
บ ท ท ี่ 3

อุปกรณ์และวิธ ีดำเน ินการทดลอง

3.1 อุปกรณ์และเคมีภัณฑ์
3.1.1 อุปกรณ์

ตู้ปลอดเรือแบบ Horizontal laminar flow รุ่น H1 หจก.แลบ เซอร์วิส 1 Thailand 
เครืองเขย่า(Shaker) รุ่น G-10 บรืษัท New Brunswick Scientific Co. Inc., บ.s .A.
เครื่องเขย่า รุ่น Innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co. Inc., U.S.A.
เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที หจก. เซค ซายน์ เอน.
เครื่องป่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ รุ่น T-42k บริษัท Kontron instruments, Taiwan 
เครืองผสมสาร(vortex mixer) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries, Inc., U.S.A.
เครืองวัดแรงตึงผิว (Ring tensiometer) รุ่น K6 บริษัท Kruss, Germany
แผ่นโครมาโตกราท่ีเทินแลย์ (analytical Thin layer Chromatography) silica gel 60 20x2
mm บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
แผ่นโครมาโตกราทีเทินแลย์แบบแยกสาร (preparative Thin layer Chromatography) silica 
gel 60 20x20 mm บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
เครื่องวัดความเป็นกรดเป็นด่าง (pH meter) รุ่น Cyberscan 1000 บริษัท Eutec 
Cybermetics, Singapore
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (UV-visible spectrophotometer) รุ่น UV-160 บริษัท Shimadzu, 
Japan
เครื่องไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์ล ิควิคโครมาโตรกราท ีเ (H igh P e rfo rm an ce  Liquid 
Chromatogragph :HPLC) รุ่น LC-3A บริษัท Shimadzu, Japan
- คอลัมน์ Reverse phase Lichrocart -  C18 endcapped บริษัท E.Merck, Darmstadt, 

Germany
- เคร่ืองประมวลผล (Integrator) รุ่น C-R1A บริษัท Shimadzu, Japan
- เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (UV detector) รุ่น spectromonitor 4100 บริษัท LDC,
เครื่องอีแวปเปอร์เรเตอร์ (evaporator) รุ่น R-300 บริษัท BUCHI, Switzerland 
เครื่องวิเคราะห์CHN รุ่น PE2400 SERIES II บริษัท PERKIN LEMER
เครื่องแมสสเปคโทรมิเตอร์รุ่น LCQ บริษัท Finnigan Inc., U.S.A.
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3.1.2 เคมีภัณฑ์
สารสกัดจากเนือ (beef extract) บริษัท Difco Laboratories, บ.s .A.
แบคโตเปปโตน (bacto peptone) บริษัท Difco Laboratories, U.s.A.
นํ้ามันปาล์ม บริษัท มรกตอินดัสตริล์ จำกัด, ประเทศไทย
น้ํามันถ่ัวเหลือง บริษัท อุตสาหกรรมวิวัฒน์จำกัด, ประเทศไทย
นํ้ามันมะกอก บริษัท ซีโน-แปซิฟิก เทรดด้ิง จำกัด, ประเทศไทย
นำมันดิบ (crude oil) ห้องทดลอง Prof.lmanaka, Japan
พาราฟิน ออย (Paraffin oil) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
คลอโรฟอร์ม (Chloroform) บริษัท BDH laboratory supplies, England
เมทานอล (Methanol) บริษัท BDH laboratory supplies, England
เอทานอล (Ethanol) บริษัท BDH laboratory supplies, England
ไดคลอโร มีเทน (Dichloro methane) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
อีเทอร์ (Ether) บริษัท BDH laboratory supplies, England
เอทิล อะซิเตด (Ethyl acetate) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
ไซโคลเฮ็กเซน (Cyclohexane) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
เฮ็กเซน (Hexane) บริษัท Lab-Scan, ประเทศไทย
1- อ็อกตะนอล (1-Octanol) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
โทลูอีน (Toluene) บริษัท BDH laboratory supplies, England
ไอโซเอมิล อะซิเตด (Isoamyl aectate) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
ไซลืน (Xylene) บริษัท BDH laboratory supplies, England
เอทิล เมทิล คีโตน (Ethyl methyl ketone) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
เบนซิน (Benzene) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
ดีเซล (Diezel) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
อะซิโตรไนไตรท์ (Acetronitile) HPLC Grade บริษัท Lab-Scan, ประเทศไทย
นำ HPLC Grade บริษัท Lab-Scan, Thailand
กรดไตรฟูลออโรอะซีติก (Trifluoroacetic acid) HPLC Grade บริษัท Fluka, Switzerland 
ไอโอดีนชนิดเกล็ด บริษัท Univar, บ.s .A.
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl sulfate, SDS) บริษัท E.Merck, Darmstadt, 
Germany
ไทรทอน เอ็กซ์-100 (Triton X-100) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
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ทวีน 80 (Tween 80) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany
ซีทิลไพรดีเนียม คลอไรด์(Cetylpyridinium chloride, CPC) บริษัท J.T.Baker, บ.s.A.
แอมโมเนียมไนเตรท (NH4N03) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
แอมโมเนียมคลอไรด์(NH4CI) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
แอมโมเนียมซัลเฟต ((NHJ2ร 0 4) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
โซเดียมซัลเฟต (Na2S 0 4) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
โซเดียมไนเตรท (N aN 03) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
โซเดียมคลอไรด์(NaCI) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
โซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHC03) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
โซเดียมโมลิบเดต (Na2Mo04.2H20) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
แมกนีเซียมชิลเ'ฟต (MgS04.7H20) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
โปแตสเชียมคลอไรด์ (KCI) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
คอปเปอร์ซัลเฟต (CuS04.5H20) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
แคลเซียมคลอ,ไรด์ (CaCI2.2H20) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
แมงกานีสซัลเ'ฟต (MnS04.H2(ว) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
ชิงค์ชัลเพ่ต (ZnS04.7H20) บริษัท J.T.Baker, U.S.A.
เพ่อรัลซัลเฟต (FeS04.7H20) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
โคบอลคลอไรด์ (CoCI2.6H20) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
กรดซัลพ่ลูริก (แ2ร04) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
กรดไฮโดคลอริก (HCI) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
กรดพ่อลพ่อริก (H3P 04) บริษัท BDH laboratory supplies, England 
กรดบอริก (H3B03) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
นินไฮดริน (Ninhydrin) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
แอลฟา-แนฟทอล (a-naphtol) บริษัท E.Merck, Darmstadt, Germany 
อีดีทีเอ (EDTA) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
แคลเซียม-แพนโททีเนต (Calcium-Pantothenate) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, 
U.S.A.
ไบโอติน (Biotin) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
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กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-aminobenzoic acid) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, 
บ . S . A .

