอบ คือ drop collapse, oil displacement, blood agar 
lysis โดยเปรียบเทียบกบัค่าแรงตึงผิว (surface tension) พบวา่วิธี drop collapse ใชเ้ป็นวิธีคดัเลือก
เชื�อเบื�องตน้ที�ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ หลงัจากนั�นใชว้ิธี oil displacement เพื�อทดสอบความ
เขม้ขน้ของสารที�ผลิตได ้ส่วนวิธี blood agar lysis ผลการเปรียบเทียบกบัค่า surface tension มี
ความสัมพนัธ์กนันอ้ย จึงไมน่่าเชื�อถือสาํหรับคดัเลือกเชื�อที�ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
 
 



 2.5.3  การวดัแรงตึงผิว (surface tension) แรงตึงผิว คือ แรงดึงที�เกิดขึ�นบนผิวหนา้ของ
ของเหลวเมื�อสัมผสักบัพื�นผิวอื�น เช่น อากาศ หรือกบัของแข็งโดยมีพลังงานเพียงพอต่อการยึด
เหนี�ยวระหวา่งโมเลกุล ทาํให้เกิดเป็นลกัษณะคลา้ยกบัแผน่บางๆ ที�สามารถตา้นแรงดึงไดเ้ล็กนอ้ย 
มีทิศขานกบัผิวของเหลวและตั�งฉากกบัเส้นขอบที�ของเหลวสัมผสั การเกิดแรงตึงผิวเนื�องจากแรง
ดึงดูดระหว่างโมเลกุลซึ� งแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ แรง cohesion เป็นแรงดึงดูดระหวา่งโมเลกุลชนิด
เดียวกนัและแรง adhesion เป็นแรงดึงดูดระหวา่งโมเลกุลต่างชนิดกนั ซึ� งมีหน่วยในการวดัเป็นมิลลิ
นิวตนัต่อมิลลิเมตร (mN/m) ปกติสารลดแรงตึงผวิสามารถลดแรงตึงผิวสามารถลดแรงตึงผิวของนํ� า
กลั�นจาก 72 mN/m ลงมาตํ�ากวา่ 30 mN/m และค่า interfacial tension จะมีค่าตํ�ากวา่ 1 mN/m 
(Cooper, 1987; Desai and Banat, 1997; Youssef et al., 2004) 

 2.5.4  การวดัการเกิดอิมลัชั�น (emulsification measurement) จุลินทรียผ์ลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพออกมาสามารถทาํให้สารประกอบไฮโดรคาร์บอนเกิดเป็นอิมลัชั�นไดดี้ขึ�น (Fiechter, 1992) 
การวดัการเกิดอิมลัชั�นนิยมวดัค่า emulsification activity (EA) และค่า emulsification index (E24) 
การคาํนวณค่าความสามารถในการเกิดอิมลัชั�น (EA) และความสามารถในการคงตวัของอิมลัชั�น 
(E24) ดงัสมการที� 2  
 

EA หรือ E24   =  ความสูงของชั�นอิมลัชั�นที�เกิดขึ�น x  100        (2) 
     ความสูงทั�งหมดของสารละลาย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.6   ปัจจัยที�มีผลต่อการผลติสารลดแรงตึงผวิชีวภาพของจุลนิทรีย์ 

2.6.1  แหล่งคาร์บอน (carbon source)  
แหล่งคาร์บอนเป็นปัจจยัที�สําคญัที�มีผลต่อการผลิตและนาํไปใช้เพื�อสังเคราะห์

ส่วนประกอบของเซลล์ ชนิดของแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
แตกต่างกนัไปขึ�นอยูก่บัชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย ์ชนิดของแหล่ง
คาร์บอนที�ใช้ในการผลิตจึงมีผลต่อคุณภาพและปริมาณของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นอยา่งมาก 
(Abouseoud et al., 2008) แหล่งคาร์บอนที�ใช้มีทั�งชนิดที�มีคุณสมบติัละลายนํ� าและไม่ละลายนํ� า 
ชนิดที�ละลายนํ� า เช่น กลูโคส กลีเซอรอล แมนนิทอลและเอทานอล แหล่งคาร์บอนที�ไม่ละลายนํ� า 
เช่น n-alkanes, n-heptadecane นํ�ามนัปาลม์ และนํ�ามนัมะกอก 

ผลการศึกษาที�ผา่นมาชนิดของแหล่งคาร์บอนกลุ่มคาร์โบไฮเดรตที�มีรายงานที�
พบมากที�สุด คือ กลูโคส แมเ้ชื�อต่างชนิดกนัก็พบว่ากลูโคสเหมาะสมที�สุด ได้แก่ Pseudomonas 
aeruginosa, Bacillus subtilis, Bacillus clausii และ Bacillus mycoides (Joshi et al., 2008; Wu et 
al., 2008; Najafi et al., 2010; Aparna et al., 2012; Wahaibi et al., 2014) ส่วนซูโครสเหมาะสําหรับ
เชื�อ Streptomyces sp. (Khopada et al., 2012) จุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุไม่สามารถใชน้ํ� าตาลเป็นแหล่ง
คาร์บอน แต่สามารถใช้แอลกอฮอล์และสารประกอบไฮโดรคาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนได ้การ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอาจถูกยบัย ั�งได้โดยกลูโคสหรือเมแทบอไลท์ปฐมภูมิ (primary 
metabolites) เช่น Acinetobacter calcoaceticus ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด emulsan เมื�อใช้
ชนิดแหล่งคาร์บอนกลุ่มไฮโดรคาร์บอน ได้แก่ n-hexadecane พบว่าเป็นแหล่งคาร์บอนให้
ประสิทธิภาพสูงสุด (กุลนรี  เพชรรงค,์ 2550) แต่พบวา่เมื�อใช้ n-hexadecane เป็นแหล่งคาร์บอน
สาํหรับเชื�อ Bacillus subtilis มีผลยบัย ั�งในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Kim et al., 1997) ส่วน
แหล่งคาร์บอนกลุ่มนํ� ามนัพืช ไดแ้ก่ นํ� ามนัมะกอกสําหรับเชื�อ P. fluorscens (Abouseoud et al., 
2008) และนํ�ามนัปาลม์สาํหรับเชื�อ P. aeruginosa (ดุษฎีพรรณ พงษสุ์วรรณ, 2553) 

2.6.2  แหล่งไนโตรเจน (nitrogen source) 
แหล่งไนโตรเจนที�ใชใ้นอาหารเลี�ยงเชื�อเป็นปัจจยัที�สําคญัที�มีผลต่อการผลิตและ

นาํไปใชใ้ชเ้พื�อเป็นส่วนประกอบในการสร้างโปรตีนและกรดนิวคลีอิก แหล่งไนโตรเจนที�ใชมี้ทั�ง
แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน และแหล่งอนินทรีย์ไนโตรเจน แหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน ได้แก่ beef 
extract, yeast extract, peptone และยูเรีย แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนไดแ้ก่ แอมโมเนียมคลอไรด ์
(NH4Cl), แอมโมเนียมไนเตรท (NH4NO3), แอมโมเนียมซลัเฟต ( NH4SO4), แอมโมเนียมไฮโดรเจน
ฟอสเฟต (NH4)2HPO4, แอมโมเนียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NH4HCO3) และโซเดียมไนเตรท 
(NaNO3) 



ชนิดของแหล่งชนิดของแหล่งไนโตรเจนในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี
ความแตกต่างกนัไป ขึ�นอยูก่บัชนิดของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพและชนิดของจุลินทรีย ์ผลการศึกษา
ที�ผ่านมาชนิดของแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น 
Pseudomonas aeruginosa เมื�อใช ้peptone (ดุษฎีพรรณ  พงษสุ์วรรณ, 2553) Streptomyces sp. เมื�อ
ใช ้ yeast extract (Khopade et al., 2012) Bacillus subtilis เมื�อใชยู้เรีย (Ghribi and Ellouze-
Chaabouni , 2011) ส่วนแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนที�เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
เช่น Pseudomonas aeruginosa เมื�อใช ้NaNO3 (Wu et al., 2008; Praveesh, 2011) Bacillus clausii  
เมื�อใช ้NH4Cl (Aparna et al., 2012) Pseudomonas fluorscens เมื�อใช ้NH4NO3 (Abouseoud et al., 
2008) นอกจากนี� เมื�อใช ้NH4HCO3 เป็นแหล่งอนินทรียไ์นโตรเจนช่วยควบคุม pH ของอาหารเลี�ยง
เชื�อไม่ให้ลดตํ�าลงในระหวา่งการเลี�ยงเชื�อ Acinetobacter calcoaceticus และ Bacillus subtilis (Kim 
et al., 1997; กุลนรี  เพชรรงค,์ 2550)  

2.6.3  อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน   
อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที�มีในอาหารเลี� ยงเชื�อตอ้งมี

ไนโตรเจนเพียงพอกบัความตอ้งการของจุลินทรียใ์นการเจริญเติบโตและผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพ  ผลจากการศึกษาเชื�อ P.  fluorescens  เมื�อเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อ MSM โดยมีนํ� ามนัมะกอก
เป็นแหล่งคาร์บอนและมี NH4NO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจนเท่ากบั 10, 20 และ 30 พบวา่ให้ค่า emulsification activity  เท่ากบั 50%, 10% และ 5% 
ตามลาํดบั (Abouseoud et al., 2008) และจากการศึกษา P. aeruginosa เมื�อเลี� ยงใน mineral salt 
medium โดยมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และมี NH4NO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน ที�มีอตัราส่วนของ
แหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 26 พบวา่สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได ้6.8 
กรัมต่อลิตร (Wu et al., 2008) 

2.6.4  pH เริ�มตน้   
สภาวะความเป็นกรดด่างหรือ pH เริ�มตน้ในอาหารเลี�ยงเชื�อมีผลต่อการเจริญและ

การผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ เนื�องจากการเจริญของจุลินทรียห์รือสิ�งมีชีวติต่างๆ ถูกควบคุมโดย
กระบวนการเมแทบอลิซึมและการทาํงานของเอนไซมที์�มีผลกระทบจากค่า pH โดยทั�วไปค่า pH ที�
มีความเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดแตกต่างกนัไป ราและยีสตจ์ะเจริญไดดี้ในช่วง 
pH ค่อนขา้งตํ�า แต่แบคทีเรียจะเจริญไดดี้ในช่วง pH ที�มีค่าเป็นกลาง ผลการศึกษา pH ต่อการเจริญ
และการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื�อ Bacillus mycoide ที�เลี� ยงในอาหาร MSM ที�มีนํ� าตาล
ซูโครส 1% (w/v) และ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนตามลาํดบั บ่มที�อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส พบวา่เชื�อสามารถเจริญไดที้� pH ในช่วง 5 ถึง 9 และผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
สูงสุดที� pH 7.37 โดยสามารถลดแรงตึงผิวไดต้ ํ�าสุดที� 34 mN/m นอกจากนี�การศึกษาเชื�อ B. subtilis 



และ P. aeruginosa ในอาหาร MSM ที�มีนํ� ามนั 2% ปรับช่วง pH 6-10 พบวา่เชื�อให้ค่าแรงตึงผิว 
surface tension นอ้ยที�สุดเทา่กบั 33.9 mN/m ที� pH เท่ากบั 8 และ 9 แต่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ไดป้ริมาณสูงสุดที� pH เทา่กบั 9 (Yin et al., 2009) ส่วนผลของ pH ต่อการเจริญและการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพจากเชื�อ P. aeruginosa เมื�อเลี� ยงในอาหาร MSM ในช่วง pH 5-9 พบวา่ที� pH 
เท่ากบั 8 ค่าแรงตึงผิวนอ้ยที�สุดเท่ากบั 27 mN/m และสามารถผลิตสารไดป้ริมาณสูงสุด 0.82 กรัม
ต่อลิตร (Lotfabad et al., 2009) ส่วนเชื�อ Streptomyces  fradiae ในอาหาร Kim medium ที� pH 4-10 
พบวา่เชื�อเจริญและผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดที้� pH 5-10 แต่ที� pH 7 จะผลิตสารไดป้ริมาณสูง
ที�สุด เมื�อทดสอบดว้ยวิธี oil spreading โดยวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางวงใสได ้12.83 เซนติเมตร และ
มวลชีวภาพได ้1.56 กรัมต่อลิตร (อินทิยา  แถมพยคัฆ,์ 2550) 

2.6.5  อุณหภูมิ (temperature) 
จุลินทรียแ์ต่ละชนิดตอ้งการอุณหภูมิในการเจริญแตกต่างกนั เมื�อจุลินทรียเ์จริญ

ในอุณหภูมิที�เหมาะสมจะเจริญไดเ้ร็วและอุณหภูมิมีผลต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิต
จากเชื�อแบคทีเรีย โดยขึ�นอยูก่บัสายพนัธ์ุของเชื�อดว้ย ผลจากการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต
สารลดแรงตึงผวิชีวภาพของเชื�อ P. aeruginosa เมื�อเลี� ยงในอาหาร MSM พบวา่อุณหภูมิที�เหมาะสม
คือ 37 องศาเซลเซียส สามารถผลิตมวลชีวภาพไดสู้งสุด 0.8 กรัมต่อลิตร โดยอุณหภูมิที�สูงหรือตํ�า
กวา่นี� จะมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เมื�ออุณหภูมิ 30 และ 25 องศา
เซลเซียส  สามารถวดัมวลชีวภาพไดเ้พียง 0.75 และ 0.11 กรัมต่อลิตรตามลาํดบั  แต่คุณสมบติัของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตไดไ้ม่เปลี�ยนไป (Lotfabad et al., 2009) เมื�อเลี� ยง P. aeruginosa ใน
อาหาร Mckeen medium ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ซึ� งอุณหภูมิที�ศึกษา 
คือ 25, 30, 37, 45 และ 50 องศาเซลเซียส พบวา่ไดค้่า emulsification activity  สูงสุดเท่ากบั 80% ที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ส่วนที�อุณหภูมิ 30 และ 25 องศาเซลเซียส ไดค้่า emulsification activity 
เทา่กบั 56.66 และ 57.14 % (ดุษฎีพรรณ  พงษสุ์วรรณ, 2553) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



2.7  การนําสารลดแรงตึงผวิไปใช้ประโยชน์  

สารลดแรงตึงผิวที�เราใช้อยู่เป็นประจาํทุกวนันี� ส่วนใหญ่เป็นสารสังเคราะห์ 
ปัจจุบนัจึงเริ�มมีการศึกษาเกี�ยวกบัสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกนัมากขึ�น เนื�องจากมีคุณสมบติัพิเศษ
และลกัษณะเฉพาะ จึงไดมี้การคน้หาจุลินทรียที์�มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
และวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารที�ผลิตขึ�นอยา่งต่อเนื�อง  ลกัษณะเด่นของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพคือ เป็นมิตรต่อสิ�งแวดลอ้มเพราะเป็นสารที�สามารถถูกยอ่ยสลายทางชีวภาพ และมีความเป็น
พิษตํ�า (Desai and Banat, 1997) จึงนาํมาประยกุตใ์ชก้นัมากในระบบอุตสาหกรรมดา้นต่างๆดงันี�  

2.7.1  อุตสาหกรรมนํ�ามนั 
ไดมี้การนาํสารลดแรงตึงผวิชีวภาพมาใชใ้นการปรับปรุงคุณภาพนํ� ามนั เนื�องจาก

