
บทที่ 3

ผลการทดลองและวิจารณ

1. การเทยีบเคียงชนิดของแบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ
น ําแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 2 สายพันธุ คือ CH11 และ FT3 มาศกึษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา โดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) กํ าลังขยาย 
7,000 เทา (ภาพที่ 9) พบวาสายพันธุ CH11 มรูีปรางแบบรูปไขคอนขางกลม แบงตัวแบบทวีคูณ 
ขนาด (กวางxยาว) ประมาณ 0.6x0.8 ไมโครเมตร  สวนสายพันธุ FT3 มรูีปรางเปนแทง แบงตัว
แบบทวีคูณ  ขนาด (กวางxยาว) ประมาณ 0.4x2.4 ไมโครเมตร ซึ่งมีลักษณะเหมือนกับเชื้อในสกุล
Acinetobacter ซึง่เซลลมรูีปแทง มีความกวางตั้งแต 0.9-1.6 ไมโครเมตร  ความยาวตั้งแต 1.5-2.5 
ไมโครเมตร (Kreig and Holt, 1984)

เมือ่ศึกษาลักษณะทางชีวเคมี (ตารางที่ 5) พบวาสายพันธุ CH11 เปนแบคทีเรียแกรมบวก 
มีความตองการออกซิเจนแบบ facultative anaerobic ไมสามารถผลิตเอนไซม catalase, 
oxidase และ urease ไมสามารถยอยสลายแปงและไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตใหเปนไนไตร  แต
สามารถใชนํ้ าตาล mannitol และ sorbitol ไดซึ่งมีลักษณะเหมือนกับเชื้อในสกุล Gemella
(Facklam and Elliott, 1995) สํ าหรับสายพันธุ FT3 มคีวามตองการออกซิเจนแบบ strictly 
aerobe ไมผลิตเอนไซม oxidase และ urease แตสามารถผลิตเอนไซม catalase และมีคุณสมบัติ
ทางชวีเคมีอ่ืน ๆ เหมือนกับแบคทีเรียในสกุล Acinetobacter ทีแ่ยกไดจากดินที่ปนเปอนนํ้ ามัน 
เชน ไมสามารถยอยเจลาตินและอารจินิน, ไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตใหเปนไนไตร ไมผลิตกาซ
ไฮโดรเจนซัลไฟล (H2S) (Koma et al., 2001) จากคุณสมบัติทั้งหมดเมื่อเปรียบเทียบกับ
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Kreig and Holt, 1984)  พบวาแบคทีเรีย    
สายพันธุ CH11 จัดอยูในสกุล Gemella sp. และแบคทีเรียสายพันธุ FT3 จัดอยูในสกุล 
Acinetobacter sp.

แบคทีเรียในสกุล Acinetobacter ไดรับความสนใจและนํ ามาใชในงานดานเทคโนโลยี     
ชีวภาพมากขึ้น เนื่องจากมีศักยภาพการผลิตสารชีวภาพไดหลายชนิด จึงมีความหลากหลายใน
การนํ าไปประยุกตใช เชน สาร emulsan, พอลิเมอรชีวภาพชนิดพอลิแซคคารไรด, ชนิดลิโป       
พอลแิซคคารไรด  และเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีเอทานอลเปนแหลงคารบอน   พบวาเชื้อสามารถผลิต
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(A)

(B)

ภาพที่  9  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) (ก ําลงัขยาย 7,000
เทา) ของแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ 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 การเทียบเคียงชนดิของแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ CH11 และ FT3 โดยใชวิธีทาง
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) มีรายงานการคัดเลือกจุลินทรียที่ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีการเก็บตัวอยางจากดิน
หรือนํ ้าทีม่กีารปนเปอนของนํ้ ามัน พบวาแบคทีเรียที่พบโดยสวนใหญจัดอยูในสกุล Acinetobacter
(Huy et al., 1999; Navon-venezia et al., 1995) แตไมพบรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวจาก
แบคทีเรียในสกุล Gemella โดยสวนใหญแบคทีเรียกลุมนี้มักพบในตัวอยางจากคนไข (Facklam 
and Elliott, 1995)

2. การวเิคราะหองคประกอบและทดสอบคุณสมบัติดานพอลิเมอรของสารชีวภาพจาก
แบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ

2.1 การผลิตสารชีวภาพ
น ําแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุที่แยกได คือ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3  

มาเลีย้งในอาหารเหลว PR ทีม่กีลโูคส 1 เปอรเซ็นตเปนแหลงคารบอน เขยาที่ความเร็วรอบ 200 
รอบตอนาท ี ทีอุ่ณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน นํ าสวนใสที่ไดจากการเลี้ยงมาวัด     
การเจริญ  คาพีเอช  และปรมิาณสารชีวภาพที่สกัดโดยใชการตกตะกอน  (ภาพที่ 10 และ 11)   
พบวาแบคทีเรียสายพันธุ CH11 มคีาการเจริญสูงสุด 0.46 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 
12 ชัว่โมง และใหผลผลิตสารชีวภาพสูงสุดเทากับ 4.87 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน    
24 ชัว่โมง  สํ าหรับการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ FT3  พบวาใหคาการเจริญสูงสุด 0.65 กรัมตอ
ลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 30 ชั่วโมง และใหผลผลิตสารชีวภาพจากการตกตะกอนสูงสุดเทา
กบั 5.83 กรัมตอลิตรหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 72 ชั่วโมง สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงคาพีเอชของ
แบคทีเรียสายพันธุ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 เปนไปในทิศทางเดียวกัน  
โดยพเีอชลดลงจากคาเริ่มตนเทากับ 6.71 และ 6.77 เปน 3.82 และ 5.40 ตามลํ าดับหลังการเลี้ยง
เชื้อ 96 ชั่วโมง

เมื่อพิจารณาลักษณะของนํ้ าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ พบวาลักษณะของนํ้ าหมักไมมี
ความหนืดตลอดระยะเวลาการเลี้ยง ซึ่งลักษณะของนํ้ าหมักและสารชีวภาพที่ไดมีความแตกตาง
จากรายงานการทดลองที่เคยมีการศึกษาเกี่ยวกับการผลิตพอลิเมอรชีวภาพ จุลินทรียจะหลั่งสาร
พอลเิมอรออกมาละลายอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อ จึงทํ าใหมีความหนืดเพิ่มข้ึนเมื่อมีการผลิตพอลิเมอร
ชวีภาพมากขึ้น จากรายงานของ Shih และคณะ (2001) พบวานํ ้าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ 
Bacillus licheniformis ความหนดืของนํ้ าหมักเพิ่มข้ึนพรอม ๆ กับปริมาณของพอลิเมอรชนิด 
PGA ทีเ่พิ่มข้ึน  โดยใหคาความหนืดสูงสุด 17 cP. ทีช่ัว่โมงที่ 96  ซึง่เปนชั่วโมงที่เชื้อผลิตพอลิเมอร
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ภาพที่ 10     การเจริญ การเปลี่ยนแปลงพีเอช  และการผลิตสารชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน
Gemella sp. CH11 เมือ่เลี้ยงในอาหารสูตร PR ทีม่ ี1 % กลูโคส เปนแหลงคารบอน
บนเครือ่งเขยา (200 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 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   และการผลิตสารชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน
Acinetobacter sp. FT3  เมือ่เลี้ยงในอาหารสูตร PR ทีม่ ี1 % กลูโคสเปนแหลง
คารบอน บนเครื่องเขยา (200 รอบตอนาที) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา
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 ไดสูงสุด (14 กรัมตอลิตร)   อาจเนือ่งมาจากอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะที่ใชในการผลิต
พอลเิมอรนัน้ไมใชอาหารและสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต     หรือเชื้อมีความตองการสารอาหาร
ชนดิอื่นเพิ่มเติม (Dermlim et al., 1999)  ตัวอยางเชนจากการศึกษาอาหารที่เหมาะสมตอการ
ผลิตพอลิเมอรของเชื้อ Pseudomonas elodea โดยใชอาหารที่มีหางนมเปนแหลงคารบอน  พบวา
เมือ่ไมมกีารเติมสารอาหาร (เชน ยีสตสกัด) ทํ าใหเชื้อมีการเจริญและผลิตพอลิเมอรออกมานอก
เซลลนอยใหผลผลิตเทากับ 1.73 กรัมตอลิตร  นํ้ าหมักที่ไดมีความหนืดเพียง 3.0 cP  แตเมื่อมีการ
เตมิสารอาหารเพิ่มเติมเชน  0.1%(w/v) yeast extract,  0.05%(w/v) malt extract ท ําใหผลผลิต
พอลิเมอรเพิ่มข้ึนเปน 3.1 กรัมตอลิตร  และความหนืดของนํ้ าหมักจึงเพิ่มข้ึนเปน 395 cP จากการ
ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการผลิตพอลิเมอรของเชื้อมีความตองการสารอาหารบางอยาง เชน 
วติามนิ หรือแรธาตุบางอยางที่มีอยูใน yeast extract และ malt extract (Dlamini and Peiris, 
1997) และอาหารที่ใชในการคัดเลือกเชื้ออาจไมใชอาหารที่เหมาะสมสํ าหรับการผลิตพอลิเมอร 
นอกจากนี้อาจเนื่องจากปริมาณของพอลิเมอรที่ละลายอยูในนํ้ าหมักมีนอยเกินไป จึงทํ าให
ลักษณะของนํ ้าหมกัที่ไดจากการเลี้ยงแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุไมมีความหนืด

ดังนัน้จงึท ําการสกัดแยกและทํ าบริสุทธิ์บางสวน เพื่อนํ าสารชีวภาพที่ไดมาศึกษาคุณสมบัติ
ทางดานพอลิเมอรตอไป

2.2 การสกดัสารชวีภาพดวยเอทานอลและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
เมือ่เลีย้งแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ คือ Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3  

ในอาหารสูตร PR ทีอุ่ณหภมู ิ45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 และ 72 ชั่วโมงตามลํ าดับ  พบวาได
ปริมาณสารชวีภาพที่ยังไมผานการทํ าบริสุทธิ์เทากับ 4.81 และ 5.75 กรัมตอลิตรตามลํ าดับ   หลัง
จากน ําไปผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน  พบวาปริมาณสารชีวภาพที่ไดเทากับ 2.76 และ 4.72 กรัม
ตอลิตรตามลํ าดับ คิดเปนผลผลิตสารชีวภาพในรูปบริสุทธิ์บางสวนเทากับ 57.38 และ 82.09 
เปอรเซน็ตตามลํ าดับ  ลักษณะสารชีวภาพที่ไดมีลักษณะเปนผงสีขาว คลายผงแปง (ภาพที่ 12)
ซึง่มลัีกษณะที่แตกตางจากลักษณะของพอลิเมอรชนิดตาง ๆ เชน พอลิแซคคารไรดซึ่งมีลักษณะ
คลายฟองนํ้ า (Dermlim et al., 1999)  พอลเิมอรชนิดไขมันมีลักษณะเหนียวและโปรงแสงเหมือน
มไีขมันรวมอยูในองคประกอบ (Kurane et al., 1994) พอลเิมอรชนิดไกลโคโปรตีนที่มีสีเขียวเขม
และไมละลายนํ้ า (Lee et al., 1995) ในขณะทีส่ารชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2     
สายพนัธุนัน้ไมมีลักษณะที่คลายคลึง “พอลิเมอรชีวภาพ” ที่เคยมีรายงาน  ดังนัน้การศึกษาขั้น   
ตอไปจึงเปนการวิเคราะหองคประกอบและศึกษาคุณสมบัติบางประการของพอลิเมอรชีวภาพ
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(A)

(B)

ภาพที่  12 ลักษณะของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนจากแบคทีเรียทนรอน           
(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 การวเิคราะหองคประกอบของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
จากการวิเคราะหองคประกอบของสารชีวภาพที่ผ านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนโดยวิธี 

Colorimetric method (ตารางที่ 6) พบวาสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอน Gemella sp. CH11
และ Acinetobacter sp. FT3 ไมมีกรดอะมิโนชนิดอะโรมาติกและกลุมอัลฟาอะมิโนเปน          
องคประกอบ และเมื่อวิเคราะหองคประกอบเชิงปริมาณซึ่งประกอบดวยปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด       
นํ ้าตาลที่เปนกลาง  กรดยูโรนิค  เอสเทอรซัลเฟต  และโปรตีน พบวาสารชีวภาพจากสายพันธุ 
CH11 และ FT3 ประกอบดวยเอสเทอรซัลเฟตเปนองคประกอบหลัก (13.26 และ 13.89 % ตาม
ลํ าดับ)  และพบนํ้ าตาล (3.82 และ 3.31 % ตามลํ าดับ)  และโปรตีนในปริมาณเล็กนอย (1.19 
และ 1.87% ตามลํ าดับ)  ทัง้นีไ้มพบปริมาณกรดยูโรนคิในสารชีวภาพจากสายพันธุ CH11 แตพบ
ปริมาณเล็กนอยมาก (0.25 % w/w) ในสารชีวภาพจากสายพันธุ FT3

เมื่อนํ าสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนมาตรวจวิเคราะหหาปริมาณธาตุหลัก 
(CHONS) ในโมเลกุล (ตารางที่ 7) พบวาสารชีวภาพจากสายพันธุ CH11 มปีริมาณคารบอน 
ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน  และก ํามะถันเทากับ 1.97, 0.24, 11.30, นอยกวา 0.01 และ 5.17  
เปอรเซ็นตตามลํ าดับ ในขณะที่สารชีวภาพจากสายพันธุ FT3 มปีริมาณแรธาตุหลักเหลานี้เทากับ 
2.30, 0.72, 6.16, 0.31 และ 5.63 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ  จากการทดลองที่ไดเปนการยืนยันไดวา
สารชวีภาพทัง้สองชนิดนั้นมีสวนของธาตุกํ ามะถัน (S) เปนองคประกอบหลัก และเมื่อทดลองนํ า
อาหาร PR ทีไ่มมีการเติมเชื้อเร่ิมตน (starter) มาผานขัน้ตอนการตกตะกอนดวยเอทานอลเชน
เดียวกันกับนํ้ าหมักจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุ พบวาตะกอนที่เกิดขึ้นมีลักษณะเหมือนกับ
ตะกอนที่ไดจากนํ้ าหมัก และจากการวิเคราะหหาปริมาณธาตุหลัก พบวามีปริมาณคารบอน 
ไฮโดรเจน ออกซิเจน ไนโตรเจน  และกํ ามะถันเทากับ 1.99, 3.31, 24.07, 2.81 และนอยกวา 0.01  
โดยเฉพาะปริมาณธาตุกํ ามะถันในอาหาร PR มีคานอยกวาตะกอนที่ไดจากแบคทีเรียทั้งสอง
ประมาณ 500 เทา

2.4 ศกึษาคณุสมบัติบางประการของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
2.4.1 คุณสมบัติในการละลาย
การทดสอบความสามารถในการละลายของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์จาก

แบคทีเรียทนรอน Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 ในตวัท ําละลายทั้ง 9 ชนิด  
ดังนี ้นํ้ ากลั่น, เอทานอล, เมทานอล, อะซิโตน, เฮกเซน, คลอโรฟอรม, โพพานอล, ไดคลอโรมีเทน 
และไอโซโพพิวอีเทอร  พบวาสารชีวภาพจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุสามารถละลายไดดี
ในนํ้ า  แตไมละลายในตวัทํ าละลายอินทรียอีก 8 ชนิด อธิบายไดดวยกฎการละลาย “ส่ิงที่เหมือน
กนัยอมละลายในสิ่งที่เหมือนกัน” (like dissolves like)     นํ ้าเปนตวัทํ าละลายชนิดมีข้ัวจับกันดวย
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ตารางที่ 6   องคประกอบของสารชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ Gemella sp.
CH 11  และ  Acinetobacter sp. FT3 ทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

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  ปริมาณธาตุหลักของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ Gemella sp.
CH11, Acinetobacter sp. FT3  และ PR-medium ทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