ไพริดอกซีน-ไฮโดคลอไรด์(Pyridoxine-HCI) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.s.A.
ไรโบฟลาวิน (Riboflavin) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
ไทอามีนไฮโดรคลอไรด์(Thiamine-HCI) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
ทริสมา เบส (Trisma Base) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
ซิสเทอีน (cystein) บริษัท Sigma chemical., ST Louis, U.S.A.
นำตาลแรมโนล (L-rhamnose) บริษัท Fluka, Switzerland
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3.2 การตรวจสอบการผล ิตสารลดแรงต ึงผ ิวช ีวภาพ

3.2.1 การวัดค่าแรงตึงผิว (surface tension)
นำส่วนนํ้าใสที่ได้จากการปันเหวี่ยงแยกเซลล์ออก โดยใช้เครื่องปันเหวี่ยงควบคุม 

อุณหภูมิ 4 °c  ความเร็วรอบ 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที วัดค่าแรงตึงผิวโดยวิธี อน Nuoy 
ring method ด้วยเครื่องวัดค่าแรงตึงผิว (Ring tensiometer) แสดงหลักการและวิธีการใช้ใน 
ภาคผนวก ค

3.2.2 การหาจุดวิกฤตของการเกิดไมเซลล์ (critical micelle concentration)
การหาจุดวิกฤกตฃองการเกิดไมเซลล็ในการทดลองนี้ เป็นการวัดหาค่าความเข้มข้นของ 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพเทียบกับความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์โดยนำส่วนนํ้าใสจากการเลี้ยง 
P s e u d o m o n a s  sp. A41 และ สารบริสุทธิไม่างส่วน ที่ได้จากการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ มา 
เจือจางด้วยนํ้ากลั่นโดยถ้าเป็นนํ้าใสจากการเลี้ยงเชื้อเป็นเปอร์เซ็นต์ของปริมาตรนํ้าเลี้ยงเชื้อต่อ 
ปริมาตรรวมท้ังหมดส่วนสารบริสุทธิไม่างล่วนจะเป็นความเข้มข้นมีหน่วยเป็นมก.ต่อมล. แล้ววัดค่าแรง 
ตึงผิว หาค่าความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ เขียนกราฟระหว่างค่าแรงตึงผิวและความเข้มข้นของ 
ส่วนน้ําเล้ียงเช้ือหรีอสารบริสุทธิไม่างส่วนตามวิธีของ Sheppard และ Mulligan (1987)

0 5 10 15 20 25 30

กวามเข้มข้นของสวนใสที่ไข ้จากการเลี่ยงเช ี้อ (% v/v)

รูปท่ี 3.1 วิธีการหาค่าความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ โดยการวัดค่าแรงตึงผิวของส่วนน้ําใสที่ได้จาก 
การเลี้ยงเชื้อหลังจากทำการเจือจางแล้ว
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การหาค่า CMC ได้จากการคำนวณหาเล้นสัมผัส AB, BC และหาค่าจุดตัด B ด้วยสมการการ 
ถดถอยเซิงเส์น (Linear regression) เมือกำหนดให้

เพราะฉะน้ัน จุดตัด B เท่ากับ (ล2 -  ล1)/(ช1 -  ช2)
เม่ือลากเสันตรง BD ผ่านจุด B ให้ต้ังฉากกับเส์นสัมผัส EF ท่ีจุด อ แล้วลากมาตัดแกน X 

ค่าที่ได้คือค่าความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ [Critical Micelle Concentration (CMC)] และเมื่อลาก 
มาตัดแกน Y ค่าที่ได้คือค่าแรงตึงผิว ณ จุดของการเกิดไมเซลล์ (yCMC) และความเข้มข้นสัมพัทธ์ของ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (CMC-1) คือส่วนกลับของค่าความเข้มข้นของการเกิดไมเซลล์ (100/CMC)

3.2.3 การวัดการกระจายตัวของนํ้ามัน (Oil displacement test) ตามวิธีของ Morikawa และ 
คณะ (1993)

ตวงนํ้า 40 มล. ลงในจานแก้วเล้นผ่านศูนย์กลาง 150 มม.หยดนํ้ามันดิบปริมาตร 15 
ไมโครลิตร ลงบนผิวหน้าของนํ้าจะเกิดเป็นแผ่นฟิล์มแผ่ทั่วผิวนํ้า จากนั้นหยดตัวอย่างที่ได้จากการเจือ 
จางด้วยด้วย 50 มิลลิโมลาร์ของทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8.0 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นฟิล์มของน้ํามันดิบ สังเกตวงกลมของการกระจายตัวของนํ้ามันดิบ 
ดังรูปท่ี 3.2