มีขอ้ดี คือ ใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธิL ที�มีความเฉพาะเจาะจงไปเพียงปริมาณเล็กน้อยสารก็
ทาํงานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ นอกจากนั�นยงัใชไ้ดห้ลายสภาวะ ไดมี้การทดสอบการใชส้ารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพที�ผลิตจากเชื�อแบคทีเรียในระดบัโรงงาน เพื�อทาํความสะอาดถงันํ� ามนัและกูคื้นสาร
ไฮโดรคาร์บอนจากนํ� ามนัเครื�องใชแ้ลว้ขนาด 850 ลิตร จากการใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพปริมาณ 
2 ตนั พบวา่ 91% หรือปริมาณ 744 ลิตรของนํ� ามนัเครื�องถูกเปลี�ยนเป็น crude oil ที�มีมูลค่าและ 76 
ลิตรที�เหลือนั�นจาํแนกไดว้า่เป็นสารชนิดอื�นที�ไม่ใช่ไฮโดรคาร์บอนและไดถู้กนาํไปทาํให้บริสุทธิL
ในกระบวนการอื�นต่อไป (Banat et al., 1991) การประยกุตใ์ชใ้นการเก็บเกี�ยวนํ� ามนัที�เหลืออยูใ่นถงั
เกบ็นํ�ามนัมาใชป้ระโยชน์ โดยใชเ้ทคโนโลยี microbially-enhanced oil recovery (MEOR) เนื�องจาก
นํ� ามนัที�เหลืออยูใ่นถงัเก็บนํ� ามนัมีความหนืดสูงส่งผลให้การเคลื�อนที�ต ํ�า การเก็บเกี�ยวนํ� ามนัส่วนที�
เหลือตอ้งใชว้ิธีทางกายภาพและเคมีร่วมกนั การใชส้ารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์อาจจะเป็นอนัตราย
ต่อสิ�งแวดลอ้มและมีราคาแพง จากการทดลองในห้องปฏิบติัการนาํสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิต
จากเชื�อ B. subtilis 20B, B. subtilis R1, และ B. licheniformis  ที�เลี�ยงใน LB broth อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ที�มีกากนํ�าตาล 2% (w/v) มาทดสอบการแยกสารออกเพื�อปรับปรุงคุณภาพของนํ� ามนัโดย
วธีิ sand pack column พบวา่สามารถเพิ�มมูลคา่ของนํ�ามนัเครื�องเก่าได ้25-33% (Joshi et al., 2008)  

2.7.2  การยอ่ยสลายทางชีวภาพของไฮโดรคาร์บอน 
การยอ่ยสลายทางชีวภาพของไฮโดรคาร์บอนจากเชื�อจุลินทรียไ์ดมี้การใชส้ารลด

แรงตึงผิวชีวภาพช่วยในการยอ่ยสลาย โดยทาํให้อยูใ่นรูปของสารที�ละลายไดห้รือการเกิดอิมลัชั�น
เพื�อง่ายต่อการกาํจดัและเพื�อให้สารไฮโดรคาร์บอนเหล่านั�นถูกสารอินทรียใ์นดินดูดซบัไดม้ากขึ�น 
เชื�อแบคทีเรียที�แยกไดจ้ากดินที�ปนเปื� อนนํ� ามนัดีเซลในประเทศไตห้วนั P. aeruginosa ผลิตสาร 
rhamnolipid และ Bacillus subtilis ผลิต surfactin สามารถลดค่าแรงตึงผิวจาก 72.5 mN/m ลงมาที� 
29.5 และ 27.2 mN/m ตามลาํดบั ปริมาณสาร 2 % ของ rhamnolipid และ surfactin สามารถใชแ้ยก 
total petroleum hydrocarbon (TPH) 9,000 mg/k ที�ปนเปื� อนในดินได ้เมื�อตรวจสอบโดย GC-FID 



ค่าเปอร์เซ็นต์ TPH ออกไดเ้ท่ากบั 63% และ 62% ซึ� งมากกวา่สารสังเคราะห์ TritonX-100 และ 
Tween 80 ที�ไดค้่า 40% และ 35% ตามลาํดบั (Lai et al., 2009) จากการทดสอบการยอ่ยสลาย TPH 
ของ Micrococcus luteus BN56 ในอาหาร mineral salts medium ที�มี 2% diesel oil เป็นเวลา 10 วนั 
พบวา่ปริมาณของ TPH ลดลง 93% เมื�อตรวจสอบดว้ยวธีิ GC-MS (Tuleva et al., 2009) 

2.7.3  อุตสาหกรรมอาหาร 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพถูกใช้เป็นสารปรุงแต่งรสชาติในอุตสาหกรรมอาหาร 

เช่น lecithin และสารประกอบ lecithin, fatty acid ester ที�ประกอบดว้ย glycerol, sorbitol หรือ 
ethyloxylate ถูกนาํไปใชเ้ป็น emulsifier ในอุตสาหกรรมอาหารทั�วไป  (Besson and Michel, 1992) 
นอกจากนั�นยงัมีการประยุกตใ์ชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการพฒันาเนื�อแป้งเพื�อผลิตเบเกอรี�และ
การปรับปรุงเนื�อสัมผสัของผลิตภณัฑ์เนื�อ (Fiechter, 1992) นอกจากนั�นสาร glycolipid และ 
diacylmonosylerythritol ที�ความเขม้ขน้ 0.01 กรัมต่อลิตร ผลิตโดย Candida Antarctica นาํไปใช้
เป็นสารตา้นการยึดเกาะที�มาจากการแช่แข็ง ซึ� งใช้ปริมาณน้อยกวา่เมื�อเปรียบเทียบกบัการใช้สาร
สังเคราะห์ polyoxyethylene sorbitan diolate ปริมาณ 1.0 กรัมต่อลิตร ภายใตส้ภาวะเดียวกนั 
(Kitamoto et al., 2001) 

2.7.4  การแพทยแ์ละการผลิตยา 
สารลดแรงตึงผวิชีวภาพเป็นที�น่าสนใจอยา่งมากในดา้นการแพทยแ์ละผลิตภณัฑ์

ดูแลสุขภาพ มีการนาํไปใชใ้นอุตสาหรรมการผลิตยา เช่น ยาตา้นเชื�อแบคทีเรีย (Haba et al., 2003) 
ยาตา้นเชื�อรา และยาตา้นไวรัส (Vollenbroich et al., 1997) เป็นสารตวัหลกัในการรักษาโรคที�
เกี�ยวกบัภูมิคุม้กนั สารตา้นการยึดเกาะ ผลิตวคัซีน และการรักษาด้วยยีน (อินทิยา  แถมพยคัฆ์, 
2550) พบการใช้เป็นสารตา้นการยึดเกาะของเชื�อก่อโรคเนื�องจากมีความเหมาะสมในการใช้เป็น
ส่วนประกอบในตวัยาเพื�อลดจาํนวนการติดเชื�อในโรงพยาบาลแทนการใชย้าสังเคราะห์จากสารเคมี 
เช่น สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ fraction C ที�ผลิตจาก Streptococcus thermophilus ผลิตสารตา้น
เชื�อจุลินทรีย ์(antibiotic) ทั�งแบคทีเรียและยีสต ์Candida tropicalis GB9/9 เมื�อใชที้�ความเขม้ขน้ตํ�า 
(Rodrigues et al., 2006) MEL เป็นสารลดแรงตึงผวิชีวภาพกลุ่ม glycolipid ที�มีความสามารถในการ
ยบัย ั�งการเจริญและตา้นทาน leukemia cell lines (Sudo et al., 2000) มีการศึกษา rhamnolipid 
fraction RL-a และ RL-b จาก P.aeruginosa ในการยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งเตา้นม (MCF7) และ insect cell 
lines (C6/36) ที�ความเขม้ขน้ 6.25 และ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลาํดบั นอกจากนั�นยงัมีการ
ทดสอบวา่ทั�ง RL-a และ RL-b ที�ความเขม้ขน้สูง 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ไม่สามารถยบัย ั�ง 
normal cell line ได ้ดงันั�นจึงไมมี่ความเป็นพิษ (Thanomsub et al., 2007) 

 

 



บทที� 3 

วธีิการวจิัย 
 

3.1 วสัดุ อปุกรณ์ 

3.1.1  ตวัอยา่งนํ�าทะเลที�มีการปนเปื� อนนํ�ามนัจากบริเวณทา่เรือจาํนวน 3 ทา่เรือ คือ ท่าเรือ 
สงขลา ทา่เรือกนัตงั และทา่เรือสิเกา 

3.1.2  อาหารเลี�ยงเชื�อ ไดแ้ก่ Plate count agar (ยี�หอ้ Difco) Nutrient Agar (ยี�หอ้ Difco) และ 
Mineral salt medium (MSM) (ภาคผนวก ข) 

3.1.3  สารเคมีที�ใชเ้ป็นสารเคมีเกรดวิเคราะห์ (analytical reagent grade)  
1)  Yeast extract ยี�หอ้ Difco 
2)  Peptone ยี�หอ้ Difco 
3)  Glucose ยี�หอ้ Lab-Scan 
4)  Lactose ยี�หอ้ Lab-Scan 
5)  Sucrose ยี�หอ้ Lab-Scan 
6)  Sodium chloride (NaCl) ยี�หอ้ Lab-Scan 
7)  Sodium nitrate (NaNO3) ยี�หอ้ Lab-Scan 
8)  Potassium nitrate (KNO3) ยี�หอ้ Lab-Scan 
9)  Ammonium sulphate (NH4SO4) ยี�หอ้ Lab-Scan 

3.1.4  นํ�ามนัสาํหรับการทดลอง ไดแ้ก่ นํ�ามนัดีเซล นํ�ามนัปาลม์ นํ�ามนัเครื�อง 
3.1.5  เครื�องมือสาํหรับการทดลอง 

1)    เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Balance) ยี�หอ้ Sartorius 
2)    เครื�องวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) ยี�หอ้ Sartorius 
3)    เครื�องหมุนเหวี�ยง (Centrifuge) ยี�หอ้ Hettich 
4)   เครื�องเขยา่ (Shaker) ยี�หอ้ Heidolph 
5)    เครื�องผสมสาร (Vortex mixer) ยี�หอ้ IKA 
6)    หมอ้นึ�งความดนัไอนํ�า (Autoclave) ยี�หอ้ TOMY 
7)    ตูบ้ม่เชื�อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) ยี�หอ้ Memmert 
8)    กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด 2 ตา (Microscope) ยี�หอ้ Nikon 
9)    เครื�องวดัคา่ดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ยี�หอ้ Shimaddzu 
10)  เครื�องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporators) ยี�หอ้ Heidolph   
 



3.2 วธีิการทดลอง 

3.2.1   การเกบ็ตวัอยา่งนํ�าทะเล (กรมควบคุมมลพิษ, 2544) 
ทาํการเก็บตวัอยา่งนํ� าทะเลที�มีการปนเปื� อนนํ� ามนั บริเวณท่าเรือจาํนวน 3 ท่าเรือ 

คือ ทา่เรือ สงขลา ท่าเรือกนัตงั และท่าเรือสิเกา เตรียมขวดเก็บตวัอยา่งนํ� าขนาด 250 มิลลิลิตร โดย
ลา้งขวดแกว้ดว้ยนํ�ายาลา้งจาน กลั�วขวดและฝาดว้ยนํ�ากลั�นหลายๆ ครั� ง  ปิดฝาขวดหลวมๆ หลงัจาก
นั�นนาํขวดไปฆ่าเชื�อในหมอ้นึ� งความดนั (autoclave) ที� 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�วและอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที  ทิ�งใหเ้ยน็และปิดฝาใหแ้น่นสนิท  ทาํการเก็บตวัอยา่งนํ� าท่าเรือละ 
3 ขวด แต่ละจุดเก็บห่างกนัไม่ให้รบกวนกนัระหวา่งนํ� าทะเล โดยการคว ํ�าขวดและจุ่มลงตรง ๆ ไป
ในนํ�าลึกประมาณ 30 เซนติเมตร หลงัจากนั�นจึงหงายขวดโดยหนัปากขวดไปในทิศทางที�นํ� าไหลมา 
หรือถา้นํ�าไมไ่หลใหด้นัขวดไปขา้งหนา้ชา้ๆ เพื�อไมใ่หน้ํ�าที�ปนเปื� อนจากมือผูเ้ก็บไหลเขา้ไปในขวด 
เกบ็รักษาตวัอยา่งนํ� าโดยแช่เยน็ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และนาํไปทาํการทดลองขั�นตอนต่อไป
ในหอ้งปฏิบติัการภายในเวลา 6 ชั�วโมง 

3.2.2   การคดัแยกแบคทีเรียที�สามารถยอ่ยสลายสารไฮโดรคาร์บอนจากนํ� าทะเลที�ปนเปื� อน
นํ�ามนั (Cunha et al., 2004) 

 3.2.2.1  นาํตวัอยา่งนํ� าทะเลมาทาํการคดัแยกแบคทีเรียดว้ยวิธีการ spread plate โดยเจือ
จางนํ�าตวัอยา่งดว้ย sterile normal saline 0.85% (w/v) ให้ไดค้วามเขม้ขน้อยูใ่นช่วง 10-1-10-7 นาํจาน
เพาะเชื�อที�เทอาหาร Plate count agar (PCA) ที�มีการเติม NaCl ความเขม้ขน้ 3% (w/v) ทิ�งไวจ้น
อาหารแขง็แลว้ปิเปตนํ� าตวัอยา่งที�ระดบัความเขม้ขน้ 10-3-10-7 มาอยา่งละ 0.1 มิลลิลิตร ใชแ้ท่งแกว้
รูปตวั L เกลี�ยให้เชื�อแพร่กระจาย บ่มไวที้�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง สังเกตลกัษณะ
โคโลนีที�ปรากฏ ทาํการคดัเลือกโคโลนีที�มีลกัษณะแตกต่างกนั มาทาํให้บริสุทธิ� โดยวิธีการ steak 
plate บนอาหารเลี�ยงเชื�อ Nutrient agar (NA) ใหโ้คโลนีเดี�ยว   

 3.2.2.2  เขี�ยเชื�อที�แยกเป็นเชื�อบริสุทธิ�  1 ลูป ลงในอาหารเลี�ยงเชื�อ mineral salt medium 
(MSM) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ที�มีนํ� ามนัดีเซล 0.5% (v/v) เป็น
แหล่งคาร์บอน นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ (shaker) ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา  72 ชั�วโมง  

 3.2.2.3  เมื�อครบกาํหนดเวลาทาํการเปลี�ยนอาหารเลี� ยงเชื�อ MSM ปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
โดยเติมนํ� ามนัดีเซล 1.0% (v/v) และปิเปตเชื�อตวัอยา่งจากขอ้ 3.2.2.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในขวด
รูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 72 ชั�วโมง  
 3.2.2.4  เมื�อครบกาํหนดเวลาทาํการทดลองซํ� าตามวิธีขอ้ 3.2.2.3 โดยเปลี�ยนความเขม้ขน้
นํ�ามนัดีเซลทุกๆ 72 ชั�วโมง เป็น 1.5 และ 2.0% (v/v) ตามลาํดบั 



 3.2.2.5 เมื�อครบกาํหนดเวลานาํตวัอยา่งเชื�อในอาหารเหลวชุดสุดทา้ยมาเจือจาง (serial 
dilution) ดว้ย sterile normal saline 0.85% (w/v) แลว้ทาํการ spread plate และถ่ายเชื�อลงบนอาหาร
วุน้เอียง (NA slant) แลว้เกบ็รักษาเชื�อไวใ้นตูเ้ยน็หรือที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื�อใชส้ําหรับการ
ทดลองขั�นต่อไป  

