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บทคดัย่อ 
 

 งานวิจยัน้ีศึกษาคุณสมบติัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 ท่ีคดัแยกจาก
ดินตะกอนป่าชายเลนในจงัหวดัภูเก็ต จากการศึกษาวิธีการเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 
หลังจากเล้ียงในอาหาร mineral salt medium (MSM) เป็นเวลา 54 ชั่วโมง ด้วยวิธีการตกตะกอนด้วยเกลือ
แอมโมเนียมซัลเฟต การตกตะกอนด้วยกรดไฮโดรคลอริก และสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ (คลอโรฟอร์ม:          
เมทานอล) พบวา่ การสกดัสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม:เมทานอล (2:1) ไดผ้ลผลิตสารสกดัหยาบของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 0.45 กรัมต่อลิตร มีค่า critical micelle concentration (CMC) 0.044 กรัมต่อลิตร สารสกดั
หยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความสามารถในการลดแรงตึงผิวไดใ้นช่วงพีเอช 6-9 อุณหภูมิระหว่าง 25-121 
องศาเซลเซียส ช่วงความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0-12 โดยน ้ าหนัก ช่วงความเข้มข้นของ
แมกนีเซียมคลอไรด์ร้อยละ 0-0.1 โดยน ้ าหนัก และช่วงความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ร้อยละ 0-0.4 โดย
น ้าหนกั การวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก่ึงบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลมัน์โครมาโตกราฟี
ดว้ย Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) และ Mass spectroscopy พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิต
จาก B. subtilis AS6 ท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิมีกรดอะมิโนและไขมนัเป็นองค์ประกอบโดยมีน ้ าหนักโมเลกุลเท่ากบั 
1,032 m/z  
 

ค าส าคัญ: Bacillus subtilis, ป่าชายเลน, ดินตะกอน, สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1 คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี มหาวิทยาลยัราชภฏันครศรีธรรมราช  ต  าบลท่าง้ิว  อ  าเภอเมือง  จงัหวดันครศรีธรรมราช  80280 
1 Faculty of Science and Technology, Nakhon Si Thammarat Rajabhat University, Tha Ngio, Mueang, Nakhon Si Thammarat 80280, Thailand. 
2 คณะเทคโนโลยกีารเกษตร  มหาวิทยาลยัราชภฏัภูเก็ต  ต  าบลรัษฏา  อ าเภอเมือง  จงัหวดัภูเก็ต  83000 
2 Department of Food Science and Technology, Faculty of Agricultural Technology, Phuket Rajabhat University, Ratsada, Muang, Phuket  
  83000, Thailand.   
* ผูนิ้พนธ์ประสานงาน ไปรษณียอิ์เล็กทรอนิกส์ (Corresponding author, e-mail): nam_monna@hotmail.com  



68 วารสารวจิยัมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลศรีวชิยั 11(1) : 67-83 (2562) 
 

 

ABSTRACT 
 

 This study was conducted to characterize the biosurfactant produced by Bacillus subtilis AS6 isolated 
from mangrove sediment in Phuket province. The extraction of biosurfactant from B. subtilis AS6 after cultured 
in mineral salt medium (MSM) for 54 hours was carried out by ammonium sulphate precipitation, acid 
precipitation and organic solvent extraction (chloroform: methanol). The results indicated that crude biosurfactant 
was recovered from the culture supernatant by chloroform: methanol (2:1) extraction with a yield of 0.45 g/l and 
had critical micelle concentration (CMC) of 0.044 g/l. The crude biosurfactant was capable to reduce surface 
tension of pH 6-9, temperature of 25-121°C and in the presence of NaCl up to 12% (w/v), MgCl2 up to 0.1% 
(w/v) and CaCl2 up to 0.04% (w/v). The biosurfactant obtained was purified by using column chromatography. 
Structure elucidation of partially purified biosurfactant performed by Fourier transform infrared spectroscopy 
(FT-IR) and Mass spectroscopy indicated that biosurfactant produced by B. subtilis AS6 consisted of amino acid 
and lipid with molecular mass of 1,032 m/z. 
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บทน า 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ  (biosurfactant) 

เป็ นส ารลดแรงตึ งผิ ว ท่ี ผ ลิต ได้จ าก จุ ลินท รีย์
หลากหลายชนิดทั้งแบคทีเรีย ยีสตแ์ละรา ซ่ึงอยูใ่นรูป
ของสารท่ีหลัง่ออกมานอกเซล ์(extracellular) และท่ี
ติ ด อ ยู่ กับ ผนั ง เซ ลล์  (cell-bounded) (Abareethan  
et al., 2017) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็น
แบบ amphipatic structure ประกอบด้วยส่วนท่ีมีขั้ว
หรือส่วนท่ีชอบน ้ า (hydrophilic portion) ซ่ึงส่วน
ใหญ่ เป็นโปรตีนและน ้ าตาลท่ี มีหมู่คาร์บอกซิล 
หมู่ไฮดรอกซิล หมู่อะมิโนและฟอสเฟต เป็นตน้ และ
ส่วนท่ีไม่มีขั้ วหรือส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic 
portion) เป็นโมเลกุลกรดไขมนัทั้งชนิดอ่ิมตวัและไม่
อ่ิมตวั (Santos et al., 2016) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
มีความหลากหลายข้ึนอยูก่บัชนิดของแบคทีเรียโดยมี
โครงสร้างทางเคมี คุณสมบติัและหนา้ท่ีของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพแตกต่างกนัไป จึงตอ้งเลือกสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพมาใชป้ระโยชน์ตามความเหมาะสม 

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้น
อุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรม
เคร่ืองส าอาง เป็นตน้ นอกจากน้ีสามารถประยุกตใ์ช้
ในการปรับปรุงสภาพแวดลอ้ม เช่น ส่งเสริมการย่อย
สล ายและก าร เกิ ด อิ มัลชั่น ขอ งส ารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน การก าจดัโลหะหนัก การยบัย ั้งการ
เจริญของจุลินทรีย ์(antimicrobial activity) การก าจดั
น ้ ามนัหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือน
ในดิน การบ าบดัน ้าเสีย เป็นตน้  

