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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศุภฤกษ์ เยี่ยมสมบัติ : การคัดกรองและลักษณะสมบัติของไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง (SCREENING 
AND CHARACTERIZATION OF LIPASE FROM MODERATELY HALOPHILIC BACTERIA)  อ . ท่ี ป รึ ก ษ า
วิทยานิพนธ์หลัก: ศ. ดร.อัญชริดา อัครจรัลญา, อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. ดร.สมบูรณ์ ธนาศุภวัฒน์ {, หน้า. 

ในการคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจ านวนท้ังหมด 77 สายพันธุ์ จากตัวอย่างกะปิท้ังหมด 8 ตัวอย่าง ท่ี
เก็บจากตลาดสดมหาชัย จังหวัดสมุทรสาคร จากการคัดกรองสร้างเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็งท่ีมีสับเสตรทเป็น  Tween 
20, 40, 60, 80 และ tributyrin พบว่ามีแบคทีเรียจ านวน 61 สายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ และมีแบคทีเรีย
จ านวน 23 สายพันธุ์ สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้เมื่อน ามาคัดกรองการผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลวท่ีมีสับเสตรทเป็น 
p-Nitrophenyl butyrate (p-NPB) จึงได้คัดเลือกตัวแทนแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางท่ีมีแอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพส
จ านวน 12 ไอโซเลท และไอโซเลทท่ีไม่มีแอกทิวิตีจ านวน 26 ไอโซเลท ในอาหารเหลวมาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์และ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าสามารถจัดกลุ่มแบคทีเรียตัวแทนท่ีย้อมติดสีแกรมบวกท้ังหมด 38 ไอโซ
เลทได้เป็นท้ังหมด 9 สกุล ได้แก่ สกุล Oceanobaillus (2 สายพันธุ์), Virgibacillus  (2 สายพันธุ์), Halobacillus (2 สาย
พันธุ์), Thalassobacillus (2 สายพันธุ์), Bacillus (5 สายพันธุ์), Staphylococcus (9 สายพันธุ์), Salinicoccus (12 สาย
พันธุ์), Nesterenkonia (2 สายพันธุ์) และ Allobacillus (2 สายพันธุ์) จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานแบบโพลีฟาสิ
กของ Allobacillus sp. 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP4-8 และ SKP8-2 จัดเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ ซ่ึงมีผลการวิเคราะห์ล าดับนิ
ว คลี โ อ ไ ทด์ บ ริ เ วณ ยี น  16S rRNA ข อ ง ส า ย พั น ธุ์  SKP4- 8 แ ล ะ  SKP8- 2 ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ ส า ย พั น ธุ์  Allobacillus 
halotolerans B3AT เป็น 99.14 และ 98.80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และท้ัง  2 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึงของ DNA 
เป็น 46.6 ถึง 56.8 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกับ Allobacillus halotolerans B3AT ตามล าดับ จึงสามารถเสนอท้ัง 2 สายพันธุ์
เป็นแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสปีชีส์ใหม่ชื่อว่า Allobacillus saliphilus  

จากการศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเพสของสายพันธุ์  SKP5-4 ซ่ึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Virgibacillus 
halodenitrificans และพบว่าสามารถสร้างเอนไซม์ไลเพสได้สูงสุดในระยะ stationary phase เมื่อเลี้ยงในอาหารดัดแปลง
สูตร JCM no. 377 ท่ีความเข้มข้นเกลือ 5 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 8.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 ชั่วโมง แล้วท า
เอนไซม์ให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค acetone precipitation, anion exchange chromatography พบว่าไลเพสท่ีได้มีความ
บริสุทธิ์ขึ้นถึง 11.6 เท่า มีขนาดมวลโมเลกุล 50, 43, 30 และ 12 กิโลดาลตันและลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสสามารถ
ท างานได้ดีท่ีสุดในสภาวะท่ีพีเอช 7.0 ความเข้มข้นเกลือโซเดียมคลอไรด์ 2 เปอร์เซ็นต์ และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
นอกจากนี้เอนไซม์ยังมีความจ าเพาะเจาะจงต่อสับสเตรท p-nitrophenyl butyrate (C4:0)  

 

 

สาขาวิชา เทคโนโลยีชีวภาพ 

ปีการศึกษา 2560 
 

ลายมือชื่อนิสิต   
 

ลายมือชื่อ อ.ท่ีปรึกษาหลัก   
 
ลายมือชื่อ อ.ท่ีปรึกษาร่วม   
   

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 จ 

 

 

 

บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5872065823 : MAJOR BIOTECHNOLOGY 
KEYWORDS: LIPASE-PRODUCING BACTERIA / MODERATELY HALOPHILIC BACTERIA / 16S RDNA 

SUPALURK YIAMSOMBUT:  SCREENING AND CHARACTERIZATION OF LIPASE FROM MODERATELY 
HALOPHILIC BACTERIA. ADVISOR: PROF. ANCHARIDA AKARACHARANYA, Ph.D., CO-ADVISOR: PROF. 
SOMBOON TANASUPAWAT, Ph.D.{, pp. 

Seventy-seven of lipase-producing halophilic bacteria from fermented shrimp pastes collected 
from Mahachai market, Samut Sakhon province were isolated.  The strians were screened for their lipolytic 
activity using agar plates supplemented with Tween 20, 40, 60, 80 or tributyrin as substrates.  Sixty- one 
strians showed lipase activity on agar plates while twenty- three strians showed lipase activity in broth 
when determined using p-Nitrophenyl butyrate (p-NPB) as substrate. Twelve strians that have activity and 
twenty-six strians that have no activity were selected as representatives for the identification. On the basis 
of phenotypic characteristics and 16S rRNA gene sequences, thirty- two strians were belonged to 9 genera 
including Oceanobacillus ( 2 strians) , Virgibacillus ( 2 strians) , Halobacillus ( 2 strians) , Thalassobacillus ( 2 
strians) , Bacillus (5 strians) , Staphylococcus (9 strians) , Salinicoccus (12 strians) , Nesterenkonia (2 strians) 
and Allobacillus (2 strians).  The 16S rRNA gene sequences analysis indicated that strains SKP4-8 and SKP8-
2 were closely related to Allobacillus halotolerans B3AT 99. 14 and 98. 80% , respectively, and they 
exhibited 46.6 and 56.8 % DNA-DNA relatedness, respectively with Allobacillus halotolerans B3AT. Based 
on polyphasic taxonomic study, Allobacillus sp. , strains SKP4- 8 and SKP8- 2 were belonged to the novel 
species. They will be proposed as a new moderately halophilic species, namely Allobacillus saliphilus. 

            Strain SKP5- 4 identified as Virgibacillus halodenitrificans was selected for lipase 
production and it could produce the maximum lipase at stationary phase in modified JCM no.  377 at 
5%  concentration, pH 8. 0, 37 °C and 30 hours.  The lipase of SKP5- 4 was purified by cold acetone 
precipitation and anion exchange chromatography with 11.6- fold purification.  The purified lipase was the 
protein with molecular mass of about 50, 43, 30 and 12 kDa.The enzyme had a maximal activity in the 
present pH 7. 0, 2%  of NaCl and at 40 °C.  The enzyme exhibited specific activity especially with p-
nitrophenyl butyrate (C4:0). 

 

 

Field of Study: Biotechnology 
Academic Year: 2017 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
 

Co-Advisor's Signature   
   

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฉ 

 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลือของ ศาสตราจารย์ ดร.อัญชริดา สวาร
ชร อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์และ ศาสตราจารย์ ดร.สมบูรณ์ ธนาศุภวัฒน์ ที่ปรึกษาร่วม ที่คอยดูแล
ให้ความรู้ค าแนะน าและข้อคิดเห็นต่างๆ ตลอดจนตรวจแก้ต้นฉบับวิทยานิพนธ์ ซึ่งผู้วิจัยมีความซาบซึ้ง
และขอกราบขอบพระคุณอย่างสูงไว้ ณ. ที่นี้ด้วย 

กราบขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย์ และรองศาสตราจารย์ ดร.
สุชาดา จันทร์ประทีป นภาธร ที่กรุณารับเป็นประธานกรรมการและกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ 
ตลอดจนช่วยตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น  

กราบขอบพระคุณ ดร.เพลินพิศ ลักษณะนิล จากศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ
แห่งชาติ ที่กรุณารับเป็นกรรมการ (ผู้ทรงคุณวุฒิจากภายนอก) ในการสอบวิทยานิพนธ์และคอยแนะน า
ให้ความรู้และค าแนะน าต่างๆ ตลอดจนช่วยตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น  

กราบขอบพระคุณ ดร.วรรณพ วิเศษสงวน และศูนย์นวัตกรรมอาหารและอาหารสัตว์ (Food 
and Feed Innovation Center) ให้ความอนุเคราะห์สถานที่ในการท าวิจัยตลอดจนให้ความรู้และ
ค าแนะน าแก่ผู้วิจัยตลอดมา 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ได้รับทนุสนบัสนุนจาก Research Pyramid, Ratchadaphiseksomphot 
Endowment Fund (GCURP_58_01_33_01), จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ขอขอบพระคุณ ดร.รังสิมา ดรุณพันธ์ และเพื่อนพี่น้อง คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ที่คอยดูแล ให้ความช่วยเหลือ ความรู้และค าแนะน า รวมทั้งก าลังใจที่ดีแก่ผู้วิจัยตลอดมา 

สุดท้ายขอกราบพระคุณบิดา มารดาและน้องชาย ที่เป็นก าลังใจให้ค าปรึกษาและคอย
สนับสนุนแก่ผู้ท าวิจัยตลอดมาจนประสบความส าเร็จในการศึกษาต่อระดับปริญญาโท 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญ 
  หน้า 

บทคัดย่อภาษาไทย ............................................................................................................................. ง 

บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ....................................................................................................................... จ 

กิตติกรรมประกาศ............................................................................................................................. ฉ 

สารบัญ .............................................................................................................................................. ช 

สารบัญตาราง .................................................................................................................................... ฎ 

สารบัญรูปภาพ .................................................................................................................................. ฐ 

บทที่ 1 บทน า ................................................................................................................................... 1 

บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง ............................................................................................ 3 

2.1 แบคทีเรียชอบเค็ม (halophilic bacteria) ............................................................................ 3 

2.2 แหล่งที่พบแบคทีเรียชอบเค็ม ................................................................................................. 4 

2.3 เอนไซม์ไลเพส ........................................................................................................................ 6 

2.4 แหล่งของเอนไซม์ไลเพส ........................................................................................................ 8 

2.4.1 เอนไซม์ไลเพสจากสัตว์ ................................................................................................ 8 

2.4.2 เอนไซม์ไลเพสจากพืช .................................................................................................. 8 

2.4.3 เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ ......................................................................................... 8 

2.5 การประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพส .............................................................................................. 10 

2.6 การท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์............................................................................................ 13 

2.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate 
precipitate) ............................................................................................................. 14 

2.6.2 การตกตะกอนด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ ..................................................................... 15 

2.6.3 วิธีโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ions-exchange chromatography) ........ 15 

2.6.4 วิธีโครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเตรชัน (gel filtration chromatography) .................. 16 

บทที่ 3 วิธีการด าเนินงานวิจัย ......................................................................................................... 18  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ซ 

  หน้า 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี ...................................................................................................... 18 

3.1.1 วัสดุอุปกรณ์ ............................................................................................................... 18 

3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ .......................................................................................................... 19 

3.1.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย .............................................................................................. 20 

3.2 ขั้นตอนและวิธีด าเนินการวิจัย .............................................................................................. 22 

3.2.1 เก็บตัวอย่าง ............................................................................................................... 22 

3.2.2 คัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง .......................................................................... 22 

3.2.3 คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส ................................... 23 

3.2.3.1 คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็ง .......... 23 

3.2.3.2 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว ......... 23 

3.2.4 พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ..................................................... 24 

3.2.4.1 การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์..................................................................... 24 

3.2.4.2 การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ ..................................................................... 25 

3.2.4.3 ศึกษาอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy characterization) ................ 27 

3.2.5 ภาวะที่เหมาะสมของการผลิตในระดับขวดเขย่าและสมบัติของเอนไซม์ไลเพสจาก
สายพันธุ์ที่คัดเลือก .................................................................................................... 27 

3.2.5.1 ผลของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ......................... 27 

3.2.5.2 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ....................... 27 

3.2.5.3 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไล
เพส .............................................................................................................. 28 

3.2.5.4 ผลของความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส .................... 28 

3.2.5.5 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส .................................. 28 

3.2.5.6 ผลของระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ............................... 28 

3.2.6 ศึกษาการท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ (lipase purification) .................................... 29  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฌ 

  หน้า 

3.2.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน (acetone precipitation) .................... 29 

3.2.6.2 การแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-
exchange chromatography) ................................................................... 29 

3.2.7 ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ไลเพส .................................................................................. 30 

3.2.8 ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram ..................... 30 

3.2.9 วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน ........................................................................................ 30 

บทที่ 4 ผลการทดลองและวิจารณ์ผล .............................................................................................. 31 

4.1 ผลการเก็บตัวอย่างและคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจากอาหารหมัก........................ 31 

4.2 ผลการคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพส ................ 32 

4.2.1 ผลการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็ง ............ 32 

4.2.2 ผลการคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสใน
อาหารเหลว ............................................................................................................... 34 

4.3 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ..................................................... 37 

4.4 ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในระดับขวดเขย่าของการผลิตและสมบัติของเอนไซม์ไลเพส
จากสายพันธุ์ที่คัดเลือก ........................................................................................................ 61 

4.4.1 ผลการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ............. 61 

4.4.2 ผลการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ........... 62 

4.4.3 ผลการศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไล
เพส ........................................................................................................................... 63 

4.4.4 ผลการศึกษาปัจจัยของพีเอชที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ................................... 64 

4.4.5 ผลการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ............................... 65 

4.4.6 ผลการศึกษาปัจจัยของเวลาที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส..................................... 66 

4.5 การท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ ....................................................................................................... 67 

4.5.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน ............................................................................ 67  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ญ 

  หน้า 

4.5.2 ผลการแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ ...................... 67 

4.6 ผลการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram .................... 68 

4.7 ผลการทดสอบคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเพส .................................. 70 

4.7.1 ผลการทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเพส .............................. 70 

4.7.2 ผลการทดสอบความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการท างานของ
เอนไซม์ไลเพส ........................................................................................................... 71 

4.7.3 ผลการทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเพส ......................... 72 

4.7.4 ผลการทดสอบสับสเตรทที่เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ไลเพส ....................... 73 

บทที่ 5 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ ................................................................................... 74 

 ........................................................................................................................................................ 78 

รายการอ้างอิง ................................................................................................................................. 78 

ภาคผนวก ก .................................................................................................................................... 87 

ภาคผนวก ข .................................................................................................................................... 93 

ภาคผนวก ค .................................................................................................................................... 97 

ภาคผนวก ง .................................................................................................................................. 102 

ภาคผนวก จ .................................................................................................................................. 106 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ ............................................................................................................. 130 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญตาราง 

ตารางที่ 1 กลุ่มแบคทีเรียชอบเค็มตามระดับความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการ
เจริญ .............................................................................................................................. 4 

ตารางที่ 2 แหล่งที่พบและสปีชีส์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ..................................................... 5 

ตารางที่ 3 จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสที่ใช้ในทางการค้า .................................................. 9 

ตารางที่ 4 ผลิตภัณฑ์ ปฏิกิริยาและการประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสในอุตสาหกรรม ........................... 11 

ตารางที่ 5 การประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากจุลินทรีย์ .......................................................... 12 

ตารางที่ 6 เทคนิคการท าเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางให้บริสุทธิ์ ........................ 13 

ตารางที่ 7 Functional group ของ ion-exchange ...................................................................... 16 

ตารางที่ 8 วิธีการแยกสารตามคุณสมบัติ ......................................................................................... 17 

ตารางที่ 9 ชนิดตัวอย่าง แหล่งสถานที่เก็บ รหัสตัวอย่าง รหัสไอโซเลทและจ านวน ......................... 31 

ตารางที่ 10 ชนิดตัวอย่าง แหล่งสถานที่เก็บ รหัสตัวอย่าง รหัสไอโซเลทและจ านวน (ต่อ) ............... 32 

ตารางที่ 11 แอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอาหารแข็งท่ีมีสับสเตรทที่แตกต่างกัน ........................... 33 

ตารางที่ 12 ผลแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลวและไอโซเลทที่น าไปวิเคราะห์ 16S 
rRNA gene .................................................................................................................. 35 

ตารางที่ 13 ผลแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลวและไอโซเลทที่น าไปวิเคราะห์ 16S 
rRNA gene (ต่อ) .......................................................................................................... 36 

ตารางที่ 14 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างของสายพันธุ์กลุ่ม Oceanobacillus, Virgibacillus, 
Halobacillus และ Thalassobacillus ...................................................................... 42 

ตารางที่ 15 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างของสายพันธุ์กลุ่ม Bacillus ......................................... 44 

ตารางที่ 16 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างของสายพันธุ์กลุ่ม Staphylococcus .......................... 47 

ตารางที่ 17 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างของสายพันธุ์กลุ่ม Salinicoccus และ 
Nesterenkonia........................................................................................................... 51 

ตารางที่ 18 ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 เทียบกับสายพันธุ์ 
Allobacillus halotolerans B3AT ............................................................................. 56 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ฏ 

ตารางที่ 19 องค์ประกอบหลักของกรดไขมันระหว่างสายพันธุ์ SKP4-8, SKP8-2 และ 
Allobacillus halotolerans B3AT ............................................................................. 58 

ตารางที่ 20 สรุปการท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์จากแบคทีเรียสายพันธุ์ SKP5-4 ........................... 67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ฐ 

สารบัญรูปภาพ  

ภาพที่ 1 แสดงปฏิกิริยาเร่งสลายของเอนไซม์ไลเพส .......................................................................... 6 

ภาพที่ 2 การชะตัวอย่างโปรตีนออกจากคอลัมน์ด้วย 1 M NaCl แบบ segments gradient ......... 30 

ภาพที่ 3 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง 23 ไอโซเลทในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่เติมสับสเตรท Tween 20 และ Tween 80.................... 37 

ภาพที่ 4 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Oceanobacillus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบ
บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ........................................................... 38 

ภาพที่ 5 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Virgibacillus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบบริเวณ
ยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ...................................................................... 39 

ภาพที่ 6 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Thalassobacillus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบ
บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ........................................................... 40 

ภาพที่ 7 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Halobacillus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบบริเวณ
ยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ...................................................................... 41 

ภาพที่ 8 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Bacillus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบยีนบริเวณ 
16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ............................................................................ 45 

ภาพที่ 9 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Staphylococcus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ................................................................ 48 

ภาพที่ 10 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Salinicoccus บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ................................................................ 52 

ภาพที่ 11 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ Nesterenkonia บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining ................................................................ 53 

ภาพที่ 12 เซลล์ย้อมติดสีแกรมบวกของสายพันธุ์ SKP4-8 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์บนอาหารสูตร
ดัดแปลง JCM no. 377 บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ............................................................. 55 

ภาพที่ 13 เซลล์ย้อมติดสีแกรมบวกของสายพันธุ์ SKP8-2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์บนอาหารสูตร
ดัดแปลง JCM no. 377 บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ............................................................. 55 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ฑ 

ภาพที่ 14 เซลล์ของสายพันธุ์ SKP4-8 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดบน
อาหารสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่เติม 10% (w/v) KCl และ 1.2% (w/v) 
MgSO4·7H2O บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ............................................................................ 55 

ภาพที่ 15 แผนภูมิวิวัฒนาการของสายพันธุ์ SKP4-8, SKP8-2 และ Allobacillus 
halotolerans B3AT บนพื้นฐานของการเปรียบเทียบยีนบริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี 
Neighbor-joining .......................................................................................................... 57 

ภาพที่ 16 องค์ประกอบหลักชั้นมีขั้วของสายพันธุ์ SKP4-8 .............................................................. 59 

ภาพที่ 17 องค์ประกอบหลักของชั้นมีขั้วของสายพันธุ์ SKP8-2 ....................................................... 60 

ภาพที่ 18 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันแหล่งคาร์บอนของสายพันธุ์ SKP5-4 ................. 62 

ภาพที่ 19 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันแหล่งไนโตรเจนของสายพันธุ์ SKP5-4 ............... 62 

ภาพที่ 20 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ของสายพันธุ์ 
SKP5-4 ........................................................................................................................... 63 

ภาพที่ 21 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันพีเอชของสายพันธุ์ SKP5-4 ................................ 64 

ภาพที่ 22 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันอุณหภูมิของสายพันธุ์ SKP5-4 ........................... 65 

ภาพที่ 23 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจากการแปรผันเวลาของสายพันธุ์ SKP5-4 ................................. 66 

ภาพที่ 24 รูปแบบการท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์จากสายพันธุ์ SKP5-4 ด้วยคอลัมน์ Hitrap 
DEAE FF ......................................................................................................................... 68 

ภาพที่ 25 Partial purification of protein; Standard protein markers (Lane 1), Crude 
enzyme (Lane 2), Acetone precipitation (Lane 3), Hitrap DEAE FF (Lane 4) 
โดยเทคนิค Native-PAGE และ Hitrap DEAE FF (Lane 5), Positive control: 
wheat germ (Lane 6) โดยเทคนิค Zymogram .......................................................... 69 

ภาพที่ 26 การท างานของเอนไซม์ไลเพสในช่วงพีเอชที่เหมาะสม ..................................................... 70 

ภาพที่ 27 การท างานของเอนไซม์ไลเพสในความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสม ....................... 71 

ภาพที่ 28 การท างานของเอนไซม์ไลเพสในอุณหภูมิที่เหมาะสม ...................................................... 72 

ภาพที่ 29 การท างานของเอนไซม์ไลเพสในสับสเตรทจ าเพาะ ......................................................... 73 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 1 
บทน ำ 

 
เอนไซม์ไลเพส (Lipases/triacylglycerol acylhydrolase; EC 3.1.1.3) เป็นเอนไซม์ที่

จัดอยู่ในกลุ่มไฮโดรเลส มีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอไรด์ 
(triglyceride) ได้เป็นกลีเซอรอล (glycerol) และกรดไขมัน (fatty acid) เอนไซม์ไลเพสพบได้ทั่วไป 
ทั้งในพืช สัตว์และจุลินทรีย์  โดยปัจจุบันเอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ได้รับความสนใจอย่างแพร่หลาย
และมีการน ามาใช้ในอุตสาหกรรมสารชะล้าง อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมบ าบัดน้ าเสีย การผลิต
กระดาษ การฟอกเครื่องหนัง การสังเคราะห์สารเคมีและยา เป็นต้น เนื่องจากจุลินทรีย์มีอัตราการ
เจริญเติบโตเร็ว มีความคงทนต่อตัวท าละลายอินทรีย์และมีต้นทุนต่ าในการผลิต ดังนั้นจุลินทรีย์จึง
เป็นทางเลือกที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ ซึ่งกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่มีสภาวะที่
รุนแรงและการเลือกใช้เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์จึงต้องมีคุณสมบัติท างานได้ดีภายใต้สภาวะต่างๆ 
เช่น อุณหภูมิ pH ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์และตัวท าละลายอินทรีย์ ดังนั้นเอนไซม์ไลเพสจาก
แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจึงเป็นทางเลือกใหม่ที่น่าสนใจส าหรับกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรม 
เนื่องจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางเจริญได้ในสภาวะแวดล้อมที่มีเกลือตั้งแต่ 5 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์
และเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสามารถท างานได้ในช่วงของ  pH อุณหภูมิและ
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์หลายระดับ  แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่พบมีความหลากหลาย
โดยเฉพาะที่ย้อมติดสีแกรมบวก ได้แก่ Halobacillus halophilus จากดินเค็ม, Thalassobacillus 
devorans จากตะกอนดินทะเล , Oceanobacillus rekensis จากดินเค็ม , และ Virgibacillus 
alimentarius จากน้ าบูดู  แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางแกรมลบ ได้แก่ Chromohalobacter 
salexigens จากนาเกลือ, Idiomarina loihiensis จากดินเค็ม และ Marinobacter lipolyticus 
จากดินเค็ม นอกจากนี้ ในประเทศไทยยังมีการค้นพบแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ได้แก่  
Halobacillus thailandensis จากน้ าปลา, Piscibacillus salipiscarius จากปลาร้า, Salinicoccus 
siamensis จากกะปิ และ Gracilibacillus thailandensis จากปลาร้า เป็นต้น 
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จากการศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางพบว่า
มีลักษณะแตกต่างกันเช่นเอนไซม์ไลเพสของ Virgibacillus alimentarius LBU20907 พบว่ามีขนาด
มวลโมเลกุล 100 กิโลดาลตัน ท างานได้ดีที่สุดใน pH 7.0 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและที่ความ
เข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 20 เปอร์เซ็นต ์เอนไซม์ไลเพสของสายพันธุ์ Salinivibrio sp. SA-2 แสดง
แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสได้ดีที่สุดในความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ 5 เปอร์เซ็นต์ pH 7.5 ถึง 8.0 และ
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส โดยมีค่าความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสอยู่ที่ 90 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 
นาที และเอนไซม์ไลเพสของสายพันธุ์ Idiomarina sp. W33 พบว่ามีมวลโมเลกุลขนาด 67 กิโลดาล
ตัน สามารถท างานได้ดีในในช่วงของ pH 7.0 ถึง 9.0 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสและความเข้มข้น
โซเดียมคลอไรด์ที่ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยมีการตรึงเอนไซม์ไลเพสน าไปประยุกต์ใช้ในการกระบวนการ
ผลิตพลังงานทดแทน จากลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางทีส่ามารถ
ท างานได้ในพีเอชที่กว้างและในอุณหภูมิสูงนี้ ท าให้เหมาะสมที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
ต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร ผงซักฟอก การผลิตกระดาษ การผลิตเครื่องส าอางและการบ าบัดของ
เสียที่มีไขมัน เป็นต้น 

วัตถุประสงค์ 
1. คัดแยก คัดกรองและพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่ผลิตเอนไซม์ไลเพส 
2. ศึกษาภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ที่

คัดเลือกได ้
3. ศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1 แบคทีเรียชอบเค็ม (halophilic bacteria) 
  

แบคทีเรียชอบเค็ม (Halophile; Halo = Salt, Phile = Love)  คือ แบคทีเรียที่ต้องการ
เกลือ (sodium chloride: NaCl) ในการเจริญเติบโต ดังนั้นแบคทีเรียชอบเค็มจึงต้องอาศัยในสภาวะ
แวดล้อมที่มีโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ในระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญ ตั้งแต่ 1 ถึง 30 
เปอร์เซ็นต ์(Ventosa & Nieto, 1995) แบคทีเรียชอบเค็มนอกจากอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่มีความ
เข้มข้นโซเดียมคลอไรด์แล้ว เซลล์ยังรักษาสมดุลโดยอาศัยสารอินทรีย์ที่เรียกว่า compatible 
solutes เช่น กรดอะมิโน น้ าตาล betaine ectoine และ glycine และการปรับสมดุลไอออนของ
โซเดียมคลอไรด์ที่อยู่ภายนอกเซลล์กับปริมาณไอออนของโพแทสเซียมคลอไรด์ภายในเซลล์ (Galinski, 
1995; Schlesner, 2008) 

