
บทที่ 3

ผลการทดลองและวิจารณ

1. การเทยีบเคียงชนิดของแบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ
น ําแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 2 สายพันธุ คือ CH11 และ FT3 มาศกึษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา โดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) กํ าลังขยาย 
7,000 เทา (ภาพที่ 9) พบวาสายพันธุ CH11 มรูีปรางแบบรูปไขคอนขางกลม แบงตัวแบบทวีคูณ 
ขนาด (กวางxยาว) ประมาณ 0.6x0.8 ไมโครเมตร  สวนสายพันธุ FT3 มรูีปรางเปนแทง แบงตัว
แบบทวีคูณ  ขนาด (กวางxยาว) ประมาณ 0.4x2.4 ไมโครเมตร ซึ่งมีลักษณะเหมือนกับเชื้อในสกุล
Acinetobacter ซึง่เซลลมรูีปแทง มีความกวางตั้งแต 0.9-1.6 ไมโครเมตร  ความยาวตั้งแต 1.5-2.5 
ไมโครเมตร (Kreig and Holt, 1984)

เมือ่ศึกษาลักษณะทางชีวเคมี (ตารางที่ 5) พบวาสายพันธุ CH11 เปนแบคทีเรียแกรมบวก 
มีความตองการออกซิเจนแบบ facultative anaerobic ไมสามารถผลิตเอนไซม catalase, 
oxidase และ urease ไมสามารถยอยสลายแปงและไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตใหเปนไนไตร  แต
สามารถใชนํ้ าตาล mannitol และ sorbitol ไดซึ่งมีลักษณะเหมือนกับเชื้อในสกุล Gemella
(Facklam and Elliott, 1995) สํ าหรับสายพันธุ FT3 มคีวามตองการออกซิเจนแบบ strictly 
aerobe ไมผลิตเอนไซม oxidase และ urease แตสามารถผลิตเอนไซม catalase และมีคุณสมบัติ
ทางชวีเคมีอ่ืน ๆ เหมือนกับแบคทีเรียในสกุล Acinetobacter ทีแ่ยกไดจากดินที่ปนเปอนนํ้ ามัน 
เชน ไมสามารถยอยเจลาตินและอารจินิน, ไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตใหเปนไนไตร ไมผลิตกาซ
ไฮโดรเจนซัลไฟล (H2S) (Koma et al., 2001) จากคุณสมบัติทั้งหมดเมื่อเปรียบเทียบกับ
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Kreig and Holt, 1984)  พบวาแบคทีเรีย    
สายพันธุ CH11 จัดอยูในสกุล Gemella sp. และแบคทีเรียสายพันธุ FT3 จัดอยูในสกุล 
Acinetobacter sp.

แบคทีเรียในสกุล Acinetobacter ไดรับความสนใจและนํ ามาใชในงานดานเทคโนโลยี     
ชีวภาพมากขึ้น เนื่องจากมีศักยภาพการผลิตสารชีวภาพไดหลายชนิด จึงมีความหลากหลายใน
การนํ าไปประยุกตใช เชน สาร emulsan, พอลิเมอรชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรด, ชนิดลิโป       
พอลแิซคคารไรด  และเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเอทานอลเปนแหลงคารบอน   พบวาเชื้อสามารถผลิต
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(A)

(B)

ภาพที่  9  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) (ก ําลงัขยาย 7,000
เทา) ของแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ CH11 (A)  และ สายพันธุ FT3  (B)

Figure 9 SEM images (magnification x 7,000) of thermotolerant bacteria strain CH11
(A) and strain FT3 (B).
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ตารางที่  5 การเทียบเคียงชนดิของแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ CH11 และ FT3 โดยใชวิธีทาง
ชีวเคมี

Table  5     Taxonomical and biochemical characteristics of strains CH11 and FT3.

Test Strain  CH11 Strain FT3
Gram stain positive negative
O2 requirement facultative strictly aerobe
Cell morphology cocci rod
Cell size (µm) 0.6x0.8 0.4x2.4
Motility + -
Oxidase - -
Catalase - +
Indole production - -
Methyl red + -
Voges-Proskauer - +
Citrate (Simmons) - +
H2S production - -
Urease production - -
Nitrate production - -
Gelatin hydrolysis + -
Starch hydrolysis - -
Arginine dihydrolysis + -
Lysine decarboxylase - -
Oxidation or Fermentation :
                    Glucose + +
                    Mannitol + +
                    Inositol - -
                    Sorbitol + -
                    Rhamnose - -
                    Sucrose - +
                    Arabinose + +
                    Galactose + +
                    Xylose + +
Identified as : Gemella sp. CH11 Acinetobacter sp. FT3

N.B. : +   =  positive result,    -   =  negative result
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พอลิเมอร “ethapolan” (Abd-El-Haleem, 2003) และสามารถผลิตเอนไซม alkaline lipase 
(Chen et al., 1998;  Han et al., 2003),  เอนไซม quinoprotein (E.C.1.1.99.17)   (Arjen et al., 
1996) มีรายงานการคัดเลือกจุลินทรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีการเก็บตัวอยางจากดิน
หรือนํ ้าทีม่กีารปนเปอนของนํ้ ามัน พบวาแบคทีเรียที่พบโดยสวนใหญจัดอยูในสกุล Acinetobacter
(Huy et al., 1999; Navon-venezia et al., 1995) แตไมพบรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก
แบคทีเรียในสกุล Gemella โดยสวนใหญแบคทีเรียกลุมนี้มักพบในตัวอยางจากคนไข (Facklam 
and Elliott, 1995)

2. การวเิคราะหองคประกอบและทดสอบคุณสมบัติดานพอลิเมอรของสารชีวภาพจาก
แบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ

2.1 การผลิตสารชีวภาพ
น ําแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุที่แยกได คือ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3  

มาเลีย้งในอาหารเหลว PR ทีม่กีลโูคส 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน เขยาที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาท ี ทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน นํ าสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงมาวัด     
การเจริญ  คาพีเอช  และปรมิาณสารชีวภาพที่สกัดโดยใชการตกตะกอน  (ภาพที่ 10 และ 11)   
พบวาแบคทีเรียสายพันธุ CH11 มคีาการเจริญสูงสุด 0.46 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 
12 ชัว่โมง และใหผลผลิตสารชีวภาพสูงสุดเทากับ 4.87 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน    
24 ชัว่โมง  สํ าหรับการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ FT3  พบวาใหคาการเจริญสูงสุด 0.65 กรัมตอ
ลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 30 ชั่วโมง และใหผลผลิตสารชีวภาพจากการตกตะกอนสูงสุดเทา
กบั 5.83 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 72 ชั่วโมง สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของ
แบคทีเรียสายพันธุ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 เปนไปในทิศทางเดียวกัน  
โดยพเีอชลดลงจากคาเริ่มตนเทากับ 6.71 และ 6.77 เปน 3.82 และ 5.40 ตามลํ าดับหลังการเลี้ยง
เชื้อ 96 ชั่วโมง

เมื่อพิจารณาลักษณะของนํ้ าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ พบวาลักษณะของนํ้ าหมักไมมี
ความหนืดตลอดระยะเวลาการเลี้ยง ซึ่งลักษณะของนํ้ าหมักและสารชีวภาพที่ไดมีความแตกตาง
จากรายงานการทดลองที่เคยมีการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ จุลินทรียจะหลั่งสาร
พอลเิมอรออกมาละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงทํ าใหมีความหนืดเพิ่มข้ึนเมื่อมีการผลิตพอลิเมอร
ชวีภาพมากขึ้น จากรายงานของ Shih และคณะ (2001) พบวานํ ้าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ 
Bacillus licheniformis ความหนดืของนํ้ าหมักเพิ่มข้ึนพรอม ๆ กับปริมาณของพอลิเมอรชนิด 
PGA ทีเ่พิ่มข้ึน  โดยใหคาความหนืดสูงสุด 17 cP. ทีช่ัว่โมงที่ 96  ซึง่เปนชั่วโมงที่เชื้อผลิตพอลิเมอร
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ภาพที่ 10     การเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช  และการผลิตสารชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน
Gemella sp. CH11 เมือ่เลี้ยงในอาหารสูตร PR ทีม่ ี1 % กลูโคส เปนแหลงคารบอน
บนเครือ่งเขยา (200 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 96 ชั่วโมง

Figure  10 Time course of bioproduct produced by Gemella sp. CH11 cultivated in PR
medium (1% glucose as carbon source) on a rotary shaker (200 rpm) at
45oC for 96 h
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ภาพที่ 11   การเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช   และการผลิตสารชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน
Acinetobacter sp. FT3  เมือ่เลี้ยงในอาหารสูตร PR ทีม่ ี1 % กลูโคสเปนแหลง
คารบอน บนเครื่องเขยา (200 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา
96 ชัว่โมง

