
บทท่ี 4
ผลการทดลอง

4.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผสิตสารลดแรงตึงผิว?วภาพโดย P seudom onas sp. สายพันธุ A41
แบคทีเรียสายพันธุ A41 แยกได้จากนํ้าในบริเวณดอนหอยหลอด จังหวัดสมุทรลงคราม เมื่อนำมา 

จำแนกตามวิธีของ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) พบว่า 
เป็น P se u d o m o n a s  sp. จึงเรียกว่า P se u d o m o n a s  sp. สายพันธุ A41 และ เม่ือนำมาแปรชนิดของแหล่ง 
ไนโตรเจนพบว่า แอมโมเนียมไนเตรท เป็นแหล่งไนโตรเจนท่ี P se u d o m o n a s  sp. สายพันธุ A41 ใชใด้ดีท่ี 
สุด ซึ่งข้อมูลข้างต้นมาจาก อารีย์ ก๋งฉิน, 2542 วิทยานิพนธ์นี้จึงเริ่มจากการแปรปริมาณไนโตรเจนเพื่อที่ 
จะหาอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตการลดแรงตึงผิวชีวภาพ การ 
แปรปริมาณไนโตรเจนจะแปรต้ังแต่ 0.07-0.28% (พ/V) โดยจะแสดงผลจังรูป

รูปท่ี 4.1 ผลการแปรปริมาณไนโตรเจนของ P se u d o m o n a s  sp. ลายพันธุ A41 บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 
72 ช่ัวโมง แล้วตรวจวัดน้ําหนักเชลล์แห้ง, ปริมาณนํ้าตาลแรมโนส, การกระจายนํ้ามัน และ CMC '1เพ่ือ 
เป็นป็จจัยในการเปรียบเทียบปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ใน 
อาหารเหลวกำหนดสูตรที่มีนี้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน
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จากการแปรปริมาณไนโตรเจนพบว่าปริมาณไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวซีว 
ภาพเท่ากับ 0.14 %(w/v) ซึ่งจะให้น้ําหนักเชลล์แห้งเท่ากับ 9.12 กรัมต่อลิตร, ปริมาณนํ้าตาลแรมโนลเท่า 
กับ 1 .67กรัมต่อลิตร, การกระจายนํ้ามันเท่ากับ 188.69 cm2 และ CMC "1เท่ากับ 200 จากรูปที่1 จะเห็น 
ได้ว่าค่า CMC ปริมาณนํ้าตาลแรมโนล และ การกระจายนํ้ามันมากกว่าปริมาณไนโตรเจนค่าอื่นๆอย่าง
ชัดเจน ดังน้ันจึงใช้!นโตรเจนที่มีปริมาณเท่ากับ 0.14 %(wM ในการหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง 
คาร์บอนและไนโตรเจนโดยแสดงผลดังรูป
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รูปท่ี 4.2 ผลของการแปรอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนของ P se u d o m o n a s  sp. สายพันธุ A41 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 72 ช่ัวโมง แล้วตรวจ1วัดน้ําหนักเซลล์แห้ง, ปริมาณนั้าตาลแรมโนส, การกระจาย 
นํ้ามัน และ CMC ~1 เพื่อเป็นปัจจัยในการเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะ 
สมท่ีสุดในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ในอาหารเหลวกำหนดสูตรที่มีนํ้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน
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จากผลของการแปรอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตนเจนพบว่าอัตราส่วนที่เหมาะสมในการ 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพพบว่าอัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนเท่ากับ 10.29 จะให้ปริมาณ 
นํ้าตาลแรมโนลเท่ากับ 1.70 กรัมต่อลิตร, การกระจายนํ้ามันเท่ากับ 196.06 cm2 และ CMC "1เท่ากับ 200 
ซึ่งเป็นค่าท่ีมาท่ีสุดเมื่อเทียบกับอัตราส่วนอ่ืนๆ ดังนั้นกล่าวได้ว่าภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึง 
ผิวชีวภาพคือที่อัตราส่วนระหว่างคาร์บอนและไนโตรเจนเท่ากับ 10.29 ซึ่งใช้ที่ภาวะดังกล่าวศึกษาการ 
ผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ณ เวลาต่างๆ ตามรูปที่4.3

รูปท่ี 4.3 ผลการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่เวลาต่างๆ จากปัจจัยต่างๆได้แก่ ปริมาณนํ้าตาล 
แรมโนส, ค่าการกระจายนํ้ามัน และ CMC ~1

จากรูปที4่.3 แสดงให้เห็นว่าปริมาณนํ้าตาลแรมโนส และค่าการกระจายน้ํามันมีค่าคงท่ีที, 42 
ช่ัว'โมง แต่ค่าการกระจายนํ้ามันเพิ่มขึ้นเล็กน้อยจนสิ้นสุดการทดลอง อย่างไรก็ตามได้เลือกเวลาที่เหมาะ 
สมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ 72 ชั่วโมงซึ่งมีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 201.06 cm2, 
ปริมาณนํ้าตาลแรมโนสเท่ากับ 1.7 กรัมต่อลิตร และ ค่า CMC ~1เท่ากับ 200 ทั้งนี้เนื่องจากนํ้าเลี้ยงเชื้อ 
ปราศจากเซลล์ที่ได้มีลักษณะใสเหมาะต่อการท่ีจะนำไปทำให้บริสุทธิ,ในข้ันต่อไป ในขณะที่นํ้าเลี้ยงเชื้อ 
ปราศจากเซลล์ที่เวลา 42 ชั่วโมงมีลักษณะขุ่นและเป็นคอลลอยด์ทำให้ยากต่อการทำบริสุทธิ้ จากการ
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ทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพข้างต้นกล่าวได้ว่าอัตราส่วนระหว่าง 
คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือ 10.29 โดยใช้นํ้ามันปาล์มซึ่งมีปริมาณคาร์บอนเท่ากับ 71.907 % 
(พ /V) เป็นแหล่งคาร์บอน และมีแอมโมเนียมไนเตรทซ่ึงมีปริมาณไนโตรเจนเท่ากับ 0.14%(w/v) เป็นแหล่ง 
ไนโตรเจนและใช้ระยะเวลาไนการบ่มเท่ากับ 72 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิห้อง อัตราเร็วในการเขย่า 200 รอบต่อ 
นาที

4.2 สม,บ ้ต ึทางส ิวเคม ีของสารลดแรงตึงผ ิวท ื่บร ิส ุทธบางส่วน
4.2.1 การหา Critical Micelle Concentration (CMC) จากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีได้รับการทำ 

บริสุทธ้ีบางส่วน

logïองความเข้มข้น(มก.ต่อมล.)

รูปท่ี 4.4 แสดงการหาค่า CMC ซึ่งเขียนกราฟระหว่างค่าแรงตึงผิวและlogของความเข้มข้นของสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิไ-กงส่วน
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จุดตัด B ได้จากเล้นสัมผัส AB และ BC แล้วลากจากจุด รตั้งฉากกับเล้น EF สุดท้ายได้จุด อ 
เมื่อลากเล้นตรงจากจุด D ตั้งฉากกับแกน X ก็จะได้ค่า CMC เท่ากับ 50 มก.ต่อลิตร และค่า yCMC (ค่า 
แรงตึงผิวณ การเกิดไมเซลล์) เท่ากับ 3 0 กาN/m

4.2.2 การหาค่าความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะลม
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีทำบริสุทธ่ีบางส่วนมา 10 มก.ต่อ มล. ใน 50 มิลลิโมลาร์ทริสไอโดร 

คลอ'ไรด์บัพเพ่อร์ท่ีมีความเป็นกรดเป็นด่างต้ังแต่ 2-12 แล้ววัดการกระจายนํ้ามันและค่าแรงตึงผิวตามข้อ
3.2.3 และ 3.2.2

I

ค่าความฟ้นกรด เป็นด่าง

- พ้ืพิทารกระจายน้ํามั4(๓า2) "•- ค่าแรงตึงผิว(mNAn)

รูปท่ี 4.5 แสดงค่าการกระจายนํ้ามันและค่าแรงตึงผิวเมื่อความเป็นกรดเป็นด่างตั้งแต่ 2-12