เล้นสัมผัส AB : y 1 = ช1X1 + ลใ 
เล้นสัมผัส BC : y 2 -  ช2X2 + a 2

เมื่อเกิดจุดตัด B จะได้
เม่ือ y 1 = y2

เม่ือ X1 = x2
x = (a2-  a 1)/(ช 1-  b 2)
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ก.ก่อนการกระจายนามัน ข. หลังจากหยดสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

การวัดความกว้างของเลันผ่านศูนย์กลางเพี่อนำไปคำนวณหาพื้นที่ของการกระจายนํ้ามันดังนี้
พื้นที่วงกลมของการกระจายนํ้ามัน= n r2 

r: รัศมีของพื้นที่วงกลมของการกระจายนํ้ามัน
หมายเหตุ ตัวอย่างที่ใซ้วัดการกระจายดัวของนํ้ามันให้มีความเจือจาง (dilution factor) เท่ากัน 
เนื่องจากค่าการกระจายตัวของนํ้ามันไม่ลัมพันธ์กับคำความเจือจาง

3.3 การวัดการเพิ่มจำนวนของเ^อ โดยการหานํ้าหนักแห้ง
นำนํ้าเลี้ยงเชื้อ 40 มล. มาป่นแยกเชลล์ออกโดยเครื่องป่นเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ความเร็ว 

รอบ 8,000 รอบต่อนาที 20 นาที ล้างเซลล์ด้วยนํ้ากลั่นแล้วป่นเหวี่ยงอีกครั้ง นำเชลล์ที่แยกได้ใส่ 
ถ้วยฟอร์ยท่ีทราบน้ําหนักแห้งแน่นอนไปอบท่ี 60 ° c  12 ช่ัวโมง นำออกมาพักในโถเก็บความชื้นจน 
เย็นแล้วนำไปช่ังด้วยเครื่องช่ังละเอียดจนได้น้ําหนักคงท่ี คำนวณนํ้าหนักเชลล์แห้งมีหน่วยเป็น กรัมต่อ 
ลิตร
3.4 การหาปรมาณนํ้าตาลแรมโนสตามวิธีของ Dische และ Shettles (1948)

นำตัวอย่างมาเจือจางในความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาตร 1 มล. ผสมกับกรดซัลฟิวริกท่ีมี 
อัตราส่วน 6 ต่อนํ้ากลั่น 1 ส่วนในปริมาตร 4.5 มล. (ก่อนนำมาผสมกันนำทั้งตัวอย่างและกรดซัลฟิวริก 
มาแช่ในอ่างน้ําแข็ง) เขย่าในเครื่องผลมสารแล้วต้มในนํ้าเดือด 10 นาที จากนั้นเติม ชีลเทอีน(3%) 
ปริมาตร 0.2 มล. บ่มในท่ีมีด ที่อุณหภูมิห้องข้ามคืนแล้ววัดค่าดูดกลืนแลงที่ 396 นาโนเมตร แล้วลบ 
ด้วยค่าดูดกลืนแสงที่ 427 นาโนเมตร แล้วคำนวณหาค่านํ้าตาลแรมโน สเทียบกับกราฟมาตรฐาน
(ภาคผนวก ง)
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3.5 หาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวร็รวภาพโดย Pseudomonas sp. สายพันธุ 
A41

3.5.1 หาปริมาณไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เตรียมหัวเช้ือโดยถ่าย Pseudomonas sp. สายพันธุ A41 บนอาหารแข็งนิวเตรียนทํในหลอด 

เอียง บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °c เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วถ่ายลงอาหารเหลวกำหนดสูตร (ภาคผนวก ก 
หมายเลข 1.2) บ่ริมาตร 50 มล.ในขวดแก้วทรงกรวยขนาด 250 มล. แหล่งไนโตรเจนในท่ีน้ี คือ 
แอมโมเนียมไนเตรท ซ่ึงแปรปริมาณไนโตรเจนต้ังแต่ 0.14% (พ /V) โดยใช้น้ํามันปาล์มเป็นแหล่ง 
คาร์บอนมีปริมาณคาร์บอนเท่ากับ 1.44% (w/v) (อารีย์ ก๋งฉิน, 2542) น้ํามันปาล์มท่ีใช้มีปริมาณ 
คาร์บอนเท่ากับ 71.907% (w/v) วิเคราะห์โดยศูนย์เคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลง 
กรณ์มหาวิทยาลัย) แล้วบ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 + 2 °C) 
เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร ประมาณ 1 และใช้เป็นหัว 
เช้ือในการผลิต

ถ่ายหัวเช้ือ 4% (v/v) ลงในอาหารเหลวกำหนดสูตรท่ีโดยมีแอมโมเนียมไนเตรทเป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนซ่ึงแปรปริมาณไนโตรเจนเป็น 0.07, 0.14, 0.21 และ 0.28 % (w/v) ใช้น้ํามันปาล์มเป็น 
แหล่งคาร์บอนโดยมีปริมาณคาร์บอนเท่ากับ 1.44% (w/v) ปันเหว่ียงท่ี 8,000 รอบต่อนาที นาน 20 
นาที นำส่วนตะกอนมาวิเคราะห์น้ําหนักแห้ง ตามข้อ 3.3 นำส่วนน้ําในท่ีปลอดเซลล์ทดสอบหา 
ปริมาณน้ําตาลแรม,โนสตามข้อ 3.4, หาค่า CMC ตามข้อ 3.2.2 และวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ
3.2.3

3.5.2 หาอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เตรียมหัวเช้ือตามข้อ 3.5.1 โดยแปรอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 2.07, 6.14, 

