
 

 

 

 

 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

โครงการ 

โครงขายเซลลแบคทีเรียและพอลีเมอรในการประดิษฐอีมัลช่ัน 

ที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอมชนิดใหม 

 

 

โดย 

ผูชวยศาสตราจารย ดร. จิรารัตน วงศคงคาเทพ และคณะ 

 

 

 

กรกฎาคม 2558 

Final report RSA5580001   Page 1 

 



สัญญาเลขท่ี RSA5580001 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

โครงการ 

โครงขายเซลลแบคทีเรียและพอลีเมอรในการประดิษฐอีมัลชั่นท่ีเปนมิตรตอส่ิงแวดลอมชนิดใหม 

 

 

 

 

ผูชวยศาสตราจารย ดร. จิรารัตน วงศคงคาเทพ  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 

 

 

 

 

สนับสนุนโดยสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและมหาวิทยาลัยมหิดล 

 

 

 

          (ความเห็นในรายงานน้ีเปนของผูวิจัย สกว. และ มหาวิทยาลัยมหิดล ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 

 

Final report RSA5580001   Page 2 

 



กิตติกรรมประกาศ 

 

งานวิจัยโครงการ โครงขายเซลลแบคทีเรียและพอลีเมอรในการประดิษฐอีมัลช่ันท่ีเปนมิตรตอส่ิงแวดลอมชนิดใหม นี้สําเร็จลง

ดวยดีจากความรวมมือของรองศาสตราจารย ดร. มานพ สุพรรณธริกา ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล

ท่ีเอ้ือเฟอ hydrocolloids ท่ีใชในการเพ่ิมความเสถียรของ Bacteria interface emulsion รวมท้ังความรูและประสบการณตางๆท่ี

แบงปนใหกันในการทํางานวิจัยเก่ียวกับอีมัลช่ัน ผูชวยศาสตราจารย ดร.ธัญญารัตน พงศทรางกูร ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ

วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดลท่ีเอ้ือเฟอเช้ือแบคทีเรีย และความรูท้ังหลายท้ังปวงเก่ียวกับการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียและการนําไปใชประ

โยน โครงการฯขอขอบพระคุณทานท้ังสองไว ณ ท่ีนี้ 

ขอขอบคุณนักศึกษาท้ังหมดท่ีชวยกันคิด ชวยกันทํา ชวยกันลอง จนงานวิจัยช้ินนี้เปนรูปเปนรางข้ึนมาได เรียงลําดับจาก

นักศึกษาปจจุบัน ไปจนถึงนักศึกษากลุมแรกท่ีทดลองระบบอีมัลช่ันนี้สําเร็จแมจะดวยความบังเอิญ ก็เปนความบังเอิญท่ีย่ิงใหญคะ น.ส. 

พิชชาภา รัตนบุรี, Miss Dorkjand Gunchinbat, น.ส. อรกานต หาญพานิช, น.ส. นฤมล เล่ียมนาค, น.ส. เจนจิรา สันทาลุนัย, น.ส. อัญ

ชุดา ลาดนาเลา, น.ส. ขนิษฐ จรัสวิมลใส, น.ส. ชมภิศา คุณจักร, น.ส. จรรยา เลหอ่ิม, น.ส. ดวงหทัย  แกวอุไร, น.ส. ณัฐภัทร เจริญรัตน, 

นายขจรพงศ มานพวิเศษเจริญ, น.ส. นริศรา ธํารงพาณิชย, น.ส. อรพินธ ถาวรศิลปสุรกุล 

ขอขอบพระคุณภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดลเปนอยางมากท่ีเอ้ือเฟอสถานท่ีทํางานวิจัย 

และเคร่ืองมือวิจัยตางๆ ขอขอบคุณศูนยเคร่ืองมือกลาง และศูนยสังเคราะหภาพนาโน คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล เปนอยาง

มากสําหรับความอนุเคราะหดานเคร่ืองมือวิทยาศาสตรตางๆ 

ขอขอบพระคุณสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยและมหาวิทยาลัยมหิดลเปนอยางมากสําหรับการสนับสนุนทางดาน

งบประมาณในการทําวิจัย 

ทายท่ีสุดคงตองขอบคุณ คุณสามี และคุณลูกสาวท้ังสาม แมวาจะทําใหแมยุงเหยิงสุดๆ เวลาหนูๆปวยไข แตหนูท้ังสามก็ทําให

แมย้ิมและมีความสุขทุกคร้ังท่ีไดว่ิงเลน กระโดดโลดเตน หรืออานนิทานใหหนูๆฟง 

 

จิรารัตน วงศคงคาเทพ  
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ช่ือโครงการ โครงขายเซลลแบคทีเรียและพอลีเมอรในการประดิษฐอีมัลชั่นที่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม 
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อีมัลชั่นหรือการที่หยดนํ้ามันสามารถกระจายตัวอยูในนํ้าไดมีประโยชนมากมายในเชิงอุตสาหกรรม ไม

วาจะในอุตสาหกรรมอาหาร การเกษตร เคมีหรือยาเปนตน แต emulsifier หรือ stabilizer ที่ใชมักจะมาจาก