3.2.3  การคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียขั�นแรก (primary screening)  
 เตรียมชุดตวัอย่าง culture broth โดยนาํเชื�อแบคทีเรียบริสุทธิ� ที�แยกได้จากขอ้ 
3.2.2.5 แต่ละไอโซเลทมา 1 ลูป ถ่ายลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที�มีอาหาร MSM 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และมีกลูโคส อยู ่2% (w/v) นาํไปเพาะเลี� ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 
รอบ/นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 72 ชั�วโมง 
 3.2.3.1 ทดสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรงตึงผิว ด้วยวิธี drop-collapse 
(Bodour and Miller-Maier, 1998) โดยทาํความสะอาดถาดหลุมขนาดเล็ก (microwells plate) โดย
การชะลา้งดว้ยนํ�ากลั�นตม้เดือด 3 ครั� ง จากนั�นลา้งดว้ยเอทานอล 75 เปอร์เซ็นต ์และนํ� ากลั�นที�ฆ่าเชื�อ
แลว้ ปล่อยทิ�งไวใ้หแ้หง้ ทาํการเคลือบ microwells plate แต่ละหลุมใหมี้ลกัษณะเป็นแผน่ฟิล์มบางๆ 
ดว้ยนํ� ามนัเครื�องปริมาณ 1.8 ไมโครลิตร จากนั�นตั�งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 24 ชั�วโมงเพื�อให้นํ� ามนัเครื�องที�
เคลือบไวค้งตวั ทาํการปิเปตตวัอยา่ง culture broth ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงตรงกลางหลุมของ 
microwells plate ที�เคลือบนํ�ามนัเตรียมไว ้ แลว้สังเกตผลที�เกิดขึ�นในเวลา 1 นาที ใหแ้สดงผลดงันี�  
 1) ถา้หยดนํ�ามนัเครื�องยงัคงมีลกัษณะเป็นเมด็กลมๆ ใหแ้สดงผลเป็นลบ (-) 
 2) ถา้เกิดการสลายของหยดนํ�ามนัเครื�อง ใหแ้สดงผลเป็นบวก (+ ) 
 3.2.3.2  การทดสอบความสามารถในการกระจายนํ� ามนัดว้ยวธีิ oil displacement test 
(Morikawa et al., 1993) ทาํการปิเปตนํ� ามนัเครื�องปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนผิวหนา้ของนํ� า
กลั�นปริมาตร 40 มิลลิลิตร ที�บรรจุอยูใ่นจานเพาะเชื�อ (ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 95 มิลลิเมตร) ซึ� งจะ
ทาํให้เกิดเป็นแผน่ฟิล์มบางๆ ขึ�นทนัที หลงัจากนั�นค่อยๆ หยดตวัอยา่ง culture broth ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร ลงบนตรงกลางของแผ่นฟิล์มนํ� ามนัเครื�อง ซึ� งจะทาํให้เกิดช่องว่างใสขึ�น ทาํการวดั
เส้นผ่าศูนยก์ลางของวงกลมใสที�เกิดขึ�น แลว้นาํไปคาํนวณหาพื�นที�การกระจายนํ� ามนัเครื�องเป็น
ตารางเซนติเมตร oil displacement area (ODA) ดงัสมการที� 3 
 

 ODA = 22/7 (รัศมี)2         ตารางเซนติเมตร                            (3) 
 

 ทาํการคดัเลือกเชื�อที�มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ พิจารณา
จากการสลายของหยดนํ� ามนัโดยวิธี drop-collapse ที�ให้ผลเป็นบวก (+) และไดค้่า ODA สูง มาทาํ
การคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียขั�นสองต่อไป 

 



3.2.4 การคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียขั�นสอง (secondary screening)  
3.2.4.1  การทดสอบกิจกรรมการเกิดอิมลัชั�น (emulsification activity) (Cooper and 

Goldenberg, 1987) 
นาํเชื�อแบคทีเรียที�ผา่นการคดัเลือกขั�นแรกจากขอ้ 3.2.3 แต่ละไอโซเลทมา 1 ลูป 

ถ่ายลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ที�มีอาหาร MSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเติมกลูโคส 
2% (w/v) และ นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง ทาํการเก็บ
ตวัอยา่งทุกๆ 12 ชั�วโมง เป็นเวลา 108 ชั�วโมง  ทาํการปั�นเหวี�ยงตวัอยา่ง culture broth เพื�อแยกเอา
เซลล์แบคทีเรียออก ที�ความเร็วรอบ 9,000 รอบ/นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
แลว้ทาํการแยกส่วนใส (supernatant) หลงัจากนั�นทาํการปิเปตนํ� ามนัเครื�องปริมาตร 4 มิลลิลิตร ลง
ในหลอดทดลองที�มี supernatant อยู่ 4 มิลลิลิตร แล้วนําไปผสมให้เข้ากนัด้วยเครื� องผสมสาร 
(vortex) ที�ระดบัความเร็วสูงสุด เป็นเวลา 2 นาที แลว้ตั�งพกัไวเ้ป็นเวลา 24 ชั�วโมง บนัทึกผลความ
คงตวัของการเกิดอิมลัชั�น (emulsion stability) โดยการคาํนวณหาค่า emulsification index (E24) ดงั
สมการที� 4 

 
                                           E24 =  ความสูงของของเหลวที�เกิดอิมลัชั�น x  100                      (4) 
                                                         ความสูงของของเหลวทั�งหมด 

 
 แลว้ทาํการคดัเลือกเชื�อที�ใหค้า่กิจกรรมการเกิดอิมลัชั�นสูงมาทาํการศึกษาต่อไป 
3.2.4.2  การศึกษาอตัราการเจริญของเชื�อแบคทีเรียที�คดัแยกได ้

 นาํเชื�อแบคทีเรียบริสุทธิ� ที�ผา่นการคดัเลือกจากขอ้ 3.2.4.1 เขี�ยเชื�อมา 1 ลูป ลงใน
อาหาร MSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ที�มีกลูโคสอยู ่2% (w/v) 
นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง จากนั�นตรวจวดัการเจริญ
ของแบคทีเรีย โดยการเก็บตวัอยา่งทุกๆ 3 ชั�วโมงเป็นเวลา 36 ชั�วโมง หลงัจากนั�นเก็บตวัอยา่งทุกๆ 
6 ชั�วโมง จนครบ 96 ชั�วโมง นบัจาํนวนแบคทีเรียทั�งหมดดว้ยวิธี pour plate โดยนาํ suspension ของ
แบคทีเรีย 1 มิลลิลิตรใส่จานเพาะเชื�อแลว้เทอาหารเลี� ยงเชื�อ PCA ที�หลอมเหลวลงไป  เขยา่ให้เชื�อ
แพร่กระจาย ทิ�งไวใ้หแ้ข็ง บ่มไวที้�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง แลว้นาํจาํนวนแบคทีเรียที�
นบัไดม้าเขียนกราฟการเจริญเติบโตระหว่างจาํนวนแบคทีเรียทั�งหมด (CFU/ml.) เทียบกบัเวลา 
(ชั�วโมง) 
 เนื�องจากเป็นการทดลองกบัเชื�อแบคทีเรีย ทุกขั�นตอนหลงัทาํการทดลองตอ้ง
ฆ่าเชื�อเพื�อป้องกนัไมใ่หเ้ชื�อแบคทีเรียจากการทดลองปนเปื� อนสู่สิ�งแวดลอ้ม   
 



3.2.5  การเทียบเคียงและพิสูจน์เอกลกัษณ์ของเชื�อแบคทีเรียคดัเลือก 
นําแบคทีเรียคัดเลือกได้จากข้อ 3.2.4 มาศึกษาลักษณะโคโลนี ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาโดยการยอ้มสีแกรม ความสามารถในการเคลื�อนที� (motility) ทดสอบคุณสมบติัทาง
ชีวเคมี (biochemical test) ได้แก่ การทดสอบแคตาเลส (catalase test) การทดสอบลีซิทิเนส 
(lecithinase test) การทดสอบการหมกัยอ่ยนํ� าตาลแมนนิทอล (ferment mannitol) การทดสอบ
ความสามารถการยอ่ยสลายเม็ดเลือด (hemolysis) เพื�อเทียบเคียงชนิดของแบคทีเรียโดยเทียบกบั 
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Brown, 1939) หลงัจากนั�นทาํการวิเคราะห์โดย
ใชล้าํดบัเบส 16S rDNA ประมาณ 500 เบสในการเปรียบเทียบ ทาํการส่งตวัอยา่งวิเคราะห์ที�ศูนย์
พนัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ  

3.2.6  การทดสอบเบื�องตน้เพื�อหาคา่ช่วงชั�นของปัจจยัศึกษา 
เนื�องจากเชื�อแบคทีเรียแต่ละชนิดมีสภาวะที�เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพแตกต่างกนั จึงตอ้งทาํการทดสอบเบื�องตน้เพื�อหาช่วงชั�นของปัจจยัที�เหมาะสมต่อการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีปัจจยัที�ศึกษาได้แก่ ชนิดของแหล่งคาร์บอน ชนิดของแหล่ง
ไนโตรเจน และอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน  ทาํการเตรียมเชื�อตั�งต้นจาก
แบคทีเรียคดัเลือกตามวธีิขอ้ 3.2.4  

3.2.6.1  ชนิดของแหล่งคาร์บอน 
แหล่งคาร์บอนในอาหารเลี�ยงเชื�อใชใ้นการสร้างพลงังานและเซลล์ แบ่งออกเป็น 

3 กลุ่มใหญ่ๆ คือ คาร์โบไฮเดรต ไฮโดรคาร์บอน และนํ�ามนัพืช กลุ่มคาร์โบไฮเดรตที�เลือกใช ้ไดแ้ก่
กลูโคส ซูโครส และแลคโตส กลุ่มไฮโดรคาร์บอนที�ใชคื้อนํ� ามนัดีเซล กลุ่มนํ� ามนัพืชที�ใชคื้อนํ� ามนั
ปาลม์ เนื�องจากกลูโคสเป็นนํ�าตาลโมเลกุลเดี�ยวจุลินทรียส์ามารถนาํไปใชใ้นการเจริญเติบโตไดง่้าย 
ซูโครสและแลคโตสเป็นนํ� าตาลโมเลกุลคู่  มีความเป็นไปได้ในการใช้ในอุตสาหกรรม คือ 
กากนํ� าตาล และเวย ์ตามลาํดบั นํ� ามนัปาล์มราคาถูกกวา่เมื�อเทียบกบันํ� ามนัพืชชนิดอื�น นํ� ามนัดีเซล
เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที�มีความสนใจในการศึกษา จึงเป็นที�มาในการกาํหนดชนิดแหล่ง
คาร์บอน 

ทาํการถ่ายเชื�อตั�งตน้ 2.5% (v/v) ลงในอาหาร MSM  50 มิลลิลิตร ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ที�เติมแหล่งคาร์บอนแตกต่างกนั 5 ชนิด คือ กลูโคส ซูโครส แลคโตส 
ปริมาณ 2.0% (w/v) นํ�ามนัปาลม์ และนํ�ามนัดีเซล ปริมาณ 2.0% (v/v) นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ 
ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั�วโมง หลงัจากนั�นทาํการปั�นเหวี�ยงแยกเอา
เซลล์แบคทีเรียออกที�ความเร็วรอบ 9,000 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
แลว้ทาํการแยกส่วน supernatant เพื�อหาค่า E24 วิธีการตามขอ้ 3.2.2.2 โดยเลือกแหล่งคาร์บอนที�ให้
คา่ E24 สูงที�สุด 



3.2.6.2  ชนิดของแหล่งไนโตรเจน 
แหล่งไนโตรเจนในอาหารเลี� ยงเชื�อแบ่งเป็นแหล่งอินทรีย์ไนโตรเจน ได้แก่ 

peptone และ yeast extract แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ NaNO3, KNO3 และ NH4SO4 ทาํการ
ถ่ายเชื�อตั�งตน้ 2.5% (v/v) ลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 125 
มิลลิลิตร ที�มีแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมจากขอ้ 3.2.6.1 ปริมาณ 1.0% (w/v) หรือ 1.0% (v/v) เติม
แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั 5 ชนิด คือ peptone, yeast extract, NaNO3, KNO3 และ NH4SO4 ที�
ความเขม้ขน้ 0.1 % (w/v) นาํไปเพาะเลี� ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 72 ชั�วโมง หลงัจากนั�นทาํการปั�นเหวี�ยงแยกเอาเซลล์แบคทีเรียออกที�ความเร็วรอบ 9,000 
รอบ/นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ทาํการแยกส่วน supernatant เพื�อหาค่า 
E24 วธีิการตามขอ้ 3.2.2.2 โดยเลือกแหล่งไนโตรเจนที�ใหค้า่ E24 สูงที�สุด 

3.2.6.3  อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน   
ถ่ายเชื�อตั�งตน้ 2.5% (v/v) ลงในอาหาร MSM ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูป

ชมพูข่นาด 125 มิลลิลิตร ที�มีแหล่งไนโตรเจนที�เหมาะสมจากขอ้ 3.2.6.2 ปริมาณ 0.1% (w/v) และ
เติมแหล่งคาร์บอนที�เหมาะสมจากขอ้ 3.2.6.1 อตัราส่วนต่อไนโตรเจนเท่ากบั 10:1 ถึง 50:1 นาํไป
เพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 72 ชั�วโมง หลงัจากนั�นทาํ
การปั�นเหวี�ยงแยกเอาเซลล์แบคทีเรียออกที�ความเร็วรอบ 9,000 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แลว้ทาํการแยกส่วน supernatant เพื�อหาค่า E24  วิธีการตามขอ้ 3.2.2.2 
โดยเลือกอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที�ใหค้า่ E24 สูงที�สุด  

3.2.7  การหาสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ 
  จากการทดสอบเบื�องต้นเพื�อหาค่าช่วงชั� นของปัจจัยศึกษาจะได้ชนิดแหล่ง
คาร์บอน ชนิดแหล่งไนโตรเจน และอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน หลงัจากนั�น
หาสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้เทคนิค response surface 
methodology (RSM) วางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken เพื�อศึกษาผลของตวัแปรอิสระ
(independent variable) ต่อค่าตอบสนองหรือตวัแปรตาม(dependent variation)  ซึ� งตวัแปรอิสระที�
ทาํการศึกษามี 3 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน และ 
pH เริ�มตน้  ส่วนค่าตอบสนองคือ ค่า emulsification index ซึ� งนาํผลการทดสอบเบื�องตน้อตัราส่วน
ของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนมากาํหนดค่าระดบัของปัจจยัของความเขม้ขน้กลูโคสและ
ความเขม้ขน้ไนโตรเจน โดยศึกษาในอาหาร MSM ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูข่นาด 
250 มิลลิลิตร นาํไปเพาะเลี�ยงบนเครื�องเขยา่ (shaker) ความเร็ว 165 รอบ/นาที ที�อุณหภูมิห้อง การ
กาํหนดระดบัของปัจจยัทั�ง 3 ระดบั คือ ระดบัตํ�า (-1) ระดบักลาง (0) และระดบัสูง (1) ทาํให้ได้



หน่วยการทดลองทั�งหมด 17 หน่วย แลว้ทาํการวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใชโ้ปรแกรมสําเร็จรูป
ทางสถิติ (ภาคผนวก ค) 

3.2.7 การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซลของเชื�อแบคทีเรียคดัเลือกในระดบั
หอ้งปฏิบติัการ 

3.2.7.1  นาํแบคทีเรียที�คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 3.2.4 มาเลี�ยงในอาหาร MSM เป็นเวลา 18-24 
ชั�วโมง (เมื�อวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 660 นาโนเมตร มีความขุ่นเท่ากบั 0.5) เพื�อใช้
เป็นกลา้เชื�อ  