Figure 11    Time course of bioproduct produced by Acinetobacter sp. FT3 cultivated in
PR medium (1% glucose as carbon source) on a rotary shaker (200 rpm) at
45oC for 96 h.
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ชนิด PGA ไดสูงสุด (14 กรัมตอลิตร)   อาจเนือ่งมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่ใชในการผลิต
พอลเิมอรนัน้ไมใชอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต     หรือเชื้อมีความตองการสารอาหาร
ชนดิอื่นเพิ่มเติม (Dermlim et al., 1999)  ตัวอยางเชนจากการศึกษาอาหารที่เหมาะสมตอการ
ผลิตพอลิเมอรของเชื้อ Pseudomonas elodea โดยใชอาหารที่มีหางนมเปนแหลงคารบอน  พบวา
เมือ่ไมมกีารเติมสารอาหาร (เชน ยีสตสกัด) ทํ าใหเชื้อมีการเจริญและผลิตพอลิเมอรออกมานอก
เซลลนอยใหผลผลิตเทากับ 1.73 กรัมตอลิตร  นํ้ าหมักที่ไดมีความหนืดเพียง 3.0 cP  แตเมื่อมีการ
เตมิสารอาหารเพิ่มเติมเชน  0.1%(w/v) yeast extract,  0.05%(w/v) malt extract ท ําใหผลผลิต
พอลิเมอรเพิ่มข้ึนเปน 3.1 กรัมตอลิตร  และความหนืดของนํ้ าหมักจึงเพิ่มข้ึนเปน 395 cP จากการ
ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการผลิตพอลิเมอรของเชื้อมีความตองการสารอาหารบางอยาง เชน 
วติามนิ หรือแรธาตุบางอยางที่มีอยูใน yeast extract และ malt extract (Dlamini and Peiris, 
1997) และอาหารที่ใชในการคัดเลือกเชื้ออาจไมใชอาหารที่เหมาะสมสํ าหรับการผลิตพอลิเมอร 
นอกจากนี้อาจเนื่องจากปริมาณของพอลิเมอรที่ละลายอยูในนํ้ าหมักมีนอยเกินไป จึงทํ าให
ลักษณะของนํ ้าหมกัที่ไดจากการเลี้ยงแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุไมมีความหนืด

ดังนัน้จงึท ําการสกัดแยกและทํ าบริสุทธิ์บางสวน เพื่อนํ าสารชีวภาพที่ไดมาศึกษาคุณสมบัติ
ทางดานพอลิเมอรตอไป

2.2 การสกดัสารชวีภาพดวยเอทานอลและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
เมือ่เลีย้งแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ คือ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3  

ในอาหารสูตร PR ทีอุ่ณหภมู ิ45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 และ 72 ชั่วโมงตามลํ าดับ  พบวาได
ปริมาณสารชวีภาพที่ยังไมผานการทํ าบริสุทธิ์เทากับ 4.81 และ 5.75 กรัมตอลิตรตามลํ าดับ   หลัง
จากน ําไปผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน  พบวาปริมาณสารชีวภาพที่ไดเทากับ 2.76 และ 4.72 กรัม
ตอลิตรตามลํ าดับ คิดเปนผลผลิตสารชีวภาพในรูปบริสุทธิ์บางสวนเทากับ 57.38 และ 82.09 
เปอรเซน็ตตามลํ าดับ  ลักษณะสารชีวภาพที่ไดมีลักษณะเปนผงสีขาว คลายผงแปง (ภาพที่ 12)
ซึง่มลัีกษณะที่แตกตางจากลักษณะของพอลิเมอรชนิดตาง ๆ เชน พอลิแซคคารไรดซึ่งมีลักษณะ
คลายฟองนํ้ า (Dermlim et al., 1999)  พอลเิมอรชนิดไขมันมีลักษณะเหนียวและโปรงแสงเหมือน
มไีขมันรวมอยูในองคประกอบ (Kurane et al., 1994) พอลเิมอรชนิดไกลโคโปรตีนที่มีสีเขียวเขม
และไมละลายนํ้ า (Lee et al., 1995) ในขณะทีส่ารชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2     
สายพนัธุนัน้ไมมีลักษณะที่คลายคลึง “พอลิเมอรชีวภาพ” ที่เคยมีรายงาน  ดังนัน้การศึกษาขั้น   
ตอไปจึงเปนการวิเคราะหองคประกอบและศึกษาคุณสมบัติบางประการของพอลิเมอรชีวภาพ
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(A)

(B)

ภาพที่  12 ลักษณะของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนจากแบคทีเรียทนรอน           
(A) Gemella sp. CH 11 และ  (B) Acinetobacter sp. FT3

Figure 12 Partialy purify bioproduct  produced by  (A) Gemella sp. CH 11 and          
(B) Acinetobacter sp. FT3
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2.3 การวเิคราะหองคประกอบของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
จากการวิเคราะหองคประกอบของสารชีวภาพที่ผ านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี 

Colorimetric method (ตารางที่ 6) พบวาสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอน Gemella sp. CH11
และ Acinetobacter sp. FT3 ไมมีกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกและกลุมอัลฟาอะมิโนเปน          
องคประกอบ และเมื่อวิเคราะหองคประกอบเชิงปริมาณซึ่งประกอบดวยปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด       
นํ ้าตาลที่เปนกลาง  กรดยูโรนิค  เอสเทอรซัลเฟต  และโปรตีน พบวาสารชีวภาพจากสายพันธุ 
CH11 และ FT3 ประกอบดวยเอสเทอรซัลเฟตเปนองคประกอบหลัก (13.26 และ 13.89 % ตาม
ลํ าดับ)  และพบนํ้ าตาล (3.82 และ 3.31 % ตามลํ าดับ)  และโปรตีนในปริมาณเล็กนอย (1.19 
และ 1.87% ตามลํ าดับ)  ทัง้นีไ้มพบปริมาณกรดยูโรนคิในสารชีวภาพจากสายพันธุ CH11 แตพบ
ปริมาณเล็กนอยมาก (0.25 % w/w) ในสารชีวภาพจากสายพันธุ FT3

เมื่อนํ าสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนมาตรวจวิเคราะหหาปริมาณธาตุหลัก 
(CHONS) ในโมเลกุล (ตารางที่ 7) พบวาสารชีวภาพจากสายพันธุ CH11 มปีริมาณคารบอน 
ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน  และก ํามะถันเทากับ 1.97, 0.24, 11.30, นอยกวา 0.01 และ 5.17  
เปอรเซ็นตตามลํ าดับ ในขณะที่สารชีวภาพจากสายพันธุ FT3 มปีริมาณแรธาตุหลักเหลานี้เทากับ 
2.30, 0.72, 6.16, 0.31 และ 5.63 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ  จากการทดลองที่ไดเปนการยืนยันไดวา
สารชวีภาพทัง้สองชนิดนั้นมีสวนของธาตุกํ ามะถัน (S) เปนองคประกอบหลัก และเมื่อทดลองนํ า
อาหาร PR ทีไ่มมีการเติมเชื้อเร่ิมตน (starter) มาผานขัน้ตอนการตกตะกอนดวยเอทานอลเชน
เดียวกันกับนํ้ าหมักจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ พบวาตะกอนที่เกิดขึ้นมีลักษณะเหมือนกับ
ตะกอนที่ไดจากนํ้ าหมัก และจากการวิเคราะหหาปริมาณธาตุหลัก พบวามีปริมาณคารบอน 
ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน  และกํ ามะถันเทากับ 1.99, 3.31, 24.07, 2.81 และนอยกวา 0.01  
โดยเฉพาะปริมาณธาตุกํ ามะถันในอาหาร PR มีคานอยกวาตะกอนที่ไดจากแบคทีเรียทั้งสอง
ประมาณ 500 เทา

2.4 ศกึษาคณุสมบัติบางประการของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
2.4.1 คุณสมบัติในการละลาย
การทดสอบความสามารถในการละลายของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์จาก

แบคทีเรียทนรอน Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 ในตวัท ําละลายทั้ง 9 ชนิด  
ดังนี ้นํ้ ากลั่น, เอทานอล, เมทานอล, อะซิโตน, เฮกเซน, คลอโรฟอรม, โพพานอล, ไดคลอโรมีเทน 
และไอโซโพพิวอีเทอร  พบวาสารชีวภาพจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุสามารถละลายไดดี
ในนํ้ า  แตไมละลายในตวัทํ าละลายอินทรียอีก 8 ชนิด อธิบายไดดวยกฎการละลาย “ส่ิงที่เหมือน
กนัยอมละลายในสิ่งที่เหมือนกัน” (like dissolves like)     นํ ้าเปนตวัทํ าละลายชนิดมีข้ัวจับกันดวย
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ตารางที่ 6   องคประกอบของสารชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ Gemella sp.
CH 11  และ  Acinetobacter sp. FT3 ทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

Table    6 Components of the partially purified bioproduct from thermotolerant bacteria
strain Gemella sp. CH11 and  Acinetobacter sp. FT3.

