
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. แบคทีเรีย
แบคทเีรียทนรอนจํ านวน 2 สายพันธุ คือ CH11 และ FT3 ซึง่แยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย   

โรงงานนํ ้ายางขน 2 โรงงาน คือ บริษัทฉลองอุตสาหกรรมนํ้ ายาง จํ ากัด และบริษัทเฟลเท็กซ จํ ากัด 
(รหัสเชื้อ CH และ FT ตามล ําดับ) โดยศิริพร  หมาดหลา (2544)

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ
อาหารสํ าหรับผลิตพอลิเมอรชนิดโปรตีน (Protein polymer-producing medium : PR)

(Takeda et al., 1992) ประกอบดวย กลูโคส 1 %, ยีสตสกัด 0.4 %, (NH4)2SO4 0.5 %, 
Na2HPO4 0.6 % และMgSO4.7H2O 0.02 % ปรับพเีอชใหไดเทากับ 7.0 สํ าหรับนํ้ าตาลกลูโคส
แยกฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  และในกรณีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบแข็งใหเติมผงวุนปริมาณ 1.5 %

3. Weathered Oil
Weathered oil เปนนํ ้ามนัทีไ่ดจากกระบวนการกลั่นแยกนํ้ ามันดิบ (Oman crude oil) ที่

อุณหภมู ิ 350 องศาเซลเซียส ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรม
ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

4. สารเคมี
สารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ใชในการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ

แบคทีเรียที่คัดเลือกได, และใชในการวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติของพอลิเมอรรวมทั้ง  
สารลดแรงตงึผิว   รายการสารเคมีแสดงในรายละเอียดการวิเคราะหในภาคผนวก ก

อุปกรณ

1. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) ยีห่อ Mettler รุน Toledo 320
2. เครือ่งชั่ง 4 ตํ าแหนง (electronic balance)  ยีห่อ Satorius รุน BP 221S
3. หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอนํ้ า (autoclave) ยี่หอ Tomy รุน SS325
4. ตูอบลมรอน (Hot air oven) ยีห่อ Sanyo รุน Mor 212
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5. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator-shaker) ยี่หอ Lab-line รุน M.3525-1
6. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ยี่หอ Hettich 

zentrifugenรุน universal 32/32R
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) ยี่หอ Hitachi รุน U-2000
8. กลองจุลทรรศน ยี่หอ Olympus
9. เครือ่งระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ยี่หอ EYELA รุน SB-651
10. ตูอบ (Hot air oven) ยี่หอ Memmert รุน ULM.500
11. เครื่อง Torsion balance ยี่หอ White TBS
12. เครื่อง Freeze dryer ยี่หอ Dura-StopTMµP
13. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning electron microscope) ยี่หอ JEOL 

รุน JSM-35 CF
14. กลองจุลทรรศนแบบ phase contrast ยี่หอ Olympus รุน CHS
15. อางนํ ้าควบคุมอุณหภูมิแบบหมุนเวียน ยีห่อ JUDABO รุน MP
16. เครื่อง Fourier Transfrom Infrared Spectrometer ยี่หอ Bruker รุน Equinox 55
17. เครือ่งวิเคราะหปริมาณแรธาตุหลัก ยี่หอ CHOS-O Analyzer รุน FLASH 1112 Series 

EA
18. เครื่อง Gel Permeation Chromatography  ยีห่อ  Polymerlab รุน PL-GPC
19. แผน Thin-layer chromatography (TLC) aluminium sheets silica gel 60 F254 ขนาด 