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 และเปนโมเลกุลที่มีไดโพลที่เสถียรมากโดยมีคาคงที่ไดอิเล็กทริค (dielectric 
constant) มากทีสุ่ดเมือ่เปรียบเทียบกับตัวทํ าละลายอีก 8 ชนิด สํ าหรับตัวถูกละลาย (สารชีวภาพ) 
เปนสารประกอบอินทรียที่มีพันธะเอมีน เอสเทอร และกลุมซลัเฟอรเปนองคประกอบ ซึ่งจับกันดวย
แรงไดโพล-ไดโพลเชนเดียวกันจึงเกิดการละลายในพวกมีข้ัวดวยกันเอง (สุวรรณา เหลืองชลธาร, 
2542)

เมือ่พจิารณาลกัษณะการละลายของสารชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สาย
พันธุในนํ้ า พบวาสามารถละลายไดทันทีซึ่งไมใชลักษณะการละลายของพอลิเมอร เนื่องจาก
โมเลกุลของพอลิเมอรเปนโซยาวหรือมีขนาดใหญมาก กระบวนการเกิดสารละลายพอลิเมอรใน  
ตัวทํ าละลายโดยทั่วไปจึงเกิดไดชากวามากเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการละลายของสารอินทรีย
ที่มีโมเลกุลเล็กหรือมีนํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ า หลังจากการผสมพอลิเมอรและตัวทํ าละลายเขาดวยกัน
แลว  โมเลกลุของตัวทํ าละลายจะแพรเขาหาโมเลกุลของพอลิเมอรอยางชา ๆ เกิดการกระทํ าซึ่งกัน
และกันระหวางโมเลกุลของตัวทํ าละลายกับพอลิเมอร โมเลกุลของพอลิเมอรจะขยายตัวออกโดย
การบวมตัวขึ้นปรากฏเปนลักษณะคลายวุน (gel) มีความเหนียวหนืดกอนที่จะละลายอยาง
สมบูรณในตัวทํ าละลาย (ชัยวฒัน เจนวาณชิย, 2527) ซึ่งไมปรากฏกระบวนการเหลานี้ในตัวอยาง
สารชวีภาพจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ

2.4.2 คุณสมบัติการเกิดเจล
การทดสอบความสามารถในการเกิดเจลของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

จากแบคทีเรีย Gemella sp. CH11 และ Acinetobacter sp. FT3 ภายใตสภาวะที่เปนดาง 
(NaOH) เมือ่มเีกลือชนิดประจุ +1 และ +2 พบวาไมสามารถฟอรมตัวเปนเจล เนื่องจากสาร      
ชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนั้นเปนสารโมเลกุลเล็กมีคานํ้ าหนักโมเลกุลเทา
กบั 193 และ 399 ดาลตัน จึงเกิดกระบวนการการละลายอยางสมบูรณในตัวทํ าละลาย  ซึ่งแตก
ตางจากสารโมเลกุลใหญอยางเชน พอลิเมอร โดยจะเกิดเปนโครงรางตาขาย 3 มิติที่สามารถอุมนํ้ า
ไวภายในได จึงมีลักษณะกํ่ ากึ่งระหวางของแข็งและของเหลว จากรายงานการศึกษาพบวา        
พอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดสามารถฟอรมตัวเปนเจลในสภาวะที่มีประจุ +2 เชน                  
K-carrageenan, alginate, xanthan gum และ gellan gum จะฟอรมตัวเปนเจลเมื่อมีเกลือ Ca2+

เชนเดียวกันกับพอลิเมอรชนิดพอลิแซคคารไรดจากเชื้อ Enterobacter sp. เกิดเปนเจลเมื่อมี 
CaCl2, MgSO4 และ CuSO4 โดยเฉพาะเจลทีเ่กิดในสภาวะที่มี Cu2+ นั้นจะเปนเจลที่มีความ    
แข็งแรงมากที่สุด และพบวามีความแข็งแรงมากกวาพอลิเมอร xanthan gum เมือ่ทดสอบใน
สภาวะเดียวกัน จึงเหมาะที่จะนํ าไปประยุกตใชในการดูดซับโลหะหนักในระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย 
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(Shimada et al., 1997) และจากรายงานของ Dermlim, 1999   พบวาพอลิเมอรชนิดพอลิแซค
คารไรดผลิตจากเชื้อ  Enterobacter cloacae  WD7 สามารถฟอรมตัวเปนเจลในสภาวะที่เปนดาง 
โดยเจลจะมีความแข็งแรงมากที่สุดเมื่อมีการเติม CuSO4.5H2O จากความสามารถในการเกิดเจล
ของพอลเิมอรชีวภาพในสภาวะที่มีการเติมเกลือ จึงมีแนวโนมที่จะประยุกตใชเปนสารดูดซับโลหะ
หนัก (biosorption) (Shimada et al., 1997;  Gutnick and Bach, 2000)

2.4.3 คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอน
เตรียมสารละลายของสารชีวภาพทีผ่านการทํ าบริสุทธิ์บางสวนของ Gemella sp. CH11

และ Acinetobacter sp. FT3 ความเขมขน 20-200 มิลลิกรัมตอลิตร  ศึกษาคุณสมบัติการตก
ตะกอนในสารแขวนลอย Kaolin ทีม่คีวามเขมขน 5000 มิลลิกรัมตอลิตร  เมือ่นํ าสารละลายสวน
บนสดุมาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  พบวาคาดูดกลืนแสงที่ไดมีคา
มากกวาชดุควบคมุ (นํ้ ากลั่น) ดังนั้นผลิตภัณฑที่ไดจากการผลิตแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุจึงไมมี
คุณสมบัติเปนสารตกตะกอนชีวภาพ (bioflocculant) อาจเนื่องจากผลิตภัณทที่ไดมีคานํ้ าหนัก
โมเลกลุต่ํ ามาก ทํ าใหประสิทธิภาพของการสรางสะพานเชื่อม (bridging mechanism) ในกลไก
การตกตะกอนตํ่ า ซึ่งกลไกการตกตะกอนมีความสัมพันธกับขนาดของสารตกตะกอนชีวภาพ 
โดยสารตกตะกอนชีวภาพที่มีขนาดนํ้ าหนักโมเลกุลสูงจะเปนการเพิ่มบริเวณการดูดซับ, ความแข็ง
แรงของสะพานเชื่อมระหวางอนุภาคคอลลอยด และใหคากิจกรรมการตกตะกอนสูงกวาสารตก
ตะกอนชีวภาพที่มีขนาดโมเลกุลต่ํ า (Salehizadeh and Shojaosadati, 2001) โดยทั่วไปคา       
นํ ้าหนักโมเลกุลของสารตกตะกอนชีวภาพมคีาเฉลี่ยอยูระหวาง 105 ถึง 2x106 ดาลตัน (Yokoi         
et al.,1996)  เชน  140,000  ดาลตันจาก Flavobacterium sp. (Tong et al., 1999) 100,000 
ดาลตันจาก Corynebacterium glutamicum  (He et al., 2002)  และมากกวา 200,000 ดาลตัน
จาก  Klebsiella pneumoniae (Nakata and Kurane, 1999)  จากรายงานการทดลองที่เคยมีการ
ศึกษาเกี่ยวกับสารตกตะกอนชีวภาพชนิดตาง ๆ พบวาคานํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ าสุดที่เคยมีรายงาน
ประมาณ 37,000 ดาลตัน โดยผลิตจากเชื้อ  Hansenula  anomala J224 (Saito et al., 1990)  
นอกจากคานํ้ าหนักโมเลกุลจะมีผลตอกลไกการตกตะกอนแลว คาความเขมขนของพอลิเมอร  
ชนิดของพอลิเมอร อุณหภูมิ ระดับพีเอช  และชนิดของไอออนก็เปนปจจัยที่มีผลตอคากิจกรรมการ
ตกตะกอนดวย (Dermlim, 1999)

2.4.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
เมื่อทดสอบการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนจาก

แบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ  ที่ความเขมขนตั้งแต 10-200 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยทดสอบ
การยบัยั้งการเจริญของเชื้อ 3 สายพันธุ คือ S. aureus, E. coli และ B. subtilis โดยใชยา
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chloramphenicol เปนชุดควบคุม  บมเชือ้ทดสอบเปนเวลา 18 ชั่วโมง  สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นรอบ ๆ 
แผนทดสอบ (disc) พบวาสารชีวภาพที่ไดไมมีคุณสมบัติเปนสารยับยั้งแบคทีเรีย มีรายงานวา   
พอลิเมอรชนิดพอลิไลซีนสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เมื่อใช
ในระดับความเขมขน 1-8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และพอลิไลซีนจาก Streptomyces albulus ที่มี
จ ํานวนโมโนเมอรต้ังแต 1-8 โมโนเมอรใหผลการยับยั้งดีกวาจํ านวนโมโนเมอรที่ตอกันมากกวา 10 
จํ านวน นอกจากนี้มีการพบวาพอลิเมอรชีวภาพ (n=25-30) ใหผลการยับยั้งจุลินทรียไดดีกวา       
พอลิเมอรจากกระบวนการทางเคมี  (n=50)  ซึง่มขีนาดโมเลกุลใหญกวา  (Shima et al., 1984)

2.4.5 ความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดง
เมื่อทดสอบความเปนพิษตอเซลลเม็ดเลือดแดงของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บาง

สวนจากแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ ที่ความเขมขน 1, 2, 3 และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย
ใชสาร Triton x-100 เปนชุดควบคุม พบวาสารชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2       
สายพนัธุมคีวามเปนพิษตอเม็ดเลือดแดงโดยหลังจากการบมเปนเวลา 1 และ 24 ชั่วโมง พบวาทํ า
ใหเปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดงเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของสารชีวภาพเพิ่มข้ึน (ภาพที่ 
13-14) และความเขมขนตั้งแต 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรขึ้นไปทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกตัวได 100 
เปอรเซ็นตหลังจากการบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตจากภาพถายเม็ดเลือดแดงเริ่มตนซึ่งมี
ลักษณะเตงตามปกติแตหลังจากบมไวเปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวามีเม็ดเลือดแดงบางสวนเริ่มแตก
สลายและแตกอยางสมบูรณเมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 15) สํ าหรับสารชีวภาพจาก
แบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุนั้นมีความเปนพิษนอยกวาเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการทดลองของ
Carreno-Gomez และ Duncan (1997) พบวาไคโตแซนสามารถทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกได 100 
เปอรเซ็นตเมื่อใชความเขมขนเพียง 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  เนื่องจากในไคโตแซนมีปริมาณของ  
N-acetyl-D-glucosamine ถงึ 40 เปอรเซ็นต และเปนสวนสํ าคัญที่ทํ าใหเม็ดเลือดแดงแตกตัวโดย
หมูอะมิโนของไคโตแซนจับกับ anionic glycoprotein ของผวิเม็ดเลือดแดง จึงทํ าใหผิวของเม็ด
เลอืดแดงบวมเตงและแตก  ในขณะที่สารชีวภาพจากแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุไมมีสาร N-acetyl-
D-glucosamine เปนองคประกอบหลักแตมีหมูเอมีนเพียงเล็กนอย จึงทํ าใหเซลลเม็ดเลือดแดง
แตกที่ความเขมขนของสาร ชีวภาพมากกวาเมื่อเปรียบเทียบกับความเขมขนของไคโตแซน

2.5 การวเิคราะหหาหมูฟงกชัน นํ้ าหนักโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุล
เมื่อตรวจสอบสารชีวภาพโดยการวิเคราะหหาหมูฟงกชัน (ตารางที่ 8) พบวาแถบที่ปรากฏ

ในยานความถี่ต้ังแต 400-4,000 cm-1 ของทัง้ 3 ตัวอยางมีลักษณะเหมือนกัน  และสามารถจํ าแนก
แถบเหลานี้ไดเปนหมูเอมีน (N-H), เอสเทอร (C-O) และสารประกอบซัลเฟอร (S=O) (ภาพที่ 16-
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ภาพที่ 13 เปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง(ของคน)เมื่อใชสารชีวภาพที่ผลิตจาก
แบคทีเรียทนรอน 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 เปอรเซ็นตการแตกตัวของเม็ดเลือดแดง(ของคน)เมื่อใชสารชีวภาพที่ผลิตจาก
แบคทีเรียทนรอน 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 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบ phase contrast ของเม็ดเลือดแดง (คน) ในสาร
ละลายชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอน Acinetobacter sp. FT3 ทีค่วามเขมขน 3 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (a) ปกติ, (b) หลงัจากการบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง และ (c) หลัง
จากการบมเปนเวลา 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 หมูฟงกชันของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ 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 ของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสาย
พันธุ Gemella sp. CH11 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง 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 ของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสาย
พันธุAcinetobacter sp. FT3 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง 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
วเิคราะหดวยเครื่อง 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) โดยกลุมเอมีนจะเกิดแถบจากการยืดของพันธะ N-H ในชวงความถี่ 3500-3300 cm-1 จํ านวน 
1  แถบ  และเกิดแถบการงอในชวงความถี่ 1650-1510 cm-1 ซึง่เปนลักษณะของเอมีนชนิดปฐมภูมิ 
สํ าหรับแถบดูดกลืนของสารประเภทเอสเทอรและแถบที่แสดงลักษณะของ sulphate จะเกิดแถบ
ในชวง 1130-1080 cm-1

คานํ้ าหนักโมเลกุลและคาการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลเปนคุณสมบัติที่สํ าคัญสํ าหรับ       
พอลิเมอร โดยคานํ้ าหนักโมเลกุลเปนคาที่บงบอกถึงขนาดของพอลิเมอร สวนคาการแจกแจง     
นํ้ าหนักโมเลกุลเปนคาที่แสดงถึงการกระจายตัวของโมเลกุลในสายโซของพอลิเมอร (Campbell 
and White, 1989) เชน คานํ้ าหนักโมเลกุลของพอลิเมอรชนิดพอลิไลซีน (PL) จากเชื้อ 
Streptomyces albulus มคีานํ ้าหนักโมเลกุลประมาณ 4,000 ดาลตัน  และมีโฮโมพอลิเมอรเชื่อม
ตอกันประมาณ 25-30 โมเลกุล (n = 25-30) (Kunioka, 1997)  ในขณะที่พอลิเมอรชนิดพอลิ    
กูลตาเมต (PGA) มคีานํ ้าหนกัโมเลกุลเฉลี่ยอยูในชวง 100,000 ถึง 800,000 ดาลตัน ซึ่งขึ้นอยูกับ
ชนดิของสายพันธุแบคทีเรียและระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ  (Shih et al., 2001) และมีคาการ   
แจกแจงนํ ้าหนักโมเลกุลอยูในชวงระหวาง 2-5 (Shih and Van, 2001) เชน พอลิกลูตาเมตที่ผลิต
จาก B. subtilis IFO3335 มนีํ ้าหนกัโมเลกุลอยูในชวง 266,000–4,110,000 ดาลตัน  คาการ   
แจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลในชวง 2.8–10.5 (Goto and Kunioka, 1992)  ในขณะที่พอลิกลูตาเมตที่
ผลิตจาก B. licheniformis CCRC12826 มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน (Shih      
et al., 2001) สํ าหรบัพอลเิมอรชนิดพอลิแซคคารไรดซึ่งเปนพอลิเมอรที่มีคานํ้ าหนักโมเลกุลสูงมาก 
โดยมคีานํ ้าหนักโมเลกุลต้ังแต 50,000 ดาลตันถึงมากกวา 1 ลานกิโลดาลตัน (Weiner, 1997) เชน    
พอลิแซคคารไรดที่ผลิตจาก Klebsiella มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2x106 ดาลตัน (Dermlim   
et al., 1999), จากเชื้อ Antrodia camphorata มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2.18x105 ดาลตัน 
(Shu and Lung, 2003) หรือจากเชื้อ Enterobacter sp. มคีานํ ้าหนักโมเลกุลมากกวา 2.5x106