Methods Analyzed Item Bioproduct by
Gemella sp. CH11 Acinetobacter sp. FT3

(% w/w)
A : Qualitative analysis
1. Ninhydrin reaction α-amino acids - -
2. Xanthoprotheic reaction aromatic amino acids - -

B : Quantitative analysis
1. Anthrone reaction neutral sugars 2.58 1.06
2. Phenol-sulfuric acid reaction total sugars 3.82 3.31
3. Carbazole-sulfate reaction uronic acid 0 0.25
4. Turbidimetric ester sulfate 13.26 13.89
5. Lowry soluble protein 1.19 1.87

N.B.  : +      = positive  result
-       = negative result
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ตารางที่ 7  ปริมาณธาตุหลักของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ Gemella sp.
CH11, Acinetobacter sp. FT3  และ PR-medium ทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

Table   7 Major elements of bioproduct produced by Gemella sp. CH11,
Acinetobacter sp. FT3  and from PR-medium

Elements Bioproduct by
Gemella sp. CH11 Acinetobacter sp. FT3 PR-medium

(% w/w)
C 1.97 2.30 1.99
H 0.24 0.72 3.31
O           11.30 6.16        24.07
N          < 0.01 0.31 2.81
S 5.17 5.63 < 0.01
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แรงไดโพล-ไดโพล และเปนโมเลกุลที่มีไดโพลที่เสถียรมากโดยมีคาคงที่ไดอิเล็กทริค (dielectric 
constant) มากทีสุ่ดเมือ่เปรียบเทียบกับตัวทํ าละลายอีก 8 ชนิด สํ าหรับตัวถูกละลาย (สารชีวภาพ) 
เปนสารประกอบอินทรียที่มีพันธะเอมีน เอสเทอร และกลุมซลัเฟอรเปนองคประกอบ ซึ่งจับกันดวย
แรงไดโพล-ไดโพลเชนเดียวกันจึงเกิดการละลายในพวกมีข้ัวดวยกันเอง (สุวรรณา เหลืองชลธาร, 
2542)

เมือ่พจิารณาลกัษณะการละลายของสารชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สาย
พันธุในนํ้ า พบวาสามารถละลายไดทันทีซึ่งไมใชลักษณะการละลายของพอลิเมอร เนื่องจาก
โมเลกุลของพอลิเมอรเปนโซยาวหรือมีขนาดใหญมาก กระบวนการเกิดสารละลายพอลิเมอรใน  
ตัวทํ าละลายโดยทั่วไปจึงเกิดไดชากวามากเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการละลายของสารอินทรีย
ที่มีโมเลกุลเล็กหรือมีนํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ า หลังจากการผสมพอลิเมอรและตัวทํ าละลายเขาดวยกัน
แลว  โมเลกลุของตัวทํ าละลายจะแพรเขาหาโมเลกุลของพอลิเมอรอยางชา ๆ เกิดการกระทํ าซึ่งกัน
และกันระหวางโมเลกุลของตัวทํ าละลายกับพอลิเมอร โมเลกุลของพอลิเมอรจะขยายตัวออกโดย
การบวมตัวขึ้นปรากฏเปนลักษณะคลายวุน (gel) มีความเหนียวหนืดกอนที่จะละลายอยาง
สมบูรณในตัวทํ าละลาย (ชัยวฒัน เจนวาณชิย, 2527) ซึ่งไมปรากฏกระบวนการเหลานี้ในตัวอยาง
สารชวีภาพจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ

2.4.2 คุณสมบัติการเกิดเจล
การทดสอบความสามารถในการเกิดเจลของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

จากแบคทีเรีย Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 ภายใตสภาวะที่เปนดาง 
(NaOH) เมือ่มเีกลือชนิดประจุ +1 และ +2 พบวาไมสามารถฟอรมตัวเปนเจล เนื่องจากสาร      
ชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนั้นเปนสารโมเลกุลเล็กมีคานํ้ าหนักโมเลกุลเทา
กบั 193 และ 399 ดาลตัน จึงเกิดกระบวนการการละลายอยางสมบูรณในตัวทํ าละลาย  ซึ่งแตก
ตางจากสารโมเลกุลใหญอยางเชน พอลิเมอร โดยจะเกิดเปนโครงรางตาขาย 3 มิติที่สามารถอุมนํ้ า
ไวภายในได จึงมีลักษณะกํ่ ากึ่งระหวางของแข็งและของเหลว จากรายงานการศึกษาพบวา        
พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดสามารถฟอรมตัวเปนเจลในสภาวะที่มีประจุ +2 เชน                  
K-carrageenan, alginate, xanthan gum และ gellan gum จะฟอรมตัวเปนเจลเมื่อมีเกลือ Ca2+

เชนเดียวกันกับพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดจากเชื้อ Enterobacter sp. เกิดเปนเจลเมื่อมี 
CaCl2, MgSO4 และ CuSO4 โดยเฉพาะเจลทีเ่กิดในสภาวะที่มี Cu2+ นั้นจะเปนเจลที่มีความ    
แข็งแรงมากที่สุด และพบวามีความแข็งแรงมากกวาพอลิเมอร xanthan gum เมือ่ทดสอบใน
สภาวะเดียวกัน จึงเหมาะที่จะนํ าไปประยุกตใชในการดูดซับโลหะหนักในระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย 
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(Shimada et al., 1997) และจากรายงานของ Dermlim, 1999   พบวาพอลิเมอรชนิดพอลิแซค
คารไรดผลิตจากเชื้อ  Enterobacter cloacae  WD7 สามารถฟอรมตัวเปนเจลในสภาวะที่เปนดาง 
โดยเจลจะมีความแข็งแรงมากที่สุดเมื่อมีการเติม CuSO4.5H2O จากความสามารถในการเกิดเจล
ของพอลเิมอรชีวภาพในสภาวะที่มีการเติมเกลือ จึงมีแนวโนมที่จะประยุกตใชเปนสารดูดซับโลหะ
หนัก (biosorption) (Shimada et al., 1997;  Gutnick and Bach, 2000)

2.4.3 คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอน
เตรียมสารละลายของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนของ Gemella sp. CH11

และ Acinetobacter sp. FT3 ความเขมขน 20-200 มิลลิกรัมตอลิตร  ศึกษาคุณสมบัติการตก
ตะกอนในสารแขวนลอย Kaolin ทีม่คีวามเขมขน 5000 มิลลิกรัมตอลิตร  เมือ่นํ าสารละลายสวน
บนสดุมาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  พบวาคาดูดกลืนแสงที่ไดมีคา
มากกวาชดุควบคมุ (นํ้ ากลั่น) ดังนั้นผลิตภัณฑที่ไดจากการผลิตแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุจึงไมมี
คุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพ (bioflocculant) อาจเนื่องจากผลิตภัณทที่ไดมีคานํ้ าหนัก
โมเลกลุต่ํ ามาก ทํ าใหประสิทธิภาพของการสรางสะพานเชื่อม (bridging mechanism) ในกลไก
การตกตะกอนตํ่ า ซึ่งกลไกการตกตะกอนมีความสัมพันธกับขนาดของสารตกตะกอนชีวภาพ 
โดยสารตกตะกอนชีวภาพที่มีขนาดนํ้ าหนักโมเลกุลสูงจะเปนการเพิ่มบริเวณการดูดซับ, ความแข็ง
แรงของสะพานเชื่อมระหวางอนุภาคคอลลอยด และใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาสารตก
ตะกอนชีวภาพที่มีขนาดโมเลกุลต่ํ า (Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) โดยทั่วไปคา       
นํ ้าหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพมคีาเฉลี่ยอยูระหวาง 105 ถึง 2x106 ดาลตัน (Yokoi         
et al.,1996)  เชน  140,000  ดาลตันจาก Flavobacterium sp. (Tong et al., 1999) 100,000 
ดาลตันจาก Corynebacterium glutamicum  (He et al., 2002)  และมากกวา 200,000 ดาลตัน
จาก  Klebsiella pneumoniae (Nakata and Kurane, 1999)  จากรายงานการทดลองที่เคยมีการ
ศึกษาเกี่ยวกับสารตกตะกอนชีวภาพชนิดตาง ๆ พบวาคานํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ าสุดที่เคยมีรายงาน
ประมาณ 37,000 ดาลตัน โดยผลิตจากเชื้อ  Hansenula  anomala J224 (Saito et al., 1990)  
นอกจากคานํ้ าหนักโมเลกุลจะมีผลตอกลไกการตกตะกอนแลว คาความเขมขนของพอลิเมอร  
ชนิดของพอลิเมอร อุณหภูมิ ระดับพีเอช  และชนิดของไอออนก็เปนปจจัยที่มีผลตอคากิจกรรมการ
ตกตะกอนดวย (Dermlim, 1999)

