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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 กรด และสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์(chloroform: methanol) พบว่า การสกดัสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม:เมทานอล (2:1) ไดผ้ลผลิตสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 0.45 กรัมต่อลิตร 
มีค่า critical micelle concentration (CMC) 0.044 กรัมต่อลิตร สารสกัดหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมี
ความสามารถในการลดแรงตึงผิวไดใ้นช่วงพีเอช 6-9 อุณหภูมิระหว่าง 25-121 องศาเซลเซียส ช่วงความเขม้ขน้ของ
เกลือโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0-12 โดยน ้ าหนกั และช่วงความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด์ร้อยละ 0-0.1 โดย
น ้าหนกั ส่วนแคลเซียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้มากกวา่ร้อยละ 0.06 โดยน ้าหนกั มีผลลบต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิว 
การวิเคราะห์หาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพก่ึงบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลมันโ์ครมาโตกราฟีดว้ย Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) และ Mass spectroscopy พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก B. 
subtilis AS6 ท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิมีกรดอะมิโนและไขมนัเป็นองคป์ระกอบโดยมีน ้าหนกัโมเลกลุเท่ากบั 1,032 m/z  
ค าส าคัญ : Bacillus subtilis, ป่าชายเลน, สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

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). 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 
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spectroscopy indicated that biosurfactant produced by B. subtilis AS6 consisted of amino acid and lipid with 
molecular mass of 1,032 m/z.     
Keyword: Bacillus subtilis, mangrove sediment, biosurfactant  
 
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 สาขาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยกีารอาหาร คณะเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัราชภฏัภูเก็ต ต  าบลกระทู ้อ าเภอเมือง จงัหวดัภูเก็ต 83000 
2 Department of Food Science and Technology, Faculty of Agricultural Technology, Phuket Rajabhat University, Ratsada, Muang, Phuket 
83000, Thailand   
ผูนิ้พนธ์ประสานงานไปรษณียอิ์เล็กทรอนิกส์ (Corresponding author, e-mail) : nam_monna@hotmail.com

บทน า 
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactant) เป็นสารลดแรงตึงผิวท่ีผลิตไดจ้ากจุลินทรีย์หลากหลายชนิดทั้ง

แบคทีเรีย ยีสต์และรา ซ่ึงอยู่ในรูปของสารท่ีหลัง่ออกมานอกเซล ์(extracellular) และท่ีติดอยู่กบัผนังเซลล ์(cell-
bounded) (Abareethan et al., 2017) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีโครงสร้างเป็นแบบ amphipatic structure ประกอบดว้ย
ส่วนท่ีมีขั้วหรือส่วนท่ีชอบน ้า (hydrophilic portion) ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นโปรตีนและน ้าตาลท่ีมีหมู่คาร์บอกซิล หมู่ไฮ
ดรอกซิล หมู่อะมิโนและฟอสเฟต เป็นตน้ และส่วนท่ีไม่มีขั้วหรือส่วนท่ีไม่ชอบน ้ า (hydrophobic portion) เป็น
โมเลกุลกรดไขมนัทั้งชนิดอ่ิมตวัและไม่อ่ิมตวั (Santos et al., 2016) สารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีความหลากหลาย
ข้ึนอยู่กบัชนิดของแบคทีเรียโดยมีโครงสร้างทางเคมี คุณสมบติัและหนา้ท่ีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแตกต่างกนั
ไป จึงตอ้งเลือกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมาใชป้ระโยชน์ตามความเหมาะสม สารลดแรงตึงผิวชีวภาพสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง และใช้ในการปรับปรุง
สภาพแวดลอ้ม เช่น ส่งเสริมการย่อยสลายและการเกิดอิมลัชัน่ของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน การก าจดัโลหะ
หนกั การยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย ์(antimicrobial activity) การก าจดัน ้ามนัหรือสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ี
ปนเป้ือนในดิน การบ าบดัน ้าเสีย เป็นตน้ สารลดแรงตึงผิวชีวภาพนั้นมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่สารลดแรงตึงผิวท่ีสงัเคราะห์
ทางเคมีเน่ืองจากมีความเป็นพิษนอ้ย มีโครงสร้างท่ีหลากหลาย ย่อยสลายไดง่้าย เป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม (Ehrhardt 
et al., 2015) สามารถปรับสภาวะแวดลอ้มใหเ้หมาะสมต่อการย่อยสลายสารปนเป้ือนโดยจุลินทรียไ์ดดี้ เกิดฟองไดดี้ 
มีความจ าเพาะสูง และทนต่อสภาวะท่ีจ ากดัไดดี้ เช่นอุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และความเค็ม เป็นตน้ สารลดแรง
ตึงผิวสามารถผลิตไดจ้ากจุลินทรียห์ลายชนิด เช่น Acinetobacter sp., Bacillus sp, Candida antartica, Pseudomonas 
aeruginosa เป็นตน้ (Fakruddin, 2012) มีรายงานการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis และน าสารลด
แรงตึงผิวท่ีผลิตไดไ้ปใชใ้นการเพ่ิมผลผลิตน ้ามนั (Gudina et al., 2015) 

การวิจยัในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือศึกษาวิธีการเก็บเก่ียว คุณสมบติัและโครงสร้างทางเคมีเบ้ืองตน้ของสาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก B. subtilis AS6 ท่ีคดัแยกไดจ้ากป่าชายเลนในจงัหวดัภูเกต็ 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1.วธีิการทดลอง    
 1.1 อาหารเลีย้งเช้ือ 
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 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; ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1ดว้ยน ้ากลัน่ และปรับ pH ใหไ้ด ้7.0 
(Saimmai et al., 2012)  
 1.2 การเตรียมกล้าเช้ือ 
 น าเช้ือ B. subtilis AS6 ท่ีเกบ็ไวใ้นกลีเซอรอลท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ร้อยละ 5 โดยปริมาตร เล้ียงใน
อาหาร Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เขย่าดว้ยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา วดัการเจริญเติบโตของเช้ือโดยปรับความเขม้ขน้ของกลา้เช้ือเร่ิมตน้ดว้ยอาหาร NB ท่ีฆ่าเช้ือ
ใหมี้ค่า OD660 เท่ากบั 0.5 
 ถ่ายกลา้เช้ือ B. subtilis AS6 ร้อยละ 5 โดยปริมาตร ลงในอาหาร MSM ท่ีมีกากน ้ าตาลร้อยละ 4 โดย
น ้ าหนัก พีเอชเร่ิมต้นเท่ากับ 7.0 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 54 ชั่วโมง ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง 
 1.3 วธีิการวเิคราะห์  
  1.3.1 การทดสอบ Drop collapse ของหยดน ้ามนั (Bodour and Maier, 1998) 
  หยดน ้ ามนัปาลม์ 2 ไมโครลิตร ลงในหลุมของ 96-microwell plate วางพกัไวน้าน     24 ชัว่โมง 
ท าการทดสอบโดยเติมตวัอย่างสารละลายส่วนใสท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือ 5 ไมโครลิตร ลงในหลุม บ่มนาน 1 นาที 
สงัเกตลกัษณะของหยดสารละลายส่วนใส การแผอ่อกของสารละลายแสดงถึงการมีสารลดแรงตึงผิวในตวัอยา่ง วดั
ความกวา้งของความกวา้งของเสน้ผา่นศูนยก์ลางเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมลบคือ อาหารเล้ียง MSM บนัทึกเสน้ผา่น
ศูนยก์ลางท่ีไดใ้นหน่วยมิลลิเมตร 
  1.3.2 การวดัค่าแรงตึงผิวของสารละลายส่วนใส (Yakimov et al., 1995) 
  วดัค่าแรงตึงผิวโดยใช้เคร่ือง Ring Tensiometer (Torsion balance Model OS, Torsion Balance 
Supplies, Warwickshire, England) โดยน าตัวอย่างสารละลายส่วนใสท่ีผ่านการสกัดด้วยเฮกเซน ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ใส่ลงใน plate วางวงแหวน platinum ลงในสารละลาย จากนั้นเล่ือนวงแหวน platinum ข้ึนจากสารละลาย
ชา้ๆ จนวงแหวน platinum หลุดจากสารละลายส่วนใส อ่านค่าแรงตึงผิวท่ีได ้(mN/m ) (Kim et al., 2002) การหาค่า 
critical micelle concentration (CMC) หรือความเขม้ขน้ของสารลดแรงตึงผิวท่ีน้อยท่ีสุดท่ีท าให้เกิดเป็นไมเซลล์
หรือลดค่าแรงตึงผิวไดต้ ่าสุดในหน่วย กรัมต่อลิตร (g/l) โดยน าสารลดแรงตึงผิวท่ีไดท้ าการเจือจางดว้ยน ้ ากลัน่
จนถึงความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีท าใหไ้ม่สามารถลดแรงตึงผิวของน ้าไดอี้กต่อไป ท าการทดลองซ ้าเป็นจ านวน 3 คร้ัง  
 1.4 การเกบ็เกีย่วสารลดแรงตงึผวิชีวภาพ 
  1.4.1 ตกตะกอนดว้ยการปรับพีเอช 
  น าน ้ าหมกั (culture broth) จากการเล้ียงเช้ือมาหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าสารละลายส่วนใสท่ีไดไ้ปตกตะกอนดว้ยการปรับพีเอช โดยใช ้6 M 
HCl ปรับพีเอช เป็น 2.0  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 1 คืน จากนั้นเก็บตะกอน น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว   
8,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บตะกอน น าไปลา้งดว้ย 100 mM HCl หมุน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่และ
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ปรับพีเอชเป็น 7.0 ดว้ย 2 N NaOH และท าให้แห้งดว้ยวิธี lyophilization โดยส่วนสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการท าแห้ง 
เรียกวา่ สารสกดัหยาบ (crude BS) 
  1.4.2 สกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์
  น าสารละลายส่วนใสสกัด 2 คร้ังด้วย chloroform/methanol ในอตัราส่วน 2:1 (ดัดแปลงจาก 
Mercade et al., 1996) โดยใชก้รวยแยก (separation funnel) น าชั้นของตวัท าละลายก าจดัน ้าโดยการเติม anhydrous 
Na2SO4 แลว้ระเหยตวัท าละลายอินทรียใ์นเคร่ือง evaporator 
  1.4.3 ตกตะกอนดว้ยแอมโมเนียมซลัเฟต 
  เติมแอมโมเนียมซลัเฟตลงในสารละลายส่วนใสท่ีไดจ้ากการหมุนเหว่ียงแยกเซลล ์ปริมาตร 500 
มิลลิลิตร โดยใหอ่ิ้มตวัท่ีความเขม้ขน้ในช่วงร้อยละ 40 ถึง 60 น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,500 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที น าตะกอนมาละลายในน ้ ากลัน่ น าสารละลายตะกอนท่ีได้มาก าจดัเกลือโดยใช้ dialysis bag ท่ีมี 
molecular weight cut-off  8,000 ดาลตนั ในน ้ากลัน่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนน ้ากลัน่ท่ีเวลา 1, 2 และ 
4 ชัว่โมง ท้ิงไวข้า้มคืน แลว้ท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยใชค้าร์บอกซีเมธิลเซลลูโลส และท าใหแ้หง้ดว้ยวิธี lyophilization 
 1.5 ศึกษาคุณสมบัตขิองสารลดแรงตงึผวิชีวภาพที่สกดัได้ 
  1.5.1 การหาค่า critical micelle concentration (CMC) 