20x20 cm layer thickness 0.2 mm ยีห่อ MERCK

วธิกีารวิเคราะห
1. การทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน (Oil displacement test)
น ําจานเพาะเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 เซนติเมตร บรรจุนํ้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร หยด

weathered oil ปริมาตร 15 ไมโครลิตรลงบนผิวหนาของนํ้ า จากนั้นจึงหยดตัวอยางที่ตองการ
ทดสอบในที่นี้ คือ สวนใสที่ไดเหวี่ยงแยกเซลลออกปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนผิวหนาของ 
weathered oil วดัเสนผานศูนยกลาง  เพือ่น ําไปค ํานวณหาพื้นที่ของการกระจาย weathered oil
เปนตารางเซนติเมตร  สํ าหรบัวงใสที่มีเสนผาศูนยกลางมากกวา 15 เซนติเมตร จะเจือจางสวนใส
เปน 10 เทา  สูตรคํ านวณดังสมการ (Morikawa et al., 1993)
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Oil displacement area (ODA) = 22/7 (r)2     ตารางเซนติเมตร

r  = รัศมกีารกระจายของตัวอยางบนผิวหนาของ weathered oil

วธิกีารทดลอง

1. การเทยีบเคียงชนิดของแบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ
เทยีบเคยีงชนิดของแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ CH11 และ FT3 ศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(SEM) และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีการในหนังสืออนุกรมวิธานของแบคทีเรีย
และปฎิบัติการของดวงพร คันธโชติ (2537) และ Biochemical Tests for Identification of 
Medical Bacteria (MacFaddin, 1980) ศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของแบคทีเรีย เพือ่จํ าแนกชนิด
ของแบคทีเรียถึงระดับสกุลตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg and 
Holt, 1984)

2. การวเิคราะหองคประกอบและทดสอบคุณสมบัติดานพอลิเมอรของสารชีวภาพจาก
แบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ

2.1 การผลิตสารชีวภาพ
เตรยีมเชื้อเร่ิมตนโดยบมเชื้อสายพันธุ CH11 และ FT3 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PR นาน 24 

ชัว่โมง ถายเชื้อปริมาณ 1 ลูป ลงในอาหารเหลว PR ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในฟลาสก
ขนาด 250 มิลลิลิตร  เลีย้งเชือ้บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ถายเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 10 เปอรเซ็นตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PR 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน  เก็บตัวอยางนํ้ าหมักที่เวลา 0, 6, 
12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 และ 96 ชั่วโมงเพื่อวัดพีเอช  การเจริญของเชื้อโดยวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรดวยเครื่องมือ  UV-VIS spectrophotometer และคานํ้ าหนักของ
เซลลแหง (Kurane et al., 1994a)  และเกบ็ตัวอยางนํ้ าหมักที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 72 และ 96 
ชั่วโมงเพื่อวัดผลผลิตสารชีวภาพที่ไดจากการแยกเซลลออกจากนํ้ าหมักแลว นํ าสวนใสที่ไดมา   
ตกตะกอนดวย 95% เอทานอลทีเ่ย็น (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 4 เทาของปริมาตรนํ้ าหมัก   
ทิง้ไวขามคนืแลวนํ ามาหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
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นาที  ตะกอนทีไ่ดน ํามาอบที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง และชั่งหานํ้ าหนักของพอลิเมอร
ชวีภาพที่ยังไมผานการทํ าใหบริสุทธิ์ (ศิริพร หมาดหลา, 2544)

2.2  การสกดัสารชวีภาพดวยเอทานอลและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
น ํานํ ้าหมกัไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที เพือ่แยกตัวเซลลออกจากนํ้ าหมัก น ําสารละลายสวนใสที่ไดไปทํ าใหเขมขนดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อเปนการลด
ปริมาณตัวทํ าละลายอินทรียที่ตองใชในการตกตะกอนพอลิเมอร  ตกตะกอนพอลิเมอรออกจาก
สารละลายสวนใสดวยการเติมเอทานอล 95% ที่เย็น (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 4 เทาของ
ปริมาตรนํ้ าหมักภายหลงัการทํ าใหเขมขน  ทิง้ไวขามคืนที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จากนั้นนํ า
มาหมนุเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพื่อ
แยกตะกอนของพอลิเมอร นํ าตะกอนพอลิเมอรที่ไดไปทํ าแหงแบบ freeze dry จากขั้นตอนนี้จะได
พอลเิมอรที่ยังไมผานการทํ าใหบริสุทธิ์ (crude polymer) น ําไปละลายในนํ้ ากลั่น และกํ าจัดสวนที่
ไมละลายนํ้ าออกโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซยีส นาน 15 นาที  กํ าจัดเกลือโดยใชวิธีไดอะไลซีส (dialysis) ที่มี molecular weight cut off 
5,000 แลวน ําสารละลายพอลิเมอรไปทํ าแหงอีกครั้งดวยเครื่อง freeze dryer จะไดพอลิเมอรที่
ผานการทํ าใหบริสุทธิ์บางสวน (ดัดแปลงจาก Goto and Kunioka, 1992)

2.3  การวเิคราะหองคประกอบของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
น ําสารชวีภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน มาวิเคราะหองคประกอบโดยวิธี Colorimetric 

method ในเชิงคุณภาพและปริมาณดังนี้ (รายละเอียดในภาคผนวก ก)
ก. การวิเคราะหเชิงคุณภาพ

- กรดอะมิโนชนิดแอลฟา  วเิคราะหโดยวิธี Ninhydrin reaction (Plummer, 1978 อาง
โดย Dermlim, 1999)

- กรดอะมิโนกลุมอะโรมาติก   วิเคราะหโดยวิธี Xanthoproteic reaction (Plummer, 1978
อางโดย Dermlim, 1999)

ข. การวิเคราะหเชิงปริมาณ
- นํ ้าตาลทีเ่ปนกลาง               วิเคราะหโดยวิธี Anthrone reaction (Trelyan and

Harrison, 1952 อางโดย Dermlim, 1999)
- นํ ้าตาลทั้งหมด            วเิคราะหโดยวิธี Phenol-sulfuric acid reaction (Dubois

et al., 1956 อางโดย Dermlim, 1999)
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- กรดยูโรนิค                     วเิคราะหโดยวิธี Carbazole-sulfate reaction (Bitter and
Muir, 1962 อางโดย Dermlim, 1999)

- เอสเทอรซัลเฟต                    วิเคราะหโดยวิธี Turbidimetric (Dodgson and Price,
1962)

- โปรตีน                 วเิคราะหโดยวิธี Lowry (Lowery et al., 1951)
- แรธาตุหลัก (CHONS) วเิคราะหโดยเครื่อง CHNS-O Analyzer (รุน FLASH1112        

Series EA) สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (Kurane and 
Matsuyama, 1994)

2.4 ศกึษาคณุสมบติับางประการของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
2.4.1 คุณสมบัติในการละลาย
ชั่งสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน 1 มิลลิกรัม ละลายในตัวทํ าละลาย 1 

มิลลิลิตร สังเกตการละลายของสารชีวภาพหลังจากตั้งทิ้งไวขามคืนโดยเปรียบเทียบกับตัว         
ท ําละลายทีไ่มมกีารเติมสารชีวภาพ  ตัวทํ าละลายที่ใชทดสอบมีดังนี้  นํ้ ากลั่น เอทานอล เมทานอล  
อะซโิตน เฮกเซน คลอโรฟอรม โพพานอล ไดคลอโรมีเทน ไอโซโพพิวอีเทอร (Collins et al., 1973)

2.4.2 คุณสมบัติการเกิดเจล
ทดสอบความสามารถการเกิดเจลของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน ภายใต

สภาวะที่เปนดาง เมื่อมีเกลือชนิดประจุ +1 (NaCl) และ +2 (CaCl2.2H2O, MgSO4.7H2O,
CuSO4.5H2O) ปริมาณ 2 มิลลิกรัม, สารละลายของสารชีวภาพ (0.5% นน./ปริมาตร) ปริมาตร    
1 มลิลิลิตร และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
(Shimada et al., 1997) ผสมใหเขากัน สวนผสมที่ทดสอบแสดงดังตอไปนี้