2.4.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
เมื่อทดสอบการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนจาก

แบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ  ที่ความเขมขนตั้งแต 10-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยทดสอบ
การยบัยั้งการเจริญของเชื้อ 3 สายพันธุ คือ S. aureus, E. coli และ B. subtilis โดยใชยา
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chloramphenicol เปนชุดควบคุม  บมเชือ้ทดสอบเปนเวลา 18 ชั่วโมง  สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นรอบ ๆ 
แผนทดสอบ (disc) พบวาสารชีวภาพที่ไดไมมีคุณสมบัติเปนสารยับยั้งแบคทีเรีย มีรายงานวา   
พอลิเมอรชนิดพอลิไลซีนสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เมื่อใช
ในระดับความเขมขน 1-8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพอลิไลซีนจาก Streptomyces albulus ที่มี
จ ํานวนโมโนเมอรต้ังแต 1-8 โมโนเมอรใหผลการยับยั้งดีกวาจํ านวนโมโนเมอรที่ตอกันมากกวา 10 
จํ านวน นอกจากนี้มีการพบวาพอลิเมอรชีวภาพ (n=25-30) ใหผลการยับยั้งจุลินทรียไดดีกวา       
พอลิเมอรจากกระบวนการทางเคมี  (n=50)  ซึง่มขีนาดโมเลกุลใหญกวา  (Shima et al., 1984)

2.4.5 ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดง
เมื่อทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บาง

สวนจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ ที่ความเขมขน 1, 2, 3 และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย
ใชสาร Triton x-100 เปนชุดควบคุม พบวาสารชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2       
สายพนัธุมคีวามเปนพิษตอเม็ดเลือดแดงโดยหลังจากการบมเปนเวลา 1 และ 24 ชั่วโมง พบวาทํ า
ใหเปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของสารชีวภาพเพิ่มข้ึน (ภาพที่ 
13-14) และความเขมขนตั้งแต 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรขึ้นไปทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกตัวได 100 
เปอรเซ็นตหลังจากการบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตจากภาพถายเม็ดเลือดแดงเริ่มตนซึ่งมี
ลักษณะเตงตามปกติแตหลังจากบมไวเปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวามีเม็ดเลือดแดงบางสวนเริ่มแตก
สลายและแตกอยางสมบูรณเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 15) สํ าหรับสารชีวภาพจาก
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุนั้นมีความเปนพิษนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการทดลองของ
Carreno-Gomez และ Duncan (1997) พบวาไคโตแซนสามารถทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกได 100 
เปอรเซ็นตเมื่อใชความเขมขนเพียง 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เนื่องจากในไคโตแซนมีปริมาณของ  
N-acetyl-D-glucosamine ถงึ 40 เปอรเซ็นต และเปนสวนสํ าคัญที่ทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกตัวโดย
หมูอะมิโนของไคโตแซนจับกับ anionic glycoprotein ของผวิเม็ดเลือดแดง จึงทํ าใหผิวของเม็ด
เลอืดแดงบวมเตงและแตก  ในขณะที่สารชีวภาพจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุไมมีสาร N-acetyl-
D-glucosamine เปนองคประกอบหลักแตมีหมูเอมีนเพียงเล็กนอย จึงทํ าใหเซลลเม็ดเลือดแดง
แตกที่ความเขมขนของสาร ชีวภาพมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับความเขมขนของไคโตแซน

2.5 การวเิคราะหหาหมูฟงกชัน นํ้ าหนักโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุล
เมื่อตรวจสอบสารชีวภาพโดยการวิเคราะหหาหมูฟงกชัน (ตารางที่ 8) พบวาแถบที่ปรากฏ

ในยานความถี่ต้ังแต 400-4,000 cm-1 ของทัง้ 3 ตัวอยางมีลักษณะเหมือนกัน  และสามารถจํ าแนก
แถบเหลานี้ไดเปนหมูเอมีน (N-H), เอสเทอร (C-O) และสารประกอบซัลเฟอร (S=O) (ภาพที่ 16-



57

ภาพที่ 13 เปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง(ของคน)เมื่อใชสารชีวภาพที่ผลิตจาก
แบคทีเรียทนรอน Gemella sp. CH11

Figure 13 Percentage of red blood cell lysis (human) after incubation with soluble 
bioproduct from thermotolerant Gemella sp. CH11
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ภาพที่ 14 เปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง(ของคน)เมื่อใชสารชีวภาพที่ผลิตจาก
แบคทีเรียทนรอน Acinetobacter sp. FT3

Figure 14 Percentage of red blood cell lysis (human) after incubation with soluble
bioproduct from thermotolerant Acinetobacter sp. FT3
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(A)

(B) (C)

ภาพที่ 15 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast ของเม็ดเลือดแดง (คน) ในสาร
ละลายชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอน Acinetobacter sp. FT3 ทีค่วามเขมขน 3 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (a) ปกติ, (b) หลงัจากการบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง และ (c) หลัง
จากการบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง

Figure 15 Phase contract images of human red blood cell with soluble bioproduct from 
thermotolerant Acinetobacter sp. FT3 concentration of 3 mg/ml (a) control 
RBC, (b) after incubation 1 h and (c) after incubation 24 h.
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ตารางที่ 8 หมูฟงกชันของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ Gemella sp. CH11,
Acinetobacter sp. FT3 และ  PR-medium

Table    8 Functional groups of bioproducts from thermotolerant bacteria strain
Gemella sp. CH11, Acinetobacter sp. FT3 and PR-medium.

Bonds Bioproducts from Frequency (cm-1)
N-H strain CH11 3449.58 and 1640.07

stretching and strain  FT3 3429.88 and 1635.94
bending PR-medium 3425.27 and 1654.90

C-O strain CH11 1112.17
stretching and strain  FT3 1143.65

sulphate PR-medium 1114.09
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ภาพที่  16 ลักษณะแถบความถี่ FT-IR spectrum ของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสาย
พันธุ Gemella sp. CH11 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง FT-IR Equinox 55
spectrophotometer (Bruker)

Figure 16 The infrared spectrum of bioproduct produced by Gemella sp. CH11  with
FT-IR  Equinox 55 spectrophotometer (Bruker)
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ภาพที่  17 ลักษณะแถบความถี่ FT-IR spectrum ของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสาย
พันธุAcinetobacter sp. FT3 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง FT-IR  Equinox 55
spectrophotometer (Bruker)

Figure 17 The infrared spectrum of bioproduct produced by Acinetobacter sp. FT3
with  FT-IR  Equinox 55 spectrophotometer (Bruker)
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ภาพที่  18 ลักษณะแถบความถี่ FT-IR spectrum ของสารชีวภาพจากอาหาร PR-medium  เมื่อ
วเิคราะหดวยเครื่อง FT-IR  Equinox 55 spectrophotometer (Bruker)

Figure 18 The infrared spectrum of  PR-medium  with  FT-IR  Equinox 55
spectrophotometer (Bruker)
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18) โดยกลุมเอมีนจะเกิดแถบจากการยืดของพันธะ N-H ในชวงความถี่ 3500-3300 cm-1 จํ านวน 
1  แถบ  และเกิดแถบการงอในชวงความถี่ 1650-1510 cm-1 ซึง่เปนลักษณะของเอมีนชนิดปฐมภูมิ 
สํ าหรับแถบดูดกลืนของสารประเภทเอสเทอรและแถบที่แสดงลักษณะของ sulphate จะเกิดแถบ
ในชวง 1130-1080 cm-1

คานํ้ าหนักโมเลกุลและคาการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลเปนคุณสมบัติที่สํ าคัญสํ าหรับ       
พอลิเมอร โดยคานํ้ าหนักโมเลกุลเปนคาที่บงบอกถึงขนาดของพอลิเมอร สวนคาการแจกแจง     
นํ้ าหนักโมเลกุลเปนคาที่แสดงถึงการกระจายตัวของโมเลกุลในสายโซของพอลิเมอร (Campbell 
and White, 1989) เชน คานํ้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอรชนิดพอลิไลซีน (PL) จากเชื้อ 
Streptomyces albulus มคีานํ ้าหนักโมเลกุลประมาณ 4,000 ดาลตัน  และมีโฮโมพอลิเมอรเชื่อม
ตอกันประมาณ 25-30 โมเลกุล (n = 25-30) (Kunioka, 1997)  ในขณะที่พอลิเมอรชนิดพอลิ    
กูลตาเมต (PGA) มคีานํ ้าหนกัโมเลกุลเฉลี่ยอยูในชวง 100,000 ถึง 800,000 ดาลตัน ซึ่งขึ้นอยูกับ
ชนดิของสายพันธุแบคทีเรียและระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ  (Shih et al., 2001) และมีคาการ   
แจกแจงนํ ้าหนักโมเลกุลอยูในชวงระหวาง 2-5 (Shih and Van, 2001) เชน พอลิกลูตาเมตที่ผลิต
จาก B. subtilis IFO3335 มนีํ ้าหนกัโมเลกุลอยูในชวง 266,000–4,110,000 ดาลตัน  คาการ   
แจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลในชวง 2.8–10.5 (Goto and Kunioka, 1992)  ในขณะที่พอลิกลูตาเมตที่
ผลิตจาก B. licheniformis CCRC12826 มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน (Shih      
et al., 2001) สํ าหรบัพอลเิมอรชนิดพอลิแซคคารไรดซึ่งเปนพอลิเมอรที่มีคานํ้ าหนักโมเลกุลสูงมาก 
โดยมคีานํ ้าหนักโมเลกุลต้ังแต 50,000 ดาลตันถึงมากกวา 1 ลานกิโลดาลตัน (Weiner, 1997) เชน    
พอลิแซคคารไรดที่ผลิตจาก Klebsiella มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน (Dermlim   
et al., 1999), จากเชื้อ Antrodia camphorata มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2.18x105 ดาลตัน 
(Shu and Lung, 2003) หรือจากเชื้อ Enterobacter sp. มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2.5x106

