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1. ���������� 

�����	
���������������������������������� �� !�" #�$��% Acinetobacter calcoaceticus 
subsp. anitratus SM7 .�/���0����1�# $2 glycerol stock ��/�
<�!=>� -20 ��@��.��.��� �AB�������/
���#�$	������C����/A�ADE�F������>�	���C�������G�� (Maneerat et al., 2005) 

 
2. ���������� �!"�� 

��������������������>��������/>�$ ��C��0����1������ A. calcoaceticus subsp. anitratus 
SM7 F�� Marine broth 2216 (Difco, USA) 

 
3. 	���$%� 

 - n-tridecane ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
 - n-tretradecane ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
 - n-pentadecane ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
 - n-hexadecane ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
 - n-heptadecane ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
 - Benzene ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
 - Toluene ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 

- Xylene ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- Weathered crude oil (WCO) #�$���F �>�
�F��C��	�� Prof. Dr. Fusako Kawai, 
Research Institute for Bioresources, Okayama University A�C��@k�/A
l 

- Rhodamine ���1�� Fluka Chemical Co. (Bushs, Switzerland) 
- Ninhydrin ���1�� Fluka Chemical Co. (Bushs, Switzerland) 
- Anisaldehyde ���1�� Nacalai Tesque Inc. (Tokyo, Japan) 
- Sodium dodecyl sulfate ���1�� Bio-Rad (California, USA) 
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- Tween 80 ���1�� Ajax finechem Ltd. (Auckland, Newzeland) 
- ��>o>���>.���p� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- �C.�o� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- �>q��� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- ��q��� 95% ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- ��q���C.���� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- #"���� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
- ����C.���� ���1�� Lab-Scan (Bankok, Thailand) 
����F>���/2�$2��� ��F��C������	���>G��������������� �� !�" ������C�������

�������� �� !�" �AB����F>����� ��F��C�� 
 

4. ������ 
- �F��/�� ��F �>�AB���-�%�� �
% 420A ���1�� Orion Research, Inc 
- �F��/���G�%�F �F
>�
<�!=>� �
% M.3525 v 1 ���1�� LAB v Line Instruments, Inc 
- �F��/���G�%�#>%F �F
>�
<�!=>� �
% GFL ���1�� Gesellschaft fur Labortechnik mbH 
- �F��/��Ayz�� �/�����F �F
>�
<�!=>� �
% 5403 ���1�� Eppendorf  
- �F��/��Ayz�� �/�����F �F
>�
<�!=>� �
% SCR 20 B ���1�� Hitachi 
- �F��/��������@�$� (hot air oven) �
% MOV. 212 ���1�� Sanyo Electric Co., Ltd 
- �%��F �F
>�
<�!=>� (water bath) �
% W350 ���1�� Memmert  
- �>$��/�}%������ (autoclave) �
% SS-325 ���1�� Tomy Seiko Co., Ltd 
- �F��/����A�o��opo�>������ �
% U-2000 ���1�� Technical Cooperation  
- �=$A�������� (laminar air flow) �
% 527044 ���1�� Hotpack 
- �F��/����/� 4 �����%� �
% BP 210s ���1�� Sartorius 
- �F��/����/� 2 �����%� �
% HF-1200 ���1�� A&D company, Ltd 
- �F��/��Ayz��> (vortex mixer) �
% 1297 ���1�� LAB v Line Instruments, Inc 
 

5. ��	
� 

- ��% Thin Layer Chromatography (TLC) aluminium sheets silica gel 60 F254 G�� 
20x20 cm layer thickness 0.2 mm ���1�� MERCK 

- �
� dialysis G�� molecular weight cut-off 8,000 ����� ���1�� Viskase 
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����������$����� 

1. ������$������������)*� �!"��  
A��A��� ��%��>� 1 >�������� ��#AAyz�� �/����/F �>��0 ��� 10,000 ����%���� �AB� �� 

15 ��� �������% 2���� �$���.����$ �oA����.��>p���p���p�p��� (50 >����o>���� "���� 7.0) 
2 F���� ���>o.����>#�����#.�� 0.1 ���>�� �%>��/�
<�!=>� 100 ��@��.��.��� � 20 ��� 
(Shabtai, 1990) ��$ 	����#A��A��>�<oA��������>�o�� �q� Lowry method (Lowry et al., 1951) 
(!�F� � G) 
 
2. ������$�����$+� Emulsification activity (%EA) 

���> n-hexadecane 1 >�������� ��2����C����� ��%�� 1 >�������� ��/��=%2���������
��>2�$�G$����$ � vortex mixer � 2 ��� ��$ ����# $ 10 ��� ��F%� emulsification activity o��
��>���F�� <#�$	���>��� (Cooper and Goldenberg, 1987) 
 

Emulsification activity  =  F �>�=�G�� emulsion ��/����G�� x 100 
                                                                        F �>�=������>�G������C��� 

 

3. ������$�������%��>�?�� 

 ��F��C��A��>�<oA�����/�AB��F�A�C���G��������������� �� !�"o�� �q� Bradford 
method (Bradford, 1976) (!�F� � G) 
 
4. ������$�������%����@�?�� 

 ��F��C��A��>�������������>���/�AB��F�A�C���G��������������� �� !�"o�� �q� 
phenol-sulfuric method (Dubois et al., 1956) (!�F� � G) 

 
��������
��  

��������>��$������ 
�%������� Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus SM7 	�� glycerol stock 0.1 

>�������� ��2 Marine broth A��>��� 4 >�������� 2���������G������ �G�%���/�
<�!=>��$��
�AB� �� 24 ��/ o>� 	�����%������� 1.0 >�������� ��2 marine broth A��>��� 100 >�������� 2 
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p����� G�� 250 >�������� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��/�
<�!=>��$�� �AB� �� 24 
��/ o>��"�/�2�$�AB��$������ 

 

1. ����������$��%	�%��AB������%��C�DE
� WCO *� ?���C������	+��B	 
�%����$������ 1% ��2 marine broth A��>��� 100 >�������� 2p�����G�� 250 >�������� 

�G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��/�
<�!=>��$�� �AB� �� 24 ��/ o>� ����	������ �/��������
�.������	������>�� (culture broth) �$���.����$ �oA����.��>p���p���p�p��� (50 >����o>����  "�
��� 7.0) ���F���� ��$ �C����.�������o��2�$��p�p������>2�$>�A��>�����%��������������������
���/>�$ 	�������> WCO �$���C 1 ����2�% 2� (cell-free broth) ��C�.����G ��� (cell 
suspension) �G�%�!��2�$�!� C���� ����������������� ��$ �A����������������>��.�#p�� WCO G��
�.����G �����C�% 2� 
 
2. IJ�K�	L��������%��	%B��������)���M��?	���
�� ?J M��!��L�N*� �!"�� A. calcoaceticus 

subsp. anitratus SM7 

 2.1 	T?������ 

�%����$������ 1% ��2 �=������� 2 �=�� F�� minimal salt medium (!�F� � �) ��C 
seawater medium (!�F� � �) o����%�C�=��>���=oF� ��C n-hexadecane F �>�G$>G$ 2% ��C 
1% �AB���%�F�������>������ ����������������>�A��>��� 100 >�������� 2p�����G�� 250 
>�������� �������������/�
<�!=>��$�� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 
72 ��/ o>�  �� emulsification activity ��$ ������=���������C���%�F�������/��>�C�>�������
��������G���%�#A 
 2.2 ���+ $������ 

�%����$������ 1% ��2������������������/��>�C�>	��G$� 2.1 A��>��� 100 >�������� 2 
p�����G�� 250 >����������/A�C����$ ����%�F����� F�� n-tridecane, n-tetradecane, n-
pentadecane, n-hexadecane, n-heptadecane F �>�G$>G$ 0.1% �������������/�
<�!=>��$�� �G�%���/
F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 ��/ o>�  ������	��ko�� ��F��C��
oA��������>�G���.���, "����, emulsification activity ��������%�F�������/2�$F%� emulsification 
activity �=���/�
��"�/������2G�����%�#A 
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2.3 $��%�*U%*U�*� ���+ $������ 
�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�������/��>�C�>	��G$� 2.2 A��>��� 

100 >�������� 2p�����G�� 250 >�������� o��A���F �>�G$>G$G�����%�F�����2�$>�F%�
��%���� 0.1, 0.3 ��C 0.5% �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 
��/ o>�  ��F��C����%���� ���G$� 2.2 �����F �>�G$>G$G�����%�F�������/2�$F%� emulsification 
activity �=���/�
��"�/������2G�����%�#A 

2.4 ���+ D�>?���� 

�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�������CF �>�G$>G$G�����%�
F�������/��>�C�>	��G$� 2.3 A��>��� 100 >�������� 2p�����G�� 250 >�������� ��/
A�C����$ ����%�#o���	 F�� ��>o>���>#���� ��>o>���>.���p� ��C��>o>���>
#�o���	F������� F �>�G$>G$ 0.1 % �������������/�
<�!=>��$�� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%�
��� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 ��/ o>�  ��F��C����%���� ���G$� 2.2 ��������%�#o���	��/
2�$F%� emulsification activity �=���/�
��"�/������2G�����%�#A 

2.5 $��%�*U%*U�*� ���+ D�>?���� 

�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�����  F �>�G$>G$G�����%�F����� 
��C���%�#o���	��/��>�C�>	��G$� 2.4 A��>��� 100 >�������� 2p�����G�� 250 >�������� 
o��A���F �>�G$>G$G�����%�#o���	2�$>�F%���%���� 0.1, 0.3 ��C 0.5% �������������/
�
<�!=>��$�� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 ��/ o>� 
 ��F��C����%���� ���G$� 2.2 �����F �>�G$>G$G�����%�#o���	��/2�$F%� emulsification activity 
�=���/�
��"�/������2G�����%�#A 

2.6 N���!����%?U� 
�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�����  F �>�G$>G$G�����%�F����� 

���%�#o���	 ��CF �>�G$>G$G�����%�#o���	��/��>�C�>	��G$� 2.5 A��>��� 100 
>�������� 2p�����G�� 250 >�������� o��A���"����G������������������2�$>�F%���%���� 5, 6, 7 
��C 8 �������������/�
<�!=>��$�� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 
72 ��/ o>�  ��F��C����%���� ���G$� 2.2 �����"�������/>�$��/2�$F%� emulsification activity �=���/�
�
�"�/������2G�����%�#A 

2.7 ����LT%� 

�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�����  F �>�G$>G$G�����%�F����� 
���%�#o���	��/��>�C�> F �>�G$>G$G�����%�#o���	 ��C"����	��G$� 2.6 A��>��� 100 
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>�������� 2p�����G�� 250 >�������� o���������������/ 25 ��@��.��.���, �
<�!=>��$�� ��C 37
��@��.��.��� �G�%���/F �>��0 ��� 200 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 ��/ o>� 
 ��F��C����%���� ���G$� 2.2 ������
<�!=>���/2�$F%� emulsification activity �=���/�
��"�/������2
G�����%�#A 

2.8 ���B�U����I 

�%����$������ 1% ��2������������������/>����%�F�����  F �>�G$>G$G�����%�F����� 
���%�#o���	��/��>�C�> F �>�G$>G$G�����%�#o���	 ��C"���� ��/��>�C�> A��>��� 100 
>�������� 2p�����G�� 250 >�������� �������������/�
<�!=>���/��>�C�>	��G$� 2.7 o���G�%���/
F �>��0 ��� 100, 200, 300 ����%���� ��0��� ��%����/� �� 0, 24, 48, 72 ��/ o>�  ��F��C��
��%���� ���G$� 2.2 �����F �>��0 �����/2�$F%� emulsification activity �=���/�
��"�/������2
G�����%�#A 

2.9 �������������%��	%B����M��?	���
�� ?J M��!��L�NL��B?U	L��������%��	%*� 

�!"�� A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 

�%����$������ 1% ��2������������������/��>�C�> A��>��� 200 >�������� 2p�����G��
500 >�������� ��C�����������2�!� C��/��>�C�>2����	��k��C����������������� �� !�" o��
��0��� ��%����/� �� 0, 12, 24, 36, 48, 60 ��C 72 ��/ o>�  ��F��C����%���� ���G$� 2.2 ������% �� ��
��/2�$F%� emulsification activity �=���/�
� �"�/�2�$2�������������������� �� !�"�%�#A 
 

3. IJ�K��������	��
	���
�� ?J M��!��L�N����!"�� A. calcoaceticus subsp. anitratus SM7 

3.1 ?�?����
U����%>%����%C���E? 

���>��>o>���>.���p�2�% 2���/#�$	������� �/������.��� 500 >�������� o��2�$��/>�� 
��/F �>�G$>G$2�% � 40-60 % ��0��C��o���� �/����/F �>��0  8,000 ���/��� � 10 ��� 
	�����C����C��2������/ ������C����C����/#�$>����	������� (dialysis) o��2�$ dialysis 
bag ��/>� molecular weight cut-off 8,000 �����2������/o���A��/�������/��/� �� 1, 2, 4 ��/ o>� 
��C����# $G$�>F� ��$ ���2�$�G$>G$G��o��2�$F������.��>q���.��=o�� �����F �>�G$>G$
��>o>���>.���p���/��>�C�>2������C��  ��F��C����o����/��������C����C��F%�
F �>�G$>G$��/$����/�
���/���2�$������>���� (critical emulsifier concentration)  
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3.2 ?�?����
U����C�>?� 

���% 2�>����C���$ ��C.�o�2������%  1:3 ����# $��/�
<�!=>� 4 ��@��.��.��� 
� 15 ��/ o>� 	������0��C��o���� �/����/F �>��0  8,000 ���/��� � 10 ��� �C���     
�C.�o�  ��F��C������%���� ���G$� 3.1 

3.3 ?�?����
U���%����� 

���% 2�>����C���$ ��>q���2������%  1:3 ����# $��/�
<�!=>� 4 ��@��.��.��� 
� 15 ��/ o>� 	������0��C��o���� �/����/F �>��0  8,000 ���/��� � 10 ��� �C���  
�>q���  ��F��C������%���� ���G$� 3.1 

3.4 ?�?����
U���������  

���% 2�>����C���$ ���q��� 95%2������%  1:3 ����# $��/�
<�!=>� 4 ��@�
�.��.��� � 15 ��/ o>� 	������0��C��o���� �/����/F �>��0  8,000 ���/��� � 10 ��� 
�C�����q���  ��F��C������%���� ���G$� 3.1 

	�� �q�������C��������������� �� !�"���� 4  �q� ����� �q���/����/�
�2������������
�������� �� !�"o���A���������F%� critical emulsifier concentration ��C�������C����/#�$ o��
����� �q�������C����/2�$�C��>����/�
���C/����>�F%� critical emulsifier concentration $��
��/�
� 

 
4. IJ�K�$��	%��?�*� 	���
�� ?J M��!��L�N���	��
D
U 

4.1 N���!�����%��	%?+�����@� ��*� 	���
�� ?J M��!��L�N 

�C���������������� �� !�"��/����#�$�$ �������/ ��$ A���"�����$ � 1N HCl ���� 1N 
NaOH 2�$>�F%�"������%���� 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ��C 12 	����	���� �� emulsification 
activity G��������������� �� !�"��/����#�$��C������������� ����F��C�� F�� sodiumdodecyl 
sulfate (SDS) ��C Tween 80 