  น าสารสกัดหยาบท่ีได้จากวิธีการท่ีเลือกได้จากข้อ 1.4 และสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ คือ 
sodiumdedocyl sulfate (SDS) และ Triton X-100 ไปเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ แลว้วดัค่าแรงตึงผิว ท าการทดลองซ ้า 3 คร้ัง 
  1.5.2 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  น าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากวิธีการเกบ็เก่ียวท่ีดีท่ีสุดในขอ้ 1.4 และสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห์ โดย
ใช้ความเขม้ขน้เท่ากบัค่า CMC ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.5.1 ละลายในน ้ ากลัน่ท่ีผ่านการปรับพีเอชดว้ย 1N HCl หรือ 1 N 
NaOH ใหมี้ค่าพีเอช เท่ากบั 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 และ 12 ตามล าดบั แลว้วดักิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว 
  1.5.3 ความคงตวัต่ออุณหภูมิของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 
  น าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากจากวิธีการเก็บเก่ียวท่ีดีท่ีสุดในขอ้ 1.4 และสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห์
โดยใชค้วามเขม้ขน้เท่ากบัค่า CMC ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.5.1 ละลายดว้ยน ้ากลัน่ น าตวัอย่างบ่มท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 40, 50, 
60, 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส ตามล าดบั เป็นเวลา 1 ชัว่โมงและบ่มท่ีอุณหภูมิ 110 และ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ท าใหเ้ยน็ลงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นวดักิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว 
  1.5.4 ผลของเกลือต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
  น าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากวิธีการเก็บเก่ียวท่ีดีท่ีสุดในขอ้ 7 และสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ โดย
ใชค้วามเขม้ขน้เท่ากบัค่า CMC ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.5.1 ละลายดว้ยน ้ากลัน่ท่ีมี NaCl ความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 1, 2, 3, 6, 9 
และ 12 ตามล าดบั หรือ CaCl2 หรือ MgCl2 ความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 และ 0.1 โดยน ้ าหนัก
ตามล าดบั หรือละลายสารสกดัหยาบท่ีไดใ้นน ้าทะเล จากนั้นวดักิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว  
 1.6 ศึกษาองค์ประกอบบางส่วนของสารลดแรงตงึผวิชีวภาพที่สกดัได้ 
  1.6.1 Thin Layer Chromatography (TLC) 
  ตรวจสอบองคป์ระกอบในสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากวิธีการขอ้ 1.4 ดว้ย TLC ท่ีมี silica gel 60 F254 
เป็น stationary phase โดยน าไปแช่ใน mobile phase คือ คลอโรฟอร์ม:เมทานอล ในอตัราส่วนต่างกนัเพ่ือหา mobile 
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phase ท่ีดีท่ีสุด หรือตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกดัหยาบดว้ย TLC RP-18 F254s เป็น stationary phase โดย
น าไปแช่ใน mobile phase คือ acetonitrile : น ้ า ในอตัราส่วนต่างกนัเพ่ือหา mobile phase ท่ีดีท่ีสุด จากนั้นเป่าให้
แหง้ แลว้ใช ้spraying reagent ชนิดต่าง ๆ ในการตรวจสอบองคป์ระกอบเบ้ืองตน้ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดย
ใช้ rhodomine B เพ่ือตรวจสอบการมีอยู่ของกรดไขมนั (McInerney et al., 1990) ใช้ ninhydrin เพ่ือดูหมู่อะมิโน
อิสระ (Wilkinson, 1972) ใช้ anisaldehyde ในการวิเคราะห์น ้ าตาล (Schulz et al., 1991) เลือก mobile phase ท่ี
สามารถแยกองคป์ระกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดดี้ท่ีสุดมาใชใ้นการทดลองต่อไป  
  1.6.2 การแยกโดยวิธีโครมาโตกราฟีแบบดูดซบั 
  ใช้คอลมัน์ SEP-PAK (C18)  ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1 เซนติเมตร ลา้งคอลมัน์ดว้ยเมทานอล 
100% ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เพ่ือท าความสะอาดคอลมัน์ จากนั้นลา้งคอลมัน์ดว้ย acetonitrile 100% ปริมาตร 4 
มิลลิลตร น าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากวิธีการขอ้ 1.4 มาละลายดว้ย acetonitrile:น ้า (1:1) และใส่ในคอลมัน ์จากนั้นชะ
ดว้ย acetonitrile:น ้า (1:1) ปริมาตร 4 มิลลิลิตรและลดความมีขั้วของตวัเคล่ือนท่ีโดยใชอ้ตัราส่วนของ acetonitrile:
น ้า เป็น 2:1, 3:1 และ 4:1 ตามล าดบั ปริมาตรท่ีใชช้ะคอลมัน์อตัราส่วนละ 4 มิลลิลิตร จากนั้นน าส่วนท่ีแยกไดจ้าก
โครมาโตกราฟีแบบดูดซบัแต่ละส่วนตรวจสอบองค์ประกอบดว้ยวิธี TLC น าส่วนท่ีมีโครมาโตแกรมเหมือนกนั
รวมเขา้ดว้ยกนั ทดสอบกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวและเก็บส่วนท่ีมีกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวสูงท่ีสุดไป
ตรวจสอบองคป์ระกอบเบ้ืองตน้ 
  1.6.3 การศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิ 
  ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีเบ้ืองตน้ของสารท่ีพบกิจกรรมการลดแรงตึงผิวในขอ้ 1.6.2 โดยใช ้
Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) และ mass spectroscopy โดยส่งตรวจวิเคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ 