3.2.7.2  ถ่ายกลา้เชื�อปริมาตร 2.0 % (v/v) ลงในขวดรูปชมพูข่นาด 250 มิลลิลิตร ที�มีนํ� า
ทะเลจากบริเวณเดียวกนักบัจุลินทรียค์ดัเลือก ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติมนํ� ามนัดีเซล 2.0 % (v/v) 
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมที�ไม่มีการเติมเชื�อ ทาํการทดลอง 3 ซํ� า เขยา่ที�อุณหภูมิห้อง ความเร็ว 165 
รอบ/นาที ทาํการเกบ็ตวัอยา่งที� 7 วนั ทดสอบการยอ่ยสลายนํ� ามนัโดยวิธีการชั�งนํ� าหนกันํ� ามนัดีเซล
ที�หายไป (weight loss method) โดยสกดันํ� ามนัที�เหลืออยูด่ว้ยเฮกเซน ในอตัราส่วน 1:1 ทาํการสกดั 
2 ครั� ง แลว้นาํส่วนของตวัทาํละลายมากาํจดันํ� าดว้ย Na2SO4 ระเหยตวัทาํละลายดว้ยเครื�องระเหย
สุญญากาศ นาํสารที�ไดอ้บในโถดูดความชื�นเพื�อดูดความชื�นที�เหลืออยูเ่ป็นเวลา 1  ชั�วโมง และชั�ง
นํ�าหนกัสารที�ได ้(Shirai et al., 1995) จากนั�นคาํนวณหาประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ� ามนัดงัสมการ
ที� 5 

 
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ�ามนั (%)   =    (W1 – W2)   x 100                      (5) 

  W1 
 
 W1 =   นํ�าหนกัของนํ�ามนัเริ�มตน้ 

W2 =   นํ�าหนกัของนํ�ามนัที�เหลือจากการใชจุ้ลินทรีย ์
 

3.2.7.3  ทดสอบทางคุณภาพเพื�อยืนย ันการย่อยสลายนํ� ามันดีเซลด้วยเครื� อง Gas 
chromatograph with mass spectrometry (GC-MS) โดยการสกดันํ�ามนัดีเซลที�เหลืออยูใ่นชุดตวัอยา่ง
ที�มีการเติมเชื�อวนัที� 0 และหลงัเติมเชื�อเป็นเวลา 7 วนัดว้ยเฮกเซน โดยทาํการส่งตวัอยา่งวิเคราะห์ที�
ศูนยเ์ครื�องมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ เพื�อเปรียบเทียบพื�นที�ใตก้ราฟชุดตวัอยา่ง
ที�มีการเติมเชื�อวนัที� 0 และหลงัเติมเชื�อเป็นเวลา 7 วนั โดยใชส้ภาวะดงัแสดงในตาราง 3-1 

 
 
 



ตารางที� 3-1 สภาวะในการวเิคราะห์สารไฮโดรคาร์บอนดว้ยเครื�อง GC-MS 
 

Gas Chromatograph Mass Spectrometer 
Inlet temperature : 280 oC, Split 10:1 Ionization mode : Electron Ionization 
Oven temperature : 60 oC, 2 min. Ramp to 300 oC    

12 oC/min, hold for 10 min 
Acquisition mode : Scan, 29-500 amu 
Ion source temp. : 280 oC 

Constant Flow : 1.0 ml/min Transferline  temp. : 280 oC 
Column : Tr-5MS, length 30 m., 0.32 mm I.D, film  Solvent delay time : 3 min 

thickness 0.25 µm  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที� 4 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 
4.1 ผลการคัดแยกแบคทเีรียที�สามารถย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอน 

จากการเก็บตวัอย่างนํ� าทะเลบริเวณท่าเรือจาํนวน 3 ท่าเรือ คือ ท่าเรือสงขลา 
ทา่เรือกนัตงั และทา่เรือสิเกา จงัหวดัตรัง มาทาํการคดัแยกเชื�อแบคทีเรียดว้ยวิธีการ spread plate บน
อาหารเลี� ยงเชื�อ PCA ที0มีการเติม NaCl 3% (w/v) ไดแ้บคทีเรียที0มีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนั
จาํนวน 12 ไอโซเลท ทาํให้เป็นเชื�อบริสุทธิA โดยวิธีการ steak plate บนอาหาร NA และนาํเชื�อที0
บริสุทธิA แต่ละไอโซเลทมาคดัแยกเชื�อที0สามารถยอ่ยสลายสารไฮโดรคาร์บอน โดยเลี�ยงในอาหาร
เลี�ยงเชื�อ MSM ที0มีนํ�ามนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเพิ0มความเขม้ขน้ของนํ� ามนัดีเซลที0ระยะเวลา
บ่มทุกๆ 72 ชั0วโมง จากความเขม้ขน้ 0.5 เป็น 1.0 1.5 และ 2.0 % (v/v) พบวา่มีแบคทีเรียที0สามารถ
เจริญเติบโตไดใ้นอาหารเลี� ยงเชื�อที0มีนํ� ามนัดีเซลเป็นองค์ประกอบทั�งหมด 10 ไอโซเลท โดยเป็น
แบคทีเรียที0แยกไดจ้ากท่าเรือสงขลา (S) จาํนวน 3 ไอโซเลท ท่าเรือกนัตงั (K) จาํนวน 3 ไอโซเลท 
และท่าเรือสิเกา (T) จาํนวน 4 ไอโซเลท  จากจาํนวนเชื�อแบคทีเรียที0คดัแยกไดจ้ากนํ� าทะเลมีเพียง 
12 ไอโซเลท ซึ0 งเป็นจาํนวนที0น้อย เนื0องจากตวัอยา่งนํ� าทะเลที0ทาํการเก็บมีปริมาณนอ้ย ควรเพิ0ม
ปริมาณและเพิ0มจาํนวนพื�นที0ในการเกบ็ตวัอยา่งนํ� าทะเล ส่วนขั�นตอนการคดัแยกเชื�อที0สามารถยอ่ย
สลายสารไฮโดรคาร์บอนทาํการทดลองเติมนํ� ามนัดีเซล 2.0 % (v/v)ในอาหาร MSM เมื0อครบเวลา 
72 ชั0วโมงพบว่าเชื�อไม่สามารถเจริญเติบโตได ้ จึงเปลี0ยนเป็นค่อยๆ เพิ0มความเขม้ขน้ของนํ� ามนั
ดีเซลใหเ้ชื�อไดมี้การปรับตวักบัสภาพแวดลอ้มในหอ้งปฏิบติัการ 

แบคทีเรียคดัแยกที0สามารถเจริญในอาหารที0มีนํ� ามนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอน ซึ0 ง
ไม่ มีแหล่งคาร์บอนอื0นในอาหารเลี� ยงเชื� อ แสดงว่า เชื� อแบคทีเรียสามารถย่อยสลายสาร
ไฮโดรคาร์บอนและนาํไปใช้ในการเจริญเติบโต ซึ0 งเป็นลกัษณะของเชื�อแบคทีเรียที0มีแนวโน้มวา่
สามารถผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพได ้จึงใชเ้ป็นวธีิการคดัแยกเชื�อแบคทีเรียที0สามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ เช่นเดียวกบังานวิจยัที0ผา่นมาในการคดัแยกแบคทีเรียที0มีความสามารถยอ่ยสลาย
สารไฮโดรคาร์บอนที0มีการเติมนํ� ามนัเครื0องความเขม้ขน้ 2% (v/v) ในอาหารเลี� ยงเชื�อ พบวา่มี
แบคทีเรียทั�งหมด 71 ไอโซเลทที0สามารถใช้นํ� ามันเครื0 องเป็นแหล่งคาร์บอน โดยวดัจากการ
เจริญเติบโตของเชื�อแบคทีเรียหลงัจากเลี�ยงเชื�อเป็นเวลา 5 วนั (Borah and Yadav, 2014) และการ
คดัแยกเชื�อแบคทีเรียจากนํ� าทะเลในประเทศอิหร่าน โดยคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที0มีลกัษณะโคโลนี
ต่างกนับนอาหาร mineral salt agar ที0เติมนํ�ามนัดิบความเขม้ขน้ร้อยละ 1 โดยนํ� าหนกัเพื0อเป็นแหล่ง
คาร์บอน พบวา่มีเชื�อแบคทีเรียที0สามารถเจริญเติบโตได ้10 ไอโซเลท (Safary et al., 2010) 



4.2 ผลการคัดเลอืกเชื(อแบคทเีรียที�สามารถผลติสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ 
4.2.1  ผลการคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียขั�นที0 1 

 เนื0องดว้ยแบคทีเรียใดๆ ที0มีความสามารถในการยอ่ยสลายนํ� ามนัจะเกี0ยวขอ้งกบั
คุณสมบติัในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในการคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียขั�นที0 1 ใช้วิธีการ
ทดสอบ 2 วิธี คือวิธี drop-collapse ซึ0 งเป็นวิธีทดสอบทางคุณภาพ นิยมใชใ้นการคดักรองเบื�องตน้
ซึ0 งส่วนใหญ่ทาํควบคูก่บัการทดสอบทางปริมาณ ซึ0 งในการศึกษาครั� งนี� เลือกใชว้ิธี oil displacement 
test เมื0อนาํแบคทีเรียคดัแยกจาํนวน 10 ไอโซเลท มาทดสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพดว้ยวิธี drop-collapse ผลจากการศึกษาพบวา่มีแบคทีเรียทั�งหมด 5 ไอโซเลทที0ให้ผล
เป็นบวก คือ K1 T1 T4 S1 และ S2 (ตารางที0 4-1) และนาํมาทดสอบ oil displacement test พบวา่มี
แบคทีเรียทั�งหมด 5 ไอโซเลท ที0ไดค้่า ODA สูงสุด คือ S1 S2 T1 K1 และ T4 โดยมีค่าเท่ากบั 4.57  
4.57  4.57  3.86 และ 2.27 ตารางเซนติเมตร ตามลาํดบั (ตารางที0 4-1)  เมื0อพิจารณาจากวิธี drop-
collapse ที0ใหผ้ลบวก และคา่ ODA สูง  พบวา่มีแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท คือ K1 T1 T4 S1 และ S2 ที0มี
คุณสมบติัดงักล่าว โดยวิธี drop-collapse และวิธี oil displacement test อาศยัหลกัการของการลด
แรงตึงผิวของฟิล์มของนํ� ามนัเครื0องที0เคลือบอยู ่ เมื0อหยดตวัอยา่ง culture broth ที0มีการผลิตสารลด
แรงตึงผวิชีวภาพทาํให้เกิดการสลายของหยดนํ� ามนัเครื0อง จึงนาํแบคทีเรียทั�ง 5 ไอโซเลทมาทาํการ
คดัเลือกแบคทีเรียในขั�นที0สองต่อไป  จากผลการทดสอบดว้ยวิธี drop-collapse ที0ให้ผลลบและให้
ค่า ODA ตํ0า อาจเป็นเพราะความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที0ผลิตไดจ้ากเชื�อที0ทาํการ
ทดสอบมีระดับตํ0า เมื0อทดสอบด้วยวิธี drop-collapse จึงไม่สามารถวดักิจกรรมด้วยวิธีนี� ได ้
เนื0องจากมีความไวตํ0าเมื0อเปรียบเทียบกบัระดบัความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที0ผลิตได ้
(Walter et al., 2010)  
 ในขั�นตอนการคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที0สามารถใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็น
การใช้นํ� ามนัเครื0องในการทดสอบ เนื0องจากเป็นนํ� ามนัที0สามารถเกิดกิจกรรมอิมลัชั0นและวดัค่า
ความสูงที0เกิดขึ�นได้ชดัเจนกวา่นํ� ามนัชนิดอื0นที0นาํมาทดสอบ (นํ� ามนัเตา นํ� ามนัก๊าด นํ� ามนัปาล์ม 
นํ� ามนัดีเซล และนํ� ามนัเบนซิน) เนื0องจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละชนิดมีความจาํเพาะต่อ
สารประกอบไฮโดรคาร์บอนที0แตกต่างกนั ขึ�นอยูก่บัโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแต่ละ
ชนิด เช่นการศึกษาของ กุลนรี เพชรรงค์ (2550)  พบวา่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที0ผลิตจากเชื�อ
แบคทีเรีย Acinetobacter calcoaceticus สามารถเกิดกิจกรรมอิมลัซิไฟด์ไฮโดรคาร์บอนไดท้ั�งชนิด 
aliphatic hydrocarbon และ aromatic hydrocarbon แต่มีความจาํเพาะกบั aromatic hydrocarbon 
มากกวา่ aliphatic hydrocarbon โดยสามารถอิมลัซิไฟด ์toluene ไดดี้ที0สุด 
 



 
ตารางที0 4-1  การทดสอบความสามารถในการสร้างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดว้ยวธีิ drop-collapse 

และ oil displacement test ของแบคทีเรียคดัแยก 10 ไอโซเลท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
หมายเหต ุ:   ตวัอกัษรที0เหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p>0.05) 

S คือ ท่าเรือสงขลา K คือ ท่าเรือกนัตงั และ T คือ ท่าเรือสิเกา 
+ คือ เกิดการสลายตวัของหยดนํ� ามนัเครื0อง, - คือ ไม่เกิดการสลายตวัของหยดนํ� ามนัเครื0อง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไอโซเลท Drop collapse Oil displacement area (cm2) 

S1 + 4.57±0.09e 

S2 + 4.57±0.09e 

S3 - 0.15±0.02a 

K1 + 3.86±0.10d 

K2 - 0.13±0.02a 

K3 - 0.19±0.02a 

T1 + 2.32±0.08c 

T2 - 0.13±.02a 

T3 - 0.89±0.09b 

T4 + 4.57±0.09e 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที0 4-1  ลกัษณะหยดนํ� ามนัเครื0องเมื0อทดสอบดว้ยวิธี drop-collapse แลว้ยงัคงเม็ดกลมๆไม่เกิด

การสลายตวัของหยดนํ�ามนัเครื0อง (ดา้นซา้ย) และเกิดการสลายตวัของหยดนํ� ามนัเครื0อง 
(ดา้นขวา) 

 
 

 
  (a)        (b) 
   
ภาพที0 4-2  ลกัษณะแผน่ฟิลม์นํ�ามนัในการทดสอบดว้ยวธีิ oil displacement (a) ก่อนหยด culture 

broth (b) หลงัหยด culture broth  
 



4.2.2  การคดัเลือกแบคทีเรียขั�นที0 2 
 จากการคดัเลือกแบคทีเรียขั�นที0 1 ไดแ้บคทีเรีย จาํนวน 5 ไอโซเลทไดแ้ก่ K1 T1 
T4 S1 และ S2 นาํมาทดสอบความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยวดัจากค่า E24  
โดยเก็บตวัอยา่งทุกๆ 12 ชั0วโมง เป็นเวลา 108 ชั0วโมง ผลจากการศึกษาพบวา่แบคทีเรียไอโซเลท 
S2 ใหค้า่ E24 สูงสุดเทา่กบั 55.10 % เมื0อเวลา 72 ชั0วโมงดงัภาพที0 4-3 ไอโซเลท T1 ให้ค่า E24 สูงสุด
เท่ากบั 48.89 % เมื0อเวลา 84 ชั0วโมง ไอโซเลท T4 ให้ค่า E24 สูงสุดเท่ากบั 47.73 % เมื0อเวลา 84 
ชั0วโมง ไอโซเลท K1 ให้ค่า E24 สูงสุดเท่ากบั 46.67 % เมื0อเวลา 72 ชั0วโมง และไอโซเลท S1 ให้ค่า 
E24 สูงสุดเทา่กบั 43.33 % เมื0อเวลา 72 ชั0วโมง (ภาพที0 4-4)  
 