อุตสาหกรรมปโตรเคมี ซ่ึงวัตถุดิบคือแหลงนํ้ามันตางๆก็เหลือนอยลงทุกที ทั้งยังสงผลกระทบตอสภาพแวดลอม 

ทําใหมีความจําเปนที่จะตองหาวัสดุประเภทใหมที่มาจากธรรมชาติและยอยสลายไดมาใชแทน chemical-based 

emulsifier/stabilizer 

งานวิจัยน้ีไดนําพอลีเมอรประจุบวกที่มาจากธรรมชาติ มาปรับสภาพประจุของเชื้อแบคทีเรียใหมีสภาพ

เปนกลาง และมีความไมชอบนํ้ามากขึ้น จนสามารถนําไปใชในการทําอีมัลชั่นไดเปนผลสําเร็จ พอลีเมอรธรรม

ชาติประจุบวกที่สามารถจับกับเชื้อจุลินทรียและเกิดอีมัลชั่นไดดีที่สุดคือไคโตซาน โดยปริมาณอีมัลชั่นที่ไดขึ้นกับ

ความเขมขนของไคโตซานที่นํามาใช และขนาดของเชื้อแบคทีเรีย พบวา Pseudomonas putida F1 มีคา cell 

viability สูงที่สุด และยังแสดง metabolism activity สูงที่สุดอีกดวย เหมาะกับการนําไปใชในการทํา 

bioremediation ของนํ้ามันและตัวทําละลายตางๆ อีมัลชั่นที่มีแบคทีเรียและพอลีเมอรเปนองคประกอบน้ีมีความ

ออนใหวตอแรงกระทําทางกายภาพเปนอยางมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งภายใน 24 ชั่วโมงแรกของการเกิดอีมัลชั่น 

แตเม่ือตั้งทิ้งไวนาน 30 วัน การลดลงของชั้นอีมัลชั่นเม่ือใหแรงภายนอกมีสัดสวนนอยลงมากกวา 50% แตในการ

นําไปใชประโยชนจริง หากตองการ activity ของเชื้อแบคทีเรีย จําเปนตองปรับใหอีมัลชั่นมี kinetic ที่เร็วขึ้นดวย

การเติม Hydroxylpropyl methyl cellulose ซ่ึงสามารถเพ่ิมความคงตัวของอีมัลชั่นไดดีกวา hydrocolloids อ่ืนๆ 

เชน xanthan gum 

 

คาํหลกั : แบคทีเรีย อีมลัชัน่ ไคโตซาน 
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Abstract 

 

Project Code : RSA5580001 

Project Title :  Novel environmental-friendly emulsion stabilized by bacterial cells and polymer network 

Investigator : Assistant Professor Dr. Jirarut Wongkongkatep 

  Department of biotechnology, Faculty of Science, Mahidol University 

E-mail : jirarut.chu@mahidol.ac.th 

Project Period : 3 Years 

 Emulsion, or the phenomenon that that oil droplets disperse in an aqueous media, are of great 

practical interest because their application is almost every chemical industry, such as in detergent, 

dyestuffs, paints, paper coatings, inks, fibers and plastics, personal care and cosmetics, agrochemicals, 

pharmaceuticals and food industry. A conventional emulsifier or stabilizer, however, is a product from 

petrochemical industry, which has a limited resource and always shows some toxicity to our 

environment. Therefore, there is an urgent need to search for a natural-origin and renewable bio-based 

interface material. 

 In this research, a natural-origin positively-charged polymer was used to neutralize the 

negatively-charged bacterial cells and increase their surface hydrophobicity, resulting in a newly-

developed bacteria interface emulsion. Chitosan demonstrated the best performance in charge 

neutralization, hydrophobicity enhancement as well as emulsion stabilization. Chitosan concentration 

and size of the bacteria affected the emulsification index significantly. Pseudomonas putida F1 showed 

the highest cell viability and activity when exposed to emulsion system which is promising in the 

application to bioremediation of oil and organic solvents. This bacteria interface emulsion, nevertheless, 

is sensitive to agitation and physical forces especially within 24 hours after emulsification. Static 

storage of the emulsion at room temperature more than 30 days can reduce this sensitivity up to 50%. 

When considered about its practical use in bioconversion and bioremediation which require the live 

cells or the activity of the bacteria, the kinetic of the emulsion has been accelerated by adding 

hydroxypropyl methyl cellulose as a secondary stabilizer.  

 

Keywords : bacteria, emulsion, chitosan 
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เน้ือหางานวิจัย 

บทนํา (Introduction) 

Emulsions are of great practical interest because their application is almost every chemical 

industry, such as in detergent, dyestuffs, paints, paper coatings, inks, fibers and plastics, personal care 

and cosmetics, agrochemicals, pharmaceuticals and food industry. 

An emulsion is a system consisted of dispersed emulsions of one immiscible liquid in another 

stabilized by surfactants or emulsifiers. Surfactants are involved in almost every industrial product or 

process. As a result, they enter the environment in effluents from industrial and household wastes. 

