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บทคัดย่อภาษ าไทย  

มุกขะรินทร์ พุทโธสาวะโก : การคัดกรองและลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไล
เพสจากอาหารหมัก. (SCREENING AND CHARACTERIZATION OF LIPASE PRODUCING 
BACTERIA FROM FERMENTED FOODS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. ดร.สุวิมล กีรติพิบูล, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. ดร.สมบูรณ์ ธนาศุภวัฒน์, , หน้า. 
การคัดแยกและคัดกรองแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสทั้งหมด 197 ไอโซเลทจากอาหาร

หมัก 56 ตัวอย่าง ได้แก่ ไส้กรอกเปรี้ยว แหนม ปลาร้า ปลาเจ่า ปลาจ่อม กุ้งจ่อม และหม่่า พบว่ามีทั้งสิ้น 60 ไอ
โซเลทซึ่งมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส อยู่ในช่วง 0.01 – 21.52 U/ml เมื่อน่ามาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์
และการวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA gene พบว่า สามารถจัดกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่าง
กลม 14 ไอโซเลทอยู่ในสกุล Staphylococcus (13 ไอโซเลท) และ Micrococcus (1 ไอโซเลท) และพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็น Staphylococcus sp. (6 ไอโซเลท), S. sciuri (2 ไอโซเลท), S. condimenti (2 ไอโซเลท) 
และอย่างละ 1 ไอโซเลทของ S. simulans, S. lentus, S. gallinarum และ M. yunnanensis โดยมีความ
คล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.55 – 100% จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างแท่ง 10 ไอโซเลท 
อยู่ในสกุล Bacillus (7 ไอโซเลท), Paenibacillus (1 ไอโซเลท), Brevibacterium (1 ไอโซเลท) และ 
Corynebacterium (1 ไอโซเลท) และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น B. cereus (2 ไอโซเลท) และอย่างละ 1 ไอโซ
เลทของ B. methylotrophicus, B. pumilus, B. flexus, B. subtilis, B. anthracis, Paenibacillus 
pasadenensis, Brevibacterium salitolerans และ Corynebacterium liquefaciens โดยมีความ
คล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.33 – 100 % และจัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มีรูปร่างแท่ง 10 ไอโซ
เลท และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Proteus mirabilis (9 ไอโซเลท) และ Klebsiella pneumonia (1 ไอโซ
เลท) โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.78 – 100 % นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียกรดแลคติก
จ่านวน 26 ไอโซเลท ซี่งพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Lactobacillus pentosus (5 ไอโซเลท), Lactobacillus sp. 
(12 ไอโซเลท), Pediococcus sp. (3 ไอโซเลท) และอย่างละ 1 ไอโซเลทของ Pediococcus 
pentosaceus, Pediococcus lolii, Weissella thailandensis, W. cibaria, W. paramesenteroides 
และ Leuconostoc fallax โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.78 – 100 % อีกด้วย จากผล
การคัดกรองการผลิตเอนไซม์ไลเพส พบว่าไอโซเลท KM17-4 ซึ่งพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น S. condimenti ให้ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด จึงน่ามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว Nutrient 
ที่เติม Tween 80 ร้อยละ 1 พบว่าสามารถผลิตได้เหมาะสมที่พีเอช 7 และบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 
ช่ัวโมง นอกจากนี้เมื่อเลี้ยง B. subtilis SS48-5 ในอาหารที่เติม Tween 80 พีเอช 7.5 นาน 24 ช่ัวโมง มีค่า
กิจกรรมสูงสุด 3.23 U/ml พบว่าสายพันธุ์นี้ผลิตได้เหมาะสมที่พีเอช 7.5 เมื่อบ่มที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 30 
ช่ัวโมง ในขณะที่ Proteus mirabilis PR11-3 มีค่ากิจกรรมสูงสุด 0.57 U/ml และผลิตได้เหมาะสมที่พีเอส 8 
เมื่อบ่มที ่37 องศาเซลเซียส นาน 18 ช่ัวโมง 
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The isolation and screening of one hundred and ninety seven lipase-producing 

bacteria from 56 fermented food samples including sai-krog-prieo, nham, pla-ra, pla-chao, 
pla-chom, kung-chom and mum were carried out. The results revealed that 60 isolates 
showed lipase activity ranged from 0.01 - 21.52 U/ml. On the basis of their phenotypic 
characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis, 14 isolates of Gram-positive cocci 
belonged to genera Staphylococcus (13 isolates) and Micrococcus (1 isolate) were identified 
as Staphylococcus sp. (6 isolates), S. sciuri (2 isolates), S. condiment (2 isolates) and each 
isolate of S. simulans, S. lentus, S. gallinarum and Micrococcus yunnanensis based on 99.55 – 
100 % sequence similarity. Eleven isolates of Gram-positive rod shaped belonged to genera 
Bacillus, Paenibacillus, Brevibacterium and Corynebacterium were identified as B. cereus (2 
isolates) and each isolate of B. methylotrophicus, B. pumilus, B. flexus, B. subtilis, B. anthracis, 
Paenibacillus pasadenensis, Brevibacterium salitolerans and Corynebacterium liquefaciens 
based on 99.33 – 100 % sequence similarity. Eleven isolates of Gram-negative rod shaped 
were identified as Proteus mirabilis (9 isolates) and Klebsiella pneumonia (1 isolate) based on 
99.78 – 100% sequence similarity). In addition, 26 isolates of lactic acid bacteria were 
identified as Lactobacillus pentosus (5 isolate), Lactobacillus sp. (12 isolates), Pediococcus sp. 
(3 isolates) and each isolate of Pediococcus pentosaceus, Pediococcus lolii, Weissella 
thailandensis, W. cibaria, W. paramesenteroides and Leuconostoc fallax based on sequence 
99.78 – 100 % similarity. The potent isolate KM17-4 identified as Staphylococcus condimenti 
was selected to determine on the effects for lipase production. The results revealed that 
KM17-4 exhibited high lipase activity on Tween 80 at pH 7, 30 Cº and incubated for 18 h. In 
addition, B. subtilis SS48-5 exhibited SS48-5 U/ml of the highest activity when cultivated on 
Tween 80 at pH 7.5 for 24 h. The optimum temperature for lipase production this strain was 
at 40 ˚C after incubated for 30 h. Whereas, Proteus mirabilis PR11-3 exhibited 0.57 U/ml of 
the highest lipase production activity and the optimum temperature was at pH 8.0, 37 ˚C 
after incubated for 18 h. 
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ºC    องศาเซลเซียส 