 
 

ภาพที0 4-3  ลกัษณะการเกิดกิจกรรมอิมลัชั0นของแบคทีเรียคดัเลือก 5 ไอโซเลทที0 72ชั0วโมง เมื0อ
ทดสอบดว้ยนํ�ามนัเครื0อง  

 

ผลการคดัเลือกแบคทีเรียขั�นที0 2 โดยพิจารณาจากค่า E24 พบวา่เชื�อแบคทีเรีย    
ไอโซเลท S2 มีประสิทธิภาพในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี้ที0สุด ซึ0 งให้ค่า E24 มากที0สุด 
55.10 % เมื0อเวลา 72 ชั0วโมง จึงเลือกไอโซเลท S2 เป็นแบคทีเรียคดัเลือกที0มีประสิทธิภาพในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ เมื0อพิจารณาระยะเวลาการบ่มเชื�อในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มีประสิทธิภาพดีที0สุดที0เวลา 72 ชั0วโมงซึ0 งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Praveesh และคณะ (2011) 
ศึกษาระยะเวลาในการบม่เชื�อเพื0อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื�อ Pseudomonas sp. โดยศึกษา
ระยะเวลาในการบ่มเชื�อตั�งแต่ 0-144 ชั0วโมง พบวา่ที0เวลา 72 ชั0วโมงสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพชนิด rhamnolipid ไดม้ากที0สุด 

K1 S2 S1 T4 T1 ชุดควบคุม 

ความสูงของเหลวทั�งหมด 

ความสูงของเหลวเกิดอิมลัชั0น



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

ภาพที0 4-4  ผลของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นแบคทีเรียคดัเลือก 5 ไอโซเลท ทดสอบดว้ยนํ�ามนัเครื0อง 
 

วิธีที0ใชใ้นการคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที0มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึง
ผวิชีวภาพที0เป็นที0ยอมรับ ไดแ้ก่ วิธี drop collapse test, oil displacement test, emulsification test ซึ0 ง
เป็นวิธีที0สะดวก รวดเร็ว ไม่ตอ้งใชเ้ครื0องมือพิเศษ (Tugrul and Cansunar, 2005; Thavasi et al, 
2009; Walter et al, 2010 Praveesh et al, 2011; Dhail and Jasuja, 2012; Khopade et al, 2012) ผล
การศึกษาของ อรกมล  ฤคดี (2555) คดัแยกเชื�อแบคทีเรียที0มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึง
ผวิชีวภาพจากตวัอยา่งนํ�าเสียที0มีนํ�ามนัปาลม์ปนเปื� อน โดยเลี�ยงเชื�อในอาหาร MSM ที0มีนํ� ามนัปาล์ม
ที0ใช้แล้วเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถคัดแยกเชื�อแบคทีเรียได้ 808 ไอโซเลท นํามา primary 
screening โดยใชว้ธีิ drop collapsing test พบเชื�อแบคทีเรียที0เกิดกิจกรรมการลดแรงตึงผิวจาํนวน 72 
ไอโซเลท จากนั�นนาํมา secondary screening โดยวดัความสามารถในการเกิดอิมลัชั0น (EA) ค่า
ความสามารถในการคงตวัของอิมลัชั0น (E24) และวดัค่าแรงตึงผิว สามารถคดัเลือกเชื�อที0สามารถลด
แรงตึงผิวไดดี้ที0สุดจาํนวน 14 ไอโซเลท ส่วนการคดัแยกเชื�อแบคทีเรียจากตวัอยา่งนํ� าทะเลบริเวณ
ทา่เรือประเทศอินเดียไดท้ั�งหมด 25 ไอโซเลท เมื0อนาํมาคดัเลือกเชื�อแบคทีเรียที0สามารถผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพโดยใชว้ิธี drop collapse test, oil displacement test, emulsification test และการ
ยอ่ยสลายเม็ดเลือด พบวา่เชื�อแบคทีเรีย 6 ไอโซเลทที0มีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Dhail and Jasuja, 2012) 



เมื0อนาํเชื�อแบคทีเรียคดัเลือก S2 ซึ0 งเป็นแบคทีเรียคดัเลือกมาศึกษาอตัราการ
เจริญเติบโต  นบัจาํนวนเซลลแ์บคทีเรียทั�งหมดที0เจริญบนอาหารเลี�ยงเชื�อ PCA โดยวิธี pour plate 
แลว้นาํจาํนวนแบคทีเรียที0นบัได้มาเขียนกราฟการเจริญเติบโตระหวา่งจาํนวนแบคทีเรียทั�งหมด 
(CFU/ml.) เทียบกบัเวลา (ชั0วโมง) และคา่ E24 (ภาพที0 4-5) พบวา่เชื�อแบคทีเรีย S2 มีการเจริญเติบโต
สูงสุดที0 48 ชั0วโมง และให้ค่า E24 มากที0สุดที0 72 ชั0วโมง ซึ0 งระยะเวลาที0เกิดกิจกรรมอิมลัชั0นมาก
ที0สุดเป็นการเจริญเติบโตช่วง decline phase เป็นการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในภาวะจาํกดัการ
เจริญ (biosurfactant production by growing cell under growth-limiting condition) ในภาวะที0จาํกดั
ปริมาณของแหล่งอาหารที0จาํเป็นต่อการเจริญลกัษณะการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเป็นลกัษณะ
การผลิตสารเมแทบอไลททุ์ติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ0 งเป็นกระบวนการสร้างสารที0ไม่จาํเป็น
ต่อการเจริญเติบโต ตวัอยา่งเช่น การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของ P. aeruginosa เมื0อทาํการ
เลี�ยงเชื�อจนถึงภาวะที0ปริมาณของไนโตรเจนในอาหารหมดจะมีผลทาํให้เซลล์มีอตัราการผลิตสาร
ลดแรงตึงผวิชีวภาพสูงมากขึ�น (Robert et al., 1989) 

ภาพที0 4-5 กราฟการเจริญเติบโตและกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นของเชื�อแบคทีเรียคดัเลือก S2 



4.3 การเทียบเคียงและพสูิจน์เอกลกัษณ์ของเชื(อแบคทเีรียคัดเลอืก 
เชื�อแบคทีเรียไอโซเลท S2 ที0คดัเลือกไดพ้บวา่มีลกัษณะโคโลนีกลม (circular) 

นูน (convex) ผิวหน้าเรียบ (smooth) ขอบเกลี� ยง (entire) สีขาวขุ่น (off white) เมื0อทาํการยอ้มสี    
แกรม เพื0อดูลกัษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นแท่ง (rod) สร้าง
สปอร์อยูก่ลางเซลลไ์ม่ทาํให้ป่องตรงกลาง (central spores, sporangium wall not enlarged) ซึ0 งมี
ลกัษณะเหมือนกบัเชื�อสกุล Bacillus เมื0อทดสอบทางชีวเคมี  พบวา่เชื�อสามารถเคลื0อนที0ได ้สามารถ
ผลิตเอนไซม์ catalase มีการสร้างเอนไซม ์ lecithinase ไม่มีการหมกัยอ่ยนํ� าตาลแมนนิทอล และ
สามารถยอ่ยสลายเมด็เลือดได ้แสดงวา่เชื�อแบคทีเรียไอโซเลท S2 มีคุณสมบติัทางชีวเคมีเหมือนกบั
เชื�อ Bacillus cereus (ตาราง 4-2)  เมื0อทดสอบทางอณูวิทยา โดยใชล้าํดบัเบส 16S rDNA ประมาณ 
500 เบสในการเปรียบเทียบ พบว่ามีความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงเชื�อ Bacillus 
cereus strain ATCC14579 (T) 99.86% 

 
ตารางที0 4-2 คุณสมบติัของแบคทีเรียคดัเลือก 

 

Characteristics Isolation S2 B. cereus 

Gram reaction 
Cell shape 
Spore 
Motility 

Rhizoid colony 
Parasporal crystal 
Lecithinase  

 Ferment mannitol 
Catalase 
Hemolysis 

positive 
rod 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 

positive 
rod 
+ 
-/+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 

 

หมายเหตุ :  + คือ เกิดปฏิกิริยา, - คือไมเ่กิดปฏิกิริยา, -/+ คือเกิดหรือไม่เกิดปฏิกิริยา 
 

เชื�อ Bacillus sp. สามารถเจริญไดใ้นสภาพแวดลอ้มที0หลากหลาย เนื0องจากเชื�อ
สามารถสร้างสปอร์ที0ทนต่อสภาวะแวดลอ้มไม่เหมาะสมได ้โดยสปอร์จะทนต่อความร้อนสูงและ
ยงัช่วยให้แบคทีเรียสามารถแพร่กระจายไปกบัดิน นํ� า และอากาศไดดี้ขึ�น (Nicholson et al., 2000) 



โดยเชื�อสกุล Bacillus sp. ที0มีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ได้แก่  B.megaterium, 
B.subtilis, B.licheniformis, B.mycoidess, B.sonorensis (Youssef et al., 2004) ส่วนเชื�อ Bacillus 
cereus ที0มีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่นการศึกษาของ Nasr และคณะ (2009) ทาํ
การคดัแยกแบคทีเรียจากดินที0ปนเปื� อนนํ� ามนัจาํนวน 102 ไอโซเลท มาคดัเลือกแบคทีเรียเบื�องตน้
โดยใช้ 3 วิธี คือ hemolytic activity, oil displacement test และ drop collapse นาํมาคดัเลือก
แบคทีเรียที0ลดแรงตึงผวิตํ0ากวา่ 40 mN/m และมีกิจกรรมอิมลัชั0นมากกวา่ 50 % พบวา่มี 2 ไอโซเลท
ที0มีประสิทธิภาพกิจกรรมดงักล่าว เมื0อใช้ลาํดบัเบส 16S rDNA ในการเปรียบเทียบ คือ Bacillus 
subtilis และ Bacillus cereus ส่วนการคดัแยกแบคทีเรียโดยเติมนํ� ามนัดีเซลเป็นแหล่งคาร์บอนใน
อาหารเลี�ยงเชื�อ และทาํการคดัเลือกแบคทีเรียดว้ยวิธี oil displacement test และวดัค่า emulsification 
index (E24) พบวา่มีเชื�อแบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ คือ Bacillus subtilis และ Bacillus cereus ที0มี
ความสามารถในการผลิตสารดแรงตึงผวิชีวภาพ (Jaysree et al., 2011) 

 
4.4  การทดสอบเบื(องต้นเพื�อหาค่าช่วงชั(นของปัจจัยศึกษา 

4.4.1  ชนิดของแหล่งคาร์บอน 
  จากการเลี� ยงเชื�อ B. cereus S2 ในอาหารเลี� ยงเชื�อ MSM ที0เติมแหล่งคาร์บอน
ต่างกนั 5 ชนิด คือ กลูโคส ซูโครส แลคโตส ปริมาณ 2.0% (w/v) นํ� ามนัปาล์ม และนํ� ามนัดีเซล 
ปริมาณ 2.0% (v/v)  พบวา่ค่า E24 สูงสุดอยูที่0 56.51 % เมื0อใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน รองลงมา
คือ ซูโครส มีค่าเท่ากบั 37.19 %  ส่วนนํ� ามนัดีเซล แลคโตส และนํ� ามนัปาล์ม มีค่าเท่ากบั 33.74  
29.51 และ 24.80 % ตามลาํดบั (ตารางที0 4-3) ดงันั�นจึงเลือกกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนที0เหมาะสม
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เนื0องจากกลูโคสเป็นนํ� าตาลโมเลกุลเดี0ยวจึงทาํให้ง่ายต่อการที0
เชื�อแบคทีเรียนาํไปใช ้เป็นการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใชส้ารตั�งตน้ที0ละลายนํ� าได ้ในการ
วิจยัเพิ0มเติมควรทาํการศึกษาชนิดแหล่งคาร์บอนที0ละลายนํ� าและมีราคาถูก เช่น กากนํ� าตาลซึ0 ง
โดยทั0วไปมีส่วนประกอบเป็นซูโครสประมาณร้อยละ 30-50 เพื0อเป็นการลดตน้ทุนในการผลิตสาร
ลดแรงตึงผวิชีวภาพ โดยมีความเป็นไปไดใ้นการนาํกากนํ� าตาลมาใชเ้นื0องจากผลการทดลองเมื0อใช้
ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนให้ค่า E24 รองลงมาจากกลูโคส จากการวิจยัที0ผา่นมาในการใช้กลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอนที0เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  Aparna และคณะ (2012) ศึกษา
ชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของเชื�อ Bacillus clausii โดยมีแหล่ง
คาร์บอนแตกต่างกนั ไดแ้ก่ กลูโคส ซูโครส กลีเซอรอล และกากนํ� าตาล พบวา่เมื0อใช้กลูโคสเป็น
แหล่งคาร์บอนสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดม้ากกวา่แหล่งคาร์บอนอื0น คือ 2.11 กรัมต่อ
ลิตร และให้ค่า surface tension เท่ากบั 30.21 mN/m เช่นเดียวกบัเชื�อ Pseudomonas aeruginosa  



เมื0อเลี� ยงในอาหาร MSM พบวา่เมื0อใชก้ลูโคสปริมาณ 40 กรัมต่อลิตรเป็นแหล่งคาร์บอน สามารถ
ผลิตลดแรงตึงผิวชีวภาพไดม้ากที0สุด 7.5 กรัมต่อลิตร ใหค้่า surface tension เท่ากบั 26.5 mN/m  
และให้ค่า E24 เท่ากบั 74 % เมื0อเปรียบเทียบกบัแหล่งคาร์บอนอื0น คือ กลูโคส กลีเซอรอล ซูโครส 
นํ�ามนัมะกอก และนํ�ามนัถั0วเหลือง (Wu et al., 2008)  
 
ตารางที0 4-3 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเชื�อ B. cereus  จากแหล่งคาร์บอนต่างๆ 
 

Carbon source Emulsification index (%) 
Glucose 
Sucrose 
Lactose 
Palm oil 
Diesel oil 

56.51±0.70e 
37.19±0.53d 
29.51±0.42b 
24.80±0.70a 
33.74±0.70c 

หมายเหต ุ:  ตวัอกัษรที0เหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p>0.05) 

 

4.4.2  ชนิดของแหล่งไนโตรเจน 
 จากการเลี�ยงเชื�อ B. cereus S2 ในอาหารเลี�ยงเชื�อ MSM ที0เติมกลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอน 1.0% (w/v) แลว้เติมแหล่งไนโตรเจนต่างกนั 5 ชนิด คือ peptone yeast extract NaNO3 
KNO3 และ NH4SO4 ที0ความเขม้ขน้ 0.1 % (w/v) พบวา่ค่า E24 สูงสุดอยูที่0 57.99 % เมื0อใช ้NaNO3 

เป็นแหล่งไนโตรเจน รองลงมาคือ KNO3 มีค่าเท่ากบั 45.93 % ส่วน NH4SO4, Peptone และ Yeast 
extract  มีค่าเท่ากบั 37.92  36.93 และ 36.89 % ตามลาํดบั (ตารางที0 4-4) ดงันั�นจึงเลือก NaNO3 ซึ0 ง
เป็นสารอนินทรียเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนที0เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่นเดียวกบั
การศึกษาของ Wu และคณะ (2008) เมื0อเลี� ยง P. aeruginosa ในอาหารเลี�ยงเชื�อ MSM ที0มีแหล่ง
ไนโตรเจนแตกต่างกนั ไดแ้ก่  NH4Cl, NaNO3, yeast extract, urea ความเขม้ขน้ 0.1% (w/v) พบวา่
เมื0อใช ้NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถให้ค่า surface tension (ST) นอ้ยที0สุดเท่ากบั 28 mN/m 
และสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ rhamnolipid ได้ 8.6 กรัมต่อลิตร มากกว่าแหล่ง
ไนโตรเจนอื0น ซึ0 งสอดคลอ้งกบัการศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพของเชื�อ Pseudomonas sp. ที0มีแหล่งไนโตรเจนแตกต่างกนั ไดแ้ก่ NaNO3, NH4SO4, KNO3 
และยูเรีย พบวา่เมื0อใช ้NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดม้าก
ที0สุด 6.4 กรัมต่อลิตร เมื0อเปรียบเทียบกบัแหล่งไนโตรเจนอื0น (Praveesh et al., 2011) 