Contamination of phosphate-type surfactant to the environment has caused “Algae Boom” in the reservoir 

and depleted the dissolved oxygen during nighttime which will result in the serious effect to all life species 

in the water system. Due to the adverse effect of surfactants to the environment, it has been required to 

find an alternative to a conventional surfactant in order to reduce its environmental impact. Since the 

original work of Ramsden (1903) and Pickering (1907), solid colloidal particles have been proved to adsorp 

at the interfaces to form “Pickering emulsions”. Interest in Pickering emulsions has increased over the past 

10 years, especially for health and cosmetics applications where the use of surfactants can cause an 

adverse effect to the environment. Indeed, Pickering emulsions not only present good mechanical 

properties, but also produce good stability, thereby leading to a reduction in the use of non-environmental 

friendly surfactants (Rosen et al., 1999). 

However, the raw, non-hydrophobically-modified materials are usually not surface active due to 

their lack of hydrophilicity/hydrophobicity, or great tendency to aggregate. Methods involving hydrophobical 

modifications or the addition of cosurfacting compounds are required to produce particles/material suitable 

for Pickering stabilization (Binks, 2002). Such methods increase the use of hazardous chemicals and make 

the process complicated and not suitable for large-scale production. Research efforts are being focused on 

the development of an environmental friendly, bio-based Pickering emulsion with simple preparation. Few 

studies have described stabilization by particles derived from renewable resources (Kalashnikova, 2011) 

whereas no reports concerned with bio-based Pickering stabilization. 
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Bacteria are prokaryote microorganisms, typically a few micro-meters in length, ubiquitous in every 

habitat on earth. The bacterial cell is surrounded by negatively charge lipid membrane which encloses the 

contents of the cell and acts as a barrier to hold nutrients, protein, enzyme and other essential 

components of the cytoplasm within the cell (Madigan et al., 2003). An electrostatic interaction between 

the negatively charged bacterial cell surface and polycationic polymer has been well studied (Li et al., 

2010). We utilize our expertise in creating a novel functional gold nanoparticle by coating a polymer which 

is well summarized and reported (Wongkongkatep et al., 2010). In this project, we aimed to create a novel 

function of bacterial cell by coating with a specific polymer. Our unique strategy is that the strong binding 

affinity of polycationic polymer toward the negatively charged cell surface would neutralized the surface 

charge of the bacterial cells, resulting in a self-assemble bacteria-polymer network which could provide in 

a single step and able to stabilize the novel type of bio-based Pickering emulsion useful for industrial 

application (Scheme 1). 

 

 

 

 

 

 

Scheme 1. Bio-based Pickering emulsion prepared from bacterial cells and polymer network 

Bacteria-polymer Network 

Pickering emulsion stabilized by 

bacteria-polymer network 

: Cationic polymer 

: Bacterial cells 

+ + + + 

- - 

- 
- 
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วิธีการทดลอง (Methodology) 

Preparation of polymer modified bacterial cell 

Polymer-coated Bacteria was prepared by combining an appropriate amount of polymer dissolved 

in aqueous solution (0.3 mL) with the bacteria cell suspension (OD = 2 in 0.1 M sodium phosphate buffer 

pH 6.8, 0.9 mL) then vigorously mixing for 2 min. The obtained polymer-coated Bacteria was imaged under 

epifluorescence microscope (Olympus BX 51, Japan), confocal laser scanning microscope (CLSM, 

Olympus FV-1000, Japan) and scanning electron microscope (SEM, S-2500, Hitachi, Japan). Zeta 

potential (Nano Zetasizer ZS, Malvern Instrument, USA) and CAM (KRUSS G-10, Germany) measurement 

will indicate the successful coating of polymer to bacteria. 

Fluorescence microscopy 

Fluorescent imaging was carried out using an epifluorescence microscope (Olympus BX 51, Japan) 

which is equipped with a UHS103OL mercury lamp and DAPI (U-MWU2, 330-385 nm excitation and > 420 

nm emission), FITC (U-MWB2, 460-490 nm excitation and > 520 nm emission) and nile red (U-MWG2, 

510-550 nm excitation and > 590 nm emission) filter sets. A 1.5 million pixel single CCD camera (DP71) 

will be used to capture digital images. Confocal laser scanning microscope (CLSM, Olympus FV-1000, 

Japan) equipped with Ar and He laser was used to identify the position of polymer-coated bacteria in the 

emulsion system. FV10-ASW 1.7 image analysis software supplied with the microscope was used for 

projection images and 3D images reconstruction.  

Scanning electron microscopy 

An observation was recorded using scanning electron microscope (SEM, S-2500, Hitachi, Japan). 

A suspension of Bacteria at appropriate growth was harvested, washed twice and then centrifuged at 

12,000 rpm for 5 min. The pellet was firstly fixed with 2.5% (w/w) glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer 

(pH 7.2) at 4oC for 2 hours, washed three times, and secondly fixed with 1% Osmium tetroxide in 0.1 M 

cacodylate buffer (pH 7.2) at 4
o
C for 1 hour. The samples was dehydrated in a graded ethanol series and 

then coated with platinum/palladium alloy. The polymer-modified Bacteria cells was prepared and imaged 

using the above-described procedure. 
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Zeta potential measurement 

Zeta potential was recorded on Nano Zetasizer ZS, Malvern Instrument at 25
o
C. The bacterial cell 

suspension was prepared in 0.1 M sodium phosphate buffer solution pH 6.8 with optical density (OD) = 2. 