ผลและวจิารณ์ผล 
1. ศึกษาวธีิการสกดัสารลดแรงตงึผวิชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 
 หลงัจากการเล้ียงเช้ือ B. subtilis AS6 เป็นเวลา 54 ชัว่โมง ท าการเหว่ียงเซลลอ์อก แลว้น าส่วนใสมาเก็บ
เก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดว้ยวิธีการตกตะกอนดว้ยเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ตกตะกอนดว้ยกรด และสกดัดว้ย
ตวัท าละลายอินทรีย ์(chloroform/ methanol) จากวิธีการเก็บเก่ียวทั้งสามวิธี พบว่าการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์
มีประสิทธิภาพในการเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีท่ีสุด (ตารางท่ี 1) สามารถเก็บเก่ียวสารสกดัหยาบได ้0.45 
กรัมต่อลิตร โดยมีค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีลดแรงตึงผิวไดต้ ่าท่ีสุด (CMC) ท่ี 0.044 กรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 
CMC สามารถลดแรงตึงผิวของน ้าบริสุทธ์ิจาก 72 เป็น 28 mN/m   
 เม่ือเปรียบเทียบค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีลดแรงตึงผิวไดต้ ่าท่ีสุดของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีไดจ้าก
การสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์(chloroform/methanol) และสารลดแรงตึงผิวท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ทางเคมี คือ 
SDS และ Trition X-100 ซ่ึงเป็นตวัแทนของสารลดแรงตึงผิวในกลุ่มมีประจุลบและไม่มีประจุลบ ตามล าดบั พบวา่มี
ค่า CMC เท่ากบั 0.218 และ 1.75 กรัมต่อลิตร ส าหรับ SDS และ Trition X-100 ตามล าดบั โดยมีความสามารถในการ
ลดค่าแรงตึงผิวของน ้าบริสุทธ์ิท่ีค่า CMC จาก 72 mN/m เป็น 49 mN/m และ 45 mN/m  ส าหรับ SDS และ Trition X-
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100 ตามล าดบั ซ่ึงมีค่าสูงกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก เช้ือ B. subtilis AS6 แสดงใหเ้ห็นว่าสารลดแรงตึง
ผิวจากเช้ือ B. subtilis AS6 มีศกัยภาพท่ีจะน าไปใชใ้นทางการคา้ได ้

