
บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง

วัสดุ
1. แบคทีเรีย
แบคทเีรียทนรอนจํ านวน 2 สายพันธุ คือ CH11 และ FT3 ซึง่แยกไดจากระบบบํ าบัดนํ้ าเสีย   

โรงงานนํ ้ายางขน 2 โรงงาน คือ บริษัทฉลองอุตสาหกรรมนํ้ ายาง จํ ากัด และบริษัทเฟลเท็กซ จํ ากัด 
(รหัสเชื้อ CH และ FT ตามล ําดับ) โดยศิริพร  หมาดหลา (2544)

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ
อาหารสํ าหรับผลิตพอลิเมอรชนิดโปรตีน (Protein polymer-producing medium : PR)

(Takeda et al., 1992) ประกอบดวย กลูโคส 1 %, ยีสตสกัด 0.4 %, (NH4)2SO4 0.5 %, 
Na2HPO4 0.6 % และMgSO4.7H2O 0.02 % ปรับพเีอชใหไดเทากับ 7.0 สํ าหรับนํ้ าตาลกลูโคส
แยกฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  และในกรณีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบแข็งใหเติมผงวุนปริมาณ 1.5 %

3. Weathered Oil
Weathered oil เปนนํ ้ามนัทีไ่ดจากกระบวนการกลั่นแยกนํ้ ามันดิบ (Oman crude oil) ที่

อุณหภมู ิ 350 องศาเซลเซียส ไดรับความอนุเคราะหจากภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรม
ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

4. สารเคมี
สารเคมีเกรดวิเคราะห (analytical grade) ใชในการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของ

แบคทีเรียที่คัดเลือกได, และใชในการวิเคราะหองคประกอบและคุณสมบัติของพอลิเมอรรวมทั้ง  
สารลดแรงตงึผิว   รายการสารเคมีแสดงในรายละเอียดการวิเคราะหในภาคผนวก ก

อุปกรณ

1. เครื่องวัดพีเอช (pH meter) ยีห่อ Mettler รุน Toledo 320
2. เครือ่งชั่ง 4 ตํ าแหนง (electronic balance)  ยีห่อ Satorius รุน BP 221S
3. หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอนํ้ า (autoclave) ยี่หอ Tomy รุน SS325
4. ตูอบลมรอน (Hot air oven) ยีห่อ Sanyo รุน Mor 212
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5. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (incubator-shaker) ยี่หอ Lab-line รุน M.3525-1
6. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ยี่หอ Hettich 

zentrifugenรุน universal 32/32R
7. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) ยี่หอ Hitachi รุน U-2000
8. กลองจุลทรรศน ยี่หอ Olympus
9. เครือ่งระเหยสุญญากาศแบบหมุน (Rotary evaporator) ยี่หอ EYELA รุน SB-651
10. ตูอบ (Hot air oven) ยี่หอ Memmert รุน ULM.500
11. เครื่อง Torsion balance ยี่หอ White TBS
12. เครื่อง Freeze dryer ยี่หอ Dura-StopTMµP
13. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning electron microscope) ยี่หอ JEOL 

รุน JSM-35 CF
14. กลองจุลทรรศนแบบ phase contrast ยี่หอ Olympus รุน CHS
15. อางนํ ้าควบคุมอุณหภูมิแบบหมุนเวียน ยีห่อ JUDABO รุน MP
16. เครื่อง Fourier Transfrom Infrared Spectrometer ยี่หอ Bruker รุน Equinox 55
17. เครือ่งวิเคราะหปริมาณแรธาตุหลัก ยี่หอ CHOS-O Analyzer รุน FLASH 1112 Series 

EA
18. เครื่อง Gel Permeation Chromatography  ยีห่อ  Polymerlab รุน PL-GPC
19. แผน Thin-layer chromatography (TLC) aluminium sheets silica gel 60 F254 ขนาด 