%    เปอร์เซ็นต์ 

h.    ชั่วโมง 

   kD    กิโลดาลตัน 

   nm    นาโนเมตร 

   L    ลิตร 



 

บทที่ 1  

บทน า 

ไลเพสเป็นเอนไซม์ที่กระตุ้นการย่อยสลายของไตรกลีเซอไรด์ ( triglyceride) ให้เป็น         
กลีเซอรอล (glycerol) และกรดไขมัน (fatty acid)  มักถูกน่ามาใช้ในอุตสาหกรรมการปรับปรุงกลิ่น
รสของอาหารแทนการปรับปรุงกระบวนการทางเคมีที่ใช้กันอยู่เดิม   เอนไซม์ไลเพสยังถูกน่ามาใช้เพ่ือ
การดัดแปรคุณสมบัติของน้่ามันโดยการแปรต่าแหน่ง และชนิดของกรดไขมนัที่เข้าจับกับกรีเซอรอลใน
โมเลกุลของไขมันเพ่ือให้ได้คุณสมบัติตามที่ต้องการ ซึ่งวิธีการนี้ท่าให้ได้น้่ามันชนิดใหม่และยังน่าไปสู่
การพัฒนาเป็นสารที่ให้กลิ่นรส (flavor) นอกจากนี้ยังมีการใช้ไลเพสจากจุลินทรีย์ในอุตสาหกรรม
ต่างๆ เช่น ผงซักฟอก  อาหาร  อุตสาหกรรมสารให้กลิ่นรส สารกระตุ้นชีวภาพทางเภสัชกรรม ใช้เป็น
ไบโอเซนเซอร์  ใช้ในเครื่องส่าอาง และน้่าหอม เป็นต้น (2006) เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์จึงได้รับ
ความสนใจและมีการพัฒนาเทคโนโลยีเอนไซม์อย่างรวดเร็ว ซึ่งไลโปไลติกแบคทีเรีย (Lipolytic 
bacteria) นั้นสามารถย่อยโมเลกุลของไขมันให้เป็นกลีเซอรอล (Jaeger et al., 1994)     

เนื่องจากในประเทศไทยมีผลิตภัณฑ์อาหารหมักหลายประเภทซึ่งเป็นที่นิยมของคนไทย
จ่านวนมาก เช่น แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว และผลิตภัณฑ์ปลาหมัก ได้แก่ น้่าปลา กะปิ และปลาร้า เป็น
ต้น  และการหมักเป็นรูปแบบหนึ่งของการยืดอายุการเก็บของอาหาร ซึ่งในปัจจุบันมีการศึกษา
พัฒนาการในใช้แบคทีเรียกรดแลคติกอย่างแพร่หลาย ในการปรับปรุงรสเปรี้ยวในอาหารหมักเหล่านี้  
แต่ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากเนื้อเช่น แหนม นั้นมีปริมาณของไขมันอยู่มาก ท่าให้ เกิดการ
เปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบของไขมันและกรดไขมันโดยเอนไซม์ไลเพสในระหว่างการหมัก มีผลต่อ
เนื้อสัมผัสและกลิ่นรสเฉพาะตัวของผลิตภัณฑ์อาหารหมักเช่นกัน (Visessanguan, Benjakul, 
Riebroy, Yarchai, & Tapingkae, 2006)  นอกจากนี้ในต่างประเทศก็มีการศึกษาการใช้เชื้อ 
Staphylococcus sp. ในการหมักผลิตภัณฑ์ประเภทไส้กรอก (sausages)  โดยพบว่าการใช้เชื้อ 
Staphylococcus sp. ท่าให้เนื้อมีสีแดงจากการรีดิวซ์ไนเตรท (M.C.  Miralles, Flores, & Perez-
Martinez, 1996) และช่วยลักษณะทางประสามสัมผัสอ่ืนๆเช่น เนื้อสัมผัสและกลิ่นรสดีขึ้นด้วย 
(Hammes & Hertel, 1998) ซึ่งลักษณะดังกล่าวเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสในระหว่างการ
หมักท่าให้เกิดกรดไขมันอิสระ ซึ่งเป็นสารท่าให้รสชาติโดยรวมของผลิตภัณฑ์มีความเฉพาะตัวและมี
เนื้อสัมผัสดีอีกด้วย (Montel, Masson, & Talon, 1998; Toldrá, Sanz, Flores, & 2001) 

  การศึกษาไลโปไลติกแบคทีเรียในประเทศไทยยังมีน้อยมาก  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงจะคัดแยก
และคัดเลือกเอนไซม์แบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเพส จากผลิตภัณฑ์อาหารหมัก
พ้ืนบ้านของไทย ซึ่งเอนไซม์ไลเพสที่ได้น่าจะเป็นประโยชน์ต่อการน่าไปปรับปรุงกลิ่นรสและเนื้อสัมผัส
ในผลิตภัณฑ์หมักและอาหารชนิดอื่นๆต่อไป หรือน่าไปผลิตในอุตสาหกรรมต่อไป 

 

 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
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1. เพ่ือคัดแยก คัดกรองแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสจากอาหารหมักพ้ืนบ้านของไทย 

2. ศึกษาลักษณะสมบัติของแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

3. วิเคราะห์คุณสมบัติเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัยนี้ 

1. หากเชื้อแบคทีเรียมีประสิทธิภาพดีก็จะน่าไปใช้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ในอุตสาหกรรมอาหารหมักซึ่ง
จะท่าให้ผลิตภัณฑ์มีคุณภาพดีและมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภคมากข้ึน 

2. ท่าให้ทราบความหลากหลายของแบคทีเรียซึ่งสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสที่คัดแยกได้จาก
อาหารหมักพ้ืนบ้านของไทย 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

