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Abstract  

 

One hundred and ninety-seven strains of bacteria were isolated from northern 

Thailand (69 from hot springs and 128 from garage sites) and screened for 

biosurfactant production. Their surfactant activities were detected by oil displacement 

area measurement, emulsification test and droplet formation on parafilm surface.  

Twenty-five strains of bacteria from garage sites showed a high biosurfactant 
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producing capability. Strain SCMU 106 which produced the biosurfactant with the 

highest values of oil displacement area (143.20 cm2), emulsification index (60%), and 

droplet formation on parafilm surface (8.0 mm) was identified to be Pseudomonas 

aeruginosa by 16S rDNA sequence analysis. The combination of 1% glucose plus 

0.1% corn oil as carbon source and 0.5% NH4H2PO4 as nitrogen source was the 

initial optimal biosurfactant producing condition. Various parameters (the amount of 

glucose, corn oil, NH4H2PO4 as well as different pH and temperature) were used for 

the optimization of biosurfactant produced from P. aeruginosa SCMU106. 

Statistically, ANOVA was used to improve the experimental efficiency. Finally, the 

optimal condition was obtained as followed: glucose (3.0 g/l) and 1% corn oil 

supplemented with NH4H2PO4 (0.3 g/l), pH 8.0 at 37 °C with 500 rpm agitation in a 

5-L bioreactorat, gave the highest yield at 0.014 g/ml. The effects of pH, salinity and 

temperature on the produced biosurfactant were also evaluated. The produced 

biosurfactant shown to be stable to high temperature, wide pH range (pH 6-10) and 

high salinity (NaCl solution up to 8% NaCl). The biosurfactant showed about 60% 

emulsification activity with various hydrocarbons and vegetable oils. Moreover, it 

showed wetting, foaming and detergency properties. Based on partial purification and 

chemical analysis of the biosurfactant, it was identified to be in glycolipid group as 

rhamnolipid. The purified glycolipid from P. aeruginosa SCMU106 was further 

submitted to spectroscopy analysis and identified to be dirhamnolipid (Rha-Rha-C10-

C10). An aqueous solution of biosurfactant (5%) displayed antimicrobial activity 

against the pathogenic species (Staphylococcus aureus: MRSA, S. aureus 

ATCC25932 and β-hemolysis streptococcus group A) with MIC of 25.0, 50.0, and 

0.39 mg/ml, respectively, but not against Gram-negative bacteria (P. aeruginosa 
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ATCC27853 and Eschelichia coli ATCC 25922). This will provide a new opportunity 

to apply rhamnolipid biosurfactant for the pharmaceutical and cosmetic fields. 
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บทคัดยอ 

 

ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียจํานวน 197 ไอโซเลตที่แยกไดจากดินบริเวณพื้นที่ภาคเหนือ

ของประเทศไทย ( 69 ไอโอเลตจากบอนํ้าพรุอนและ 128 ไอโซเลตบริเวณอูซอมรถ) เพื่อทําการ

คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพโดยวิธีการแผกระจายบนผิว

นํ้ามัน การเกิดอิมัลชั่น และการแผกระจายบนพื้นผิวพาราฟลม พบวาแบคทีเรียจํานวน 25 ไอโซเลต

ที่แยกไดจากบริเวณอูซอมรถมีความสามารถในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ แบคทีเรียไอโซ

เลต SCMU106 สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงที่สุดคือ สามารถแผกระจายบนผิวของ

นํ้ามันเทากับ 143.20 ตารางเซนติเมตร การเกิดอิมัลชั่นเทากับ 60% และการแผกระจายบนพื้นผิว

ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ  การผลิตและการหาลักษณะเฉพาะของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

   ชนิดแรมโนไลปดจาก Pseudomonas aeruginosa SCMU 
 106  

 
  
ผูเขียน นายสุรชัย เตชะเอย 

  

ปริญญา วิทยาศาสตรดุษฎีบัณฑิต  (เภสัชศาสตร) 

  
คณะกรรมการท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ 

 