ดาลตัน (Yokoi et al., 1997) โดยเกิดจากหนวยโมโนเมอรแซคคารไรด หรืออนุพันธุของโมโนเมอร
แซคคารไรดเชื่อมตอกันมากกวา 10 หนวยขึ้นไป (n ≥ 10) (Mcilray, 1967)  จากการวิเคราะหหา
คานํ ้าหนกัโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลดวยวิธี Gel Permeation Chromatography 
(GPC) (ตารางที่ 9) พบวาคานํ้ าหนักโมเลกุลของสารชีวภาพจาก Gemella sp. CH11 และ 
Acinetobacter sp. FT3 มคีานํ ้าหนกัโมเลกุลเทากับ 193 และ 399 ดาลตันตามลํ าดับ   สํ าหรับคา
การแจกแจงนํ ้าหนักโมเลกุลมีคาเทากับ 1.4 และ 1.1 ตามลํ าดับ  เนื่องจากลักษณะของพอลิเมอร
ซึง่เกดิจากโมโนเมอรหรือโอลิโกเมอรมาเรียงตอกันโดยมีคานํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ าสุดที่จัดเปน
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ตารางที่ 9    นํ ้าหนกัโมเลกลุและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทน
รอนสายพันธุ Gemella sp. CH11, Acinetobacter sp. FT3  และ PR-medium ที่
ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

Table 9  Molecular weight and polydispersity of bioproduct produced by Gemella sp. 
CH11, Acinetobacter sp. FT3  and  PR-medium

Molecular weight Bioproduct by
Gemella sp. CH11 Acinetobacter sp. FT3 PR-medium

(% w/w)
Number-average molecular

weight (Mn)
130 349 123

Weight-average molecular
weight (Mw)

193 339 168

Polydispersity (Mw/Mn) 1.48 1.14 1.36
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พอลิเมอร คือ หลักพัน (Odian, 1933) แตสารชีวภาพทีไ่ดจากการผลิตครั้งนี้มีเพียงหลักรอย     
จงึไมจัดวาสารชีวภาพทีไ่ดจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนี้เปนพอลิเมอร

จากผลการทดลองทั้งหมดขางตน สรุปไดวา สารชีวภาพที่เกิดจากการนํ านํ้ าหมักของ
แบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุไมใชพอลิเมอร เนื่องจากเมื่อพิจารณาองคประกอบและคุณสมบัติ
ทางเคม-ีกายภาพ เชน  แรธาตุหลัก คานํ้ าหนักโมเลกุล หมูฟงกชัน และคุณสมบัติบางประการแลว
พบวาใหผลเชนเดียวกันกับตะกอนจากอาหาร PR นอกจากปริมาณซัลเฟตของสารชีวภาพทั้ง     
2 ชนดิทีม่ปีริมาณสูงกวามาก  จึงเปนไปไดวาตะกอนที่เกิดขึ้นก็คือ อาหาร PR ทีเ่หลอืจากการใช
โดยจุลินทรยี  เมือ่อยูในเอทานอลแลวจะเกิดการตกตะกอนและรวมกับปริมาณของซัลเฟตที่เชื้อ
ผลิตออกมา เพราะวาเมื่อพิจารณาจากสารตัวอยางทั้ง 3 ซึ่งมซีลัเฟตเปนองคประกอบ โดยใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมซีลัเฟตปริมาณเพียงเล็กนอยจาก (NH4)2SO4 และ MgSO4.7H2O เพยีง 0.5 และ 
0.02 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ ดังนั้นปริมาณซัลเฟตที่เพิ่มข้ึนจึงเปนการผลิตจากเชื้อ และเมื่อ
พจิารณาจากแหลงที่มาของเชื้อ  พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุแยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสียของ
โรงงานนํ้ ายางขน ซึ่งนํ้ าเสียจากโรงงานเหลานี้มักมีปริมาณซัลเฟตคอนขางสูง อาจเปนไปไดวา
แบคทเีรียทัง้ 2 สายพันธุมีการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมเหลานี้และเพื่อการอยูรอดเชื้อจึงมีการ
สรางสารพอลเิมอรออกมาปองกันตัวเอง นอกจากนี้อาจมีปจจัยบางอยางที่มีอยูในสภาพแวดลอม
นั้นเปนตัวกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับยีนทํ าใหแบคทีเรียเหลานี้มีการผลิตสารประกอบ 
ซัลเฟตออกมา เชนเดียวกับความสามารถในการดูดซับฟอสเฟตในระบบบํ าบัดนํ้ าเสียโดยเชื้อ
Acinetobacter ซึง่แยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย พบวาสามารถดูดซับไดถึง 100 มิลลิกรัมของ
ฟอสฟอรัสตอกรัมเซลลแหง โดยดูดซับไดในสภาวะที่มีอากาศและปลดปลอยออกมาในสภาวะไร
อากาศ (Abdel-El-Haleem, 2003)  ดังนัน้เมือ่มกีารแยกเชื้อจึงปรากฏลักษณะของการสรางสาร
พอลิเมอร แตเมื่อนํ ามาทดลองพบวาเชื้อไดสูญเสียความสามารถในการผลิตพอลิเมอร อาจเนื่อง
มาจากระยะเวลาของการเก็บรักษาที่นาน หรือไมไดอยูในสภาวะที่ขาดสารอาหาร  หรืออัตราสวน
ระหวางคารบอนกับไนโตรเจน (C:N ratio) ไมมากพอ

3. การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน 2 สาย
พันธุ

3.1 การคัดเลือกเบื้องตน (primary screening)
การคัดเลือกแบคทีเรียที่มี haemolysis activity คือ มคีวามสามารถในการเจริญและให    

วงใสรอบโคโลนีไดในอาหาร blood agar ซึง่เปนลักษณะของแบคทีเรียที่มีแนวโนมวาสามารถ
สรางสารลดแรงตึงผิวได (Carrillo et al., 1996; Lin et al., 1998) แตเมือ่นํ าแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 
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สายพนัธุมาเพาะบนอาหาร blood agar เพือ่เปนการคัดเลือกเบื้องตน (primary screening)    
พบวาไมเกิดวงใสรอบ ๆ โคโลนี  อาจเปนไปไดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีแ่บคทีเรียทนรอนทั้ง    
2 สายพนัธุผลิตไดนั้น มีปริมาณนอยมากหรือเปนสารลดแรงตึงผิวชนิดที่ไมมีผลทํ าลายเม็ดเลือด
แดง ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ Youssef และคณะ (2004) โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ
ตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน พบวามีแบคทีเรียที่แสดงผล negative สํ าหรับ
วิธี lysis blood agar แตกลับใหผล positive เมื่อทดสอบดวยวิธี drop collapse และ                
oil spreading ซึง่คดิเปน 49 เปอรเซ็นตของจํ านวนแบคทีเรียทั้งหมด และใหคา surface tension
อยูในชวงระหวาง 50-35 mN/m  ในทางกลับกันแบคทีเรียที่แสดงผล positive สํ าหรับวิธี lysis 
blood agar โดยเกดิวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา  3  เซนตเิมตร  มีจํ านวน 25 เปอรเซ็นต
ของจ ํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  แตกลับมีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวไดต่ํ า  โดยใหคา surface 
tension มากกวา 60 mN/m  เนือ่งจากการทํ าลายเม็ดเลือดแดงในวิธี lysis blood agar นั้นไมได
เปนผลมาจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพยีงอยางเดียว  แตอาจเปนผลมาจากประจุ +2 หรือสาร
ประเภทอื่นที่เชื้อผลิตได (Lin et al., 1998)  ดังนัน้ในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว      
ชีวภาพควรทํ าควบคูกันหลาย ๆ วิธี  เนือ่งจากแตละวิธีที่ใชทดสอบนั้นมีความไว (sentitive) ใน
การตรวจจับสารลดแรงตึงผิวไดไมเทากัน