ดาลตัน (Yokoi et al., 1997) โดยเกิดจากหนวยโมโนเมอรแซคคารไรด หรืออนุพันธุของโมโนเมอร
แซคคารไรดเชื่อมตอกันมากกวา 10 หนวยขึ้นไป (n ≥ 10) (Mcilray, 1967)  จากการวิเคราะหหา
คานํ ้าหนกัโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลดวยวิธี Gel Permeation Chromatography 
(GPC) (ตารางที่ 9) พบวาคานํ้ าหนักโมเลกุลของสารชีวภาพจาก Gemella sp. CH11 และ 
Acinetobacter sp. FT3 มคีานํ ้าหนกัโมเลกุลเทากับ 193 และ 399 ดาลตันตามลํ าดับ   สํ าหรับคา
การแจกแจงนํ ้าหนักโมเลกุลมีคาเทากับ 1.4 และ 1.1 ตามลํ าดับ  เนื่องจากลักษณะของพอลิเมอร
ซึง่เกดิจากโมโนเมอรหรือโอลิโกเมอรมาเรียงตอกันโดยมีคานํ้ าหนักโมเลกุลต่ํ าสุดที่จัดเปน
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ตารางที่ 9    นํ ้าหนกัโมเลกลุและการแจกแจงนํ้ าหนักโมเลกุลของสารชีวภาพจากแบคทีเรียทน
รอนสายพันธุ Gemella sp. CH11, Acinetobacter sp. FT3  และ PR-medium ที่
ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน

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) แตสารชีวภาพทีไ่ดจากการผลิตครั้งนี้มีเพียงหลักรอย     
จงึไมจัดวาสารชีวภาพทีไ่ดจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนี้เปนพอลิเมอร

จากผลการทดลองทั้งหมดขางตน สรุปไดวา สารชีวภาพที่เกิดจากการนํ านํ้ าหมักของ
แบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุไมใชพอลิเมอร เนื่องจากเมื่อพิจารณาองคประกอบและคุณสมบัติ
ทางเคม-ีกายภาพ เชน  แรธาตุหลัก คานํ้ าหนักโมเลกุล หมูฟงกชัน และคุณสมบัติบางประการแลว
พบวาใหผลเชนเดียวกันกับตะกอนจากอาหาร PR นอกจากปริมาณซัลเฟตของสารชีวภาพทั้ง     
2 ชนดิทีม่ปีริมาณสูงกวามาก  จึงเปนไปไดวาตะกอนที่เกิดขึ้นก็คือ อาหาร PR ทีเ่หลอืจากการใช
โดยจุลินทรยี  เมือ่อยูในเอทานอลแลวจะเกิดการตกตะกอนและรวมกับปริมาณของซัลเฟตที่เชื้อ
ผลิตออกมา เพราะวาเมื่อพิจารณาจากสารตัวอยางทั้ง 3 ซึ่งมซีลัเฟตเปนองคประกอบ โดยใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมซีลัเฟตปริมาณเพียงเล็กนอยจาก (NH4)2SO4 และ MgSO4.7H2O เพยีง 0.5 และ 
0.02 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ ดังนั้นปริมาณซัลเฟตที่เพิ่มข้ึนจึงเปนการผลิตจากเชื้อ และเมื่อ
พจิารณาจากแหลงที่มาของเชื้อ  พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สายพันธุแยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสียของ
โรงงานนํ้ ายางขน ซึ่งนํ้ าเสียจากโรงงานเหลานี้มักมีปริมาณซัลเฟตคอนขางสูง อาจเปนไปไดวา
แบคทเีรียทัง้ 2 สายพันธุมีการปรับตัวใหเขากับส่ิงแวดลอมเหลานี้และเพื่อการอยูรอดเชื้อจึงมีการ
สรางสารพอลเิมอรออกมาปองกันตัวเอง นอกจากนี้อาจมีปจจัยบางอยางที่มีอยูในสภาพแวดลอม
นั้นเปนตัวกระตุนใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับยีนทํ าใหแบคทีเรียเหลานี้มีการผลิตสารประกอบ 
ซัลเฟตออกมา เชนเดียวกับความสามารถในการดูดซับฟอสเฟตในระบบบํ าบัดนํ้ าเสียโดยเชื้อ
Acinetobacter ซึง่แยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย พบวาสามารถดูดซับไดถึง 100 มิลลิกรัมของ
ฟอสฟอรัสตอกรัมเซลลแหง โดยดูดซับไดในสภาวะที่มีอากาศและปลดปลอยออกมาในสภาวะไร
อากาศ (Abdel-El-Haleem, 2003)  ดังนัน้เมือ่มกีารแยกเชื้อจึงปรากฏลักษณะของการสรางสาร
พอลิเมอร แตเมื่อนํ ามาทดลองพบวาเชื้อไดสูญเสียความสามารถในการผลิตพอลิเมอร อาจเนื่อง
มาจากระยะเวลาของการเก็บรักษาที่นาน หรือไมไดอยูในสภาวะที่ขาดสารอาหาร  หรืออัตราสวน
ระหวางคารบอนกับไนโตรเจน (C:N ratio) ไมมากพอ

3. การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพของแบคทีเรียทนรอน 2 สาย
พันธุ

3.1 การคัดเลือกเบื้องตน (primary screening)
การคัดเลือกแบคทีเรียที่มี haemolysis activity คือ มคีวามสามารถในการเจริญและให    

วงใสรอบโคโลนีไดในอาหาร blood agar ซึง่เปนลักษณะของแบคทีเรียที่มีแนวโนมวาสามารถ
สรางสารลดแรงตึงผิวได (Carrillo et al., 1996; Lin et al., 1998) แตเมือ่นํ าแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 
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สายพนัธุมาเพาะบนอาหาร blood agar เพือ่เปนการคัดเลือกเบื้องตน (primary screening)    
พบวาไมเกิดวงใสรอบ ๆ โคโลนี  อาจเปนไปไดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีแ่บคทีเรียทนรอนทั้ง    
2 สายพนัธุผลิตไดนั้น มีปริมาณนอยมากหรือเปนสารลดแรงตึงผิวชนิดที่ไมมีผลทํ าลายเม็ดเลือด
แดง ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ Youssef และคณะ (2004) โดยศึกษาเปรียบเทียบวิธีการ
ตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเบื้องตน พบวามีแบคทีเรียที่แสดงผล negative สํ าหรับ
วิธี lysis blood agar แตกลับใหผล positive เมื่อทดสอบดวยวิธี drop collapse และ                
oil spreading ซึง่คดิเปน 49 เปอรเซ็นตของจํ านวนแบคทีเรียทั้งหมด และใหคา surface tension
อยูในชวงระหวาง 50-35 mN/m  ในทางกลับกันแบคทีเรียที่แสดงผล positive สํ าหรับวิธี lysis 
blood agar โดยเกดิวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา  3  เซนตเิมตร  มีจํ านวน 25 เปอรเซ็นต
ของจ ํานวนแบคทีเรียทั้งหมด  แตกลับมีประสิทธิภาพในการลดแรงตึงผิวไดต่ํ า  โดยใหคา surface 
tension มากกวา 60 mN/m  เนือ่งจากการทํ าลายเม็ดเลือดแดงในวิธี lysis blood agar นั้นไมได
เปนผลมาจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพยีงอยางเดียว  แตอาจเปนผลมาจากประจุ +2 หรือสาร
ประเภทอื่นที่เชื้อผลิตได (Lin et al., 1998)  ดังนัน้ในการตรวจสอบการผลิตสารลดแรงตึงผิว      
ชีวภาพควรทํ าควบคูกันหลาย ๆ วิธี  เนือ่งจากแตละวิธีที่ใชทดสอบนั้นมีความไว (sentitive) ใน
การตรวจจับสารลดแรงตึงผิวไดไมเทากัน