10.29 และ 14.36 ซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนคงท่ีเท่ากับ 0.14 % (w/v) ถ่ายหัวเช้ือท่ีมีค่าการดูดกลืนแสง 
ประมาณ 1 ท่ี 660 นาโนเมตร 4%(v/v) ลงในอาหารเหลวกำหนดสูตรตามอัตราส่วนคาร์บอนต่อ 
ไนโตรเจนตามข้างต้น นำไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง (30 ±  2 
°C) เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วนำมาปันแยกเซลล์ท่ี 8,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที นำส่วนตะกอนมา 
วิเคราะห์น้ําหนักแห้ง ตามข้อ 3.3 นำส่วน'น้ําในท่ีปลอดเซลล์'ทดสอบหาปริมาณ,น้ําตาลแรม,โนสตาม 
ข้อ 3.4, หาค่า CMC ตามข้อ 3.2.2 และวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.3

3.5.3 หาเวลาท่ีเหมาะลมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เตรียมหัวเช้ือตามข้อ 3.5.1 โดยอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10.29 ถ่ายหัวเช้ือท่ีมี 

ค่าการดูดกลืนแลงประมาณ 1 ท่ี 660 นาโนเมตร 4%(v/v) ลงในอาหารเหลวกำหนดสูตรตามอัตรา 
ส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนตามข้างต้น นำไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบต่อนาที ท่ี
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อุณหภูมิห้อง ( 30_± 2 °c ) เก็บน้ําแยงเช้ือ'ทุก  ๆ 6 ช่ัวโมง จนครบ 72 ช่ัวโมง แล้วนำมาปันแยกเซลล์ 
ท่ี 8,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที นำส่วนตะกอนมาวิเคราะห์น้ําหนักแห้ง ตามข้อ 3.3 นำส่วน'นา'ใน 
ท่ีปลอดเซลล์ทดสอบหาปริมาณน้ําตาลแรมโนสตามข้อ 3.4, หาค่า CMC ตามข้อ 3.2.2 และวัดการ 
กระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.3

3.6 การผลิตสารลดแรงต ึงผิวริ!วภาพและทำบริส ุทธบางส่วน
3.6.1 การผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพตามภาวะท่ีเหมาะสม
เตรียมหัวเช้ือตามข้อ 3.5.1 โดยอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 10.29 ถ่ายหัวเช้ือท่ีมี 

ค่าการดูดกลืนแสงประมาณ 1 ท่ี 660 นาโนเมตร 4%(v/v) ลงในอาหารเหลวกำหนดสูตรตามอัตรา 
ส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนตามข้างต้นปริมาณ 10ลิตรนำไปปมบนเคร่ืองเขย่าด้วยอัตราเร็ว 200 รอบ 
ต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ( 30 J: 2 °c ) เก็บน้ําเล้ียงเช้ือทุก  ๆ 6 ช่ัวโมง จนครบ 72 ช่ัวโมง แล้วนำมาปัน 
แยกเซลล์ท่ี 8,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที ได้ส่วนน้ําใสท่ีปลอดเซลล์

3.6.2 ทำให้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริสุทธ้ีบางส่วน
นำน้ําใสท่ีปลอดเซลล์มาตกตะกอนด้วย 6 N HCI จนมีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 2 ท้ิง 

ข้ามคืนท่ี 4 °c แล้วปันเหว่ียงด้วยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 10 °c อัตราเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
30 นาที จากน้ันนำตะกอนท่ีได้ล้างในน้ํากล่ันท่ีมีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 2 แล้วปันเหว่ียงด้วย 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิท่ี 10 °c อัตราเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาทีทำซ้ํา 2 คร้ัง (Cooper 
และคณะ, 1981) แล้วนำตะกอนมาละลายในทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ท่ีมี 
ความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 จนตะกอนละลายหมดพอดี

นำมาสกัดโดยใช้กรวยแยกด้วยคลอโรฟอร์มและเอทานอลด้วยอัตราส่วน 2ต่อ1 เขย่าเป็น 
เวลา 3 นาที ท้ิงไว้ให้แยกช้ันจะเห็นได้ว่าช้ันล่างจะเป็นช้ันของตัวทำละลายอินทรีย็ใฃช้ันส่างเก็บไว้ 
สกัดซ้ํา 3 คร้ัง นำตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีสกัดมากำจัดน้ําด้วยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ําโดยใส 
โซเดียมซัลเฟตจนกว่าจะเห็นตะกอนสีขาว(น้ําออกจากตัวทำละลายอินทรีย์หมด) กรองแยกตะกอน 
แอมโมเนียมชลเฟต นำตัวทำละลายอินทรีย์ท่ีปราศจากน้ํามาแยกออกด้วยเคร่ืองอีแวปเปอร์เรเตอร์ 
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 40 °c ได้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธ้ิบางส่วน ซ่ึงมีสีน้ําตาลไหม้เหนียวหนืด

3.7 ศึกษาสมบ้ตทางริ?วเคมีของสารลดแรงตึงผิวที่บริสุทธบางส่วน
3.7.1 หาค่า Critical Micelle Concentration (CMC) ตามวิธี Sheppard และ Mulligan 

(1987) โดยนำสารลดแรงตึงผิวท่ีบริสุทธบางซ่ึงผลิตได้ 100 มก. ละลายใน 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดร 
คลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 แล้วนำมาเจือจางต้ังแต่ 0.00001 -  10 มก.ต่อมล.
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นำแต่ละความเข้มข้นมาวัดค่าแรงตึงผิวแล้วมาเขียนกราฟระหว่าง log ของความเข้มข้นและค่าแรงตึง 
ผิวหาจุด CMC