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีขอ้ไดเ้ปรียบกว่า
สารลดแรงตึงผิวท่ีสังเคราะห์ทางเคมี  เน่ืองจากมี
ความเป็นพิษน้อย มีโครงสร้างท่ีหลากหลาย ย่อย
สลายไดง่้าย เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม (Ehrhardt et al., 
2015) สามารถปรับสภาวะแวดลอ้มให้เหมาะสมต่อ
การยอ่ยสลายสารปนเป้ือนโดยจุลินทรียไ์ดดี้ เกิดฟอง
ไดดี้ มีความจ าเพาะสูง และทนต่อสภาวะท่ีจ ากดัไดดี้ 
เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และความเค็ม เป็น
ต้น สารลดแรงตึงผิวสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์
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ห ล า ย ช นิ ด  เ ช่ น  Acinetobacter sp., Bacillus sp, 
Candida antartica, Pseudomonas aeruginosa เ ป็ น
ตน้ (Fakruddin, 2012) แต่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี
ขอ้ดอ้ยในส่วนของกระบวนการและตน้ทุนการผลิต
โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีกระบวนการผลิตท่ี
ค่อนขา้งซบัซอ้นและมีตน้ทุนการผลิตค่อนขา้งสูง จึง
ท าให้ไม่นิยมน ามาผลิตเพ่ือจ าหน่ายเชิงพาณิชย ์แต่
ส าม ารถแก้ ปั ญ ห าโดยน าว ัส ดุ เศษ เห ลือท าง
การเกษตรมาใชเ้ป็นสารตั้งตน้เพ่ือลดตน้ทุนในการ
ผลิตซ่ึงสามารถหาไดง่้ายและมีราคาถูก มีรายงานการ
น าวสัดุเศษเหลือทางการเกษตรมาใช้เป็นสารตั้งตน้
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เช่น กากน ้ าตาล 
หางนม กากชานออ้ย เมด็ขนุน และเปลือกผลไมช้นิด
ต่าง ๆ ไปใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ (Saimmai et al., 2014; Rane et al., 2017) 
มีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ 
 B. subtilis และน าสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตไดไ้ปใชใ้น
การเพ่ิมผลผลิตน ้ามนั (Gudiña et al., 2015)  

การวิจัยในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษา
วิธีการเก็บเก่ียว คุณสมบัติและโครงสร้างทางเคมี
เบ้ืองต้นของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก 
B. subtilis AS6 ท่ีคดัแยกไดจ้ากป่าชายเลนในจงัหวดั
ภูเกต็ 

 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1. อาหารเลีย้งเช้ือ 
 อาหาร Minimal Salt Medium (MSM) ใน 
1 ลิตร ประกอบดว้ย (กรัม): K2HPO4 0.8; KH2PO4 
0.2; CaCl2 0.05; MgCl2 0.5; FeCl2 0.01; (NH4)2SO4 
1.0; NaCl 5.0; ป รับปริมาตรให้ได้  1  ลิตร ด้วย 
น ้ ากลั่น  และปรับ pH ให้ได้ 7.0 (Saimmai et al., 
2012)  
 
 

2. การเตรียมกล้าเช้ือและการเลีย้งเช้ือ 
 น าเช้ือ B. subtilis AS6 ท่ีเก็บไวใ้นกลีเซอรอล
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ร้อยละ 5 โดยปริมาตร 
เล้ี ยงในอาหาร  Nutrient Broth (NB) ป ริมาตร  5 
มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เขย่าดว้ยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที  เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา  
วดัการเจริญเติบโตของเช้ือโดยปรับความเขม้ขน้ของ
กล้าเช้ือเร่ิมต้นด้วยอาหาร NB ท่ี ฆ่าเช้ือให้มี ค่ า 
OD660 เท่ากบั 0.5 แลว้ถ่ายกลา้เช้ือ B. subtilis AS6 
ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ท่ี มี
กากน ้าตาลร้อยละ 4 โดยน ้าหนกั พีเอชเร่ิมตน้เท่ากบั 
7.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 54 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
3. วธีิการวเิคราะห์  
 3.1 การทดสอบ Drop collapse ของหยด
น ้ามนั (Bodour and Maier, 1998) 
  หยดน ้ ามนัปาล์ม 2 ไมโครลิตร ลงใน
หลุมของ 96-microwell plate วางพักไว้น าน  24 
ชั่วโมง ท าการทดสอบโดยเติมตวัอย่างสารละลาย
ส่วนใสท่ีได้จากการเล้ียงเช้ือ 5 ไมโครลิตร ลงใน
หลุม บ่มนาน 1 นาที  สังเกตลักษณะของหยด
สารละลายส่วนใส การแผ่ออกของสารละลายแสดง
ถึงการมีสารลดแรงตึงผิวในตวัอย่าง วดัความกวา้ง
ของเส้นผา่นศูนยก์ลางเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมลบ
คือ อาหารเล้ียง MSM บนัทึกเส้นผ่านศูนยก์ลางท่ีได้
ในหน่วยมิลลิเมตร 
 3.2 การวัดค่าแรงตึงผิวของสารละลาย
ส่วนใส (Yakimov et al., 1995) 
  ว ัด ค่าแรงตึงผิวโดยใช้เค ร่ือง Ring 
Tensiometer (Torsion balance Model OS, Torsion 
Balance Supplies, Warwickshire, England) โดยน า
ตัวอย่างสารละลายส่วนใสท่ีผ่านการสกัดด้วย 
เฮกเซน ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงใน plate วาง 
วงแหวน platinum ลงในสารละลาย จากนั้นเล่ือนวง
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แหวน platinum ข้ึนจากสารละลายช้าๆ จนวงแหวน 
platinum หลุดจากสารละลายส่วนใส อ่านค่าแรงตึงผิว
ท่ีได ้(มิลลินิวตนัต่อเมตร) (Kim et al., 2002) การหา
ค่า critical micelle concentration (CMC) หรือความ
เขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผิวท่ีน้อยท่ีสุดท่ีท าให้เกิด
เป็นไมเซลล์หรือลดค่าแรงตึงผิวไดต้ ่าสุดในหน่วย 
กรัมต่อลิตร (g/l) โดยน าสารลดแรงตึงผิวท่ีไดท้ าการ
เจือจางดว้ยน ้ ากลัน่จนถึงความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าให้
ไม่สามารถลดแรงตึงผิวของน ้ าไดอี้กต่อไป ท าการ
ทดลองซ ้าเป็นจ านวน 3 คร้ัง  
4. การเกบ็เกีย่วสารลดแรงตงึผวิชีวภาพ 
 4.1 การตกตะกอนดว้ยการปรับพีเอช 
  น าน ้ าหมัก  (culture broth) จากการ
เล้ียงเช้ือมาหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
น าสารละลายส่วนใสท่ีไดไ้ปตกตะกอนดว้ยการปรับ
พีเอช โดยใช ้6 M HCl ปรับพีเอช เป็น 2.0 เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 1 คืน จากนั้นน าไปหมุน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอน น าไป
ลา้งดว้ย 100 mM HCl ปริมาตร 100 มิลลิลิตร หมุน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนดว้ย
น ้ ากลัน่ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และปรับพีเอชเป็น 
7 .0  ด้ ว ย  2  N NaOH แ ล ะท า ให้ แ ห้ ง ด้ ว ย วิ ธี 
lyophilization โดยส่วนสกัดหยาบท่ีได้จากการท า
แหง้ เรียกวา่ สารสกดัหยาบ (crude BS) 
 4.2 การสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์
       น าสารละลายส่วนใสสกดั 2 คร้ังด้วย
คลอโรฟอร์ม:เมทานอลในอตัราส่วน 2:1 (ดดัแปลง
จ าก  Mercade et al., 1 9 9 6 ) โ ด ย ใช้ ก ร ว ย แ ย ก 
(separation funnel) น าชั้นของตวัท าละลายก าจดัน ้ า
โดยการเติม anhydrous Na2SO4 แล้วระเหยตัวท า
ละลายอินทรียใ์นเคร่ือง evaporator 