Product + NaOH
Product + NaOH + NaCl
Product + NaCl
Product + NaOH + CaCl2.2H2O
Product + CaCl2.2H2O
Product + NaOH+ MgSO4.7H2O
Product + MgSO4.7H2O
Product + NaOH+ CuSO4.5H2O
Product + CuSO4.5H2O
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อานผลโดยสังเกตการฟอรมตัวเปนเจล แสดงผล positive (+) เมือ่เกิดเจล และ negative (-) เมื่อ
ไมเกิดเจล

2.4.3 คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอน
ทดสอบความสามารถการเปนสารตกตะกอนของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บาง

สวน  โดยการวัดคากิจกรรมการตกตะกอนในสารแขวนลอยของดินขาว (Kaolin) ดังนี้  ผสมสาร
ละลายของสารชีวภาพ 0.1 มิลลิลิตร, CaCl2 ความเขมขน 90 มิลลิโมลารปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร  
และสารแขวนลอยของดินขาวความเขมขน 5 กรัมตอลิตรปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันใน
หลอดทดสอบตัง้ทิง้ไวนาน 5 นาที ดูดสารละลายผสมปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากสวนบนสุดของ
หลอดทดลอง น ํามาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (OD550 nm) สํ าหรับ
ชดุควบคมุใหใชนํ้ ากลั่นแทนสารละลายของสารชีวภาพ (Yokoi et al., 1995)

คํ านวณคากิจกรรมการตกตะกอนโดยใชสมการ

คากิจกรรมการตกตะกอน = 1/(OD550 nm)s    -     1/(OD550 nm)c

อัตราการตกตะกอน (%) = [(OD550 nm)c  -  (OD550 nm)s] 
(OD550 nm)c

(OD550 nm)s   คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรของสาร
(OD550 nm)c   คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรของชุด
2.4.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
ศึกษาคุณสมบัติการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารชีวภาพ โดยวิธี agar 

method  เตรยีมสารละลายสารชีวภาพความเขมขนตั้งแต 0 – 200 มิลลิกรัมตอมิล
นํ ้ากลัน่ปราศจากเชื้อเปนตัวทํ าละลาย ใชยามาตราฐาน chloramphenicol เปน positiv
และนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อเปน negative control เชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดส
Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis เขีย่เชื้อทดสอบ
colony ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Muller Hinton Broth (MHB) (ภาคผนวก ก) 4 มิลล
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–8 ชั่วโมง นํ ามาเปรียบเทียบความขุนก
McFarland standrads ซึง่เทยีบเทากับมีจํ านวนเชื้อ 108 cell/ml (ถาขุนเกินไปใหเจือจา
ละลาย 0.85% NaCl) ใช sterile cotton swap จุมลงในอาหาร MHB ทีม่ีเชื้อทดสอบอ
หมาด ๆ แลวปายลงใน agar plate ทิง้ไว 3-5 นาที ดูดตวัอยางยาและสารละล
X 100
ตัวอยาง
ควบคุม

diffusion 
ลิลิตร ใช      
e control 
อบไดแก 
จาก pure 
ิลิตร บมที่
ับ 0.5% 
งดวยสาร
ยู  บิดให
ายชีวภาพ           
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10 ไมโครลิตร   หยดลงบน antibiotic disc แลวใชปากคีบคีบแผน antibiotic disc วางลงบน 
agar plate กดใหแนน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชั่วโมง อานผลโดยการวัด
inhibition zone (Borel et al., 1993)

2.4.5 ความเปนพิษตอเม็ดเลือดแดง
ทดสอบความเปนพิษตอเม็ดเลือดแดงของสารชีวภาพ โดยวิธี red blood cell lysis