3.7.2 หาค่าความเป็นกรดเป็นด่างท่ีเหมาะสม
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ*บางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อริซ่ึงค่าความเป็นกรดเป็นด่างต้ังแต่ 2-12 ปริมาตร 10 มล. นำ 
มาเจือจางเป็น 100 เท่า ด้วย 50 มิลล้โมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างต้ัง 
แต่ 2-12 แล้วการวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.3และค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2

3.7.3 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อค่าความเป็นกรดเป็นด่าง
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริลุทธ้ีบางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ทรสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อริซ่ึงค่าความเป็นกรดเป็นด่างต้ังแต่ 2-12 ปริมาตร 10 มล.นำมา 
ทดสอบทุกๆ  10 วันเป็นเวลา 6 เดือน โดยนำมาเจือจางเป็น 100 เท่า ด้วย 50 มิลล้โมลาร์ทริสไฮโดร 
คลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 แล้วการวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.3และค่า 
แรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2

3.7.4 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการทำงานชองสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธบางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ ทริส1ไฮโดรคลอ1ไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ปริมาตร 10 มล. มาไว้ใน 
อุณหภูมิต่าง  ๆ ตั้งแต่4 -100  °c แล้วทดสอบการกระจายน้ํามันโดยมาเจือจางเป็น100 เท่า ด้วย 50 
มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ตามข้อ 3.2.3

3.7.5 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่ออุณหภูมิ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธ๋ีบางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ปริมาตร 10 มล. มาไว้ท่ี 
อุณหภูมิท่ี 100 °c นำมาทดสอบทุก  ๆ 2 ช่ัวโมงเป็นเวลา 15 ช่ัวโมงนำมาเจือจางเป็น 100 เท่า ด้วย 
50 มิลล้โมลาร์ ทริส1ไฮโดรคลอ1ไรด์บัพเพ่อริ':มีค1วามเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 แล้วการวัดการกระจาย 
น้ํามันตามข้อ 3.2.3และค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2 จากน้ันนำมาทดสอบท่ีอุณหภูมิ 120 °c โดยเคร่ือง 
ทำให้ปลอดเช้ือด้วยไอน้ําโดยแปรเวลาเป็น 20, 30 และ 40 นาที แล้วนำมาเจือจางเป็น 100 เท่า ด้วย 
50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 แล้วการวัดการกระจาย 
น้ัามันตามข้อ 3.2.3และค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2

3.7.6 ความเข้มข้นของ NaCI ต่อการทำงานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธ้ิบางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ซ่ึงแปรความเข้มข้นของ
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NaCI ต้ังแต่ 0.5-5 %(พ/v) ปริมาตร 10มล. นำมาทดสอบทุก  ๆ 10 วันเป็นเวลา 6 เดือนโดยนำมาเจือ 
จางเป็น 100 เท่า ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 
และแปรความเข้มข้นของ NaCI ต้ังแต่ 0.5-5 %(w/v) แล้วการวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.รและ 
ค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2

3.7.7 ความเสถียรต่อความเข้มข้นของ NaCI ต่อการทำงานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบรีสุทธิ,บางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 100 มก. มาละลายใน 50 

มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ซ่ึงแปรความเข้มข้นของ 
NaCI ต้ังแต่ 0.5-5 %(พ/v) ปริมาตร 10 มล. นำมาทดสอบทุก  ๆ 10 วันเป็นเวลา 6 เดือนโดยนำมาเจือ 
จางเป็น 100 เท่า ด้วย 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 
แล้วการวัดการกระจายน้ํามันตามข้อ 3.2.3และค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2

3.7.8 หาค่าอิมัลชัน อินเด็กซ์ (emulsion index)
นำน้ําเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเชลล์จากข้อ 3.6.1 และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ,บางส่วน 

จาก 3.6.2 ปริมาณ 10 มก.ต่อมล.ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์มีความเป็นกรดเป็น 
ด่างเท่ากับ 8 ปริมาตร 4 มล.ใส่หลอดฝาเกลียวขนาด 15 มล.แล้วผสมกับสารละลายอินทรีย์ได้แก่ ได 
คลอโรมีเทน เอทิลอะซีเตด ไซโคลเฮ็กเซน เฮ็กเซน โทลูอีน ไซลีน เอทิลเมทิลคีโตน คลอโรฟอร์ม และ 
เบนซิน และน้ํามันได้แก่ น้ํามันมะกอก, ฟาราทิเน ออย, น้ํามันก๊าด, น้ํามันปาล์ม และ น้ํามันถ่ัวเหลือง 
ปริมาตร 6 มล. ผสมด้วยเครองผสมสารนาน 5 นาที วัดอิมัลซ่ันอินเด็กซ์ท่ีเวลา 1, 7, 30 และ 90 วัน 
การวัดอิมัลซ่ัน อินเด็กซ์ตามวิธีของ Patel และDesai,1993 ทำได้โดยหาอัตราส่วนระหว่างอิมัลช่ันซ่ึง 
จะมีลักษณะเป็นครีมขาวและความสูงของของเหลวท้ังหมด จากการคำนวณดังน้ี

emulsion index = hE x100
hs

hE = ความสูงของอิมัล'ช่ัน
เา3 = ความสูงของของเหลวท้ังหมด

3.7.9 หาสมบัติการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธ๋ึบางส่วน
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ,บางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 50 มก. มาละลายใน เมทา 