 การจัดกลุ่มของแบคทีเรียชอบเค็ม (Kushner, 1985) โดยแบ่งตามระดับความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ดังตารางที่ 1 แบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 กลุ่ม
เป็นแบคทีเรียชอบเค็มน้อย (slight halophile) ส่วนใหญ่จัดเป็นแบคทีเรียจากทะเล ได้แก่  
Marinobacter และ Oceanobacillus เจริญเติบโตได้ในช่วงของความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ ตั้งแต่ 
1 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง (moderate halophile) ที่
เจริญเติบโตได้ในช่วงความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ ตั้ งแต่  5 ถึง 20 เปอร์ เซ็นต์  ได้แก่  
Halobacillus, Lentibacillus, Gracilibacillus, Salinicoccus, Thalassobacillus แ ล ะ 
Virgibacillus และกลุ่มสุดท้ายแบคทีเรียชอบเค็มสูง (extreme halophile) ที่เจริญเติบโตได้ในช่วง
ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ ตั้งแต่ 20 ถึง 30 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ Haloarcula, Halobacterium, 
Halococcus, Natronobacterium, Natronococcus และ Natrinema เป็นต้น นอกจากนี้ยังมี
แบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ในสภาวะแวดล้อมที่มีโซเดียมคลอไรด์และสภาวะแวดล้อมที่ไม่มีโซเดียม
คลอไรด์ โดยเรียกแบคทีเรียกลุ่มนี้ว่า halotolerant ได้แก่ Bacillus, Staphylococcus และ 
Micrococcus เป็นต้น 

ในการจัดกลุ่มแบคทีเรียชอบเค็มได้มีการแบ่งกลุ่ม โดยพิจารณาจากระดับความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการเจริญ และตัวอย่างที่พบแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ดังตารางที่ 2 
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ตำรำงที ่1 กลุ่มแบคทีเรียชอบเค็มตำมระดับควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมำะสมต่อกำร
เจริญ 

กลุ่มแบคทีเรีย 
ควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์  

โมลำร์ (เปอร์เซ็นต์) 
แบคทีเรียชอบเค็มน้อย  
(slight halophile) 

0.2 - 0.5 (1.16 - 2.9) 

แบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง  
(moderate halophile) 

0.5 - 2.5 (2.9 - 14.6) 

แบคทีเรียชอบเค็มสูง 
(extreme halophile) 

2.5 - 5.2 (14.6 - 30.3) 

แบคทีเรียทนเค็ม 
(halotolerant) 

< 0.2 (< 1.16) 

ที่มำ: ดัดแปลงจำก (Imhoff, 1993) 

 

2.2 แหล่งท่ีพบแบคทีเรียชอบเค็ม 
 

 แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสามารถพบได้ในสิ่งแวดล้อมที่มีเกลือทั่วไป เนื่องจากแบคทีเรีย
กลุ่มนี้ต้องมีการปรับสภาพเพ่ือให้สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมดังกล่าว   ท าให้พบแบคทีเรีย
ช อ บ เ ค็ ม ป า น ก ล า ง  ไ ด้ แ ก่  Alkalibacillus haloalkaliphilus, Aquibacillus halophilus, 
Halomonas maura, Thalassobacillus devorans, Lentibacillus salaries, Marinobacter 
salexigens, Marinobacter aquaticus, Virgibacillus halophilus และ Virgibacillus salaries 
จากดินเค็ม เกลือจากทะเลสาบและตะกอนดิน เป็นต้น และในสิ่งแวดล้อมมีเกลือที่มนุษย์สร้างขึ้น 
เช่น อาหารหมักซึ่งมีโซเดียมคลอไรด์เป็นองค์ประกอบ พบแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ได้แก่  
Oceanobacillus kapialis แ ล ะ  Virgibacillus kapii จ า ก ก ะปิ  Piscibacillus salipiscarius, 
Halobacillus thailandensis, Gracilibacillus thailandensis จ า ก ป ล า ร้ า  Salinicoccus 
siamensis, Salinivibrio siamensis, Lentibacillus kapialis, Lentibacillus halophilus, 
Lentibacillus salicampi, Lentibacillus juripiscarius  และจากน้ าปลา ดังตารางที่ 2 
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ตำรำงท่ี 2 แหล่งท่ีพบและสปีชีส์ของแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำง 
แหล่งที่พบ สปีชีส์ อ้ำงอิง 

เกลือจากทะเลสาบ Virgibacillus salaries (Hua et al., 2008) 
Aquibacillus halophilus (Amoozegar et al., 2014) 
Alkalibacillus haloalkaliphilus (León et al., 2017) 
Marinobacter aquaticus (Leon et al., 2017) 

ดินเค็ม Halobacillus halophilus (Claus et al., 1983) 
 Halomonas maura (Bouchotroch et al., 2001) 
 Thalassobacillus devorans (Garcia et al., 2005) 
 Lentibacillus salaries (Jeon et al., 2005) 
 Virgibacillus halophilus (An et al., 2007) 
 Marinobacter salexigens (Han et al., 2017) 
กะปิ Lentibacillus kapialis (Pakdeeto et al., 2007a) 

Salinicoccus siamensis (Pakdeeto et al., 2007b) 
Oceanobacillus kapialis (Namwong et al., 2009) 
Gracilibacillus thailandensis (Chamroensaksri et al., 2010) 
Virgibacillus kapii (Daroonpunt et al., 2016) 

ปลาร้า Lentibacillus halophilus (Tanasupawat et al., 2006) 
Piscibacillus salipiscarius (Tanasupawat et al., 2007) 
Salinivibrio siamensis (Chamroensaksri et al., 2009) 

น้ าปลา Halobacillus thailandensis (Chaiyanan et al., 1999) 
Lentibacillus salicampi (Namwong et al., 2005) 
Lentibacillus juripiscarius (Namwong et al., 2005) 
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2.3 เอนไซม์ไลเพส 
 

เอนไซม์ไลเพส หรือ ไตรเอซิลกลีเซอรอล เอซิลไฮโดรเลส (triacylglycerol acylhydrolases, 
EC 3.1.1.3) หรือ กลีเซอรอล เอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol ester hydrolase) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม
ไฮโดรเลส (hydrolase) เอนไซม์ไลเพสมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายโมเลกุลของไตร
กลีเซอไรด์ (triglyceride) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกลีเซอรอล (glycerol) และกรดไขมัน (free fatty acid) 
โดยเอนไซม์ไลเพสจะเข้าไปเร่งปฏิกิริยาย่อยสลายบริเวณพันธะเอสเทอร์ (ester bond) ที่อยู่ระหว่าง
กลีเซอรอลและกรดไขมัน (ภาพที่ 1) เอนไซม์ไลเพสจะท าปฏิกิริยาได้ดีเมื่อไตรกลีเซอไรด์อยู่ในสภาพ
ที่ไม่ละลายน้ า (water-insoluble substrate) หรือที่บริเวณผิวสัมผัสของน้ าและน้ ามัน (oil-water 
interface) ซึ่งเรียกลักษณะการท างานของเอนไซม์ไลเพสว่า “interfacial activation” (Sharma et 
al., 2001; Gupta et al., 2004) นอกจากนี้เอนไซม์ไลเพสยังมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาอื่นๆ 
ได้อีกหลายปฏิกิริยา ได้แก่ เอนไซม์ไลเพสมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาย้อนกลับของปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซิสได้ ซึ่งเป็นปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์และน้ า เอนไซม์ไล
เพสมีความสามารถในการโยกย้ายหมู่เอซิล (acyl group) หมู่เอสเทอร์ (ester) หมู่แอลกอฮอล์ 
(alcohol) หมู่ไกลโคไซด์ (glycoside) และหมู่เอมีน (amines) โดยการท าปฏิกิริยาการท างานแสดง
ในสมการ (1) (2) และ (3) 

 

 
 

ภำพที่ 1 แสดงปฏิกิริยำเร่งสลำยของเอนไซม์ไลเพส 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 

 

กำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพสสำมำรถเร่งปฏิกิริยำหลักได้ 2 ชนิด 

1. ปฏิกิริยำไฮโดรไลซิส (hydrolysis) 

R1’COO’R2    +    H’OH  R1’COOH    + R2OH…………………(1) 

เอสเทอร์  น้ า  กรดคาร์บอกซิลิก  แอลกอฮอล์ 

เอนไซม์ไลเพสจะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลายเอสเทอร์ด้วยน้ า ได้กรดคาร์บอกซิลิกและ
แอลกอฮอล์เป็นผลิตภัณฑ์ 

2. ปฏิกิริยำกำรสังเครำะห์ (synthesis) 
- ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (esterification) 

R1’COOH        +  R2’OH           R1’COO’R2    + H’OH…………..……(2) 

กรดคาร์บอกซิลิก แอลกอฮอล์    เอสเทอร ์  น้ า 

 เอนไซม์ไลเพสจะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ โดยการแทนที่หมู่ไฮดรอกซิล 
(OH group) ของกรดคาร์บอกซิลิกด้วยหมู่แอลคอกซิล (OR group) จากแอลกอฮอล์ 

- ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (transesterification) 
 R1’COO’R2        +       R3’OH      R1’COOH   +    R2’OH…..............(3) 

เอสเทอร์ A       แอลกอฮอล์ A     เอสเทอร์ B   แอลกอฮอล์ B 

เอนไซม์ไลเพสจะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการแทนที่ของหมู่แอลคอกซิล (OR2 group) จาก
แอสเทอร์ A ด้วยหมู่แอลคอกซิล (OR3 group) อีกตัวจากแอลกอฮอล์ A ได้เอสเทอร์และแอลกอฮอล์
ชนิดใหม่เกิดข้ึนเป็นผลิตภัณฑ์ 

- ปฏิกิริยาอินเทอร์เอสเทอริฟิเคชัน (interesterification) 

R1’COO’R2  +  R3’COO’R4  R1’COO’R4 + R2’COOR3………….(4) 

ไลเพสจะท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมู่แอลคอกซิล (OR2 group และ OR4 
group) ระหว่างเอสเทอร์ 2 ชนิด ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์ใหม่ 2 ชนิด 
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2.4 แหล่งของเอนไซม์ไลเพส 

 เอนไซม์ไลเพสสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั่วไปได้ทั้งในพืช สัตว์และจุลินทรีย์ เนื่องจาก
เอนไซม์ไลเพสมีความส าคัญต่อกระบวนเมทาบอลึซึมในการเจริญของสิ่งมีชีวิต (Sztajer et al., 1988) 
(ตารางที่ 3) 

2.4.1 เอนไซม์ไลเพสจำกสัตว์ 

พบได้ทั่วไปในเนื้อเยื่อและอวัยวะต่างๆ ของสัตว์ เช่น หัวใจ กล้ามเนื้อ สมอง ซีรัม 
ไตและตับอ่อน (pancreatic lipase) โดยตับอ่อนมีหน้าที่ย่อยสลายโมเลกุลในระบบย่อยอาหารของ
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เช่น ตับอ่อนจากสุกร มีรายงานว่าตับอ่อนจากโค กระบือและหนู มีเอนไซม์ไล
เพสจากน้ านมแต่การท าให้บริสุทธิ์ไม่ค่อยเสถียรมากนัก เนื่องจากคุณสมบัติของเอนไซม์ไม่คงตัว 
(Steiner & Williams, 2002) 

2.4.2 เอนไซม์ไลเพสจำกพืช 

  เอนไซม์ไลเพสจากพืชมีความจ าเพาะต่อสับสเตรทสูง ซึ่งจะไม่พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นมและจุลินทรีย์ สามารถพบได้ในพืชจ าพวกถั่วฝักยาว ดอกคาโนนา สบู่ด า (Barbados nut) ถั่วลูปิน 
เมล็ดทานตะวัน เมล็ดอัลมอนด์ เมล็ดฝ้าย มะพร้าว ข้าวสาลี ข้าวโอ๊ต ธัญพืชและน้ ามันงา เป็นต้น 
(Barros et al., 2010)  มีรายงานว่าเมล็ดข้าวโพด เมล็ดถั่วเหลือง มะกอก ข้าวสาลีและข้าวเจ้าเป็น
แหล่งส าคัญของไลเพส โดยธรรมชาติของเมล็ดพืชสะสมไขมันไว้ใน lipid-bodies และ glyoxysomes 
ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อที่สามารถพบเอนไซม์ไลเพส (Huang, 1984) 

2.4.3 เอนไซม์ไลเพสจำกจุลินทรีย์ 

  เอนไซม์ไลเพสจากพืชถูกพบในเนื้อเยื่อที่ให้พลังงาน ส่วนเอนไซม์ไลเพสจากสัตว์
ส่วนใหญ่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเมตาบอลึซึมของไขมัน ได้แก่ กระบวนการย่อยสลายไขมัน การดูด
ซึมไขมันและกระบวนการเมตาบอลึซึมของสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างไขมันและโปรตีน ท าให้เกิด
ความซับซ้อนในการสกัดและเป็นข้อจ ากัดในการน ามาใช้เป็นแหล่งเอนไซม์ ด้วยเหตุนี้แหล่งเอนไซม์ไล
เพสจากพืชและสัตว์จึงไม่ค่อยนิยมใช้อย่างแพร่หลาย ต่างกับจุลินทรีย์โดยเฉพาะรา ยีสต์และ
แบคทีเรีย ซึ่งเป็นแหล่งของเอนไซม์ไลเพสที่ถูกน าไปใช้อย่างมากมายในระดับอุตสาหกรรมทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพ (Jaeger & Reetz, 1998) จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ไลเพสสามารถพบได้ในแหล่ง
ต่างๆ ในธรรมชาติ เช่น บริเวณน้ าเสียหรือดินที่ปนเปื้อนน้ ามันหรือไขมัน (Lee et al., 2015) (Costa 
& Peralta, 1999; Heravi et al., 2008) เมล็ดพืชน้ ามัน (Neal, 1946; Olney et al., 1968; Anzai 
et al., 1990; Sagiroglu & Arabaci, 2005; Yesiloglu & Baskurt, 2008) 
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ตำรำงที ่3 จุลินทรีย์ท่ีสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพสที่ใช้ในทำงกำรค้ำ 
แบคทีเรีย รำ ยีสต์ 

Achromobacter sp. Aspergillus carneu Pichia miso 
A. lipolyticum A. awamori Proteus sp. 
Acinetobacter sp. A. niger Schizosaccharomyces pombe 
A. calcoaceticus Fusarium solani Saccharomyces cerevisae 
A. radioresistens Geotrichum candidum S. fragilis 
Bacillus sp. Penicillium aurantiogriseum S. lipolytica 
B. alcalophilus P. camemberti S. fibuligera 
B. megaterium P. cyclopium Torula thermophila 
B. stearothermophilus P. candidum  
B. subtilis P. citrinum  
Chromobacterium violaceum P. simplicissimum  
C. viscosum P. solitum  
Lactobacillus curvatus P. urticae  
L. plantarum Rhizopus oligosporus  
Pseudomonas aureofaciens R. niveu  
P. fluorescens R. oryzea  
P. fragi R. chinensis  
P. mendocina R. delemar  
Staphylococcus aureus R. japonicus  
S. epidermidis   
S. haemolyticus   
S. warneri   
S. xylosus   
Serratia marcescens   
Vibrio chloreae   

ที่มำ (Gupta et al., 2004) และ (Singh & Mukhopadhyay, 2012) 
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2.5 กำรประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพส 

  ปัจจุบันอุตสาหกรรมเอนไซม์เติบโตและมีความส าคัญอย่างมาก เห็นได้ชัดตลอด 3 ทศวรรษ
ที่ผ่านมา เอนไซม์ที่พบในธรรมชาติมีการใช้งานมาตั้งแต่สมัยโบราณจนถึงปัจจุบันมีการผลิตผลิตภัณฑ์
มากมาย ส่วนใหญ่กระบวนการเหล่านี้อาศัยเอนไซม์ที่ผลิตจากจุลินทรีย์ ท าให้มีวิวัฒนาการของ
เครื่องมือและเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่และยังมีแนวโน้มอย่างยิ่งในระดับอุตสาหกรรมที่จะพบ
เอนไซม์ไลเพสชนิดใหม่ ซึ่งในการพัฒนานี้เองได้น าเอนไซม์เข้ามาประยุกต์ใช้ในโรงงานอุตสาหกรรม 
เช่น สารชะล้าง สารท าความสะอาด ฟอกเครื่องหนัง ผลิตกระดาษ อาหารและยา             (Aravindan 
et al., 2007) (ตารางที่ 5) 

 กรดไขมันที่เกิดขึ้นจากผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด โดยเฉพาะพวกที่มีน้ าหนักโมเลกุลต่ าและระเหย
ได้ เช่น acetic acid, propionic acid, butyric acid, valeric acid และ caproic acid จะมีกลิ่น
เฉพาะตัวและท าให้เกิดกลิ่นที่ดีขึ้นในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ ดังนั้นเอนไซม์ไลเพสจึงถูกน าไปใช้
ประโยชน์ในการปรับปรุงกลิ่นในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น โยเกิร์ต เนยแข็งและไส้กรอก เป็นต้น 
(Jaeger et al., 1994)  

 จากการศึกษาในปี 1994 ของบริษัท Nova Nordisk มีการเริ่มท า recombinant เป็นครั้ง
แรก จากราสายพันธุ์  Thermomyces lanuginosus โดยให้ เอนไซม์ ไล เพสในราสายพันธุ์  
Aspergillus oryzae ได้ผลิตออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ยี่ห้อ Lipolase® และในปีถัดมาบริษัท Genencor 
ได้ออกผลิตภัณฑ์ Lumafast® จากแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudomonas mendocina และผลิตภัณฑ์ 
Lipomax® จากแบคทีเรียสายพันธุ์ P. alcaligenes เป็นต้น การน าเอนไซม์เข้าร่วมกับปฏิกิริยาต่างๆ
ของเอนไซมไลเพสมาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม (ตารางที่ 4) 

 จากการศึกษาเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย Staphylococcus lipolyticus สายพันธุ์ SS-33 
ที่คัดแยกได้จากตะกอนทะเล พบว่าเอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์ มีขนาดมวลโมเลกุล 67 กิโลดาลตัน 
เอนไซม์ไลเพสมีแอกทิวิตีได้ดีที่สุดในอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียสและ pH 7.0 (Arora, 2013) 

 จากการศึกษาการประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็ม Haloarcula sp. สาย
พันธุ์ G41 ที่คัดแยกได้จากดินเค็ม ในประเทศจีน พบว่าเอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์ มีขนาดมวลโมเลกุล 45 
กิโลดาลตัน ท างานได้ดีที่ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 20 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมซัลเฟตที่ 15 
เปอร์เซ็นต์ pH 8.0 เอนไซม์ไลเพสนี้ถูกยับยั้งด้วย metalloenzyme ด้วยหมู่ Serine และ Cysteine 
ซึ่งจะท าหน้าที่รีดิวซ์ลดความสามารถในการท างานของเอนไซม์ นอกจากนี้เอนไซม์ไลเพสจาก
แบคทีเรียชอบเค็ม Haloarcula sp. สายพันธุ์ G41 มีความคงตัวสูงจากสารอินทรีย์และจากการตรึง
เอนไซม์ไลเพสในปฏิกิริยาพลังงานทดแทนไบโอดีเซล พบว่ามีเปอร์เซ็นต์เหลือรอดสูงถึง 80.5% และ 
89.2% (Li & Yu, 2014) 
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 นอกจากนี้จากการศึกษาเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์  
Salinivibrio sp. พบว่าเอนไซม์ไลเพสท างานได้ดีที่สุดในโซเดียมคลอไรด์ที่ 6 เปอร์เซ็นต์ pH 8.0 และ
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส โดยมีความสเถียรของเอนไซม์อยู่ที่ 90 เปอร์เซ็นต์ นาน 30 นาที จาก
ลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสที่แยกได้จากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง ซึ่งเหมาะสมที่จะน า
เอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ Salinivibrio sp. มาประยุกต์ใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร สารชะล้าง ผงซักฟอก การสังเคราะห์สารเคมีและยา 
การผลิตกระดาษ เครื่องส าอางและการบ าบัดน้ าเสียที่มีไขมัน เป็นต้น (Amoozegar et al., 2008) 

 

ตำรำงท่ี 4 ผลิตภัณฑ์ ปฏิกิริยำและกำรประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสในอุตสำหกรรม  
ผลิตภัณฑ์ ปฏิกิริยำ กำรประยุกต์ใช้ในอุตสำหกรรม 

Lipopan® hydrolysis และ oxygen 
uptake 

อุตสาหกรรมขนมปัง 

Lipozyme® interesterification อุตสาหกรรมน้ ามันและไขมัน 
Novazyme® 27007 hydrolysis อุตสาหกรรมแป้ง 
Palatase hydrolysis อุตสาหกรรมนม 
Novozyme® 871 emulsification อุตสาหกรรมอาหารสัตว์ 

ที่มำ (Aravindan et al., 2007) 
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ตำรำงที ่5 กำรประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสที่ผลิตจำกจุลินทรีย์ 
อุตสำหกรรม กำรน ำมำใช้ กำรใช้ประโยชน์ 
ผงซักฟอก ปฏิกิริยา hydrolysis of fats ขจัดไขมันออกจากเสื้อผ้า 
ผลิตภัณฑ์นม ปฏิกิริยา hydrolysis of milk fat, 

cheese, butter 
พัฒนากลิ่นรสของนม เนย 

ผลิตภัณฑ์เบเกอรี่ ปรับปรุงกลิ่นรส ยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ 
เครื่องดื่ม ปรับปรุงกลิ่น เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ เช่น ไวน์ 
Food dressing ปรับปรุงคุณภาพ มายองเนส น้ าสลัดและวิปครีม 
อาหารเพื่อสุขภาพ ปฏิกิริยา transesterification อาหารเพื่อสุขภาพ 
เนื้อและปลา ปรังปรุงกลิ่นรส ผลิตภัณฑ์เนื้อและปลาปราศจาก

ไขมัน 
ไขมันและน้ ามัน ปฏิกิริยา transesterification 

และ hydrolysis 
เนยโกโก้ มาการีน กรดไขมัน       
และกลีเซอรอล 

เคมี การสังเคราะห์ 
enantioselectivity 

chiral building block 

เภสัชกรรม ปฏิกิริยา transesterification 
และ hydrolysis 

ไขมันชนิดพิเศษ ยาย่อยอาหาร 

เครื่องส าอาง การสังเคราะห์เอสเทอร์ ผลิตภัณฑ์ที่เป็นอิมัลชันและสารให้
ความชุ่มชื้น ครีมบ ารุงผิวและ   
ครีมกันแดด 

อุตสหกรรมเชื้อเพลิง ปฏิกิริยา transesterification การผลิตไบโอดีเซล 
กระดาษ ปฏิกิริยา hydrolysis  ปรังปรุงคุณภาพกระดาษ 
เครื่องหนัง ปฏิกิริยา hydrolysis ปรับปรุงผลิตภัณฑ์เครื่องหนัง 
การท าความสะอาด ปฏิกิริยา hydrolysis  ก าจัดคราบไขมัน 

ที่มำ: (Sharma et al., 2001)  
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2.6 กำรท ำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ 

  ปัจจุบันมีเทคนิคทั่วไปที่ใช้ท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ ได้แก่ การตกตะกอนโปรตีน 
(precipitation) เทคนิคเจลฟิวเตรชันโครมาโทกราฟี (gel filtration chromatography) เทคนิคโคร
มาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ ( ions exchange chromatography) เทคนิคโครมาโทกราฟี 
แบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) เป็นต้น (ตารางที่ 8) เทคนิคโครมาโทกราฟีเป็น
เทคนิคที่ถูกใช้ในบางกรณีเพ่ือลดขั้นตอนการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ โดยล าดับขั้นการใช้เทคนิคทั่วไป
อาจไม่ได้มีแบบแผนหรือขั้นตอนที่ชัดเจน ซึ่งมีรายงานการค้นคว้าไว้ในตารางที่ 6 

 

ตำรำงที ่6 เทคนิคกำรท ำเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำงให้บริสุทธิ์ 

แบคทีเรีย ขั้นตอนกำรท ำให้บริสุทธิ์ 
มวลโมเลกุล 

kDa 
อ้ำงอิง 

Oceanobacillus rekensis 
Strain PT-11 

1.  Q-Sepharose FF 
2.  SP-Sepharose FF 

23.5 (Jiewei et al., 
2014) 

Virgibacillus alimentarius 
LBU20907 

1. ammonium sulfate 
precipitation 

2. ion exchange (DEAE 
Toyopearl-650 M) 

3. hydrophobic (butyl 
Toyopearl-650 M) 

4. gel filtration 
(Toyopearl- 
HW-55F) 

100 (Dueramae et 
al., 2017) 

Halobacillus sp. LY5 1. 80% (NH4)2SO4 
2. DEAE-cellulose 

Sephacryl S-100 

96 (Li et al., 
2012) 

Halobacillus sp. AP-MSU8 1. (NH4)2SO4 
2. DEAE-Sepharose FF 
3. Sephadex G-75 

25 (Esakkiraj et 
al., 2014) 

Chromohalobacter sp. 
LY7-8 

1. (NH4)2SO4 
2. Sephacryl S-100 

44 (Li & Yu, 
2012) 
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2.6.1 กำรตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate 
precipitate)  

  การตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 เป็นเกลือที่นิยมใช้กันมาก
ที่สุด เนื่องจากมีค่าการละลายน้ าสูงและมีค่าสัมประสิทธิ์อุณหภูมิต่ า (temperature coefficient of 
solubility) ในช่วง 0-30 องศาเซลเซียส ท าให้สามารถใช้ในการตกตะกอนโปรตีนที่อุณหภูมิต่ าได้ 
เพราะถ้าหากใช้ในอุณหภูมิที่สูงอาจท าให้เกิดการสลายตัวของโครงสร้างโปรตีนหรือเอนไซม์ที่สลายตัว
ได้ง่ายที่อุณหภูมิสูง นอกจากนี้ยังนิยมใช้เกลือชนิดอ่ืน เช่น โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) แมกนีเซียมคลอ
ไรด์ (MgCl) โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) เป็นต้น 

  การตกตะกอนโปรตีน โดยใช้เกลือที่มีความเข้มข้นสูง เรียกว่า “salting out” เป็น
การเติมเกลือลงไปในสารละลายโปรตีน เพ่ือเพ่ิมความแรงของอิออน ( ionic strength) ของ
สารละลายสูงขึ้นจนอิออนของเกลือไปแย่งจับกับโมเลกุลของน้ าที่ล้อมรอบโมเลกุลของโปรตีน ท าให้
โมเลกุลของน้ าออกมาล้อมรอบโมเลกุลของเกลือแทน เป็นการแย่งกันเกิดปฏิกิริยาไฟฟ้ากับโมเลกุล
ของน้ าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนและโมเลกุลของเกลือ ซึ่งแรงท่ีจับระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับน้ า
มีค่าน้อยกว่าแรงกระท าระหว่างโมเลกุลโปรตีนกับโปรตีน โปรตีนก็จะจับตัวเป็นตะกอนลงมา โดยเกิด
จากการรวมตัวของส่วนที่ไม่ชอบน้ าบนโมเลกุลของโปรตีนแต่ละตัวเคลื่อนที่เข้าใกล้กันจากแรงดึงดูด
ระหว่างส่วนที่ไม่ชอบน้ าด้วยกัน เมื่อเกิดเป็นกลุ่มก้อนโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นน้ าหนักสะสมเพ่ิมขึ้น
และตกตะกอนลงมาในที่สุด ซึ่งเรียกปรากฏการณ์นี้ว่า “salting out effect”  