เตรียมนํ้ าเลือด (เลือดคนซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากหนวยคลังเลือด โรงพยาบาลสงขลา
นครนิทร) โดยนํ านํ้ าเลือดไปผสมกับ phosphate buffer saline (PBS) พีเอช 7.0 ทีเ่ยน็ 4 องศา
เซลเซียส  หมนุเหวีย่งแยกเซลลเม็ดเลือดแดงที่ความเร็วรอบ 1,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จํ านวน 3 คร้ัง นํ าเซลลเม็ดเลือดแดงที่ไดละลายกับบัฟเฟอร 
PBS ใหไดความเขมขน 2% (w/v)   ผสมสารละลายสารชีวภาพกับนํ้ าเลือดใหมีความเขมขนตั้งแต
1, 2, 3 และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นํ าไปบมในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เขยา
ตลอดเวลา  จนครบเวลา 1 และ 24 ชั่วโมง  นํ าตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 
1,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสที่ไดวัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ใช  Triton X-100 (1% v/v) เปน positive control  และ
บัฟเฟอร  PBS เปน negative control (Carreno-Gomez and Duncan, 1997)

% red blood cell lysis =     sample  -  PBS
    Triton X-100   -  PBS

2.5 การวเิคราะหหมูฟงกชัน  นํ ้าหนกัโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ า
วิเคราะหหาหมูฟงกชันของสารชีวภาพโดยเครื่อง Fourier-transfrom

spectroscopy (Dermlim et al., 1999) โดยสงตวัอยางวิเคราะหที่ศูนยเค
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร หาคานํ้ าหนักโมเลกุลและคาการแจกแจงนํ้ าห
ชวีภาพโดยเครื่อง Gel Permeation Chromatography (GPC) (ศิริพร หมาด
ตัวอยางวเิคราะหที่ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC)

3. การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
3.1 การคัดเลือกเชื้อเบื้องตน (Primary screening)
น ําแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุเขี่ยลงบนอาหารแข็ง blood agar p

เลอืดคน 5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน สังเ
โคโลนี (Carrillo et al., 1996) ซึง่เปนลกัษณะของแบคทีเรียที่มีแนวโนม
ลดแรงตงึผวิได  และเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองขอ 2.1 เก็บตัวอยางนํ้ าหมักท
X  100
หนักโมเลกุล
 infrared (FT-IR) 
รื่องมือวิทยาศาสตร 
นักโมเลกุลของสาร     
หลา, 2544) โดยสง   

lates ทีป่ระกอบดวย  
กตวงใสที่เกิดรอบ ๆ      
วาสามารถสรางสาร      
ี่เวลา 0, 6, 12, 18, 
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24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 และ 96 ชั่วโมงเพื่อวัดคาแรงตึง (surface tension) โดยการนํ าสวนใส
ทีผ่านการแยกเอาเซลลออกแลวปริมาตร 10 มิลลิลิตร วัดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Torsion balance ที่
คณะวิศวกรรมศาสตร  โดยใชนํ้ ากลั่นเปน blank และควบคุมอุณหภูมิของตัวอยางและอุณหภูมิ
หองใหเทากับ 25 องศาเซลเซียส

3.2 การสกดัสารชวีภาพดวยกรดไฮโดรคลอริกและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
ท ําการผลิตสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ CH11 และ FT3 (ตามวิธีการในขอ 

2.1)  แลวน ํานํ ้าหมกัไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาท ี เพือ่แยกตัวเซลลออกจากนํ้ าหมัก  นํ าสารละลายสวนใสที่ไดปรับพีเอชใหเทากับ 2.0 
ดวย  6 M HCl ทิง้ไวขามคนืทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและมีการกวนตลอดเวลา  แยกตะกอนที่
ไดโดยหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  ลาง
ตะกอนดวยนํ้ ากลั่นที่ปรับพีเอชเทากับ 2.0 เปนจํ านวน 3 คร้ัง ตะกอนที่ไดเรียกวา “acid 
precipitate”  น ํามาละลายกับนํ้ ากลั่นแลวปรับพีเอชใหเทากับ 7.0 ดวย 2 M NaOH  น ําไปทํ าแหง
ดวยเครื่อง freeze dryer และชั่งนํ้ าหนัก (Yakimov et al., 1995)