Coating of polymer was performed by mixing 3 mL of bacterial cell suspension with 1 mL of polymer 

solution. In the control experiment, 3 mL of bacterial cell suspension was analyzed for its zeta potential.  

Contact Angle Measurement (CAM)  

Washed Bacteria cells was suspended in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.8) at a 

concentration of OD660 = 2. A mixture of 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 6.8) containing Bacteria at 

the equivalent cell density was prepared for the polymer-coated Bacteria. A 50 mL of suspension of 

Bacteria cells with or without coating was filtered on a nylon membrane with mean pore size of 0.45 µm, 

47 mm in diameter (Millipore, USA). The lawns was kept on a 1% agar plate at room temperature to 

prevent drying. The lawn was immersed in organic solvent bath, and a 2-µL droplet of distilled water was 

placed softly on the cell lawn. Then the three-phase contact angle between the water drop, bacterial lawn, 

and organic solvent was measured using a contact angle meter (KRUSS G-10, Germany). 

Formation of polymer-coated Bacteria emulsion 

Polymer-coated Bacteria emulsion system was prepared by combining an appropriate amount of 

polymer dissolved in aqueous solution (0.3 mL) with the bacteria cell suspension (OD660 = 2 in 0.1 M 

sodium phosphate buffer pH 6.8, 0.9 mL) prior to a vigorously mixing with an equal volume of organic 

solvent (1.2 mL). The bacterial emulsion was kept at room temperature and then observed under 

fluorescent light microscope (Olympus BX 51, Japan) or measure Emusification index (EI) at time interval. 

Emulsification index (EI) 

Emulsion of coated Bacteria was prepared as described previously. EI was evaluated by measuring 

the total volume of the mixture (Ht) and that of an emulsion layer (He) after allow to stand for time interval. 

The value of EI (%) indicating the ability to stabilize the emulsion by the coated cells, was calculated as 

He x 100 / Ht. 
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Cell viability in 3D scaffold of emulsion 

Every sample was introduced under sterile conditions in 7 mL disposable cylindrical polyethylene 

containers containing 1 mL of culture medium. This polyethylene container was inserted into a cylindrical 

polystyrene container that has four stainless steel electrodes. The outer container was filled with 2 mL of 

36 mM (2 g/L) potassium hydroxide aqueous solution. The outer container was hermetically closed by a 

stopper that causes the aseptically opening of the inner one. Containers tempering to 37
o
C promotes 

bacteria growth and hence carbon dioxide release (C6H12O6 + 6O2 → 6CO2 + 6H2O). The carbon dioxide 

flows from the inner container to the outer one, where it is adsorbed by the KOH solution (CO2 + 2OH
-
 → 

CO3
2-
 + H2O) and causes the change of the conductivity of the KOH solution. Data will be acquired every 

10 min. 

Addition of secondary stabilizer 

Emulsions were prepared by mixing chitosan with hydroxypropyl methyl cellulose or xanthane gum 

solutions at appropriate concentration (4.8 mL) and E. coli DH5α cell suspension (OD660 =2, 14.4 mL) as 

an aqueous phase. The mixtures were then homogenized with soybean oil (6 mL) at 11,200 rpm, 30 sec 

and rest 2 min for 4 cycles to perform emulsion stabilized by chitosan and hydroxypropyl methyl cellulose 

or xanthane gum. 
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ผลการทดลองและบทวิจารณ์ (Results and Discussion) 

จะแยกตามวัตถุประสงคของโครงการซ่ึงประกอบดวย 4 หัวขอดังตอไปน้ี 

1. ศึกษาผลกระทบของพอลีเมอรประจุบวกและการเกิดอีมัลชั่น 

2. ศึกษาความมีชีวิตของเชื้อแบคทีเรียในโครงสรางอีมัลชั่น 3 มิต ิ

3. เพ่ือดูผลกระทบทางกายภาพตออีมัลชั่นที่มีแบคทีเรียและพอลีเมอรเปนองคประกอบ 

4. เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของอีมัลชั่นดวยการเติม stabilizer  

 

วตัถปุระสงคท่ี์ 1 ผลกระทบของ cationic polymer ตอการเกิดอีมัลชั่น 

เน่ืองจากพ้ืนผิวของเชื้อแบคทีเรียโดยทั่วไปมักมีประจุเปนลบ ดังน้ันจึงสามารถจับกับ cationic polymer 

ดวย electrostatic interaction ไดคอนขางดี ในงานวิจัยน้ี เราเนน cationic polymer ที่มาจากธรรมชาติและสามารถ

ยอยสลายไดในธรรมชาติ จํานวนสองชนิด ไดแก ไคโตซาน (chitosan) และ poly-L-lysine (PLL) ไคโตซานเปน 

polysaccharide ที่ไดจากกระบวนการ deacetylation ของไคติน ซ่ึงไคตินไดมาจากเปลือกหอย เปลือกปู เปนสวน

ใหญ การทํา deacetylation ของไคตินจะทําใหหมู acetyl หลุดออก เหลือแตหมู amine สงผลให ไคโตซานสามารถ

ละลายนํ้าไดดีในสารละลายที่เปนกรด นอกจากน้ี ไคโตซานยังเปน polysaccharide เพียงชนิดเดียวในปจจุบันที่ให