จากรูป4.5 แสดงใ ห ้เห็นว่าค่าแรงตึงผิวมีค่าไม่เปลี่ยนแปลงมากนักคืออยู่ในช่วง 29-30.4 กาผ/กา 

เมื่อมีค่าความเป็นกรดเป็นด่างตั้งแต่ 2-12 อาจกล่าวได้ว่าที่ค่าความเป็นกรดสูงและที่ค่าความเป็นด่าง 
มากไม,มีผลต่อค่าแรงตึงผิวต่างจากการกระจายนํ้ามันพบว่ามีพื้นที่การกระจายนํ้าม ันสูงสุดเท่ากับ 
19.63 cm2 ที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 กล่าวได้ว่าที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างระหว่าง 2 - 4  และ
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9 - 1 2  มีพื้นที่การกระจายนํ้ามันน้อย ช่วงค่าความเป็นกรดเป็นด่างที่เหมาะสมของการกระจายนํ้ามัน 
ประมาณ7 - 9

4.2.3 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเป็นกรดเป็นด่าง
ทำการทดสอบหาความเสถียรต่อความเป็นกรดเป็นด่างโดยนำสารลดแรงตึงผิวที่บรสุทธี้ 

บางส่วนมาปรับให้ได้ความเข้มข้น 10 มก.ต่อมล. ใน 50 มิลลิโมลาร์ ทรสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์ท่ีมีค่า 
ความเป็นกรดเป็นด่างตั้งแต่ 2-12 โดยทำซ้ํา 3 ชุดการทดลอง หาความเสถียรโดยการตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 
ห้องเก็บตัวอย่างมาทดสอบทุกๆ 10 วันในสามเดือนแรกจากนั้นค่อยเก็บตัวอย่างทุก 1 เดือนเป็นเวลานาน 
6 เดือน การวัดการกระจายนํ้ามันและค่าแรงตึงผิวจะวัดที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ด้วยการนำ 
มาเจือจางด้วย 50 มิลลิโมลาร์ทรสไฮโดรคลอไรด์ปัพเพ่อร์ที่มีค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 จากตา 
รางท่ี 4.1 ความเป็นกรดเป็นด่างไม่มีผลต่อค่าแรงตึงผิวเห็นได้ค่าแรงตึงผิวโดยมีค่าอยู่ระหว่าง 29-30 
ทาN/ทา ตลอดระยะเวลา 6 เดือนในทุกๆค่าความเป็นกรดเป็นด่าง ส่วนการกระจายนํ้ามันจากตารางที่
4.2 ที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่างระหว่าง 2-6 มีพื้นที่การกระจายนํ้ามัน 5.9-7.1 cm2 ตั้งแต่แรกจนตลอด 
ระยะเวลาทำการทดลอง ซึ่งเมื่อปรับค่าความเป็นกรดเป็นด่างกลับเป็น 8 แล้วน่าจะมีค่าประมาณ 11-12 
cm2 (ความเข้มข้นที่ทำการวัดค่าการกระจายนั้ามันประมาณ 0.1 มก.ต่อมล.) อาจกล่าวได้ว่าที่ความเป็น 
กรดเป็นด่างท่ี 2-6 ความเสถียรของการกระจายนํ้ามันลดลงเกือบ 50 เปอร์เซ็นต์ในขณะที,ที่ค่าความเป็น 
กรดเป็นด่าง 8-12 พื้นที่การกระจายนํ้ามันอยู่ระหว่าง 10-12.5 cm2 ตลอดระยะเวลา 6 เดือนตังน้ันค่า 
ความเป็นกรดเป็นด่าง 8-12 มีความเสถียรมากกว่าที่ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 2-6
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ตารางท่ี 4.1 แสดงความเสถียรของค่าแรงตึงผิวที่มีต่อค่าความเป็นกรดเป็นด่างในระยะเวลาต่างๆ

ระยะเวลา
ค่าแรงตึงผิว (กาผ/ทา)

ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง
2 4 6 8 10 12

10 วัน 29.5 28.9 29.0 29.0 29.0 29.0
20 วัน 30.0 29.0 29.8 29.5 29.9 29.0
30 วัน 29.5 30.0 29.0 29.0 30.0 29.0
40 วัน 30.0 29.0 29.0 29.5 29.0 30.0
50 วัน 29.7 29.0 29.0 29.0 29.0 29.0
60 วัน 29.5 29.7 29.5 29.5 29.5 29.0
7 0 วัน 29.0 29.0 29.0 29.0 29.0 29.5
80 วัน 29.1 28.9 29.5 29.0 29.5 29.5
90 วัน 29.0 29.0 29.0 29.0 29.0 29.0

4 เดือน 29.0 29.0 29.5 29.0 29.5 29.0
5 เดือน 29.5 29.0 29.5 29.5 29.0 29.0
6 เดือน 29.0 29.5 29.5 29.0 29.5 29.0
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ตารางท่ี 4.2 แสดงความเสถียรของการกระจายนํ้ามันที่มีต่อค่าความเป็นกรดเป็นด่างในระยะเวลาต่างๆ

ระยะเวลา
ค่าการกระจายนํ้ามัน (cm2)

ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง

2 4 6 8 10 12

10 วัน 6.6 5.94 6.3 12.6 11.1 10.2
20 วัน 7.1 7.1 6.4 12.6 10.2 10.1
30 วัน 6.6 7.1 6.0 11.1 10.1 10.2
40 วัน 7.1 6.6 6.6 11.1 11.1 10.5
50 วัน 6.6 7.1 7.1 10.2 11.0 11.1
60 วัน 7.1 6.6 7.1 11.1 11.2 10.5
7 0 วัน 6.6 7.1 6.1 12.6 10.3 10.8
80 วัน 6.6 7.1 7.1 11.1 11.2 10.1
90 วัน 6.8 7.0 7.0 12.0 11.5 11.0

4 เดือน 6.8 7.0 7.0 12.5 11.5 10.6
5 เดือน 7.0 6.8 6.8 11.8 11.2 11.0
6 เดือน 7.0 7.0 7.0 12.5 11.5 10.5
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4.2.4 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรสุทธ้ิบางส่วนมา 10 มก.ต่อ มล.ใน 5 0 มิลล้โมลาร์ท่ริสใฮโดร­

ดสอไรด์บัพเพ่อร์ที่มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 นำไว้ท่ีอุณหภูมิต่างๆดังรูป 4.6 ท้ิงไว้จนสารละลาย 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมินั้นๆ(ประมาณ 5-10 นาที) แล้วกัดการกระจายนํ้ามัน 
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ความเข้มข้น 0.1 มก.ต่อ มล.ตามข้อ 3.2.3 ทันที

4 10 15 20 25 30 35 40 50 60 70 80 90 100

อุณหภูมิ (°C)

รูปท่ี 4.6 แสดงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำงานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บ่ริสุทธบางส่วนโดยกัดการ 
ทำงานจากค่ากระจายนํ้ามัน

เหตุผลที่กัดเฉพาะการกระจายนั้ามันเพราะไม่สามารถควบคุมอุณหภูมิขณะกัดแรงตึงผิวได้และ 
เมื่ออุณหภูมิเปลี่ยนของวงทองคำขาวที่ใช้กัดค่าแรงตึงผิวในเครองกัดค่าแรงตึงผิว (tensiometer) เกิดการ 
ขยายและหดตัวต่างกันทำให้เล้นรอบวงเปลี่ยนไปอาจทำให้ค่าแรงตึงผิวผิดพลาดได้ จากรูปท่ี 4.6 เม่ือกัด 
การกระจายนํ้ามันที่อุณหภูมิตั้งแต่ 4-100 °c และพื้นที่การกระจายนำมันอยู่ระหว่าง 16.62-19.63 cm2
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แถบแสดงความผิดพลาดเท่ากับ 5 เปอร์เชนต์กล่าวได้ว่าการกระจายนํ้ามันที่อุณหภูมิต่างๆตามรูปข้างต้น 
มีค่าแตกต่างกันไม่เกิน 5 เปอร์เซนต์ดังนั้นอุณหภูมิจึงไม่มีผลต่อการกระจายนํ้ามันของสารลดแรงตึงผิวชีว 
ภาพท่ีบรสุทธิบางล่วน