นอล, เอทานอล, เฮ็กเซน, คลอโรฟอร์ม, อีเทอร์, เอทิล อะซิเตด และ 0.5 โมล ทรีสไฮโดรคลอไรด์บัพ 
เพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ปริมาตร 10 มล. แล้วเจือจางให้ได้40, 30, 20, 10, 5, 4, 3, 2, 
1 และ 05 มก.ต่อมล. ต้ังท้ิงไว้ 24 ช่ัวโมงแล้วลังเกตว่ามีตะกอนหรือแยกช้ันหรือไม่ ถ้าได้สารละลายใส
ไม่มีตะกอนแสดงว่าละลายได้หมด
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3.7.10 การกระจายนํ้ามันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) เปรียบเทียบกับ 
สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ (synthetic surfactant)

นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที'บรีสุทธึ๋บางส่วนจาก 3.6.2 และสารลดแรงตึงผิวเคมีได้แก่ 
โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate, รอร), ไทรทอน เอ็กซ์-100 ( triton X-100), ทวีน 
80 ( tween 80), ซีทีลไพรีดีเนียม คลอไรด์ (cetylpyridinium chloride, CPC) และสารกระจายนํ้ามัน 
(Noble Dispersant) ท่ีH ในกองทัพเรีอ ปริมาณ 20 มก. มาละลายใน 0.5 โมล ทรีส1ไฮโดรคลอ,ไรดิบพ 
เพ่อร์มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 แล้วเจือจางให้มีความเข้มข้นตั้งแต่ 10-20,000 มก.ต่อลิตร 
จากนั้นวัดการกระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3

3.7.11 การตรวจสอบชนิดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี analytical TLC
วิเคราะห์กรดอะมิโนด้วยนินไฮดรีน (Haba และคณะ, 2000) โดยนำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ท่ีปริสุทธ้ิ,บางส่วนมา 10 มก. ละลายในคลอโรฟอร์ม 1 มล. Spot ลงบนแผ่น TLC 1 ไมโครลิตรนำไป 
จุ่มในแท้งค์ท่ีอ่ิมตัวไปด้วยไอของเฟสเคลื่อนท่ีซึ่งประกอบด้วย คลอโรฟอร์ม 65 ส่วน, เมทานอล 25 
ส่วน และ น้ํา 4 ส่วน เมื่อเฟสเคลื่อนที่เคลื่อนบนแผ่น TCL จนเกือบสุด(เหลือขอบประมาณ 0.5 มม.) 
นำออกมาแล้วท้ิงไว่ให้แห้งในตู้ควัน พ่นด้วย 0.5% นินไฮดรีนในอะซิโตนนำไปอบท่ี 60 °c  30 นาที 
ปรากฏจุดสีม่วงถ้าพบกรดอะมิโน

วิเคราะห์แรมโนลิปิดด้วยสารละลายโมลิส (Arino และคณะ, 1996) โดยนำสารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพท่ีปริสุทธิไบางส่วนมา 40 มก. ละลายในคลอโรฟอร์ม 0.5 มล. Spot ลงบนแผ่น TLC 1 
ไมโครลิตรนำไปจุ่มในแท้งค์ท่ีอ่ิมตัวไปด้วยไอของเฟสเคล่ือนท่ีซ่ึงประกอบด้วย คลอโรฟอร์ม 65 ส่วน, 
เมทานอล 25 ส่วน และ น้ํา 4 ส่วน เมื่อเฟสเคลื่อนท่ีเคลื่อนบนแผ่น TCL จนเกือบสุด(เหลือขอบ 
ประมาณ 0.5 มม.) นำออกมาแล้วท้ิงไวิให้แห้งในตู้ควัน พ่นด้วยสารละลายโมลิส(ภาคผนวก ข) ท้ิงไว้ 
สักพักจะปรากฏจุดสีเขียวถ้าพบแรมโนลิปิด

3 7.12 เปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ระหว่างนํ้ามันปาล์มและนํ้าตาล 
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน

ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนโดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
กำหนดสูตรตามภาคผนวก ก แต่เปล่ียนแหล่งคาร์บอนเป็นกลูโคสปริมาณ 20 กรัมต่อลิตร (อารีย์ ก๋ง 
ฉิน, 2542) จากนั้นผลิตแล้วทำให้บริสุทธ้ิตามข้อ 3.6.1 และ 3.6.2 ตามลำดับ เม่ือได้สารลดแรงตึงผิว 
ชีวภาพที่บรีสุทธี้บางส่วนที่ใช้นํ้ามันปาล์มและกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนนำมาประมาณ 40 มก.ต่อ 
มล.ในคลอโรฟอร์มมาทำ TLC ตามข้อร.7.11 เปรียบเทียบกัน และ นำมาหาปริมาณนํ้าตาลแรมโนส 
ตามข้อ 3.4 นำผลที่ได้มาคำนวณหา production yield
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3.8 การทำบริส ุทธสารลดแรงตึงผิวสิวภาพโดยวิธ ีโครมาโตกราทีเ
3.8.1 ทำให้บริสุทธ้ีด้วยแผ่น preparative TLC
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธี้บางส่วนจาก 3.6.2 ปริมาณ 25 มก. ละลายใน 