การหมักเป็นวิธีการถนอมอาหารวิธีหนึ่งที่รู้จักกันมาเป็นระยะเวลายาวนาน โดยช่วงแรกมี
วัตถุประสงค์เพ่ือการถนอมอาหารและยืดอายุการเก็บรักษา ผลิตภัณฑ์แปรรูปจากกระบวนการหมัก
หรือผลิตภัณฑ์อาหารหมัก (fermented food) ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในประเทศแถบ
ตะวันออกมากกว่าในประเทศแถบตะวันตก โดยเฉพาะในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เช่น เวียดนาม ลาว 
กัมพูชา และไทย (Tanasupawat & Komagata, 2001)  ส่าหรับประเทศไทย อาหารหมักแบบ
ดั้งเดิม (ผลิตภัณฑ์ปลา เนื้อ และ ผัก) มีกระบวนการผลิตและการกินที่แตกต่างกัน ผลิตภัณฑ์อาหาร
หมักของไทยโดยมีทั้งผลิตภัณฑ์จาก เนื้อ นม ผัก และผลไม้ ผลิตภัณฑ์จากเนื้อหมักที่เป็นที่นิยม เช่น 
แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว และยังมีการน่าสัตว์น้่า เช่น ปลา กุ้ง มาแปรรูปโดยการหมัก เช่น ปลาร้า ปลา
ส้ม ปลาเจ่า ปลาจ่อม กุ้งจ่อม กะปิ บูดู เป็นต้น ส่วนใหญ่จะเป็นการใช้แบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ือให้มี
รสเปรี้ยวและบ่มของอาหารเหล่านี้ (Tanasupawat & Komagata, 1995) แต่ผลิตภัณฑ์อาหารหมัก
จากเนื้อ เช่น แหนม ปลาร้า นั้นมีปริมาณของไขมันอยู่มาก ท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ
ของไขมันและกรดไขมันโดยเอนไซม์ไลเพสในระหว่างการหมัก ซึ่งมีผลต่อเนื้อสัมผัสและกลิ่นรส
เฉพาะตัวของผลิตภัณฑ์อาหารหมักเช่นกัน (Visessanguan et al., 2006) 

ปัจจุบันภาคอุตสาหกรรมอาหารได้ให้ความสนใจในการผลิตอาหารโดยใช้สารยับยั้งจุลินทรีย์
ที่มาจากธรรมชาติและหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมีเติมลงไปในกระบวนการผลิต อาหารหมักประเภทเนื้อ
ของไทย เช่น แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว และปลาร้า ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายตั้งแต่ในอดีตจนถึง
ปัจจุบัน โดยพบว่า ในอดีตอาหารเหล่านี้มักใช้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีอยู่ตามธรรมชาติที่ติดมากับ
วัตถุดิบในการหมักและควบคุมสภาวะการหมักให้เหมาะสม เพ่ือให้แบคทีเรียกรดแลกติกชนิดที่
ต้องการเจริญได้ดี ต่อมาได้มีการริเริ่มการผลิตในระดับกึ่งอุตสาหกรรมและอุตสาหกรรม โดยผู้ผลิตหัน
มาใช้เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์กันมาขึ้น (นภา โล่ทอง, 2535)  

การพัฒนาและใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นในการหมักผลิตภัณฑ์จากเนื้อ เช่น ไส้กรอก (sausages) 
ได้แก่ Staphylococcus xylosus, S. saprophyticus, S. equorum, S. carnosus  และ S. 
simulans (Annalisa, Francesco, Fide, & Yolanda, 2006) โดยแบคทีเรียชนิดนี้ช่วยท่าให้เกิด
ลักษณะที่ต้องการ คือ ได้เนื้อสีแดงจากการรีดิวซ์ไนเตรท ไนเตรทจะถูกรีดิวซ์ให้เป็นไนเตรท์ แล้ว
รีดิวซ์ต่อไปเป็นไนตริกออกไซด์ (NO) ไนตริกออกไซด์ท่าปฏิกิริยากับไมโอโกลบินโดยตรงได้ ไนตริกอ
อกไซด์ไมโอโกลบินซึ่งเป็นรงควัตถุสีแดงสดในเนื้อสัตว์ และเม่ือน่าไปถูกความร้อนสารนี้จะกลายเป็นสี
ที่คงทนของไนโตรโซฮีโมโครม ซึ่งเป็นสีชมพูของผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ (M. C. Miralles, Flores, & 
PerezMartinez, 1996) และพบว่า แบคทีเรียเหล่ายังมีส่วนช่วยปรับปรุงลักษณะทางประสาทสัมผัส 
เช่น เนื้อสัมผัสและกลิ่นรสให้ดีขึ้นด้วย  (Hammes & Hertel, 1998) ซึ่งลักษณะดังกล่าวเกิดจาก
กิจกรรมของเอนไซม์จากกล้ามเนื้อและจากจุลินทรีย์ซึ่งเป็นเอนไซม์เฉพาะที่เกี่ยวข้องกับในการเผา
ผลาญโปรตีนและไขมันในระหว่างการหมักแห้งไส้กรอก นั้นคือเอนไซม์โปรติเอส (protease) และ
เอนไซม์ไลเพส (lipase) ท่าให้เกิดการสร้างเปปไทด์ กรดอะมิโนอิสระ และกรดไขมันอิสระ (Montel 
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et al., 1998; Toldrá et al., 2001) ซ่ึงเอนไซม์เหล่านี้เป็นที่รู้จักกันดีว่ามีส่วนช่วยให้รสชาติโดยรวม
ของผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากเนื้อมีความเฉพาะตัวและยังเป็นสารตั้งต้นของสารหอมระเหยอ่ืนๆ อีก
ด้วย  

2.1 เอนไซม์ไลเพส (Lipase) 

เอนไซม์ไลเพสเป็นเอนไซม์ย่อยหนึ่งในเอนไซม์ลิโปไลติก เป็นกลุ่มเอนไซม์ที่สามารถย่อย
ไขมันได้ ซึ่งจะประกอบด้วย เอนไซม์คาร์บอกซิลเอสเทอเรส (caboxyl esterase; EC 3.1.1.1.) และ
เอนไซม์ไลเพส (true lipase; EC 3.1.1.3) ความแตกต่างของสองเอนไซม์นี้ คือ เอนไซม์เอสเทอเรส
จะย่อยสลายพันธะเอสเทอร์สายสั้นในโมโลกุลที่สามารถละลายน้่าได้ทันที แต่เอนไซม์ไลเพส นั้นจะ
ความจ่าเพาะต่อพันธะเอสเทอร์ของไตรกลีเซอไรด์ที่ต่อกับกรดไขมันสายยาวที่เป็นส่วนที่ไม่ละลายน้่า
และจะท่าปฏิกิริยาได้ดีเมื่อไตรกลีเซอไรด์อยู่ในสภาพที่ไม่ละลายน้่า หรือบริเวณที่มีการสัมผัสของน้่า
และน้่ามันหรือภาวะรูปอิมัลชัน (Arpigny & Jaeger, 1999; Hausmann & Jaeger, 2010) 