 4.3 การตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต 
  เติ ม แ อ ม โ ม เนี ย ม ซั ล เฟ ต ล ง ใน
สารละลายส่วนใสท่ีไดจ้ากการหมุนเหว่ียงแยกเซลล ์
ปริมาตร 500 มิลลิลิตร โดยให้อ่ิมตวัท่ีความเขม้ขน้
ในช่วงร้อยละ 40 ถึง 60 น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
8,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที น าตะกอนมา
ละลายในน ้ ากลั่น  ป ริมาตร 100 มิลลิ ลิตร  น า
สารละลายตะกอนท่ีไดม้าก าจดัเกลือโดยใช ้dialysis 
bag ท่ีมี molecular weight cut-off 8,000 ดาลตนั ใน
น ้ ากลัน่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนน ้ า
กลัน่ท่ีเวลา 1, 2 และ 4 ชัว่โมง ท้ิงไวข้า้มคืน แลว้ท า
ให้เขม้ขน้ข้ึนโดยใชค้าร์บอกซีเมธิลเซลลูโลส และ
ท าใหแ้หง้ดว้ยวิธี lyophilization 
5. ศึกษาคุณสมบัติของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่
สกดัได้ 
 5.1 การหาค่า critical micelle concentration 
(CMC) 
  น าสารสกดัหยาบและสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์  คือ sodiumdedocyl sulfate (SDS) และ 
Triton X-100 ไปเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ แลว้วดัค่าแรงตึง
ผิว ท าการทดลองซ ้า 3 คร้ัง 
 5.2 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  น าสารสกดัหยาบและสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์โดยใช้ความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC ท่ี
เหมาะสมละลายในน ้ากลัน่ท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ย 
1N HCl หรือ 1 N NaOH ให้มีค่าพีเอช เท่ากบั 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 ตามล าดับ แล้ววดั
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว 
 5.3 ความคงตวัต่ออุณหภูมิของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพ 
  น าสารสกดัหยาบและสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์โดยใช้ความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC ท่ี
เหมาะสมละลายด้วยน ้ ากลั่น  น าตัวอย่างบ่ม ท่ี



วารสารวจิยัมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลศรีวชิยั 11(1) : 67-83 (2562) 71 
 

 