4.2.5 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่ออุณหภูมิ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิ'บางล่วนมา 10 มก.ต่อ มล. ใน 50 มิลลิโมลาร์ทรสไฮโดรคลอ 

ไรด์บัพเฟอร์ที่มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ ซึ่งแบ่งการทดลองเป็น 2 ตอนได้แก่ ความเสถียรที่อุณหภูมิ 
เท่ากับ 100 ° c  และ ความเสถียรที่ 121 ° c  ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว(ภาวะที่ใข้ฆ่าเชื้อด้วยไอนํ้า) 
โดยวัดการกระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 และ ค่าแรงตึงผิวตามข้อ 3.2.2 โดยก่อนท่ีจะวัดให้ต้ังท้ิงไว้ท่ี

ช่ัวโมง

อุณหภูมิห้อง 20-30 นาที

c°dg
ใ ? ร  

7(r°

I
พัว
çrààç<h>J

1  ค่าแรงตึงผิว (mN/m) H การกระจายน้ํามัน (cm2)

รูปท่ี 4.7 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิงชีวภาพที่ผ่านความร้อน 100 ° c  นาน 15 ช่ัวโมง วิเคราะห์จาก 
ค่าแรงตึงผิวและการกระจายนํ้ามัน
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32 ๆ

ก่อนทดลอง รอบ 1 รอบ 2 รอบ 3 รอบ 4 รอบ 5

รอบในการทดลอง 

H 20 นาที 9 30 นาที □ 40 นาที

รอบ6

รูปที่ 4 .8  ค วาม เส ถ ีย รข อ งส ารล ด แรงต ึงผ ิวช ีวภ าพ ท ี่ผ ่าน ค วาม ร ้อ น  1 2 1 ° c  เป ็น เวล า 20 , 3 0 และ4 0 น าท  

1 -  6 รอบ ว ิเค ราะห ์ค ่าแรงต ึงผ ิว
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รอบในการทดลอง

□  20 นาที ร  30 นาที □  40 นาที

รูปท่ี 4.9 แสดงความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผ่านความร้อน 121°c เป็นเวลา 20, 30และ40 
นาที 1 -  6 รอบ วิเคราะห์การกระจายนํ้าม้น

จากรูปที่ 4.7 จะเห็นได้ว่าทั้งค่าแรงตึงผิวจะอยู่ระหว่าง 29-30 mN/m และการก ระจายนํ้ามันอยู่ระหว่าง 
11.0-12.6 cm2 โดยตลอด 15 ชั่วโมงแถบไม่มีการเปลี่ยนอาจกล่าวได้ว่าที่อุณหภูมิ 100 ° c  นาน 15 
ชั่วโมงไม่มีผลต่อค่าแรงตึงผิวและการกระจายนํ้ามัน ในรูปท่ี 4.8 ตลอดทำการทดลองทัง 6 รอบค่าแรงตึง 
ผิวจะอยู่ระหว่าง 29-30.5 mN/m และแถบแสดงความผิดพลาดไม่มากไปกว่า 1 เปอร์เชนต์และรูปท่ี 4.9 
พื้นที่การกระจายนํ้ามันจะลดตามจำนวนรอบในการทดลองจึงได้คำนวณเปอร์เชนต์การลดลดตามรูปที่
4.10
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รอบ 1 m i  2 m 3  m 4  รอบ 5 รอบ 6

รอบในการทดลอง

ร 2 0น าท ี ■ 30นาที D 40นาที

รูปท่ี 4.10 แสดงเปอร์เชนต์การลดลงของพ้ืนท่ีการกระจาย'นามันท้ัง 6 รอบใน 20, 30 และ40 นาที

เปอร์เชนต์การลดลงของพื้นที่การกระจายนํ้ามัน = B-Ax 100
B

A คือ พื้นท่ีการกระจายนํ้ามันในครั้งที่ทำการทดลอง 
B คือ พื้นที่การกระจายนํ้ามันก่อนการทดลอง

จากรูปที่ 4.10 พบว่าการกระจายนํ้ามันในการทดลองครั้งที่ 1 ลดลงน้อยมากในทุกระยะเวลาที่ 
121๐C คือลดไม่ถึง 10 % จะมี เปอร์เซนต์การลดลงมากว่า 50 %เม่ือทดลองครั้งท่ี 3 ระยะเวลา 40 นาที 
ระยะเวลา 30 นาที ที่การทดลองคร้ังท่ี 4 และระยะเวลา 20 นาที ท่ีการทดลองคร้ังท่ี 5
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4.2.6 ความเข้มข้นของ NaCI ต่อการทำงานของลารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรสุทธ้ิบางส่วนมา 10 มก.ต่อ มล. ใน 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดร- 

คลอไรด์ปัพเฟอร์ที่มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 โดยแปรความเข้มข้นของโซเคียมคลอไรด์ต้ังแต่ 
0.5-5.0% (พ/V)

% NaCI

การกระจายน้ํามัน (cm2) ค่าแรงตึงผิว (mN/m)

รูปท่ี 4.11 แสดงเปอร์เชนต์ของโซเคียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการกระจายนํ้ามันและค่าแรงตึงผิว

จากรูปที ่ 4.11 พบว่าความเข้มข้นของโซเคียมคลอไรด์ท่ี 0.5 -  5.0% ไม่มีผลต่อค่าแรงตึงผิวซึ่งมี 
ค่าอยู่ระหว่าง 29-29.5 mN/m แต่มีผลต่อการกระจายนํ้ามันโดยค่าของพื้นที่การกระจายนํ้ามันจะเปลี่ยน 
แปลงเล็กน้อยซ่ึงอยู่ระหว่าง 11.3-10.8 cm2 ในช่วงความเข้มข้นของโซเคียมคลอไรด์เท่ากับ 0.5-3.0% 
เมื่อความเข้มข้นตั้งแต่ 3.5% เป็นต้นไปพื้นที่การกระจายนํ้ามันจะลดลงอย่างต่อเนื่องจนที่ความเข้มข้น 
เท่ากับ 5.0% พื้นที่การกระจายนํ้ามันเท่ากับ 1.13 cm2
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4.2.7 ความเสถียรของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพต่อความเข้มข้นของ NaCI
ในการหาความเสถียรต่อปริมาณของโซเดียมคลอไรด์นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ 

บริสุทธ้ิ'บางส่วนมาปรับ'ให้เป็น 10 มก.ต่อ มล. ใน 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์ท่ีมีความเป็น 
กรดเป็นด่างเท่ากับ 8 โดยแปรความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ต้ังแต่ 0.5-5.0% (พ/v) แล้วเจือจาง 100 
เท่าด้วย 50 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเพ่อร์ท่ีมีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 ซึ่งสุดท้ายจะมี 
ความเข้มข้นเหลือ 0.005-0.5% ตามตารางที่ 4.3 ค่าแรงตึงผิวอยู่ระหว่าง 29.0-29.5 ทาผ/ทา ตลอด 6 
เดือนในทุกๆความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์หมายถึงความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรดํใม่มีผลต่อค่าแรง 
ตึงผิว แต่การกระจายนํ้ามันในตารางที่ 4.4 ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ต้ังแต่ 0.5-3.0 เปอร์เซนต์พ้ืนท่ี 
การกระจายนํ้ามันอยู่ที่ 12-10 cm2 ตลอดระยะเวลาทำการทดลอง
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ตารางท่ี 4.3 ความเสถียรของค่าแรงตึงผิวต่อค่าความเข้มข้นต่างๆ ของโซเดียมคลอไรด์

O Q v 'Ç  1 แ ร
0  <น น  QS

เวลา

ค่าแรงตึงผิว (ทาผ/ทา)