เอนไซม์ไลเพสหรือกลีเซอรอลเอสเทอร์ไฮโดรเลสหรือไตรเอซิลกลีเซอรอลไฮโดรเลส (lipase: 
glycerol ester hydrolase: triacylglycerol hydrolase: E.C. 3.1.1.3) จัดเป็นเอนไซม์ที่อยู่ในกลุ่ม
ไฮโดรเลส (hydrolase)  เป็นเอนไซม์ท่ีมีความสามารถในการเร่งการย่อยสลายโมเลกุลของไตรกลีเซอ
ไรด์ (triglyceride) ให้เป็นกลีเซอรอล (glycerol) กรดไขมัน (fatty acid)  และ partial glyceride 
โดยที่ไลเพสจะเร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายตรงพันธะเอสเทอร์ที่พันธะระหว่างกรดโมเลกุลสายยาวกับ
กลีเซอรอลของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ (ภาพที่ 2.1) เอนไซม์ไลเพสจะท่าปฏิกิริยาดังกล่าวได้ดีเมื่อไตร
กลีเซอไรด์อยู่ในสภาพที่ไม่ละลายน้่า (water-insoluble substrate) หรือบริเวณท่ีมกีารสัมผัสของน้่า
และน้่ามันหรือภาวะรูปอิมัลชัน (oil-water interface) (Cihangir & Sarikaya, 2004)  ซึ่งเรียก
ลักษณะการท่างานของเอนไซม์ไลเพสว่า “interfacial activation” (Jensen, 1983; Macrae, 
1983; Schmid & Verger, 1998)  

 

 

ภาพที่ 2. 1 ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสหรือการสังเคราะห์ไตรเอซิลกลีเซอรอลโดยเอนไซม์ไลเพส 
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R1—COO—R2    +     H—OH R1—COOH     +       R2             (1) 

เอสเทอร์       น้่า   กรดคาร์บอกซิลิก  แอลกอฮอล์ 
 

นอกจากนี้ เอนไซม์ไลเพสยังมีความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาอ่ืนๆได้อีกหลายปฏิกิริยา เช่น 
ไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาย้อนกลับของปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้ ซึ่งเป็นปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอส
เทอร์ ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์และน้่า หรือปฏิกิริยาที่มีการโยกย้ายหมู่เอซิล (acyl group) 
แอลกอฮอล์ (alcohol) เอสเทอร์ (ester) ไกลโคไซด์ (glycoside) และเอมีน (amines) ได้ (Gupta, 
Mehra, & Gupta, 2004; Schmidt-Dannert, Sztajer, StGcklein, Menge, & Schmid, 1994 )  

โดยการปฏิกิริยาการท่างานของแสดงในสมการ (1) (2) และ (3) 

  

การท่างานของเอนไซม์ไลเพส (Yamane, 1987) 

เอนไซม์ไลเพสสามารถเร่งปฏิกิริยาได้ 2 ชนิด  

 

1. ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 

 

 

 

ไลเพสจะท่าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสลายเอสเทอร์ด้วยน้่าได้กรดคาร์บอกซิริกและแอลกอฮอล์
เป็นผลิตภัณฑ์ เกิดในสารละลายที่มีน้่า 

 

2. ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ (Synthesis) 

- ปฏิกิริยาเอสเทอริฟิเคชัน (Esterification) 

 

 

 

 

ไลเพสจะท่าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์เอสเทอร์ โดยการแทนที่หมู่ไฮดรอกซิล (OH 
group) ของกรดคาร์บอกซิลิกด้วยหมู่แอลคอกซิล (OR group) จากแอลกอฮอล์ 

  

R1—COOH     +   R2—OH R1—COO—R2      +      H—OH              (2) 

   กรดคาร์บอกซิลิก    แอลกอฮอล์  เอสเทอร์  น้่า 
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R1—COO—R2    +     R3—OH R1—COOH     +      R2—OH              (3) 

        เอสเทอร ์A แอลกอฮอล์ A      เอสเทอร์ B  แอลกอฮอล์ B 
 

- ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (Transesterification) 

ไลเพสจะท่าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการแทนที่ของหมู่แอลคอกซิล (OR2 group) จากเอสเทอร์ A 
ด้วย หมู่แอลคอกซิล (OR3 group) อีกตัว จากแอลกอฮอล์ A ได้เอสเทอร์และแอลกอฮอล์ชนิดใหม่
เกิดข้ึนเป็นผลิตภัณฑ์ 

- ปฏิกิริยาอินเทอร์เอสเทอริฟิเคชัน (Interesterification)  

 

 

ไลเพสจะท่าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการแลกเปลี่ยนหมู่แอลคอกซิล (OR2 group และ OR4 
group) ระหว่างเอสเทอร์ 2 ชนิด ท่าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นเอสเทอร์ใหม่ 2 ชนิด 

 

2.1.1 แหล่งของเอนไซม์ไลเพส 

เนื่องจากไลเพสเป็นเอนไซม์ที่มีความส่าคัญต่อเมตาบอลิซึมในการเจริญของสิ่งมีชีวิต จึง
พบไลเพสได้ทั่วไปท้ังในสัตว์ พืช และจุลินทรีย์ (Sztajer, 1988)  

เอนไซม์ไลเพสจากสัตว์ ไลเพสในสิ่งมีชีวิตยูคาริโอตจะมีส่วนร่วมในหลายกระบวนการของเม
ตาบอลึซึมของไขมัน ได้แก่ การย่อยอาหารชนิดไขมัน การดูดซึมไขมัน การคืนรูป และเมตาบอลิซึม
ของไลโปโปรตีน (Sharma, Chisti, & Banerjee, 2001) พบได้ทั่วไปในเนื้อเยื่อและอวัยวะต่างๆของ
สัตว์ที่ เช่น หัวใจ ไต สมอง กล้ามเนื้อ ซีรัม (serum) และที่ส่าคัญคือ ตับอ่อน (pancreatic lipase) 
ซึ่งเป็นแหล่งแรกที่พบไลเพส โดยตับอ่อนมีหน้าที่ย่อยสลายโมเลกุลในระบบย่อยอาหารของสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนม เอนไซม์ไลเพสโดยเฉพาะจากตับอ่อนของสุกร เนื่องจากมีความเข้มข้นสูงและสามารถน่า
กลับมาใช้ประโยชน์ได้อีก  นอกจากนี้ยังมีการแยกเอนไซม์ไลเพสจากตับอ่อนของหนู โค และกระบือ  
เอนไซม์ไลเพสที่ได้จากน้่านมได้มีรายงานเล็กน้อย (Chandan & Shahani, 1964) แต่การเตรียม
เอนไซม์ให้บริสุทธิ์ไม่ค่อยประสบความส่าเร็จนัก เนื่องจากคุณสมบัติไม่คงตัว (Shahani, 1975; 
Steiner & Williams, 2002) 