4.2 $��%$ ?��?+�����LT%�*� 	���
�� ?J M�����	��
D
U 

 �C���������������� �� !�"��/����#�$�$ �������/ ��$ �%>�� ��%��# $��/�
<�!=>� 25, 30, 
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 ��C 121 ��@��.��.��� � 1 ��/ o>� ��� $��/�
<�!=>� 110 ��C 
121 ��@��.��.��� �%>� 15 ��� ��$ ���2�$��0����/�
<�!=>� 25 ��@��.��.��� 	���� ��
��	���>G��������������� �� !�"��%���� ���G$� 4.1 
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4.3 M�*� ���"�?+�$��%$ ?��*� 	���
�� ?J M��!��L�N���	��
D
U 

�C���������������� �� !�"��/����#�$�$ �������/ ���>o.����>F��#���2�$>�F �>�G$>G$ 
0, 1, 2, 3, 6, 9 ��C 12% �����F��.��>F��#��������>���.��>F��#���2�$>�F �>�G$>G$ 0, 0.02, 
0.04, 0.06, 0.08 ��C 0.1% �����������	���>�������C�� 	���� ����	���>G�������������
�� �� !�"��%���� ���G$� 4.1 

 

5. IJ�K�$��%�@��N��*� 	���
�� ?J M��!��L�N���	��
D
U?+�DY>
�$������?+� Z  
�C���������������� �� !�"�$ �������/  ��F%� emulsification activity ��> �q����

 ��F��C��G$� 2 G��������������� �� !�"��/����#�$���#�o��F���������%��� #�$��% n-
tridecan, n-tetradecane, n-pentadecane, n-hexadecane, n-neptadecane, benzene, toluene ��C 
xylene 

 

6. IJ�K�� $�������� 	+��*� 	���
�� ?J M��!��L�N 

��������������� �� !�"��/����#�$>����	�� impurity o��������#��C#�.�� (dialysis) .�/�
2�$ dialysis bag ��/>� molecular weight cut-off 8,000 ����� 2������/ ��/�
<�!=>� 4 ��@��.��.��� 
o���A��/�������/��/� �� 1, 2, 4 ��/ o>� ��C����# $G$�>F� 	�������2�$����G$>G$G��o��2�$     
F������.��>q���.��=o��	>�A��>��������A�C>�< 10 >�������� ����	������#A�����$���� 
freeze dry ��$ ��������������� �� !�"��/#�$>��� 	�����F�A�C�����%��F�%� � G�������
�������� �� !�"��/����#�$o��  

6.1 Gel Permeation Chromatography  
@��1�������o>���
���C�� 	���F �>����
�q��G��������������� �� !�"��/�%����

�������
�q������% �$ � Gel Permeation Chromatography (GPC) �� 	 ��F��C��o��@=��
��Foo���o��C��C ���
��%�����  

6.2 Thin Layer Chromatography 
 �� 	�����F�A�C�����%��F�%� � G��������������� �� !�"��/�%�����������
�q��

����% �$ � Thin Layer Chromatography (TLC) ��/>� silica gel 60 �AB stationary phase o����#A
��%2 mobile phase F�� ethyl acetate: pyridine: water: acetic acid (5:5:5:1) o��A��>��� ��$ 2�$ 
spraying reagent �%��� 2����� 	�����F�A�C���G��������������� �� !�" 

- 2�$ rhodamine B �"�/��� 	������>���=%G�����#G>� (McInerney et al., 1990) 
(!�F� � F) 
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- 2�$ ninhydrin �"�/��=�>=%�C>�o����C (Wilkinson, 1972) (!�F� � F) 
- 2�$ anisaldehyde2��� ��F��C�������� (Schulz et al., 1991) (!�F� � F) 
6.3 Fourier Transform Infrared Spectrometer  

�� 	�����F�A�C�����%��F�%� � G��������������� �� !�"��/�%�����������
�q��
����% o�� Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) �� 	 ��F��C��o��@=���F��/��>��
 ����@����� >�� ���������G��F����� 
 
 