 



ตารางที0 4-4  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเชื�อ B. cereus จากแหล่งไนโตรเจนต่างๆ 
 

Nitrogen source Emulsification index (%) 
Peptone 

Yeast extract 
NaNO3 

KNO3 
NH4SO4 

36.93±0.75a 
36.89±0.53a 
57.99±0.58c 
45.93±0.70b 
37.92±0.72a 

หมายเหต ุ:  ตวัอกัษรที0เหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p>0.05) 
 

4.4.3 อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจน 
   จากการเลี�ยงเชื�อ B. cereus S2 ในอาหาร MSM ที0เติม NaNO3 0.1% (w/v) เป็น
แหล่งไนโตรเจน  และเติมกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจนเทา่กบั 10:1 ถึง 50:1 พบวา่คา่ E24 สูงสุดที0 63.47 % เมื0ออตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อ
แหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 10:1  รองลงมาคือ อตัราส่วนเท่ากบั 20:1 มีค่าเท่ากบั 58.74 % อตัราส่วน
เทา่กบั 30:1 40:1 และ 50:1 มีคา่เทา่กบั  56.51  51.63 และ 46.75 % ตามลาํดบั (ตารางที0 4-5) ดงันั�น
จึงเลือกอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 10:1 เหมาะสมในการผลิตสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพ เช่นเดียว กบัการศึกษาเชื�อ P. fluorescens  เมื0อเลี� ยงในอาหาร MSM โดยมีนํ� ามนั
มะกอกเป็นแหล่งคาร์บอนและมี NH4NO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าอตัราส่วนของแหล่ง
คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนที0เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเท่ากบั 10 ให้ค่า 
emulsification activity  มากที0สุดเทา่กบั 50% (Abouseoud et al., 2008) 
 

ตารางที0 4-5  การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ B. cereus S2 ที0อตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนต่อ
แหล่งไนโตรเจนต่างๆ 

 

The ratio of carbon to nitrogen source Emulsification index (%) 
10:1 
20:1 
30:1 
40:1 
50:1 

63.47±0.62e 
58.74±0.72d 
56.51±0.70c 
51.63±0.70b 
46.75±0.70a 

หมายเหต ุ:  ตวัอกัษรที0เหมือนกนัในสดมภเ์ดียวกนัไม่มีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (p>0.05) 



4.5  การหาสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการผลติสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ 
   จากการทดสอบเบื�องตน้เพื0อหาค่าช่วงชั�นของปัจจยัศึกษา พบวา่การใชก้ลูโคส
เป็นชนิดของแหล่งคาร์บอน NaNO3 เป็นชนิดของแหล่งไนโตรเจน และอัตราส่วนของแหล่ง
คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 10:1 มีความเหมาะสมที0สุด จึงใช้เทคนิค response surface 
methodology (RSM) ที0มีการวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken เพื0อหาสภาวะที0เหมาะสม
ที0สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ จากผลการทดสอบเบื�องตน้ที0พบวา่อตัราส่วนของแหล่ง
คาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 10:1 เป็นค่าช่วงชั�นที0เหมาะสมจึงเป็นที0มาของการกาํหนด
ระดบัของความเขม้ขน้กลูโคส และความเขม้ขน้ของ NaNO3 จากการวดั pH ของนํ� าทะเลตวัอยา่ง
พบว่าอยู่ในช่วง 7.0-7.5 ซึ0 งเป็นช่วง pH กลางถึงด่างเล็กน้อย จึงกาํหนดระดบั pH เริ0มตน้ใน
การศึกษา คือ 6-8 ดงันั�นระดบัของตวัแปรอิสระที0ทาํการศึกษาคือ ความเขม้ขน้ของกลูโคส 1.0-
3.0% (w/v) ความเขม้ขน้ของ NaNO3 0.1-0.5% (w/v) และ pH เริ0มตน้ 6-8  ดงัตารางที0 4-6 ซึ0 งค่า
ตอบสนองหรือตวัแปรตาม คือ emulsification activity โดยวดัจากค่า E24  มีหน่วยทดลองทั�งหมด 
17 หน่วย ผลดงัตารางที0 4-7 
 
ตารางที0 4-6 ปัจจยัและระดบัของแต่ละปัจจยัที0ใชใ้นการทดลอง 
 

ปัจจยั ระดบั 
-1 0 1 

ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน(X1)  %(w/v) 
ความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจน (X2) %(w/v) 
pH เริ0มตน้ (X3) 

1 
0.1 
6 

2 
0.3 
7 

3 
0.5 
8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที0 4-7  ผลของปัจจยัต่อคา่ emulsification index (E24)  
 

ลาํดบั
การ

ทดลอง 

ปัจจยัที0ศึกษา 
emulsification 
index (E24) 

ความเขม้ขน้ของกลูโคส 
% (w/v) 

ความเขม้ขน้ของ NaNO3 
% (w/v) 

pH เริ0มตน้ 

1 2 0.3 7 70.44±0.73 
2 2 0.3 7 63.47±0.62 
3 3 0.1 7 38.65±0.61 
4 2 0.3 7 76.95±0.61 
5 1 0.3 8 40.78±0.62 
6 3 0.3 8 42.91±0.62 
7 3 0.3 6 85.46±0.61 
8 2 0.5 6 79.08±0.62 
9 3 0.5 7 82.97±0.63 
10 2 0.1 6 68.57±0.85 
11 2 0.5 8 38.49±0.57 
12 1 0.3 6 58.74±0.72 
13 2 0.1 8 33.80±0.41 
14 2 0.3 7 73.95±0.89 
15 1 0.1 7 50.71±0.61 
16 1 0.5 7 40.78±0.62 
17 2 0.3 7 65.50±0.80 

  
เมื0อทาํการทดลองทั�ง 17 หน่วยทดลอง แลว้นาํผลการทดลองที0ไดม้าตรวจสอบ

ความถูกตอ้งของรูปแบบการทดลอง พบวา่การทดลองเป็นไปตามสมมติฐาน ค่าความแปรปรวนมี
เสถียรภาพ  เมื0อนําไปวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิA ของการตัดสินใจ (R2) มีค่าเท่ากับ 0.9595 
หมายความวา่ ตวัแปรตน้ (ความเขม้ขน้กลูโคส ความเขม้ขน้ NaNO3 และ pH) สามารถอธิบายความ
ผนัแปรหรือการเปลี0ยนแปลงของตวัแปรตาม (กิจกรรมการเกิดอิมลัชั0น) ไดร้้อยละ 95.95 เมื0อทาํ
การวเิคราะห์ความแปรปรวน พบวา่ ค่า P-value มีค่าเท่ากบั 0.005 ซึ0 งมีค่านอ้ยกวา่ค่านยัสําคญัทาง
สถิติ 0.05 ที0กาํหนด เมื0อทดสอบความเหมาะสมของสมการถดถอย (lack of fit) พบวา่ค่า P-value มี
คา่เทา่กบั 0.565 ซึ0 งมีคา่มากกวา่ที0ระดบันยัสาํคญั 0.05 ดงัแสดงในภาคผนวก ค  



  เมื0อนาํมาสร้างกราฟโครงร่าง ภาพที0 4-7 กาํหนดให ้pH เริ0มตน้อยูที่0ระดบักลาง
จะเห็นความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้กลูโคสและความเขม้ขน้ NaNO3 มีลกัษณะไม่เป็นเส้นตรง 
(non linear effect) โดยที0เส้นโคง้ทางขวาสุดมีกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นเท่ากบั 80% ส่วนโคง้ที0ถดั
ออกเริ0มลดลง คือ 70, 60, 50 และ 40% ตามลาํดบั แสดงให้เห็นวา่กิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นเพิ0มมาก
ขึ�นเมื0อความเขม้ขน้กลูโคสและความเขม้ขน้ NaNO3 อยูที่0ระดบัสูง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที0 4-7 กราฟโครงร่างระหวา่งความเขม้ขน้กลูโคสและความเขม้ขน้ NaNO3 
หมายเหตุ :  คา่ปัจจยัความเขม้ขน้ NaNO3 -1, 0, 1 คือ 0.1, 0.3 และ 0.5 (w/v) ตามลาํดบั 
 คา่ปัจจยัความเขม้ขน้กลูโคส -1, 0, 1 คือ 1, 2 และ 3 (w/v) ตามลาํดบั 
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 เมื0อกาํหนดใหร้ะดบัของความเขม้ขน้ NaNO3 อยูที่0ระดบักลาง ความสัมพนัธ์ของ
ความเขม้ขน้กลูโคสกบั pH เริ0มตน้ ในกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นมีลกัษณะที0ไม่เป็นเส้นตรง ดงัรูปที0 
4-8 โดยที0เส้นโคง้ทางขวาบนสุดของกราฟแสดงถึงกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นไดเ้ท่ากบั 80% ส่วน
โคง้ถดัออกเริ0มลดลง คือ 70, 60, 50 และ 40% ตามลาํดบั แสดงให้เห็นวา่กิจกรรมการเกิดอิมลัชั0น
เพิ0มมากขึ�นเมื0อความเขม้ขน้กลูโคสอยูที่0ระดบัสูงและ pH เริ0มตน้อยูที่0ระดบัตํ0า 
  

 

ภาพที0 4-8 กราฟโครงร่างระหวา่งความเขม้ขน้กลูโคสและ pH เริ0มตน้ 
หมายเหตุ :  คา่ปัจจยั pH เริ0มตน้ –1, 0, 1 แทนคา่ คือ 6, 7 และ 8 ตามลาํดบั  

คา่ปัจจยัความเขม้ขน้กลูโคส -1, 0, 1 คือ 1, 2 และ 3 (w/v) ตามลาํดบั 
  
 เ มื0 อกําหนดให้ระดับของความเข้มข้นกลูโคสอยู่ ที0 ระดับกลาง  จะเห็น
ความสัมพนัธ์ของความเขม้ขน้ NaNO3 กบั pH เริ0มตน้ในกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นมีลกัษณะที0ไม่
เป็นเส้นตรง ดงัรูปที0 4-9 โดยที0เส้นโคง้ทางขวาล่างสุดของกราฟแสดงถึงกิจกรรมการเกิดอิมลัชั0น
ไดเ้ท่ากบั 80% ส่วนโคง้ถดัออกเริ0มลดลง คือ 70, 60, 50 และ 40% ตามลาํดบั แสดงให้เห็นว่า
กิจกรรมการเกิดอิมลัชั0นเพิ0มมากขึ�นเมื0อ pH เริ0มตน้อยูที่0ระดบัตํ0า และความเขม้ขน้ NaNO3 อยูที่0
ระดบัสูง 
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ภาพที0 4-9 กราฟโครงร่างระหวา่งความเขม้ขน้ NaNO3 และ pH เริ0มตน้ 
หมายเหตุ :  คา่ปัจจยั pH เริ0มตน้ –1, 0, 1 แทนคา่ คือ 6,7 และ 8 ตามลาํดบั  

คา่ปัจจยัความเขม้ขน้ NaNO3  -1, 0, 1 คือ 0.1, 0.3 และ 0.5 (w/v) ตามลาํดบั 
 
 ผลการหาสภาวะที0เหมาะสมที0สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบว่า 
ความเขม้ขน้กลูโคสที0 1 ความเขม้ขน้ NaNO3 ที0 1 และ pH เริ0มตน้ที0 -1 หรือเมื0อแปลงค่าจริงแลว้
สภาวะที0เหมาะสมที0สุด คือ ความเขม้ขน้กลูโคส 3% (w/v)  ความเขม้ขน้ NaNO3 0.5% (w/v) และ 
pH เริ0มตน้เท่ากบั 6 ซึ0 งมีความใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุอื0นจากผลวิจยัที0ผา่นมา เช่น Bacillus mycoides 
พบวา่ความเขม้ขน้ของกลูโคสเทา่กบั 2% (w/v) และ pH เริ0มตน้ 7.37 เป็นสภาวะที0เหมาะสมในการ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (Najafi et al., 2010) ส่วนการศึกษาเชื�อ P.aeruginosa พบวา่ความ
เขม้ขน้ของกลูโคสเท่ากบั 3% (w/v) และความเขม้ขน้ NaNO3 เท่ากบั 0.5 % (w/v) เป็นค่าปัจจยัที0
เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ (Wu et al., 2008) 
 
 
 
 



4.6  การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ(ามันดีเซลของเชื(อแบคทีเรียคัดเลือกในระดับ

ห้องปฏิบัติการ 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ� ามันดีเซลของเชื�อแบคทีเรีย
คดัเลือก Bacillus cereus S2 ในระดบัห้องปฏิบติัการ ชุดตวัอยา่งเป็นนํ� าทะเลจากบริเวณที0คดัแยก
เชื�อแบคทีเรียได ้เติมนํ� ามนัดีเซล 2.0 % (v/v) และเติมกลา้เชื�อ 2.0 % (v/v) เปรียบเทียบกบัชุด
ควบคุมที0ไม่มีการเติมกลา้เชื�อ เมื0อครบเวลา 7 วนัทาํการเก็บตวัอยา่งทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ย
สลายนํ� ามนัโดยวิธีการชั0งนํ� าหนกันํ� ามนัดีเซลที0หายไป (weight loss method) พบวา่ชุดตวัอยา่งที0มี
การเติมเชื�อมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซลเท่ากบั 40.46% ส่วนชุดควบคุมที0ไม่มีการเติม
กล้าเชื�อมีประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ� ามนัดีเซลเท่ากบั 0.61% (ตารางที0 4-9) จากการสังเกต
ลกัษณะของชุดตวัอยา่งที0เติมเชื�อแบคทีเรียจะมีลกัษณะขุ่นขาวลอยอยูใ่นนํ� าตวัอยา่งตั�งแต่วนัที0 3 
ของการทดลอง ปริมาณนํ� ามนัที0เกาะอยู่ที0ผิวและขา้งขวดรูปชมพู่มีปริมาณลดลง (ภาพที0 4-17) 
เนื0องจากเชื�อแบคทีเรียสามารถยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซลมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน และผลิตสารลดแรง
ตึงผวิชีวภาพออกมาทาํใหเ้กิดกิจกรรมอิมลัชั0นระหวา่งนํ�ามนัดีเซลกบันํ� า ซึ0 งแตกต่างจากชุดควบคุม
ที0มีนํ� ามนัลอยอยูที่0ผิวหน้าและขา้งขวดรูปชมพู่  จากผลการทดลองในชุดควบคุมมีประสิทธิภาพ
การย่อยสลายนํ� ามนัดีเซลมีค่าตํ0า อาจเนื0องจากการทดลองในระดับห้องปฏิบติัการเป็นการนํา
ตวัอยา่งนํ�าทะเลมาทดสอบในปริมาณนอ้ย จึงทาํให้เชื�อแบคทีเรียทอ้งถิ0นที0อยูใ่นนํ� าทะเลตวัอยา่งมี
ปริมาณนอ้ย ทาํใหท้ดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซลในชุดควบคุมมีคา่ตํ0า 
 