เอนไซม์ไลเพสจากพืช มีความจ่าเพาะต่อสารตั้งต้นและมีคุณสมบัติพิเศษ ที่หาไม่ได้จากสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมหรือในจุลินทรีย์ (Huang, Lin, & Wang, 1988) โดยพบในพืชจ่าพวก ข้าวสาลี ข้าว
โอ๊ต ข้าวไรย์ ฝ้าย ถั่วเหลือง และ ละหุ่ง (Arnold, Shahani, & Dwivedi, 1975)  ผลปาล์ม เมล็ด
ข้าวโพด เมล็ดทานตะวัน มะกอก เป็นแหล่งส่าคัญของไลเพสในพืช โดย Huang และคณะ (1988) 
รายงานว่า เมล็ดพืชจะสะสมไขมันไว้รูปของ lipid-bodies และ glyoxysome ซึ่งบริเวณเนื้อเยื่อ

R1—COO—R2    +   R3—COO—R4  R1—COO—R4   + R2—COO—R3        (4) 
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ดังกล่าวก็สามารถพบไลเพสได้ ซึ่งในธัญพืชจะพบไลเพสที่ร่า นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าไลเพสในพืช
ตระกูลหญ้า (Gramineceaea)  Avena foutua ซึ่งให้ค่าสูงถึง 93.3 U/g (Al-Widyan & Al-
Shyoukh, 2002) 

เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ผลิตได้จากท้ัง แบคทีเรีย รา และยีสต์ จุลินทรีย์ที่ผลิตไลเพสได้มี
ทั้งแบบที่ผลิตออกมาภายนอกเซลล์และภายในเซลล์ ซึ่งส่วนใหญ่จะละลายออกมานอกเซลล์และ
ละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Taipa, Aires-Barros, & Cabral, 1992) ตารางที่ 2.1 ตัวอย่างเอนไซม์     
ไลเพสที่ได้จากจุลินทรีย์ที่มีการผลิตและใช้ในทางการค้า Jaeger และคณะ (1998) รายงานว่า ในปี 
1994 บริษัท Novo Nordisk ได้ผลิตไลเพสเพ่ือการค้าตัวแรก ในชื่อ Lipolase ซึ่งได้จากฟังไจสาย
พันธุ์  Thermomyces lanuginosus และ Aspergillus oryzae ในปี 1995 ไลเพสจากแบคทีเรีย   
2 ตัวก็ถูกผลิตและแพร่หลายให้เป็นที่รู้จักในชื่อ Lumafast จากแบคทีเรีย Pseudomonas 
mendocina และ ไลเพสชื่อ Lipomax จาก P. alcaligenes  

เอนไซม์ไลเพสที่ได้จากพืชมักอยู่ในพบในเนื้อเยื่อที่ให้พลังงานและเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากสัตว์
มักจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆของเมตาบอลิซึมของไขมัน เช่น กระบวนการย่อยสลายไขมัน 
การดูดซึมไขมัน และกระบวนการเชิงซ้อนของโปรตีนกับไขมัน (lipoprotein metabolism) ซึ่งท่า
ให้ไลเพสจากแหล่งพืชและสัตว์นั้นถึงจะให้ปริมาณของไลเพสเข้มข้นสูงแต่มีข้อจ่ากัดและยุ่งยากต่อ
การสกัดเอนไซม์ประกอบกับเอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์นั้น มีข้อดีคือสามารถเจริญเติบโตเร็ว 
เพาะเลี้ยงได้ง่าย และยังสามารถเพ่ิมผลผลิตให้รวดเร็วขึ้นจากการปรับปรุงพันธุกรรมและยังสามารถ
ปรับสภาวะให้เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ได้ง่ายกว่าในพืชและสัตว์ จึงมีการศึกษาและน่าเอนไซม์ที่
ได้จากจุลินทรีย์ไปใช้อย่างแพร่หลายมากกว่า โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เอนไซม์ไลเพสที่ได้จากแบคทีเรีย 
(Wiseman, 1995)  

เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์มีคุณสมบัติเฉพาะที่ส่าคัญ 4 ประการ (Jaeger & Reetz, 1998) คือ 

1) มีความคงทนต่อตัวท่าละลายอินทรีย์  

2) ในการท่างานไม่ต้องการโคเฟคเตอร์ (cofactors)  

3) มีความจ่าเพาะต่อสารตั้งต้นหลายชนิด 

4) มี Enantioselectivity สูง 

2.1.2 การประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพส 

การใช้เอนไซม์ไลเพสในอุตสาหกรรมอาหารเริ่มตั้งแต่ศตวรรษที่ 20 เพ่ือใช้ในการปรับปรุง
กระบวนการทางเคมีที่ใช้กันอยู่เดิมในอุตสาหกรรมอาหาร ส่าหรับอุตสาหกรรมการผลิตไขมันและ
น้่ามัน เอนไซม์ไลเพสถูกน่ามาใช้ในการดัดแปรคุณสมบัติของน้่ามันโดยการแปรต่าแหน่งและชนิดของ
กรดไขมันที่เข้าจับกับกรีเซอรอลในโมเลกุลของไขมันเพ่ือให้ได้คุณสมบัติตามที่ต้องการ ซึ่งวิธีการนี้ท่า
ให้ได้น้่ามันชนิดใหม่และยังน่าไปสู่การพัฒนาเป็นสารที่ให้กลิ่นรส (flavor) (กัญภัทร จินดา, 2547)  

กรดไขมันที่เกิดข้ึนจากการท่างานของเอนไซม์ไลเพส โดยเฉพาะกรดไขมันชนิดพวกที่มี
น้่าหนักโมเลกุลต่่าและระเหยได้เช่น acetic acid, propionic acid, butyric acid, valeric acid 
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และ caproic acid เป็นกรดไขมันที่มีกลิ่นเฉพาะตัว และยังใช้ท่าให้เกิดกลิ่นเฉพาะตัวของผลิตภัณฑ์
อาหารชนิดอื่นๆได้ ดังนั้นเอนไซม์ไลเพสจึงมักถูกน่ามาใช้ในอุตสาหกรรมในการปรับปรุงกลิ่นรสของ
ผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆเช่นโยเกิร์ต เนยแข็งและไส้กรอก (Jaeger et al., 1994) 

Udomsil และคณะ (2010) พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่ชอบเค็ม (Halophilic lactic 
acid bacteria) สายพันธุ์ของ Tetragenococcus halophilus ที่แยกได้จากน้่าปลา มีบทบาทส่าคัญ
ในการสร้างสารระเหยในระหว่างการหมักน้่าปลาโดยสารระเหยที่พบจาก T. halophilus สายพันธุ์ 
MS33 และ MRC5-5-2 คือ 1-propanol, 2-methylpropanal และ benzaldehyde นอกจากนี้ 
Udomsil และคณะ (2011) ยังพบอีกว่า  Tetragenococcus halophilus มีศักยภาพเป็นเชื้อ
เริ่มต้นส่าหรับการปรับปรุงรสชาติในการหมักน้่าปลา ซึ่งน้่าปลาหมักที่ได้มีปริมาณกรดอะมิโนสูงขึ้น 
และยังพบสารระเหยที่ส่ าคัญในน้่ าปลาคือ 2-methylpropanal, 2-methylbutanal,                  
3-methylbutanal และ benzaldehyde  เชื้อ T. halophilus ที่หมักในน้่าปลานั้นมีความสามารถ
ในการลด dimethyl disulfide ดังนั้นการใช้ T. halophilus ส่าหรับการหมักน้่าปลาสามารถเพ่ิม
กรดอะมิโนและสารระเหยเช่นเดียวกับช่วยลดปริมาณ biogenic amine ของผลิตภัณฑ์น้่าปลาได้ 

ตารางท่ี 2. 1 ตัวอย่างเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากจุลินทรีย์ (Sharma et al., 2001) 

ชนิด สายพันธุ์ ประโยชน์ บริษัทผู้ผลิต 

รา/ยีสต์ Candida rugosa Organic synthesis Amano, Biocatalysts, 
Boehringer Mannheim, Fluka, 
Genzyme, Sigma 

 Candida antarctica Organic synthesis Boehringer Mannheim, Novo 
Nordisk 

 Thermomyces 
lanuginosus 

Detergent additive Boehringer Mannheim, Novo 
Nordisk 

 Rhizomucor miehei Food processing Novo Nordisk, Biocatalysts, 
Amano 

แบคทีเรีย Burkholderia cepacia Organic synthesis Amano, Fluka, Boehringer 
Mannheim 

 Pseudomonas 
alcaligenes 

Detergent additive Genencor 

 Pseudomonas 
mendocina 

Detergent additive Genencor 

 Chromobacterium 
viscosum 

Organic synthesis Asahi, Biocatalysts 
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ตารางท่ี 2. 2 ประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสในอุตสาหกรรมต่างๆ 

อุตสาหกรรม น ามาใช้ ผลิตภัณฑ์หรือการใช้ประโยชน์ 

ผงซักฟอก ไฮโดรไลซิสไขมัน ขจัดไขมันออกจากเสื้อผ้า 

ผลิตภัณฑ์นม ไฮโดรไลซิสไขมันนมท่าให้ชีสสุก 
และปรับปรุงไขมันในเนย 

พัฒนากลิ่งรสของนม ชีส และเนย 

ผลิตภัณฑ์เบอร์เกอรี่ การปรับปรุงกลิ่นรส ยืดอายุของผลิตภัณฑ์เบอร์เกอรี่ 

เครื่องดื่ม ปรับปรุงกลิ่น เครื่องดื่มแอลกอฮอล์เช่น ไวน์ 

Food dressing ปรับปรุงคุณภาพ มายองเนส น้่าสลัด และวิปปิง 

อาหารเพื่อสุขภาพ ปฏิกิริยา Transesterification อาหารเพื่อสุขภาพ 

ไขมันและน้่ามัน ปฏิกิริยา Transesterification และ
ไฮโดรไลซิส 

เนยรสโกโก้ มาการีน กรดไขมัน   กลี
เซอรอล โมโน-และไดกลีเซอรอล 

เนื้อและปลา ปรับปรุงกลิ่นรส ผลิตภัณฑ์เนื้อและปลาปราศจาก
ไขมัน 

เคมี การสังเคราะห์ Enantioselectivity Chiral buiding block 

ทางเภสัชกรรม ปฏิกิริยา Transesterification และ
ไฮโดรไลซิส 

ไขมันชนิดพิเศษ ยาย่อยอาหาร สร้าง
สาร intermediates หลายชนิดที่ใช้
ทางการแพทย์ 

เครื่องส่าอาง การสังเคราะห์เอสเทอร์  ผลิตภัณฑ์ที่เป็นอิมันชัลและสารให้
ความชุ่มชื้น ครีมบ่ารุงผิว ครีทกัน
แดด 

อุตสาหกรรม
เชื้อเพลิง 

ปฏิกิริยา Transesterification การผลิตไบโอดีเซล 

เคมีการเกษตร การสังเคราะห์เอสเทอร์ สารก่าจัดวัชพืชพวกพวกสาร 
phenoxypropionate  

กระดาษ ไฮโดรไลซิส ปรับคุณภาพกระดาษ 

เครื่องหนัง ไฮโดรไลซิส ผลิตภัณฑ์เครื่องหนัง 

การท่าความสะอาด ไฮโดรไลซิส ก่าจัดไขมัน 

การควบคุมมลภาวะ ปฏิกิริยา Transesterification และ
ไฮโดรไลซิส ของไขมันและจารบี 

ก่าจัดคราบและย่อยสารพวกไขมัน
และจารบี 

ที่มา : (Verma, Thakur, and Bhatt (2012); Vulfson (1994)) 
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มีการใช้เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์ในอุตสาหกรรมต่างๆเช่น ผงซักฟอก อาหาร 
อุตสาหกรรมของสารให้กลิ่นรส สารกระตุ้นชีวภาพทางเภสัชกรรม เอสเทอและอนุพันธ์กรดอะมิโนท่า
ให้ปรับปรุงลักษณะทางเคมี ใช้เป็นสารเคมีชีวภาพ ใช้เป็นไบโอเซนเซอร์ ใช้ในเครื่องส่าอางและ
น้่าหอม และยังพบว่าในอุตสาหกรรมอาหารและอาหารสัตว์ จะใช้เอนไซม์โปรตีเอส อะไมเลส  ไลเพส
และเซลลูเลสที่ใช้ในการท่าความสะอาด รวมทั้ง ผงซักฟอก น้่ายาล้างจาน และสารเพ่ือการท่าความ
สะอาดอ่ืนๆ (Hasan et al., 2006; Ray, 2012) เอนไซม์ไลเพสจากจุลินทรีย์จึงได้รับความสนใจและ
มีการพัฒนาเทคโนโลยีเอนไซม์อย่างรวดเร็ว ตารางที่ 2.2 แสดงประยุกต์ใช้เอนไซม์ไลเพสใน
อุตสาหกรรมต่างๆ  