น ําตะกอน “acid precipitate” มาละลายกับ 0.02 M Tris-HCl pH 7.3 ปริมาตร 100 
มลิลิลิตร  นํ าสารละลายที่ไดมาทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน (คา ODA) และทํ าการ
สกดัแยกสารลดแรงตึงผิวดวยการเติมเอทิลอะซิเตท/คลอโรฟอรม (อัตราสวน 1:1) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันในกรวยแยก โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะละลายอยูในชั้นของ              
ตัวท ําละลาย และน ําสวนใสสวนลางมาทํ าการสกัดซํ้ าอีก 2 คร้ัง รวมตัวทํ าละลายที่ไดทั้งหมด      
นํ ามากํ าจัดตัวทํ าละลายออกดวยการระเหยโดยใชเครื่องระเหยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซยีส จนเหลือปริมาตรของสารละลายในขวดระเหยเทากับ 2 มิลลิลิตร นํ าไประเหยตอจนแหง
ดวยกาซไนโตรเจน ชั่งนํ้ าหนัก เก็บ “crude biosurfactant”  ในหลอดฝาเกลียวขนาดเล็กเพื่อใชใน
การทดลองตอไป (Prommachan, 2002)

3.3 การวเิคราะหองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
3.3.1 วิธี Thin-layer chromatography (TLC) : ผลของชนิดและอัตราสวนของตัว

ท ําละลาย
TLC เปนการแยกองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขั้นตน (Passeri et al., 

1991;  Carrillo et al., 1996) นํ า crude biosurfactant ทีไ่ด (จากขอ 3.2) มา spot บนแผน TLC
aluminium sheet silica gel 60 F254 ใหตัวอยางมีลักษณะเปนจุดนํ าไปแชในตัวทํ าละลายเคลื่อน
ทีต่าง ๆ กัน ไดแก
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อัตราสวน
Chloroform : Hexane : Methanol 25 : 15 : 15
Chloroform : Hexane : Acetic acid 45 : 25 : 1
Chloroform : Hexane : Acetic acid : H2O 60 : 30 : 1 : 1

25 : 15 : 4 : 2
Chloroform : Methanol 95 : 5
Chloroform : Methanol : Acetone 90 : 10 : 6
Chloroform : Methanol : Acetic acid : H2O 50 : 5 : 4 : 1

40 : 10 : 2 : 1
25 : 15 : 4 : 2

Chloroform : Methanol : H2O 85 : 15 : 2
65 : 25 : 4
40 : 25 : 2

Methanol : Acetone : Acetic acid 80 : 10 : 1
Methanol : Acetone : Ether 80 : 10 : 5
Methanol : H2O 90 : 10
Butanol : Acetone : H2O 32 : 48 : 8

เปรียบเทยีบลกัษณะของแถบที่แยกไดภายใตแสงยูวีความยาวคลื่นสั้น 280 นาโนเมตร 
เลอืกใชตัวทํ าละลายเคลื่อนที่ที่ทํ าให crude biosurfactant แยกแถบออกจากกันไดดีที่สุด แลวจึง
น ําแผน TLC aluminium sheet silica gel 60 F254 ทีไ่ดมาหาองคประกอบ (Dawson et al., 
1986)

ก. คารโบไฮเดรต วิเคราะหดวยวิธี Alkaline potassium permanganate  และ  Iodine
ดังนี้

ก.1 Alkaline potassium permanganate  สเปรยดวยสารละลายที่มี 1% aq. 
KMnO4  และ 2%NaCO3 ท ําใหแหงที่อุณหภูมิหองหรืออยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
ถามี sugar alcohols, glycosides, reducing หรือ non-reducing sugar จะปรากฏจุดสีเหลือง
บนพืน้สีมวง  แลวจะเปลี่ยนเปนจุดสีเทาบนพื้นสีนํ้ าตาล

ก.2  Iodine  น ําเกลด็ไอโอดีนเก็บในขวดแกวที่มีฝาปดใหไอกระจายทั่ว  นํ าแผน TLC 
ทีต่องการทราบวางในขวดประมาณ 15 นาที ถาเปนสีนํ้ าตาลแดงแสดงวามี sugar mercaptals, 
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alcohols, glycosides, hexonicacides, N-acylamino sugar และ neutral หรือ acidic 
polysaccharide