เมื่อนํ าสวนใสที่ไดหลังจากการแยกเซลลออกแลวมาตรวจวัดคาแรงตึงผิวเครื่อง Torsion 
balance  และคาความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน หรือ Oil Displacement Area (ODA) ซึ่ง
เปนวิธีตรวจหาสารลดแรงตึงผิวจากจุลินทรียที่มีการปลดปลอยออกมานอกเซลล (ภาพที่ 19)    
พบวาคาแรงตงึผวิของสวนใสจากแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุนั้น ลดลงอยางรวดเร็วหลังจาก
การเลีย้งเชื้อนาน 6-12 ชั่วโมง โดยสายพันธุ Gemella sp. CH11 สามารถลดคาแรงตึงผิวของ      
นํ ้าหมักเริ่มตน 68.0 mN/m เปน 64.5 mN/m ภายใน 12 ชั่วโมง และคงที่ที่ระดับ 63.0 mN/m
ตลอดระยะเวลาการเลี้ยง 96 ชัว่โมง (ภาพที่ 19) เมือ่ทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน 
(ODA) โดยใชนํ ้าหมักที่เวลา 12 และ 60 ชั่วโมงพบวาไมเกิดวงใส  สํ าหรับแบคทีเรียสายพันธุ 
Acinetobacter sp. FT3 สามารถลดคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักไดเทากับ 59.0 mN/m ภายใน         
6 ชัว่โมงหลงัจากการเลี้ยงเชื้อ  หลังจากนั้นความสามารถในการลดแรงตึงผิวเริ่มลดลงทํ าใหคาแรง
ตึงผวิของนํ้ าหมักกลับมาเพิ่มข้ึนเปน 61.0 mN/m จนกระทัง่ชัว่โมงที่ 60 มีการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวเพิม่ข้ึนอีกครั้งทํ าใหคาแรงตึงผิวลดลงเหลือ 58.6 mN/m และใหคาการกระจายนํ้ ามัน (ODA) 
เทากบั 0.50 ตารางเซนติเมตร   แตไมเกิดวงใสเมื่อใชนํ้ าหมักที่ชั่วโมงที่ 12  เมื่อพิจารณาจากคา 
แรงตงึผิวของสวนใสจากการเลี้ยงแบคทีเรีย   Acinetobacter  sp.  FT3     พบวาสามารถลดไดถึง



68

ภาพที่ 19 คาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ Gemella sp. CH11 และ
Acinetobacter sp. FT3 ในอาหารสูตร PR ทีม่1ี %กลูโคส เขยาที่ความเร็วรอบ 200
รอบตอนาที, อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 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
คา surface tension ในครั้งที่ 2 นี้มีความเปนไปไดมากวาเปนผลมาจากสารลดแรงตึงผิวที่
แบคทีเรียผลิตและปลดปลอยออกมานอกเซลล เนื่องจากสารลดแรงตึงผิวเปนสารเมตาบอไลท
ทุติยภูมิ (secondary metabolites) การผลติจะเกิดขึ้นเมื่อมีการเจริญเขาสูระยะคงที่และมีการ
ผลิตสงูสุดเมื่อเจริญอยูในชวงปลายระยะคงที่  (Tuleva et al., 2002; Tahzibi et al., 2004)  ซึ่ง
สอดคลองกบัรายงานการทดลองเกี่ยวกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดตาง ๆ เชน สารลด
แรงตึงผิวชนิด Rhamnolipid จากเชื้อ Pseudomonas aeruginosa  พบวาเชื้อสามารถผลิต     
สารลดแรงตงึผิวหลังจากชั่วโมงที่ 50  ซึ่งเปนชวงการเจริญเขาสูระยะ stationary phase และให
ผลผลิตสูงสุดเทากับ 1 กรัมตอลิตรในชวงปลายระยะ stationary phase (Wu and Ju, 1998) เชน
เดยีวกันกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวประเภท glycolipid จากยีสต Candida antarctica (Kim    
et al., 2002) หรือการผลิตจากเชื้อ Pseudomonas putida 21BN  ซึง่คาแรงตึงผิวของนํ้ าหมัก  
ลดลง 2 คร้ังเชนเดียวกัน  โดยครั้งแรกเกิดขึ้นหลังจากการเลี้ยงเชื้อนาน 24 ชั่วโมง ซึ่งเปนระยะ 
lag phase โดยคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักลดลงจาก 71 mN/m เหลือ 37 mN/m  และลดลงอีกครั้ง
ในระยะ stationary phase โดยใหคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมักตํ่ าสุดเทากับ 29 mN/m (Tuleva et al., 
2002)  สวนเชื้อ  B. licheniformis KGL11 เร่ิมผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในชวงกลางระยะ 
stationary phase และใหผลผลิตสูงสุดเทากับ 329 มลิลิกรัมตอลิตรในชวงปลายระยะ stationary  
phase (Lin et al., 1998)

เมือ่พิจารณาคาแรงตึงผิว (surface tension) ของนํ ้าหมักที่มีสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก
เชื้อ Acinetobacter sp. FT3 ละลายอยูนัน้  พบวามีคานอยมากเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานการ
ทดลองทีเ่กี่ยวกับการลดคาแรงตึงผิวของนํ้ าหมัก  โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย
ชนิดตาง ๆ ซึง่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเหลานี้มีประสิทธิภาพสูง โดยสามารถลดคาแรงตึงผิวเหลือ
ประมาณ 30 mN/m หรือ ต่ํ ากวา เชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Rhamnolipid จากเชื้อ 
Pseudomonas aeruginosa MM1011 ลดคาแรงตึงผิวจาก 72 mN/m เหลือ 28.2 mN/m
(Tahzibi et al., 2004)  เชื้อ Pseudomonas putida 21BN ลดคาแรงตึงผิวจาก 71 mN/m        
ลงเหลือ 29 mN/m (Tuleva et al., 2002)  สํ าหรับสารลดแรงตึงผิวชนิด surfactin ผลิตจากเชื้อ 
Bacillus subtilis ลดคาแรงตึงผิวจาก 72 mN/m เหลือ 32 mN/m (Makkar and Cameotra, 
1998)  สารลดแรงตึงผิวชนิด mannosylerythritol lipid  จากเชื้อ Candida sp. SY16 ลดคาแรง
ตึงผิวจาก 72 mN/m ลงเหลือ 29 mN/m (Makkar and Cameotra, 1998)  แตการลดคาแรงตึงผิว
ของนํ้ าหมักโดยเชื้อ Acinetobacter sp. FT3 ลดลงจาก 68 mN/m เหลอืเพียงแค  59.0 mN/m  



70

อาจเนื่องจากสารลดแรงตึงผิวที่ผลิตไดนั้นมีปริมาณนอยมาก ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองใน
การหาคา haemolysis activity หรืออาจเนือ่งมาจากสภาวะที่ใชในการผลิตไมเหมาะสม โดย
แหลงอาหารที่ใชในการเจริญมีผลตอชนิดและปริมาณของสารลดแรงตึงผิว เชน แหลงคารบอนนับ
วามีความสํ าคัญตอการผลิตสารลดแรงตึงผิว เนื่องจากสามารถชักนํ าใหจุลินทรียบางชนิดผลิต
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพได เชน P. aeruginosa และ Candida sp. เมือ่เจริญบน n-alkanes จะ
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อ แตหากเปลี่ยนแหลงคารบอนเปนพวก
คารโบไฮเดรตจะทํ าใหไมสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิว     
ชีวภาพอาจถูกยับยั้ง (repression) ไดโดยกลูโคส หรือสารเมตาบอไลทปฐมภูมิ (primary 
metabolites) เชน Acinetobacter calcoaceticus และ A. paraffineus ไมสามารถผลิตสาร    
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไดเมื่อมีการเจริญบนกรดอินทรียหรือกลูโคส (Cameotra and Makkar, 1998) 
เชนเดยีวกับการทดลองของจันทรเพ็ญ อิสลาม (2544) พบวา Acinetobacter sp. S7 มกีารเจริญ
และผลิตสารลดแรงตึงผิวไดสูงสุดเมื่อใชนํ้ ามันปาลมเปนสารตั้งตน หรือเชื้ออาจมีความตองการ
สารอาหารชนิดอื่นเพิ่มเติมในการผลิต เชน การเติม L-amino acid ไดแก aspartic acid, 
glutamic acid, asparagine หรือ glycine ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสาร
ลดแรงตึงผิวจากเชื้อ  A. paraffineus ได (Duvnjak et al., 1983 อางโดย จันทรเพ็ญ  อิสลาม,
2544)  นอกจากนีส้ภาวะของการเจริญ เชน อุณหภูมิ การกวน และปริมาณออกซิเจนที่ละลาย    
มีผลตอการผลิตและคากิจกรรมการลดแรงตึงผิวไดเชนเดียวกัน และอุณหภูมิยังสามารถเปลี่ยน
แปลงสวนประกอบของสารลดแรงตึงผิวไดอีกดวย เนื่องจากอุณหภูมิมีความสํ าคัญตอกระบวน
การสราง และการกระจายตวัของไขมันและกรดไขมัน เชน มีผลตอการเปลี่ยนแปลงความยาวของ
สายกรดไขมัน, มีผลตอระดับของกรดไขมัน (fatty acid braching) และมีผลตอการกระจายตัว 
รวมถึงความแตกตางของสัดสวนระหวางไกลโคลิปดและฟอสโฟลิปดเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิ (Kosaric, 1993)