  การตกตะกอนโปรตีนที่จุดไอโซอิเล็ททรีก โปรตีนแต่ละชนิดมีค่า pH ที่ท าให้สมดุล
ของประจุสุทธิบนโมเลกุลเป็นศูนย์ เรียกว่า จุดไอโซอิเล็ททรีก (isoelectric point; pI) เป็นค่า
เฉพาะตัวของโปรตีนแต่ละชนิด เมื่อปรับค่าพีเอชของสารละลายโปรตีนจนมีค่าเท่ากับค่า pI ของ
โปรตีนที่ต้องการแยกโปรตีนนั้น จะเกิดการรวมตัวกันแล้วตกตะกอนลงมา เนื่องจากบนโมเลกุลของ
โปรตีนนั้นมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ จึงไม่มีแรงผลักดันไฟฟ้าสถิตระหว่างโมเลกุลของโปรตีนเอง โปรตีนจึง
เข้ามาใกล้กันมากพอที่จะเกิดการรวมตัวกัน แล้วตกตะกอนลงมาได้ เรียกว่า isoelectric 
precipitation 
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 2.6.2 กำรตกตะกอนด้วยตัวท ำละลำยอินทรีย์ 

  ตัวท าละลายอินทรีย์ที่นิยมใช้ ได้แก่ แอลกอฮอล์ อะซีโตน เอทานอลและ          
กรดไฮโดรคลอริก โดยตัวท าละลายอินทรีย์จะไปลดค่าแอกทิวิตีของน้ ามีผลต่อค่าคงที่ไดอิเล็ ททรีก 
(dielectric constant) ท าให้สารละลายเอนไซม์หรือโปรตีนมีความสามารถในการเป็นตัวท าละลาย
ลดลง เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของตัวท าละลายอินทรีย์เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ จนถึงจุดที่แรงกระท าระหว่าง
โมเลกุลของโปรตีนในส่วนของพลังงานไฟฟ้าสถิต มีแรงกระท าที่สูงกว่าแรงกระท าระหว่างโปรตีนกับ
น้ า เกิดการเข้ามารวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีนตกตะกอนลงมา ซึ่งตัวท าละลายอินทรีย์ต้องท าในที่
อุณหภูมิต่ าเพ่ือป้องกันการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนหรือเอนไซม์ 

 2.6.3 วิธีโครมำโทกรำฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ions-exchange chromatography)   

  กระบวนการแลกเปลี่ยนประจุระหว่างวัฏภาคเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เป็น
ของเหลวกับวัฏภาคคงที่ (stationary phase) โดยที่วัฏภาคคงที่บรรจุของแข็งไม่ละลายน้ า เรียกว่า 
เมทริกซ์ (matrix) เป็นพอลิเมอร์ที่เหนี่ยวน าให้มีประจุ หรือเรียกว่าตัวแลกเปลี่ยนประจุ ( ion 
exchanger) เมทริกซ์นี้อาจเรียกเป็น ตัวแลกเปลี่ยนประจุหรือเรซิน (resin) เมื่อตัวแลกเปลี่ยนประจุ
ถูกท าให้อ่ิมตัวด้วยสารละลายบัฟเฟอร์หรือสารละลายเกลือ พบว่ามีส่วนของสารที่มีประจุที่เป็น
องค์ประกอบในบัฟเฟอร์หรือสารละลายเกลือ เข้ามาล้อมรอบตัวแลกเปลี่ยนประจุเพ่ือรักษาสภาพ
สมดุลไฟฟ้า เรียก ประจุเหล่านี้ว่า counter ion เป็นอิออนที่มีประจุตรงข้ามกับเมทริกซ์ สารตัวอย่าง
แต่ละชนิดย่อมมีประจุต่างกันสามารถเกิดแรงกระท าทางไฟฟ้ากับประจุในส่วน counter ion ได้
ต่างกัน เมื่อสารที่มีประจุตรงข้ากับเมทริกซ์และมีความแรงประจุสูงก็จะไปแทนที่ counter ion แล้ว
เข้าไปยึดจับกับส่วนเมทริกซ์ ส่วนสารใดที่มีประจุชนิดเดียวกันกับตัวแลกเปลี่ยนประจุก็จะหลุดออก
จากคอลัมน์ก่อนโดยแรงผลักทางไฟฟ้าท าให้สามารถแยกออกจากกันได้ 

 

  ชนิดของเมทริกซ์ (ตำรำงท่ี 7) 

- Anion exchange แลกเปลี่ยนประจุลบ: Diethylaminoethyl (DEAE), 
Aminoethyl (AE), Quaternary aminoethyl (QAE) 

- Cation exchange แลกเปลี่ยนประจุบวก: Carboxymethyl (CM), 
Sulphopropyl (SP), Phospho (P) 
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ตำรำงท่ี 7 Functional group ของ ion-exchange 
Charge group  โครงสร้ำง รูปแบบ พีเอช 
Anion exchangers    

Diethylaminoethyl (DEAE) 
 

 weak 2-9 

Quaternary aminoethyl 
(QAE) 

 

 strong 1-14 

Cation exchangers   
Sulphopropyl (SP) -CH2.CH2.CH2.SO3- strong 2-14 
Phospho (P) -PO4H2- strong 2-10 
Carboxymethyl (CM) -OCH2COO- weak 5-10 

ที่มำ: (Bjellqvist et al., 1994) 

 

2.6.4 วิธีโครมำโทกรำฟีแบบเจลฟิวเตรชัน (gel filtration chromatography) 

  เทคนิคเจลฟิวเตรชันโครมาโทกราฟีเป็นเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยคุณสมบัติ
ความแตกต่างกันของขนาด มวลโมเลกุลและรูปร่างของโปรตีน ซึ่งอาศัยคุณสมบัติของเม็ดเจลที่มี
ลักษณะช่องว่างภายในพอลิเมอร์ โดยภายในเม็ดเจลมีขนาดช่องว่างที่จ าเพาะยอมให้สารที่มีมวล
โมเลกุลหนึ่งผ่านเข้าไปในเม็ดเจลได้ ส่วนสารที่มีขนาดใหญ่กว่าไม่สามารถผ่านเข้าไปในเม็ดเจลจึงถูก
ชะออกมากับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะสารละลายหลุดออกจากคอลัมน์ก่อน จากหลักการข้างต้น
เห็นได้ว่าสามารถแยกสารที่มีขนาดเล็กและใหญ่ออกจากกันได้ สารที่ใช้ท าเจล ได้แก่ เดกซ์แทรน 
(dextran) พอลิอะครีลาไมด์ (polyacrylamide) และอะกาโรส (agarose) 
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ตำรำงท่ี 8 วิธีกำรแยกสำรตำมคุณสมบัติ 
คุณสมบัติของสำร วิธีกำรแยก 

ประจ ุ โครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ions exchange 
chromatography)   
อิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis)  

สภาพขั้ว โครมาโทกราฟีแบบแผ่นบาง (thin-layer chromatography) 
ขนาด รูปร่าง ไดอะไลซิส (dialysis) 
 เจลฟิวเตรชันโครมาโทกราฟี (gel filtration chromatography) 
 เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis) 
 การปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
ความจ าเพาะทางชีวภาพ โครมาโทกราฟีแบบสัมพรรคภาพ (affinity chromatography) 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 วัสดุอุปกรณ์ 

อุปกรณ์ รุ่น บริษัท 
ประเทศที่

ผลิต 
เครื่องชั่งแบบละเอียด  
(Electronic balance) 

AB204-S Mettler toledo Switzerland 

เครื่องชั่งแบบหยาบ  
(Electronic balance) 

PB3002-S Mettler toledo Switzerland 

เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง  
(pH meter) 

S20 Mettler toledo Switzerland 

เครื่องปั่นเหวี่ยง 
(High speed Refrigerated) 

MX-301 Tomy Japan 

เครื่องปั่นเหวี่ยงชนิดตั้งโต๊ะ 
(High speed centrifuge) 

5804R, Blend Helago Japan 

เครื่องวัดการดูดกลืนคลื่นแสง 
(Spectrophotometer) 

UV-Vis Helios alpha Thermo fisher™ USA 

เครื่องอ่านถาดไมโครเพลท 
(Microplate reader) 

Wallac 1420 Perkinelmer USA 

เครื่อง PCR (Polymerase 
Chain reaction) 

Mastercycler 
gradient 5331  

Eppendorf Germany 

เครื่องแยกสารชีวโมเลกุล
โปรตีนใหบริสุทธิ์  
(Fast protein liquid 
chromatography) 

ÄKTATM FPCL with 
Frac-900 

Amersham 
pharmacia 

Sweden 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิ Thermomixer C Eppendorf USA 

เครื่องเขย่า (Shaker)  
รุ่น Innova 4300 New brunswick 

Scientific 
USA 

เครื่องเขย่าผสม (Vortex) Genie 2 Scientific industries USA 
เครื่องต้ม (Boiling 
sterilizer) 

BS-8L - Thailand 
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เครื่องตีป่น (Stomacher)  
The Stomacher® 
400 circulator 

Seward England 

เครื่องกวนสารละลาย 
(Magnetic stirrer) 

C-MAG MS7 Ika Germany 

ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

Hybrid cooling 
system 

Sharp Japan 

ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) Model: BE600 Memmert Germany 
ตู้เขย่าควบคุมอุณหภูมิ  
(Incubator shaker) 

Certomat® BS-1 Sartorius Germany 

ตู้ปลอดเชื้อ 
(Laminar flow) 

NU-440-400E บี.เค.เทค แอสโซสิเอท 
จ ากัด 

USA 

หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ  
(Autoclave) 

SX-700 Tomy Japan 

ออโต้ปิเปต รุ่น P10 PIPETMAN® Classic Gibson France 
ออโต้ปิเปต รุ่น P20 PIPETMAN® Classic Gibson France 
ออโต้ปิเปต รุ่น P200 PIPETMAN® Classic Gibson France 
ออโต้ปิเปต รุ่น P1000 PIPETMAN® Classic Gibson France 
เครื่องรันเจล (Mini-slab 
size electrophoresis 
system) 

AE-6530 Atto Japan 

หม้อแปลงไฟฟ้า 
(Powerpac™  Basic 
power supply) 

- BIO-RAD USA 

ChemiDoc™ MP Imaging 
system 

- BIO-RAD USA 

อ่างควบคุมอุณหภูมิ  
(Water bath) 

Precision Thelco USA 

  

 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

อำหำรเลี้ยงเชื้อ ยี่ห้อ ประเทศที่ผลิต 
Peptone Difco USA 
Casamino acids Difco USA 
Yeast extract Difco USA 
Beef extract Difco USA 
Agar   
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 3.1.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

สำรเคมี ยี่ห้อ 
ประเทศที่

ผลิต 
Acetone for analysis Merck Germany 
Ammonium persulfate ((NH4)2S2O8) Sigma-aldrich USA 
BCA Protein Assay kit Thermo scientific™ USA 
p-Nitrophenyl-butyrate Sigma-aldrich USA 
4-Methylumbelliferyl butyrate 
(MUF-butyrate) 

Sigma-aldrich USA 

Sodium chloride (NaCl) Merck Germany 
Sodium hydroxide (NaOH) Merck Germany 
Monosodium glutamate   
Ethanol absolute for analysis  Merck Germany 
Ethanol gradient grade for liquid 
chromatography  

Merck Germany 

Trizma® base Sigma-aldrich USA 
Potassium chloride (KCl) Merck Germany 
Magnesium sulfate heptahydrate 
(MgSO4·7H2O) 

Merck Germany 

Manganese (II) chloride tetrahydrate 
(MnCl2·4H2O) 

  

Trisodium citrate dihydrate 
(C6H5Na3O7·2H2O) 

Sigma-aldrich USA 

Triton®X-100 Sigma-aldrich USA 
Aesculin dihydrate Sigma-aldrich USA 
Soluble starch Merck Germany 
Skim milk Difco USA 
Glycerol Merck Germany 
Acetic acid Merck Germany 
ชุด kit GenepHlow Gel/PCR purification  Geneaid Taiwan 
Boric acid Sigma-aldrich USA 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) BIO-RAD USA 
Tween® 20 Sigma-aldrich USA 
Tween® 40 Sigma-aldrich USA 
Tween® 60 Sigma-aldrich USA 
Tween® 80 Sigma-aldrich USA 
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Tributyrin Sigma-aldrich USA 
Calcium chloride dihydrate 
(CaCl2·2H2O) 

  

Potassium nitrate (KNO3) Merck Germany 
Arabinose Sigma-aldrich USA 
Cellobiose Fluka USA 
Fructose Fluka USA 
Galactose Difco USA 
Glucose Merck Germany 
Lactose Merck Germany 
Mannose Fluka USA 
Maltose Fluka USA 
Mannitol Fluka USA 
Mannitol Fluka USA 
Melibiose Fluka USA 
Raffinose Fluka USA 
Rhamnose Fluka USA 
Ribose Fluka USA 
Salicin Trademark Japan 
Sorbitol Sigma-aldrich USA 
Sucrose Merck Germany 
Trehalose Fluka USA 
Xylose Merck Germany 
Urea Merck Germany 
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3.2 ขั้นตอนและวิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 3.2.1 เก็บตัวอย่ำง 

  เก็บตัวอย่าง อาหารหมักเค็มกะปิที่มีส่วนผสมในการท ากะปิที่แตกต่างกัน ในกะปิมี
ผลต่อการแยกเชื้อแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางเนื่องจากในกะปิมีโซเดียมคลอไรด์อยู่ 5 เปอร์เซ็นต์
และมีคุณสมบัติของกลิ่นที่หอมเฉพาะตัวเป็นเอกลักษณ์ของกะปิซึ่งมาจากการย่อยสารประกอบ
ภายในตัวกุ้งและเคย โดยเชื้อแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ในโซเดียมคลอไรด์ 5 เปอร์เซ็นต์ส่วนใหญ่
เป็นแบคทีเรียกลุ่มชอบเค็มปานกลาง ดังนั้นผู้ท าวิจัยจึงสนใจท าการแยกเชื้อแบคทีเรียชอบเค็มปาน
กลางจากกะปิ จากตลาดมหาชัย ในจังหวัดสมุทรสาคร ซึ่งเป็นแหล่งที่มีการท ากะปิเป็นจ านวนมาก
และเป็นกะปิที่มีชื่อเสียง รวมทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ได้แก่ 1. กะปิมีส่วนผสมของเคยเพียงอย่างเดียว 2. 
กะปิมีส่วนผสมของกุ้งและเคย 3. กะปิส าหรับท าแกง 4. กะปิส าหรับท าพริกแกง 5. กะปิส าหรับท า
น้ าพริก 6. กะปิเมืองนคร 7. กะปิมีส่วนผสมของกุ้งอย่างเดียวและ 8. กะปิมีส่วนผสมของกุ้งตาโต  

 3.2.2 คัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำง 

  การคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจากอาหารหมัก ท าโดยน าตัวอย่างกะปิ
น้ าหนัก 25 กรัม ใส่ถุงพลาสติกด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ เติมสารละลายเปปโตน 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร (Barrow & Feltham, 1993) น าไปตีป่นด้วยเครื่องตีป่น (stomacher) เป็น
เวลา 3 นาที จากนั้นเจือจางแบบล าดับส่วน  ตั้งแต่ความเข้มข้น 10-1 ถึง 10-6 กรัมต่อมิลลิลิตร ปิเปต
ตัวอย่างอาหารหมักแต่ละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Japan 
collection of microorganism no. 377 (JCM no. 377) (Namwong et al., 2005) เป็นอาหารที่
มีองค์ประกอบของโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชอบ
เค็มปานกลาง ประกอบด้วย 0.5% yeast extract, 0.5% casamino acids, 0.1% monosodium 
glutamate, 0 . 3% trisodium citrate, 2% MgSO4 · 7H2O, 0 . 36% FeCl2 · 4H2O, 0 . 036% 
MnCl2·4H2O, 10% NaCl, 2% agar pH 7.0 - 7.2 จากนั้นเกลี่ยด้วยแท่งแก้วงอให้ทั่วผิวหน้าอาหาร
ด้วยเทคนิค spread plate จนผิวหน้าอาหารแห้งสนิทท าท้ังหมดจ านวน 2 ซ้ า น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน คัดเลือกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางทางลักษณะที่แตกต่างกันด้าน
สัณฐานวิทยาที่มีลักษณะต่างกัน มาขีดซ้ า (restreak) บนอาหาร JCM no. 377 เพ่ือให้ได้เชื้อบริสุทธิ์
และเก็บรักษาสายพันธุ์บริสุทธิ์ลงในอาหารดัดแปลงสูตร JCM no. 377 (5% ของ โซเดียมคลอไรด์) ที่
เติมกลีเซอรอล 15 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสและเก็บ
แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่บริสุทธิ์แล้วลงในอาหารแข็งเอียงสูตรดัดแปลง JCM no.377 เพ่ือใช้
ศึกษาข้ันต่อไป  
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 3.2.3 คัดกรองแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถในกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส  

  3.2.3.1 คัดกรองแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอำหำรแข็ง 

   แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดแยกแล้วน ามาขีด (streak) ลงบนอาหาร
ที่เติมสับสเตรทแตกต่างกันดังนี้ Tributyrin, Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 
โดยเติมสารดังกล่าวความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ลงในอาหารแข็งสูตรดัดแปลง lipolytic medium 
(JCM no. 377 ที่เติม 0.01 เปอร์เซ็นต์ของ CaCl2·2H2O เพ่ือให้เกิดการตกตะกอนรอบโคโลนี) 
(Barrow & Feltham, 1993) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือ
ตรวจสอบหาการเกิดแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสเบื้องต้นจากการเกิดตะกอนบริเวณรอบโคโลนี 
(opaque zone) โดยจะคัดกรองสายพันธุ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่เกิดแอกทิวิตีเอนไซม์ไล
เพสรอบโคโลนีในขั้นต้นนี้น าไปคัดกรองในข้ันต่อไป 

  3.2.3.2 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีควำมสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพสในอำหำรเหลว 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียที่ผ่านการคัดกรองในอาหารแข็งเบื้องต้นในข้อ 
3.2.3.1 มาคัดเลือกความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสเชิงคุณภาพตามวิธีของ (Cardenas et al., 
2001) ท าโดยเลี้ยงสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่บริสุทธิ์ลงในอาหาร JCM no. 377 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือท าเป็นกล้าเชื้อ (inoculate) จากนั้นปรับความขุ่นของกล้าเชื้อในค่า
การดูดกลืนคลื่นแสง 600 นาโนเมตรที่ความขุ่น 0.2 และถ่ายเชื้อลงในอาหารเหลวสูตรดัดแปลงที่เติม
สับสเตรท Tween 20 ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ และ Tween 80 ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ให้
สับสเตรท Tween 20 เป็นตัวแทนของกรดไขมันสายสั้นและ Tween 80 เป็นตัวแทนกรดไขมันสาย
ยาว) บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที จากนั้นน ามาวิเคราะห์แอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสน าสารละลายสับสเตรท (p-nitrophenyl 
butyrate) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ง.1) ละลายในบัฟเฟอร์ universal พีเอช 8.0 
(ภาคผนวก ค.1) ปริมาตร 180 ไมโครลิตร มาบ่ม (pre-incubate) ในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 
(thermomixer C) เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตส่วนใส(crude enzyme) ลงใน 96 well plate ปริมาตร 
20 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในที่มืด จากนั้นน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 410 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง microplate reader และค านวณค่าการเกิด
แอกทิวิตของเอนไซม์ไลเพสที่เกิดขึ้น การคัดกรองแบคทีเรียที่เกิดแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในขั้น 
3.2.3.2 น าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ในขั้นต่อไป 
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  การค านวณค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ (ภาคผนวก ง.3) โดยก าหนดให้เอนไซม์ 1 ยูนิต 
(Unit) คือ ปริมาณของเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาให้เกิดการปลดปล่อย p-nitrophenol ออกมา 1 ไมโคร
โมลต่อนาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด  

 3.2.4 พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำง 

  3.2.4.1 กำรศึกษำลักษณะทำงฟีโนไทป์ 

  น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่ผ่านการทดลองขั้นที่ 3.2.3.2 มาพิสูจน์
เอกลักษณ์ โดยศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ต่างๆ (Barrow & Feltham, 1993) ดังต่อไปนี้ 

  ลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ (morphological characteristics) 

   ศึกษารูปร่างของเซลล์ การจัดเรียงตัว การติดสีแกรมและลักษณะการเจริญ
ของโคโลนี ได้แก่ รูปร่าง การแผ่ สีของโคโลนี บนอาหารแข็งสูตรดัดแปลง JCM no. 377 บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

  ลักษณะทำงสรีรวิทยำ (physiological characteristics)  

   ศึกษาความสามารถในการเจริญที่ระดับอุณหภูมิ 30, 37, 40 และ 45 องศา
เซลเซียส, ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ตั้งแต่ร้อยละ 0, 1, 5, 10, 15, 20 และ 25 (น้ าหนักต่อ
ปริมาตร) และความเป็นกรดด่างที่ 5, 7 และ 9 โดยปรับกล้าเชื้อเริ่มต้นให้เท่ากันด้วย McFarland 
เบอร์ 0.5 ลงใน normal saline จากนั้นถ่ายเชื้อแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
ลงในหลอดทดลองที่บรรจุอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ปริมาตร 6 มิลลิลิตรลงในอาหาร
เหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 บ่มเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

  ลักษณะทำงทำงชีวเคมี (biochemical characteristics) 

   ศึกษาการสร้างเอนไซม์คะตาเลส (catalase), ออกซิเดส (oxidase), การ
ย่อยอาร์จินีน (arginine hydrolysis), การย่อยเอสคูริน (aesculin hydrolysis), การย่อยเจลาติน 
(gelatin hydrolysis), การรีดิวซ์ไนเตรท (nitrate reduction), การย่อยนม (skim milk hydrolysis), 
การย่อยแป้ ง (starch hydrolysis) , การย่อยไขมัน (Tween 80) และการย่อยยู เรีย (urea 
hydrolysis) (Barrow & Feltham, 1993) และทดสอบความสามารถในการสร้างกรดจากการหมัก
คาร์โบไฮเดรตตามวิธีของ (Leifson, 1963) ลงในอาหารสูตรดัดแปลง JCM no. 377 บ่มอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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  3.2.4.2 กำรศึกษำลักษณะทำงจีโนไทป์ 

   กำรแยกดีเอ็นเอและท ำให้บริสุทธิ์ (extraction and purify DNA) 

   เลี้ยงแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางในอาหารเหลวดัดแปลงสูตร JCM 
no.377 น ามาสกัดและท าให้บริสุทธิ์ ตามวิธีของ (Saito & Miura, 1963) น าแบคทีเรียที่คัดเลือกแล้ว
มาล้างแยกเซลล์ด้วยน้ ากลั่น 2 รอบ ถ่ายเชื้อแบคทีเรียลงหลอดพลาสติก จากนั้นเติม Buffer A (0.1M 
EDTA + 0.1 NaCl pH 8.0) ปริมาตร 3 มิลลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าผสม และเติม 
lysozyme 10 มิลลิกรัม บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบ 1 ชั่วโมงน ามา
เติม Buffer B (0.1M Tris + NaCl pH 9.0) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าผสม
และเติม phenol : chloroform อัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 1 ใน 4 เขย่าให้เนื้อสารละลายเป็นสีขาว
ขุ่นๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดส่วนใส ลงในบิ๊กเกอร์ที่
สะอาด และเติม absolute ethanol ประมาณ 10 มิลลิตร จากนั้นใช้แท่งแก้วสะอาดพันดีเอ็นเอ
ขึ้นมาและล้างด้วย 70% ethanol ตามด้วย 95% ethanol จากนั้นน าไปตากให้แห้ง และน าใส่หลอด
ที่มี 0.1 SSC (saline-sodium citrate buffer) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 

    เมื่อได้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์ น ามาเพ่ิมจ านวนยีน 16S rRNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
ด้ ว ย เ ทคนิ ค  PCR (polymerase chain reaction)  โ ด ย ใ ช้  forward primer คื อ  20F ( 5 ’- 
AGTTTGATCCTGGCTC -3’) และ reverse primer คือ 1530R (5’- AAGGAGGTGATCCAGCC -3
’) (Namwong et al., 2005) น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR product) มา
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของการสัง เคราะห์ดี เ อ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส ( gel 
electrophoresis) จากนั้นท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูปของ GenepHlow Gel/PCR 
purification Kit (100) จะได้สารละลายดีเอ็นเอบริสุทธิ์และน าส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
บริษัท Macrogen® ประเทศเกาหลีใต้ น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ที่ได้มา
เปรียบเทียบข้อมูลของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่มีอยู่ในฐานข้อมูลทางชีวภาพของ EzTaxon 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) (Kim et al., 2012) โดยใช้โปรแกรม Bioedit เลือก
โปรแกรม clustalW multiple alignment ตามวิธีของ (Thompson et al., 1997) แล้วระบุชนิด
ของแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดทางสายวิวัฒนาการกับสายพันธุ์ที่คัดเลือก 
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   กำรวิเครำะห์สำยวิวัฒนำกำร (phylogenetic analysis)  

น าผลที่ได้มาศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ช่วงบริเวณของยีน 16S 
rRNA ด้วยโปรแกรม MEGA เวอร์ชั่น 6.0 สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการต้นไม้ (phylogenetic tree) โดย
ใช้วิธี Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) และประเมินความน่าเชื่อถือจากการวิเคราะห์ค่า
ความเชื่อมั่น โดยท าซ้ าถึง 1,000 ครั้ง (Felsenstein, 1985) 

   กำร วิ เ ค รำะห์ ก ำร เข้ ำ คู่ กั นของดี เ อ็น เ อ  ( genomic DNA-DNA 
hybridization)  