ความเข้มข้นของ NaCI (%w/v)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

10 วัน 29.5 29.0 29.3 29.4 29.1 29.4 29.3 29.0 29.5 29.0
20 วัน 29.0 29.5 29.4 29.1 29.3 29.0 29.1 29.0 29.0 29.5
30 วัน 29.0 29.0 29.4 29.3 29.4 29.1 29.4 29.3 29.3 29.4
40 วัน 29.5 29.1 29.3 29.1 29.3 29.1 29.4 29.0 29.4 29.1
50 วัน 28.8 29.0 29.4 29.1 29.3 29.0 29.3 29.3 29.1 29.3
60 วัน 29.1 29.3 29.2 29.1 29.1 29.4 29.1 29.3 29.4 29.0
70 วัน 29.3 29 29.2 29.3 29.4 29.4 29.0 29.1 29.3 29.1
80 วัน 29.5 29.6 29.4 29.5 29.3 29.4 29.7 29.1 29.0 29.0
90 วัน 29.7 29.6 29.4 29.1 29.8 29.3 29.4 29.5 29.0 29.1

4 เดือน 29.5 29.1 29.3 29.1 29.3 29.1 29.4 29.0 29.0 29.4
5 เดือน 29.8 29.0 29.4 29.1 29.3 29.0 29.3 29.3 29.3 29.1
6 เดือน 29.1 29.3 29.2 29.1 29.1 29.4 29.1 29.3 29.3 29.0



7 0

ตารางท่ี 4.4 ความเสถียรของการกระจายนํ้ามันต่อค่าความเข้มข้นต่างๆ ของโซเดียมคลอไรด์

( T l Q ^ Ç  1 แ /

ค่าการกระจายนํ้ามัน (cm2)

เวลา ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (%w/v)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

10 วัน 12.5 11.3 10.8 10.8 10.8 10.8 6.2 5.7 4.9 1.1
20 วัน 12.6 11.4 10.8 10.8 10.8 10.8 6.2 5.7 4.9 1.1
30 วัน 12.6 11.3 10.8 10.8 10.8 10.6 6.1 5.7 4.9 1.2
40 วัน 12.3 11.3 10.8 10.8 10.7 10.8 6.0 5.8 4.9 1.1
50 วัน 12.4 11.3 10.7 10.7 10.6 10.8 6.1 5.7 4.9 1.2
60 วัน 12.4 11.4 10.6 10.6 10.6 10.8 6.0 5.5 4.9 1.2
70 วัน 12.4 11.4 10.7 10.7 10.7 10.6 6.1 5.6 4.8 1.2
80 วัน 12.4 11.3 10.7 10.6 10.7 10.6 6.1 5.6 4.9 1.2
90 วัน 12.4 11.4 11.0 10.6 10.7 10.6 6.0 5.7 4.9 1.2

4 เดือน 12.4 11.3 10.7 10.7 10.7 10.8 6.1 5.8 4.9 1.1
5 เดือน 12.4 11.3 10.7 10.7 10.7 10.8 6.1 5.7 4.9 1.2
6 เดือน 12.4 11.4 10.6 10.7 10.7 10.8 6.1 5.7 4.5 1.2
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4.2. ค่าอิมัลชั่น อินเด็กซ์
การหาค่าอิมัลซั่น อินเด็กซ์นั้นจะวิเคราะห์กับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทั้งในรูปนํ้าเลี้ยงปราศจาก 

เซลล์จากข้อ 3.6.1 และในรูปสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธี้บางส่วนจากข้อ 3.6.2 ที่ความเข้มข้น 10 
มก.ต่อ มล. โดย1วัดค่าอิมัล'ช่ัน อินเด็กซ์ตามข้อ 3.7.8 ท้ังน้ีหากใช้สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริลุทธี้บาง 
ส่วนที่ความเข้มข้นตํ่ามาก (ตํ่ากว่า 10 มก.ต่อ มล.) อิมัลช่ันท่ีเกิดข้ึนจะไม่เสถียรคือ ไม่สามารถวัดได้หลัง 
จากระยะเวลา 24 ช่ัวโมง

ตารางท่ี 4.5 แสดงค่าอิมัลช่ัน อินเด็กซ์ฃองสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธึ๋บางส่วนต่อตัวทำละลาย 
อินทรีย์ชนิดต่างๆ

ประ๓ ทของ 
ตัวทำละลาย 

อินทรีย์

ค่าอิมัลชั่น อินเด็กซ์ (%)
ค่า 24 ช่ัวโมง 7 วัน 30 วัน

ความ 
เป็นข้ัว

น้ํา
เลี้ยงเชื้อ

สาร 
บริสุ ทธ้ิ 

บางส่วน

น้ํา
เลี้ยงเชื้อ

สาร 
บรีสุทธ้ิ 

บางส่วน

น้ํา
เลี้ยงเชื้อ

สาร 
บริสุทธ้ิ 

บางส่วน

ไซโคลเฮกเซน 0.0 75.56 67.12 70.00 61.52 0.00 36.59
เฮกเซน 0.0 61.64 63.89 60.05 63.21 0.00 61.11
โทลูอีน 0.4 44.76 70.83 40.00 68.85 0.00 60.38
ไซลีน 2.3 45.21 71.13 41.25 70.00 0.00 68.57
เบนซิน 2.4 44.37 70.14 0.00 69.82 0.00 55.74
ไดคลอโร­
มเทน

3.0 62.50 67.13 62.00 67.03 62.00 65.67

คลอโรฟอร์ม 3.4 79.73 68.49 75.58 68.0 0.00 62.50
เอทิลอะซิเตด 4.3 84.62 65.15 80.00 60.87 2.89 0.00
เอทิลเมทิล­
ดโตน

4.5 55.24 0.00 52.00 0.00 0.00 0.00
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ตารางท่ี 4.6 แสดงค่าอิมัลช่ัน อินเด็กชิของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ'บางส่วนต่อน้ํามันชนิดต่างๆ

ชนิดของน้ํามัน

ค่าอิมัลชั่น อินเด็กช์ (%)
24 ช่ัวโมง 7 วัน 30 วัน

น้ํา
เล้ียงเชื้อ

สาร 
บริสุทธ้ี 

บางส่วน

น้ํา
เลี้ยงเชื้อ

สาร 
บริสุ,ทธ้ี 

บางส่วน

น้ํา
เลี้ยงเชื้อ

สาร 
บริสุ ทธ้ิ 

บางส่วน

นํ้ามันก๊าด 18.24 70.14 11.10 67.11 4.05 11.59
น้ํามันพาราพิเน 69.23 56.67 65.87 56.12 8.00 54.79
นํ้ามันปาล์ม 83.33 60.81 80.88 57.26 36.76 41.10
น้ํามันถ่ัวเหลือง 74.64 68.92 71.58 62.88 14.45 37.84
น้ํามันมะกอก 66.12 58.87 59.56 58.23 13.06 42.86

จากตารางที่ 4.5 ตัวทำละลายอินทรีย์ที่ให้อิมัลช่ัน อินเด็กชิ'มากท่ีสุดใน 24 ช่ัวโมงแรกในน้ําเล้ียง 
เชื้อคือเอทิลอะชิเตด และในสารบริสุทธิ'บางส่วนคือ ไซสิน เหตุที่เป็นเซ่นนี้อาจเนื่องมาจากองค์ประกอบ 
ในนํ้าเลี้ยงเชื้อมีพวกโปรตีนปะปนมามากและในขณะที่ปริมาณแรมโนลิปิดต่อปริมาตรน้อยกว่าในสาร 
บริสุทธิ'บางส่วน จึงอาจเป็นเหตุให้ความเสถียรของอิมัลชั่นจากนํ้าเลี้ยงเชื้อน้อยกว่าจากสารลดแรงตึงผิว 
เน่ืองจากท่ี 30 วัน อิมัลช่ัน อินเด็กซ์จากนํ้าเลี้ยงเชื้อมีค่าเป็นศูนย์ในตัวทำละลายอินทรีย์เกือบทั้งหมดยก 
เว้น ไดคลอโรมีเทน และ เอทิลอะซิเตด และอิมัลช่ัน อินเด็กชิ'จากสารบริสุทธบางส่วนยังคงอยู่ แต่ท่ี 90 
วัน ค่าอิมัลชั่น อินเด็กซ์มีค่าเป็นศูนย์ในทั้งอิมัลซิฟรายเออร์จากนํ้าเลี้ยงเชื้อและสารบริสุทธี้บางส่วนในตัว 
ทำละลายอินทรีย์ทุกชนิด แต่เมื่อสารอินทรีย์เป็นพวกนํ้ามันสามารถเกิดอิมัลชั่นกับสารลดแรงตึงผิวชีว
ภ าพ ท่ีบริสุทธิ'บางส่วนมีค ่า อิมัลช่ัน อินเด็กซ์มากในน้ํามันส่วนใหญ่ และค่าอิมัลชั่น อินเด็กซ์ลดลงไม่เกิน 
50 เปอร์เซนต์เมื่อเวลาผ่านไป 30 วัน ในน้ํามันพาราพิเน นํ้ามันปาล์ม นํ้ามันถั่วเหลืองและนํ้ามันมะกอก 
แต่เมื่อเวลาผ่านไป 90 วันไม่สามารถตรวจวัดค่าอิมัลชั่น อินเด็กชิในน้ํามันทุกชนิดเซ่นกัน
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4.2.9 สมปติการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ*บางส่วน
ทำการทดลองโดยใช้ปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิบางส่วนโดยแปรความเข้มข้น 0.5 - 