3.2 การสกัดสารชีวภาพดวยกรดไฮโดรคลอริกและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
ทํ าการสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวออกจากนํ้ าหมักเพื่อเปนการเพิ่มความเขมขนของสาร     

ชวีภาพใหมากพอที่จะเกิดพื้นที่วงใสเมื่อทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน
การสกดัสารท ําโดยนํ านํ้ าหมักที่เวลา 12 และ 60 ชั่วโมงสํ าหรับเชื้อ Gemella sp. CH11

และ Acinetobacter sp. FT3 มาสกัดแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวย 6 M HCl (ตามวิธีการขอ 
3.2) และตรวจหาคา ODA อีกครัง้ ผลปรากฏวาไมพบคากิจกรรมดังกลาวจากทั้งสวนของตะกอน
และสวนใสของสายพันธุ Gemella sp. CH11 ดังนัน้กลาวไดวาสายพันธุ Gemella sp. CH11 ไม
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มกีารผลิตสารลดแรงตึงผิว ในขณะที่สายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 ไมพบคากิจกรรมดังกลาว
ในสวนใสที่ไดหลังจากการเติม 6 M HCl แตพบคากิจกรรมในสวนของตะกอน (acid precipitate) 
เกดิพืน้ทีว่งใสบนหนาผิวนํ้ ามันเทากับ 0.79 ตารางเซนติเมตร ตะกอน acid precipitate ที่แยกได
มปีริมาณเทากับ 0.089 กรัมตอลิตร หลังจากนํ าไปผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวนไดปริมาณสารลด
แรงตงึผวิเทากับ 0.015 กรัมตอลิตร คิดเปนผลผลิต 16.9 เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับตะกอน
acid precipitate จากปริมาณสารลดแรงตึงผิวที่เชื้อผลิตไดมีจํ านวนนอยจึงไมสามารถวัดคา 
CMCได   สํ าหรับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ไดมีลักษณะคลายแวกซ  สีเหลือง และเมื่อนํ ามาหาคา  
กจิกรรมพบวาใหคา ODA เทากับ 132.66 ตารางเซนติเมตร ซึง่คากิจกรรมที่ไดเพิ่มข้ึน 265 เทา
เมื่อเปรียบเทียบกับคากิจกรรมกอนการสกัดแยก (0.5 ตารางเซนติเมตร) แสดงวาแบคทีเรีย       
ทนรอน  Acinetobacter sp. FT3  สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวได

3.3 การวเิคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
3.3.1 วิธี Thin layer Chromatography (TLC) : ผลของชนิดและอัตราสวนของตัว

ท ําละลาย
นํ า crude biosurfactant ทีส่กดัไดจากนํ้ าหมักของ Acinetobacter sp. FT3 ซึ่งมี

ลักษณะคลายแวกซ สีเหลือง มาวิเคราะหหาองคประกอบและทดสอบหาสภาวะที่ดีที่สุดในการ
แยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยการใช  TLC พบวาตวัท ําละลายเคลื่อนที่ตางกันเมื่อมีการผสม
สารในอัตราสวนที่ตางกัน ทํ าใหไดลักษณะและปริมาณของแถบที่แยกไดบนแผน TLC aluminium 
sheets silica gel 60 F254 แตกตางกันดวย โดย crude biosurfactant แยกแถบไดดีในตัว          
ท ําละลาย chloroform : methanol : acetone ทีอั่ตราสวน 90 : 10 : 6 และสามารถวัดคา Rf ของ
แตละแถบ (ภาพที่ 20 ) ไดดังนี้ แถบที่ 1 = 0,  แถบที่ 2 = 0.26,  แถบที่ 3 = 0.58,  แถบที่ 4 = 
0.76,  แถบที่ 5 = 0.81  เมือ่นํ าแผน TLC ทีแ่ยก crude biosurfactant มาวเิคราะหหาองค
ประกอบเบื้องตนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (ตารางที่ 10)  โดยทดสอบกับ alkaline potassium 
permanganate ปรากฏวาเกดิแถบสีเหลืองบนพื้นสีมวง (แถบที่ 1, 2 และ 5)  แสดงวาแถบ       
ดังกลาวมีคารโบไฮเดรตองคประกอบ และเมื่อนํ าไปทดสอบกับไอระเหยของไอโอดีน (Iodine)
ปรากฏแถบสนีํ ้าตาล (แถบที่ 1, 2, 4 และ 5)  แสดงวาแถบดังกลาวอาจมีสารพวกคารโบไฮเดรต
หรือไขมันเปนองคประกอบสวนการทดสอบกับ Rhodamine 6G พบวาเกิดแถบสีเหลืองบนพื้น    
สีสมอมชมพ ูแสดงวาแถบดังกลาวมีไขมันเปนองคประกอบ (แถบที่ 1 และ 3) สํ าหรับการวิเคราะห
หาองคประกอบกลุมอะมิโนดวยการสเปรยกับสารละลาย ninhydrin พบวาไมเกิดแถบใด ๆ  
สํ าหรับจุดที่ปรากฏบนแผน TLC ทัง้ 5 ตํ าแหนงสันนิษฐานวาสารลดแรงตึงผิวมีโครงสรางที่ตางกัน
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ภาพที่ 20 ลักษณะและปริมาณของแถบที่แยกไดจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งผลิตโดย
แบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 โดยวิธีวิเคราะหบนแผน TLC
aluminium sheets silica gel 60 F254 เมือ่เคลือ่นที่ในอัตราสวนของตัวทํ าละลาย
chloroform : methanol : acetone เปน 90 : 10 : 6

*** คา Rf ของสารลดแรงตึงผิวที่แยกไดบนแผน 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  ผลของสารทดสอบตอสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ
Acinetobacter sp. FT3 บนแผน TLC aluminium sheets silica gel 60 F254 เมื่อ
เคลือ่นที่ในอัตราสวนของตัวทํ าละลาย chloroform : methanol : acetone เปน        
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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ซึ่งลักษณะแถบที่ปรากฏนี้สอดคลองกับรายงานการทดลองของ Arino และคณะ (1996) ซึ่ง
วเิคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวจากเชื้อ Pseudomonase aeruginosa GL1 โดยใช
เทคนิค TLC เชนเดยีวกนั ปรากฏวาหลังจากทดสอบกับไอระเหยของไอโอดีนแลวเกิดแถบทั้งหมด 
4 ตํ าแหนงและเมื่อนํ าแถบแตละตํ าแหนงยอยดวย 2M HCl  ทีอุ่ณหภมูิ 100 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 2 ชั่วโมง  และน ําไปวิเคราะหโดยเทคนิค HPLC และ ELS (Evaporative light-scattering)
พบวาเปนสารลดแรงตึงผิวชนิด Rhamnolipid ทีม่กีลุม fatty acid ตางกัน สํ าหรับการทดลองครั้งนี้
crude biosurfactant ไมไดผานการยอยดวยกรด HCl จงึไมปรากฏเปนแถบของสารคารโบไฮเดรต
ไขมนั หรือ โปรตีนไดเปนแถบเดี่ยว ๆ  ดังนั้นจึงปรากฏสีหลาย ๆ สีในแถบเดียวกัน แตสามารถ
วิเคราะหเบื้องตนไดวาแถบเหลานี้เปนแถบของสารที่มีคารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบ
หลัก  จงึคาดวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 
อาจเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม glycolipid หรือ  lipopolysaccharide

3.3.2 วิธี Fourier–transfrom infrared (FT-IR)
ทํ าการยืนยันผลโดยการตรวจสอบหาหมูฟงกชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยเทคนิค 