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±0.10* 1.850 45.2±2.1* 
pH 3 2.18±0.04 0.775 37.1±1.2 
pH 4 0.94±0.02 0.538 30.5±2.0 

Ammonium 
sulfate   

precipitation 

40 % 0.63±0.01 0.219 30.2±1.5 
50 % 0.86±0.01 0.219 38.4±2.3 
60 % 1.20±0.01 0.438 42.0±2.0 

CHCl3 : MEOH extraction (2:1)     0.45±0.02 0.044 28.0±0.2 

* Results represented mean ± standard deviation from triplicate determinations 

2. คุณสมบัตขิองสารลดแรงตึงผวิชีวภาพที่สกดัได้ 
 2.1 พีเอชท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 น าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดจ้ากเช้ือ B. subtilis AS6 และสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี คือ 
SDS และ Triton X-100 ท่ีมีความเขม้ขน้เท่ากบัค่า CMC คือ 0.044, 0.218, และ 1.75 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ปรับพี
เอชของตวัอย่างใหอ้ยู่ในช่วง 2.0-12.0 ดว้ย 1 N NaOH หรือ 1 N HCl แลว้ทดสอบกิจกรรมในการลดแรงตึงผิว ผล
การทดลองแสดงในภาพท่ี 1 พบว่าค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ B. subtilis AS6 เพ่ิมข้ึน
เม่ือค่าพีเอชลดลงต ่ากว่า 5.0 และมากกว่า 10.0 เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวเกิดการตกตะกอนในสภาวะท่ีเป็นกรดสูง
และด่างสูง (Sutthivanitchakul et al., 1999) แต่กิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไม่มีการเปล่ียนแปลงในช่วงพี
เอช 6.0-9.0 ในขณะท่ี SDS และ Triton X-100 มีกิจกรรมการลดแรงตึงผิวคงตวัในช่วงพีเอช 3.0-8.0 และพีเอช 5.0-
8.0 ตามล าดบั จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่คุณสมบติัในการลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตได้
จาก B. subtilis AS6 ลดแรงตึงผิวไดน้อ้ยลงในช่วงพีเอชเป็นกรดและค่าแรงตึงผิวจะคงตวัเม่ือมีพีเอชเป็นกลางถึง
เป็นด่าง เน่ืองจากเม่ือพีเอชเพ่ิมข้ึน NaOH ท าใหค้วามคงตวัของไมเซลลข์องสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดีข้ึน โดย Na+ 
จะจบักบัโครงสร้างของกรดไขมนัในโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวท าให้การเกิดไมเซลลดี์ข้ึน (Li et al., 2009) ซ่ึง
ผลของพีเอชต่อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวจะข้ึนอยู่กับสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ด้วย (Klein and Wagner, 1987; 
Abouseoud et al., 2008) โดยผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Vaz และคณะ (2012) ศึกษาพีเอชต่อกิจกรรม
การลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ากเช้ือ B. subtilis เปรียบเทียบกบัสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห์
ทางการคา้ ไดแ้ก่ Glucopone®215, Glucopone®650, Findet®1214N/23 และ linear alkylbenzene sulfonates (LAS) 
พบวา่กิจกรรมการลดแรงตึงผิวทางการคา้อยูใ่นพีเอชช่วงกวา้ง 3.0-10.0 แต่กิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลดแรง
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ตึงผิวชีวภาพจะเพ่ิมข้ึนท่ี พีเอช 5.0-10.0 และลดลงท่ีพีเอชต ่ากว่า 5.0 เน่ืองจากสารลดแรงตึงผิวชีวภาพบางส่วนจะ
ตกตะกอนท าใหค่้าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึน (Nitschke and Pastore, 2006) 

 
ภาพที่ 1 ผลของระดบัพีเอชต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS) และ
สารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)  

 2.2 ผลของอุณหภูมิต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 เม่ือน าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดจ้าก B. subtilis AS6 และสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห์ทางเคมี คือ 
SDS และ Triton X-100 ซ่ึงมีความเขม้ขน้เท่ากบัค่า CMC คือ 0.044, 0.218, และ 1.75 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั มาบ่ม
ไวท่ี้อุณหภูมิ 25-121 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลาหน่ึง แลว้ตั้งไวใ้หอุ้ณหภูมิกลบัลงมาท่ี 30 องศาเซลเซียส จากนั้น
ทดสอบกิจกรรมในการลดแรงตึงผิว ผลการทดลองแสดงในภาพท่ี 2 

 

ภาพที่ 2 ผลของระดบัอุณหภูมิต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS) 
และสารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)  