ตารางที0 4-8 ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซลในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
 

ชุดทดลอง ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซล (%) 
ชุดควบคุม 0.61±0.17 
ชุดตวัอยา่ง 40.46±0.58 

 
 
 
 
 
 
 
 



                  (a)            (b) 
  
ภาพที0 4-10  การทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซลของเชื�อแบคทีเรียคดัเลือกเป็น

เวลา 7 วนั (a) ชุดควบคุมที0ไมมี่การเติมเชื�อ (b) ชุดตวัอยา่งที0มีการเติมเชื�อ 
 
 เมื0อนาํชุดตวัอยา่งทดสอบทางคุณภาพเพื0อยืนยนัการยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซลหลงั
เติม culture broth ของแบคทีเรียคดัเลือก 0 วนัและ 7 วนั วิเคราะห์ดว้ยเครื0อง Gas chromatograph 
with mass spectrometry (GC-MS) ผลจากโครมาโตแกรมในชุดตวัอยา่ง (ภาพที0 4-11) เมื0อพิจารณา
จากพื�นที0ใตก้ราฟ (peak area) ในแต่ละ retention time (RT) เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานพบวา่
นํ� ามนัดีเซลที0ใชท้ดลองเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนประเภท n-alkanes และสารประกอบเอส
เทอร์ ส่วนของ RT ที0มี peak area ลดลง ไดแ้ก่ 7.21 ถึง 14.82 และ 18.78 ถึง 21.40 ซึ0 งเป็น
สารประกอบ alkanes ตั� งแต่ C11-C28 แสดงให้เห็นว่าเกิดกระบวนการย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนที0มีนํ� าหนกัโมเลกกุลสูง (C11-C28) ส่วน RT ที0มี peak area เพิ0มขึ�น ไดแ้ก่ 4.40 ถึง 
5.82 ซึ0 งเป็นสารประกอบ alkanes ชนิด   C9- C10 และ RT 15.96 และ 17.39 ซึ0 งเป็นสารประกอบ
เอสเทอร์ C17H34O2 และ C19H36O2 แสดงให้เห็นว่าเกิดกระบวนการย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนเกิดการเปลี0ยนแปลงโครงสร้างเป็นสารประกอบเอสเทอร์ และ n-alkanes โมเลกุล
ตํ0า ดงันั�นสามารถยนืยนัผลไดว้า่เชื�อแบคทีเรียคดัเลือกมีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซล  
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(b) 

ภาพที0 4-11   โครมาโตรแกรมการยอ่ยสลายนํ�ามนัดีเซลโดยเชื�อ Bacillus cereus  วเิคราะห์ดว้ย
เครื0อง GC-MS (a) นํ�าตวัอยา่งวนัที0 0 (b) นํ�าตวัอยา่งวนัที0 7  

n-alkane 

n-alkane 

สารประกอบเอสเทอร์ 

n-alkane 
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สารประกอบเอสเทอร์ 



 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื�อแบคทีเรียคดัเลือกในการยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซล
ในระดบัหอ้งปฏิบติัการเป็นการเติมกลา้เชื�อโดยตรงในการทดสอบ ซึ0 งเป็นวิธีที0สะดวก รวดเร็วกวา่
การใชส้ารลดแรงตึงผวิชีวภาพแบบสกดั จากการนาํนํ�าทะเลมาทดสอบเพื0อใกลเ้คียงสภาพแวดลอ้ม
จริง พบการลดลงของปริมาณนํ� ามนัดีเซลนอ้ยเมื0อเปรียบเทียบกบังานวิจยัอื0นๆ ซึ0 งใชเ้ชื�อแบคทีเรีย
ทดสอบเช่นเดียวกนั อาจเป็นเพราะนํ� าทะเลมีปริมาณสารอาหารน้อยกว่าอาหารเลี� ยงเชื�อ และใช้
ระยะเวลาน้อยกวา่ ทาํให้ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ� ามนัน้อยกวา่ Borah และ Yadav (2014) 
รายงานวา่การยอ่ยสลายนํ� ามนัปิโตรเลียม 3 ชนิด คือ นํ� ามนัดีเซล นํ� ามนัดิบและนํ� ามนัเครื0องที0ใช้
แลว้ โดยเชื�อ Bacillus cereus เพาะเลี�ยงเชื�อในอาหาร BH agar ที0เติมนํ� ามนัปิโตรเลียม 2 % (v/v) 
เมื0อครบเวลา 28 วนั ทดสอบการยอ่ยสลายโดยใช้วิธีการชั0งนํ� าหนักนํ� ามนัที0หายไป พบว่านํ� ามนั
ดีเซล นํ� ามนัดิบ และนํ� ามนัเครื0องใช้แลว้มีการยอ่ยสลายเท่ากบั 77%, 67% และ 16% ตามลาํดบั 
ยนืยนัการยอ่ยสลายโดยวเิคราะห์ gas liquid chromatography พบการลดลงของนํ�ามนัปิโตรเลียมทั�ง 
3 ชนิด ส่วนการศึกษาของ Tuleva และคณะ (2009) ที0ทดสอบการยอ่ยสลายนํ� ามนัดีเซลโดยเชื�อ 
Micrococcus luteus ในอาหาร MSM ที0เติมนํ� ามนัดีเซล 2 % (v/v) และเติมกลา้เชื�อ 10% (v/v)  
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั วิเคราะห์ดว้ยเครื0อง GC-MS พบการยอ่ยสลาย total 
petroleum hydrocarbons 93% ซึ0 งมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสูงเนื0องจากเป็นการทดสอบที0มีการ
ควบคุมอุณหภูมิ และมีการเติมกลา้เชื�อปริมาณมากกวา่ทาํใหมี้ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายสูงกวา่ 
 จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายนํ� ามันดี เซลในระดับ
ห้องปฏิบติัการของแบคทีเรียคดัเลือกเท่ากบั 40.46% ในเวลา 7 วนั แสดงให้เห็นวา่มีความเป็นไป
ได้ในการนําเชื�อแบคทีเรียคดัเลือกไปศึกษาการขยายกาํลังผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพให้ได้
ปริมาณมาก หรือปรับปรุงสายพนัธ์ุให้มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลายนํ� ามนัมากขึ�น เพื0อนาํไป
ประยุกต์ใช้ในการกาํจดันํ� ามนัที0ปนเปื� อนสิ0งแวดลอ้มแทนการใช้สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทาง
เคมี เนื0องจากยอ่ยสลายไดโ้ดยธรรมชาติ เป็นมิตรต่อสิ0งแวดลอ้ม โดยเฉพาะพื�นที0ที0มีความอ่อนไหว
ทางทรัพยากรสิ0งแวดลอ้ม เช่น ป่าชายเลน ชายหาด พื�นที0เพาะเลี�ยงสัตวน์ํ�า เป็นตน้  
 ในปัจจุบนัไดมี้ผลิตแบคทีเรียที0สามารถยอ่ยสลายนํ� ามนัปิโตรเลียมเพื0อใช้เป็น
ผลิตภณัฑ์ทางการคา้สําหรับกาํจดัคราบนํ� ามนัทางชีวภาพ ซึ0 งเป็นผลิตภณัฑ์ที0อยูใ่นรูปของเหลว
ประกอบดว้ยเชื�อจุลินทรียผ์สม 8 สายพนัธ์ุ ผสมสารประกอบเกลืออนินทรีย ์(inorganic salt) สาร
รักษาสภาพจุลินทรีย ์(preservatives) และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biodegradable surfactant) ซึ0 งมี
อายุการใช้งานยาวนานเป็นที0ยอมรับ ลดการนาํเขา้ผลิตภณัฑ์จากต่างประเทศ เชื�อแบคทีเรียที0มี
รายงานถึงประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ� ามนัปิโตรเลียม เช่น Acinetobacter sp.,  Pseudomonas sp., 
Rhodococcus sp. 



บทที� 5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 บทสรุป 

   จากการคัดแยกแบคทีเรียที�สามารถย่อยสลายสารไฮโดรคาร์บอน พบว่ามี
แบคทีเรียที�สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารเลี# ยงเชื#อที�มีนํ# ามนัดีเซลเป็นองค์ประกอบ  โดยเพิ�ม
ความเขม้ขน้ของนํ# ามนัดีเซลจากความเขม้ขน้ 0.5 ถึง 2.0 เปอร์เซ็นต ์(v/v) ทั#งหมด 10 ไอโซเลท  
โดยเป็นแบคทีเรียที�แยกไดจ้ากทา่เรือสงขลา (S) จาํนวน 3 ไอโซเลท ท่าเรือกนัตงั (K) จาํนวน 3 ไอ
โซเลท และทา่เรือสิเกา (T) จาํนวน 4 ไอโซเลท เมื�อทาํการคดัเลือกเชื#อแบคทีเรียที�สามารถผลิตสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ ผลการคดัเลือกเชื#อแบคทีเรียขั#นที� 1 (primary screening) พบวา่มีแบคทีเรีย
ทั#งหมด 5 ไอโซเลทที�ให้ผลบวกสําหรับวิธี drop-collapse และไดค้่า oil displacement area (ODA) 
สูง คือ K1 T1 T4 S1 และ S2   จากการคดัเลือกเชื#อแบคทีเรียขั#นที� 2 (secondary screening) ทดสอบ 
emulsification activity พบวา่เชื#อแบคทีเรียไอโซเลท S2 ให้ค่า emulsification index มากที�สุด 
55.10%  เมื�อเวลา 72 ชั�วโมง 
  ผลการเทียบเคียงและพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรีย โดยใช้ลกัษณะสัณฐาน
วทิยา ทดสอบทางชีวเคมีบางประการ และใชก้ารวิเคราะห์ลาํดบัเบสของ 16s rDNA ประมาณ 500 
เบสในการเปรียบเทียบ พบวา่แบคทีเรีย S2 มีความใกลเ้คียงเชื#อ Bacillus cereus ที� 99.86 % ผลการ
ทดสอบเบื#องต้นเพื�อหาค่าช่วงชั# นของปัจจัยศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอน ชนิดของแหล่ง
ไนโตรเจน และอตัราส่วนของแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน พบว่าให้ค่า emulsification 
index มากที�สุด เมื�อใชก้ลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน NaNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจน และอตัราส่วน
แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนเท่ากบั 10:1 เมื�อนาํมาหาสภาวะที�เหมาะสมที�สุดในการผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยใชเ้ทคนิค response surface methodology (RSM) ที�มีการวางแผนการ
ทดลองแบบ Box-Behnken เพื�อศึกษาผลของตวัแปรอิสระ 3 ปัจจยั คือ ความเขม้ขน้ของกลูโคส 
1.0-3.0% (w/v) ความเขม้ขน้ของ NaNO3 0.1-0.5% (w/v) และ pH เริ�มตน้ 6-8 ต่อค่าตอบสนองหรือ
ตวัแปรตาม คือ กิจกรรมการเกิดอิมลัชนั (emulsification activity)  พบวา่สภาวะที�เหมาะสมที�สุด 
คือ ความเขม้ขน้กลูโคส 3 % (w/v) ความเขม้ขน้ NaNO3 0.5% (w/v) และ pH เริ�มตน้ เทา่กบั 6  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื#อแบคทีเรียคดัเลือก Bacillus cereus ใน
ระดบัห้องปฏิบติัการ โดยนาํตวัอย่างนํ# าทะเลจากบริเวณที�คดัแยกเชื#อได้ เติมนํ# ามนัดีเซล 2.0 % 
(v/v) และเติมกลา้เชื#อ 2.0 % (v/v) เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมที�ไม่มีการเติมเชื#อ เมื�อครบเวลา 7 วนั
ทาํการเก็บตวัอยา่งทดสอบประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ# ามนัโดยวิธีการชั�งนํ# าหนกันํ# ามนัดีเซลที�



หายไป (weight loss method) พบวา่ชุดตวัอยา่งที�มีการเติมเชื#อมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ# ามนั
ดีเซลเทา่กบั 40.46% ส่วนชุดควบคุมที�ไมมี่การเติมมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายนํ# ามนัดีเซลเท่ากบั 
0.61% เมื�อนาํชุดตวัอยา่งทดสอบทางคุณภาพเพื�อยืนยนัการยอ่ยสลายนํ# ามนัดีเซลหลงัการเติมเชื#อ
แบคทีเรียคดัเลือกเป็นเวลา 0 วนั และ 7 วนั นาํไปวิเคราะห์ดว้ยเครื�อง Gas chromatograph with 
mass spectrometry (GC-MS) พบวา่นํ# ามนัดีเซลที�ใช้ทดลองเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน
ประเภท n-alkanes และสารประกอบเอสเทอร์ เมื�อพิจารณาจากผล peak area ในแต่ละ retention 
time (RT) พบวา่ RT ที�มี peak area ลดลง ไดแ้ก่ 7.21 ถึง 14.82 และ 18.78 ถึง 21.40 ซึ� งเป็น
สารประกอบ alkanes ตั# งแต่ C11-C28 แสดงให้เห็นว่าเกิดกระบวนการย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนที�มีนํ# าหนกัโมเลกกุลสูง (C11-C28) ส่วน RT ที�มี peak area เพิ�มขึ#น ไดแ้ก่ 4.40 ถึง 
5.82 ซึ� งเป็นสารประกอบ alkanes ชนิด C9- C10 และ RT 15.96 และ 17.39 ซึ� งเป็นสารประกอบ   
เอสเทอร์ C17H34O2 และ C19H36O2 แสดงให้เห็นว่าเกิดกระบวนการย่อยสลายสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนเกิดการเปลี�ยนแปลงโครงสร้างเป็นสารประกอบเอสเทอร์ และ n-alkanes โมเลกุล
ตํ�า (C9- C10) 
 
5.2  ข้อเสนอแนะในการทาํวจัิยเพิ�มเติม 

 5.2.1  ในขั#นตอนการเก็บตวัอยา่งนํ# าควรเพิ�มปริมาณนํ# าและจุดเก็บตวัอยา่งนํ# า เพื�อให้ไดเ้ชื#อ
แบคทีเรียคดัแยกจาํนวนมาก 
 5.2.2  ในการเทียบเคียงสายพนัธ์ุของเชื#อควรเพิ�มการวิเคราะห์ 16s rDNA แบบ full length 
ประมาณ 1,500 bp หรืออาจใชเ้ทคนิคทางชีวโมเลกุลอื�นๆ มาช่วย เช่น DNA-DNA hybridization
 5.2.3 ศึกษาวิธีการสกดัและทาํบริสุทธิz สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที�ผลิตได้จากเชื#อ Bacillus 
cereus และศึกษาองคป์ระกอบของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพที�ผลิตได ้
 5.2.4  ศึกษาวิธีการนาํสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบสกดัมาทดสอบการยอ่ยสลายนํ# ามนัชนิด
ต่างๆ เช่น นํ#ามนัดิบ นํ#ามนัเตา นํ#ามนัเครื�อง เป็นตน้ และศึกษาปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแบบ
สกดัที�ใชใ้นการยอ่ยสายนํ#ามนัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ 
 5.2.5  ศึกษาสภาวะที�เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื#อ Bacillus cereus ในถงัหมกัขนาดใหญ่ เพื�อเพิ�มผลผลิตสารลดแรงตึงผวิชีวภาพ  
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อาหารเลี�ยงเชื�อและวธีิเตรียม 
 

1. Mineral salts medium (MSM) (Thavasi et al., 2010) 

   Na2MoO4.2H2O  0.001  กรัม 
   K2HPO4   1.0  กรัม 
   MgSO47H2O  0.2  กรัม 
   FeSO4.7H2O  0.05  กรัม 
   CaCl2.2H2O  0.1  กรัม 
   NH4 SO4  0.5  กรัม 
   NaCl   30.0  กรัม 
   Distilled water  1,000   มิลลิลิตร 
 