เมื่อนํ าสวนใสที่ไดหลังจากการแยกเซลลออกแลวมาตรวจวัดคาแรงตึงผิวเครื่อง Torsion 
balance  และคาความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน หรือ Oil Displacement Area (ODA) ซึ่ง
เปนวิธีตรวจหาสารลดแรงตึงผิวจากจุลินทรียที่มีการปลดปลอยออกมานอกเซลล (ภาพที่ 19)    
พบวาคาแรงตงึผวิของสวนใสจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนั้น ลดลงอยางรวดเร็วหลังจาก
การเลีย้งเชื้อนาน 6-12 ชั่วโมง โดยสายพันธุ Gemella sp. CH11 สามารถลดคาแรงตึงผิวของ      
นํ ้าหมักเริ่มตน 68.0 mN/m เปน 64.5 mN/m ภายใน 12 ชั่วโมง และคงที่ที่ระดับ 63.0 mN/m
ตลอดระยะเวลาการเลี้ยง 96 ชัว่โมง (ภาพที่ 19) เมือ่ทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน 
(ODA) โดยใชนํ ้าหมักที่เวลา 12 และ 60 ชั่วโมงพบวาไมเกิดวงใส  สํ าหรับแบคทีเรียสายพันธุ 
Acinetobacter sp. FT3 สามารถลดคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักไดเทากับ 59.0 mN/m ภายใน         
6 ชัว่โมงหลงัจากการเลี้ยงเชื้อ  หลังจากนั้นความสามารถในการลดแรงตึงผิวเริ่มลดลงทํ าใหคาแรง
ตึงผวิของนํ้ าหมักกลับมาเพิ่มข้ึนเปน 61.0 mN/m จนกระทัง่ชัว่โมงที่ 60 มีการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวเพิม่ข้ึนอีกครั้งทํ าใหคาแรงตึงผิวลดลงเหลือ 58.6 mN/m และใหคาการกระจายนํ้ ามัน (ODA) 
เทากบั 0.50 ตารางเซนติเมตร   แตไมเกิดวงใสเมื่อใชนํ้ าหมักที่ชั่วโมงที่ 12  เมื่อพิจารณาจากคา 
แรงตงึผิวของสวนใสจากการเลี้ยงแบคทีเรีย   Acinetobacter  sp.  FT3     พบวาสามารถลดไดถึง
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ภาพที่ 19 คาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Gemella sp. CH11 และ
Acinetobacter sp. FT3 ในอาหารสูตร PR ทีม่1ี %กลูโคส เขยาที่ความเร็วรอบ 200
รอบตอนาที, อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 96 ชั่วโมง

Figure 19 The surface tension of culture supernatant from strain Gemella sp. CH11 
and Acinetobacter sp. FT3
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2 คร้ัง คือ  6-12  ชั่วโมงแรกของการเลี้ยงเชื้อ  และ 60 ชั่วโมงหลังจากการเลี้ยงโดยการลดลงของ
คา surface tension ในครั้งที่ 2 นี้มีความเปนไปไดมากวาเปนผลมาจากสารลดแรงตึงผิวที่
แบคทีเรียผลิตและปลดปลอยออกมานอกเซลล เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวเปนสารเมตาบอไลท
ทุติยภูมิ (secondary metabolites) การผลติจะเกิดขึ้นเมื่อมีการเจริญเขาสูระยะคงที่และมีการ
ผลิตสงูสุดเมื่อเจริญอยูในชวงปลายระยะคงที่  (Tuleva et al., 2002; Tahzibi et al., 2004)  ซึ่ง
สอดคลองกบัรายงานการทดลองเกี่ยวกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดตาง ๆ เชน สารลด
แรงตึงผิวชนิด Rhamnolipid จากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa  พบวาเชื้อสามารถผลิต     
สารลดแรงตงึผิวหลังจากชั่วโมงที่ 50  ซึ่งเปนชวงการเจริญเขาสูระยะ stationary phase และให
ผลผลิตสูงสุดเทากับ 1 กรัมตอลิตรในชวงปลายระยะ stationary phase (Wu and Ju, 1998) เชน
เดยีวกันกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวประเภท glycolipid จากยีสต Candida antarctica (Kim    
et al., 2002) หรือการผลิตจากเชื้อ Pseudomonas putida 21BN  ซึง่คาแรงตึงผิวของนํ้ าหมัก  
ลดลง 2 คร้ังเชนเดียวกัน  โดยครั้งแรกเกิดขึ้นหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะ 
lag phase โดยคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักลดลงจาก 71 mN/m เหลือ 37 mN/m  และลดลงอีกครั้ง
ในระยะ stationary phase โดยใหคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักตํ่ าสุดเทากับ 29 mN/m (Tuleva et al., 
2002)  สวนเชื้อ  B. licheniformis KGL11 เร่ิมผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงกลางระยะ 
stationary phase และใหผลผลิตสูงสุดเทากับ 329 มลิลิกรัมตอลิตรในชวงปลายระยะ stationary  
phase (Lin et al., 1998)

เมือ่พิจารณาคาแรงตึงผิว (surface tension) ของนํ ้าหมักที่มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Acinetobacter sp. FT3 ละลายอยูนัน้  พบวามีคานอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการ
ทดลองทีเ่กี่ยวกับการลดคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมัก  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย
ชนิดตาง ๆ ซึง่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเหลานี้มีประสิทธิภาพสูง โดยสามารถลดคาแรงตึงผิวเหลือ
ประมาณ 30 mN/m หรือ ต่ํ ากวา เชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Rhamnolipid จากเชื้อ 
Pseudomonas aeruginosa MM1011 ลดคาแรงตึงผิวจาก 72 mN/m เหลือ 28.2 mN/m
(Tahzibi et al., 2004)  เชื้อ Pseudomonas putida 21BN ลดคาแรงตึงผิวจาก 71 mN/m        
ลงเหลือ 29 mN/m (Tuleva et al., 2002)  สํ าหรับสารลดแรงตึงผิวชนิด surfactin ผลิตจากเชื้อ 
Bacillus subtilis ลดคาแรงตึงผิวจาก 72 mN/m เหลือ 32 mN/m (Makkar and Cameotra, 
1998)  สารลดแรงตึงผิวชนิด mannosylerythritol lipid  จากเชื้อ Candida sp. SY16 ลดคาแรง
ตึงผิวจาก 72 mN/m ลงเหลือ 29 mN/m (Makkar and Cameotra, 1998)  แตการลดคาแรงตึงผิว
ของนํ้ าหมักโดยเชื้อ Acinetobacter sp. FT3 ลดลงจาก 68 mN/m เหลอืเพียงแค  59.0 mN/m  
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อาจเนื่องจากสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดนั้นมีปริมาณนอยมาก ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองใน
การหาคา haemolysis activity หรืออาจเนือ่งมาจากสภาวะที่ใชในการผลิตไมเหมาะสม โดย
แหลงอาหารที่ใชในการเจริญมีผลตอชนิดและปริมาณของสารลดแรงตึงผิว เชน แหลงคารบอนนับ
วามีความสํ าคัญตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากสามารถชักนํ าใหจุลินทรียบางชนิดผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เชน P. aeruginosa และ Candida sp. เมือ่เจริญบน n-alkanes จะ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตหากเปลี่ยนแหลงคารบอนเปนพวก
คารโบไฮเดรตจะทํ าใหไมสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว     
ชีวภาพอาจถูกยับยั้ง (repression) ไดโดยกลูโคส หรือสารเมตาบอไลทปฐมภูมิ (primary 
metabolites) เชน Acinetobacter calcoaceticus และ A. paraffineus ไมสามารถผลิตสาร    
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเมื่อมีการเจริญบนกรดอินทรียหรือกลูโคส (Cameotra and Makkar, 1998) 
เชนเดยีวกับการทดลองของจันทรเพ็ญ อิสลาม (2544) พบวา Acinetobacter sp. S7 มกีารเจริญ
และผลิตสารลดแรงตึงผิวไดสูงสุดเมื่อใชนํ้ ามันปาลมเปนสารตั้งตน หรือเชื้ออาจมีความตองการ
สารอาหารชนิดอื่นเพิ่มเติมในการผลิต เชน การเติม L-amino acid ไดแก aspartic acid, 
glutamic acid, asparagine หรือ glycine ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวจากเชื้อ  A. paraffineus ได (Duvnjak et al., 1983 อางโดย จันทรเพ็ญ  อิสลาม,
2544)  นอกจากนีส้ภาวะของการเจริญ เชน อุณหภูมิ การกวน และปริมาณออกซิเจนที่ละลาย    
มีผลตอการผลิตและคากิจกรรมการลดแรงตึงผิวไดเชนเดียวกัน และอุณหภูมิยังสามารถเปลี่ยน
แปลงสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวไดอีกดวย เนื่องจากอุณหภูมิมีความสํ าคัญตอกระบวน
การสราง และการกระจายตวัของไขมันและกรดไขมัน เชน มีผลตอการเปลี่ยนแปลงความยาวของ
สายกรดไขมัน, มีผลตอระดับของกรดไขมัน (fatty acid braching) และมีผลตอการกระจายตัว 
รวมถึงความแตกตางของสัดสวนระหวางไกลโคลิปดและฟอสโฟลิปดเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิ (Kosaric, 1993)