    การวิเคราะห์การเข้าคู่กันของจีโนมของดีเอ็นเอตามวิธีของ  (Ezaki 
et al., 1989) มีทั้งหมด 3 ขั้นตอน ได้แก่ ขั้นตอนแรกต้มดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
เพ่ือให้ดีเอ็นเอคลายเกลียว เติม 2xPBS (phosphate buffered saline) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรและ 
MgCl2 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เพ่ือป้องกันไม่ให้ดีเอ็นเอกลับมาเข้าคู่กัน จากนั้นติดดีเอ็นเอเข้ากับ 96-
well plate ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง น าดีเอ็นเอ
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ติดฉลากด้วย photobiotin ต่อดีเอ็นเอ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรและฉายแสงด้วยหลอดไฟ sunlamp เป็นเวลา 30 นาที บนน้ าแข็งจากนั้นล้าง photobiotin 
ออกด้วย 0.1 M Tris-HCl buffer pH 9.0 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรและ 2-butanol ปริมาตร 0.4 
มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 วินาที จากนั้นดูดเฉพาะ
ส่วนบนออกลงในหลอด eppendorf ใหม่น าไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
และ sonicate 5 วินาที ปิเปตดีเอ็นเอลงใน hybridization solution ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะได้
ส่วนที่เรียกว่า probe จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ติดอยู่ใน 96-well plate ออกมาล้างด้วย 0.2 SSC 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และน า hybridization solution ที่มีส่วนผสมของดีเอ็นเอ (probe) ปิเปตลง
ใน 96-well plate ที่ติดด้วยดีเอ็นเอก่อนหน้านี้แล้วปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น าไปบ่มตามค่าการ
ค านวณของปริมาณ G+C content เป็นเวลา 15 ชั่วโมง จากนั้นน ามาล้างด้วย 0.2xSSC ปริมาตร 
0.2 มิลลิลิตร จ านวน 3 ครั้ง เติมสารละลาย solution 1 (ภาคผนวก ข.1) ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บ่ม
ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาทีและสะบัดทิ้ง เติมสารละลาย solution 2 (ภาคผนวก ข.1) ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นสะบัด solution 2 ทิ้ง 
จากนั้นวิเคราะห์การเกิดสีด้วยการเติมเอนไซม์ peroxidase-streptavidin ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นสะบัดทิ้งและล้างออกด้วย 0.1xPBS 
ปริมาตร 0.3 - 0.4 มิลลิลิตรและเติมซับเสตรท tetramethylbenzidine-H2O2 ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ขั้นตอนสุดท้ายเติม stop reaction ด้วย 
2M H2SO4 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 450 นาโนเมตรและ
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ค านวณผลการเข้าคู่กันของจีโนมดีเอ็นเอ โดยให้จีโนมดีเอ็นเอของ  type strain มีค่าเป็น 100 
เปอร์เซ็นต์และเทียบกับ novel species เพ่ือหาค่าความแตกต่างของการเข้าคู่กันของจีโนม 

3.2.4.3 ศึกษำอนุกรมวิธำนเคมี (chemotaxonomy characterization) 

ศึกษาอนุกรมวิธานเคมีของแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คาดว่าจะเป็นสปีชีส์ใหม่ 
ได้แก่ วิเคราะห์กรดไขมัน (fatty acid) ศึกษากรดไขมัน ด้วยเทคนิค gas chromatography (Sasser, 
1990) วิเคราะห์องค์ประกอบ polar lipid ด้วยเทคนิค 2-dimension thin-layer chromatography 
(TLC) (Minnikin et al. , 1977) วิเคราะห์องค์ประกอบ quinone ด้วยเทคนิค silica gel TLC 
(Collins et al. , 1977) วิ เคราะห์  diaminopimelic acid (DAP)  ด้วยเทคนิค cellulose TLC 
(Staneck & Roberts, 1974)  

 

 3.2.5 ภำวะท่ีเหมำะสมของกำรผลิตในระดับขวดเขย่ำและสมบัติของเอนไซม์ไลเพสจำก
สำยพันธุ์ที่คัดเลือก 

  3.2.5.1 ผลของแหล่งคำร์บอนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่แปรผันแหล่งคาร์บอน ได้แก่ casamino acids น้ ามันมะพร้าว น้ ามัน
มะกอก น้ ามันปาล์มและน้ ามันงาด า บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที และบันทึกผลการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

  3.2.5.2 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 จากข้อ 3.2.5.1 และแปรผันแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ yeast extract, 
beef extract, peptone, tryptone, ammonium chloride, potassium chloride และ urea บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 7.0 เป็นเวลา 48 ชั่วโมงสภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที และบันทึก
ผลการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
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  3.2.5.3 ผลของควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมำะสมต่อกำรผลิต
เอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 จากข้อ 3.2.5.2 และแปรผันความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 1, 
3, 5, 7, 9, 12, 15 และ 17 (น้ าหนักต่อปริมาตร) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 7.0 เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาทีและบันทึกผลการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

  3.2.5.4 ผลของควำมเป็นกรดด่ำงท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 จากข้อ 3.2.5.3 และแปรผัน pH ของอาหารเหลวเป็น 5.0, 6.0, 7.0, 
8.0, 9.0 และ 10.0 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สภาวะเขย่า 200 รอบต่อ
นาทีและบันทึกผลการผลิตเอนไซม์ที่ความเป็นกรดด่างต่างๆ 

  3.2.5.5 ผลของอุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 จากข้อ 3.2.5.4 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30, 37, 40, 45 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง สภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาทีและบันทึกผลการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

  3.2.5.6 ผลของระยะเวลำที่เหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

   น าสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือกแล้ว เลี้ยงในอาหารเหลว
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 จากข้อ 3.2.5.5 จากนั้นเก็บผลและบันทึกผลทุก 6 ชั่วโมง โดยหาแอกทิ
วิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพสและการเจริญของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือก 
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 3.2.6 ศึกษำกำรท ำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ (lipase purification) 

  3.2.6.1 กำรตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน (acetone precipitation) 

   เพาะเลี้ยงสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางในอาหารสูตรดัดแปลง 
JCM no. 377 โดยใช้ภาวะจากข้อ 3.2.5 จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที น าส่วนใสที่ได้มาตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตนที่แช่ -20 องศาเซลเซียส โดยเติม
ปริมาณอะซีโตนในรูปแบบของความเข้มข้นเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว (% saturation) ที่ 1 ถึง 40 เปอร์เซ็นต์
อ่ิมตัว ในการเติมอะซีโตนจะค่อยๆ เติมและกวนผสมกันอย่างช้าๆ บนเครื่องกวนสารที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส จากนั้นกวนต่อเนื่องอีก 5 นาที น าสารละลายทั้งหมดตั้งทิ้งไว้ให้โปรตีนตกตะกอนเป็น
เวลา 15 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 15 ชั่วโมงน าสารละลายทั้งหมดมาปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือแยกตะกอนโปรตีนทิ้ง
ไปและเก็บส่วนใสมาเติมปริมาณอะซีโตนในรูปแบบของความเข้มข้นเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัวที่ 40-60 
เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว ค่อยๆเติมอะซีโตนและกวนผสมกันอย่างช้าๆ บนเครื่องกวนสารที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นกวนต่อเนื่องอีก 5 นาที น าสารละลายทั้งหมดตั้งทิ้งไว้ให้โปรตีนตกตะกอนเป็นเวลา 
15 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เมื่อครบ 15 ชั่วโมง น าสารละลายทั้งหมดมาปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าส่วนใสทิ้งและเก็บ
ตะกอนมาท าให้อะซีโตนระเหยด้วยเครื่อง concentrator จากนั้นเก็บรักษาตะกอนโปรตีนไว้ที่ตู้ -20 
องศาเซลเซียส 

  3.2.6.2 กำรแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมำโทกรำฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ 
(ion-exchange chromatography) 

   การแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์จะใช้วิธี ion-exchange chromatography ด้วย
เครื่อง fast protein liquid chromatography (ÄKTATM Explorer 100 FPLC with Frac-900; GE 
Health care) น าตะกอนโปรตีนที่ระเหยอะซีโตนด้วยเครื่อง concentrator แล้วน ามาละลายโปรตีน
ด้วยบัฟเฟอร์ 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น าตัวอย่างโปรตีนปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ฉีดเข้าเครื่อง FPLC ตัวอย่างจะเคลื่อนที่ผ่านคอลัมน์แบบแลกเปลี่ยนประจุ HitrapTM DEAE 
fast flow (anion exchange) ขนาด 0.7 x 2.5 เซนติเมตร ปรับสมดุลคอลัมน์ด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 และชะสารตัวอย่างแบบ segments gradient ด้วย 1M NaCl 
(ภาพที่ 2) ด้วยอัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที เก็บปริมาตรทั้งหมด 40 fractions ในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส วัดปริมาณโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตรและหาแอกทิวิตี
เอนไซม์ไลเพส จากนั้นทดสอบคุณสมบัติของเอนไซม์ 
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ภาพที่ 2 กำรชะตัวอย่ำงโปรตีนออกจำกคอลัมน์ด้วย 1 M NaCl แบบ segments gradient 
  

 3.2.7 ศึกษำสมบัติของเอนไซม์ไลเพส 

 ภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม์ไลเพส ได้แก่ อุณหภูมิ pH ความเข้มข้นของโซเดียม
คลอไรด์และความจ าเพาะต่อสับสเตรทจากสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่คัดเลือก 

3.2.8 ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram 

  โหลดตัวอย่างโปรตีนที่ได้เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ( tricolor broad protein 
ladder, biotechrabbit, Germany) ที่มีขนาดอยู่ในช่วง 5.0 ถึง 245.0 กิโลดาลตัน ลงในเจล จากนั้น
ต่อขั้วไฟฟ้าเข้ากับชุดหม้อแปลงไฟฟ้าปรับกระแสไฟฟ้าให้มีปริมาณ 20 มิลลิแอมป์ต่อเจล ปล่อยให้
โปรตีนเคลื่อนที่จนเกือบถึงขอบล่างของเจล จากนั้นปิดกระแสไฟฟ้าและน าเจลออกจากชุดทดสอบ 
น าเจลที่ได้ไปล้างด้วย 2.5% Triton-X เป็นเวลา 30 นาทีและล้างด้วย 50 mM phosphate buffer 
pH 7.0 จากนั้นเททับด้วย 4-Methylumbelliferyl butyrate (Moreno et al., 2009) ทิ้งไว้เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นน าไปส่องแสง UV ภายใต้เครื่องถ่ายภาพ เพ่ือตรวจหารูปแบบการแสดงออก
ของเอนไซม์ไลเพส และน าแผ่นเจลออกมา fixing โปรตีนให้ติดกับแผ่นเจลและย้อมด้วยชุดสีย้อม 
silver stain เพ่ือตรวจหารูปแบบขนาดของโปรตีนและค านวนหาขนาดมวลโมเลกุลโปรตีนที่ต้องการ
ศึกษาจากการเทียบกับขนาดมวลโมเลกุลของโปรตีนมาตรฐาน (Laemmli, 1970) 

 3.2.9 วิเครำะห์หำปริมำณโปรตีน 

  วิ เคราะห์ปริมาณโปรตีน โดยใช้ชุดทดสอบส า เร็ จรูป Pierce™ (Thermo 
Scientific™, USA) เทียบกับโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin  
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บทที ่4 
ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ผล 

4.1 ผลกำรเก็บตัวอย่ำงและคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำงจำกอำหำรหมัก 

จากการน าตัวอย่างอาหารหมักที่ใช้ในงานวิจัยนี้ คือ กะปิ ที่แตกต่างกันรวมทั้งหมด 8 
ตัวอย่าง ในจังหวัดสมุทรสาคร ได้แก่ กะปิ ชนิดใช้เคยท าอย่างเดียว กะปิชนิดใช้กุ้งผสมเคย กะปิ
ส าหรับท าน้ าแกง กะปิส าหรับท าพริกแกง กะปิส าหรับท าน้ าพริก กะปิเมืองนคร กะปิชนิดใช้กุ้งท า
อย่างเดียวและกะปิชนิดใช้กุ้งตาโต (ตารางที่ 9-10) มาแยกเชื้อโดยใช้อาหาร JCM no. 377 พบว่า
สามารถแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางได้ทั้งหมด จ านวน 77 สายพันธุ์ 

 

ตำรำงท่ี 9 ชนิดตัวอย่ำง แหล่งสถำนที่เก็บ รหัสตัวอย่ำง รหัสไอโซเลทและจ ำนวน 

ชนิดตัวอย่ำง 
แหล่ง

สถำนที่เก็บ 
รหัส

ตัวอย่ำง 
รหัสไอโซเลท จ ำนวน 

กะปิชนิดใช้เคยท า
อย่างเดียว 

สมุทรสาคร SKP1 SKP1-1, SKP1-2, SKP1-3, SKP1-4, 
SKP1-5, SKP1-6, SKP1-7 

7 

กะปิชนิดใช้กุ้งผสม
เคย 

สมุทรสาคร SKP2 SKP2-1, SKP2-2, SKP2-3, SKP2-4, 
SKP2-5, SKP2-6, SKP2-7, SKP2-9, 
SKP2-10, SKP2-11, SKP2-12, 
SKP2-13 

12 

กะปิส าหรับท าน้ า
แกง 

สมุทรสาคร SKP3 SKP3-1, SKP3-2, SKP3-3, SKP3-4 4 

กะปิส าหรับท าพริก
แกง 

สมุทรสาคร SKP4 SKP4-1, SKP4-2, SKP4-3, SKP4-4, 
SKP4-5, SKP4-6, SKP4-7, SKP4-8, 
SKP4-9 

9 

กะปิส าหรับท า
น้ าพริก 

สมุทรสาคร SKP5 SKP5-1, SKP5-2, SKP5-3, SKP5-4, 
SKP5-5, SKP5-6, SKP5-7, SKP5-8 

8 
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ตำรำงที ่10 ชนิดตัวอย่ำง แหล่งสถำนที่เก็บ รหัสตัวอย่ำง รหัสไอโซเลทและจ ำนวน (ต่อ) 

ชนิดตัวอย่ำง 
แหล่ง

สถำนที่เก็บ 
รหัส

ตัวอย่ำง 
รหัสไอโซเลท จ ำนวน 

กะปิเมืองนคร สมุทรสาคร SKP6 SKP6-1, SKP6-2, SKP6-3, SKP6-4, 
SKP6-5, SKP6-6, SKP6-7, SKP6-8, 
SKP6-9, SKP6-10, SKP6-11, SKP6-
12, SKP6-13, SKP6-14 

14 

กะปิชนิดใช้กุ้งท า
อย่างเดียว 

สมุทรสาคร SKP7 SKP7-1, SKP7-2, SKP7-3, SKP7-4, 
SKP7-5, SKP7-6, SKP7-7, SKP7-8, 
SKP7-9, SKP7-10, SKP7-11,  

SKP7-12 

12 

กะปิชนิดใช้กุ้งตาโต สมุทรสาคร SKP8 SKP8-1, SKP8-2, SKP8-3, SKP8-4, 
SKP8-5, SKP8-6, SKP8-7, SKP8-8, 
SKP8-9, SKP8-10, SKP8-11 

11 

  รวม 77 
 

4.2 ผลกำรคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำงที่มีควำมสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพส 

4.2.1 ผลกำรคัดกรองแบคทีเรียท่ีมีควำมสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอำหำรแข็ง 

  เมื่อน าแบคทีเรียที่แยกได้ 77 สายพันธุ์มาขีดบนอาหารแข็งที่เติมสับสเตรทแตก
ต่างกันด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ Tween 20, Tween 40, Tween 60  Tween 80และ Tributyrin  
พบว่ามีจ านวนทั้งหมด 61 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็ง คือ เกิดการ
ตกตะกอนขุ่นรอบโคโลนีของแบคทีเรีย  โดยแต่ละไอโซเลทจะเกิดแอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพส
แตกต่างกันไป พบว่า 4 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 20 Tween 40 Tween 60 
Tween 80 และ Tributyrin  จ านวน 12 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 20 Tween 
40 Tween 60 และ Tween 80  จ านวน 2 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 20 
Tween 40 และ Tween 60  จ านวน 11 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 40 Tween 
60 และ Tween 80  จ านวน 11 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 40 และ Tween 60 
จ านวน 6 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 60 และ Tween 80  จ านวน 1 ไอโซเลท
เกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 20 และ Tween 60  จ านวน 1 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบน
อาหารที่เติม Tween 40 และ Tween 80  จ านวน 10 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม 
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Tween 60  จ านวน 2 ไอโซเลทเกิดแอกทิวิตีบนอาหารที่เติม Tween 80 และ 1  ไอโซเลทเกิดแอกทิ
วิตีบนอาหารที่เติม Tween 40 (ตารางที่ 11)  ดังนั้นไอโซเลทที่มีแอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพสบน
อาหารแข็งที่เติมสับสเตรท โดยที่เอนไซม์ไลเพสจะเข้าไปย่อยโมเลกุลของ  Tween และปลดปล่อย
กรดไขมันอิสระออกมาท าปฏิกิริยากับแคลเซียมในอาหารท าให้เกิดการตกตะกอนเป็นการคัดกรอง
เบื้องต้น จึงจ าเป็นต้องน าแบคทีเรียจ านวนทั้งหมด 61 ไอโซเลทไปคัดกรองในอาหารเหลวต่อไป 

ตำรำงที ่11 แอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอำหำรแข็งที่มีสับสเตรทที่แตกต่ำงกัน 

รหัสไอโซเลท 
Tween 

Tributyrin 
จ ำนวน 

ไอโซเลท 20 40 60 80 

SKP1-1, SKP6-2, SKP6-6, SKP7-2 + + + + + 4 

SKP2-1, SKP2-3, SKP2-8, SKP2-10,  

SKP2-11, SKP2-12, SKP4-5, SKP4-8, 
SKP6-8, SKP7-3, SKP8-8, SKP8-11 

+ + + + - 12 

SKP5-4, SKP8-2 + + + - - 2 
SKP1-3, SKP1-4, SKP1-5, SKP1-6, SKP1-7, 
SKP3-3, SKP4-1, SKP4-2, SKP4-7, SKP5-6, 
SKP6-12 

- + + + - 11 

SKP2-2, SKP4-9, SKP5-2, SKP5-5, SKP6-4, 
SKP6-5, SKP7-4, SKP7-5, SKP7-7,  

SKP7-11, SKP8-1 

- + + - - 11 

SKP2-4, SKP2-5, SKP2-6, SKP2-9,  

SKP6-14 

- - + + - 6 

SKP6-10 + - + - - 1 
SKP4-4 - + - + - 1 

SKP2-13, SKP5-8, SKP6-3, SKP6-9,  

SKP6-13, SKP8-3, SKP8-4, SKP8-5,  

SKP8-6, SKP8-10 

- - + - - 10 

SKP5-3, SKP6-1 - - - + - 2 
SKP8-9 - + - - - 1 

รวม      61 

+, เกิดการตกตะกอนรอบโคโลนี; -, ไม่เกิดการตกตะกอนรอบโคโลนี 
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4.2.2 ผลกำรคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำงที่มีควำมสำมำรถผลิตเอนไซม์ไลเพส
ในอำหำรเหลว 

  ผลการคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสใน
อาหาร เหลว โดยใช้สับส เตรท p-Nitrophenyl butyrate (p-NPB)  เป็นสารตั้ งต้นด้วยวิธี  
colorimetric assay ซึ่งแสดงค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในหน่วยของยูนิตต่อมิลลิลิตร (U/mL) 
ค่าแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากการค านวณกราฟมาตรฐานและสูตรการค านวณแสดงใน
ภาคผนวกที่ ง.3 จากจ านวนทั้งหมด 61 ไอโซเลทมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสลงบน
อาหารแข็ง เมื่อน ามาเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่เติมสับสเตรท 1 เปอร์เซ็นต์
ของ Tween 20 และ Tween 80 พบว่าค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียที่มีความสามารถ
ผลิตเอนไซม์ไลเพสนั้น ในอาหารที่เติมสับสเตรท 1 เปอร์เซ็นต์ของ Tween 20 อยู่ในช่วง 0.00 ถึง 
30.13 ± 0.41 U/mL และในอาหารที่เติมสับสเตรท 1 เปอร์เซ็นต์ของ Tween 80 อยู่ในช่วง 0.00 
ถึง 30.00 ± 0.25 U/mL (ตารางที่ 12-13) จากการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิต
เอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็งทั้งหมด 61 ไอโซเลทและได้แบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไล
เพสในอาหารเหลวทั้งหมด 12 ไอโซเลท (ภาพที่ 3) จึงได้เลือกเป็นตัวแทนมาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน 16S rRNA เพ่ือหาความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการ 
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ตำรำงที ่12 ผลแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอำหำรเหลวและไอโซเลทท่ีน ำไปวิเครำะห์ 16S 
rRNA gene 

รหัสไอโซเลท 
Lipase activity (U/mL) ไอโซเลทท่ี 

วิเครำะห์ 16S rRNA gene Tween 20 Tween 80 

SKP1-3 1.015±0.15 0.0 SKP1-3 

SKP1-4 13.71±1.16 0.0 SKP1-4 

SKP1-5 0.0 22.24±2.86 SKP1-5 

SKP1-6 0.0 19.07±5.32 SKP1-6 

SKP2-1 0.68±1.62 0.0 SKP2-1 

SKP2-3 2.02±0.39 0.0 SKP2-3 

SKP2-5 3.16±0.13 0.0  

SKP2-8 6.24±0.33 0.0  

SKP2-9 28.16±0.47 29.34±0.61  

SKP2-10 5.81±0.23 0.0  

SKP4-4 11.36±0.21 5.93±2.01  

SKP4-8 25.96±0.59 0.0 SKP4-8 
SKP4-9 15.58±0.94 0.0  
SKP5-2 20.53±0.78 23.99±0.76  
SKP5-3 29.52±0.82 30.0±0.39  
SKP5-4 30.13±0.41 30.0±0.25 SKP5-4 
SKP5-5 5.73±0.86 1.44±0.93 SKP5-5 
SKP6-2 0.53±0.67 0.0 SKP6-2 
SKP7-4 27.25±1.15 0.0 SKP7-4 
SKP7-7 25.5±1.49 10.98±0.27  
SKP8-1 14.29±0.48 0.0  
SKP8-2 10.96±0.29 0.0 SKP8-2 
SKP8-3 10.68±0.67 19.12±1.60  

รวม   12 
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ตำรำงที ่13 ผลแอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพสในอำหำรเหลวและไอโซเลทท่ีน ำไปวิเครำะห์ 16S 
rRNA gene (ต่อ) 

รหัสไอโซเลท 
Lipase activity (U/mL) ไอโซเลทท่ี 

วิเครำะห์ 16S rRNA gene Tween 20 Tween 80 
SKP1-1, SKP1-7, SKP2-2, 
SKP2-4, SKP2-6, SKP2-7, 
SKP2-11, SKP2-13, SKP3-2, 
SKP3-4, SKP4-1, SKP4-2, 
SKP4-3, SKP4-5, SKP4-7, 
SKP5-6, SKP5-7, SKP5-8, 
SKP6-1, SKP6-3, SKP6-4, 
SKP6-5, SKP6-6, SKP6-7, 
SKP6-8, SKP6-9, SKP6-10, 
SKP6-12, SKP6-13, SKP6-14, 
SKP7-2, SKP7-3, SKP7-8, 
SKP7-9, SKP7-10, SKP7-11, 
SKP8-4, SKP8-5, SKP8-6, 
SKP8-8, SKP8-9, SKP8-10, 
SKP8-11 

0.0 0.0 SKP1-1, SKP1-7, SKP2-2, 
SKP2-4, SKP2-7, SKP2-13, 
SKP4-1, SKP5-6, SKP5-8, 
SKP6-1, SKP6-3, SKP6-4, 
SKP6-4, SKP6-7, SKP6-9, 
SKP6-10, SKP6-12, SKP6-13, 
SKP6-14, SKP7-3, SKP7-10, 
SKP7-11, SKP8-5, SKP8-6, 
SKP8-9, SKP8-11 
 

รวม   26 
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ภาพที่ 3 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำง 23 ไอโซเลทในอำหำรเหลว

สูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่เติมสับสเตรท Tween 20 และ Tween 80 
 

 
4.3 ผลกำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปำนกลำง 

 จากการคัดกรองขั้นที่ 4.2.1 และ 4.2.2 ได้คัดเลือกตัวแทนแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มี
แอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพสจ านวน 12 ไอโซเลทและ 26 (ตารางที่ 14-15) ไอโซเลทที่ไม่มีแอกทิวิ
ตีในอาหารเหลวมาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA  

 ผลจากจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี สรีรวิทยาและล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA พบว่าแบคทีเรียตัวแทนที่ย้อมติดสีแกรมบวกทั้งหมด 38 ไอโซเลท ทัง้ที่มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซม์ไลเพสและตัวแทนของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์อ่ืน สามารถจัดกลุ่มได้
เป็นทั้งหมด 9 สกุล ดังผลในตารางที่ 16  ถึง 21 และภาพท่ี 4 ถึง 16 
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1. สกุล Oceanobacillus เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ไม่แผ่ 
สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออกซิเดส เจริญได้ในความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ 
พบการย่อยแอสคูลิน หางนมและยูเรีย เกิดการสร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส ฟรุกโตส กลูโคส แมน
นิทอล มอลโตส แมนโนส ไรโบส ซาลิซินและไซโลส ประกอบด้วย 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP2-4 และ 
SKP5-5 

สายพันธุ์ SKP2-4 มีโคโลนีสีส้มเหลืองอ่อน เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM 
no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส เกิดการย่อย
แป้ง พบการใช้ไนเตรท สร้างกรดจากน้ าตาลแลคโตส เมลิไบโอส (ตารางที่ 14) จากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP2-4 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ 
Oceanobacillus piture LMG19492T (Lee, J. S. et al., 2006) 100 เปอร์เซ็นต์และมีความยาว
เบส 1,349 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Oceanobacillus piture (ภาพที่ 4) 

สายพันธุ์ SKP5-5 มีโคโลนีสีครีม เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้
ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 14) จากการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP5-5 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสาย
พันธุ์ Oceanobacillus manasiensis YD3-56T (Wang et al., 2010) 99.78 เปอร์เซ็นต์และมี
ความยาวเบส 1,372 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Oceanobacillus manasiensis 
(ภาพที่ 4) 

 

ภำพที่ 4 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Oceanobacillus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบ
บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 Oceanobacillus manasiensis YD3-56T 

 SKP5-5  

 Oceanobacillus kapialis SSK2-2T 

 Oceanobacillus picturae LMG 19492T 

 SKP2-4  

 Ornithinibacillus contaminans CCUG 53201T 

 Oceanobacillus polygoni SA9T 

 Oceanobacillus profundus CL-MP28T 

 Oceanobacillus caeni S-11T 

 Oceanobacillus arenosus CAU 1183T 

 Oceanobacillus chungangensis CAU 1051T 

 Oceanobacillus oncorhynchi subsp. incaldanensis 20AGT 

 
 Paenibacillus polymyxa ATCC 842T 

100 

100 
98 

77 
99 

91 

83 

97 

0.01 
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2. สกุล Virgibacillus เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ สร้างเอนไซม์
คะตาเลสและออกซิเดส เจริญได้ในอุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียสและความเข้มข้นโซเดียมคลอ
ไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยหางนมและยูเรีย พบการใช้ไนเตรท เกิดการสร้างกรดจาก
น้ าตาลฟรุกโตส กลูโคส แมนนิทอล มอลโตส ประกอบด้วย 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP5-4 และ SKP6-2  

สายพันธุ์ SKP5-4 มีสีโคโลนีครีมเหลือง ไม่แผ่ เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM 
no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 สร้างกรดจากน้ าตาลกาแลคโตส ไรโบสและทรี
ฮาโลส (ตารางที่ 14) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP5-4  มี
ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Virgibacillus halodenitrificans DSM10037T (Yoon et al., 
2004) 99.57 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,390 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น 
Virgibacillus halodenitrificans (ภาพที่ 5)  

สายพันธุ์ SKP6-2 มีสีโคโลนีครีมขาว แผ่ เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 
377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 5 ถึง 9 เกิดการย่อยแอสคูลิน Tween 80 สร้างกรดจาก
น้ าตาลเซลลูไบโอส แมนโนส แรมโนสและไซโลส (ตารางที่ 14) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP6-2 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Virgibacillus kapii KN3-
8-4T (Daroonpunt et al., 2016) 99.58 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,463 นิวคลีโอไทด์ จึง
พิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Virgibacillus kapii (ภาพที่ 5) 

 

 

ภำพที่ 5 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Virgibacillus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบบริเวณ
ยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 Virgibacillus sediminis YIM kkny3T 

 Virgibacillus xinjiangensis SL6-1T 

 Virgibacillus chiguensis NTU-101T 

 Virgibacillus dokdonensis DSW-10 T 

 Virgibacillus pantothenticus IAM 11061T 

 Virgibacillus proomii LMG 12370T 

 SKP6-2  

 Virgibacillus kapii KN3-8-4T 

 Virgibacillus olivae E308T 

 Virgibacillus marismortui 123T 

 Virgibacillus salarius SA-Vb1T 

 Virgibacillus picturae LMG 19492T 

 Virgibacillus halodenitrificans DSM 10037T 

 SKP5-4 

 Virgibacillus koreensis BH30097T 

 Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446T 

100 
99 

100 

100 

100 

77 
100 

97 

73 

63 

0.02 
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3. สกุล Thalassobacillus เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ไม่แผ่ 
สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออกซิเดส เจริญได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 ความเข้มข้น
โซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต ์พบการย่อยทวีน 80 พบการใช้ไนเตรท เกิดการสร้างกรดจาก
น้ าตาลฟรุกโตส กลูโคสและมอลโตส ประกอบด้วย 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP1-5 และ SKP4-3  

สายพันธุ์ SKP1-5 มีสีโคโลนีครีมเหลือง เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 
377 ได้ในอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส พบการย่อยหางนมและยูเรีย (ตารางที่ 14) จากการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP1-5 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสาย
พันธุ์ Thalassobacillus hwangdonensis AD-1T (Lee et al., 2010) 99.64 เปอร์เซ็นต์และมี
ความยาวเบส 1,381 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Thalassobacillus hwangdonensis 
(ภาพที่ 6) 

สายพันธุ์ SKP4-3 มีสีโคโลนีสีครีมขาว เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 
377 ได้ในอุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส พบการย่อยอาร์จินีน สร้างกรดจากน้ าตาลเซลลูไบโอส 
แมนนิทอล และราฟิโนส (ตารางที่ 14) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สาย
พันธุ์ SKP4-3 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Thalassobacillus devorans G-19.1T (Garcia 
et al., 2005) 99.64 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,388 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น 
Thalassobacillus devorans (ภาพที่ 6) 

 

 

ภำพที่ 6 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Thalassobacillus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบ
บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 Thalassobacillus cyri HS286T 

 SKP4-3  

 Thalassobacillus devorans G-19.1T 

 Thalassobacillus pellis 18OMT 

 Thalassobacillus hwangdonensis AD-1T 

 SKP1-5  

 Halobacillus yeomjeoni MSS-402T 

 Alicyclobacillus acidocaldarius DSM 446T 

100 

70 

99 

53 

83 

0.02 
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4. สกุล Halobacillus เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ สีโคโลนีครีม
เหลือง ไม่แผ่ ประกอบด้วย 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP1-1 และ SKP7-3 สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออก
ซิเดส เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 
อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ พบแอกทิวิตี
การย่อยแป้ง หางนมและยูเรีย สร้างกรดจากน้ าตาลกาแลคโตส มอลโตส เมลิไบโอส ราฟิโนส ไรโบส
และซาลิซิน (ตารางที่ 14) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP1-1 
และ SKP7-3 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Halobacillus trueperi DSM10404T (Spring et 
al., 1996) 99.55 และ 99.64 เปอร์เซ็นต์ และมีความยาวเบส 1,348 และ 1,390 นิวคลีโอไทด์ 
ตามล าดับ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Halobacillus trueperi (ภาพที่ 7) 

 

 

ภำพที่ 7 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Halobacillus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบ
บริเวณยีน 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 Halobacillus dabanensis D-8T 

 Halobacillus mangrovi MS10T 

 Halobacillus kuroshimensis IS-Hb7T 

 Halobacillus profundi IS-Hb4T 

 Halobacillus karajiensis DSM 14948T 

 Halobacillus yeomjeoni MSS-402T 

 Halobacillus faecis IGA7-4T 

 SKP1-1 

 SKP7-3 

 Halobacillus trueperi DSM 10404T 

 Halobacillus locisalis MSS-155T 

 Halobacillus andaensis NEAU-ST10-40T 

 Halobacillus seohaensis ISL-50T 

 Halobacillus campisalis ASL-17T 

 Halobacillus alkaliphilus FP5T 

 Halobacillus halophilus NBRC 102448T 

 Halobacillus salinus HSL-3T 

 Halobacillus naozhouensis JSM 071068T 

 Gracilibacillus halophilus YIM-C55.5T 

90 

78 

55 

50 

0.005 
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ตำรำงท่ี 14 ลักษณะทำงฟีโนไทป์ที่แตกต่ำงของสำยพันธุ์กลุ่ม Oceanobacillus, 
Virgibacillus, Halobacillus และ Thalassobacillus 

Characteristics 

Oceanobacillus Virgibacillus Halobacillus Thalassobacillus 

SK
P2

-4
 

SK
P5

-5
 

SK
P5

-4
 

SK
P6

-2
 

SK
P1

-1
 

SK
P7

-3
 

SK
P1

-5
 

SK
P4

-3
 

Pigmentation  OY  CW CY CW CW CW CW CY 
Growth at pH 5 - - - + - - - - 
Growth at pH 9 + - + + + + - - 
Growth at 45๐C + - + + + + + - 
Growth at 50๐C - - - - - - + - 
Hydrolysis of  

Aesculin + + - + - - - - 
L-Arginine - - - - - - - + 
Gelatin - - - - - - - - 
Skim milk + + + + + + + - 
Starch + - - - + + - - 
Tween 80 - - - + - - + + 
Urea + + W W + + + - 
Nitrate reduction + - + + - - + - 

Acid form:         
L(+)-Arabinose + + - - - - - - 
D-(+)-Cellobiose + - - + + + - + 
D(-)-Fructose + + + + W + + + 
D(+)-Galactose + - + - + + - - 
Lactose + - - - - - - - 
D-Manitol + + + + + + - + 
D(+)-Mannose + + - + + + - - 
D-(+)-Melibiose + - - - + + - - 
D-(+)-Raffinose - - - - + W - + 
L-(+)-Rhamnose - + - W - - - - 
D(-)-Ribose + + + - - - - - 
D(-)-Salicin + + - - + W - - 
D(+)-Trehalose - - + - + + - - 
D(+)-Xylose + + - + + + - - 

+, เจริญ; -, ไม่เจริญ; W, เจริญน้อย; OY, สีส้มเหลือง; CW, สีครีมขาว; CY, สีครีมเหลือง 
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5. สกุล Bacillus เป็นแบคทีเรียรูปร่างท่อน มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ประกอบด้วย 5 สาย
พันธุ์ ได้แก่ SKP1-3, SKP1-4, SKP4-1, SKP5-8 และ SKP7-4 

สายพันธุ์ SKP1-3 มีสีโคโลนีขาวขุ่น สร้างเอนไซม์คะตาเลสและ ออกซิเดส เจริญเติบโตใน
อาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 
40 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 0 ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ พบการย่อย Tween 80 พบ
การใช้ไนเตรท (ตารางที่ 15) สร้างกรดจากน้ าตาลฟรุกโตส มอลโตสและทรีฮาโลสจากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP1-3 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ 
Bacillus seohaeanensis BH724T (Lee, J. C. et al., 2006) 99.64 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 
1,396 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Bacillus seohaeanensis ภาพที่ 8 

สายพันธุ์ SKP1-4 มีสีโคโลนีขาว มีเมือกไหล มันวาว สร้างเอนไซม์คะตาเลส แต่ไม่สร้าง
เอนไซม์ออกซิเดส เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่าง
ตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 0 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ 
พบการย่อยแป้ง ยูเรียและหางนม พบการใช้ไนเตรท (ตารางที่ 15) สร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส 
ฟรุกโตส แลคโตส แมนนิทอล มอลโตส แมนโนสและไซโลส จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยี น  16S rRNA ส า ย พั น ธุ์  SKP1- 4  มี ค ว า ม สั ม พั น ธ์ ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ ส า ย พั น ธุ์  Bacillus 
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T (Borriss et al., 2011) 99.86 เปอร์เซ็นต์และมี
ความยาวเบส 1,393 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Bacillus amyloliquefaciens (ภาพ
ที่ 8) 

สายพันธุ์ SKP4-1 มีโคโลนีสีขาวขุ่น สร้างเอนไซม์คะตาเลส แต่ไม่สร้างเอนไซม์ออกซิเดส 
เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 5 ถึง 8 
อุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 0 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ พบการย่อย
แอสคูลิน หางนมและยูเรีย พบการใช้ไนเตรท (ตารางที่ 15) สร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส เซลลู
ไบโอส ฟรุกโตส มอลโตส แมนโนส ไรโบส ซาลิซินและทรีฮาโลส จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP4-1 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Bacillus safensis FO-
36bT (Satomi et al., 2006) 99.85 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวแบส 1,376 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็น Bacillus safensis (ภาพที่ 8) 
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 สายพันธุ์ SKP5-8 และ SKP7-4 มีสีโคโลนีครีมส้ม ไม่แผ่ สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออกซิ
เดส เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 
อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ พบการย่อย
แป้ง หางนมและยูเรีย สร้างกรดจากน้ าตาลเซลลูไบโอส กลูโคส แมนนิทอล แมนโนส มอลโตส ซาลิ
ซิน ทรีฮาโลสและไซโลส (ตารางที่ 15) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สาย
พันธุ์ SKP5-8 และ SKP7-4 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Bacillus vietnamensis 15-1T 
(Noguchi et al., 2004) 98.02 และ 97.94 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,366 และ 1,479 นิวคลี
โอไทด์ ตามล าดับ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Bacillus sp. (ภาพที่ 8) 

ตำรำงท่ี 15 ลักษณะทำงฟีโนไทป์ที่แตกต่ำงของสำยพันธุ์กลุ่ม Bacillus 

Characteristics Bacillus 
SKP1-3 SKP5-8 SKP7-4 SKP1-4 SKP4-1 

Pigmentation  W  CO  CO  W  CW 
Oxidase + + + - - 
Growth at pH 5 - - - + - 
Growth at 45๐C - + + + + 
Growth at 50๐C - - - + + 
Growth in 15% NaCl + + + - + 
Growth in 20% NaCl - - - - + 
Hydrolysis            
  Aesculin - - - - + 
  Gelatin - - - + - 
  Skim milk - + + + + 
  Starch - + + + - 
  Tween 80 + - - - - 
  Urea - W W W W 
  Nitrate reduction + - - + + 
Acid form:           
  L(+)-Arabinose - - - + + 
  D-(+)-Cellobiose - + + - + 
  D(-)-Fructose + - - + + 
  Lactose - - - + - 
  Maltose + + + + W 
  D(+)-Mannose - + + + + 
  D(-)-Ribose - - - - + 
  D(-)-Salicin - + + - + 
  D(+)-Trehalose + + + - + 
  D(+)-Xylose - + + + - 

+, เจริญ; -, ไม่เจริญ; W, เจริญน้อย; CW, สีครีมขาว; CO, สีครีมส้ม; 
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ภำพที่ 8 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Bacillus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบยีนบริเวณ 
16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SKP1-4  

 Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42T 

 Bacillus amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciens DSM 7T 

 Bacillus vallismortis DV1-F-3T 

 Bacillus mojavensis RO-H-1T 

 Bacillus subtilis DSM10T 

 Bacillus tequilensis 10bT 

 Bacillus atrophaeus JCM 9070T 

 Bacillus licheniformis ATCC 14580T 

 Bacillus pumilus ATCC 7061T 

 SKP4-1  

 Bacillus safensis FO-36bT 

 Bacillus seohaeanensis BH724T 

 SKP1-3 

 Bacillus pakistanensis NCCP-168T 

 Bacillus acidicola 105-2T 

 Bacillus megaterium ATCC 14581T 

 SKP7-4  

 SKP5-8 

 Bacillus aquimaris TF-12T 

 Bacillus coahuilensis m4-4T 

 Bacillus vietnamensis 15-1T 

 Bacillus marisflavi TF-11T 

 Bacillus oryzaecorticis R1T 

 Halobacillus halophilus DSM 2266T 

93 
100 

99 

81 

100 

54 
82 

94 

50 

59 
82 

74 

56 

60 

0.005 
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6. สกุล Staphylococcus เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ไม่แผ่ 
สร้างเอนไซม์คะตาเลส ไม่สร้างเอนไซม์ออกซิเดส ประกอบด้วย 9 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP2-1, SKP2-2, 
SKP2-3, SKP2-12, SKP6-3, SKP6-4, SKP6-14, SKP7-10 และ SKP8-11 

 สายพันธุ์ SKP2-1, SKP2-2, SKP2-3, SKP2-12, SKP6-3, SKP6-4 และ SKP6-14 มีสีโคโลนี
เหลือง เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 5 
ถึง 8 อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ เกิดการ
ย่อยอาร์จินีน หางนมและยูเรีย พบการใช้ไนเตรท สร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส แลคโตส แมนโนส 
ไรโบสและไซโลส (ตารางที่ 16) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าสาย
พันธุ์ SKP2-1, SKP2-2, SKP2-3, SKP2-12, SKP6-3, SKP6-4 และ SKP6-14  มีความใกล้เคียงกับ
สายพันธุ์ Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305T (Hajek et al
., 1996) 99.64 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส ตั้งแต่ 1,376 ถึง 1,384 นิวคลีโอไทด์ จึง
พิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus (ภาพที่ 9) 

 สายพันธุ์ SKP7-10 มีสีโคโลนีขาว เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้
ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอ
ไรด์ที่ 1 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยอาร์จินีน หางนม ทวีน 80 และยูเรีย พบการใช้ไนเตรท สร้าง
กรดจากน้ าตาลฟรุกโตส กาแลคโตส กลูโคส แลคโตส แมนนิทอล มอลโตส แมนโนสและทรีฮาโลส 
(ตารางที่ 16) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าสายพันธุ์ SKP7-10 มี
ความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus ATCC 49330T 
(Kloos & Wolfshohl, 1991) 100 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,401 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็น Staphylococcus cohnii (ภาพที่ 9) 

 สายพันธุ์ SKP8-11 มีสีโคโลนีครีมเหลือง เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 
377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้น
โซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยแอสคูลิน อาร์จินีน หางนม ทวีน 80 และยูเรีย 
พบการใช้ไนเตรท เกิดการสร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส ฟรุกโตส กาแลคโตส กลูโคส แลคโตส 
แมนนิทอล มอลโตส แมนโนส ไรโบส ซาลิซิน ทรีฮาโลสและไซโลส (ตารางที่ 16) จากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าสายพันธุ์ SKP8-11 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ 
Staphylococcus nepalensis CW1T (Spergser et al., 2003) 100 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 
1,402 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Staphylococcus nepalensis (ภาพที่ 9) 
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ตำรำงที ่16 ลักษณะทำงฟีโนไทป์ที่แตกต่ำงของสำยพันธุ์กลุ่ม Staphylococcus  

Characteristics 

Staphylococcus 

SKP2-1, SKP2-2, SKP2-3, SKP2-12, 
SKP6-3, SKP6-4, SKP6-14 

SKP7-10 SKP8-11 

Pigmentation  Y  W  CY 
Growth at pH 5 +(-1) - - 
Growth at 45๐C -(+1) - + 
Growth in 15% NaCl +(-2) + + 
Growth in 20% NaCl +(-3) + - 
Hydrolysis of       
  Aesculin - - + 
  L-Arginine +(-1) + + 
  Skim milk +(-3) + + 
  Tween 80 - + + 
  Nitrate reduction + + + 
Acid form:       
  L(+)-Arabinose +(1) - + 
  D-(+)-Cellobiose - - + 
  D(+)-Galactose -(-3) + + 
  Lactose +(-3) + + 
  D(+)-Mannose +(-1) + + 
  D(-)-Ribose +(-2) - + 
  D(-)-Salicin - - + 
  D(+)-Xylose +(-1) - + 

+, เจริญ; -, ไม่เจริญ; W, สีขาว; CY, สีครีมเหลือง; Y, สีเหลือง 
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ภำพที่ 9 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Staphylococcus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SKP6-14  

 SKP6-3  

 SKP6-4  

 SKP2-12  

 SKP2-1  

 SKP2-3 

 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis GTC 843T 
 SKP2-2  

 Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 15305T 

 Staphylococcus xylosus ATCC 29971T 

 Staphylococcus arlettae ATCC 43957T 

 Staphylococcus gallinarum ATCC 35539T 

 Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970T 

 Staphylococcus pasteuri ATCC 51129T 

 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 

 Staphylococcus cohnii subsp. cohnii ATCC 29974T 
 SKP7-10  

 Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus ATCC 49330T 
 SKP8-11 

 Staphylococcus nepalensis CW1T 

 Staphylococcus kloosii ATCC 43959T 

 Bacillus subtilis DSM10T 

100 

99 

75 

96 
67 

52 

61 

72 
60 

97 

53 

53 

0.01 
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7. สกุล Salinicoccus เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ไม่แผ่ มีโคโลนี
สีชมพู ประกอบด้วย 12 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP2-7, SKP5-6, SKP6-9, SKP6-13, SKP8-5, SKP8-8, 
SKP6-7, SKP6-10, SKP6-12, SKP6-1, SKP8-6 และ SKP8-9 

สายพันธุ์ SKP2-7, SKP5-6, SKP6-9, SKP6-13, SKP8-5 และ SKP8-8 สร้างเอนไซม์คะตาเล
สและออกซิเดส เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่าง
ตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 5 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ 
เกิดการย่อยยูเรีย สร้างกรดจากน้ าตาลมอลโตส แมนโนสและทรีฮาโลส (ตารางที่ 17) จากการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่าสายพันธุ์ SKP2-7, SKP5-6, SKP6-9, SKP6-13, 
SKP8-5 และ SKP8-8 มีความสัมพันธุ์ ใกล้ เคี ยงสายพันธุ์  Salinicoccus siamensis PN1-2T 
(Pakdeeto et al., 2007b) ตั้งแต่ 99.35 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบสตั้งแต่ 1,385 ถึง 
1,396 นิวคลีโอไทด์ ตามล าดับ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Salinicoccus siamensis (ภาพที่ 10) 

 สายพันธุ์ SKP6-7 และ SKP6-10 สร้างเอนไซม์คะตาเลส แต่ไม่สร้างเอนไซม์ออกซิเดส 
เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 
อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 5 ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อย
อาร์จินีน หางนมและทวีน 80 พบการใช้ไนเตรท สร้างกรดจากน้ าตาลฟรุกโตส กลูโคส มอลโตสและ
แมนโนส (ตารางที่ 17) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP6-7 
และ SKP6-10 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ Salinicoccus roseus DSM5351T (Ventosa et 
al., 1990) ตั้งแต่ 99.71 ถึง 99.79 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,390 และ 1,420 นิวคลีโอไทด์ 
ตามล าดับ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Salinicoccus roseus (ภาพที่ 10) 

 สายพันธุ์ SKP6-1, SKP6-12 และ SKP8-6 เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM 
no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ความเข้มข้น
โซเดียมคลอไรด์ที่ 5 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยยูเรีย เกิดการสร้างกรดจากน้ าตาลฟรุกโตส 
กลูโคส มอลโตส แมนโนส ไรโบสและทรีฮาโลส (ตารางที่ 17) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP6-1, SKP6-12 และ SKP8-6 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ 
Salinicoccus salsiraiae RH-1T (Franca et al., 2006) ตั้งแต่ 99.78 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์และมี
ความยาวเบส 1,350 ถึง 1,512 นิวคลีโอไทด์ ตามล าดับ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Salinicoccus 
salsiraiae (ภาพที่ 10) 
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สายพันธุ์ SKP8-9 สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออกซิเดส เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตร
ดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส 
ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 5 ถึง 15 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยยูเรีย เกิดการสร้างกรดจาก (ตารางที่ 
17) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP8-9 มีความสัมพันธ์
ใกล้ เคี ยงกับสายพันธุ์  Salinicoccus amylolyticus JC304T (Srinivas et al. , 2016)  99.34 
เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,368 นิวคลีโอไทด์ จึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Salinicoccus 
amylolyticus (ภาพที่ 10) 

 

8. สกุล Nesterenkonia ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างกลม มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ มี
โคโลนีสีเหลืองขุ่น ไม่แผ่ สร้างเอนไซม์คะตาเลส แต่ไม่สร้างเอนไซม์ออกซิเดส ประกอบด้วย 2 สาย
พันธุ์ ได้แก่ SKP2-13 และ SKP7-11 เกิดการย่อยยูเรีย 

สายพันธุ์ SKP2-13 เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความ
เป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 9 อุณหภูมิ 30 ถึง 45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 
20 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยอาร์จินีน สร้างกรดจากน้ าตาลฟรุกโตส กาแลคโตส กลูโคส แมนนิทอล
และทรีฮาโลส (ตารางที่ 17) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA สายพันธุ์ SKP2-
13 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับสายพันธุ์ Nesterenkonia lacusekhoensis EL-30T (Collins et al., 
2002) 99.78 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,390 นิวคลีโอไทด์ (ภาพที่ 11) 

 สายพันธุ์ SKP7-11 เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ในช่วงความ
เป็นกรดด่างตั้งแต่ 6 ถึง 8 อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1 ถึง 
15 เปอร์เซ็นต์ เกิดการย่อยแป้ง สร้างกรดจากน้ าตาลอะราบิโนส เซลลูไบโอส ฟรุกโตส กลูโคส แลค
โตส มอลโตส ทรีฮาโลสและไซโลส (ตารางที่ 17) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 16S rRNA 
สายพันธุ์ SKP7-11 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ Nesterenkonia halophila 70179T (Li et 
al., 2008) 99.27 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 1,375 นิวคลีโอไทด์และพบว่ามีความแตกต่างกัน
ทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกัน ได้แก่ สีโคโลนี การย่อยแป้ง ทวีน 80 และการสร้างกรดจากน้ าตาลฟรุก
โตส กลูโคสและแลคโตส จากสายพันธุ์มาตรฐาน Nesterenkonia halophila 70179T จึงพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็น Nesterenkonia sp. (ภาพที่ 11) 
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ตำรำงที ่17 ลักษณะทำงฟีโนไทป์ที่แตกต่ำงของสำยพันธุ์กลุ่ม Salinicoccus และ 
Nesterenkonia  

Characteristics 

Salinicoccus Nesterenkonia 

SK
P2

-7
, 

SK
P5

-6
, 

SK
P6

-9
, 
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P6

-1
3, 
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P8

-8
 

SK
P6

-7
, 

SK
P6

-1
0 

SK
P6

-1
2, 

SK
P6

-1
, 

SK
P8

-6
 

SK
P8

-9
 

SK
P2

-1
3 

SK
P7

-1
1 

Pigmentation P P P P Y Y 
Oxidase + - + + - - 
Growth at pH 9 +(-2) - + + + - 
Growth at 45๐C -(+2) + - + + - 
Growth in 15% NaCl +(-2) + - + + + 
Growth in 20% NaCl -(+2) + - - + - 
Hydrolysis of           
  L-Arginine -(+1) + - - + - 

Starch - - - - - + 
  Skim milk - +(-1) - - - - 
  Urea W(+2) - W + W W 
  Nitrate reduction -(+2) + - - - - 
Acid form:           
  D-Manitol - - - W + - 
  Maltose -(+2), 1W + W + - + 
  D(+)-Mannose -2, +2, 1W +(1W) W + - - 
  D(-)-Ribose + - + + - - 
  D(-)-Salicin - - - - - - 
  D(+)-Trehalose +(-1) +(-1) + + + + 
  D(+)-Xylose -(1W) - - - - + 

+, เจริญ; -, ไม่เจริญ; W, เจริญน้อย; P, สีชมพู; Y, สีเหลือง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

52 

 

ภำพที่ 10 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Salinicoccus บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 

 SKP5-6  

 SKP8-7 

 SKP2-7  

 SKP6-9  

 SKP6-13  

 Salinicoccus siamensis PN1-2T 

 SKP8-5 

 SKP8-8  

 SKP6-1 

 Salinicoccus salsiraiae RH-1T 

 SKP6-12  

 SKP8-6  

 Salinicoccus jeotgali S2R53-5T 

 SKP8-9 

 Salinicoccus amylolyticus JC304T 

 Salinicoccus roseus DSM 535T 

 SKP6-7  

 SKP6-10  

 Salinicoccus hispanicus DSM 5352T 

 Salinicoccus sesuvii CC-SPL15-2T 

 Salinicoccus carnicancri CrmT 

 Salinicoccus halodurans W24T 

 Salinicoccus albus YIM-Y21T 

 Salinicoccus alkaliphilus T8T 

 Salinicoccus halitifaciens JC90T 

 Salinicoccus kunmingensis YIM Y15T 

 Salinicoccus qingdaonensis ZXM223T 

 Nesterenkonia halophila YIM 70179T 

97 

81 

91 

80 

96 

51 

70 

80 

61 

99 

63 

61 

100 

83 

65 

66 
62 

97 

62 

0.02 
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ภำพที่ 11 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ Nesterenkonia บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบยีน
บริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 

 

 

 

 

 

 

 

 Nesterenkonia jeotgali JG-241T 

 Nesterenkonia sandarakina YIM 70009T 

 Nesterenkonia halotolerans YIM 70084T 

 Nesterenkonia lutea YIM 70081T 

 SKP7-11  

 Nesterenkonia halobia DSM 20541T 

 Nesterenkonia halophila YIM 70179T 

 Nesterenkonia aethiopica DSM 17733T 

 Nesterenkonia suensis Sua-BAC020T 

 Nesterenkonia xinjiangensis YIM 70097T 

 Nesterenkonia flava CAAS 251T 

 Nesterenkonia lacusekhoensis IFAM EL-30T 

 SKP2-13  

 'Nesterenkonia massiliensis' NP1T 

 Nesterenkonia rhizosphaerae EGI 80099T 

 Nesterenkonia terrae YIM 80556T 

 Nesterenkonia alkaliphila F10T 

 Nesterenkonia alba DSM 19423T 

 Nesterenkonia populi GP10-3T 

 Kocuria rosea DSM 20447T 

78 
97 

100 

99 

100 

100 

96 

81 
88 

67 

71 
91 

69 

87 

0.005 
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9. สกุล Allobacillus ประกอบด้วย 2 สายพันธุ์ ได้แก่ SKP4-8 และ SKP8-2 เป็นแบคทีเรียรูปร่าง
ท่อนยาว (ภาพที่ 12 และ 13) ลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ไม่แผ่ มีสีโคโลนีสีขาวครีม สร้าง
สปอร์บริเวณปลายเซลล์ (terminal endospores) (ภาพที ่14) สร้างเอนไซม์คะตาเลสและออกซิเดส 
เจริญเติบโตในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 ได้ช่วงความเป็นกรดด่างตั้งแต่ 5-9 อุณหภูมิ 
30-45 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 1-20 เปอร์เซ็นต์ (เจริญเติบโตได้ดีในความเป็น
กรดด่างที่ 7.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 8-10 เปอร์เซ็นต์) เกิด
การสร้างกรดจากน้ าตาลแมนโนส, ไรโบสและฟรุกโตส สายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีเปอร์เซ็นต์
ของเบส G+C อยู่ที่ 40.5 และ 40.8 ตามล าดับ ในตารางที่ 20 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S 
rDNA พบว่าสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์ Allobacillus 
halotolerans B3AT (Sheu et al., 2011) ถึง 99.14 และ 98.80 เปอร์เซ็นต์และมีความยาวเบส 
1,393 และ 1,434 นิวคลีโอไทด์ ตามล าดับ (ภาพที่ 15) 

จากการศึกษาองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรีย พบว่าในชั้นของเพปติโดไกลแคน จะมี 
meso-diaminopimelic acid เป็นองค์ประกอบหลักของผนังเซลล์  และมี menaquinone 7 
isoprene เป็นองค์ประกอบหลักของ isoprenoid quinone และพบองค์ประกอบของ fatty acid 
พบว่าในสายพันธุ์ SKP4-8 ประกอบด้วย iso-C15:0 (45.8%), iso-C16:0 (3.4%), antesio-C15:0 
(17.9%) และ antesio-C17:0 (6.6%) แต่ในสายพันธุ์ SKP8-2 ประกอบด้วย iso-C15:0 (20.5%), iso-
C16:0 (7.5%), antesio-C15:0 (42.4%) และ antesio-C17:0 (14.3%) ซึ่งจะแสดงให้เห็นความแตกต่าง
กันกับสายพันธุ์ Allobacillus halotolerans B3AT (ตารางที่ 18) 

 จากการศึกษาความมีชั้วของผนังเซลล์ (polar lipids) ของสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 
ประกอบด้วย Phosphatidylglycerol, diphosphatidylglycerol, phospholipids 2 โมเลกุลและ 
glycolipid 1 โมเลกุล เป็นองค์ประกอบหลักของส่วนมีชั้วของผนังเซลล์ (ภาพที่ 16 และ 17) 

 จากการศึกษาการเข้าคู่กันของดีเอ็นเอ (genomic DNA-DNA hybridization) พบว่าสาย
พันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีเปอร์เซ็นต์การเข้าคู่กันของดีเอ็นเอเป็น 84 เปอร์เซ็นต์ และสายพันธุ์

ดั้งเดิม Allobacillus halotolerans B3AT อยู่ที่ 46.6 และ 56.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งมีค่าน้อย
กว่า 70 เปอร์เซ็นต์ (Wayne et al., 1987) แสดงให้เห็นว่าค่าการเข้าคู่กันของดีเอ็นเอน้อยกว่า 70 
เปอร์เซ็นต์ให้จัดว่าเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ แต่การเข้าคู่ระหว่างสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีค่าการ
เข้าคู่กันของดีเอ็นเอมากกว่า 70 เปอร์เซ็นต ์จัดว่าเป็นเชื้อสปีชีส์เดียวกัน 
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ภำพที่ 12 เซลล์ย้อมติดสีแกรมบวกของสำยพันธุ์ SKP4-8 ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์บนอำหำรสูตร
ดัดแปลง JCM no. 377 บ่มเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง 
 

 

ภำพที่ 13 เซลล์ย้อมติดสีแกรมบวกของสำยพันธุ์ SKP8-2 ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์บนอำหำรสูตร
ดัดแปลง JCM no. 377 บ่มเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง 
 

 

ภำพที่ 14 เซลล์ของสำยพันธุ์ SKP4-8 ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกรำดบนอำหำร
สูตรดัดแปลง JCM no. 377 ที่เติม 10% (w/v) KCl และ 1.2% (w/v) MgSO4·7H2O บ่มเป็น
เวลำ 48 ชั่วโมง 
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ตำรำงที ่18 ควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำยพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 เทียบกับสำยพันธุ์ 
Allobacillus halotolerans B3AT 
Characteristics 1 2 3 
Growth at pH 9 + - + 

Temperature range for growth (optimum) (C) 25-45 (37) 25-45 (37) 20-45 (37) 

NaCl range for growth (optimum) (%w/v) 1-16 (8-10) 1-19 (5-13) 1-20 (1-11) 

API ZYM tests    

Naphtol-AS-BI-phosphohydrolase - - + 

Acid production from:    

D-Fructose - + - 

D-Mannose - + - 

D-Ribose - + + 

DNA G+C content (mol%) 40.5  40.8 40.8 

1, SKP4-8; 2, SKP8-2; 3, Allobacillus halotolerans B3AT; +, เจริญ; -, ไม่เจริญ 
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ภำพที่ 15 แผนภูมิวิวัฒนำกำรของสำยพันธุ์ SKP4-8, SKP8-2 และ Allobacillus halotolerans 
B3AT บนพื้นฐำนของกำรเปรียบเทียบยีนบริเวณ 16S rRNA ด้วยวิธี Neighbor-joining 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 Aquisalibacillus elongatus SH4sT 

 Piscibacillus salipiscarius RBU1-1T 

 Filobacillus milosensis DSM 13259T 

 Tenuibacillus multivorans 28-1T 

 Alkalibacillus haloalkaliphilus DSM 5271T 

 SKP4-8 
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 Allobacillus halotolerans B3AT 

 Halalkalibacillus halophilus BH2T 

 Thalassobacillus devorans G-19.1T 
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ตำรำงที ่19 องค์ประกอบหลักของกรดไขมันระหว่ำงสำยพันธุ์ SKP4-8, SKP8-2 และ 
Allobacillus halotolerans B3AT 

Fatty acids 
Percentage of total 

SKP4-8 SKP8-2 
Allobacillus 

halotolerans B3AT 
Saturated straight-chain    
C15:0 - - 6.5 
C16:0 0.5 0.7 - 
Saturated branched-chain    
iso-C14:0 2.2 3.2 11.5 
iso-C15:0  45.8 20.5 47.5 
antesio-C15:0  17.9 42.4 - 
iso-C16:0 3.4 7.5 20.0 
iso-C17:0  9.5 2.8 0.5 
antesio-C17:0 6.6 14.3 7.9 
Unsaturated straight-chain    

C16:1ω11c 0.7 0.5 - 

C16:1ω7c alcohol 8.4 5.7 3.6 
Summed Feature 4 2.5 1.8 0.5 

Summed feature 4 ประกอบด้วย iso-C17:1 หรือ/และ anteiso-C17:1 
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ภำพที่ 16 องค์ประกอบหลักชั้นมีข้ัวของสำยพันธุ์ SKP4-8  
(PG, Phosphatidylglycerol; DPG, diphosphatidylglycerol; PL1 และ PL2 
phospholipids และ GL1, glycolipid) 
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ภำพที่ 17 องค์ประกอบหลักของช้ันมีขั้วของสำยพันธุ์ SKP8-2  
(PG, Phosphatidylglycerol; DPG, diphosphatidylglycerol; PL1 และ PL2 
phospholipids และ GL, glycolipid) 
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4.4 ผลกำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมในระดับขวดเขย่ำของกำรผลิตและสมบัติของเอนไซม์ไลเพส
จำกสำยพันธุ์ที่คัดเลือก 

 จากการน าสายพันธุ์ SKP5-4 ที่ให้ค่าแอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุด เพ่ือใช้ใน
การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในระดับเขย่าของการผลิตเอนไซม์ไลเพสให้ได้สูงสุด โดยศึกษาจากอาหาร
เหลวดัดแปลงสูตร JCM no. 377 ที่แปรผันปัจจัยแหล่งต่างๆ ที่ส่งผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
ดังต่อไปนี้ 

4.4.1 ผลการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

  จากการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส โดย
แปรผันแหล่งคาร์บอน ได้แก่ casamino acids, coconut oil, olive oil, palm oil และ sesame 
oil ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่าแหล่งคาร์บอนที่ให้การผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุด คือ 
casamino acids โดยค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสอยู่ที่ 97.78±2.9 U/mL ตามด้วย sesame oil 
(72.54±3.37 U/mL), olive oil (70.15±2.9 U/mL), coconut oil (45.0±16.7 U/mL) และ palm 
oil (30.0±1.0 U/mL) (ภาพที่ 18) สอดคล้องกับรายงานของ Rashid และคณะ (Rashid et al., 
2001) (Rashid et al., 2001) และ Gupta และคณะ (Gupta et al., 2004) ที่มีการใช้ casamino 
acids เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเอนไซม์ไลเพสในสายพันธุ์ Pseudomonas marginalis stain 
KB700A ซ่ึงต่างจากแหล่งคาร์บอนอ่ืนท่ีให้การเจริญเติบโตของเซลล์สูงแต่แอกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพส
น้อยกว่า  casamino acids เนื่องจากแหล่ งคาร์บอน coconut oil, olive oil, palm oil และ 
sesame oil เป็นแหล่งคาร์บอนที่ได้จากพืชซึ่งเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากพืชมีคุณสมบัติของเอนไซม์ไล
เพสไม่คงตัว (Steiner & Williams, 2002) 
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ภำพที่ 18 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันแหล่งคำร์บอนของสำยพันธุ์ SKP5-4 

4.4.2 ผลกำรศึกษำปัจจัยที่แปรผันแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

  จากการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส โดย
แปรผ ันแหล่งไนโตรเจน ได้แก่ yeast extract, beef extract, tryptone, peptone, ammonium 

chloride, potassium chloride และ urea พบว่าแหล่งไนโตรเจนที่มีการผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุด 
คือ yeast extract โดยค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสอยู่ที่ 116.26±1.33 U/mL และตามด้วย beef 
extract (38. 66±1. 87 U/mL) , tryptone (20. 0±2. 8±2. 81 U/mL) , peptone (6. 73±10. 16 
U/mL), ammonium chloride (0.0 U/mL), potassium chloride (0.0 U/mL) และ urea (0.0 
U/mL) (ภาพที่ 19) ซึ่งสอดคล้องการงานวิจัยของ Sharma และคณะ (Sharma et al., 2002) ที่มี
การใช้ yeasts extract เป็นแหล่งไนโตรเจนในการผลิตเอนไซม์ไลเพสในสายพันธุ์ Bacillus stain 
RSJI และแหล่งไนโตรเจน beef extract, tryptone และ peptone เป็นแหล่งทีไ่ด้จากการสกัดท าให้
เชื้อแบคทีเรียน าไปใช้เจริญได้ดีแต่ไม่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ดีเหมือน yeasts extract ซึ่งเป็น
แหล่งไนโตรเจนได้ดีเนื่องจากใน yeasts extract มีกรดอะมิโนสูงเหมาะส าหรับการเจริญและผลิต
เอนไซม์ไลเพส ammonium chloride, potassium chloride และ urea เป็นแหล่งที่ได้จากการ
สังเคราะห์ข้ึนมาท าให้แบคทีเรียน าไปใช้ในการเจริญได้น้อยและไม่มีการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

 

 
ภำพที่ 19 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันแหล่งไนโตรเจนของสำยพันธุ์ SKP5-4 
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4.4.3 ผลกำรศึกษำปัจจัยควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไล
เพส 

 จากการศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไล
เพส โดยแปรผันตามเปอร์เซ็นต์ความเข้มข้น (1, 3, 5, 7, 9, 12, 15 และ 17 w/v) พบว่าสายพันธุ์ 
SKP5-4 ค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสตั้งแต่ 60 ± 5.3 ถึง 8.06 ± 1.28 Unit/mL และที่ความเข้มข้น
โซเดียมคลอไรด์ 3 เปอร์เซ็นต์ให้การผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุดอยู่ที่ 60 ± 5.3 Unit/mL (ภาพที่ 20) 

 

 

ภำพที่ 20 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ของสำยพันธุ์ 
SKP5-4 
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4.4.4 ผลกำรศึกษำปัจจัยของพีเอชที่มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

จากการศึกษาปัจจัยของพีเอชที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส แปรผันตามพีเอช 
ตั้งแต่ 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 และ 10.0 โดยเปลี่ยนความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์เป็น 3 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่าพีเอชที่ให้การผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุดอยู่ที่  8.0 โดยค่าแอกทิวิตี เอนไซม์ไลเพสอยู่ที่  
120.24±6.42 U/mL และตามด้วยพีเอช 7.0 (113.78±2.86 U/mL), 6.0 (35±4.28 U/mL), 10.0 
(31.10±0.4 U/mL) และ 9.0 (28.02±0.35 U/mL) (ภาพท่ี 21)  

 

 

ภำพที่ 21 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันพีเอชของสำยพันธุ์ SKP5-4 
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4.4.5 ผลกำรศึกษำปัจจัยของอุณหภูมิที่มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

จากการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส โดยแปรผันตาม
อุณหภูมิที่  30, 37, 40 และ 45 องศาเซลเซียส โดยปรับความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์เป็น 3 
เปอร์เซ็นต์และพีเอช 8.0 พบว่าอุณหภูมิที่ให้การผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุดอยู่ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส โดยค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสอยู่ที่ 134.2±5.57 U/mL และตามด้วยที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (135.1±6.85 U/mL), 30 องศาเซลเซียส (67.91±1.85 U/mL) และ 45 องศาเซลเซียส 
(63.0±1.43 U/mL) (ภาพที่ 22)  

 

 

ภำพที่ 22 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันอุณหภูมิของสำยพันธุ์ SKP5-4 
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4.4.6 ผลกำรศึกษำปัจจัยของเวลำที่มีผลต่อกำรผลิตเอนไซม์ไลเพส 

 จากการศึกษาการแปรผันของเวลา พบว่าแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ 
SKP5-4 เข้าสู่ช่วงของ lag phase ตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 และเริ่มเข้าสู่ช่วงของ stationary phase ใน
ชั่วโมงที่ 18 โดยชั่วโมงที่แบคทีเรียมีการผลิตเอนไซม์ไลเพสได้สูงสุดอยู่ในชั่วโมงที่ 30 (ภาพที่ 23) 
และเป็นชั่วโมงท่ีเลือกใช้ในการศึกษาในขั้นท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ 

 

 

ภำพที่ 23 แอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสจำกกำรแปรผันเวลำของสำยพันธุ์ SKP5-4 
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4.5 กำรท ำโปรตีนให้บริสุทธิ์ 

 4.5.1 กำรตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน 

  แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ SKP5-4 น ามาท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ โดยการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยสารละลายอะซีโตนแบบล าดับส่วนอ่ิมตัว พบว่าที่ความเข้มข้นของสาระล
ลายอะซีโตน 40 ถึง 60 เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว ให้ค่าแอกทิวิตีไลเพสทั้งหมดอยู่ที่ 24,591 Units และ
โปรตีนมีค่าความบริสุทธิ์เพ่ิมข้ึนเป็น 5 เท่าจาก crude enzyme (ตารางที่ 22) 

 4.5.2 ผลกำรแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมำโทกรำฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ 

  ผลการแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ โดย
ใช้คอลัมน์ anion exchange (Hitrap DEAE FF) อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที หลังจากการ
โหลดตัวอย่างเข้าคอลัมน์ พบว่าเอนไซม์ไลเพสเริ่มถูกชะด้วยความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 50 
เปอร์เซ็นต์ ใน fraction ที่ 24, 25, 26 และ 27 โดยใน fraction ที่ 25 แสดงค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไล
เพสสูงสุดและสอดคล้องกับพีคสูงสุดในภาพ โดยให้ความบริสุทธิ์เพ่ิมขึ้นเป็น 12 เท่า ในตารางที่ 22 
และในภาพที่ 24 

 

ตำรำงท่ี 20 สรุปกำรท ำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์จำกแบคทีเรียสำยพันธุ์ SKP5-4 

Purification 
steps 

Total 
activity 
(Units) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 

(Units/mg) 

Purification 
fold 

% 
Yield 

Crude enzyme 127527 733 174 1 100 
Acetone 
precipitation 

24591 30 862 5 20 

Hitrap DEAE FF 4778 3 2016 12 4 
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ภำพที่ 24 รูปแบบกำรท ำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์จำกสำยพันธุ์ SKP5-4 ด้วยคอลัมน์ Hitrap 
DEAE FF  
 

4.6 ผลกำรตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram 

  ผลการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค native-PAGE และ zymogram 
หลังจากการการท าโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค anion exchange chromatography พบว่าใน 
fraction ที่ 25 มีค่าแอกทิวิตีเอนไซม์สูงสุดจึงน ามาวิเคราะห์มวลโมเลกุลของเอนไซม์ไลเพสเทียบกับ
โปรตีนมาตรฐาน พบว่าการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนแบบ zymogram โดยใช้สับสเตรท คือ 4-
Methylumbelliferyl butyrate พบว่าเกิดแบนโปรตีนที่ท าปฏิกิริยากับสับสเตรทและเรืองแสง
ทั้งหมด 4 แบนและในตรวจสอบรูปแบบโปรตีนแบบ native-PAGE พบแบนโปรตีนทั้งหมด 4 แบน 
ซ่ึงแต่ละแบนมีขนาดโมเลกุลประมาณ 50, 43, 30 และ 12 กิโลดาลตัน ในภาพที่ 25 ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Parwata และคณะ (Parwata et al., 2014) เอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียสายพันธุ์ 
Pseudomonas stutzeri พบว่ามี 2 แบนที่เกิดแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสและมีมวลโมเลกุลขนาด 124 
และ 29 กิโลดาลตัน  
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ภำพที่ 25 Partial purification of protein; Standard protein markers (Lane 1), Crude 
enzyme ( Lane 2) , Acetone precipitation ( Lane 3) , Hitrap DEAE FF ( Lane 4)  โ ด ย
เทคนิค  Native-PAGE และ Hitrap DEAE FF (Lane 5) , Positive control:  wheat germ 
(Lane 6) โดยเทคนิค Zymogram 
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4.7 ผลกำรทดสอบคุณสมบัติที่เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพส 

 4.7.1 ผลกำรทดสอบพีเอชท่ีเหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพส 

  พบว่าเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ SKP5-4 สามารถ
ท างานได้ในช่วงพีเอช 4.0 ถึง 8.0 และสามารถท างานได้ดีที่สุดในพีเอช 7.0 (ภาพท่ี 26) ซึ่งสอดคล้อง
กับงานวิจัยของ Arora (Arora, 2013) ซึ่งพบว่าเอนไซม์ไลเพสจากสายพันธุ์ Staphylococcus 
lipolyticus ที่ผ่านการตกตะกอนด้วยเอนไซม์ด้วยสารละลายอะซีโตนสามารถท างานได้ดีที่พีเอช 7.0 

 

 

ภำพที่ 26 กำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพสในช่วงพีเอชที่เหมำะสม 
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4.7.2 ผลกำรทดสอบควำมเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของ
เอนไซม์ไลเพส 

  พบว่าเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ SKP5-4 สามารถ
ท างานได้ในช่วงความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 0 ถึง 9 และท างานได้ดีที่สุดในความเข้มข้น
ของโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 2 โดยที่ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 1 ถึง 9 แต่ในความเโซ
เดียมคลอไรด์ที่ 0 เปอร์เซ็นต์ ท างานได้ไม่ดีเนื่องจากเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียสายพันธุ์นี้ต้องการ
โซเดียมคลอไรด์ในการท างานและในความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่ 10 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์ไลเพสไม่
สามารถท างานได้ เนื่องจากความเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์สูงและเป็นสภาวะที่ไม่เหมาะสมให้
เอนไซม์ไลเพสท างานได้ (ภาพที่ 27) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lv และคณะ (Lv et al., 2010) 
Thalassobacillus sp. strain DF-E4 ซึ่งสามารถท างานได้ดีที่สุดที่ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์
ที่ 2 เปอร์เซ็นต ์

 

 

ภำพที่ 27 กำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพสในควำมเข้มข้นโซเดียมคลอไรด์ที่เหมำะสม 
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4.7.3 ผลกำรทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพส 

  พบว่าเอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ SKP5-4 
สามารถท างานได้ในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียสและท างานได้ดีที่สุดที่อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส (ภาพท่ี 28) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lv และคณะ (Lv et al., 2010) Esteban-Torres 
และคณะ (Esteban-Torres et al., 2015) และ Edupuganti และคณะ (Edupuganti et al., 2017)  
โดยเอไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียสายพันธุ์ Staphylococcus epidermidis strain L2, Lactobacillus 
plantarum และ Thalassobacillus sp. strain DF-E4 เอนไซม์ไลเพสสามารถท างานได้ดีที่สุดใน
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

 

 

ภำพที่ 28 กำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพสในอุณหภูมิที่เหมำะสม 
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4.7.4 ผลกำรทดสอบสับสเตรทที่เหมำะสมต่อกำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพส 

  พบว่าเอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์จากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์ SKP5-4 ให้
ค่าแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสสูงสุดในสับสเตรท p-nitrophenyl butyrate (C:4) (ภาพที่ 29) ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Moreno และคณะ (Moreno et al., 2009) และ Lv และคณะ (Lv et al
., 2010) ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุ์ Salicola sp. strain IC10 และ Thalassobacillus sp. strain DF-
E4 สามารถท างานได้ดีที่สุดในสับสเตรท p-nitrophenyl butyrate (C:4) และเอนไซม์ไลเพสจากสาย
พันธุ์ SKP5-4 ไม่มีแอกทิวิตีในสับสเตรท p-nitrophenyl acetate (C:2), p-nitrophenyl octanoate 
(C:8), p-nitrophenyl decanoate (C:10), p-nitrophenyl myristate (C:14) และ p-nitrophenyl 
palmitate (C:16) 

 

 

ภำพที่ 29 กำรท ำงำนของเอนไซม์ไลเพสในสับสเตรทจ ำเพำะ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 จากการคัดแยกสายพันธุ์แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจ านวนทั้งหมด 77 สายพันธุ์ จาก
ตัวอย่างกะปิที่เก็บจากตลาดสดมหาชัย จังหวัดสมุทรสาคร ทั้งหมด 8 ตัวอย่าง ผลการคัดกรองการ
สร้างเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็งที่มี Tween 20, 40, 60, 80 และ tributyrin เป็นสับสเตรท พบว่า
แบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้จ านวน 61 สายพันธุ์และพบว่าเมื่อน ามา
คัดกรองสร้างเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว ซึ่งในอาหารเหลวดัดแปลงสูตร JCM no. 377 ที่เติม 
Tween 20 และ Tween 80 โดยแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจ านวน 23 สายพันธุ์ที่สามารถสร้าง
เอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว มีค่าการผลิตเอนไซม์ไลเพสอยู่ในช่วง 1.013±0.15 ถึง 30.13±13 
Unit/mL และ 1.44±0.94 ถึง 30.03±0.39 Unit/mL ตามล าดับ ซึ่งพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ให้ค่า
แอกทิวิตีการผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุด คือ สายพันธุ์ SKP5-4 อยู่ที่ 30.14±0.41 Unit/mL และ 
30.03±0.39 Unit/mL โดยคัดเลือกตัวแทนในการพิสูจน์เอกลักษณ์ โดยอาศัยลักษณะทางฟีโนไทป์
และการวิเคราะห์ช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่
สามารถสร้างเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลวจ านวน 12 สายพันธุ์และแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่ไม่
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวจ านวน 26 สายพันธุ์ ซึ่งสามารถพิสูจน์
เอกลักษณ์ออกได้เป็น 9 สกุล ดังต่อไปนี้ สกุล Bacillus มีทั้งหมด 5 สายพันธุ์ ได้แก่ 1 สายพันธุ์ มี
ความคล้ ายคลึ ง  99.86 เปอร์ เซ็นต์กับสายพันธุ์ มาตรฐาน  B.  amyloliquefaciens subsp. 
plantarum, 1 สาย พันธุ์ มี คว ามคล้ ายคลึ ง  99.64 เปอร์ เ ซ็ นต์ กั บสาย พันธุ์ ม าตรฐาน  B. 
seohaeanensis, 1 สายพันธุ์มีความคล้ายคลึง 99.85 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน B. safensis 
และ 2 สายพันธุ์มีความคล้ายคลึง 97.94 และ 98.02 เปอร์เซ็นต์กับสายมาตรฐาน Bacillus 
vietnamensis, สกุล Halobacillus มีทั้งหมด 2 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.55 และ 99.64 
เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุมาตรฐาน Halobacillus trueperi, สกุล Oceanobacillus มีทั้งหมด 2 สาย
พันธุ์ ได้แก่ 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.78 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Oceanobacillus 
manasiensis และ 1 สายพันธุ์ มี ความคล้ ายคลึ ง  100 เปอร์ เซ็นต์กับสายพันธุ์ มาตรฐาน 
Oceanobaillus picturae, สกุล Thalassobacillus มีทั้งหมด 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 1 สายพันธุ์ มี
ความคล้ายคลึง 99.64 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Thalassobacillus devorans และ 1 สาย
พัน ธุ์  มี ค ว ามคล้ า ยคลึ ง  99. 64 เ ปอ ร์ เ ซ็ น ต์ กั บ ส า ย พั น ธุ์ ม า ต ร ฐ าน  Thalassobacillus 
hwangdonensis, สกุล Virgibacillus มีทั้งหมด 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 
99.57 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Virgibacillus halodenitrificans และ 1 สายพันธุ์ มีความ
คล้ายคลึง 99.58 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Virgibacillus kapii, สกุล Nesterenkonia มี
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ทั้งหมด 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.27 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน 
Nesterenkonia halophila และ 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.78 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์
มาตรฐาน Nesterenkonia lacusekhoensis, สกุล Salinicoccus มีทั้งหมด 11 สายพันธุ์ ได้แก่ 6 
สายพันธุ์  มีความคล้ายคลึง 99.35 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน  Salinicoccus 
siamensis, 2 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.71 และ 99.79 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน 
Salinicoccus roseus, 3 สายพันธุ์  มีความคล้ายคลึง  99.35 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์กับสารพันธุ์
มาตรฐาน Salinicoccus salsiraiae, สกุล Staphylococcus มีทั้งหมด 9 สายพันธุ์ ได้แก่ 7 สาย
พันธุ์ มีความคล้ายคลึงตั้งแต่ 99.64 ถึง 100 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Staphylococcus 
saprophyticus subsp. saprophyticus, 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 100 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์
มาตรฐาน Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus และ 1 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 100 
เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Staphylococcus nepalensis และสกุล Allobacillus มีทั้งหมด  
2 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึง 99.14 และ 98.80 เปอร์เซ็นต์กับสายพันธุ์มาตรฐาน Allobacillus 
halotolerans  

จากการศึกษาลักษณะอนุกรมวิธานแบบพอลิฟาสิกของสายพันธุ์ Allobacillus sp. 2 สาย
พันธุ์ ได้แก่ SKP4-8 และ SKP8-2 พบว่าเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่จากตัวอย่างกะปิชนิดใช้กุ้งตาโต 
จากตลาดสดมหาชัย จังหวัดสมุทรสาคร โดยสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีกรดไขมันเป็น
องค์ประกอบหลักประกอบด้วย iso-C15:0 (20.5-45.8%), iso-C16:0 (3.4-7.5%), antesio-C15:0 (17.9-
42.4%) และ antesio-C17:0 (6.6-14.3%) และมี polar lipid ได้แก่ phosphatidylglycerol (PG), 
diphosphatidylglycerol (DPG), phospholipids (PG) และ glycolipid เป็นองค์ประกอบหลัก ใน
สายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีปริมาณ DNA ของเบส G+C เป็น 40.5 และ 40.8 โมลเปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ซึ่งผลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 
ใกล้เคียงกับสายพันธุ์  Allobacillus halotolerans B3AT เป็น 99.14 และ 98.80 เปอร์เซ็นต์  
ตามล าดับ และทั้ง 2 สายพันธุ์ มีความคล้ายคลึงของ DNA เป็น 46.6 ถึง 56.8 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบ
กับ Allobacillus halotolerans B3AT ทั้งสายพันธุ์ SKP4-8 และ SKP8-2 มีความคล้ายคลึงกันของ 
DNA ระหว่างกันเป็น 99.0 เปอร์เซ็นต์ จึงจัดเป็นสีปีชีส์เดียวกันและจะถูกเสนอเป็นแบคทีเรียชอบเค็ม
ปานกลางสปีชีส์ใหม่ชื่อว่า Allobacillus saliphilus  
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จากแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางทั้งหมด 77 สายพันธุ์ โดยสายพันธุ์ SKP5-4 ให้ค่าแอกทิวิตี
การผลิตเอนไซม์ไลเพสสูงสุดในช่วง stationary phase ในอาหารเหลวสูตรดัดแปลง JCM no. 377 
ที่เติมความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 3 เปอร์เซ็นต์ pH 8.0 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสและ
ระยะเวลาในการบ่ม 30 ชั่วโมง สภาวะขวดเขย่า 200 รอบต่อนาที การท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ 
เริ่มจากการตกตะกอนด้วยสารละลายอะซีโตนแบบล าดับส่วนอ่ิมตัวที่ 40 ถึง 60 เปอร์เซ็นต์และท า
โปรตีนให้บริสุทธิ์ต่อด้วยเทคนิค anion exchange chromatography โดยใช้คอลัมน์ Hitrap DEAE 
Fast Flow) อัตราการไหลอยู่ที่ 1 มิลลิลิตรต่อนาทีและชะตัวอย่างด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1 
โมลาร์ พบว่าเอนไซม์ไลเพสในหลอดที่ 25 มีแอกทิวิตีเอนไซม์ไลเพสสูงสุดซึ่งมีขนาดมวลโมเลกุล 50, 
43, 30 และ 12 กิโลดาลตัน ซึ่งให้ความบริสุทธิ์ของเอนไซม์มากกว่าส่วนใส 12 เท่าและเอนไซม์ไล
เพสสามารถท างานได้ในช่วงของ pH 5 ถึง 8 ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่ 0 ถึง 9 เปอร์เซ็นต์ 
ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 50 องศาเซลเซียสและท างานได้ดีที่สุดในพีเอช 7 ความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ 
2 เปอร์เซ็นต์ ที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและสับสเตรทจ าเพาะเจาะจงใน p-nitrophenyl 
butyrate (C:4) เป็นเวลา 30 นาที โดยไม่เสียสภาพ ซึ่งเหมาะที่จะน ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารเนื่องจากมีช่วงการท างานของ pH 7.0 ท างานได้ในอุณหภูมิที่สูงถึง 50 องศาเซลเซียสและกรด
ไขมันที่เกิดขึ้นจากผลิตภัณฑ์จะเป็นพวกน้ าหนักโมเลกุลต่ า มีกลิ่นเฉพาะตัวและสามารถน าไปพัฒนา
ให้เกิดกลิ่นที่ดีขึ้นในผลิตภัณฑ์อาหารชนิดต่างๆ เช่น โยเกิร์ต เนยแข็งและไส้กรอก 

 จากผลการศึกษาการท างานของเอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์ ในการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนบน
แผ่น native-PAGE พบจ านวนแบนที่เกิดข้ึนทั้งหมด 4 แบน ตรงกับต าแหน่งในแผ่น zymogram โดย
มีการท างานของเอนไซม์ไลเพสขนาดมวลโมเลกุล 50, 43, 30 และ 12 กิโลดาลตัน จากการศึกษานี้
พบว่าเอนไซม์ไลเพสมีจ านวนที่เกิดขึ้น 4 แบน ซึ่งอาจจะเป็นเอนไซม์ไลเพส 4 ชนิด แต่ยังพิสูจน์ด้วย
การท า amino acid sequence analysis เพ่ือยืนยันว่าเป็นเอนไซม์ไลเพสชนิดใหม่ 
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ข้อแสนอแนะ 

1. ควรเพิ่มข้ันตอนการท าเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ในขั้นต่อไป เช่น การท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์
โดยใช้เทคนิคเจลฟิวเทรชัน เพ่ือให้ได้เอนไซม์ไลเพสบริสุทธิ์และมีค่าแอกทิวิตีของ
เอนไซม์ไลเพสสูงขึ้น 

2. ศึกษาเพ่ิมเติมและเพ่ิมขั้นตอนการท า amino acids sequences เพ่ือตรวจสอบหาชนิด
ของเอนไซม์ไลเพส  

3. ศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับความเสถียรของเอนไซม์ไลเพสที่เหมาะสมต่อการท างานและ
สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร 

4. ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางสายพันธุ์อ่ืนที่น่าสนใจและ
อาจจะเป็นสีปีชีส์ใหม่ 
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ภำคผนวก ก 
สูตรและวิธีกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ สำรเคมีและบัฟเฟอร์ 

 

เมื่ออาหารเลี้ยงเช้ือทุกชนิดน าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ยกเว้นอาหารจากการสร้างกรดจากแหล่งคาร์บอนซึ่งผ่านการฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ก.1 อำหำรแข็ง Japan collection of microorganisms (JCM) no. 377 (Namwong et al., 2005) 

Casamino acids     5  กรัม 

Yeast extract     5  กรัม 

Sodium glutamate     1  กรัม 

Trisodium citrate     3  กรัม 

MgSO4·7H2O      20  กรัม 

KCl       2  กรัม 

NaCl       100  กรัม 

FeCl2·4H2O      0.362  กรัม 

MnCl2·4H2O      0.0362  กรัม 

Agar       20  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 
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ก.2 อำหำรเหลว Modified JCM no. 377  

Casamino acids     5  กรัม 

Yeast extract     5  กรัม 

Sodium glutamate     1  กรัม 

Trisodium citrate     3  กรัม 

MgSO4·7H2O      20  กรัม 

KCl       2  กรัม 

NaCl       50  กรัม 

FeCl2·4H2O      0.362  กรัม 

MnCl2·4H2O      0.0362  กรัม 

Agar       20  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.3 อำหำรแข็ง Lipolytic (Barrow & Feltham, 1993) 

Casamino acids     5  กรัม 

Yeast extract     5  กรัม 

Sodium glutamate     1  กรัม 

Trisodium citrate     3  กรัม 

MgSO4·7H2O      20  กรัม 

KCl       2  กรัม 

NaCl       100  กรัม 

FeCl2·4H2O      0.362  กรัม 

MnCl2·4H2O      0.0362  กรัม 

Agar       20  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

โดยเติมสับสเตรทรอ้ยละ 1 (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin)  

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 
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ก.4 อำหำรแข็ง L-arginine 

  Peptone     1  กรัม 

  K2HPO4      0.3  กรัม 

NaCl       50  กรัม 

L-(+) arginine hydrochloride    1  กรัม 

Phenol red, 0.1% aq. Solution   1  กรัม 

Agar       3  กรัม 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.5 อำหำรแข็ง Starch 

  Modified JCM no. 377 agar   100  มิลลิลิตร 

  Starch      1%  (w/v) 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.6 Gelatin agar 

Modified JCM no. 377 agar   100  มิลลิลิตร 

  Gelatin      1%  (w/v) 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.7 อำหำรแข็ง Tween 80 

Modified JCM no. 377 agar   100  มิลลิลิตร 

  Tween 80     1%  (w/v) 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.8 อำหำรแข็ง Skim milk 

  Modified JCM no. 377 agar    100  มิลลิลิตร 

  Skim milk     1%  (w/v) 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 
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ก.9 อำหำรเหลว Nitrate 

  Beef extract     10  กรัม 

  Peptone     10  กรัม 

  KNO3      1  กรัม 

  NaCl      5  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.10 อำหำรเหลว Aesculin 

Modified JCM no. 377 agar   100  มิลลิลิตร 

  Aesculin      0.1  กรัม 

  Ferric citrate     0.05  กรัม 

ปรับพีเอช อยู่ในช่วง 7.0 ถึง 7.2 ด้วย 1 N NaOH 

ก.11 อำหำรเหลว Peptone  

  Peptone     10  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ก.12 อำหำรเหลว Marine oxidation-fermentation (MOF) (Leifson, 1963) 

Casitone (Difco)      1  กรัม 

Yeast extract      0.1  กรัม 

Ammonium sulfate    0.5  กรัม 

Tris       0.5  กรัม 

NaCl       50  กรัม 

Phenol red      0.001% 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช เป็น 7.5 
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ก.13  สำรละลำย 1M Tris-HCl พีเอช 8.0 

  ช่ั ง  Tris hydroxylmethyl aminomethane (Tris)  121.14 กรัม  ละลายในน้ ากลั่ น  800 
มิลลิลิตร ปรับค่าพีเอชด้วยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เข้มข้น จนมีค่าพีเอช 8.0 ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นอีกครั้งจนมี
ปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร 

ก.14 สำรละลำยบัฟเฟอร์ 50 mM Tris-HCl พีเอช 8.0 

  Tris (MW 121.14)     6.057  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ปรับค่าพีเอชเป็น 8.0 ด้วยกรด HCl เข้มข้น 

ก.15 ไนเตรทรีเอเจนต์ 

  สารละลาย A: 0.33% กรดซัลฟาลินิกท่ีละลายในกรดอะซีติก 

  สารละลาย A: 0.6% dimethyl-α-napthylamine ที่ละลายในกรดอะซีติก 

ก.16 Lugol’s iodine 

KI       40  กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

ก.17 1X Tris-acetate (TAE) บัฟเฟอร์ 

50X Tris-acetate (TAE)    20  มิลลิลิตร 

น้ ากลั่น      980  มิลลิลิตร 
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ก.18 PCR reaction mixture 

Stock     1 Volume  (100 μL) 

Forward Primer: 20F  10 pmol/μl  4 

Reverse Primer: 1492R   10 pmol/μl  4 

10 x Taq buffer (NH4SO4-MgCl2) 10 x   10 

dNTP     2.0 mM   2  

MgCl2     25 mM   8 

Taq DNA polymerase   5 Unit/μl  0.5 

Milli-Q water -      66.5 

Template    Undilute  5 

ก.19 0.8% Agarose gel 

  Agarose       0.8   กรัม 

น้ ากลั่น      1000  มิลลิลิตร 

 ละลายผงวุ้นกับน้ ากลั่นในเครื่องไมโครเวฟ 
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ภำคผนวก ข 
สำรละลำยส ำหรับกำรทดสอบทำงอนุกรมวิธำน 

 

ข.1 รีเอเจนต์และบัฟเฟอร์ส ำหรับกำรทดสอบ DNA-DNA hybridization 

  Pre-hybridization solution (10 mL) 

   20X SSC     1  มิลลลิิตร 

   10 mg/ml Salmon sperm DNA  1  มิลลลิิตร 

   Formamide    51  มิลลลิิตร 

   Sonicated salmon sperm DNA (10 mg/ml) 0.1  มิลลลิิตร 

 น้ ากลั่น     1000  มิลลิลิตร 

  Hybridization solution (10 ml) 

Prehybridization solution    100   มิลลลิิตร 

Dextran sulfate     5   มิลลลิิตร 

Solution 1      10  มิลลลิิตร 

BSA (Bovine serum albumin)   0.05   กรัม 

Triton X     10  ไมโครลติร 

20X PBS     0.5   มิลลลิิตร 

น้ ากลั่น     9.5  มิลลิลิตร 

Solution 2 

Streptavidin-POD conjugate   1  ไมโครลติร 

Solution 2     4   มิลลิลิตร 

Solution 3 

3,3’,5,5’ Tetramenthylbenzidine (TMB) 

(10 mg/ml in DMFO)   100  มิลลิลิตร 

0.3% H2O2     100  มิลลิลิตร 

0.1 M citric acid + 0.2 M Na2HPO4 buffer พีเอช 6.2 ใน 10% DMFO 5 มิลลิลติร 
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20X Phosphate buffer saline (PBS) 

Na2HPO4     28.8    กรัม 

NaCl     160    กรัม 

KH2PO4      4  กรัม 

KCl     4   กรัม 

น้ ากลั่น     1000  มิลลิลิตร 

พีเอช 7.2 ถึง 7.4 

100 x Denhardt solution 

Bovine serum albumin    2   กรัม 

Polyvinylpyrrolidone    2   กรัม 

Ficoll400     2  มิลลลิิตร 

ละลายในน้ านาโนเพียว 100 มิลลลิิตร เกบ็รักษาไว้ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

Salmon sperm DNA (10 mg/mL) 

Salmon sperm DNA    10  มิลลิกรัม 

TE buffer    1  มิลลลิิตร 

ละลาย salmon sperm DNA ลงในบัฟเฟอร์ TE จากนั้นต้มจนเดือดเป็นเวลา 10 
นาที น าออกมาแช่ด้วยเย็นบนน้ าแข็งทันทีและน าไป sonicate เปน็เวลา 3 นาที 

20X Saline sodium citrate (SSC) 

NaCl      175.3   กรัม 

Sodium citrate     88.2   กรัม 

น้ ากลั่น     1000  มิลลิลิตร 

ปรับพีเอช 7.0 

1X Saline sodium citrate (SSC) 

20X SSC     50   มิลลลิิตร 

น้ ากลั่น     950  มิลลิลิตร 
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ข.2 Polar lipids 

Ninhydrin solution 

Ninhydrin     0.5   กรัม 

1-Butanol saturated    100   มิลลิลิตร 

Dittmer & Lester reagent 

Reagent A  

MoO3      4.011   กรัม 

25 N H2SO4     100   มิลลิลิตร 

ละลาย MoO3 4.011 กรัม ใน 25 N H2SO4 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

Reagent B 

Molybdenum powder    0.178   กรัม 

Solution A     59   มิลลิลิตร 

ช่ั ง  Molybdenum powder 0.178 กรั ม  ละลายใน  solution A ปริ มาตร  50 
มิลลิลิตร ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นแช่เย็นทันที น าสารละลายออกจากตะกอน
อย่างช้าๆ ผสมสารละลาย A และ B อย่างละ 50 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

Anisaldehyde reagent 

Ethanol      90   มิลลิลิตร 

p-Anisaldehyde     5.0   มิลลิลิตร 

H2SO4      5   มิลลิลิตร 

Acetic acid     1   มิลลิลิตร 

ข.3 Cellular fatty acid analysis 

Reagent 1 (Saponification reagent) 

Sodium hydroxide    15   กรัม 

MeOH (HPLC grade)    50   มิลลิลิตร 

Milli-Q water     50   มิลลิลิตร 

ละลาย NaOH ใน Milli-Q water จากนั้นเติม MeOH 
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Reagent 2 (Methylation reagent) 

6 N HCl      65   มิลลิลิตร 

MeOH (HPLC grade)    55   มิลลิลิตร 

pH must be below 1.5 

Reagent 3 (Extraction solvent) 

n-Hexane (HPLC grade)    50   มิลลิลิตร 

Methyl-tert-Butyl ether    50   มิลลิลิตร 

Reagent 4 (base wash reagent) 

Sodium hydroxide    1.2   กรัม 

Milli-Q water     100   มิลลิลิตร 

Reagent 5 (Saturated sodium chloride) 

Sodium chloride saturated in Milli-Q water 

RNase A solution 

RNase A     20   นาโนกรัม 

0.15 M NaCl, pH 5.0    10   มิลลิลิตร 

ละลาย RNase A ใน 0.15 M NaCl, pH 5.0 จากนั้นต้มในน้ าเดือด 95ºC เป็นเวลา 5-10 นาที 
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

RNase T solution 

RNase T     800   ยูนิต  

0.1 M Tris-HCl (pH 7.2)   1   มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย RNase T ใน 0.1M Tris-HCl (pH 7.2) จากนั้นต้มในน้ าเดือด 95ºC 
เป็นเวลา 5-10 นาที เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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ภำคผนวก ค 
รีเอเจนต์และบัฟเฟอร์ส ำหรับวิเครำะห์เอนไซม์ไลเพสและกำรท ำให้บริสุทธิ์ 

 

ค.1 Universal buffer (Britton-Robinson, pH 2-12) 

   0.04 M Acetic acid   2.07  มิลลิลิตร 

   0.04 M H3PO4    2.29  มิลลิลิตร 

   0.04 M Boric acid   2.47  กรัม 

ปรับพีเอชด้วย 0.2 N NaOH และปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

ค.2 Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) reagents 

Monomer solution 

Acrylamide    30%   (w/v) 

Bisacylamide     0.8%  (w/v) 

น้ ากลั่น     100  มิลลิลิตร 

ค.3 4x Resolving gel buffer 

Tris(Hydroxymethyl) aminomethane 18.15  กรัม 

Milli-Q water     90  มิลลิลิตร 

ละลายและปรับพีเอชให้เป็น 8.8 ด้วย 0.1 N HCl 

ข้อควรระวัง: เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและไม่ควรเก็บนานเกิน 3 เดือน 

ค.4 4x Stacking gel buffer 

Tris(Hydroxymethyl) aminomethane  6  กรัม 

น้ ากลั่น     90  มิลลิลิตร 

ละลายและปรับพีเอชให้เป็น 6.8 ด้วย 0.1 N HCl 

ข้อควรระวัง: เก็บในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสและไม่ควรเก็บนานเกิน 3 เดือน 
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ค.5 10x Tank buffer ส ำหรับ SDS-PAGE 

Tris(Hydroxymethyl) aminomethane  30.28  กรัม 

Glycine      144.13  กรัม 

Sodium dodecyl sulfate    10  กรัม 

น้ ากลั่น     90  มิลลิลิตร 

ค.6 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

Sodium dodecyl sulfate    10  กรัม 

Milli-Q water     90  มิลลิลิตร 

ค.7 2x Sample buffer for SDS-PAGE 

4x Stacking gel buffer    2.5  มิลลิลิตร 

Glycerol     2  มิลลิลิตร 

10% (w/v) SDS     4  มิลลิลิตร 

Bromophenol blue (2 mg/ml)   1  มิลลิลิตร 

β-mercaptoethanol    0.2  มิลลิลิตร 

เพิ่มเติม 4x Stacking gel buffer ส าหรับ Native-PAGE สามารถเตรียมเหมือนกนัได้
แต่ไม่เติม β-mercaptoethanol 

ค.8 12.5% Running gel for SDS-PAGE 

Milli-Q water     4.1314   มิลลิลิตร 

4x Running gel buffer    3.25  มิลลิลิตร 

Monomer solution    5.4171  มิลลิลิตร 

10% (w/v) SDS     130  ไมโครลติร 

10% (w/v) Ammonium persulfate   65  ไมโครลติร 

TEMED      6.5  ไมโครลติร 

เพิ่มเติม: 12.5% Running gel ส าหรับ Native-PAGE สามารถเตรียมเหมอืนกันไดแ้ต่
ไม่เติม 10% (w/v) SDS 
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ค.9 4% Stacking gel for SDS-PAGE 

Milli-Q water     3.053  มิลลิลิตร 

4x Stacking gel buffer   1.25  มิลลิลิตร 

Monomer solution    677  ไมโครลติร 

10% (w/v) SDS     50  ไมโครลติร 

10% (w/v) Ammonium persulfate   25  ไมโครลติร 

TEMED      5  ไมโครลติร 

เพิ่มเติม 4% Stacking gel ส าหรับ Native-PAGE สามารถเตรียมเหมือนกันได้แต่ไม่
เติม 10% (w/v) SDS  

ค.10 Silver staining kit reagent (GE Healthcare) 

Fixing solution TCA 

Trichloroacetic acid    50  กรัม 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 

Sensitizing solution 

Ethanol      75  มิลลิลิตร 

Sodium thiosulphate (5% w/v)   10  มิลลิลิตร 

Sodium acetate     17  กรัม 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 

เพิ่มเติม ก่อนใช้ Sensitizing solution ควรเติม glutardialdehyde (25% w/v) 
ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร   

Silver solution 

Silver nitrate solution (2.5% w/v)   25   มิลลิลิตร 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 

Developing solution 

Sodium carbonate    6.25   กรัม 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 
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เพิ่ม เติม ก่อนใช้  Developing solution ควรเติม  formaldehyde (37% w/v) 
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร   

Stop solution 

EDTA-Na2·2H2O     3.65   กรัม 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 

Washing solution 

Milli-Q water 

Preserving solution 

Glycerol (87% w/w)    25  มิลลิลิตร 

Milli-Q water     250  มิลลิลิตร 

 

Staining procedure 

1. ขั้นตอน Fixation: 30 นาที 

แช่เจลด้วย fixing solution เป็นเวลา 30 นาที 

2. ขั้นตอน Washing: 3 x 5 นาที 

ล้างแผ่นเจลด้วยน้ าสะอาด 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

3. ขั้นตอน Sensitizing: 30 นาที 

เทสารละลาย sensitizing ทิ้งไว้ เป็นเวลา 30 นาที 

4. ขั้นตอน Washing: 3 x 10 นาที 

ล้างแผ่นเจลด้วยน้ าสะอาด 3 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 

5. ขั้นตอน Silver reaction: 20 นาที 

เทสารละลาย silver ทิ้งไว้ เป็นเวลา 20 นาที 

6. ขั้นตอน Washing: 2 x 1 นาที 

ล้างสารละลาย silver ด้วยน้ าสะอาด 2 ครั้ง ครั้งละ 1 นาที 

7. ขั้นตอน Developing: 2 to 5 นาที 

เทสารละลาย developing ทิ้งไว้ เป็นเวลา 2 ถึง 10 นาที  
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8. ขั้นตอน Stopping: 10 นาที 

เทสารละลาย stopping ทิ้งไว้ เป็นเวลา 10 นาที 

9. ขั้นตอน Washing: 3 x 5 นาที 

ล้างแผ่นเจลด้วยน้ าสะอาด 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 

10. ขั้นตอน Preserving: 20 นาที 

เทสารละลาย preserving ทิ้งไว้ เป็นเวลา 20 นาที  
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ภำคผนวก ง 
กำรวิเครำะห์ 

 
ง.1 กำรวิเครำะหแ์อกทิวิตีของเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี colorimetric โดยมี p-nitrophenyl butyrate 
(p-NPB) เป็นสำรต้ังต้น  

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol ความเข้มข้น 1000 µM (1 mM) จาก stock ของ p-

nitrophenol ความเข้มข้น 0.1 M (100 mM) 

  เตรียม stock ของ p-nitrophenol (M.W. 139.11 g/mol) ที่มีความเข้มข้น 0.1 M ปริมาตร 1 ml 

จากสูตร mol  =  g/M.W. 

g =  (mol)(M.W.) 