20x20 cm layer thickness 0.2 mm ยีห่อ MERCK

วธิกีารวิเคราะห
1. การทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน (Oil displacement test)
น ําจานเพาะเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 15 เซนติเมตร บรรจุนํ้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร หยด

weathered oil ปริมาตร 15 ไมโครลิตรลงบนผิวหนาของนํ้ า จากนั้นจึงหยดตัวอยางที่ตองการ
ทดสอบในที่นี้ คือ สวนใสที่ไดเหวี่ยงแยกเซลลออกปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนผิวหนาของ 
weathered oil วดัเสนผานศูนยกลาง  เพือ่น ําไปค ํานวณหาพื้นที่ของการกระจาย weathered oil
เปนตารางเซนติเมตร  สํ าหรบัวงใสที่มีเสนผาศูนยกลางมากกวา 15 เซนติเมตร จะเจือจางสวนใส
เปน 10 เทา  สูตรคํ านวณดังสมการ (Morikawa et al., 1993)
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Oil displacement area (ODA) = 22/7 (r)2     ตารางเซนติเมตร

r  = รัศมกีารกระจายของตัวอยางบนผิวหนาของ weathered oil

วธิกีารทดลอง

1. การเทยีบเคียงชนิดของแบคทีเรียทนรอน 2 สายพันธุ
เทยีบเคยีงชนิดของแบคทีเรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุ คือ สายพันธุ CH11 และ FT3 ศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการถายภาพภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
(SEM) และการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตามวิธีการในหนังสืออนุกรมวิธานของแบคทีเรีย
และปฎิบัติการของดวงพร คันธโชติ (2537) และ Biochemical Tests for Identification of 
Medical Bacteria (MacFaddin, 1980) ศึกษาคุณสมบัติตาง ๆ ของแบคทีเรีย เพือ่จํ าแนกชนิด
ของแบคทีเรียถึงระดับสกุลตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg and 
Holt, 1984)

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

2.1 การผลิตสารชีวภาพ
เตรยีมเชื้อเร่ิมตนโดยบมเชื้อสายพันธุ CH11 และ FT3 บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PR นาน 24 

ชัว่โมง ถายเชื้อปริมาณ 1 ลูป ลงในอาหารเหลว PR ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในฟลาสก
ขนาด 250 มิลลิลิตร  เลีย้งเชือ้บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 18 ชั่วโมง ถายเชื้อเร่ิมตนปริมาตร 10 เปอรเซ็นตลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PR 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบตอนาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน  เก็บตัวอยางนํ้ าหมักที่เวลา 0, 6, 
12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 และ 96 ชั่วโมงเพื่อวัดพีเอช  การเจริญของเชื้อโดยวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตรดวยเครื่องมือ  UV-VIS spectrophotometer และคานํ้ าหนักของ
เซลลแหง (Kurane et al., 1994a)  และเกบ็ตัวอยางนํ้ าหมักที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 72 และ 96 
ชั่วโมงเพื่อวัดผลผลิตสารชีวภาพที่ไดจากการแยกเซลลออกจากนํ้ าหมักแลว นํ าสวนใสที่ไดมา   
ตกตะกอนดวย 95% เอทานอลทีเ่ย็น (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 4 เทาของปริมาตรนํ้ าหมัก   
ทิง้ไวขามคนืแลวนํ ามาหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 
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นาที  ตะกอนทีไ่ดน ํามาอบที่ 105 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง และชั่งหานํ้ าหนักของพอลิเมอร
ชวีภาพที่ยังไมผานการทํ าใหบริสุทธิ์ (ศิริพร หมาดหลา, 2544)

2.2  การสกดัสารชวีภาพดวยเอทานอลและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
น ํานํ ้าหมกัไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

นาน 15 นาที เพือ่แยกตัวเซลลออกจากนํ้ าหมัก น ําสารละลายสวนใสที่ไดไปทํ าใหเขมขนดวย
เครื่องระเหยสุญญากาศ (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อเปนการลด
ปริมาณตัวทํ าละลายอินทรียที่ตองใชในการตกตะกอนพอลิเมอร  ตกตะกอนพอลิเมอรออกจาก
สารละลายสวนใสดวยการเติมเอทานอล 95% ที่เย็น (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 4 เทาของ
ปริมาตรนํ้ าหมักภายหลงัการทํ าใหเขมขน  ทิง้ไวขามคืนที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส จากนั้นนํ า
มาหมนุเหวีย่งทีค่วามเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เพื่อ
แยกตะกอนของพอลิเมอร นํ าตะกอนพอลิเมอรที่ไดไปทํ าแหงแบบ freeze dry จากขั้นตอนนี้จะได
พอลเิมอรที่ยังไมผานการทํ าใหบริสุทธิ์ (crude polymer) น ําไปละลายในนํ้ ากลั่น และกํ าจัดสวนที่
ไมละลายนํ้ าออกโดยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซยีส นาน 15 นาที  กํ าจัดเกลือโดยใชวิธีไดอะไลซีส (dialysis) ที่มี molecular weight cut off 
5,000 แลวน ําสารละลายพอลิเมอรไปทํ าแหงอีกครั้งดวยเครื่อง freeze dryer จะไดพอลิเมอรที่
ผานการทํ าใหบริสุทธิ์บางสวน (ดัดแปลงจาก Goto and Kunioka, 1992)

2.3  การวเิคราะหองคประกอบของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
น ําสารชวีภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน มาวิเคราะหองคประกอบโดยวิธี Colorimetric 

method ในเชิงคุณภาพและปริมาณดังนี้ (รายละเอียดในภาคผนวก ก)
ก. การวิเคราะหเชิงคุณภาพ

- กรดอะมิโนชนิดแอลฟา  วเิคราะหโดยวิธี Ninhydrin reaction (Plummer, 1978 อาง
โดย Dermlim, 1999)

- กรดอะมิโนกลุมอะโรมาติก   วิเคราะหโดยวิธี Xanthoproteic reaction (Plummer, 1978
อางโดย Dermlim, 1999)

ข. การวิเคราะหเชิงปริมาณ
- นํ ้าตาลทีเ่ปนกลาง               วิเคราะหโดยวิธี Anthrone reaction (Trelyan and

Harrison, 1952 อางโดย Dermlim, 1999)
- นํ ้าตาลทั้งหมด            วเิคราะหโดยวิธี Phenol-sulfuric acid reaction (Dubois

et al., 1956 อางโดย Dermlim, 1999)
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- กรดยูโรนิค                     วเิคราะหโดยวิธี Carbazole-sulfate reaction (Bitter and
Muir, 1962 อางโดย Dermlim, 1999)

- เอสเทอรซัลเฟต                    วิเคราะหโดยวิธี Turbidimetric (Dodgson and Price,
1962)

- โปรตีน                 วเิคราะหโดยวิธี Lowry (Lowery et al., 1951)
- แรธาตุหลัก (CHONS) วเิคราะหโดยเครื่อง CHNS-O Analyzer (รุน FLASH1112        

Series EA) สงตัวอยางวิเคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยา
ศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร (Kurane and 
Matsuyama, 1994)

2.4 ศกึษาคณุสมบติับางประการของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
2.4.1 คุณสมบัติในการละลาย
ชั่งสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน 1 มิลลิกรัม ละลายในตัวทํ าละลาย 1 

มิลลิลิตร สังเกตการละลายของสารชีวภาพหลังจากตั้งทิ้งไวขามคืนโดยเปรียบเทียบกับตัว         
ท ําละลายทีไ่มมกีารเติมสารชีวภาพ  ตัวทํ าละลายที่ใชทดสอบมีดังนี้  นํ้ ากลั่น เอทานอล เมทานอล  
อะซโิตน เฮกเซน คลอโรฟอรม โพพานอล ไดคลอโรมีเทน ไอโซโพพิวอีเทอร (Collins et al., 1973)

2.4.2 คุณสมบัติการเกิดเจล
ทดสอบความสามารถการเกิดเจลของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บางสวน ภายใต

สภาวะที่เปนดาง เมื่อมีเกลือชนิดประจุ +1 (NaCl) และ +2 (CaCl2.2H2O, MgSO4.7H2O,
CuSO4.5H2O) ปริมาณ 2 มิลลิกรัม, สารละลายของสารชีวภาพ (0.5% นน./ปริมาตร) ปริมาตร    
1 มลิลิลิตร และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 
(Shimada et al., 1997) ผสมใหเขากัน สวนผสมที่ทดสอบแสดงดังตอไปนี้

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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อานผลโดยสังเกตการฟอรมตัวเปนเจล แสดงผล positive (+) เมือ่เกิดเจล และ negative (-) เมื่อ
ไมเกิดเจล

2.4.3 คุณสมบัติการเปนสารตกตะกอน
ทดสอบความสามารถการเปนสารตกตะกอนของสารชีวภาพที่ผานการทํ าบริสุทธิ์บาง

สวน  โดยการวัดคากิจกรรมการตกตะกอนในสารแขวนลอยของดินขาว (Kaolin) ดังนี้  ผสมสาร
ละลายของสารชีวภาพ 0.1 มิลลิลิตร, CaCl2 ความเขมขน 90 มิลลิโมลารปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร  
และสารแขวนลอยของดินขาวความเขมขน 5 กรัมตอลิตรปริมาตร 4.65 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันใน
หลอดทดสอบตัง้ทิง้ไวนาน 5 นาที ดูดสารละลายผสมปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากสวนบนสุดของ
หลอดทดลอง น ํามาวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (OD550 nm) สํ าหรับ
ชดุควบคมุใหใชนํ้ ากลั่นแทนสารละลายของสารชีวภาพ (Yokoi et al., 1995)