3.2 การสกัดสารชีวภาพดวยกรดไฮโดรคลอริกและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
ทํ าการสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวออกจากนํ้ าหมักเพื่อเปนการเพิ่มความเขมขนของสาร     

ชวีภาพใหมากพอที่จะเกิดพื้นที่วงใสเมื่อทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน
การสกดัสารท ําโดยนํ านํ้ าหมักที่เวลา 12 และ 60 ชั่วโมงสํ าหรับเชื้อ Gemella sp. CH11

และ Acinetobacter sp. FT3 มาสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวย 6 M HCl (ตามวิธีการขอ 
3.2) และตรวจหาคา ODA อีกครัง้ ผลปรากฏวาไมพบคากิจกรรมดังกลาวจากทั้งสวนของตะกอน
และสวนใสของสายพันธุ Gemella sp. CH11 ดังนัน้กลาวไดวาสายพันธุ Gemella sp. CH11 ไม
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มกีารผลิตสารลดแรงตึงผิว ในขณะที่สายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 ไมพบคากิจกรรมดังกลาว
ในสวนใสที่ไดหลังจากการเติม 6 M HCl แตพบคากิจกรรมในสวนของตะกอน (acid precipitate) 
เกดิพืน้ทีว่งใสบนหนาผิวนํ้ ามันเทากับ 0.79 ตารางเซนติเมตร ตะกอน acid precipitate ที่แยกได
มปีริมาณเทากับ 0.089 กรัมตอลิตร หลังจากนํ าไปผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนไดปริมาณสารลด
แรงตงึผวิเทากับ 0.015 กรัมตอลิตร คิดเปนผลผลิต 16.9 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับตะกอน
acid precipitate จากปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่เชื้อผลิตไดมีจํ านวนนอยจึงไมสามารถวัดคา 
CMCได   สํ าหรับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดมีลักษณะคลายแวกซ  สีเหลือง และเมื่อนํ ามาหาคา  
กจิกรรมพบวาใหคา ODA เทากับ 132.66 ตารางเซนติเมตร ซึง่คากิจกรรมที่ไดเพิ่มข้ึน 265 เทา
เมื่อเปรียบเทียบกับคากิจกรรมกอนการสกัดแยก (0.5 ตารางเซนติเมตร) แสดงวาแบคทีเรีย       
ทนรอน  Acinetobacter sp. FT3  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได

3.3 การวเิคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
3.3.1 วิธี Thin layer Chromatography (TLC) : ผลของชนิดและอัตราสวนของตัว

ท ําละลาย
นํ า crude biosurfactant ทีส่กดัไดจากนํ้ าหมักของ Acinetobacter sp. FT3 ซึ่งมี

ลักษณะคลายแวกซ สีเหลือง มาวิเคราะหหาองคประกอบและทดสอบหาสภาวะที่ดีที่สุดในการ
แยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการใช  TLC พบวาตวัท ําละลายเคลื่อนที่ตางกันเมื่อมีการผสม
สารในอัตราสวนที่ตางกัน ทํ าใหไดลักษณะและปริมาณของแถบที่แยกไดบนแผน TLC aluminium 
sheets silica gel 60 F254 แตกตางกันดวย โดย crude biosurfactant แยกแถบไดดีในตัว          
ท ําละลาย chloroform : methanol : acetone ทีอั่ตราสวน 90 : 10 : 6 และสามารถวัดคา Rf ของ
แตละแถบ (ภาพที่ 20 ) ไดดังนี้ แถบที่ 1 = 0,  แถบที่ 2 = 0.26,  แถบที่ 3 = 0.58,  แถบที่ 4 = 
0.76,  แถบที่ 5 = 0.81  เมือ่นํ าแผน TLC ทีแ่ยก crude biosurfactant มาวเิคราะหหาองค
ประกอบเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ตารางที่ 10)  โดยทดสอบกับ alkaline potassium 
permanganate ปรากฏวาเกดิแถบสีเหลืองบนพื้นสีมวง (แถบที่ 1, 2 และ 5)  แสดงวาแถบ       
ดังกลาวมีคารโบไฮเดรตองคประกอบ และเมื่อนํ าไปทดสอบกับไอระเหยของไอโอดีน (Iodine)
ปรากฏแถบสนีํ ้าตาล (แถบที่ 1, 2, 4 และ 5)  แสดงวาแถบดังกลาวอาจมีสารพวกคารโบไฮเดรต
หรือไขมันเปนองคประกอบสวนการทดสอบกับ Rhodamine 6G พบวาเกิดแถบสีเหลืองบนพื้น    
สีสมอมชมพ ูแสดงวาแถบดังกลาวมีไขมันเปนองคประกอบ (แถบที่ 1 และ 3) สํ าหรับการวิเคราะห
หาองคประกอบกลุมอะมิโนดวยการสเปรยกับสารละลาย ninhydrin พบวาไมเกิดแถบใด ๆ  
สํ าหรับจุดที่ปรากฏบนแผน TLC ทัง้ 5 ตํ าแหนงสันนิษฐานวาสารลดแรงตึงผิวมีโครงสรางที่ตางกัน
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ภาพที่ 20 ลักษณะและปริมาณของแถบที่แยกไดจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งผลิตโดย
แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 โดยวิธีวิเคราะหบนแผน TLC
aluminium sheets silica gel 60 F254 เมือ่เคลือ่นที่ในอัตราสวนของตัวทํ าละลาย
chloroform : methanol : acetone เปน 90 : 10 : 6

*** คา Rf ของสารลดแรงตึงผิวที่แยกไดบนแผน TLC aluminium sheets silica gel 60 
F254 โดยแถบที่ A = 0,  แถบที่ B = 0.26,  แถบที่ C = 0.58,  แถบที่ D = 0.76,  แถบ
ที่ E = 0.81

Figure 20 Thin-layer chromatography of biosurfactant from Acinetobacter sp. FT3
when developed in sovent system  chloroform : methanol : acetone (90 : 10 :
6)

*** Rf of each spot : A = 0, B = 0.26, C = 0.58, D = 0.76 and E = 0.81

แถบที่ 5
แถบที่ 4

แถบที่ 3

แถบที่ 2

แถบที่ 1
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ตารางที่ 10  ผลของสารทดสอบตอสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ
Acinetobacter sp. FT3 บนแผน TLC aluminium sheets silica gel 60 F254 เมื่อ
เคลือ่นที่ในอัตราสวนของตัวทํ าละลาย chloroform : methanol : acetone เปน        
90 : 10 : 6

Table    10  The chemical testing of each spots from TLC plate when developed in
sovent system;  chloroform : methanol : acetone (90 : 10 : 6)

Reagents Band

Alkaline potassium permanganate 1, 2 and 5
Iodine 1, 2, 4 and 5
Rhodamine 6G 1 and 3
Ninhydrin -
UV 280 nm 1, 2 , 4 and 5

-  measured negative result
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ซึ่งลักษณะแถบที่ปรากฏนี้สอดคลองกับรายงานการทดลองของ Arino และคณะ (1996) ซึ่ง
วเิคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อ Pseudomonase aeruginosa GL1 โดยใช
เทคนิค TLC เชนเดยีวกนั ปรากฏวาหลังจากทดสอบกับไอระเหยของไอโอดีนแลวเกิดแถบทั้งหมด 
4 ตํ าแหนงและเมื่อนํ าแถบแตละตํ าแหนงยอยดวย 2M HCl  ทีอุ่ณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 2 ชั่วโมง  และน ําไปวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC และ ELS (Evaporative light-scattering)
พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชนิด Rhamnolipid ทีม่กีลุม fatty acid ตางกัน สํ าหรับการทดลองครั้งนี้
crude biosurfactant ไมไดผานการยอยดวยกรด HCl จงึไมปรากฏเปนแถบของสารคารโบไฮเดรต
ไขมนั หรือ โปรตีนไดเปนแถบเดี่ยว ๆ  ดังนั้นจึงปรากฏสีหลาย ๆ สีในแถบเดียวกัน แตสามารถ
วิเคราะหเบื้องตนไดวาแถบเหลานี้เปนแถบของสารที่มีคารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบ
หลัก  จงึคาดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 
อาจเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม glycolipid หรือ  lipopolysaccharide