อุณหภูมิ 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 
องศาเซลเซียส ตามล าดบั เป็นเวลา 1 ชัว่โมงและบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 110 และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที ท าให้ เย็นลงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
จากนั้นวดักิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว 
 5.4 ผลของเกลือต่อความคงตวัของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
       น าสารสกดัหยาบและสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์ โดยใช้ความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC ท่ี
เหมาะสม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีมีชนิดของเกลือและ
ความเขม้ดงัน้ี 
  5.4.1 NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 1, 2, 
3, 6, 9 และ 12 โดยน ้าหนกั 
  5.4.2 CaCl2  ค วาม เข้มข้น ร้อยละ  0 , 
0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.1 โดยน ้าหนกั 
  5.4.3 MgCl2 ความ เข้มข้น ร้อยละ 0 , 
0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.1 โดยน ้าหนกั 
 5.4.4 ละลายสารสกดัหยาบและสารลดแรง
ตึงผิวสงัเคราะหใ์นน ้าทะเล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 จากนั้นวดักิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว 
ในตวัอยา่งแต่ละขอ้  
6. ศึกษาองค์ประกอบบางส่วนของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่สกดัได้ 
 6.1 Thin Layer Chromatography (TLC) 
  ตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกัด
ห ย าบ ด้ ว ย  TLC ท่ี มี  silica gel 6 0  F2 5 4  เป็ น 
stationary phase โดยน าไปแช่ใน mobile phase คือ 
ค ลอ โรฟ อ ร์ม :เมท าน อล  ใน อัต ร า ส่ วน  2:1 
ตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกดัหยาบดว้ย TLC 
RP-18 F254s เป็น stationary phase โดยน าไปแช่ใน 
mobile phase คื อ  acetonitrile : น ้ า  ในอัตราส่ วน
ต่างกนัเพ่ือหา mobile phase ท่ีดีท่ีสุด จากนั้นเป่าให้
แห้ง แล้วใช้ spraying reagent ชนิด ต่างๆ ในการ
ตรวจสอบองค์ประกอบเบ้ืองตน้ของสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพ โดยใช้ rhodomine B เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่
ของกรดไขมนั (McInerney et al., 1990) ใช้ ninhydrin 
เพ่ื อ ดู ห มู่ อ ะ มิ โน อิ ส ระ  (Wilkinson, 1972 ) ใช ้
anisaldehyde ในการวิเคราะห์น ้ าตาล (Schulz et al., 1991) 
เลือก mobile phase ท่ีสามารถแยกองคป์ระกอบของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพไดดี้ท่ีสุดมาใชใ้นการทดลองต่อไป  
 6.2 การแยกโดยวิธีโครมาโตกราฟีแบบดูด
ซบั 
  ใช้คอลัมน์ SEP-PAK (C18) ขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลาง 1 เซนติเมตร ลา้งคอลมัน์ดว้ยเมทานอล
ร้อยละ 100 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาด
คอลมัน์ จากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ย acetonitrile ร้อยละ100 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร น าสารสกดัหยาบ 0.5 กรัม มาละลาย
ดว้ย acetonitrile:น ้ า (1:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และใส่ใน
คอลมัน์ จากนั้นชะดว้ย acetonitrile:น ้ า (1:1) ปริมาตร 4 
มิลลิลิตรและลดความมีขั้ วของตัวเคล่ือนท่ีโดยใช้
อัตราส่วนของ acetonitrile:น ้ า เป็น 2:1, 3:1 และ 4:1 
ตามล าดับ ปริมาตรท่ีใช้ชะคอลัมน์อัตราส่วนละ 4 
มิลลิลิตร จากนั้นน าส่วนท่ีแยกไดจ้ากโครมาโตกราฟี
แบบดูดซับแต่ละส่วนตรวจสอบองค์ประกอบดว้ย
วิธี  TLC น าส่วนท่ีมีโครมาโตแกรมเหมือนกัน
รวมเข้าด้วยกัน ทดสอบกิจกรรมของสารลดแรง 
ตึงผิวและเก็บส่วนท่ีมีกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว
สูงท่ีสุดไปตรวจสอบองคป์ระกอบเบ้ืองตน้ 
 6.3 การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ 
  ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีเบ้ืองตน้
ของสารท่ีพบกิจกรรมการลดแรงตึงผิวโดยใช ้
Fourier transform infrared spectrometer (FT-IR) แ ล ะ 
Mass spectroscopy โดยส่ งตรวจวิ เคราะห์ ท่ี ศู นย์
เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 
7. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 ใช้โปรแกรมส าเร็จรูป R (https://cran.r-
project.org/bin/windows/base/) SPSS version 3.5.0 
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(Venables et al., 2009) ในการวิเคราะห์ข้อมูลทาง
สถิติดว้ยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว 
(One-Way ANOVA) พร้อมทั้งค านวณหาค่าความถ่ี 
ร้อยละ และค่าเฉล่ีย โดยวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
1. ศึกษาวธีิการสกดัสารลดแรงตงึผวิชีวภาพจากเช้ือ 
B. subtilis AS6 
 หลังจากการเล้ียงเช้ือ B. subtilis AS6 เป็น
เวลา 54 ชัว่โมง ท าการเหว่ียงเซลลอ์อก แลว้น าส่วน
ใสมาเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพด้วยวิธีการ
ตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ตกตะกอน
ด้วยกรดไฮโดรคลอริก (1 N) และสกัดด้วยตัวท า
ละลายอินทรีย์ (chloroform/ methanol) จากวิธีการ
เกบ็เก่ียวทั้งสามวิธีพบวา่การตกตะกอนสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพดว้ยการปรับค่าพีเอชของสารละลายส่วน
ใสให้เท่ากบั 2.0 สามารถเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพไดม้ากท่ีสุด 4.51 กรัมต่อลิตร อย่างไรก็ตาม
เม่ือพิจารณาถึงค่า CMC และกิจกรรมในการลดแรง
ตึงผิวพบว่า การสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ มี
ประสิทธิภาพในการเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพดีท่ีสุด (ตารางท่ี 1) สามารถเก็บเก่ียวสารสกดั
หยาบได้ 0.45 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าความเข้มข้นท่ี
น้อยท่ีสุดท่ีลดแรงตึงผิวได้ต ่าท่ีสุด (CMC) ท่ี 0.044 

กรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้ CMC สามารถลดแรงตึง
ผิวของน ้าบริสุทธ์ิจาก 72 เป็น 28 มิลลินิวตนัต่อเมตร 
สอดคลอ้งกบั Saimmai et al. (2015) ท่ีศึกษาการสกดั
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Serratia marcescens 
ST2 พบว่าวิธีการตกตะกอนดว้ยกรดไฮโดรคลอริก
ให้ปริมาณสารสกัดหยาบมากท่ีสุด (5.51) แต่เม่ือ
พิจารณาค่ากิจกรรมการลดแรงตึงผิวพบว่าการสกดั
ดว้ยตวัท าละลายอินทรียใ์หค่้ากิจกรรมท่ีสูงกวา่ 
 เม่ือเปรียบเทียบค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุด
ที่ลดแรงตึงผิวไดต้ ่ าที ่สุดของสารลดแรงตึงผ ิว
ชีวภาพที่ไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์
(chloroform/methanol) และสารลดแรงตึงผิวที่ได้
จากการสังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ Triton  
X-100 ซ่ึงเป็นตวัแทนของสารลดแรงตึงผิวในกลุ่ม 
มีประจุลบและไม่มีประจุ (nonionic) ตามล าดบั 
พบว่ามีค่า CMC เท่ากบั 0.218 และ 1.750 กรัมต่อ
ลิตร ส าหรับ SDS และ Trition X-100 ตามล าดบั  
โดยมีความสามารถในการลดค่าแรงตึงผิวของน ้ า
บ ริสุท ธ์ิ ที ่ค ่า  CMC จาก 72 ม ิลลินิวตนัต่อ เมตร  
เป็น 49 และ 45 มิลลินิวตนัต่อเมตร ตามล าดบั ซ่ึงมี
ค่าสูงกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ผลิตจาก เช้ือ  
B. subtilis AS6 แสดงให้เห็นว่าสารลดแรงตึงผิว
จากเชื้อ B. subtilis AS6 มีศกัยภาพที่จะน าไปใช้
ในทางการคา้ได ้
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบวิธีการในการเกบ็เก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 
Method of recovery Biosurfactant 