 จากการทดลองพบว่าอุณหภูมิไม่มีผลต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้ซ่ึงเห็นไดจ้าก
ค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 25-110 องศาเซลเซียสไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) และท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ค่าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึนเล็กนอ้ย แต่ยงัคงต ่ากว่า 50 
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mN/m ซ่ึงแตกต่างกับผลของอุณหภูมิต่อสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ SDS และ Triton X-100 ท่ีมีความคงตัวท่ี
อุณหภูมิ 25-80 องศาเซลเซียส และมีกิจกรรมในการลดแรงตึงผิวนอ้ยกว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดจ้าก B. 
subtilis AS6 เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) สายของไฮโดรคาร์บอนท่ีเป็นองค์ประกอบภายใน
โมเลกุล SDS และ Triton X-100 จากการให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิสูง (autoclave) ท าให้กิจกรรมการลดแรงตึงผิว
ลดลง (Pornsunthorntawee et al., 2008) ผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัการศึกษา Wang และคณะ (2011) ศึกษาผล
ของอุณหภูมิต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis JA-1 พบวา่สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพมีความคงตวัท่ีอุณหภูมิในช่วง 4-121 องศาเซลเซียส โดยมีค่าแรงตึงผิวต ่ากวา่ 35 mN/m  
 2.3 ผลของเกลือต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้
 ในการประยุกต์ใชส้ารลดแรงตึงผิวชีวภาพในการก าจดัคราบน ้ ามนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ี
ปนเป้ือนในทะเล โซเดียมคลอไรด์ แมกนีเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคลอไรด์ ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกัของน ้า
ทะเลอาจมีผลต่อการท างานของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ ดงันั้นจึงตอ้งศึกษาผลของเกลือต่อกิจกรรมของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้ผลของโซเดียมคลอไรด์ต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6  
พบว่าโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ร้อยละ 1-6 โดยน ้ าหนกั ไม่มีผลต่อความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพอย่างมี
นยัส าคญั แต่กิจกรรมการลดแรงตึงผิวจะลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรดเ์พ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 9 และ 
12 โดยน ้ าหนกั โดยค่าแรงตึงผิวเพ่ิมข้ึนจาก 44 mN/m เป็น 48.66 และ 50.00 mN/m ตามล าดบั จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่าโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้สูงมีผลท าให้ค่าแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพเพ่ิมสูงข้ึน 
กิจกรรมการลดแรงตึงผิวมีประสิทธิภาพลดลง ส าหรับสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมีก็ให้ผลสอดคลอ้งใน
ทิศทางเดียวกบัสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดโ้ดยพบวา่กิจกรรมในการลดแรงตึงผิวของ SDS และ Triton X-100 
มีประสิทธิภาพลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์เพ่ิมสูงข้ึน จากรายงานของ Thimon และคณะ (1992) 
พบว่าไอออนของเกลือจะมีผลต่อโครงสร้างของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ เน่ืองจากไอออนของเกลือจะจบัหมู่คาร์
บอกซิลิกของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพส่งผลให้กิจกรรมการลดแรงตึงผิวมีประสิทธิภาพลดลง (ภาพท่ี 3a) ผลการ
ทดลองสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Li และคณะ (2009) ศึกษาผลของ Na+ (monovalent ion) ต่อการเกิดไมเซลลข์อง 
surfactin พบว่า Na+ มีผลต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย Na+ จะจบักบัสายของกรดไขมนัท่ีเป็นส่วนท่ี
ไม่ชอบน ้ า มีผลต่อประจุไฟฟ้าสุทธิ (electrostatic repulsions) ของ surfactin ท าให้เกิดเป็นไมเซลล์ไดง่้ายข้ึน ค่า 
CMC ของ surfactin จึงลดลง 
 ผลของแมกนีเซียมคลอไรดต่์อกิจกรรมการลดแรงตึงผิวของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก B. subtilis 
AS6 (ภาพท่ี 3b) แมกนีเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 0-0.1 โดยน ้าหนกั ไม่มีผลต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึง
ผิวชีวภาพ และสารลดแรงตึงผิวสงัเคราะห์ทางเคมี SDS และ Triton X-100 โดยสารลดแรงตึงผิวชีวภาพมีค่าแรงตึง
ผิวอยูใ่นช่วง 44-46 mN/m และจากภาพท่ี 3c ศึกษาผลของแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 0-0.1 โดยน ้าหนกั 
พบว่าท่ีแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 0-0.04 โดยน ้าหนกั ไม่มีผลต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ
และสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี SDS และ Ttiton X 100 แต่เม่ือความเขม้ขน้ของแคลเซียมคลอไรดสู์งกว่า
ร้อยละ 0.06 ค่าแรงตึงผิวค่อย  ๆ  เพ่ิมข้ึน สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของ Maneerat และ Phetrong (2007) ศึกษา
ความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด ์แมกนีเซียมคลอไรด ์และแคลเซียมคลอไรดต่์อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพท่ีผลิตจากเช้ือ Myroides sp. SM1 ซ่ึงแยกจากน ้าทะเลปนเป้ือนน ้ามนั พบว่าสารสกดัท่ีไดจ้ากเช้ือ Myroides 
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sp. SM1 มีความคงตวัต่อโซเดียมคลอไรดร้์อยละ 0-9 โดยน ้าหนกั และการเติมแมกนีเซียมคลอไรด์มีผลต่อสารลด
แรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดเ้พียงเลก็นอ้ย แต่การเติมแคลเซียมคลอไรดท่ี์ความเขม้ขน้ 4-18 มิลลิโมล สารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพสูญเสียกิจกรรมการอิมลัซิไฟดน์ ้ามนั 
  