  ละลายส่วนผสมให้เขา้กนั นาํไปฆ่าเชื:อในหมอ้นึ= งความดนั (autoclave) ที= 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ:วและอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  อย่างน้อย 15 นาที  ส่วนในขั:นตอน
ทดสอบเบื:องต้นเพื=อหาค่าช่วงชั:นปัจจยัศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจน ทาํการเติมแหล่ง
ไนโตรเจนตามชนิดที=ศึกษาแทน NH4 SO4 
 

2.  Nutrient agar  
Glucose   5.0  กรัม 
Yeast extract  1.0  กรัม 
Peptone   2.0   กรัม 
Agar   16.0  กรัม 

   Distilled water  1,000   มิลลิลิตร 
  
 ละลายส่วนผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปฆ่าเชื:อในหมอ้นึ=งความดนั (autoclave) ที= 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ:วและอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  อยา่งนอ้ย 15 นาที   
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3.  Plate count agar 

Tryptone  5.0  กรัม 
Yeast extract  2.5  กรัม 
Glucose   1.0  กรัม 
Agar   15.0  กรัม 

   Distilled water  1,000   มิลลิลิตร 
  
 ละลายส่วนผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปฆ่าเชื:อในหมอ้นึ=งความดนั (autoclave) ที= 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ:วและอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  อยา่งนอ้ย 15 นาที   
 

4.  วธีิทดสอบลกัษณะทางชีวเคมี  

4.1 ความสามารถในการเคลื=อนที= (motility) นาํเชื:อแบคทีเรียอายุประมาณ 24 ชั=วโมง ใช้
เข็มเขี=ยเชื:อและแทงลงในหลอดอาหาร motility test บ่มเชื:อที=อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสหรือ
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1-2 วนั ถา้เชื:อกระจายจากแนวที=แทงเชื:อไว ้แสดงวา่เชื:อมีความสามารถใน
การเคลื=อนที=  

4.2  การทดสอบแคตาเลส (catalase test) ทาํการทดสอบโดยหยด H2O2 3 % จาํนวน 1 หยด
ลงบนแผน่สไลด์ที=สะอาดและแห้ง เขี=ยเชื:อที=จะทดสอบอายุ 24 ชั=วโมง ลงไป 1 ลูปผสม หากเกิด
ฟองแกส๊ขึ:นทนัทีแสดงวา่เชื:อสามารถสร้างเอนไซม ์catalase ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวก  

4.3 การทดสอบลีซิทิเนส (lecithinase test) โดยสังเกตการเจริญบนอาหาร egg yolk agar 
หลงัจากบ่มเชื:อ 1-2 วนั ถา้มีบริเวณขุ่นทึบรอบๆ โคโลนี แสดงวา่มีการสร้างสาร lecithinase ให้ผล
ทดสอบเป็นบวก  

4.4  การทดสอบการหมกัยอ่ยนํ:าตาลแมนนิทอล (ferment mannitol) โดยเขี=ยเชื:อทดสอบลง
ในอาหาร basal medium ที=มีนํ: าตาลแมนนิทอลเป็นเวลา  2 วนั สังเกตการเกิดกรดจากการเปลี=ยนสี
ของอาหารจากสีเขียวเป็นสีเหลือง ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวก  

4.5  ทดสอบความสามารถการยอ่ยสลายเม็ดเลือด (hemolysis) เลี: ยงเชื:อโดย streak บน
อาหาร blood agar บ่มไวที้=อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั สังเกตรอบๆ โคโลนีของเชื:อ 
หากเกิดวงใสขึ:นแสดงวา่เชื:อสามารถยอ่ยสลายเมด็เลือด ใหผ้ลการทดสอบเป็นบวก   
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5.  วิธีการทดสอบทางอณูวิทยา โดยทาํการสกดัดีเอ็นเอของเชื:อแบคทีเรียดว้ย Genomic DNA mini 
kit, Taiwan) แลว้เพิ=มปริมาณชิ:นส่วนยีน 16S rDNA ใชเ้ทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
โดยใช ้2 primer คือ 20F (5ˊ-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 3ˊ) และ 1500 R (5ˊ-GTT ACC 
TTG TTA CGA CTT-3ˊ) โดยตั:งโปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ดงันี:  

Innital denaturation 94 oC 3 นาที 
Denature 94 oC 1 นาที 25 รอบ 
Annealing 50 oC 1 นาที 
Extension 72 oC 2 นาที 
Final extension 72 oC 3 นาที 

  แล้วทาํการวิเคราะห์ผลและทาํบริสุทธิy ดว้ย GenepHlow TM Gel/PCR Kit 
(Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) และเก็บไวที้=อุณหภูมิ -20 oC สําหรับขั:นตอนต่อไป ใช้ ABI 
Prism® 3730XL DNA Sequence (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) ในการหา
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์โดยใชโ้ปรแกรม BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) 
หลงัจากนั:นทาํการเปรียบเทียบผลลาํดบัเบสจากยีน 16S rDNA ใชโ้ปรแกรม BLASTN คาํนวณค่า
เปอร์เซ็นตค์วามเหมือนเปรียบเทียบกนั 
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ภาคผนวก  ข 

ผลการวเิคราะห์ 

 
1. ผลการพสูิจน์เอกลกัษณ์ของแบคทเีรียคดัเลอืก 

ภาพที= ข-1 ลาํดบันิวคลีโอไทด ์/Nucleotide sequence (s) แบคทีเรียคดัเลือก S2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที= ข-2 ขอ้มูลการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์บคทีเรียคดัเลือก S2  
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ภาคผนวก  ค 

ข้อมูลการวเิคราะห์ทางสถิต ิ
 
1. วธีิวเิคราะห์ทางสถิต ิ

 เมื=อใชเ้ทคนิค response surface methodology (RSM) ที=มีการวางแผนการทดลอง
แบบ Box-Behnken ที=มี 3 ปัจจยั ปัจจยัละ 3 ระดบั และมีการทาํซํ: าที=จุดกึ=งกลาง 5 ครั: ง ดงัแสดงใน
ตาราง ค-1 
 
ตารางที= ค-1 ลาํดบัการทดลองของการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken  
 

Std Order Run Order Pt Type Blocks X1 X2 X3 
13 1 0 1 0 0 0 
16 2 0 1 0 0 0 
2 3 2 1 1 -1 0 
14 4 0 1 0 0 0 
7 5 2 1 -1 0 1 
8 6 2 1 1 0 1 
6 7 2 1 1 0 -1 
10 8 2 1 0 1 -1 
4 9 2 1 1 1 0 
9 10 2 1 0 -1 -1 
12 11 2 1 0 1 1 
5 12 2 1 -1 0 -1 
11 13 2 1 0 -1 1 
17 14 0 1 0 0 0 
1 15 2 1 -1 -1 0 
3 16 2 1 -1 1 0 
15 17 0 1 0 0 0 
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การวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้โปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติแบ่งออกเป็น 6 
ส่วน คือ การตรวจสอบความถูกตอ้งของแบบจาํลอง การวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิy ของการตดัสินใจ 
(R2) การวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) การสร้างสมการทาํนายกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น การ
สร้างพื:นผิวตอบสนองของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น และการหาค่าปัจจยัที=เหมาะสมที=สุด  ซึ= งมี
รายละเอียดดงัต่อไปนี:   

1) การตรวจสอบความถูกตอ้งของแบบจาํลอง 
   เ ป็นการตรวจสอบข้อมูลที= ได้จากการทดลองก่อนนําไปวิ เคราะห์ค่า
สัมประสิทธิy ของการตดัสินใจและวิเคราะห์ความแปรปรวน โดยขอ้มูลที=ไดจ้ากการทดลองตอ้ง
เป็นไปตามสมมติฐาน 3 ขอ้ คือ (1) ส่วนตกคา้งมีการแจกแจงแบบปกติ (2) ค่าส่วนตกคา้งมีความ
เป็นอิสระต่อกนั และ (3) ค่าความแปรปรวนมีเสถียรภาพ ถ้าหากค่าส่วนตกค้างเป็นไปตาม
สมมติฐานทั:ง 3 ขอ้ จะถือวา่ขอ้มูลที=ไดจ้ากการทดลองมีความถูกตอ้งและเหมาะสมสําหรับการ
นาํไปวเิคราะห์คา่สัมประสิทธิy ของการตดัสินใจและวเิคราะห์ความแปรปรวน 

2) การวเิคราะห์คา่สัมประสิทธิy ของการตดัสินใจ (coefficient of determination) 
   เป็นการวิเคราะห์วา่การออกแบบที=ใช้การทดลองมีความเหมาะสมหรือไม่ ซึ= ง
ในการทดลองทุกครั: งจะตอ้งมีความผนัแปรที=อธิบายไม่ไดห้รือความคลาดเคลื=อนเกิดขึ:นเสมอ การ
ออกแบบการทดลองที= ดีจะต้องทําให้เกิดความผันแปรที=อธิบายไม่ได้น้อยที=สุด  โดยที=ค่า
สัมประสิทธิy ของการตดัสินใจ (R2) สามารถคาํนวณไดจ้ากสมการต่อไปนี:  
 

สัมประสิทธิy การตดัสินใจ =  ความผนัแปรที=อธิบายได ้ 
                                          ความผนัแปรทั:งหมด 

 
  ค่าสัมประสิทธิy ของการตดัสินใจมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0 ถึง 1 ยิ=งมีค่าใกล ้1.00 มาก
เท่าใด  แสดงว่าสามารถอธิบายค่าของตัวแปรตามได้ดี  เนื=องจากตวัแปรต้นกบัตวัแปรตามมี
ความสัมพนัธ์กนัมาก  แต่ถา้มีคา่ใกล ้0 แสดงวา่สมการถดถอยสามารถอธิบายคา่ของตวัแปรตามได้
ไมดี่  หรือกล่าวโดยสรุปไดว้า่ตวัแปรทั:งสองมีความสัมพนัธ์กนันอ้ย 

3) การวเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance : ANOVA) 
   การวิเคราะห์ความแปรปรวนเป็นการตรวจสอบแหล่งผนัแปรของแบบจาํลอง
โดยพิจารณาจากค่า P-value ของเทอมต่างๆในตารางของการวิเคราะห์ความแปรปรวนที=ไดเ้ปรียบ
เทียบกบัคา่นยัสาํคญัทางสถิติที=กาํหนด 
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4) การสร้างสมการทาํนายกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น 
   การสร้างสมการทาํนายกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นโดยนาํค่าของปัจจยัที=ไดจ้าก
การวิเคราะห์สัมประสิทธิy ของสมการถดถอยของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นมาเขียนให้อยูใ่นรูปของ
สมการ 
 

Y   =   A0+A1X1+A2X2+A3X3+A4X1X2+A5X2X3+A6X1X3+A7X1
2+A8X2

2+A9X3
2 

 
  Y = คา่ตอบสนองที=เกิดจากการแปรคา่ตวัแปร 
  A0 = คา่คงที= 
  An = คา่สัมประสิทธิการถดถอย 
  Xn = ตวัแปรอิสระ 
 

5) การสร้างพื:นผวิตอบสนองของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น 
 เมื=อไดส้มการสาํหรับทาํนายกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น จึงนาํมาสร้างกราฟพื:นผิว
ผลตอบและกราฟโครงร่างของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นเทียบกบัปัจจยัที=ใชใ้นการทดลอง คือ ความ
เขม้ขน้กลูโคส ความเขม้ขน้ NaNO3 และ pH เริ=มตน้ โดยใชโ้ปรแกรมสาํเร็จรูปทางสถิติ 

6) การหาคา่ปัจจยัที=เหมาะสมที=สุด 
การหาค่าปัจจยัที=เหมาะสมที=สุดเพื=อให้ไดกิ้จกรรมการเกิดอิมลัชั=นมากที=สุด

โดยใชฟั้งกช์นั response optimizer ซึ= งเป็นฟังกช์นัที=ใชห้าค่าที=เหมาะสมที=สุดของปัจจยัและใชว้ดั
ความพึงพอใจโดยรวมของผลตอบ (composite desirability: D) ซึ= งค่าความพึงพอใจของผลตอบมี
คา่อยูร่ะหวา่ง 0-1 ถา้ D มีคา่เทา่กบั 1 หมายถึง ผลตอบนั:นไดรั้บความพึงพอใจอยา่งสมบูรณ์  แต่ถา้ 
D มีค่าเท่ากบั 0 หมายถึงผลตอบตวัใดตวัหนึ=งหรือมากกวา่หนึ= งตวัอยูน่อกขอบของขีดจาํกดัการ
ยอมรับ 
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2. ผลการวเิคราะห์หาค่าปัจจัยทีJเหมาะสมทีJสุด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที= ค-1 กราฟความน่าจะเป็นแบบปกติของส่วนตกคา้ง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที= ค-2 แผนภูมิการกระจายของส่วนตกคา้งกบัลาํดบัของขอ้มูล 
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ภาพที= ค-3  แผนภูมิการกระจายส่วนตกคา้งในแต่ละดบัของปัจจยั 
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ตารางที= ค-2 การวเิคราะห์การถดถอยของพื:นผวิตอบสนอง 

 
 
ตารางที= ค-3 การวเิคราะห์ความแปรปรวนของกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=น 

 

 

 

Term Coef SE Coef T P 
Constant 
Glucose 
Sodium nitrate 
pH 
glucose*glucose 
sodium nitrate* sodium nitrate 
pH*pH 
glucose*sodium nitrate 
glucose*pH 
sodium nitrae*pH 

70.062 
7.366 
6.199 

-16.977 
-7.405 
-9.380 
-5.697 
13.562 
-6.135 
-1.455 

2.396 
1.894 
1.894 
1.894 
2.611 
2.611 
2.611 
2.679 
2.679 
2.679 

29.238 
3.888 
3.272 
-8.962 
-2.836 
-3.592 
-2.182 
5.062 
-2.290 
-0.543 

0.000 
0.006 
0.014 
0.000 
0.025 
0.009 
0.065 
0.001 
0.056 
0.604 

S = 5.35823, R-Sq = 95.95%, R-Sq(Adj) = 90.74% 

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P 
Regression 
Linear 
Square 
Interaction 
Residual Error 
Lack-of-Fit 
Pure Error 

9 
3 
3 
3 
7 
3 
4 

4762.16 
3047.37 
820.00 
894.79 
200.97 
74.00 

126.97 

4762.16 
3047.37 
820.00 
894.79 
200.97 
74.00 

126.97 

529.13 
1015.79 
273.33 
298.26 
28.71 
24.67 
31.74 

18.43 
35.38 
9.52 
10.39 

 
0.78 

0.000 
0.000 
0.007 
0.006 

 
0.565 

 
Total 16 4963.13     
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ภาพที= ค-4 พื:นที=ผวิผลตอบสนองกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นระหวา่งความเขม้ขน้กลูโคสและความ 
 เขม้ขน้ NaNO3 

 

ภาพที= ค-5 พื:นผวิผลตอบสนองกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นระหวา่งความเขม้ขน้กลูโคสและpH เริ=มตน้ 
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ภาพที= ค-6 พื:นผวิผลตอบสนองกิจกรรมการเกิดอิมลัชั=นระหวา่งความเขม้ขน้ NaNO3 และ pH 

เริ=มตน้ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที= ค-7  การวเิคราะห์ระดบัที=เหมาะสมของปัจจยัเพื=อใหไ้ดกิ้จกรรมการเกิดอิมลัชั=น 
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