คํ านวณคากิจกรรมการตกตะกอนโดยใชสมการ

คากิจกรรมการตกตะกอน = 1/(OD550 nm)s    -     1/(OD550 nm)c

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

(OD550 nm)s   คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรของสาร
(OD550 nm)c   คือ คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตรของชุด
2.4.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
ศึกษาคุณสมบัติการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารชีวภาพ โดยวิธี agar 

method  เตรยีมสารละลายสารชีวภาพความเขมขนตั้งแต 0 – 200 มิลลิกรัมตอมิล
นํ ้ากลัน่ปราศจากเชื้อเปนตัวทํ าละลาย ใชยามาตราฐาน chloramphenicol เปน positiv
และนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อเปน negative control เชื้อจุลินทรียที่ใชในการทดส
Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis เขีย่เชื้อทดสอบ
colony ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Muller Hinton Broth (MHB) (ภาคผนวก ก) 4 มิลล
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2–8 ชั่วโมง นํ ามาเปรียบเทียบความขุนก
McFarland standrads ซึง่เทยีบเทากับมีจํ านวนเชื้อ 108 cell/ml (ถาขุนเกินไปใหเจือจา
ละลาย 0.85% NaCl) ใช sterile cotton swap จุมลงในอาหาร MHB ทีม่ีเชื้อทดสอบอ
หมาด ๆ แลวปายลงใน agar plate ทิง้ไว 3-5 นาที ดูดตวัอยางยาและสารละล
X 100
ตัวอยาง
ควบคุม

diffusion 
ลิลิตร ใช      
e control 
อบไดแก 
จาก pure 
ิลิตร บมที่
ับ 0.5% 
งดวยสาร
ยู  บิดให
ายชีวภาพ           
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10 ไมโครลิตร   หยดลงบน antibiotic disc แลวใชปากคีบคีบแผน antibiotic disc วางลงบน 
agar plate กดใหแนน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 18 ชั่วโมง อานผลโดยการวัด
inhibition zone (Borel et al., 1993)

2.4.5 ความเปนพิษตอเม็ดเลือดแดง
ทดสอบความเปนพิษตอเม็ดเลือดแดงของสารชีวภาพ โดยวิธี red blood cell lysis

เตรียมนํ้ าเลือด (เลือดคนซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากหนวยคลังเลือด โรงพยาบาลสงขลา
นครนิทร) โดยนํ านํ้ าเลือดไปผสมกับ phosphate buffer saline (PBS) พีเอช 7.0 ทีเ่ยน็ 4 องศา
เซลเซียส  หมนุเหวีย่งแยกเซลลเม็ดเลือดแดงที่ความเร็วรอบ 1,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที จํ านวน 3 คร้ัง นํ าเซลลเม็ดเลือดแดงที่ไดละลายกับบัฟเฟอร 
PBS ใหไดความเขมขน 2% (w/v)   ผสมสารละลายสารชีวภาพกับนํ้ าเลือดใหมีความเขมขนตั้งแต
1, 2, 3 และ 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  นํ าไปบมในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เขยา
ตลอดเวลา  จนครบเวลา 1 และ 24 ชั่วโมง  นํ าตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 
1,500 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสที่ไดวัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ใช  Triton X-100 (1% v/v) เปน positive control  และ
บัฟเฟอร  PBS เปน negative control (Carreno-Gomez and Duncan, 1997)

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

2.5 การวเิคราะหหมูฟงกชัน  นํ ้าหนกัโมเลกุลและการแจกแจงนํ้ า
วิเคราะหหาหมูฟงกชันของสารชีวภาพโดยเครื่อง Fourier-transfrom

spectroscopy (Dermlim et al., 1999) โดยสงตวัอยางวิเคราะหที่ศูนยเค
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร หาคานํ้ าหนักโมเลกุลและคาการแจกแจงนํ้ าห
ชวีภาพโดยเครื่อง Gel Permeation Chromatography (GPC) (ศิริพร หมาด
ตัวอยางวเิคราะหที่ศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติ (MTEC)

3. การทดสอบคุณสมบัติการเปนสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
3.1 การคัดเลือกเชื้อเบื้องตน (Primary screening)
น ําแบคทเีรียทนรอนทั้ง 2 สายพันธุเขี่ยลงบนอาหารแข็ง blood agar p

เลอืดคน 5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน สังเ
โคโลนี (Carrillo et al., 1996) ซึง่เปนลกัษณะของแบคทีเรียที่มีแนวโนม
ลดแรงตงึผวิได  และเลี้ยงเชื้อตามวิธีการทดลองขอ 2.1 เก็บตัวอยางนํ้ าหมักท
X  100
หนักโมเลกุล
 infrared (FT-IR) 
รื่องมือวิทยาศาสตร 
นักโมเลกุลของสาร     
หลา, 2544) โดยสง   

lates ทีป่ระกอบดวย  
กตวงใสที่เกิดรอบ ๆ      
วาสามารถสรางสาร      
ี่เวลา 0, 6, 12, 18, 
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24, 30, 36, 42, 48, 60, 72 และ 96 ชั่วโมงเพื่อวัดคาแรงตึง (surface tension) โดยการนํ าสวนใส
ทีผ่านการแยกเอาเซลลออกแลวปริมาตร 10 มิลลิลิตร วัดแรงตึงผิวดวยเครื่อง Torsion balance ที่
คณะวิศวกรรมศาสตร  โดยใชนํ้ ากลั่นเปน blank และควบคุมอุณหภูมิของตัวอยางและอุณหภูมิ
หองใหเทากับ 25 องศาเซลเซียส

3.2 การสกดัสารชวีภาพดวยกรดไฮโดรคลอริกและการทํ าบริสุทธิ์บางสวน
ท ําการผลิตสารชีวภาพจากแบคทีเรียทนรอนสายพันธุ CH11 และ FT3 (ตามวิธีการในขอ 

2.1)  แลวน ํานํ ้าหมกัไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาท ี เพือ่แยกตัวเซลลออกจากนํ้ าหมัก  นํ าสารละลายสวนใสที่ไดปรับพีเอชใหเทากับ 2.0 
ดวย  6 M HCl ทิง้ไวขามคนืทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและมีการกวนตลอดเวลา  แยกตะกอนที่
ไดโดยหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 9,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  ลาง
ตะกอนดวยนํ้ ากลั่นที่ปรับพีเอชเทากับ 2.0 เปนจํ านวน 3 คร้ัง ตะกอนที่ไดเรียกวา “acid 
precipitate”  น ํามาละลายกับนํ้ ากลั่นแลวปรับพีเอชใหเทากับ 7.0 ดวย 2 M NaOH  น ําไปทํ าแหง
ดวยเครื่อง 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 าสารละลายที่ไดมาทดสอบความสามารถในการกระจายนํ้ ามัน (คา ODA) และทํ าการ
สกดัแยกสารลดแรงตึงผิวดวยการเติมเอทิลอะซิเตท/คลอโรฟอรม (อัตราสวน 1:1) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร เขยาใหเขากันในกรวยแยก โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะละลายอยูในชั้นของ              
ตัวท ําละลาย และน ําสวนใสสวนลางมาทํ าการสกัดซํ้ าอีก 2 คร้ัง รวมตัวทํ าละลายที่ไดทั้งหมด      
นํ ามากํ าจัดตัวทํ าละลายออกดวยการระเหยโดยใชเครื่องระเหยสุญญากาศที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซยีส จนเหลือปริมาตรของสารละลายในขวดระเหยเทากับ 2 มิลลิลิตร นํ าไประเหยตอจนแหง
ดวยกาซไนโตรเจน ชั่งนํ้ าหนัก เก็บ “crude biosurfactant”  ในหลอดฝาเกลียวขนาดเล็กเพื่อใชใน
การทดลองตอไป (Prommachan, 2002)

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

ท ําละลาย
TLC เปนการแยกองคประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพในขั้นตน (Passeri et al., 

1991;  Carrillo et al., 1996) นํ า crude biosurfactant ทีไ่ด (จากขอ 3.2) มา spot บนแผน TLC
aluminium sheet silica gel 60 F254 ใหตัวอยางมีลักษณะเปนจุดนํ าไปแชในตัวทํ าละลายเคลื่อน
ทีต่าง ๆ กัน ไดแก
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อัตราสวน
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