40 มก.ต่อมล. ทดสอบการละลายใน เมทานอล, เอทานอล, เฮ๊ักเซน, คลอโรฟอร์ม, อีเทอร์, เอทิลอะชิเตด 
และ5 0 มิลลิโมลาร์ทริสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์ที่มีความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ8
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ตัวทำละลาย

รูปท่ี 4.12 แสดงการละลายของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีบริสุทธิ*บางส่วนจาก P se u d o m o n a s  sp. สาย
พันธุ A41 .ในตัวทำละลายชนิดต่างๆ

พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ปริสุทธี๋บางส่วนจาก P se u d o m o n a s  sp. A41.ละลายได้ดีท่ีสุดใน 
เมทา-นอล และ คลอโรฟอร์ม คือละลายได้สูงสุด 20 มก. ต่อ มล. รองลงไปคือ เอทานอล และ นํ้าที่ความ 
เป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 8 คือละลายได้สูงสุด 10 มก. ต่อ มล. ในขณะที่ไม่ละลายในเฮกเชน
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4.2.10 การกระจายนํ้ามันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรีสุทธิบางส่วนเปรียบเทียบกับสารลดแรงตึง 
ผิวสังเคราะห์

การเปร ียบเท ียบการกระจายน ํ้าม ันระหว ่างสารลดแรงต ึงผ ิวช ีวภาพและสารลดแรงต ึงผ ิว 
สังเคราะห์ โดยเตรียมให้มีความเข้มข้น 10 มก.ต่อ มล. เท่ากันทุกชนิดแล้วเจือจางให้มีความเข้มข้น
10 -  20,00(มก.ต่อ ลิตร และกัดค่าการก ระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ที่ใข้ 
ทดสอบได้แก่ โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต, ไทรทอน เอ็ก1ช ์-100, ทวิน 80, ชีทิลไพริดีเนียม คลอไรด์ และสาร 
กระจายนํ้ามันที่ใข้ในกองทัพเรีอ (noble dispersant) ซึ่งทดสอบในภาวะที่ความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 
8 พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก P s e u d o m o n a s  sp. สายพันธุ A41 มีความสามารถในการ 
กระจายนํ้ามันมากกว่าโซเดียมโดเดชิลช้ลเฟต (รอร), ไทรทอน เอ็กซ์-100 (Triton X-100), ทวิน 80 
(Tween 80) และโนเบิล ดิสเพอร์แซน (noble dispersant) โดยที่ชีทีลไพริดีเนียม คลอไรด์ (CPC) มีความ 
สามารถในการกระจายนํ้ามันสูงกว่าเล็กน้อย (รูปที่ 4.13)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

ความเข้มข้น (ทาg/l)
-•-BSA41 ร อ ร - ^  CPC tween 80 triton-x100 ' noble dispersant

รูปท่ี 4.13 เปรียบเทียบความสามารถในการกระจายนํ้ามันระหว่างสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ(ธร A41 )และ 
สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ซึ่งได้แก่ โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (รอร), ไทรทอน เอ็กช์-100 (Triton X-100), 
ทวิน 80(Tween 80), โนเบิล ดิสเพอร์แชน (noble dispersant) และชีทิลไพริดีเนียม คลอไรด์ (CPC)
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4.2.11 การหาส่วนประกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธี analytical TLC
ในการหาสมบ้ติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพนี้จะใช้มอรัส รีเอเจนต์สำหรับตรวจลอบแรมโนสิปิด 

ในขณะที่กรดอะมีโนจะทดสอบด้วยนินไอดริน โดยนำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ทำให้บริสุทธิ๋บางส่วนโดย 
ผ่านการทำให้บริสุทธิไจ้วยตัวทำละลายอินทรีย์จากข้อ 3.6.2 มาทดสอบ สามารถตรวจพบแรมโนลิปิดที่ 
Rf 0.90 และกรดอะมิ'โน'ท่ี Rf 0.62 ตามรูปที่ 4.14

A41

Surfactin

ก. ตรวจลอบด้วยนินไอดริน ข. ตรวจสอบด้วยมอรัสรีเอเจนต์
รูปที่ 4.14 ตรวจสอบบน TLC เพื่อหาแรมโนลิปิดด้วยมอเส รีเอเจนต์และกรดอะมิโนด้วยนินไอดรินชึ่งมี 
silica gel 60 เป็นเฟสคงที่ และมีเฟสเคลื่อนที่เป็นคลอโรฟอร์ม ต่อ เมทานอล ต่อ นํ้า (65 : 25 : 4)

4.2.12 การเปรียบเทียบปริมาณสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้ระหว่างนํ้ามันปาล์มและนํ้าตาลกลูโคส 
เป็นแหล่งคาร์บอน

เมื่อผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีนํ้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอนตามภาวะเหมาะสมข้อ 4.1 
จากนี้าเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10 ลิตรพบว่าลามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบริลุทธิ้บางส่วนตามข้อ 3.6.2 
ได้เท่ากับ 133.5 กรัม หรือ 13.35 กรัมต่อลิตร เมื่อเปรียบเทียบหาปริมาณแรมโนลิปิดโดยเทียบกับนํ้าตาล 
แรมโนสได้ 1.8 กรัมของนี้าตาลแรมโน สต่อลิตรของนํ้าเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ มีปเมาณคาร์บอนใน 
อาหารเหลวกำหนดสูตรเมื่อใช้นํ้ามันปาล์เป็นแหล่งคาร์บอนเท่ากับ 14.38 กรัมต่อลิตร ดังนั้นการผลิตสาร 
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยมีนั้ามันปาล์มเป็นแหล่งคาร์บอน มี production yield (Yp/ร) เท่ากับ 0.125 กรัม
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ต่อกรัม(กรัมของนํ้าตาลแรมโนลต่อกรัมของคาร์บอน) เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตสารลดแรงตึงผิวซึ่งใช้ 
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนโดยใช้ภาวะตามอารีย์ กังฉิน, 2542 พบว่าสามารถผลิต 0.9 กรัมของน้ําตาล
แรมโนสต่อลิตรนํ้าเลี้ยงเชื้อปราศจากเชลล์ มีปริมาณคาร์บอนในอาหารเหลวกำหนดสูตรเมื่อใช้กลูโคส 
เป็นแหล่งคาร์บอนเท่ากับ8 กรัมต่อลิตรมีproduction yield (Yp/S) เท ่าก ับ0 .1 1 3 กรัมต่อกรัม

ตารางที่ 4.7 เปรียบเทียบการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเมื่อใช้แหล่งเป็นนํ้ามันปาล์มและกลูโคสเป็น 
แหล่งคาร์บอน

ชนิดแหล่งคาร์บอน
ปริมาณ

แหล่ง
คาร์บอน

(g/i)

ปริมาณสารลดแรง 
ตึงผิวชีวภาพที่ 

บริลุทธ๋ึบางส่วน 
(g/l)

ปริมาณ 
แรมโนลิปิด 

(g of
rhamnose/l)

Production 
yield 
(Yp,ร)
(g /g)

ค่าการกระจายน้ํา 
มันในbroth

(cm2)

ระยะเวลาบ่ม(ซม.)