                                                         รศ. พิมพร ลีลาพรพิสิฐ                   อาจารยที่ปรึกษาหลัก 

                                                         ศ. ดร. สายสมร ลํายอง                    อาจารยที่ปรึกษารวม  

                                                         ผศ. ดร. ดํารงณ ศานติอาวรณ          อาจารยที่ปรึกษารวม  

                                                         ดร. ไว ประทุมผาย                          อาจารยที่ปรึกษารวม 

                                                         Prof. Dr. Frank M. Unger               อาจารยที่ปรึกษารวม  

                                                         Prof. Dr. Helmut Viernstein           อาจารยที่ปรึกษารวม 



 
 

ix 
 

พาราฟลมไดเทากับ 8.0 มิลลิเมตร จากการตรวจเอกลักษณของสายพันธุแบคทีเรียโดยใชวิธี 16S   

rDNA พบวาแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวคือ Pseudomonas aeruginosa สภาวะที่เหมาะสมเบื้องตน

ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคือ ใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวย นํ้าตาลกลูโคส (1.0%) 

นํ้ามนัขาวโพด (0.1%) เปนแหลงคารบอน และ NH4H2PO4 (0.5%) เปนแหลงไนโตรเจน  ปจจัยที่มี

ผลตอสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากเชื้อ P. aeruginosa SMU106 คอื 

นํ้าตาลกลูโคส นํ้ามันขาวโพด NH4H2PO4  ความเปนกรด -ดาง และอุณหภูมิ  การวิเคราะหความ

แปรปรวนโดยใชโปรแกรมดานสถิติไดถูกนํามาใชเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพตอการทดลอง สภาวะที่

เหมาะสมที่สุดตอการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพคือ นํ้าตาลกลูโคส 3.0 กรัมตอลิตร นํ้ามัน

ขาวโพด (1.0%) NH4H2PO4

 

 0.3 กรัมตอลิตร คาความเปนกรด -เบสเทากับ 8.0 ที่อุณหภูมิ 37.0 

องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีการกวนเทากับ 500 รอบตอนาทีในถังหมักขนาด 5 ลิตร สามารถผลิต

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพไดสูงสุดเทากับ 0.014 กรัมตอมิลลิลิตร ผลกระทบของคาความเปนกรด -

เบส เกลือและอุณหภูมิถูกนํามาวิเคราะหเพื่อศึกษาความมีเสถียรภาพของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่ง

พบวาสารลดแรงตึงผิวชีภาพมีความเสถียรภาพตออุณหภูมิที่ระดับสูง ทนตอความเปนกรด -เบส 

ระหวาง 6-10 และทนตอคาความเค็มของเกลือไดมากกวา 8.0 เปอรเซ็นต สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ

สามารถเกิดอิมัลชั่นไดเทากับ 60% กับสารประกอบไฮโดรคารบอนและน้ํามันที่สกัดไดจากพืช 

นอกจากนี้ยังแสดงคุณสมบัติการเปยกน้ํา การเกิดโฟม การละลายและการชะลาง จากฐานขอมูลการ

แยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพขั้นตนและคุณสมบัติทางเคมีของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ พบวาสารดัง

กลาวคือกลุมไกลโคไลปดชนิดแรมโนไลปด เมื่อทําการแยกสารลดแรงตึงผิวชีวภาพใหบริสุทธิ์จะ

ใหคาอัตราการเคลื่อนที่ เทากับ 0.44 จากการวิเคราะหดวยเทคนิค แมสเปกโตเมตรีพบวา สารลด

แรงตึงผิวชีวภาพที่แยกบริสุทธิ์จากแบคทีเรีย P. aeruginosa SCMU106 คอื ไดแรมโนไลปด โดยมี

สูตรโครงสรางเปน Rha-Rha-C10-C10 สารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่ระดับ 5% สามารถตานการเจริญ

ของเชือ้กอโรคคอื Staphylococcus aureus (MRSA), S. aureus ATCC25932 และ β-hemolysis 

streptococcus group A  โดยใหคาความเขมขนตํ่าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อไดเทากับ  25.0, 50.0, และ 

0.39  มิลกรัมตอมิลลิลิตรตามลําดับ แตไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมลบคือ P. 

aeruginosa ATCC27853 และ Escherichia coli ATCC 25922 ดังน้ันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิด

แรมโนไลปดจึงเปนอีกแนวทางหน่ึงที่จะนําไปประยุกตใชดานเวชศาสตรเคร่ืองสําอาง 

 
 