คุณสมบัติเปนประจุบวกในสารละลายกรดออน 

 PLL ประกอบดวยกรดอะมิโน L-lysine เชื่อมตอกันเปนสายยาว สังเคราะหไดจากกระบวนการหมักของเชื้อ

แบคทีเรีย PLL จะประกอบไปดวยหมู amine เปนจํานวนมากจึงแสดงคุณสมบัติเชิงประจุบวก คลายกับ ไคโตซาน

แตมีความแตกตางกันคือ backbone ของ PLL คือโครงสรางของ protein แต backbone ของ ไคโตซานคือ 

polysaccharide ซ่ึงถาพิจารณาจากโครงสรางทางเคมีแลว จะพบวา polysaccharide นาจะใหความเปน 

hydrophobicity สูงกวา PLL อยางไรก็ตาม พอลีเมอรทั้งสองชนิดมีรายงานการจับตัวกับเชื้อแบคทีเรียอยูเปนจํานวน

มาก  

ในการเปล่ียนความเขมขนของพอลีเมอรทั้งสองชนิด เพ่ือดูคุณสมบัติการเกาะตัวกับเชื้อแบคทีเรีย E. coli 

DH5 alpha รวมทั้งลักษณะการเกิดอีมัลชั้นน้ัน ไดผลการทดลองดังรูปที่ 1-3 ดังน้ี 

  

Final report RSA5580001   Page 11 

 



 

 

 

 

Figure 1. Zeta potential (bar) and contact angle measurement (•) of E. coli DH5 alpha after associated with 

chitosan (left) and PLL (right) at different concentrations. 

จากรูปที่ 1 จะเห็นไดอยางชัดเจนวาคา Zeta potential ของพอลีเมอรทั้งสองชนิดมีประจุบวก แตเม่ือนํามา

สรางโครงขายกับเชื้อแบคทีเรีย คาความเปนประจุบวกไดลดลงอยางมีนัยสําคัญ จนเขาใกลศูนยในบางความเขมขน

ของพอลีเมอร กลาวคือความเปนประจุหายไปเกือบทั้งหมด สวนคา contact angle ที่แสดงถึงความเปน 

hydrophobicity น้ัน ก็เพ่ิมขึ้นตามความเขมขนที่สูงขึ้นของไคโตซาน แตกลับลดลงเม่ือ PLL มีความเขมขนมากขึ้น 

คาความแตกตางที่ไดนาจะมาจากโครงสราง backbone ที่แตกตางกัน เพราะไคโตซานเปน polysaccharide ซ่ึงมี

ความเปน hydrophobicity ของ backbone สูงกวา PLL ที่ backbone เปน polypeptide การเปล่ียนแปลงทั้งประจุ

และความเปน hydrophobicity ของเชื้อแบคทีเรียหลังจากการสรางโครงขายกับพอลีเมอร นับเปนปจจัยสําคัญที่นํา

เชื้อแบคทีเรียไปเกาะอยูบนพ้ืนผิวของหยดนํ้ามันในระบบอีมัลชั่น 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 2. (above) SEM images of E. coli DH5 alpha after network formation with chitosan at concentration 

of 0 (A), 0.75 (B), 7.5 (C), 75 (D) and 750 mg/L (E). (below) SEM images of E. coli DH5 alpha after 

network formation with PLL at concentration of 0 (A), 25 (B), 100 (C), 200 (D), and 250 mg/L (E). 
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Figure 3. Droplet size (surface average diameter : D(3,2)) of bacteria interface Pickering emulsion 

consisted of E. coli DH5 alpha and chitosan (left) and PLL (right) at different cationic polymer 

concentrations in different storage days at 25
o
C. 

รูปที่ 2 แสดงใหเห็นวาพอลีเมอรทั้งสองชนิดที่นํามาใช ไดสรางระบบโครงขายรางแหกับเขื้อแบคทีเรีย โดย

เชื้อแบคทีเรียถูกรางแหจับแนนมากขึ้นเม่ือความเขมขนของพอลีเมอรสูงมากขึ้น เม่ือเติมวัฏภาคนํ้ามันในสัดสวน 1 : 

1 กับวัฏภาคนํ้า แลวทําการเขยาอยางรุนแรง จะไดอีมัลชั่นสีขาวขุน เม่ือสองดวยกลองจุลทรรศนดูจะพบหยดนํ้ามัน

เล็กๆ ซ่ึงไดทําการวัดขนาดโดยการคํานวณจาก surface-average diameter, D(3,2)  ดังรูปที่ 3 พบวาเม่ือ PLL มี

ความเขมขนต่ําการเกิด coalescence จะเห็นไดชัดเจนเน่ืองจากขนาดของหยดนํ้ามันใหญขึ้นเม่ือเวลาผานไป แตที่

ความเขมขนในสัดสวนที่สูงขึ้น ขนาดของหยดนํ้ามันเปล่ียนแปลงนอยลงมากในชวงเวลาเดียวกัน แสดงวาอีมัลชั่นมี

ความคงตัวสูงกวามากเม่ือความเขมขนของ PLL มีคาสูงขึ้น และไคโตซานใหความคงตัวของอีมัลชั่นมากกวา PLL 

อยางเห็นไดชัด เน่ืองจากขนาดของอีมัลชั่นแทบไมมีการเปล่ียนแปลงเม่ือเวลาผานไป 

 