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 ผลของเกลือชนิดต่างๆ ต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 (BS) 
และสารลดแรงตึงผิวทางการคา้ (SDS และ Triton X-100)  

a 

c 

b 
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 นอกจากการทดสอบผลของเกลือต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพแลว้ยงัมีการศึกษาการใชน้ ้าทะเล
ในการทดสอบความคงตวัของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6 และสารลดแรงตึงผิวสังเคราะห์ทางเคมี 
คือ SDS และ Triton X-100 ดว้ย เพ่ือดูผลโดยรวมขององคป์ระกอบต่างๆ ต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวทั้งสาม
ชนิด ซ่ึงจากการทดลองพบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดย้งัคงมีกิจกรรมการลดแรงตึงผิวในน ้าทะเลโดยให้
ค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 44.3 mN/m กิจกรรมสูงกว่า Triton X-100 และ SDS ซ่ึงมีค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 48.3 และ 50.0 
mN/m ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัการลดแรงตึงผิวในสภาวะปกติ พบวา่สารลดแรงตึงผิวชีวภาพยงัคงมีค่าแรงตึง
ผิวต ่าท่ีสุด คือ 44.0 mN/m จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจาก B. subtilis AS6 สามารถ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการก าจดัคราบน ้ามนัและสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีปนเป้ือนในทะเลได ้(ตารางท่ี 2) 

ตารางที่ 2 ผลของน ้าทะเลต่อกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทท่ีผลิตจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 และสารลด
แรงตึงผิวทางการคา้ (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±0.5c** 
50.0±1.0a 
48.3±0.7b 

44.0±0.0c** 
49.1±0.2a 
45.0±0.0b 

* Values are given as mean ± SD from triplicate determinations. 
**Different letters in the same column within the same parameter studied indicate significant differences 
(p<0.05). 

3. ศึกษาองค์ประกอบบางส่วนของสารลดแรงตึงผวิชีวภาพที่สกดัได้ 
 3.1 Normal-phase chromatography 
 จากการวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดย TLC ท่ีมี silica gel 60 F254 เป็น stationary 
phase น าไปแช่ใน mobile phase คือ hexane:ethyacetate (2:1) โดยปริมาตรเม่ือตรวจสอบดว้ย spaying reagent ทั้ง 3 
ชนิด คือ anisaydehyde, ninhydrin และ iodine vapor เพ่ือตรวจหาองค์ประกอบเบ้ืองตน้ของสารท่ีเป็นหมู่น ้ าตาล 
กรดอะมิโน และไขมนั ตามล าดบั พบว่าสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 มี
ปฏิกิริยากบั ninhydrin และ iodine vapor (ภาพท่ี 4) แสดงว่าองค์ประกอบของสารลดแรง ตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. 
subtilis AS6 มีกรดอะมิโนและไขมนัเป็นองค์ประกอบจึงน่าจะมี โครงสร้างเป็นชนิดลิโปเปบไทด์ จากการแยก
องคป์ระกอบของสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึง ผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 โดยใชว้ิธีคอลมัน์โครมาโท
กราฟฟีแบบ normal phase โดยใช ้hexane:ethyacetate อตัราส่วน 2:1 โดยปริมาตรเป็น mobile phase พบว่าสามารถ 
แยกสารสกดัหยาบออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มโดยใช ้ninhydrin และ iodine เป็น spaying reagent โดยมีค่า Rf เท่ากบั 0.24, 
0.49 และ 0.73 (ภาพท่ี 4) เม่ือตรวจวดักิจกรรมโดยใชวิ้ธี drop collapsing test พบวา่กลุ่มสารท่ีมีค่า Rf เท่ากบั 0.49 มี
ค่ากิจกรรมมากท่ีสุด (ตารางท่ี 3) จึงเลือกใชส้ารกลุ่มน้ีในการท าบริสุทธ์ิขั้นต่อไป   
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ภาพที่ 4 ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 
หลังจากการท าบริสุทธ์ิด้วยวิธี normal-phase chromatography โดยใช้ ninhydrin (a) และ iodine vapor (b) เป็น 
spraying reagent 

ตารางที่ 3 วิธีการท าบริสุทธ์ิและกิจกรรมของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 ท่ีผ่านการท า
บริสุทธ์ิในแต่ละขั้นตอน   

Solvents used as eluent Proportion Rf Drop-collapsing test (mm)* 
Normal-phase 
   CH2Cl2 : CHCl3 
   EtOAc : CHCl3 
 
Reverse-phase** 
   H2O : MEOH 
 

 
1:1 
1:1 

 
 