ข. ไขมัน  วิเคราะหดวยวิธี Iodine  และ  Rhodamine 6G ดังนี้
ข.1 Iodine วธิกีารเชนเดียวกับในขอ ก.2 ใชตรวจผลไขมันทั่วไป และไขมันที่มี non-

reducing carbohydrates เปนองคประกอบ
ข.2 Rhodamine 6G  สเปรยกับสารละลาย 0.001% aq. Rhodamine 6G ทีล่ะลาย

ใน 0.25 M K2HPO4 สองดทูัง้เปยกภายใตแสงยูวี ปรากฏจุดสีนํ้ าเงินและสีเหลืองบนพื้นสีสมอม
ชมพู

ค. กลุมอะมิโน วเิคราะหดวยวิธี UV light  และ  Ninhydrin ดังนี้
ค.1 ภายใตแสงยูวี กลุมอะมิโนสามารถทํ าปฏิกิริยากับกลุมแอลดีไฮดอิสระ (free 

aldehyde groups) ในแผนTLC  ซึง่เมื่อนํ าแผน TLC ไปสองภายใตแสงยูวี ปรากฏเปนจุดสีนํ้ าเงิน
ค.2  Ninhydrin  สเปรยกับสารละลาย ninhydrin (เตรียมโดยละลาย ninhydrin 0.25 

กรัมในอะซโิตน 100 มิลลิลิตร)  ใหความรอนโดยอบในตูอบ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
สีทีป่รากฏแสดงวามีองคประกอบของอะมิโนกลุมตาง ๆ คือ สีแดง เปนกลุมของ histidine และ 
glycine, สีนํ ้าเงินเปนกลุมของ phynylalanine, tyrosine และ aspartic, สีนํ ้าตาล เปนกลุมของ 
tryptophan, สีเหลืองดํ า เปนกลุมของ asparagine, สีเหลอืง เปนกลุมของ proline  และสีมวง 
เปนสีของ amino acids

3.3.2 วิธี Fourier-transfrom infrared (FT-IR)
หาหมูฟงกชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเครื่องมือ Fourier-transfrom infrared   

(FT-IR) spectroscopy สงตวัอยางวเิคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา
นครินทร (Tuleva et al., 2002)

3.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบความสามารถการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยการวัดคา

กจิกรรมการยับยั้งจุลินทรียดวยวิธี agar diffusion method เตรียมสารละลายของสารลดแรงตึง
ผิวที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคลอโรฟอรมเปนตัวทํ าละลาย ใชยามาตราฐาน 
chloramphenicol  เปน positive control  และคลอโรฟอรมเปน negative control  เชือ้จุลินทรียที่
ใชในการทดสอบ ไดแก Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis     
วธิกีารทดสอบเชนเดียวกับวิธีการที่ระบุไวขางตน (ตามขอ 2.4.4)


	ÍØ»¡Ã³ì
	
	
	ÇÔ¸Õ¡ÒÃÇÔà¤ÃÒÐËì

	¹ÓÊÒÃªÕÇÀÒ¾·Õè¼èÒ¹¡ÒÃ·ÓºÃÔÊØ·¸�
	2.4 ÈÖ¡ÉÒ¤Ø³ÊÁºÑµÔºÒ§»ÃÐ¡ÒÃ¢Í§ÊÒ�
	2.4.1 ¤Ø³ÊÁºÑµÔã¹¡ÒÃÅÐÅÒÂ

	¤Ó¹Ç³¤èÒ¡Ô¨¡ÃÃÁ¡ÒÃµ¡µÐ¡Í¹â´Âãª�
	3. ¡ÒÃ·´ÊÍº¤Ø³ÊÁºÑµÔ¡ÒÃà»ç¹ÊÒÃÅ�
	3.4 ¤Ø³ÊÁºÑµÔ¡ÒÃà»ç¹ÊÒÃÂÑºÂÑé§¨Ø�



