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บทนำ

สารลดแรงตึงผิวชีวภาพ (biosurfactants) หมายถึง สารชีวโมเลกุลที'มีสมบัติเป็น 

สารลดแรงตึงผิว ซึ่งสร้างโดยสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น แบคทีเรีย 

ราและยีสต์บางชนิด (Cooper และ Zajic, 1980) ปัจจุบันสารลดแรงตึงผิวชีวภาพทวีความ

สำค ัญ ทางเศรษฐกิจมากขึ้นและมีการนำมาใช้แทนสารลดแรงตึงผิวที่ได้จากการสังเคราะห์ทางเคมี 

เนื่องจากถูกย่อยสลายได้ทางชีวภาพจึงไม่เป็นอันตรายต่อสิ่งแวดล้อม มีความเป็นพิษตํ่า อีกทั้ง 

สามารถผลิตจากสารตั้งต้นที่มาจากทรัพยากรที่นำกลับมาใช้ใหม่ได้ (Mercade และคณะ, 1993; 

Babu และคณะ, 1996; Daniel และคณะ, 1998) โครงสร้างหลักของสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เป็นแอมทิเพาดิก ซึ่งประกอบด้วยส่วนที่ชอบไขมันและส่วนที่ชอบนํ้า Desai และ Banat

(1997) ได้แบ่งสารลดแรงตึงผิวชีวภาพออกเป็น 6 ชนิดตามโครงสร้างทางเคมีได้แก่ ไกลโคลิพิด 

ไลโพเพพไทด์และไลโพโปรตีน กรดไขมันและไขมันที,เป็นกลาง ฟอสฟอลิพิด สารลดแรงตึงผิว 

ชีวภาพที่มีโครงสร้างเป็นพอลิฌอร์และสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีลักษณะเป็นอนุภาค

แรมโนลิพิดเป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพชนิดไกลโคลิพิดผลิตจาก Pseudomonas

aeruginosa และ Pseudomonas sp. (Desai และ Banat, 1997; Lang และ พนllbrandt, 

1999) แรมโนลิพิดบรีสุทธี้ที่ความเข้มข้นระหว่าง 10-200 มิลลิกรัมต่อลิตร ลามารถลดแรงตึงผิวให้ 

อยู่ระหว่าง 25-30 mN/m พบครั้งแรกโดย Bergstrom และคณะในปี 1946 แรมโนลิพิด 

ทีพบผลิตโดย Pseudomonas pyocyanea ต่อมาในปี 1949 Jarvis และ Johnson

เป็นกลุ่มแรกที่รายงานว่ามีการผลิตแรมโนลิพิดจาก Pseudomonas aeruginosa โครงสร้างของ

แรม'โนลิพิดแบ่งเป็น 6 กลุ่มใหญ่ตามรายงานของ Lang และ Wullbrandt (1999) ซึ่งแต่ละ 

กลุ่มแตกต่างกันตามจำนวนของนํ้าตาลแรมโนสและกรดบีตา-ไฮดรอกซีดีคาร์โนอิก นอกจาก

แรมโนลิพิดจะมีสมบัติเป็นสารลดแรงตึงผิวแล้ว Abalos และคณะ (2001) ได้รายงานว่าสาร

ผสมแรมโนลิพิดที่ผลิตจาก Pseudomonas aeruginosa มีความสามารถในการต้านจุลชีพคือ 

แบคทีเรียและราได้

กระบวนการการลังเคราะห์แรมโนลิพ ิดชนิดที่ 1 และ 2 ที่ผลิตโดย Pseudomonas 

aeruginosa ATCC7700 เกิดจากการส่งผ ่านแรมโนซิลอย่างจำเพาะสองครั้งอย ่างเป ็น

ลำดับด้วยเอนไซม์แรมโนซิลทรานลเพ่อเรล 2 ชนิด คือ rhamnosyltransferase 1 (Rt 1) และ 

rhamnosyltransferase 2 (Rt 2) ตามลำดับ โดยใช้ thymidine-diphospho-L-rhamnose (TDP- 

L-rhamnose) เป ็น ต ัว ใ ห ้ แ ล ะ  (3-hydroxydecanoyl-(3-hydroxydecanoate ห ร ือ  mono-
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rhamnolipid เป็นตัวรับแรมโนซิล (Burger และคณะ, 1963) ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์

แรมโนลิพิด'ชนิดที 1 อยู่ใน rhl operon โดย rhIA และ rhIB ประมวลรหัส rhamnosyltransferase 

1 (Rt 1 ) นอกจากนี้ย ังมียีนที่ควบคุมการแสดงออกของ rhIA และ rhIB อีกคือ rhIR ที่ประมวล

รหัสของโปรตีน RhIR ทำหน้าท ี่ควบคุมการถอดรหัสของ rhIA และ rhIB (Ochner และ 

ค ณ ะ ,1994b) และ Rhll เป็นเอนไซม์ autoinducer synthetase ที่ใช้ในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 

autoinducer (Ochsner และ Reiser, 1995) autoinducer หรือ N-acylated homoserine 

lactones (HSLs) เป็นสารที่มีโมเลกุลเล็กใช้ในการส่งสัญญาณในการวัดความหนาแน่นประชากร 

ของเชลล์แบคทีเร ืยเพ ื่อพร้อมปรับกลไกการทำงานให้เข ้าก ับสภาพแวดล้อมใหม่ท ี,เปลี่ยนไปได้ 