วตัถปุระสงคท่ี์ 2 ความมีชีวิตของเชื้อแบคทีเรียในโครงสรางอีมัลชั่น 3 มิต ิ

ในการศึกษาความมีชีวิตของเชื้อแบคทีเรียในโครงสรางของอีมัลชั่นที่เปน 3 มิติ ไดทําการศึกษาโดยใช 2 วิธี 

คือวิธีการทางจุลชีววิทยา คือนําชั้นของเหลวในอีมัลชั่นมาทํา dilution แลว drop ลงบนอาหารเล้ืองเชื้อแบบแข็ง ซ่ึง

จะไดจํานวนเชื้อจุลินทรียที่มีชีวิตที่เปนอิสระซ่ึงอยูภายในระบบอีมัลชั่น (Figure 4)  

 อีกวิธีหน่ึงเปนการหาจํานวนเชื้อจุลินทรียที่มีชีวิตโดยการดูจากคา CO2 ที่เกิดจาก metabolism ของ

เชื้อจุลินทรียที่มีชีวิตภายในระบบ ซ่ึงจําเปนตองทําการวัดคา CO2 ภายในระบบปดอยางรัดกุม เน่ืองจาก CO2 มีอยู

ทั่วไปในอากาศ และมีแหลงกําเนิดอยูทั่วไป และหลากหลาย ดังน้ันในการศึกษาความมีชีวิตของเชื้อแบคทีเรียใน

โครงสรางอีมัลชั่น 3 มิติในชวงแรกน้ี มีการทดลองวัดคา CO2 ในระบบปดดวยวิธีการที่แตกตางกัน 4 วิธีเพ่ือหา

วิธีการที่เหมาะสมที่สุดที่จะสามารถประเมินความมีชีวิตของเชื้อจุลินทรียภายในหลอดแกวได โดยวิธีการที่นํามาใช
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ทั้ง 4 วิธีคือ gas chromatography, conductivity measurement, CO2 gas sensor และ acid-base titration 

(Figure 5). 

  

  

 

 

 

Figure 4. Bacterial cell viability of E. coli DH5 alpha in the bacteria interface emulsion system consisted of 

chitosan at the concentration of 0 (), 0.75 (), 75 () และ 750 () mg/L. The C-14, n-tetradecane, were 

used as an oil phase.  

 ในระบบที่เชื้อจุลินทรียเปน E. coli ปริมาณไคโตซานที่นอยกวา 75 mg/L ยังมีเชื้อที่มีชีวิตที่มากกวา 10
4
 

cfu/mL แตในระบบที่เปนเชื้อ Bacillus subtilis ATCC 6633 ไมมีเชื้อจุลิทรียที่มีชีวิตเหลือรอดภายในระบบเลยซ่ึง

แสดงวาไคโตซานมีความเปนพิษตอ Bacillus subtilis ATCC 6633 มากกวา E. coli DH5 alpha 
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Figure 5. Calibration curve of carbon dioxide when accessed by gas chromatography (above left), 

conductivity (above right), gas sensor (below left) and acid-base titration (below right). 

จากการสังเกตุดวยกลองจุลทรรศนพบวา เชื้อแบคทีเรียในระบบอีมัลชั่นสามารถแบงไดออกเปน 3 กลุมคือ  

1. เชื้อแบคทีเรียที่เปนอิสระ 

2. เชื้อแบคทีเรียที่บางสวนถูกตรึงอยูบนผิวของหยดนํ้ามัน และยังมีชีวิต 

3. เชื้อแบคทีเรียที่ถูกตรึงดวยไคโตซานและอยูบนหยดนํ้ามันทั้งตัว ไมมีการเคล่ือนใหว  

คาดวาจะไมมีชีวิตแลว 

การทํา drop dilution technique ดังในรูปที่ 4 สามารถบอกไดถึงปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่มีชีวิตในกลุมที่ 1 

แตในการทํา bioconversion หรือ bioremediation น้ัน แบคทีเรียในกลุมที่ 2 นาจะมีสวนสําคัญมากกวา ดังน้ันการ

วิเคราะหหาคา metabolic CO2 นาจะทําใหสามารถบอกไดถึงปริมาณเชื้อแบคทีเรียในกลุมที่ 2 ดวย ดังน้ัน

คณะผูวิจัยจึงพยายามหาวิธีที่เหมาะสมในการหาความเปล่ียนแปลงของปริมาณ CO2 ภายในหลอดแกวความจุ
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ประมาณ 3 mL ดังผลการทดลองที่แสดงในรูปที่ 5 ซ่ึงจะนําทั้ง 4 วิธีไปลองหาความสัมพันธระหวางปริมาณเชื้อ

แบคทีเรียในหลอดแกว และปริมาณ CO2 ที่เปล่ียนไปจากการหายใจของเชื้อแบคทีเรีย การตรวจวิเคราะหหาการ

เปล่ียนแปลงความเขมขนของ CO2 ที่เกิดจาก metabolism ของเชื้อแบคทีเรียน้ี เปนการวิเคราหที่ตองการความะ

เอียดสูงมาก จาก 4 วิธีในขางตนที่นํามาทดสอง พบวา  CO2 gas sensor และ acid-base titration มีความไวไม