คลอโรฟอร์ม 0.5 มล. นำมา spot เป็นแถบยาวบน preparative TLC silica gel 60 จนหมด ท้ิงไวิให้ 
แห้ง โดยแผ่น TLC มีขนาด 20 X 20 ซม. หนา 2 มม. แล้วนำไปจุ่มในแท้งค์ท่ีอ่ิมตัวไปด้วยไอของเฟส 
เคล่ือนท่ีซ่ึงประกอบด้วย คลอโรฟอร์ม 65 ส่วน, เมทานอล 25 ส่วน และ น้ํา 4 ส่วน เมื่อเฟสเคลื่อนท่ี 
เคล่ือนบนแผ่น TCL จนเกือบสุด(เหลือขอบประมาณ 0.5 มม.) นำออกมาแล้วท้ิงไว้ให้แห้งในตู้ควัน 
จากนั้นนำมาอังกับไอที่อ่ิมตัวของไอโอดีนเป็นเวลา 15 นาที จะเห็นแถบยาวสีนํ้าตาลเกิดขึ้น(ใช้ดินสอ 
ขีดแถบสีนั้าตาลที่เกิดขึ้น)คำนวณค่า Rf โดยวัดระยะทางของแถบที่เกิดสีนํ้าตาลแล้วหารด้วยระยะ 
ทางที่เฟสเคล่ือนท่ีเคล่ือนท่ีบนแผ่น TLC ท้ิงไว้ 1 วันเพ่ือให้ไอไอโอดีนระเหยออกจากแผ่น TLC เพ่ือท่ี 
จะได้ปริมาณมากพอในการทำให้บริสุทธิ้ในขั้นต่อไปจึงต้องเตรียมแผ่น TLC ท้ังหมด 5 แผ่น (ปริมาณ 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิ้บางส่วนที่ใช้เท่ากับ 125 มก.) ให้หมดแล้วขูดแถบท่ีขีดไว้บดให้ 
ละเอียด(เกิดแถบสีนํ้าตาลบนแผ่น TLC 6 แถบ) นำมาสกัดด้วยตัวทำละลายอินทริยํโดย

แถบท่ี 1 และ2 จากด้านส่างนำมาสกัดด้วยคลอโรฟอร์มและเมทานอลด้วยอัตราส่วน 1ต่อ 3
แถบที' 3 นำมาสกัดด้วยคลอโรฟอร์มและเมทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 2
แถบท่ี 4 นำมาสกัดด้วยคลอโรฟอร์มและเมทานอล อัตราส่วน 1 ต่อ 1
แถบท่ี 5 และ 6 นำมาสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม

ซึ่งการสกัดด้วยตัวทำละลายอินทริย์ดังกล่าวต้องทำชํ้า 3-4 ครั้งหริอว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจะหมด 
โดยนำมาวัดค่าการกระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 นำสารกัดของแต่ละแถบมาระเหยแห้งด้วยเครื่อง 
evaporator นำส่วนระเหยแห้งท่ีไดีไปช่ังน้ําหนัก

3.8.2 การบริสุทธี้ด้วยคอลัมน์silica gel 60
นำผง silica gel 60 ประมาณ 60 กรัม มาบรรจุลงคอลัมน์เดยผสมตัวทำละลายอินทริย์ตาม 

อัตราส่วนแรกท่ีจะใช้ชะคอลัมน์ดังน้ี
แถบท่ี 1, 2 และ 3 ซะด้วยคลอโรฟอร์ม 80 % ในเมทานอลซึ่งผสมด้วย 0.5 % กรดอะซิติก 

แล้วซะต่อด้วยคลอโรฟอร์ม 60, 40 และ 20 % ตามลำดับ โดยมีปริมาณในแต่ละอัตราส่วนเท่ากับ 
200 มล.

แถบท่ี 4 ชะด้วยคลอโรฟอร์ม 100 % ในเมทานอลซ่ึงผสมด้วย 0.5 % กรดอะซิติก แล้วชะต่อ 
ด้วยคลอโรฟอร์ม 80, 60 และ 40 % ตามลำดับ โดยมีปริมาณในแต่ละอัตราส่วนเท่ากับ 200 มล.

แถบท่ี 5 ชะด้วยคลอโรฟอร์ม 100 % ในเมทานอลซ่ึงผสมด้วย 0.5 % กรดอะซิติก แล้วซะต่อ 
ด้วยคลอโรฟอร์ม 90, 80, 60 และ 40 % ตามลำดับ โดยมีปริมาณในแต่ละอัตราส่วนเท่ากับ 200 มล.
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แถบท่ี 6 ชะด้วยคลอโรฟอร์ม 100 % ในเมทานอลซึ่งผสมด้วย 0.5 % กรดอะชิติก แล้วชะต่อ 
ด้วยคลอโรฟอร์ม 90, 80 และ 60 % ตามลำดับ โดยมีปริมาณในแต่ละอัตราส่วนเท่ากับ 200 มล.

โดยเก็บ fraction ละ ประมาณ 50 มล. ท้ิงไว้ 2-3 วันในตู้ควัน ปริมาณจะลดลง 2 ใน 3 แล้ว 
นำแต่ละ fraction ท่ีได้มา spot ลง analytic TLC spot ละประมาณ 2-3 ไมโครลิตร โดยทำตามข้อ
3.8.1 ซ่ึงจะเห็นได้ว่าในแต่ละ fraction น่าจะเป็นสารชนิดเดียวกันหริอไม่ด้วยหลักการท่ีว่าสารชนิด 
ชนิดเดียวกันเคลื่อนที่บนเฟสคงที่และเฟสเคลื่อนที่เดียวกันต้องมีค่า Rp และนำแต่ละ fraction มาวัด 
ค่าการกระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 นำค่าที่ได้มาเขียนกราฟระหว่าง จำนวน fraction และ พ้ืนท่ีของ 
การกระจายนํ้ามัน จากผลบน analytic TLC และ กราฟระหว่างค่าการกระจายนํ้ามันและจำนวน 
fraction จะช่วยในการตัดสินใจว่าจะนำ fraction ใดรวมกันได้ เม่ือเทรวมกันแล้วนำไประเหยแห้งใน 
เคร่ือง evaporator นำส่วนระเหยแห้งไปวิเคราะห์ด้วย HPLC ต่อไป

3.8.3 การตรวจวิเคราะห์นํ้าตาลแรมโนสด้วยวิธีสแกนยูวี-วิลิเบลสเปกตรัม
เตรียมนํ้าตาลที่ผลิต1ใน P se u d o m o n a s  sp. ได้แก่ กลูโคส กาแลคโตล แมนโนส และแรมโนส 