9:1 
9:2 
9:4 

 
0.73 
0.49 
0.24 

 
0.42 
0.40 
0.38 

 
1.05±0.2 
3.76±0.4 

0 
 

3.58±0.5 
1.27±0.3 

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 าบริสุทธ์ิสารสกัดหยาบโดยใช้คอลัมน์ SEP-PAK (C18) ท่ีมี mobile phase เป็นน ้ าและเมทานอลใน
อตัราส่วนต่างๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 3 พบว่าสามารถ แยกสาร Rf 0.49 ออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มโดยใช ้ninhydrin และ 
iodine เป็น spaying reagent โดยมีค่า Rf เท่ากบั 0.42, 0.40 และ 0.38 (ภาพท่ี 5) เม่ือตรวจวดักิจกรรมโดยใชวิ้ธี drop 
collapsing test พบว่ากลุ่มสารท่ีมีค่า Rf เท่ากบั 0.42 มีค่ากิจกรรมมากท่ีสุด (ตารางท่ี 3) จึงเลือกใช้สารกลุ่มน้ีใน
การศึกษาขั้นต่อไป   
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ภาพที่ 5 ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบของสารสกดัหยาบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 
หลังจากการท าบริสุทธ์ิด้วยวิธี reverse-phase chromatography โดยใช้ ninhydrin (a) และ iodine vapor (b) เป็น 
spraying reagent 

 3.3 Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) 
 เม่ือตรวจสอบองคป์ระกอบของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผา่นการท าบริสุทธ์ิดว้ย FT-IR ซ่ึงใชใ้นการศึกษา
หมู่ฟังก์ชนัของสาร ผลจาก FT-IR spectrum พบการยืดตวัของ O-H ท่ี 3305 cm-1, การยืดตวัของ 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 ซ่ึงการวิเคราะห์ผล
จาก FT-IR spectrum บ่งบอกถึงการมีน ้าตาลและไขมนัเป็นองคป์ระกอบ (ภาพท่ี 6) 

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

 3.4 Mass spectroscopy 
 ศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิดว้ย 
liquid chromatography-mass spectroscopy (LC-MS) พบว่าสามารถตรวจพบสญัญาณท่ีมีมวลโมเลกุลเท่ากบั 1,004, 
1,018 และ 1,032 m/z (ภาพท่ี 7) โดยสัญญาณท่ีห่างกนั 14 m/z มาจากการแตกตวัของหมู่เมทิล (CH2) มวลโมเลกุล
ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 มีค่าเท่ากบั 1,032 m/z สอดคลอ้งกบัรายงานของ Roongsawang 
และคณะ (2002) ท่ีศึกษาพบวา่มวลโมเลกุลของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทดจ์ะอยู่ในช่วง 1,007-1,035 
m/z รายงานน้ีเป็นรายงานฉบบัแรกท่ีกล่าวถึงการผลิตสาร ลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดลิโปเปปไทดจ์ากเช้ือแบคทีเรีย
ในจีนสั Inquilinus 
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ภาพที่ 7 Mass spectrum ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ Bacillus subtilis AS6 หลงัจากการท าบริสุทธ์ิ 

สรุปผลการวจิัย 
จากการศึกษาวิธีการในการเก็บเก่ียวสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเช้ือ B. subtilis AS6 พบวา่การสกดัสารลด

แรงตึงผิวชีวภาพดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์chloroform/methanol ในอตัราส่วน 2 ต่อ 1 โดยปริมาตร ใหส้ารลดแรงตึง
ผิวท่ีมีค่ากิจกรรมในการลดแรงตึงผิวสูงท่ีสด มีค่าความเขม้ขน้ท่ีนอ้ยท่ีสุดท่ีท าใหเ้กิดไมเซลลเ์ท่ากบั 0.044 กรัมต่อ
ลิตร และมีค่าความสามารถในการลดแรงตึงผิวเท่ากบั 44 mN/m โดยสามารถเกบ็เก่ียวสารสกดัหยาบของสารลดแรง
ตึงผิวชีวภาพได ้0.45 กรัมต่อลิตร  

จากการศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัได ้พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ี
สกดัไดมี้ความคงตวั ในช่วงพีเอช 6-9 อุณหภูมิ 25-121 องศาเซลเซียส โดยมีค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 44-47 mN/m สาร
ลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดมี้ความคงตวัต่อโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 12 โดยพบว่าค่าแรงตึงผิวต ่ากวา่ 
50 mN/m มีความคงตัวต่อแมกนีเซียมคลอไรด์และแคลเซียมคลอไรด์ท่ีความเข้มขน้ร้อยละ 0-0.1 และ 0-0.04 
ตามล าดบั สารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีสกดัไดย้งัคงมีกิจกรรมการลดแรงตึงผิวในน ้าทะเลโดยมีค่าแรงตึงผิวเท่ากบั 44 
mN/m 

จากการตรวจสอบความบริสุทธ์ิและศึกษาองคป์ระกอบบางส่วนของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผา่นการท า
บริสุทธ์ิบางส่วนโดยคอลัมน์โครมาโตกราฟี ตรวจสอบโดย Thin Layer Chromatography, Fourier Transform 
Infrared Spectrometer และ Mass spectroscopy พบว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพท่ีผลิตจาก B. subtilis AS6 ท่ีผ่านการ
ท าบริสุทธ์ิมีกรดอะมิโนและไขมนัเป็นองคป์ระกอบโดยมีน ้าหนกัโมเลกลุเท่ากบั 1,032 m/z 
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