เพียงพอตอการตรวจวิเคราะหหา metabolic CO2 ที่อยูในขวดแกวระบบปด ดังน้ันจึงเลือกใช gas chromatography 

และ conductivity measurement ควบคูไปกับการทํา viable cell count และไดมีการทดสอบในเชื้อ 2 ชนิดคือ E. 

coli DH5 alpha และ Pseudomonas putida F1 (P. putida F1) โดยเลือใช oil phase ที่มีความเปนพิษตางกัน 4 

ชนิดไดแก decane, hexane, toluene และ soybean oil 

จากการวิเคราะหคา metabolic CO2 ของเชื้อทั้ง 2 ตัวที่อยูในระบบอีมัลชั่น พบวาชนิดของวัฎภาคนํ้ามันสง

ผลกระทบโดยตรงตอความเปนพิษตอเชื้อ หรือการมีชีวิตรอดของเชื้อจุลินทรียทั้งสองชนิด โดยที่ soybean oil มี

ความเปนพิษนอยที่สุด รองลงมาคือ decane hexane และ toluene มีความเปนพิษมากที่สุด การวิเคราะห็ดวย GC 

(Figure 6a, 7a) และ viabile cell count (Figure 6b, 7b) ใหผลไปในทางเดียวกัน เชนเดียวกับ conductivity (data 

not shown) ซ่ึงความเปนพิษตอเชื้อจุลินทรียน้ี เปนไปตามหลักการทั่วไป ที่วา alkane สายยาว เปนพิษนอยกวา

สายส้ัน และสารที่มีวงแหวนเบนซีนเปนองคประกอบ จะมีความเปนพิษมากกวา alkane เม่ือเปรียบเทียบระหวาง  

P. putida F1 และ E. coli DH5 alpha พบวา P. putida F1 สามารถทนและใช carbon source จาก soybean oil ได 

สังเกตุจากการที่ metabolic CO2 ที่เพ่ิมขึ้นแตนจํานวนเชื้อที่ไดจาก viable cell count ลดลง (Figure 7) ซ่ึงนาจะ

เปนผลมาจากการที่ P. putida F1มีเอนไซมทียอย lipids และ glycerol ไดน่ันเอง
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Figure 6. Area of metabolic CO2 production (upper) and cell viability (lower) obtained from an emulsion 

prepared using E. coli DH5alpha with 4 types of oil phase (soybean oil, decane, hexane and toluene) and 

positive control (bacterial cell suspension at the same cell concentration of cell added in emulsion) 

subtracted by area of negative control (abiotic buffer) at each sampling time.
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Figure 7. Area of metabolic CO2 production (upper) and cell viability (lower) obtained from an emulsion 

prepared using P. putida F1 with 4 types of oil phase (soybean oil, decane, hexane and toluene) and 

positive control (bacterial cell suspension at the same cell concentration of cell added in emulsion) 

subtracted by area of negative control (abiotic buffer) at each sampling time. 
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วตัถปุระสงคท่ี์ 3 ผลกระทบทางกายภาพตออีมัลชั่นที่มีแบคทีเรียและพอลีเมอรเปนองคประกอบ 

วตัถปุระสงคท่ี์ 4 เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของอีมัลชั่นดวยการเติม stabilizer 

จากการที่อีมัลชั่นที่ไดมีความเสถียรต่ํา ไมสามารถทนตอแรง shear ที่เกิดจากการกวนผสมจึงเปน

ขอจํากัดหลักในการนําไปใชงานในระบบ bioconversion และ bioremediation ดังน้ันจึงมีการเติมสารที่เปน

stabilizer เขาไปเพ่ือเพ่ิมความคงตัวของอีมัลชั่นตอแรง shear โดยในเบื้องตนไดศึกษาโดยใชเลือกใช 

hydrocolloid ที่มาจากธรรมชาติ 2 ชนิดไดแก xanthan gum (XG) และ hydroxypropyl methyl cellulose 

(HPMC) โดยผสมกับไคโตซานและเชื้อแบคทีเรีย แลวเติมนํ้ามันถั่วเหลือง จากน้ันจึงทําการ Homogenize ที่ 

11200 rpm  

XG ผลิตขึ้นจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas campertris โดยโครงสรางเปนพอลีแซคคาไรด คลายกับ

เซลลูโลสดังรูปที่ 8 จากผลการทดลองที่ความเขมขนสูงสุดที 0.2% w/v พบวามีความเปนพิษตอเชื้อแบคทีเรียที่

ทําการทดลองคือ E. coli DH5 alpha นอยมาก โดยภายหลังสัมผัสกับ 0.2% w/v XG ภายในระยะเวลาตั้งแต 0-

2 เดือน ปริมาณเชื้อมีชีวิตที่ลดลงไมแตกตางกับ control อยางมีนัยสําคัญ สวน HPMC ก็ใหผลการทดลองไป

ในทางเดียวกับ XG คือไมพบความเปนพิษตอ E. coli DH5 alpha ที่ความเขมขนสูงสุดที่ใชคือ 1.8% w/v 

 

 

 

 

 

 

 

      Xanthan gum (XG)                                         Hydroxypropyl methyl cellulose (HPMC) 

               

                   Figure 8. Chemical structures of Stabilizer used in this research 
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Stabilizer :  XG       HPMC 

Figure 9. Emulsification index of the emulsion stabilized by sole E. coli DH5 alpha and chitosan (white), 

E. coli DH5alpha and chitosan mixed with XG (left) or HPMC (right) at 1:1 v/v (gray) and sole stabilizer 

(black) before and after centrifugation at 5000 rpm for 10 min at different time of storage at room 

temperature.    