production (g/l)* 
CMC (g/l) * Surface tension at CMC 

(mN/m) * 
pH precipitation pH 2 4.51±0.10a** 1.850±0.00a** 45.2±2.10a** 

pH 3 2.18±0.04b 0.775±0.00b 37.1±1.20b 
pH 4 0.94±0.02d 0.538±0.00c 30.5±2.00c 

Ammonium sulfate 
precipitation 

40 % 0.63±0.01f 0.219±0.00e 30.2±1.50c 
50 % 0.86±0.01e 0.219±0.00e 38.4±2.30b 
60 % 1.20±0.01c 0.438±0.00d 42.0±2.00a 

CHCl3 : MEOH extraction (2:1) 0.45±0.02g 0.044±0.00f 28.0±0.20d 
*Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 
**Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05) 
 
2. คุณสมบัตขิองสารลดแรงตึงผวิชีวภาพที่สกดัได้ 
 2.1 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 การมีกิจกรรมในช่วงของพีเอชท่ีกวา้ง
เป็นคุณสมบัติ ท่ี ดีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
(Mulligan, 2009) งานวิจยัน้ีจึงเลือกช่วงพีเอชระหวา่ง 
2.0-12.0 ในการทดสอบกิจกรรมของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6 น าสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ B. subtilis AS6 และสารลด
แรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ Triton  
X-100 ท่ี มีความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC คือ 0.044, 
0.218 และ 1.750 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปรับพีเอช
ของตัวอย่างให้อยู่ในช่วง 2.0-12.0 ด้วย 1 N NaOH 
หรือ 1 N HCl แล้วทดสอบกิจกรรมในการลดแรง 
ตึงผิว ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 1 พบว่าค่าแรง
ตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ  
B. subtilis AS6 เพ่ิมข้ึนเม่ือค่าพีเอชลดลงต ่ากว่า 5.0 
และมากกว่า 10.0 เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวเกิดการ
ตกตะกอนในสภาวะท่ี เป็นกรดสูงและด่างสู ง 
(Sutthivanitchakul et al., 1999) แต่กิจกรรมของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพไม่มีการเปล่ียนแปลงในช่วง 

พี เอช 6.0-9.0 ในขณะท่ี SDS และ Triton X-100 มี
กิจกรรมการลดแรงตึงผิวคงตวัในช่วงพีเอช 3.0-8.0 
และพีเอช 5.0-8.0 ตามล าดบั จากผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าคุณสมบติัในการลดแรงตึงผิวของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้จาก B. subtilis AS6 ลด
แรงตึงผิวไดน้อ้ยลงในช่วงพีเอชเป็นกรดและค่าแรง
ตึงผิวจะคงตัวในช่วงค่าพี เอช 7-10 เน่ืองจากเม่ือ 
พีเอชเพ่ิมข้ึน NaOH ท าให้ความคงตัวของไมเซลล์
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีข้ึน โดย Na+ จะจบักบั
โครงสร้างของกรดไขมนัในโมเลกุลของสารลดแรง
ตึงผิวท าใหก้ารเกิดไมเซลลดี์ข้ึน (Li and Chen, 2009) 
ซ่ึงผลของพีเอชต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวจะข้ึนอยู่
กับสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ด้วย (Klein and Wagner, 
1987; Abouseoud et al., 2008) โ ด ย ผ ล ท่ี ไ ด้
สอดคล้องกับผลการทดลองของ Vaz et al. (2012) 
ศึกษาพีเอชต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ B. subtilis เปรียบเทียบ
กับสารลดแรงตึงผิ วสั งเคราะห์ทางการค้า ได้แก่ 
Glucopone®215, Glucopone®650, Findet®1214N/23 และ 
linear alkylbenzene sulfonates (LAS) พบว่ากิจกรรมการ
ลดแรงตึงผิวทางการค้าอยู่ในพีเอชช่วงกวา้ง 3.0-10.0 แต่
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กิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จะเพ่ิมข้ึนท่ีพีเอช 5.0-10.0 และลดลงท่ีพีเอชต ่ากว่า 
5.0 เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางส่วนจะ
ตกตะกอนท าให้ค่าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึน (Nitschke and 
Pastore, 2006) สอดคล้องกับ  Silva et al. (2014) และ 
Saimmai et al. (2018) ท่ีศึกษาผลของพีเอชต่อกิจกรรม
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก Pseudomonas cepacia 
CCT6659 และ Labrenzia aggregate KP-5 ตามล าดับ 
พบว่ากิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีไดจ้ากเช้ือ
ทั้งสองชนิดมีค่าคงท่ีในช่วงพีเอช 6.0-10.0 
 2.2 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถใช้
ประโยชน์ได้ทั้ งในสภาวะอุณหภูมิห้อง เช่น ยา 
อาหาร หรือการบ าบัดของเสียในธรรมชาติ และ
สภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูง เช่น ผลิตภณัฑ์ท่ีตอ้งผ่านการ
ฆ่าเช้ือโดยใชค้วามร้อน (Singh et al., 2018) งานวิจยั
น้ีจึงเลือกช่วงอุณหภูมิระหวา่ง 25-121 องศาเซลเซียส 
ในการทดสอบกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
จาก B. subtilis AS6 เม่ือน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
สกัดได้จาก B. subtilis AS6 และสารลดแรงตึงผิว

สังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ Triton X-100 ซ่ึงมี
ความเข้มข้นเท่ากับค่า CMC คือ 0.044, 0.218, และ 
1.750 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั มาบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 25-
121 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลาหน่ึง แลว้ตั้งไวใ้ห้
อุณหภูมิกลับลงมาท่ี  30 องศาเซลเซียส จากนั้ น
ทดสอบกิจกรรมในการลดแรงตึงผิว ผลการทดลอง
แสดงในภาพท่ี 2 
 จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิไม่มีผลต่อ
ความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้ซ่ึง
เห็นไดจ้ากค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 25-110 องศาเซลเซียสไม่มีความ
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) และท่ี
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ค่าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึน
เล็กน้อย แต่ยงัคงต ่ากว่า 50 มิลลินิวตันต่อเมตร ซ่ึง
แตกต่างกับผลของอุณหภูมิต่อสารลดแรงตึงผิว
สังเคราะห์ SDS และ Triton X-100 ท่ีมีความคงตวัท่ี
อุณหภูมิ 25-80 องศาเซลเซียส และมีกิจกรรมในการ
ลดแรงตึงผิวนอ้ยกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดั
ไดจ้าก B. subtilis AS6 เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยา 
 

 
ภาพที่ 1  ผลของระดบัพีเอชต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS) และ

สารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)  
 Different superscript letters in the picture indicate significant differences (p<0.05) 
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ภาพที่ 2  ผลของระดบัอุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS)   
 และสารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100) 
 Different superscript letters in the picture indicate significant differences (p<0.05) 

 
ไฮโดรไลซิส (hydrolysis) สายของไฮโดรคาร์บอนท่ี
เป็นองค์ประกอบภายในโมเลกุล SDS และ Triton  
X-100 จากการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิสูง (autoclave) ท า
ให้กิจกรรมการลดแรงตึงผิวลดลง (Pornsunthorntawee  
et al., 2008) ผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกับการศึกษา 
Wang et al. (2011) ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความคงตวั
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus 
subtilis JA-1 พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความ
คงตวัท่ีอุณหภูมิในช่วง 4-121 องศาเซลเซียส โดยมี
ค่ าแ ร ง ตึ งผิ ว ต ่ า ก ว่ า  35 มิ ล ลิ นิ ว ตัน ต่ อ เม ต ร 
เช่นเดียวกับ Saimmai et al. (2018) ท่ีศึกษาผลของ
อุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก 
Labrenzia aggregate KP-5 โดยใช้แป้งจากเปลือก
ขา้วโพดเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่ากิจกรรมของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้ลดลงเล็กน้อย (3 มิลลิ
นิวตนัต่อเมตร) ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
 2.3 ผลของเกลือต่อความคงตวัของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 ในการประยุกต์ใช้สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพในการก าจัดคราบน ้ ามันและสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือนในทะเล โซเดียมคลอไรด ์
แมกนีเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคลอไรด์ ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบหลกัของน ้าทะเลอาจมีผลต่อการท างาน
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดงันั้นจึงตอ้งศึกษาผล
ของเกลือต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
สกดัได ้ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อความคงตวัของ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6 พบว่า
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ร้อยละ 1-6 โดยน ้าหนกั ไม่มี
ผลต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอย่างมี
นัยส าคัญ  (ท่ีระดับความเช่ือมั่น ร้อยละ 95) แต่
กิจกรรมการลดแรงตึงผิวจะลดลงเม่ือความเขม้ข้น
ของเกลือโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 9 และ 
12 โดยน ้ าหนัก โดยค่าแรงตึงผิวเพ่ิม ข้ึนจาก 44  
มิลลินิวตนัต่อเมตร เป็น 48.66 และ 50.00 มิลลินิวตนั
ต่อเมตร ตามล าดบั จากผลการทดลองแสดงให้เห็น
ว่าโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้สูงมีผลท าให้ค่าแรง
ตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมสูงข้ึน  กิจกรรม
การลดแรงตึงผิวมีประสิทธิภาพลดลง ส าหรับสารลด 
แรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีก็ใหผ้ลสอดคลอ้งในทิศทาง
เดียวกับสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกัดได้โดยพบว่า
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กิจกรรมในการลดแรงตึงผิวของ SDS และ Triton X-
100 มีประสิทธิภาพลดลงเม่ือความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์เพ่ิมสูงข้ึน จากรายงานของ Thimon 
et al. (1992) พบว่าไอออนของเกลือจะมีผลต่อ
โครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เน่ืองจาก
ไอออนของเกลือจะจบัหมู่คาร์บอกซิลิกของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพส่งผลใหกิ้จกรรมการลดแรงตึงผิวมี
ประสิทธิภาพลดลง (ภาพ ท่ี  3a) ผลการทดลอง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Li and Chen (2009) 
ศึ กษ าผ ลข อ ง  Na+ (monovalention) ต่ อ ก าร เกิ ด 
ไมเซลล์ของ surfactin พบว่า Na+ มีผลต่อกิจกรรม
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Na+ จะจบักบัสาย
ของกรดไขมนัท่ีเป็นส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า มีผลต่อประจุ
ไฟฟ้าสุทธิ (electrostatic repulsions) ของ surfactin 
ท าให้ เกิด เป็นไมเซลล์ได้ง่าย ข้ึน  ค่า CMC ของ 
surfactin จึงลดลง 
 ผลของแมกนีเซียมคลอไรดต่์อกิจกรรมการ
ลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก 
B. subtilis AS6 (ภาพ ท่ี  3b) แมกนี เซี ยมคลอไรด์
ความเข้มข้นร้อยละ 0-0.1 โดยน ้ าหนัก ไม่มีผลต่อ
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ และสารลดแรง
ตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี  SDS และ Triton X-100 
โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีค่าแรงตึงผิวอยู่ในช่วง 
44-46 มิลลินิวตนัต่อเมตร และจากภาพท่ี 3c ศึกษาผล
ของแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 0-0.1 โดย
น ้ าหนัก พบว่าท่ีแคลเซียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ร้อย
ละ 0-0.04 โดยน ้ าหนัก ไม่มีผลต่อกิจกรรมของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพและสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์
ท างเค มี  SDS และ  Triton X-100 (ท่ี ระดับ ความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95) แต่เม่ือความเขม้ขน้ของแคลเซียม
คลอไรด์สูงกว่าร้อยละ 0.06 ค่าแรงตึงผิวค่อย ๆ 
เพ่ิมข้ึน สอดคลอ้งกับผลการทดลองของ Maneerat 