24 48 72
2% (พ/v) กลูโคส 8.00 6.97 0.9 0.113 36 97 113
2% (v/v) นํ้ามันปาล์ม 14.38 13.35 1.8 0.125 48 186 196

4.3 การทำสารลดแรงตึงผิวธีวภาพให้บริส ุทธโดยวิธ ีโครมาโตกราพีเ
4.3.1 ทำให้บริสุทธ้ีโดย preparative TLC

สารลดแรงตึงผิวบริสุทธ้ีบางส่วนนำมาทำให้บริสุทธ้ิด้วย preparative TLC โดยใช้สาร 
ปริมาณ 25 มก.ต่อแผ่น เมื่อทำตามวิธีการทดลองข้อ 3.8.1 แล้วเม่ือนำไปอังด้วยไอไอโอดีนอ่ิมตัวพบว่า 
เกิดแถบสีนํ้าตาลบนแผ่น TLC 6 แถบและมีการเคลื่อนที่ดังตารางที่ 8 ค่าการกระจายนํ้ามันและอัตรา 
การเคลื่อนที่เป็นค่าเฉลี่ยจากการทำแผ่นTLC 5 แผ่น พบว่าแถบที่มีอัตราการเคลื่อนที่ไกลที่สุด ให้ค่าการ 
กระจายนํ้ามันมากซึ่งแถบที่มีค่าการกระจายนํ้ามันมากได้แก่แถบที่ 3 ,5 และ6
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ตารางที่ 4.8 แสดงอัตราการเคลื่อนที่ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิ้บางส่วนและผลการกระจายนํ้า 
มัน

แถบท่ี อัตราการเคลื่อนที่ R,
ค่าการกระจายนํ้ามัน 

(ตารางเซนติเมตร)
1 0.33 38.48
2 0.61 56.7
3 0.68 102.0
4 0.75 93.7
5 0.83 128.0
6 0.95 121.0

4.3.2 ทำให้บริสุทธึ๋ผ่านคอลัมน์silica gel 60
เมื่อสกัดแต่ละแถบด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ที่เหมาะตามข้อ 3.8.1 แล้วนำมาระเหยแห้งและ 

ละลายกลับคลอโรฟอร์มปริมาตร 1 มล. โดยแต่ละแถบนำมาชะด้วยตัวทำละลายอินทรีย์ที่เหมาะสมตาม 
ข้อ 3.8.2 โดยเก็บ fraction ละ 16 มล.ทิ้งไว้ให้ปริมาตรลดลงเหลือประมาณ 5 มล.แล้วจึงวัดค่าการ 
กระจายนํ้ามัน เมื่อนำค่าการกระจายนํ้ามันของลำดับส่วนต่างๆ มาเขียนกราฟดังรูป 4.15 
รูปที, 4.15 การกระจายนํ้ามันของลำดับส่วนต่างๆ ที่ออกจากคอลัมน์silica gel 60

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2

ลำดั บส่ วน

ก. กราฟแสดงค ่าการกระจายน ํ้าม ันของลำด ับส ่วนต ่างๆ ของแถบที่ 1 จาก TLC รวมลำดับส่วนที่ 1-4
เร ียกว่า F1
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ล ำ ด ั บ  ส ่ ว น

ข. กราฟแสดงค่าการกระจายนํ้ามันของลำดับส่วนต่างๆ ของแถบท่ี 2 จาก TLC รวมลำดับส่วนท่ี 1-3 
เรียกว่า F2
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ลำดับส่วน

ค. กราฟแสดงค ่าการกระจายน ํ้าม ันของลำด ับส ่วนต ่างๆ ของแถบที่ 3 จาก TLC รวมลำดับส่วนที่ 1-3
เร ียกว ่า F3
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ลำดับส่วน

ง. กราฟแลดงค่าการกระจายนํ้ามันของลำดับส่วนต่างๆ ของแถบที่ จาก TLC 4 รวมลำดับส่วนที่ 4-6 
เรียกว่า F4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

ลำดับส่วน

จ.ก ราฟ แส ดงค ่าการกระจายน ํ้าม ัน ของลำด ับ ส ่วน ต ่างๆของแถบ ท ี่5 จาก TLC รวมลำด ับ ส ่วน ท ี่1-3
เร ียกว่า F5
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ลำดับส่วน

ฉ.กราฟแสดงค่าการกระจายนํ้ามันของลำดับส่วนต่างๆของแถบที่6 จาก TLC รวมลำดับส่วนที่1-3
เรียกว่า F6
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นำตัวอย่างจากการแยกด้วย silica gel column ตามข้อ 3.8.2 ได้แก่ F1 -  F6 และ สารลดแรงตึง 
ผิวชีวภาพท่ีบรสุทธิ,บางส่วนจากข้อ 3.6.2 มา spot บน analytic TLC เพ่ือตรวจความบริสุทธิ,หลังจากรวม 
fraction ต่างๆ ที่ผ่าน silica gel column ตามรูปที่ 4.16 หลังจากบันทึกผล analytic TLC ที่อังด้วยไอ 
ไอโอดีน แล้วทิ้งไว้เพื่อให้ไอไอโอดีนระเหยออกให้หมดจากนั้นจึงพ่นด้วยมอลิล รเอเจนต์ เพื่อตรวจหา 
แรมโนลิปิด ตามรูปที่ 4.17

F6

F3

r  ■ • 1 - . ?I-

รูปท่ี 4.16 แสดงผลการทดลอบด้วย analytic TLC ตามข้อ 3.8.1 ซึ่งใช้ไอไอโอดีนตรวจสอบ

F1 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 1-4 จากแถบตัวอย่างที่ 1 หลังจากผ่าน silica gel column 
F2 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 1-3 จากแถบตัวอย่างที่ 2 หลังจากผ่าน silica gel column 
F3 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 1-3 จากแถบตัวอย่างที่ 3 หลังจากผ่าน silica gel column 
F4 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 4-6 จากแถบตัวอย่างที่ 4 หลังจากผ่าน silica gel column 
F5 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 1-3 จากแถบตัวอย่างที่ 5 หลังจากผ่าน silica gel column 
F6 หมายถึง ลำดับส่วนที่ 1-3 จากแถบตัวอย่างที่ 6 หลังจากผ่าน silica gel column 
CE หมายถึง สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรสุทธิ,บางส่วนจากข้อ 3.6.2
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F4 F5
F6

F3

F2

F1 CE

รูปท ี่4 .1 7 แสดงผลการทดสอบด้วย analytical TLC ตามข้อ3 .8 .1ซึ่งตรวจสอบผลด้วยมอลิสรเอเจนต ์
ซึ่งเมื่อทิ้งไว้ในตู้ควันประมาณ 3-4 ชั่วโมงสีเขียวจะกลายเป็นสีม่วงเข้ม 
หมายเหตุ: คำย่อเหมือนในรูปที่ 4.16
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4.3.3 การตรวจ'วิเคราะห์'นาตาลแรม'โนลด้วย'วิธีสแกนยู'วี-วิสิเบลสเปกตรัม

เนื่องจากไม่สามารถบ่งได้อย่างแน่ซัดว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตได้จาก Pseudom onas
sp. สายพันธุ A41 เป็นแรมโนลิปิด จึงได้ทำการวิเคราะห์หานํ้าตาลแรมโนสซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของ 
แรมโนลิปิด โดยได้ทำการเปรียบสแกนหายูวี-วิลิเบิลสเปกตรัมของนํ้าตาลที่ผลิตใน Pseudom onas sp. 
ซึ่งได้แก่นํ้าตาลกลูโคศ กาแลคโตล แมนโนส และแรมโนล ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 5 pj/ml

1000 
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0 9 0  
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0 5 5 \ 4 1 3 * 2
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0 4 5 3* 2 9 4

0 4 0 \  \ 1 Ü  ไ -■
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0 .35 M  ’\  \  /■ •-» ...... / !  1}
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■ \  ... • • / น ' - ' j  ! 412:64

0 .25
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/  1
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0  15 340.02