จากรูปที่ 9 เม่ือเปรียบเทียบระหวาง stabilizer ทีเลือกใชพบวา อีมัลชั่นที่มี HPMC เปนองคประกอบ 

จะมีความสามารถในการทนตอแรงทางกายภาพ ไดดีกวา XG ทั้งในระยะยาวคือที่ 60 วัน และในระยะส้ันคือ 24 

ชั่วโมงแรกของการเกิดอีมัลชั่น ดังน้ัน HPMC จึงถูกนํามาศึกษาตอไป 

อนุภาคหรือโมเลกุลที่ใหญจะเคล่ือนไหวไดชากวาอนุภาคหรือโมเลกุลขนาดเล็ก การที่ HPMC สามารถ 

stabilize หยดนํ้ามันไดเปนเพราะสาย chain ของ HPMC มีทั้งสวนที่เปน hydrophobic และ hydrophilic ผสม

กัน จึงสามารถทําใหหยดนํ้ามันในนํ้าเสถียรไดดวยกลไก train-loop-trail ซ่ึงเปนคุณสมบัติที่ไมมีใน 

hydrocolloids ตัวอ่ืนๆ แตโมเลกุลของพอลีเมอรน้ีมีขนาดอยูในระดับอองสตรอม (10
-10

 m) เม่ือเทียบกับ BCN 

ซ่ึงมีขนาดประมาณไมครอน (10
-6
 m) ซ่ึงโมเลกุลของ HPMC เล็กกวา BCN ประมาณ 10,000 เทา จึงมีความ

เปนไปไดที่ HPMC จะสามารถ competitive adsorption บน interface ของหยดนํ้ามันไดดีกวา BCN ดังน้ันจึง

ไดลองทํา competitive adsorption  ระหวาง BCN และ HPMC โดยการใส stabilizer ทั้งสองตัวพรอมกันแลว 

homogenizeไดผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 10 

Figure 10. EI of emulsions stabilized by 

BCN (0.05% w/v chitosan) and HPMC 

at concentration ranged from 0.04 to 

0.4% w/v 
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HPMC ที่ความเขมขน 0.04 – 0.4 % w/v สามารถทําให emulsion ที่ไดมีความเสถียรไมแตกตางกัน 

(Figure 10) แตมีขอสังเกตวา HPMC อยางเดียวที่ความเขมขน 0.04% w/v ไมสามารถคงความเสถียรไดถึง 7 

วัน ดังน้ัน BCN ก็สามารถชวยเพ่ิมความเสถียรใหกับ HPMC ไดในทํานองเดียวกัน  

ไดทําการตรวจวิเคราะหปริมาณ chitosan และ HPMC ที่ถูก adsorp ดวย UV-vis spectrophotometer 

ภายใตสภาวะที่ทํา competitive adsorption กัน ไดผลการทดลองดังรูปที่ 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Percentage of chitosan (above) and HPMC (below) adsorption () when various 

concentrations of HPMC was mixed with BCN at chitosan concentration of 0.05% w/v before 

emulsification using homogenizer. Bar graphs present the UV-absorbance of chitosan at 260 nm 

(upper)  and HPMC at 210 nm (lower), which is correlated well with its concentration, before (gray) and 

after (white) emulsification. 
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 เม่ือกําหนดความเขมขนของไคโตซานและปริมาณเชื้อ E. coli DH5 alpha คงที่แลวเพ่ิมปริมาณความ

เขมขนของ HPMC พบวา ปริมาณของไคโตซานที่ถูกดูดซับบนพ้ืนผิวหยดนํ้ามันลดลงจาก 43 % (Figure 11 

above) ลงมาเปน 31 % และคงที่ที่ความเขมขนของ HPMC เปน 0.1 -0.4 % w/v ในขณะที ่HPMC ถูกดูดซับ

บนพ้ืนผิวมากขึ้น จาก 52 % เปน 63 % เม่ือเพ่ิมความเขมขนของ HPMC จาก 0.04% เปน 0.1% แลวคงที่ 

 จึงสามารถสรุปไดวา competitive adsorption ระหวาง HPMC และ BCN น้ี HPMC มีแนวโนมที่จะถูก

ดูดซับบนพ้ืนผิวไดมากกวา BCN เน่ืองจากมีขนาดเล็กกวาประมาณ 10,000 เทา แตการจํากัดปริมาณ HPMC 

ที่ใช จะสามารถทําให HPMC ชวยให BCN-stabilized emulsion มีความสเถียรมากขึ้นได ดังแสดงในรูปที่ 9 

อยางชัดเจนวา HPMC สามารถทําให BCN-stabillized emulsion ทนตอแรง centrifugation ที่  5000 rpm 10 

min ไดมากขึ้น 50%  

 งานวิจัยไดดําเนินไปตามแผนที่วางเอาไว 100% 
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