and Phetrong (2007) ศึกษาความเข้มข้นของเกลือ
โซเดียมคลอไรด ์แมกนีเซียมคลอไรด ์และแคลเซียม
คลอไรด์ต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
ผลิตจากเช้ือ Myroides sp. SM1 ซ่ึงแยกจากน ้ าทะเล
ปน เป้ื อนน ้ ามัน  พ บว่ าส ารสกัด ท่ี ได้จ าก เช้ื อ 
Myroides sp. SM1 มีความคงตวัต่อโซเดียมคลอไรด์
ร้อยละ 0-9 โดยน ้าหนกั และการเติมแมกนีเซียมคลอ
ไรด์มีผลต่อสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดเ้พียง
เลก็นอ้ย แต่การเติมแคลเซียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 
4-18 มิลลิโมล สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสูญเสีย
กิจกรรมการอิมลัซิไฟดน์ ้ามนั 

นอกจากการทดสอบผลขอ งเก ลือ ต่อ
กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแล้วย ังมี
การศึกษาการใช้น ้ าทะเลในการทดสอบความคงตวั
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6 และ
สารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี คือ SDS และ 
Triton X-100 ด้ ว ย  เ พ่ื อ ดู ผ ล โ ด ย ร ว ม ข อ ง
องคป์ระกอบต่างๆ ต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว
ทั้งสามชนิด ซ่ึงจากการทดลองพบว่าสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพท่ีสกดัไดย้งัคงมีกิจกรรมการลดแรงตึงผิว
ในน ้ าทะเลโดยให้ค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 44.3 มิลลินิวตนั
ต่อเมตร กิจกรรมสูงกว่า Triton X-100 และ SDS ซ่ึง
มีค่าแรงตึงผิวเท่ากับ 48.3 และ 50.0 มิลลินิวตันต่อ
เมตร ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัการลดแรงตึงผิว
ในสภาวะปกติ พบวา่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยงัคงมี
ค่าแรงตึงผิวต ่าท่ีสุด คือ 44.0 มิลลินิวตนัต่อเมตร จาก
ผลการทดลองแสดงให้ เห็นว่าสารลดแรงตึงผิว
ชี ว ภ า พ จ า ก  B. subtilis AS6 ส า ม า ร ถ น า ไ ป
ประยกุตใ์ชใ้นการก าจดัคราบน ้ามนัและสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือนในทะเลได ้(ตารางท่ี 2) 
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ภาพที่ 3  ผลของเกลือชนิดต่างๆ ต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS) 
และสารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)   

 Different superscript letters in the picture indicate significant differences (p<0.05) 

(a) 

(c) 

(b) 
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ตารางที่ 2  ผลของน ้าทะเลต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 และสาร 
    ลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)  

Surfactant Surface tension (mN/m) * 

Dissolved in seawater Dissolved in distilled water 
Crude extract 

SDS 
Triton X-100 

44.3±0.50c** 
50.0±1.00a 
48.3±0.70b 

44.0±0.00c** 
49.1±0.20a 
45.0±0.00b 

* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different letters in the same column indicate significant differences (p<0.05) 
 
3. ศึกษาองค์ประกอบบางส่วนของสารลดแรงตึงผวิ
ชีวภาพที่สกดัได้ 
 3.1 Normal-phase chromatography 
                    จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย TLC ท่ีมี silica gel 60 F254 
เป็ น  stationary phase น าไป แ ช่ ใน  mobile phase คื อ 
hexane:ethyacetate (2:1) โดยปริมาตรเม่ือตรวจสอบดว้ย 
spaying reagent ทั้ ง 3 ชนิด คือ anisaydehyde, ninhydrin 
และ iodine vapor เพ่ือตรวจหาองค์ประกอบเบ้ืองตน้ของ
สารท่ีเป็นหมู่น ้ าตาล กรดอะมิโน และไขมนั ตามล าดบั 
พบว่าสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ 
B. subtilis AS6 มีปฏิกิริยากับ ninhydrin และ iodine 
vapor (ภาพท่ี 4) แสดงว่าองค์ประกอบของสารลด

แรง ตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 มีกรดอะมิโน
และไขมนัเป็นองคป์ระกอบจึงน่าจะมี โครงสร้างเป็น
ชนิดลิโปเปบไทด์ จากการแยกองค์ประกอบของ 
สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึง ผิวชีวภาพจากเช้ือ  
B. subtilis AS6 โดยใชว้ิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟฟีแบบ 
normal phase โดยใช ้hexane:ethyacetate อตัราส่วน 2:1 
โดยปริมาตรเป็น mobile phase พบว่าสามารถ แยกสาร
สกัดหยาบออกได้เป็น 3 กลุ่มโดยใช้ ninhydrin และ 
iodine เป็น spaying reagent โดยมีค่า Rf  เท่ากบั 0.31, 0.50 
และ 0.72 (ภาพท่ี 4) เม่ือตรวจวดักิจกรรมโดยใชวิ้ธี drop 
collapsing test พบวา่กลุ่มสารท่ีมีค่า Rf  เท่ากบั 0.50 มีค่า
กิจกรรมมากท่ีสุด (ตารางท่ี 3) จึงเลือกใช้สารกลุ่มน้ี
ในการท าบริสุทธ์ิขั้นต่อไป 

 

 
ภาพที่ 4  ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis 

AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธี normal-phase chromatography โดยใช ้ninhydrin (a) และ iodine vapor 
(b) เป็น spraying reagent 
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ตารางที่ 3  วิธีการท าบริสุทธ์ิและกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 ท่ีผา่นการท า 
    บริสุทธ์ิในแต่ละขั้นตอน 

Solvents used as eluent Proportion Rf Drop-collapsing test (mm)* 

Normal-phase 
   CH2Cl2 : CHCl3 
   EtOAc : CHCl3 
   EtOAc : CHCl3 
Reverse-phase** 
   H2O : MEOH 
 

 
1:1 
1:1 
1:2 

 
9:1 
9:2 
9:4 

 
0.72 
0.50 
0.31 

 
0.50 
0.45 
0.31 

 
1.50±0.50 
3.85±0.90 

0 
 

3.85±0.50 
1.50±0.50 

0 
* Values are given as means±SD from triplicate determinations.  
** Reverse-phase chromatography was performed by using fraction B (Rf = 0.49) from first step. 
  Commercial surfactants have drop-collapsing test as 4.00±0.50 mm. 
 