=  (0.1 M)(139.11) 

= 13.911 g/L 

1000 mL มี p-nitrophenol =  13.911 g 

1 mL มี p-nitrophenol = (13.911 g)(1 mL)/1000 mL 

=  0.013911 g 

หรือ 13.911 mg 

ดังนั้น ช่ัง p-nitrophenol ปรมิาณ 0.013911 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1 มิลลิลติรด้วย absolute 

ethanol จะได้ stock ของ p-nitrophenol ที่ความเข้มข้น 0.1 M (100 mM) 

 

เตรียม working ของ p-nitrophenol ที่มีความเข้มข้น 1 mM ปรมิาตร 1 mL 

Stock ของ p-nitrophenol ที่มีความเข้มข้น 0.1 M (100 mM) 

ต้องการ working ของ p-nitrophenol ที่มีความเขม้ข้น 1 mM 

C1 V1   =  C2 V2 

(100 mM)*V1  =  (1 mM)(1 mL) 

V1   = (1 mM)(1 mL)/100 mM 

V1  =  0.01 mL 

หรือ 10 µl 

ดังนั้น ปิเปต Stock ของ p-nitrophenol ที่มีความเข้มข้น 0.1 M (100 mM) ปริมาตร 10 µl แล้วปรับ

ปริมาตรด้วย universal buffer 990 µl จะได้ working ของ p-nitrophenol ที่มีความเข้มข้น 1 mM ปริมาตร 1 

mL 
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การเตรียมสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol ที่ความเขม้ข้นต่างๆ จาก stock ของสารละลาย

มาตรฐาน p-nitrophenol ความเข้มข้น 100 mM เพื่อทากราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้น
ของสารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol กับค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 410 นาโมเมตร  

 
ตารางที่ 1 สารละลายมาตรฐาน p-nitrophenol ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ความเข้มข้นของสารละลาย
มาตรฐาน p-nitrophenol  

ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน  
p-nitrophenol 100 mM (µl) 

ปริมาตรของ Universal buffer (µl)  

0 0 200 
10 2 198 
30 6 196 
50 10 190 
70 14 186 
100 20 180 
150 30 170 
250 40 160 
300 50 150 
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ง.2 กำรเตรียมสำรละลำย stock solution ของ p-nitrophenol butyrate (p-NPB) ควำมเข้มข้น 0.01 M; 
M.W. of p-NPB = 209.02 g/mol 

 
เตรียม stock ของ p-nitrophenol butyrate (M.W. 209.02 g/mol) ที่มีความเข้มข้น 0.01 M ปริมาตร 

1 ml 
จากสูตร  mol =  g/M.W. 

g =  mol*M.W. 
=  0.01 M*209.02 
=  2.0902 g/L 

1000 mL มี p-nitrophenol butyrate =  2.0902 กรัม 
1 mL มี p-nitrophenol butyrate  = (2.0902 g)(1 mL)/1000 mL 

=  0.00209 g 
หรือ  2.1 µL 

ดังนั้น ช่ัง p-nitrophenol butyrate ปริมาณ 0.00209 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1 มิลลลิิตรด้วย 
absolute ethanol จะได้ stock ของ p-nitrophenol butyrate ที่ความเข้มข้น 0.01 M (10 mM) 
 

เตรียม working ของ p-nitrophenol butyrate ที่มีความเขม้ข้น 0.1 mM ปริมาตร 10 mL 
Stock ของ p-nitrophenol butyrate ที่มีความเข้มข้น 10 mM 
ต้องการ working ของ p-nitrophenol butyrate ที่มีความเข้มขน้ 0.1 mM 

C1*V1  =  C2*V2 
(10 mM)*V1  = (0.1 mM)(10 mL) 
V1   =  (0.1 mM)(10 mL)10 mM 
V1   = 0.1 mL 

=  100 µL 
ดังนั้น ปิเปต Stock ของ p-nitrophenol butyrate ที่มีความเข้มขน้ 0.01 M (10 mM) ปริมาตร 100 

µL แล้วปรับปริมาตรด้วย buffer ให้ได้ 10 mL จะได้ working ของ p-nitrophenol butyrate ที่มีความเข้มข้น 
0.1 mM ปริมาตร 10 มิลลลิิตร 
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ง.3 กำรค ำนวณแอกทิวิตีเอนไซม์ 
 

ยกตัวอย่ำง  

➢ หลังจากวัดการดูดกลืนคลื่นแสงท่ี OD. 410 ได้ค่า 0.757 

➢ น าค่า 0.757 ลบกับ 0.225 คือ ค่าของ Blank ที่เฉลี่ยแล้ว จะได้ค่าที่ลบกับ blank คือ 0.532 

➢ น าค่า 0.532 มาหาค่า x จากสมการเส้นตรงจากกราฟมาตรฐาน จากสูตร x= (0.532−0.0976)/0.0044 
ซึ่ง x เท่ากับ 98.727 µmole/mL ท าให้ทราบว่าในปฏิกิริยามีการปลดปล่อยความเข้มข้นของ p-
nitrophenol ไปกี่ µmole เมื่อเทียบกับค่าความเขม้ข้นของ p-nitrophenol มาตรฐาน 

➢ จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าคณูค่าการเจือจาง 5 เท่าของปฏิกิริยา (98.727 µmole/mL)(5) = 493.635 
µmole/mL 

➢ ปริมำตรทั้งหมดที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำ คือ 0.2 mL 

ซึ่งในปริมาตร 1 mL มแีอกทิวิตีเอนไซม์อยู่ 493.635 µmole 

ปริมาตรทั้งหมดที่ใช้ในการท้าปฏกิิริยา คือ 0.2 mL ∴ มีแอกทิวิตีเอนไซม์อยู ่

(493.635 µmole)(0.2 mL)/1 mL = 98.727 µmole 

➢ ปริมำตรเอนไซม์ที่ใช้ในกำรท ำปฏิกิริยำ คือ 0.02 mL 

เอนไซม์ที่เติมลงไปในปฏิกริิยาปรมิาตร 0.02 mL มีแอกทิวิตีเอนไซม์อยู่ 98.727 µmole 

และเอนไซม์ปริมาตร 1 mL มีแอกทิวิตีเอนไซม์อยู่ (98.727 µmole)(1 mL)/0.02 mL = 4936.35 
µmole 

➢ ระยะเวลำที่ใช้ในกำรบ่ม 30 นำท ี

∴ แอกทิวิตีเอนไซม์เท่ากับ 4936.35 µmole/mL30 min จะได้ค่า 164.545 Unit/mL 

∴ เอนไซม์ 1 ยูนิต (Unit) คือ ปริมำณของเอนไซม์ที่ปลดปล่อย p-nitrophenol ควำมเข้มข้น 1 µM 
ต่อ 1 นำที ภำยใต้สภำวะที่กำหนด 
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ภำคผนวก จ 
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA  

 

1. Strain SKP1-4 (1,394 นิวคลีโอไทด์) 

CAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACC

GCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAG

TTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAA

GTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAA

GAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTC

GCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG

GGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAG

CGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC

GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAAC

TCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG

AACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTG

ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG

GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC

AGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCA

GTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA

CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAG

GT 
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2. Strain SKP1-5 (1,381 นิวคลีโอไทด์) 

GCAAGCGGATCCCCTTCGGGGGTGATGCTTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGGTAATACCTGACTCC

GCATGGAGTCGGGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTA

GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC

TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA

AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGA

AGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTA

CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG

CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG

GGGAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGG

AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA

GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTT

CCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA

ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA

AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCGGACCACCCTGGAGACAGGGTTTTCCCTTCGGGGACCGAA

TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC

GCAACCCCTGACCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG

AGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG

GATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGGTCGAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATT

GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA

ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCC  

3. Strain SKP2-1 (1,379 นิวคลีโอไทด์) 

GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGG

GATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGA

TGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA

AGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTG
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CACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT

AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA

AAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATT

AAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT

CATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGA

GGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCT

GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCC

CGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCA 

4. Strain SKP2-2 (1,384 นิวคลีโอไทด์) 

AGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGG

GATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGA

TGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA

AGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTG

CACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT

AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA
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AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA

AAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATT

AAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT

CATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGA

GGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCT

GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCC

CGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTA 

5. Strain SKP2-3 (1,374 นิวคลีโอไทด์) 

GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGG

GATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGA

TGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA

AGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTG

CACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT

AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA

AAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATT

AAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT

CATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGA

GGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCT
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GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCC

CGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGT 

6. Strain SKP2-4 (1,349 นิวคลีโอไทด์) 

CGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCT

AATACCGGATAATACTTTCTTTTGCATAAAGGAAAGTTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTACAGA

TGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGAC

CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG

GGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGAT

CGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTTGGGTAGTAACTGACCCAACCTTGACGGTACCTAAC

CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGA

ATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGCGGCTCAACCGC

GAACGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG

AGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT

GCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG

TACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT

TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGCTATTCCTAGAGATAGGAAG

TTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG

TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGA

CTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC

TACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGAAGCAAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAA

CCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA

TCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGG

TAACACCCGAAGTCGGTGAGG 

7. Strain SKP2-12 (1,349 นิวคลีโอไทด์) 

GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGG

GATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGA

TGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
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AGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC

TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTG

CCATTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTG

AAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGT

GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTT

CTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC

CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT

AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACA

AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA

AAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACCAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA

GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCAT

TAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA

TCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCG

AGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGC

TGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGC

CCGTCACACCACGAGAG 

8. Strain SKP2-13 (1,401 นิวคลีโอไทด์) 

TGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGATGAAGCCCGGTGCTTGC

ACCGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTATCACGTGAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAG

CCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCAGTCACCGCATGGTGTGCTGGTGGAAAGCTTTA

GCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTAGACGGTGAGGTAATGGCTCACCGTGGCGATGAC

GGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA

GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGTGGGATGAC

GGCCTTCGGGTTGTAAACCACTTTCAGCAGGGAAGAAGCTTTTTGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC

GCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGG

GCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTGTG

CAGTGGGTACGGGCAGGCTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
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GCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCG

AAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGT

GTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGG

CCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATT

CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGACCGCCCTAGAGATAGGGTTTCCC

TTCGGGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC

CCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGC

CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCAC

GCATGCTACAATGGCCGGTACAGTGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCTAAAAGCCGG

TCTCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAACTCGACTTCGTGAAGTTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG

CAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTTGGTAAC

ACCCGAAGC 

9. Strain SKP4-3 (1,388 นิวคลีโอไทด์) 

TCCCCTTCGGGGGTGACGCTTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCC

TGTAAGACTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACACCGGACTCCACATGGAGT

CCTGTTGAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG

GAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGT

GCCGTGCGAATAGAGCGGCACCTTGACGGTACCTGACGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG

TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGA

GTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAG

TGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC

AGGTCTTGACATCTTCGGACAACCCTGGAGACAGGGCGTTCCCTTCGGGGACCGAATGACAGGTGG

TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGA
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CCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGG

GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAA

GGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA

ACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC

GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA 

10. Strain SKP4-8 (1,393 นิวคลีโอไทด์) 

AAGCAGACAGCGTCCCTTCGGGGACAATGTCTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG

GGCAACCTGCCTGCAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGATGACATGAA

TCGCATGATTCATGTTTGAAAGATGGCCTTTGTGCTATCACTTGCAGATGGGCCCGCGGCGCATTAG

CTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC

GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC

GCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAA

CTGGGGAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATG

TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG

GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTT

CCAACCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA

ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGA

AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGGCCTAGAGATAGGCCTTCCCTTCGGGGCAGCG

GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAG

CGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCG

GAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAAT

GGATGGTACAGAGGGCAGCGAGACCGTGAGGTTTAGCCAATCCCTTAAAGCCATTCTCAAGTTCGGA

TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGTATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCG

GT 
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11. Strain SKP5-4 (1,390 นิวคลีโอไทด์) 

ATCCTCTTCGGAGGTGACGCTTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGC

CTGTAAGACTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATACTTTTCATCACCTGATGG

AAAGTTGAAAGGTGGCTTCTTGCTACCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA

GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACG

GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT

GCCGTTCGAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGG

TCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTTAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGA

GTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGA

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAAGGGGGTTTCCGCCCCTTA

GTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAAGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC

CAGGTCTTGACATCCTCTGCAATCGGTAGAGATACCGAGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGTG

GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG

ATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG

GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAA

GGGAAGCAAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAA

CTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG

GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA 

12. Strain SKP5-5 (1,372 นิวคลีโอไทด์) 

GCTGATCCCCTTCGGGGGTGACGCTTGTGGAATGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAAC

CTGCCTGTAAGACTGGGATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATACTTTTCTTTGCATA

AAGGAAAGTTGAAAGGCGGTTTCGGCTGCCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA

CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
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AAGTCGGGTAGTAACTGACCCGGCCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCTCGCAGG

CGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGCGGCTCAACCGCGAACGGTCATTGGAAACTGGAGGACT

TGAGTACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT

TAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAA

GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT

ACCAGGTCTTGACATCCTCTGCTATTCCTAGAGATAGGAAGTTCCCTTCGGGGACAGAGTGACAGGT

GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

GATCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT

GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACA

AAGGGAAGCAAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGC

AACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC

CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGTAACA 

13. Strain SKP5-6 (1,385 นิวคลีโอไทด์) 

CGCAGCCCCGGAGCTTGCTCTGGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTA

CCCATCAAACTGGGATAACCGCGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAACCCTGATCCCCGCAGGGG

GATGAGTTGAAAGGCGGTCTTTGACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT

GGGGTAAGGGCCCACCAAGGCGACAATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC

TGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCCCGTGAGTGAAAAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAAAACG

CCGGTGGGAGTAACTGTCCATCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC

GGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACT

TGAGTGCAGAAAAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT

TAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG
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GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT

ACCAAATCTTGACATCCTCTGACCGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTTTGGGCAGAGTGACAGGTGG

TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT

CATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG

GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACA

AAGGGCAGCTACGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTG

CAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCC

CGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGG 

14. Strain SKP6-3 (1,379 นิวคลีโอไทด์) 

CGCAGCCCCGGAGCTTGCTCTGGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTA

CCCATCAAACTGGGATAACCGCGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAACCCTGATCCCCGCAGGGG

GATGAGTTGAAAGGCGGTCTTTGACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGT

GGGGTAAGGGCCCACCAAGGCGACAATGCGTAGCCAACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC

TGAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTG

ACGGAGCAACGCCCCGTGAGTGAAAAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAAAACG

CCGGTGGGAGTAACTGTCCATCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC

GGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACT

TGAGTGCAGAAAAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCT

TAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT

ACCAAATCTTGACATCCTCTGACCGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTTTGGGCAGAGTGACAGGTGG

TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT

CATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG

GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACA

AAGGGCAGCTACGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTG
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CAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCC

CGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGG 

15. Strain SKP6-4 (1,377 นิวคลีโอไทด์) 

CTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGA

TAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATG

GTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAG

GCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC

CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA

GTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCA

CATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG

AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT

GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

CGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA

GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAG

CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAA

ACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAG

TTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGT

CATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGA

ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACC 

16. Strain SKP6-7 (1,420 นิวคลีโอไทด์) 

TGCAGTCGAACGCGCGGATCAGGAGCTTGCTCCTGTGACGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACG

TAGGCAACCTGCCCATCAGACTGGGATAACCACGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAATCCTTTTC

CACACAGGTGGAAAAGTTGAAAGGCGGCCTTTTGGCTGTCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATT
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AGCTGGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGC

CACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG

ACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTC

AGGGAAGAACGCCGACGGGAGTAACTGCCCGTCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG

CGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAA

ACTGGCGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGAT

ATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG

GGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG

GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG

CGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCACCCTGGAGACAGGGTTTCCCTTCGGGGCAGA

GTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG

CGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCG

GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATG

GACAGGTTACAAAGGGCAGCTAAGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGG

ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGT

GAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCG

GTGGGCCAACCTCTTGGAGGCAGCCGTC 

17. Strain SKP6-9 (1,385 นิวคลีโอไทด์) 

GGAGCTTGCTCTGGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCCATCAGA

CTGGGATAACCGCGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAACCCTGATCCCCGCAGGGGGATGAGTTG

AAAGGCGGTCTTTGACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGG

GCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAA

CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACGCCGGTGGGA

GTAACTGTCCATCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG

GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAA

GTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGA
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AGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA

AGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATA

CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA

GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG

GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTG

ACATCCTCTGACCGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTTTGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGT

CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCC

AGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAAAACTGCCGGTGACAAACCGGAAGGAAGGTGGGGGATGACG

TCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAG

CTACGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC

TCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG

TACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGGCCAACC 

18. Strain SKP6-10 (1,390 นิวคลีโอไทด์) 

CAGTCGAACGCGCGGATCAGGAGCTTGCTCCTGTGACGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTA

GGCAACCTGCCCATCAGACTGGGATAACCACGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAATCCTTTTCCA

CACAGGTGGAAAAGTTGAAAGGCGGCCTTTTGGCTGTCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAG

CTGGTTGGTGGGGTAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA

CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGAC

GAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAG

GGAAGAACGCCGACGGGAGTAACTGCCCGTCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG

CGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC

TGGCGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATAT

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT

TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG

AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCACCCTGGAGACAGGGTTTCCCTTCGGGGCAGAGT

GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
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CAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA

GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA

CAGGTTACAAAGGGCAGCTAAGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATT

GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAA

TACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTG

GGC 

19. Strain SKP6-12 (1,350 นิวคลีโอไทด์) 

GGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCCATCAGACTGGGATAACCG

CGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATGATCCTGATCCCCGCAGGGGGATGAGTTGAAAGGCGGTCTT

TGACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCCACCAAGGC

GACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT

GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACGCCGGTGGGAGTAACTGTCCAT

CGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG

AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTAT

GGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA

GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGAC

CGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTT

GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAGCTACGCCGCGAGG

CCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGG

AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCACGGAAGTCGGTAACAC 
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20. Strain SKP6-13 (1,400 นิวคลีโอไทด์) 

GGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCCATCAGACTGGGATAACCG

CGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATGATCCTGATCCCCGCAGGGGGATGAGTTGAAAGGCGGTCTT

TGACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCCACCAAGGC

GACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT

GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACGCCGGTGGGAGTAACTGTCCAT

CGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG

AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTAT

GGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA

GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGAC

CGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTT

GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAGCTACGCCGCGAGG

CCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGG

AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCACGGAAGTCGGTAACAC 

21. Strain SKP6-14 (1,377 นิวคลีโอไทด์) 

TTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGAT

AACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGG

TTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG

CAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG

TGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCAC
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ATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA

ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTG

GTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG

CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAA

CTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAG

TTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT

GCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGT

CATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGA

ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCA 

22. Strain SKP7-3 (1,447 นิวคลีโอไทด์) 

ATGCAGTCGAGCGCGGGAAGCGAGTGGATCCCTTCGGGGTGAAGCTCGTGGAACGAGCGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGATCGGAATAACCCCGGGAAACCGGGGCTAATGCC

GGGTAATACTTTCTTTCGCATGAAGGAAAGTTGAAAGATGGCTTCTTGCTATCACTTACAGATGGGC

CCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG

AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATCGTAA

AGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTGCGAATAGAGCGGTACCTTGACGGTACCTAACGAGG

AAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTA

TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA

GGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGGACAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTTTCTGACGCTGAGGT

GCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA

GGTGTTAGGGGGCTTCCACCCCTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
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GCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT

TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTGGACATCCCTAGAGATAGGGCTTTCC

CTTCGGGGACCAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA

GTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTAATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC

CGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA

CACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGTAGCAAATCCCATAAAACCA

TTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA

GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTGGCAA

CACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGATCCCC 

23. Strain SKP7-4 (1,319 นิวคลีโอไทด์) 

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACGGATGGGAGCTTGCTCCCTGA

AGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAA

ACCGGGGCTAATACCGGATAGTTCCTTTCCTCACATGGGGAAGGGTGGAAAGGCGGCTTCGGCTGC

CACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATG

CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG

GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG

GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCGAATAGGTCGGCACCTTGA

CGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG

CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC

GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCA

CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGT

AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT

AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTC

CGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG

AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTA

GAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC

GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG

CACTCTAAGATGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC

CTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCAAGACCGCGAGGTTTA
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GCAAATCCCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATC

GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGGTGAATACGTTCCCGGGGCCTTGTACACACCGCCCGT

CACACCACGAAGAGTTTGTAACACCCGGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAG

GTGGGACAGATGATTGGGGG 

24. Strain SKP7-10 (1,401 นิวคลีโอไทด์) 

GCAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT

GGGTAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGATAACATTTAGAA

CCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTA

GTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC

TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAA

AGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAA

GAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGT

AGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA

AACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGG

AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCA

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGC

CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA

AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC

CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGA

CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACCCTTAAGCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG

AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACA

ATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAG

TCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACG

TTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTA

ACC 
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25. Strain SKP7-11 (1,375 นิวคลีโอไทด์) 

GCAGTCGAACGATGAAGCCTGGTGCTTGCACCGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTATCACGT

GAGTAACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATACGACCAGTCC

TCGCATGGGGTGCTGGTGGAAAGATTTATCGGTCTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGTTTGTTGGT

GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGAC

TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG

ATGCAGCGACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCAGGGAAGAAGC

TTTTTGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA

GGGCGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTGCCGCGTCTGCTGT

GAAAGCCCGGGGCTTAACTCCGGGTGTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGAC

TGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAAGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTC

TCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAG

TCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGC

ATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGGA

CCGGATCGCTGCAGAGATGTAGTTTCCCTTCGGGGCTGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTATGTTGCCAGCACG

TGATGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATC

ATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAGTGGGTTGCGATACTGT

GAGGTGGAGCTAATCCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAACTCGACTTCGTGAAG

TTGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC

GCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCTCACGGCCCAA 

26. Strain SKP8-2 (1,434 นิวคลีโอไทด์) 

GGGGGGGGGGGTGCCTATAATGCAGTCGAGCGCGGGAAGCAGACAGCGTCCCTTCGGGGACAATGT

CTGTGGAACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGCAAGACTGGGATAACCC

CGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGATGACATGAATCGCATGATTCATGTTTGAAAGATGGCCTTT

GTGCTATCACTTGCAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCTACCAAGGC

AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
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GAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGT

ACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTACAGAAGAGGAGAGTGG

AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCT

GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTCCAACCCTTAGTGCTGCAGTTAACGCAATAAG

CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACC

GGCCTAGAGATAGGCCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTT

GGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAGAGGGCAGCGAGACCGTGAGGTT

TAGCCAATCCCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGTATGAAGCCGGAA

TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC

ACACCACGAGAGTTGGCAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAA 

27. Strain SKP8-5 (1,390 นิวคลีโอไทด์) 

GCGCAGCCCCGGAGCTTGCTCTGGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCT

ACCCATCAGACTGGGATAACCGCGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAACCCTGATCCCCGCAGGG

GGATGAGTTGAAAGGCGGTCTTTGACTGCCGCTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGG

TGGGGTAAGGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA

CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCT

GACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAAC

GCCGGTGGGAGTAACTGTCCATCGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG

CGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAAC

TTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAAC

ACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGGTTAAGGGGGTTTCCGCC
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CCTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCA

AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC

CTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTTTGGGCAGAGTGACAGG

TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT

TATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT

GGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTA

CAAAGGGCAGCTACGCCGCGAGGCCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCT

GCAACTCGACTCCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTC

CCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGGCC 

28. Strain SKP8-6 (1,512 นิวคลีโอไทด์) 

CAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCCCCGGAGCTTGCTCCG

GGTTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCCATCAGACTGGGATAACCGC

GGGAAACCGTGGCTAATACCGGATGATCCTGATCCCTGCAGGGGGATGAGTTGAAAGGCGGTCTTT

GACTGCCACTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCCACCAAGGCG

ACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA

CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG

AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACGCCGGTGGGAGTAACTGTCCATC

GGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGT

GGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAA

GCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA

ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG

GTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC

GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAG

CACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGC

GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCG

CCATGGAGACATGGCTTCCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGG

GCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCC

CTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAGCTACGCCGCGAGGCC
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AAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGGAA

TCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC

ACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGGCCAACCTTTATGGAGGCAGCCGTCGAAGGT

GGGACCGATGACTGGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGC 

29. Strain SKP8-8 (1,509 นิวคลีโอไทด์) 

CTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCGCAGCCCCGGAGCTTGCTC

TGGGGTCTGCGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTACCCATCAGACTGGGATAACC

GCGGGAAACCGTGGCTAATACCGGATAACCCTGATCCCCGCAGGGGGATGAGTTGAAAGGCGGTCT

TTGACTGCCGCTGATGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCCACCAAGG

CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGCAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG

TGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTCAGGGAAGAACGCCGGTGGGAGTAACTGTCCAT

CGGGTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG

TGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAA

AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG

AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCT

GGTCTGCAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC

ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTA

AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA

GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGAC

CGCCATGGAGACATGGCTTCCCTTTTGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCATTAGTTGCCAGCATTCAGTT

GGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGGTTACAAAGGGCAGCTACGCCGCGAGG

CCAAGCGAATCCCATAAAACTGTTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGCTGG

AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG

TCACACCACGGAAGTCGGTAACACCTGAAGCCGGTGGGCCAACCTTTATGGAGGCAGCCGTCGAAG

GTGGGACCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAG 
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30. Strain SKP8-11 (1,402 นิวคลีโอไทด์) 

GTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

TAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATGCCGGATAATATTTAGAACCG

CATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTT

GGTGGGGTAATGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGC

CTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAA

CAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC

AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG

CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACT

TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAAGGGGGTTTCCGCCCC

TTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC

TTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGAC

AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA

CCCTTAAGCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA

AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAA

TACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGT

CTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGT

TCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTCTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTA

ACCA 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

130 

 

 

 

 
ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นายศุภฤกษ์ เยี่ยมสมบัติ เกิดเมื่อวันที่ 21 มกราคม 2536 ที่จังหวัดกาฬสินธุ์ ประเทศ
ไทย ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตร์บัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหาสารคาม เมื่อปีการศึกษา 2558 และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตร
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ภาคต้น ปีการศึกษา 2558 

การน าเสนอผลงานทางวิชาการ 

1 .  Supalurk Yiamsombut, Ancharida Akaracharanya, and Somboon 
Tanasupawat. 2016. Screening and Characterization of Lipase Producing Moderately 
Halophilic Bacteria.  (TSB2016 )  The 28 th Annual Meeting of the Thai Society for 
Biotechnology and International Conference.  September 2 8 - 3 0 , 2 0 1 6  at The 
Empress Hotel, Chiang Mai, Thailand. 

 


	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	สารบัญตาราง
	สารบัญรูปภาพ
	บทที่ 1  บทนำ
	บทที่ 2  เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	2.1 แบคทีเรียชอบเค็ม (halophilic bacteria)
	2.2 แหล่งที่พบแบคทีเรียชอบเค็ม
	2.3 เอนไซม์ไลเพส
	2.4 แหล่งของเอนไซม์ไลเพส
	2.4.1 เอนไซม์ไลเพสจากสัตว์
	2.4.2 เอนไซม์ไลเพสจากพืช
	2.4.3 เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์

	2.5 การประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพส
	2.6 การทำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์
	2.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยแอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulphate precipitate)
	2.6.2 การตกตะกอนด้วยตัวทำละลายอินทรีย์
	2.6.3 วิธีโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ions-exchange chromatography)
	2.6.4 วิธีโครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเตรชัน (gel filtration chromatography)


	บทที่ 3  วิธีการดำเนินงานวิจัย
	3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี
	3.1.1 วัสดุอุปกรณ์
	3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ
	3.1.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย

	3.2 ขั้นตอนและวิธีดำเนินการวิจัย
	3.2.1 เก็บตัวอย่าง
	3.2.2 คัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง
	3.2.3 คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.3.1 คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็ง
	3.2.3.2 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว

	3.2.4 พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง
	3.2.4.1 การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์
	3.2.4.2 การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์
	3.2.4.3 ศึกษาอนุกรมวิธานเคมี (chemotaxonomy characterization)

	3.2.5 ภาวะที่เหมาะสมของการผลิตในระดับขวดเขย่าและสมบัติของเอนไซม์ไลเพสจากสายพันธุ์ที่คัดเลือก
	3.2.5.1 ผลของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.5.2 ผลของแหล่งไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.5.3 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.5.4 ผลของความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.5.5 ผลของอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	3.2.5.6 ผลของระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส

	3.2.6 ศึกษาการทำเอนไซม์ไลเพสให้บริสุทธิ์ (lipase purification)
	3.2.6.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน (acetone precipitation)
	3.2.6.2 การแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (ion-exchange chromatography)

	3.2.7 ศึกษาสมบัติของเอนไซม์ไลเพส
	3.2.8 ตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram
	3.2.9 วิเคราะห์หาปริมาณโปรตีน


	บทที่ 4  ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
	4.1 ผลการเก็บตัวอย่างและคัดแยกแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางจากอาหารหมัก
	4.2 ผลการคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.2.1 ผลการคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสบนอาหารแข็ง
	4.2.2 ผลการคัดกรองแบคทีเรียชอบเค็มปานกลางที่มีความสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว

	4.3 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียชอบเค็มปานกลาง
	4.4 ผลการศึกษาภาวะที่เหมาะสมในระดับขวดเขย่าของการผลิตและสมบัติของเอนไซม์ไลเพสจากสายพันธุ์ที่คัดเลือก
	4.4.1 ผลการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งคาร์บอนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.4.2 ผลการศึกษาปัจจัยที่แปรผันแหล่งไนโตรเจนที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.4.3 ผลการศึกษาปัจจัยความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.4.4 ผลการศึกษาปัจจัยของพีเอชที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.4.5 ผลการศึกษาปัจจัยของอุณหภูมิที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส
	4.4.6 ผลการศึกษาปัจจัยของเวลาที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส

	4.5 การทำโปรตีนให้บริสุทธิ์
	4.5.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยอะซีโตน
	4.5.2 ผลการแยกโปรตีนให้บริสุทธิ์ด้วยโครมาโทกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ

	4.6 ผลการตรวจสอบรูปแบบโปรตีนด้วยเทคนิค Native-PAGE และ Zymogram
	4.7 ผลการทดสอบคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไลเพส
	4.7.1 ผลการทดสอบพีเอชที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไลเพส
	4.7.2 ผลการทดสอบความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไลเพส
	4.7.3 ผลการทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไลเพส
	4.7.4 ผลการทดสอบสับสเตรทที่เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซม์ไลเพส


	บทที่ 5  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก ก
	ภาคผนวก ข
	ภาคผนวก ค
	ภาคผนวก ง
	ภาคผนวก จ
	ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