(Williams และ Wimpenny, 1978) ให้มีความเข้มข้น 5 }ig/ml และนำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ 
บริสุทธึ๋บางส่วนจากข้อ 3.6.2 ความเข้มข้น 5 มก. ต่อ มล.และ ตัวอย่างจากแถบที่ 5 ท่ีได้จาก
silica gel column (F5) จากข้อ3.8.2 ความเข้มข้น 5 มก. ต่อ มล. มาวิเคราะห์ปริมาณแรมโนสตามวิธี 
ของ Dische และ Shettles ในปี 1948 จากนั้นสแกนหาค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นตั้งแต่ 
200 -  700 ทกา แล้วนำสเปกตรัมที่ได้มาเปรียบเทียบระหว่างนํ้าตาลชนิดต่างๆที่ P se u d o m o n a s  sp. 
ผลิตได้

3.8.4 การทำบริสุทธ้ีโดยวิธี HPLC
นำส่วนที่ทำให้บริสุทธี๋จากคอลัมน์ silica gel แถบท่ี 1 ละลายด้วย 10% อะซิโตไนไตรท์ 3 

มล. แถบท่ี 2 และ 3 ละลายใน 80% อะซิโตไนไตรท์ 3 มล. ส่วนแถบท่ี 4, 5 และ 6 ละลายใน 100% 
อะซิโตไนไตรท์ 3 มล. นำตัวอย่างที่ได้วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC มีคอลัมน์เป็น Lichrocart C18 
endcapped (reverse phase) ขนาด 250 X 4 มม. ชะด้วยลิเนียร์เกรเดียนท์ มีสารละลาย A (10% 
อะซิโตไนไตรท์และ 0.1% กรดไตรฟลูออโรอะซิติก) และ สารละลาย B ( 100% อะซิโตรไนไตรท์และ 
0.1% กรดไตรฟูลออโรอะซิติก) ด้วยอัตราการไหล 0.6 มล.ต่อนาที

ตัวอย่างจากแถบที่ 1 มีโปรแกมของลิเนียร์เกรเคียนท์ชะด้วยสารละลาย A เป็น 5 นาที เพ่ิม 
%สารละลาย ธเป็น 50% ในเวลา 10 นาที(5%B/min) เพ่ิมเป็น 100% สารละลาย B ในเวลา 7 นาที 
(8%B/min)
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ตัวอย่างจากแถบที่ 2 เรมต้นด้วยซะ 30%ฃองสารละลาย B เป็นเวลา 5 นาที เพ่ิม %ลาร 
ละลาย รเป็น 60% ในเวลา 15 นาที(2%ร/ทาin) เพ่ิมเป็น 100% สารละลาย ร ในเวลา 4 นาที 
(10%B/min)

ตัวอย่างจากแถบที่ 3 เรมต้นด้วยซะ 60%ของสารละลาย ร เป็นเวลา 5 นาที เพ่ิม %สาร 
ละลาย รเป็น 70% ในเวลา 10 นาที(0.5%B/min) เพ่ิมเป็น 100% สารละลาย ร ในเวลา 5 นาที
(6%B/mi ท)

ตัวอย่างจากแถบที่ 4 เรมต้นด้วยชะ 50%ฃองสารละลาย A เป็นเวลา 5 นาที เพ่ิม %สาร 
ละลาย รเป็น 65% ในเวลา 15 นาที(1 %B/min) เพ่ิมเป็น 100% สารละลาย ร ในเวลา 3.5 นาที 
(10%B/min)

ตัวอย่างจากแถบที่ 5 และ6 เรมต้นด้วยชะ 60%ของสารละลาย A เป็นเวลา 5 นาที เพ่ิม %  

สารละลาย รเป็น 75% ในเวลา 20 นาที(1%ธ/ทาin) เพ่ิมเป็น 100% สารละลาย B ในเวลา 7 นาที 
(2%B/mi ท)

ตรวจผลด้วย บV detector ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร เก็บแต่ peak ละไป 
ระเหยแห้งด้วยเครอง centrifuge evaporator เติม 1 โมล ทริสไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ ความเป็นกรด 
เป็นด่างเท่ากับ 8 ป!มาตร 10 ไมโครลิตร เขย่าด้วยเครองผลมสารนาน 5 นาทีแล้วนำไปวัดค่าการ 
กระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 นำตัวอย่างที่สกัดได้จากคอลัมน์ silica gel ไปฉีด HPLC อีกครั้งเพื่อเก็บ 
peak ที่มีค่าการกระจายนํ้ามันมากไปวิเคราะห์ต่อไป

3.9 การวิเคราะห์โครงสร้างสารลดแรงตึงผิวรั๊!วภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีทำให้บริสุทธิได้วยวิธี HPLC โดยเลือกตัวอย่าง ณ RT ที่มีค่าการ 

กระจายนํ้ามันมาก (ประมาณ 121 ซม.) และมีปริมาณมากพอโดยเทียบจากขนาดและความสูงHPLC 
พีก จากน้ันทำให้บริสุทธ้ีด้วยวิธี HPLC จนมีประมาณมากพอที่จะวิเคราะห์ด้วย LC-MS ซ่ึงใช้ภาวะ 
เดียวกับที่วิเคราะห์ด้วย HPLC (ทำการวิเคราะห์[ดยนิรันดร์ รุ่งล้ว่าง จากมหาวิทยาลัยโอซากา) และ 
IR โดยนำตัวอย่างที่ได้จาก HPLC มาเติม nujol แล้วบดจากนั้นนำไปวิเคราะห์


	บทที่ 3 อุปกรณ์และวิธีดำเนินการทดลอง