0 1 0 % -ร 32238*02
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OOÛO

200 .0  250 300  350  400

46* 4*

492.01

4 5 0  500  5 5 0  600  6 5 0  7 0 0 0

MANNOSE
---------g l u c o s e

GALACTOSE
RHAMNOSE

รูปท่ี 4.18 แสดงยูว ี-วสิิเบิลสเปกตรัมของนํ้าตาลบรีลุทธิชนิดต่างๆ ท่ีผลิตได้ใน Pseudom onas sp.
จากรูปด้านบนจะเห็นได้ว่าหลังจากทำการทดลองหานํ้าตาลแรมโนลตามข้อ 3.4 นํ้าตาลแต่ละ 

ชนิดให้สเปกตรัมและค่าการดูกลืนแสงที่มากที่สุดแตกต่างกัน นํ้าตาลแมนโนสดูดกลืนแสงมากที,สุดท่ี 
382.94 กกา นํ้าตาลกลูโคสดูดกลืนแสงมากที่สุดที่ 412.64 กทา นํ้าตาลกาแลคโตสดูดกลืนแสงมากท่ีสุดท่ี 
413.82 กกา และนํ้าตาลแรมโนลดูดกลืนแสงมากท่ีสุดท่ี 399.81 กกา
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1 50

39* 12

/ 1

399*1

A---_
322.75

346 99

0.00
2000 250 300 350 400 450 500 550 600 650 7 0 0 0

CRUDE EXTRACT 
Rhamnose std

รูปท่ี 4.19 แสดงยูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธี้บางส่วนจากข้อ 3.6.2

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บรสุทธิ้บางส่วนดูดกลืนแสงมากที่สุดที่ 398.12 ทโก และนํ้าตาล 
แรมโนลดูดกลืนแสงมากที่สุดที่ 399.81 กกา
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19
200

1 8 205 31
1 7 

1 6 
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200 0
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262.9*

237 17

250 300

393.2t 
399.81

350 4 0 0 450
กกา

600

F5
RHAMNOSE

550  6 0 0  6 5 0  7 0 0 0

รูปท่ี 4.20 แสดงยูวี-วิลิเบิลสเปกตรัมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธิ*บางส่วนที่ผ่านการแยกด้วย 
silica gel column (F5) ตามข้อ 3.8.2

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่บริสุทธี้บางส่วนดูดกลืนแลงมากที่สุดที่ 393.12 กกท และนํ้าตาล 
แรมโนลดูดกลืนแลงมากท่ีสุดท่ี 399.81 กกา จะเห็นได้ว่ายูวี-วิสิเบิลสเปกตรัมของน้ําตาลแรมโนสและ F5 
มีลักษณะคล้ายกันทั้งยังมีค่าดูดกลืนแสงมากที่สุดใกล้เคียงกัน โดยมีผลเหมือนกันท้ังสารลดแรงตึงผิวชีว 
ภาพที่บริสุทธี้บางส่วนจากข้อ 3.6.2 และ F5 ซึ่งอาจกล่าว Pseudom onas sp. สายพันธุ A41 สามารถ 
ผลิตน้ําตาลแรมโนสอันเป็นองค์ประกอบหลักของแรมโนลิปิด ท่ีผลิตได้ใน Pseudom onas sp.
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4.3.4 ทำให้บริสุทธ้ิวิธี HPLC
นำตัวอย่าง F1-F6 ที่ผ่านคอลัมน์silica gel 60 column มาทำให้บรสุทธิ้ด้วย HPLC ด้วยภาวะ 

ตามข้อ 3.8.3 เก็บทุก peak ที่ปรากฏมาวัดค่าการกระจายนํ้ามันตามข้อ 3.2.3 โดยทำให้แห้งแล้วเติม 
1 โมลาร์ทรสไฮโดรคลอไรด์บัพเฟอร์มีค่าความเป็นกรดเป็นด่าง 8 ปริมาณ 1 เแเ

จ -

รูปที่ 4.21 โครมาโตแกรม HPLC จากต ัวอย ่าง F1 RT ของพ ีกท ี่ม ีค ่าการกระจายน ํ้าม ันมากได ้แก ่พ ีกท ี่
23 .87  นาที ม ีค ่าการกระจายน ํ้าม ัน เท ่าก ับ  19.5 ตร.ซม. และพีกที่ 25 .74  นาที ม ีค ่าการกระจายน ำม ัน เท ่า
กับ 112.32 ตร.ชม.
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รูปท่ี 4.22 โครมาโตแกรม HPLC จากตัวอย่าง F2 RT ของพีกที่มีค่าการกระจายนํ้ามันมากได้แก่พีกที่ 
28.77 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 43.87 ตร.ชม. พีกท่ี 29.27 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 
168.55 ตร.ซม.และ 29.92 มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 127.80 ตร.ซม.
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รูปท่ี 4.23 โครมาโตแกรม HPLC จากตัวอย่าง F3 RT ของพีกที่มีค่าการกระจายนํ้ามันมาก'ได้แก่ พีกท่ี
12.95 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 94.38 ตร.ซม. พีกท่ี 14.48 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 
112.32 ตร.ซม. พีกท่ี 20.22 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 99.60 ตร.ซม. และพีกท่ี 21.18 นาที มี 
ค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 42.71 ตร.ซม.
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รูปท่ี 4.24 โครมาโตแกรม HPLC จากตัวอย่าง F4 RT ของพีกที่มีค่าการกระจายนํ้ามันมากได้แก่ พีกท่ี
8.36 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 9.55 ตร.ซม. พีกท่ี 9.63 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 
34.85 ตร.ซม. และพีกท่ี 13.66นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 67.78 ตร.ซม.
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รูปท่ี 4.25 โครมาโตแกรม HPLC จากตัวอย่าง F5 RT ของพกทีมค่าการกระจายนํ้าฟ้นมากได้แก่ พีกท่ี 
15.99 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 131.82 ตร.ซม. และพีกท่ี 19.76 นาที มีค่าการกระจายนํ้ามัน
เท่ากับ 131.82 ตร.ซม.
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รูปท่ี 4.26 โครมาโตแกรม HPLC จากตัวอย่าง F6 ของพีกมีค่าการกระจายนํ้ามันมากได้แก่พีกที่ 32.68 
นาที มีค่าการกระจายนํ้ามันเท่ากับ 25.22 ตร.ซม.

เพื่อทดสอบว่าตัวอย่าง F5 และ F6 มีสารตัวอย่างเหมือนกันหรอไม่ และจากรูปข้างบนไม่ 
พบ peak หลักของ F5 คือ RT ของพีกท่ี 15.99นาที และ 19.76 นาที จึงนำตัวอย่างจาก F5 และ F6 ผสม 
อย่างละไ ต่อ 1 แล้วใช้สภาวะเดียวกับตัวอย่าง F5 ตามข้อ 3.8.3 เซ่นกัน
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รูปท่ี 4.27 โครมาโตแกรมHPLC จากตัวอย่าง F5 และ F6 ผสมกัน ซึ่งฉีดในสภาวะเช่นเดียวกับตัวอย่าง 
F5

เม ื่อนำต ัวอย ่างจากท ั้ง F5 และ F6 มาผสมแล ้วฉ ีดพ ร ้อมก ันซ ึ่งทำให ้ต ัวอย ่างจาก F5 RT เล ื่อนจาก  

พีกท ี่ 1 5 .99  นาท ี เป ็น16.61 นาท ี และ จากพ ีกท ี่ 1 9 .76  นาท ี เป็น 2 1 .2 4  นาท ี และต ัวอย ่าง F6 RT เลื่อน 

จากพ ีกท ี่ 3 2 .6 8  นาท ี เป็น 33.11 นาท ี อย ่างไรก ็ตามจะม ีส ่วนท ี่ปนก ันจนแยกไม ่ออกว ่ามาจากต ัวอย ่างใด  

ในช ่วง 4 -13  นาท ีแต ่ในการทดสอบน ี้ละไว ่ใม ่ลนใจเน ื่อ งจากช ่วงด ังกล ่าวไม ่พบการกระจายน ํ้าม ัน