2.2 การผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย 

2.2.1 แบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซม์ไลเพส 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพส (Lipolylitic bacteria) สามารถย่อยโมเลกุลของ
ไขมันให้เป็นกลีเซอรอลได้ (Jaeger et al., 1994) บางชนิดเกิดปฏิกิริยาไฮโดรจิเนชันกับกรดไขมันไม่
อ่ิมตัว (Unsaturated fatty acid) และแบคทีเรียบางชนิดเปลี่ยนกรดไขมันสายยาว (Long-chain 
fatty acid) ให้เป็นคีโตน อาหารเกิดกลิ่นได้ (Arpigny & Jaeger, 1999)  

 แบคทีเรียแกรมลบที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพส เช่น  Pseudomonas aeruginosa, 
Pseudomonas mendocina, Rhodoferax ferrireducens, Vibrio cholera, Vibrio 
parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Aeromonas hydrophila, Dehalococcoides sp., 
Chromobacterium violaceum, Burkholderia glumae, Burkholderia cenocepacia, 
Burkholderia multivorans, Burkholderia thailandensis, Burkholderia cepacia, 
Pseudomonas luteola, Proteus vulgaris, Pseudomonas fluorescens,  P.  aureofaciens, 
P.  marginata,  Serratia marcescens, Alcaligenes paradoxus,  Staphylococcus  
aureus,  Proteus  vulgaris เป็นต้น 

 แบคที เรียแกรมบวกที่สามารถผลิต เอนไซม์ ไล เพส  เช่น  Bacillus subtilis,                       
B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. megaterium, B. clausii, B. 
thermocatenulatus, B. stearothermophilus, Geobacillus zalihae, G. kaustophilus, 
Staphylococcus hyicus, S. simulans, S. xylosus, S. epidermis, S. haemolyticus,          
S. warneri, S. aureus, Propionibacterium acnes, Corynebacterium glutamicum, S.  
saprophyticus, Micrococcus  luteus, M.  varians,  Clostridium  gloni,  C.  sporogenes, 
C.  botulinum,  C.  aurantibutyricum เป็นต้น (Arpigny & Jaeger, 1999; Hausmann & 
Jaeger, 2010)  

 แบคทีเรียแกรมบวก 2 สายพันธุ์ที่เป็นที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสได้คือ Bacillus และ 
Staphylococcus ไลเพสจาก Bacillus จาก B. subtilis and B. pumilus ซึ่งเป็น mesophilic 
strains ผลิตเอนไซม์ที่มีขนาดเล็กที่สุดในกลุ่มเอนไซม์ไลเพสคือประมาณประมาณ 20 กิโลดาลตัน 
และเอนไซม์มคีวามคล้ายคลึงกันของล่าดับกรดอะมิโนน้อยมากประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบกัน 
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Bacillus สายพันธุ์อ่ืนๆ นอกจากนี้ B. thermocatenulatus และ B. stearothermophilus 
สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสที่มีคุณสมบัติใกล้เคียงกัน และมีมวลโมเลกุลคือประมาณ 45 กิโลดาลตัน 
และให้ค่ากิจกรรมสูงสุดที่ พีเอช 9.0 และอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (Kim, Park, Lee, & Oh, 
1998; Schmidt-Dannert, Rua, Atomi, & Schmid, 1996) แบคทีเรียสายพันธุ์ Staphylococcus 
ผลิตเอนไซม์ไลเพสขนาดใหญ่กว่า คือประมาณ 75 กิโลดาลตัน  ซึ่งพบว่าบางสายพันธุ์ผลิตเอนไซม์ไล
เพสชนิด ฟอสโฟไลเพส (phospholipase) คือเอนไซม์ที่สลาย dipalmitoyl-phosphatidylcholin 
(DPPC) ได้เป็น dipalmitoylglycerol และ palmitate ซึ่งไลเพสจาก Staphylococcus hyicus 
แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ phospholipase อย่างเด่นชัดแต่ยังคงลักษณะจ่าเพาะของเอนไซม์ไลเพส
ไว้ด้วย (van Oort et al., 1989) 

 

2.2.2 ปัจจัยตอ่การผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย 

 แบคทีเรียนั้นส่วนใหญ่จะผลิตเอนไซม์ไลเพสและส่งออกนอกเซลล์ และในการผลิตเอนไซม์ไล
เพสนั้นยังมีปัจจัยแหล่งสารอาหาร ปัจจัยทางกายภาพและทางเคมี เช่น พีเอชและอุณหภูมิที่
เหมาะสม ชนิดและปริมาณแหล่งคาร์บอนของแหล่งไนโตรเจน  ไนโตรเจน ชนิดของ ไขมัน
ความจ่าเพาะต่อไตรกรีเซอไรด์ เกลืออนินทรีย์ ความจ่าเพาะต่อชนิดของกรดไขมันและสารตั้งต้น 
จ่าเพาะต่อไอโซเมอร์ โคเอนไซม์  อิออนของโลหะ ปริมาณออกซิเจน สารยับยั้ง เป็นต้น   (Gupta, 
Gupta, & Rathi, 2004; Jaeger et al., 1994; Kim, Lee, Kim, & Oh, 1996; Sharma et al., 
2001) โดยมีงานรายงานสมบัติการผลิตเอนไซม์ไลเพสจากเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆหลายงานวิจัย 
เช่น สรุปในตารางที่ 2.3  