 3.2 Reverse-phase chromatography 
ท าบ ริสุท ธ์ิสารสกดัหยาบโดยใช ้คอลมัน์ SEP-
PAK (C18) ท่ีมี mobile phase เป็นน ้ าและเมทานอล
ในอตัราส่วนต่างๆ ดงัแสดงในตารางที่ 3 พบว่า
สามารถ แยกสาร Rf 0.50 ออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มโดยใช ้
ninhydrin และ iodine เป็น spaying reagent โดยมีค่า 

Rf  เท่ ากับ  0.50, 0.45 แ ล ะ  0.31 (ภ าพ ท่ี  5) เม่ื อ
ตรวจวัด กิจกรรมโดยใช้ วิ ธี  drop collapsing test 
พบว่ากลุ่มสารท่ีมีค่า Rf  เท่ากับ 0.50 มีค่ากิจกรรม
มากท่ี สุด  (ตารางท่ี  3) จึงเลือกใช้สารกลุ่มน้ี ใน
การศึกษาขั้นต่อไป 

 

 

ภาพที่ 5  ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis 
AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิดว้ยวิธี reverse-phase chromatography โดยใช ้ninhydrin (a) และ iodine vapor 
(b) เป็น spraying reagent 

            (a)                              (b) 
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 3.3 Fourier Transform Infrared 
Spectrometer (FT-IR) 

เม่ือตรวจสอบองค์ประกอบของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพท่ีผ่านการท าบริสุทธ์ิดว้ย FT-IR ซ่ึงใช้
ในการศึกษาหมู่ฟังก์ชันของสาร ผลจาก FT-IR 
spectrum พบการยืดตัวของ O-H ท่ี 3305 cm-1, การ
ยืดตวัของ C-H ท่ี 2926 และ 1425 cm-1 การยืดตวัของ 
C-O ท่ี 1648 และ 1736 cm-1 และการยืดตวัของ C-O-
C ท่ี  1072 cm-1 ซ่ึ งก าร วิ เค ร าะห์ ผ ล จ าก  FT-IR 
spectrum บ่งบอกถึงการมีน ้ าตาลและไขมัน เป็น
องคป์ระกอบ (ภาพท่ี 6) 
 3.4 Mass spectroscopy 
                    ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 หลงัจากการท า

บริสุทธ์ิด้วย liquid chromatography-mass spectroscopy 
(LC-MS) พบว่าสามารถตรวจพบสัญญาณท่ีมีมวล
โมเลกุลเท่ากบั 1,004, 1,018 และ 1,032 m/z (ภาพท่ี 
7) โดยสัญญาณท่ีห่างกนั 14 m/z มาจากการแตกตวั
ของหมู่เมทิล (CH2) มวลโมเลกุลของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 มีค่าเท่ากบั 1,032 
m/z เน่ืองจากเป็นมวลโมเลกุลสูงสุดท่ีวิเคราะห์พบ
อยา่งชดัเจน สอดคลอ้งกบัรายงานของ Roongsawang 
et al. (2002) ท่ีศึกษาพบว่ามวลโมเลกุลของสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทด์จะอยู่ในช่วง 
1,007-1,035 m/z รายงานน้ีเป็นรายงานฉบับแรกท่ี
กล่าวถึงการผลิตสาร ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด 
ลิโปเปปไทดจ์ากเช้ือแบคทีเรียในจีนสั Inquilinus 

 

 
 

ภาพที่ 6  FT-IR spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิ 
 
 

 
 

ภาพที่ 7  Mass spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิ 
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สรุป 
วิธีการท่ีเหมาะสมในเก็บเก่ียวสารลดแรงตึง

ผิวชีวภาพจาก  subtilis AS6 คือการสกัดด้วยด้วย
คลอโรฟอร์ม:เมทานอล (2:1) สามารถเก็บเก่ียวสาร
สกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพได ้0.45 กรัม
ต่อลิตร โดยมีค่า CMC และค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 0.044 
กรัมต่อลิตร และ 28.0 มิลลินิวตนัต่อเมตร ตามล าดบั 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดมี้ความคงตวัต่อค่า
พี เอช อุณหภูมิ  และเข้มข้นของเกลือชนิดต่างๆ 
เทียบเท่าสารลดแรงตึงผิวทางการค้า (SDS และ 
Triton X-100) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้มี
ความคงตัวต่อน ้ าทะเลสูงกว่าสารลดแรงตึงผิวทาง
การค้า  หลังจากการท าบ ริ สุ ท ธ์ิแล้ววิ เค ราะห์
โครงสร้างทางเคมีพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
ผลิตได้มีกรดอะมิโนและไขมันเป็นองค์ประกอบ
หลัก จากคุณสมบัติและความคงตัวต่อปัจจัยทาง
กายภาพต่างๆ เปรียบเทียบกบัสารลดแรงตึงผิวทาง
การคา้ผนวกกบัความเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้มแสดง
ให้เห็นถึงศักยภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใน
การน าไปใช้ในดา้นต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร 
การเกษตร การบ าบดัสารพิษในส่ิงแวดลอ้ม โดยการ
วิจัยเพ่ือลดต้นทุนในการผลิตรวมทั้ งการใช้แหล่ง
วตัถุดิบราคาถูกเป็นปัจจัยส าคญัท่ีจะท าให้การผลิต
และใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพทางการคา้เกิดข้ึนได ้
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