4.4 วิเคราะห ์โครงสร้างสารลดแรงต ึงผ ิวส ิวภาพ
เลือก p e a k  ท ี่ได ้จากการด ้วย HPLC ท ี่ม ีค ่าการกระจายนำม ันส ูง และม ีค ่าการด ูดกล ืนแสงท ี ่

ความยาวคล ื่น  220  ททา สูง p e a k  ท ี่เล ือกมาว ิเคราะห ์โครงสร ้างสารลดแรงต ึงผ ิวช ีวภาพค ือ

- p e a k  จาก F4 ท ี่ม ี RT 13 .66  นาท ี ม ีค ่าการกระจายน ํ้าม ัน  6 7 .7 8  ตร.ซม. เร ียกเป ็นต ัวอย ่าง A

- p e a k  จาก F5 ที่ม ี RT 1 5 .9 9 น าท ีม ีค ่า ก า รก ระจ าย น ํ้าม ัน 1 3 1 .8 2 ตร.ซม .เร ียก เป ็น ต ัวอย ่าง  B
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- p e a k  จาก F5 ที่ม ี RT 1 9 .7 6 นาท ี ม ีค ่าการกระจายน ํ้าม ัน  131 .82  ตร.ซม. เรยกเป ็นต ัวอย ่าง C 

นำต ัวอย ่าง F4 และ F5 มาแยกด ้วย H PLC  ซ ํ้าต ัวอย ่างละ 6 คร ั้งโดยเก ็บแต ่ละ p e a k  ท ี'ต ้องการเพ ื่อนำไป  

ว ิเค ราะห ์ LC -M S  และ IR ต ัวอย ่าง A .B  และ C ท ี่น ำไปว ิเคราะห ์ LC -M S  และ IR ม ีปร ิม าณ ต ัวอย ่างละ  

ป ระมาณ  1 -  2 มก. (เม ื่อทำให ้แห ้งแล ้ว)

ก

RT: 0.01 - 40.02
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1,1^96 20.16 21,42

‘ 12 ' ' 1*4 ' 16 18 20 1 ' 2เ2 1 T v  1 TV ' TV 1 30
Time (min)

NL:
4.76E6 
Base Peak

35 56 À 37.73
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ร# 990-1007 RT: 2336-24.06 AV 13 SR: 2 0.01, 0.01 NL: 2.92E6 T: *c ms [150.00 -2000.001

ร#: 303-311 RT: 7.16-7.35 AV: 9 SB: 2 0.01, 0.01 NL: 5.34E5 T: ♦ c IT» [ 150.00 - 2000.001
100 2723 
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274-3 354.3
4Ô0

524.4̂  6706 716.7 851 » 914.0 1119 0 1277 9 1351.9 1460.8 1625.4 1614.2 1962 1
600 8Ô0 iobo m/2 1200 ’ 1400 16&0 iSx) «i»

รูปที่ 4 .2 8  แสดงผลโครมาโตแกรมของ LC -M S  และ M ass s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง A  

ก. โดยม ี p e a k  หล ักท ี่ RT 24 .02  นาท ี ม ีค ่า [M + H ]+ เท ่าก ับ 295 .3  

ข. p e a k  RT ที่ 7 .28  [M + H ]+ เท ่าก ับ 272 .3
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รูปที่ 4 .2 9  แสดงผล IR s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง A  ท ี่ผ ่านการแยกจาก H P LC

ตารางท ี่ 4 .9  แสดงหม ู่ฟ ังก ์ซ ั่น  ท ี่ได ้จาก IR s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง A  โดยรายงานตาม  แม้น อมรส ิทธ ิ้ และ 

อมร เพชรสม, 2534

W A V E N U M B E R  (cm ‘1) F un c tio na l g ro u p

1376 .47 C H 3 b e n d in g

1461 .18 C H 2, C H 3 b e n d in g

1635 .29 -C O O -

2856 .2 5 , 2 9 21 .8 8 C H - (-C H 2-, -C H 3) s tre tc h in g

3437 .5 0 OH
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RT: 0.01 - 35.01 
10ft
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I ! 25.47
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ร# 971-1001 RT: 22.67-23.36 AV: 31 SB 2 0.01,0.01 NL:1.14E5 T: + c  ms (150.00 -2000.00]

รูปที่ 4 .3 0  แสดงผลโครมาโตแกรมของ LC -M S  และ M ass s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง B โดยม ี p e a k  หล ักท ี่ 

RT 2 3 .1 5 น าท ีม ีค ่า  [M + H ]+ เท ่าก ับ 527 .4
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รูปที่ 4 .31 แสดงผล IR s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง B ท ี่ผ ่านการแยกจาก H P LC

ตารางท ี่ 4 .1 0  แสดงหม ู่ฟ ังก ็ซน ท ี่ได ้จาก IR s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง B โดยรายงาน ตาม  แม ้น อมรส ิทธ ี้ 

และ อมร เพชรสม, 2534

W A V E N U M B E R  (c m '1) F un c tio na l g ro u p

1160 .00 -c -o -c -
1376 .47 C H 3 b e n d in g

1456 .47 C H 2, C H 3 b e n d in g

1635 .29 -C O O -

2856 .2 5 , 2 9 21 .8 8 c - h - ( -c h 2-, - c h 3)

3 3 5 3 .1 3 -  2700 OH
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^  50 •CD.ร ]
75 40 ;ชิ3 -ce:

30 :

2๐ i
10 ;

0 '

12.99

13

14.96 14.87 I
, > J  . V J.

16.35
4. ■

28 94 
28.89 I

28.36 
28.29 ^

NL:
1.74E5 
Base Peak

17.09A 1.’

28.99

Time (min)
ร#: 1187-1197 RT: 28.18-28.44 Av: 11 SB: 2 0.01. 0.01 NL: 9.86E4 
T: + c ms [ 150.00 - 2000.00]

ร#: 1210-12237 RT: 28.76-29.09 Av: 14 SB: 2 0.01, 0.01 NL: 9.39E4 
T: + c  m s  [ 150.00 2000.00]

รูปที่ 4 .3 2  แสดงผลโครมาโตแกรมของ LC -M S  และ M ass s p e c tru m  ของต ัวอย ่าง C โดยม ี p e a k  หล ักท ี่ 

RT 2 8 .3 6  และ 2 8 .94  นาท ี ม ีค ่า [M + H ]+ เท ่าก ับ 6 61 .6  ท ั้งสอง p e ak  

ก. แสดง M ass s p e c tru m  ของ RT 2 8 .36  นาท  ี

ข. ข. แสดง M ass  s p e c tru m  ของ RT 2 8 .94  นาที
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รูปท่ี 4.33 แสดงผล IR spectrum ของตัวอย่าง C ท่ีผ่านการแยกจาก HPLC

ตารางท่ี 4.11 แสดงหมู่ฟังก์ช่ัน ท่ีได้จาก IR spectrum ของตัวอย่าง C โดยรายงานตาม แม้น อมรสิทธ้ี 
และ อมร เพชรสม, 2534

WAVENUMBER (cm'1) Functional group
1155.29 -C-O-C-
1376.47 CH3 bending
1461.18 CH2, CH3 bending

2846.88, 2921.88 C-H (-CH2-, -CH3)
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จากผลของการวิเคราะห์สารด้วย LC-MS และ IR ข้างต้นสามารถวิเคราะห์โครสร้างของสารได้ 
โดยเปรียบเทียบจากโครงสร้างของแรมโนลิปิดท่ีผลิตได้จาก Pseudomonas aeruginosa ทีเคยมีในราย 
งาน (Edwards และ Hayashi, 1965; Hisatsuka และคณะ, 1971; Rendell และคณะ, 1990; Deziel 
และคณะ, 1999; 2000; Mata-Sandoval และคณะ, 1999)

ตารางท่ี 4.12 แสดงโครงสร้างของตัวอย่าง A, B และ C

RT จาก ค่าการ
ตัวอย่าง HPLC กระจายน้ํา [M+Hf โครงสร้าง

(min) มัน (cm2)
273 Hydroxyhexadecanoic acidA 13.66 67.78 295 Sodiumhydroxyhexadecanoic acid

B 15.99 131.82 527 RhaC10C10Na*
C 19.76 131.82 661 Unidentified
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