เปรียบเทยีบลกัษณะของแถบที่แยกไดภายใตแสงยูวีความยาวคลื่นสั้น 280 นาโนเมตร 
เลอืกใชตัวทํ าละลายเคลื่อนที่ที่ทํ าให crude biosurfactant แยกแถบออกจากกันไดดีที่สุด แลวจึง
น ําแผน TLC aluminium sheet silica gel 60 F254 ทีไ่ดมาหาองคประกอบ (Dawson et al., 
1986)

ก. คารโบไฮเดรต วิเคราะหดวยวิธี Alkaline potassium permanganate  และ  Iodine
ดังนี้

ก.1 Alkaline potassium permanganate  สเปรยดวยสารละลายที่มี 1% aq. 
KMnO4  และ 2%NaCO3 ท ําใหแหงที่อุณหภูมิหองหรืออยางรวดเร็วที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
ถามี sugar alcohols, glycosides, reducing หรือ non-reducing sugar จะปรากฏจุดสีเหลือง
บนพืน้สีมวง  แลวจะเปลี่ยนเปนจุดสีเทาบนพื้นสีนํ้ าตาล

ก.2  Iodine  น ําเกลด็ไอโอดีนเก็บในขวดแกวที่มีฝาปดใหไอกระจายทั่ว  นํ าแผน TLC 
ทีต่องการทราบวางในขวดประมาณ 15 นาที ถาเปนสีนํ้ าตาลแดงแสดงวามี sugar mercaptals, 
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alcohols, glycosides, hexonicacides, N-acylamino sugar และ neutral หรือ acidic 
polysaccharide

ข. ไขมัน  วิเคราะหดวยวิธี Iodine  และ  Rhodamine 6G ดังนี้
ข.1 Iodine วธิกีารเชนเดียวกับในขอ ก.2 ใชตรวจผลไขมันทั่วไป และไขมันที่มี non-

reducing carbohydrates เปนองคประกอบ
ข.2 Rhodamine 6G  สเปรยกับสารละลาย 0.001% aq. Rhodamine 6G ทีล่ะลาย

ใน 0.25 M K2HPO4 สองดทูัง้เปยกภายใตแสงยูวี ปรากฏจุดสีนํ้ าเงินและสีเหลืองบนพื้นสีสมอม
ชมพู

ค. กลุมอะมิโน วเิคราะหดวยวิธี UV light  และ  Ninhydrin ดังนี้
ค.1 ภายใตแสงยูวี กลุมอะมิโนสามารถทํ าปฏิกิริยากับกลุมแอลดีไฮดอิสระ (free 

aldehyde groups) ในแผนTLC  ซึง่เมื่อนํ าแผน TLC ไปสองภายใตแสงยูวี ปรากฏเปนจุดสีนํ้ าเงิน
ค.2  Ninhydrin  สเปรยกับสารละลาย ninhydrin (เตรียมโดยละลาย ninhydrin 0.25 

กรัมในอะซโิตน 100 มิลลิลิตร)  ใหความรอนโดยอบในตูอบ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที  
สีทีป่รากฏแสดงวามีองคประกอบของอะมิโนกลุมตาง ๆ คือ สีแดง เปนกลุมของ histidine และ 
glycine, สีนํ ้าเงินเปนกลุมของ phynylalanine, tyrosine และ aspartic, สีนํ ้าตาล เปนกลุมของ 
tryptophan, สีเหลืองดํ า เปนกลุมของ asparagine, สีเหลอืง เปนกลุมของ proline  และสีมวง 
เปนสีของ amino acids

3.3.2 วิธี Fourier-transfrom infrared (FT-IR)
หาหมูฟงกชันของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยเครื่องมือ Fourier-transfrom infrared   

(FT-IR) spectroscopy สงตวัอยางวเิคราะหที่ศูนยเครื่องมือวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลา
นครินทร (Tuleva et al., 2002)

3.4 คุณสมบติัการเปนสารยับยั้งจุลินทรีย
ทดสอบความสามารถการเปนสารยับยั้งจุลินทรียของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยการวัดคา

กจิกรรมการยับยั้งจุลินทรียดวยวิธี agar diffusion method เตรียมสารละลายของสารลดแรงตึง
ผิวที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยใชคลอโรฟอรมเปนตัวทํ าละลาย ใชยามาตราฐาน 
chloramphenicol  เปน positive control  และคลอโรฟอรมเปน negative control  เชือ้จุลินทรียที่
ใชในการทดสอบ ไดแก Escherichia coli, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis     
วธิกีารทดสอบเชนเดียวกับวิธีการที่ระบุไวขางตน (ตามขอ 2.4.4)
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