FT-IR (ภาพที่ 21 และ ตารางที่ 11) แสดงผลโดยเกิดแถบในความถี่ 3405.56 cm-1 ซึง่เปนแถบ
การยืดของพันธะ O-H  สํ าหรบัแถบที่เกิดในชวงความถี่ 3000-2700 cm-1 เปนแถบที่เกิดจากการ
ยดืของพันธะ C-H โดยอาจจะอยูในกลุมของ CH2 หรือ CH3  นอกจากนี้ยังปรากฏแถบที่ความถี่ 
1725.98 cm-1 และ 1377.20 cm-1 ซึง่เปนแถบที่แสดงลักษณะของหมูแอลดีไฮด โดยลักษณะของ
หมูแอลดีไฮดนั้นจะแสดงแถบการดูดกลืนจํ านวน 2 แถบที่ยานความถี่ 1740-1720 cm-1  และ 
2900-2695 cm-1  ซึง่เกดิจากการยืดของพันธะ C=O และพันธะ C-H ของหมูฟอรมิล (CHO) ตาม
ลํ าดับโดยแถบที่เกิดในความถี่ 1377.20 cm-1 ของตัวอยางสารนั้นเปนการยืนยันวาเปนสาร
ประกอบคารบอนิล สํ าหรับแถบที่เกิดในยานความถี่ 1460 cm-1 นัน้เปนแถบที่เกิดจากการงอของ
พนัธะ C-H นอกจากนีย้งัเกิดแถบจากการงอนอกระนาบของพันธะ C-H ในยาน 1000-650 cm-1

ซึ่งเปนแถบที่เกิดจากการแทนที่บนพันธะคูในโมเลกุลของแอลคีน โดยแถบที่เกิดในชวงความถี่นี้
เปนแถบที่ใชสนับสนุนขอมูลของแถบที่เกิดในความถี่  2922.54 cm-1 และ 2852.77 cm-1 ของ   
ตัวอยางสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ FT3 วามีหมูแอลคนีเปนองคประกอบและสารตัวอยางยังปรากฏ
แถบทีเ่กิดจากการยืดของพันธะ C-O ทีค่วามถี่ 1221.06 cm-1 และ 1056.56 cm-1 อีกดวย  โดย
การปรากฏแถบดูดกลืนที่เกิดจากการยืดของพันธะ  C-O  และ  O-H  นัน้เปนการแสดงลักษณะ
ของสารประกอบไฮดรอกซีซึ่งการยืดของพันธะ C-O จะปรากฏเปนแถบที่มีความเขมสูงในยาน
ความถี่   1260-1000 cm-1   และแถบการยืดของพันธะ  C-O   นีใ้ชบงบอกวามีหมูแอลกอฮอลเปน
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ภาพที่  21 ลักษณะแถบความถี่ FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากแบคทีเรียทน
รอนสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 เมือ่วิเคราะหดวยเครื่อง 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 หมูฟงกชนัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ
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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องคประกอบ แถบความถี่และหมูฟงกชันของสารตัวอยางสารลดแรงตึงผิว FT3 ที่ปรากฏนั้นมี
ลักษณะของการเกิดแถบที่คลายกันกับสารลดแรงตึงผิวชวีภาพกลุม  gylcolipid  ทีเ่คยมรีายงาน
มา เชน จากการทดลองของ Tahzibi และคณะ (2004) หรือจากการทดลองของ Tuleva และคณะ 
(2003) โดยแสดงหมู alkyl, carbonyl  เชนเดียวกัน

ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทีผ่ลิตจากแบคทีเรียสายพันธุ Acinetobacter sp. FT3 จาก
การศกึษาองคประกอบขั้นตนบนแผน TLC aluminium sheets silica gel 60 F254 และ Fourier–
transfrom infrared (FT-IR) spectroscopy พบวามีคารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบอยู
ในโครงสรางของสารลดแรงตึงผิวจึงนาจะเปนกลุมของ glycolipid หรือlipopolysaccharide แต
จากรายงานที่เคยมีการศึกษาหาองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตโดยแบคทีเรียใน
สกุล Acinetobacter พบวาสวนใหญจัดอยูในกลุมสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลสูง 
หรือเปนกลุม polymeric surfactant ซึ่งมีองคประกอบเปน polysaccharide-lipid-protein 
complex เชน emulsan จากเชื้อ A. calcoaceticus RAG-1 มี polysaccharide-lipid-protein 
เปนองคประกอบ หรือสาร biodispersan จากเชื้อ  A. calcoaceticus A2 มีพอลิแซคคารไรดเปน
องคประกอบหลักและคานํ้ าหนักโมเลกุลสูงเทากับ 51,400 ดาลตัน สํ าหรับสาร alasan จากเชื้อ
A. radioresisten KA53 มีพอลิแซคคารไรดและโปรตีนเปนองคประกอบ (Navon-Venezia et al., 
1995; Rosenberg and Ron, 1997; 1999)

3.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรยีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
ศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ FT3 ที่

ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Bacillus 
subtilis ไดโดยปรากฏเปนวงใสรอบแผนทดสอบ มีขนาดเสนผาศูนยกลาง 13 มิลลิเมตร แตไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli   เมื่อ
เปรียบเทียบกับผลการทดลองที่เคยมีการศึกษาโดยใชสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจากจุลินทรีย
ชนดิตาง ๆ เชน สารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด Rhamnolipid ทีผ่ลิตจากเชื้อ Pseudomonas 
putida 21BN แสดงผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ B. subtilis โดยเกิดวงใสมีขนาดเสนผา
ศูนยกลาง 36 มิลลิเมตร (Tuleva et al., 2002) นอกจากนี้สารลดแรงตึงผิวกลุม lipopeptide มีชื่อ
วา “Biosurfactan N1” ผลิตจากเชื้อ B. subtilis  มผีลยบัยั้งการเจริญของกลุมแบคทีเรียแกรม
บวกทั่วไป  รวมถึง S. aureus และ Mycobacterium smegmatis โดยแสดงผลกิจกรรมการยับยั้ง
การเจรญิของเชื้อทดสอบ เกิดเปนวงใสมีขนาดเสนผาศูนยกลางตั้งแตระดับ ++ (9-11 mm) ถึง
ระดับ +++ (>11 mm) (Singh and Cameotra, 2004)  นอกจากนีย้ังมีรายงานวาสารลดแรง    
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ตึงผิวชีวภาพสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราและไวรัสไดอีกดวย โดยรายงานการทดลองของ 
Abalos และคณะ (2001 อางโดย Lang, 2002) ซึ่งพบวาสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด 
Rhamnolipid M7 มคุีณสมบัติตอตานการเจริญของเชื้อรา Botrytis cinerea และ Rhizotecnia 
solani  โดยใหคา minimum inhibitory concentration (MIC) เทากับ 18 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    
ในขณะที่สารลดแรงตึงผิวจาก B. licheniformis กลุม lipopeptide ไมสามารถตอตานการเจริญ
ของเชื้อ Botrytis cinerea ได แตสามารถตอตานการเจริญของ Saccharomyces cerevisiae
และ Candida utilis โดยเกดิวงใสมีขนาดเสนผาศูนยกลางตั้งแตระดับ ++ (11-14 mm) และ +++ 
(15-18 mm) ตามล ําดับแตละสายพันธุของเชื้อทดสอบ (Fiechter, 1992)   สํ าหรับความสามารถ
ในการยบัยั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวก แกรมลบ เชื้อรา ยีสต หรือ  ไวรัสนัน้ ข้ึนอยูกับกลุมของสาร  
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ โครงสรางของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสายพันธุของจุลินทรียที่ผลิต    
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  สวนใหญสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม lipopeptide มกัแสดงคุณสมบัติ
เปนสารยับยั้งจุลินทรีย  แตสํ าหรับกลุม glycolipid มคีอนขางนอยและประสิทธิภาพก็ดอยกวา
กลุม lipopeptide  นอกจากนีย้ังไมเคยมีรายงายการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพกลุม glycolipid
ผลิตจากเชื้อสกุล  Acinetobacter ทีแ่สดงคุณสมบัติเปนสารยับยั้งจุลินทรีย

ดังนั้นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตไดจากแบคทีเรียทนรอน Acinetobacter sp. FT3 ซึ่งมี
คารโบไฮเดรตและไขมันเปนองคประกอบอยูในโครงสรางสารลดแรงตึงผิว นาจะเปนกลุมของ 
glycolipid หรือ lipopolysaccharide และสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ Bacillus 
subtilis ได
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