3.3.2 วิธี Fourier–transfrom infrared (FT-IR)
ทํ าการยืนยันผลโดยการตรวจสอบหาหมูฟงกชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเทคนิค 

FT-IR (ภาพที่ 21 และ ตารางที่ 11) แสดงผลโดยเกิดแถบในความถี่ 3405.56 cm-1 ซึง่เปนแถบ
การยืดของพันธะ O-H  สํ าหรบัแถบที่เกิดในชวงความถี่ 3000-2700 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการ
ยดืของพันธะ C-H โดยอาจจะอยูในกลุมของ CH2 หรือ CH3  นอกจากนี้ยังปรากฏแถบที่ความถี่ 
1725.98 cm-1 และ 1377.20 cm-1 ซึง่เปนแถบที่แสดงลักษณะของหมูแอลดีไฮด โดยลักษณะของ
หมูแอลดีไฮดนั้นจะแสดงแถบการดูดกลืนจํ านวน 2 แถบที่ยานความถี่ 1740-1720 cm-1  และ 
2900-2695 cm-1  ซึง่เกดิจากการยืดของพันธะ C=O และพันธะ C-H ของหมูฟอรมิล (CHO) ตาม
ลํ าดับโดยแถบที่เกิดในความถี่ 1377.20 cm-1 ของตัวอยางสารนั้นเปนการยืนยันวาเปนสาร
ประกอบคารบอนิล สํ าหรับแถบที่เกิดในยานความถี่ 1460 cm-1 นัน้เปนแถบที่เกิดจากการงอของ
พนัธะ C-H นอกจากนีย้งัเกิดแถบจากการงอนอกระนาบของพันธะ C-H ในยาน 1000-650 cm-1

ซึ่งเปนแถบที่เกิดจากการแทนที่บนพันธะคูในโมเลกุลของแอลคีน โดยแถบที่เกิดในชวงความถี่นี้
เปนแถบที่ใชสนับสนุนขอมูลของแถบที่เกิดในความถี่  2922.54 cm-1 และ 2852.77 cm-1 ของ   
ตัวอยางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ FT3 วามีหมูแอลคนีเปนองคประกอบและสารตัวอยางยังปรากฏ
แถบทีเ่กิดจากการยืดของพันธะ C-O ทีค่วามถี่ 1221.06 cm-1 และ 1056.56 cm-1 อีกดวย  โดย
การปรากฏแถบดูดกลืนที่เกิดจากการยืดของพันธะ  C-O  และ  O-H  นัน้เปนการแสดงลักษณะ
ของสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งการยืดของพันธะ C-O จะปรากฏเปนแถบที่มีความเขมสูงในยาน
ความถี่   1260-1000 cm-1   และแถบการยืดของพันธะ  C-O   นีใ้ชบงบอกวามีหมูแอลกอฮอลเปน
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ภาพที่  21 ลักษณะแถบความถี่ FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียทน
รอนสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง FT-IR  Equinox 55
spectrophotometer (Bruker)

Figure 21 The infrared spectrum of biosurfactant produced by Acinetobacter sp. FT3
with  FT-IR  Equinox 55 spectrophotometer (Bruker)
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ตารางที่ 11 หมูฟงกชนัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ
Acinetobacter sp. FT3

Table    11 Functional groups of biosurfactant from thermotolerant Acinetobacter sp.
FT3

Frequency (cm-1) Characteristic group

3405.56 O-H stretching
2922.54 and 2852.77 C-H stretching of CH2, CH3
1725.98 and 1377.20 C=O stretching

1463.49 CH2 deformation
1377.2 CH3 deformation
1221.06 C-O deformation
1056.56 C-O stretching
970.94  C-H bend (C=C-H)
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องคประกอบ แถบความถี่และหมูฟงกชันของสารตัวอยางสารลดแรงตึงผิว FT3 ที่ปรากฏนั้นมี
ลักษณะของการเกิดแถบที่คลายกันกับสารลดแรงตึงผิวชวีภาพกลุม  gylcolipid  ทีเ่คยมรีายงาน
มา เชน จากการทดลองของ Tahzibi และคณะ (2004) หรือจากการทดลองของ Tuleva และคณะ 
(2003) โดยแสดงหมู alkyl, carbonyl  เชนเดียวกัน

ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 จาก
การศกึษาองคประกอบขั้นตนบนแผน TLC aluminium sheets silica gel 60 F254 และ Fourier–
transfrom infrared (FT-IR) spectroscopy พบวามีคารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบอยู
ในโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวจึงนาจะเปนกลุมของ glycolipid หรือlipopolysaccharide แต
จากรายงานที่เคยมีการศึกษาหาองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียใน
สกุล Acinetobacter พบวาสวนใหญจัดอยูในกลุมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลสูง 
หรือเปนกลุม polymeric surfactant ซึ่งมีองคประกอบเปน polysaccharide-lipid-protein 
complex เชน emulsan จากเชื้อ A. calcoaceticus RAG-1 มี polysaccharide-lipid-protein 
เปนองคประกอบ หรือสาร biodispersan จากเชื้อ  A. calcoaceticus A2 มีพอลิแซคคารไรดเปน
องคประกอบหลักและคานํ้ าหนักโมเลกุลสูงเทากับ 51,400 ดาลตัน สํ าหรับสาร alasan จากเชื้อ
A. radioresisten KA53 มีพอลิแซคคารไรดและโปรตีนเปนองคประกอบ (Navon-Venezia et al., 
1995; Rosenberg and Ron, 1997; 1999)

3.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรยีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ FT3 ที่

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Bacillus 
subtilis ไดโดยปรากฏเปนวงใสรอบแผนทดสอบ มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร แตไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli   เมื่อ
เปรียบเทียบกับผลการทดลองที่เคยมีการศึกษาโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย
ชนดิตาง ๆ เชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Rhamnolipid ทีผ่ลิตจากเชื้อ Pseudomonas 
putida 21BN แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ B. subtilis โดยเกิดวงใสมีขนาดเสนผา
ศูนยกลาง 36 มิลลิเมตร (Tuleva et al., 2002) นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวกลุม lipopeptide มีชื่อ
วา “Biosurfactan N1” ผลิตจากเชื้อ B. subtilis  มผีลยบัยั้งการเจริญของกลุมแบคทีเรียแกรม
บวกทั่วไป  รวมถึง S. aureus และ Mycobacterium smegmatis โดยแสดงผลกิจกรรมการยับยั้ง
การเจรญิของเชื้อทดสอบ เกิดเปนวงใสมีขนาดเสนผาศูนยกลางตั้งแตระดับ ++ (9-11 mm) ถึง
ระดับ +++ (>11 mm) (Singh and Cameotra, 2004)  นอกจากนีย้ังมีรายงานวาสารลดแรง    
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ตึงผิวชีวภาพสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราและไวรัสไดอีกดวย โดยรายงานการทดลองของ 
Abalos และคณะ (2001 อางโดย Lang, 2002) ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด 
Rhamnolipid M7 มคุีณสมบัติตอตานการเจริญของเชื้อรา Botrytis cinerea และ Rhizotecnia 
solani  โดยใหคา minimum inhibitory concentration (MIC) เทากับ 18 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    
ในขณะที่สารลดแรงตึงผิวจาก B. licheniformis กลุม lipopeptide ไมสามารถตอตานการเจริญ
ของเชื้อ Botrytis cinerea ได แตสามารถตอตานการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae
และ Candida utilis โดยเกดิวงใสมีขนาดเสนผาศูนยกลางตั้งแตระดับ ++ (11-14 mm) และ +++ 
(15-18 mm) ตามล ําดับแตละสายพันธุของเชื้อทดสอบ (Fiechter, 1992)   สํ าหรับความสามารถ
ในการยบัยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวก แกรมลบ เชื้อรา ยีสต หรือ  ไวรัสนัน้ ข้ึนอยูกับกลุมของสาร  
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ โครงสรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสายพันธุของจุลินทรียที่ผลิต    
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สวนใหญสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม lipopeptide มกัแสดงคุณสมบัติ
เปนสารยับยั้งจุลินทรีย  แตสํ าหรับกลุม glycolipid มคีอนขางนอยและประสิทธิภาพก็ดอยกวา
กลุม lipopeptide  นอกจากนีย้ังไมเคยมีรายงายการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม glycolipid
ผลิตจากเชื้อสกุล  Acinetobacter ทีแ่สดงคุณสมบัติเปนสารยับยั้งจุลินทรีย

ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทนรอน Acinetobacter sp. FT3 ซึ่งมี
คารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบอยูในโครงสรางสารลดแรงตึงผิว นาจะเปนกลุมของ 
glycolipid หรือ lipopolysaccharide และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Bacillus 
subtilis ได
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