(Fuqua และคณะ, 1994) เมื่อความหนาแน่นของแบคทีเรียสูงขึ้น autoinducer เหล่านี้จะถูก

ปล่อยและไปกระตุ้นอย่างจำเพาะกับ transcription regulator ให้สามารถทำงานได้ (Fuqua และ 

คณะ, 1996; Fuqua และ Greenberg, 1998; Salmond และคณะ, 1995) โปรตีน RhIR เป็น 

transcriptional activator ทียังไม่สามารถทำงานได้ต้องถูกกระตุ้นด้วย autoinducer ทีสร้างโดย 

การเร่งปฏิกิริยาด้วยโปรตีน Rhll Ochsner และ Reiser (1995) พบว่าในสายพันธุกลายที่ขาด 

rhll ไม,สามารถสร้างแรมโนลิพ ิดเพราะการกระตุ้นการสร้างแรมโนลิพ ิดเริ่ม1จากการสังเคราะห ์ 

N-acylated homoserine lactone

ปัจจุบันเนื่องจากทราบข้อมูลระดับอณูพันธุศาสตร์ และกลไกการควบคุมการผลิต

แรม'โนลิพิดแล้ว ยังมีผู้สนใจปรับปรุงสายพันธุจุลินทรืย์ดังกล่าวให้มีความสามารถในการผลิตโมโน 

แรมโนลิพิดเพิ่มมากขึ้น โดยนำ rhIAB ต่อเชื่อมกับโปรโมเตอร์ tac ได้เป็นพลาสมิด pU098 

และนำเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านต่างๆ เพื่อดูความสามารถ1ในการผลิตโมโนแรม'โนลิพิด พบว่า

Pseudomonas putida KT2442 ซึ่งปกติไม่มีความสามารถในการผลิตโมโนแรมโนลิพิดเมื่อได้รับ 

พลาสมิด pU098 สามารถผลิตโมโนแรมโนลิพิดได้ในขณะที'ไม่มีการผลิตโมโนแรมโนลิพิดใน 

Escherichia coli (Ochsner และคณะ, 1995)

Pseudomonas sp. A41 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากนํ้าทะเลในบริเวณอ่าวไทย 

จ. สมุทรลงคราม โดย อารีย์ ก๋งฉิน ในปี พ.ศ. 2542 ซึ่งสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

เมื่อใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนแต่ถ้าใช้นํ้ามันปาล์มจะทำให้ผลผลิตเพิ่มมากขึ้น สารลดแรงตึงผิว 

ซึ่งอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อลดค่าแรงตึงผิวของนํ้าจาก 72 ทาผ/ทา เป็น 29 mN/m และผลิตสาร

ลดแรงตึงผิวชีวภาพได้ดีเมื่อมีแอมโมเนียมไนเตรตเป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มที่ 30°ซ เขย่าท่ี 200 

รอบต่อนาที ในอาหารเหลวกำหนดสูตรที่มีค่าความเป็นกรดเป็นด่างเท่ากับ 7.0 ต่อมา นพรัตน์ 

วานิชสุขสมบัติ (2545) นำสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที,ได้มาทำให้บริสุทธิ้ด้วยวิธีโครมาโทกราทีเ

และวิเคราะห์ทางเคมีด้วย LC-MS และ IR-spectrum สามารถพิสูจน์ได้ว่าสารลดแรงตึงผิวชีวภาพ 

ที่ผลิตได้เป็นแรมโนลิพิด
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ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษา rhIA และ rhIR ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แรมโนลิพิดใน 

Pseudomonas sp. A41 โดย rhIA เป็นยีนที่กำหนดรหัสโปรตีน RhIA ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่ง 

ของเอนไซม์ rhamnosyltransferase 1 และ rhIR เป็นยีนที่มีส่วนควบคุมการแสดงออกของ rhIAB 

เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการปรับปรุงการผลิตแรมโนลิพิดในระดับอณูพันธุศาสตรัเห้มผลิตภัณฑ์ 

เพิ่มสูงขึ้น

ว ัตถ ุประสงค ์

โคลนและศึกษาสักษณะของยีนกลุ่ม ภ'-?/ ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แรม'โนลิพิดของ 

Pseudomonas sp. A41

ข ึ้นตอนการดำเน ินงาน

1. จำแนก Pseudomonas sp. A41 โดยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S 

ribosomal DNA (16S rDNA)

2. เพิ่มจำนวน rhIA หรอ rhIR ซึ่งอยู่บนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ด้วย 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส

3. ค้นหาขึ้นส่วนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ Pseudomonas sp. A41 ที่มี rhIA หรือ 

rhIR ด้วยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)

4. โคลน:ชิ้นดีเอ็นเอของ Pseudomonas sp. A41 ที่มี rhIA หรือ rhIR

5. หาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rhIA หรือ rhIR จากรีคอมบิแนนท์พลาสมิดและเปรียบ 

เทียบลำดับนิวคลีโอ1ไทค์ที่1ได้กับลำดับนิวคลโอ1ไทด์ที่มีอยู่1ใน GenBank

ประโยชน ์ท ี่ค ่าว ่าจะได ้ร ับ

ทราบลำดับนิวคลีโอไทค์ฃองยีนซึ่งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แรมโนลิพิดใน

Pseudomonas sp. A41
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