 ปัจจัยส่าคัญที่มีผลต่อค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพสเสมอนั้นคือแหล่งคาร์บอน มีผลต่อปริมาณ
การสร้างไลเพสและในการผลิตโดยทั่วไปต้องถูกกระตุ้นให้ผลิตเอนไซม์ไลเพสโดยไขมัน เช่น น้่ามัน 
หรือสารเหนี่ยวน่า (inducer) อ่ืนๆ เช่น triacylglycerols, กรดไขมัน, เอสเทอร์ของhydrolyzable, 
Tweens, เกลือน้่าดี และกลีเซอรอล แต่การผลิตนั้นได้รับอิทธิพลอย่างมีนัยส่าคัญจากแหล่งคาร์บอน
อ่ืน ๆ เช่น น้่าตาล, น้่าตาลแอลกอฮอล์, polysaccharides, เวย์, กรด casamino และแหล่งเชิงซ้อน
อ่ืน ๆ ด้วย (Gupta, Gupta, et al., 2004) 

สารเหนี่ยวน่าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ไลเพส ในงานวิจัยนี้มีการใช้ Tween 20, Tween 40, 
Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin เป็น สารเหนี่ยวน่า (Inducer) ท่าให้เชื้อเกิดกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสโดย Tributyrin คือไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ธรรมชาติที่มีกลีเซอรอลต่อพันธะเอ
สเทอกับกรดบิวทีริก( butyric acid) 3 หน่วย Tween เป็นสารลดแรงตึงผิวชนิดหนึ่ง โดย Tween 
80 (Polysorbate 80) มีส่วนของ polysorbate และ oxythylene 20 หน่วยต่อกับกรดไขมันอิสระ
คือกรดโอเลอิก(oleic acid) 1 หน่วยในโมเลกุล (ภาพที่ 2.2) ซึ่ง Tween 60, Tween 40 และ 
Tween 20 มีโครงสร้างโมเลกุลเหมือน Tween 80 แต่แตกต่างกันที่ชนิดของกรดไขมันอิสระ ซึ่งชนิด
ของกรดไขมันอิสระของ Tween 60 คือ กรดสเตียริก(stearic acid), Tween 40 คือ กรดปาล์มิติก 
(palmitic acid) และ Tween 20 คือ กรดลอริก (lauric acid) (Adamo et al., 2010; Nayak, 
Tan, Ihnat, Russell, & Grace, 2012) 
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ภาพที่ 2. 2 โครงสร้างของโมเลกุลของ (a.) Tributyrin (Butanoic acid,1,2,3-propanetriyl 
ester) (b.) polysorbate 80 (Tween 80) และกรดโอเลอิก 

ทีมา:  Adamo et al. (2010) 
 

ในปี 2001 Sayari และคณะ  ศึกษาพบว่า Staphylococcus simulans สามารถสร้าง
เอนไซม์ Staphylococcus simulans lipase (SSL) ได้ เมื่อท่าให้เอนไซม์บริสุทธิ์เป็น tetrameric 
protein มีน้่าหนักโมเลกุล 160 กิโลดาลตัน เมื่อพิสูจน์เอกลักษณะด้วยล่าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า  ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่ พีเอช 8.5, 37 องศาเซลเซียส สามารถย่อยสลาย triacylglycerols ได้มี
ค่าแอคติวิตีจ่าเพาะ 1,000 U/mg โดยใช้ Tributyrin เป็นสารตั้งต้นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พี
เอช 8.5 และ 3 mM CaCl2 ไลเพส SSL เสถียรที่พีเอชระหว่าง 4 – 9 สามารถย่อยสารตั้งต้นเมื่อเป็น 
bile salts หรือ amphiphilic proteins  นอกจากนี้ในปี 2012  Xie และคณะ สามารถคัดแยก 
Staphylococcus epidermidis S2 และ Staphylococcus aureus S11 ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไล
เพสได้จากผิวหน้าของมนุษย์ ซึ่งลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสที่ได้คือ มีน้่าหนักโมเลกุลของทั้ง 2 
เอนไซม์คือ 45 กิโลดาลตันโดยวิธี SDS-PAGE โดยไลเพส S2 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จากการ
ไฮโดรไลซิสน้่ามันมะกอกที่อุณหภูมิ 31 องศาเซลเซียส ทั้ง 2 ไลเพสมีสมบัติเป็น mesophilic 
lipases ไลเพส S2 เสถียรที่อุณหภูมิมากกว่า 45 องศาเซลเซียส ที่    พีเอชระหว่าง 5 – 9 และไล
เพส S11 เสถียรที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 6 - 10 และพีเอช ทั้งสองเอนไซม์ยังให้ค่ากิจกก
รมของเอนไซม์สูงในอาหารที่เติม Tributyrin น้่ามันถั่วเหลืองและน้่ามันปลาด้วย ซึ่งในปีเดียวกันนั้น

(a.) 

(b.) 
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Arora  ได้ท่าการแยกเชื้อแบคทีเรียจากตะกอนใต้ทะเลในอ่าวเบงกอล ประเทศอินเดีย ซึ่งพบว่า 
แบคทีเรีย SS-33  ที่แยกได้นั้นเป็นสายพันธุ์ใหม่มีความคล้ายคลึงกับสายพันธุ์ Staphylococcus โดย
ใช้ชื่อว่า Staphylococcus lipolyticus sp. nov. ซึ่งเป็นแบคท่ีเรียที่มีความสารถผลิตเอนไซม์ไลเพส
ได้และเอนไซม์ที่ไดน้ั้นยังสามารถย่อยแหล่งไขมันหรือสารเหนี่ยวน่าได้หลากหลาย ได้แก่ Tributyrin, 
น้่ามันมะกอก, Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 ที่อุณหภูมิต่่าได้ มีอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการผลิตที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ พีเอช 7 เมื่อท่าให้เอนไซม์ให้บริสุทธิ์ปรากฏ
ว่าโปรตีนเอนไซม์มีค่ามวลโมเลกุลคือ 67 กิโลดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE 

ปี 1994 Schmidt-Dannert และคณะ ท่าการคัดเลือก thermophilic Bacillus 15  สาย
พันธุ์ มี 5 สายพันธุ์ที่แสดงออกมามีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส โดยสายพันธ์ Bacillus 
thermocatenulutus (DSM 730) มีสามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด 
น่าไปท่าให้บริสุทธิ์โดยการสกัดด้วย hexane ตกตะกอนด้วย methanol และผ่านคอลัมน์โครมาโตก
ราฟีแลกเปลี่ยนประจุ Q-Sepharose และมีน้่าหนักโมเลกุลของไลเพส 16 กิโลดาลตัน โดยวิธี SDS-
PAGE is 16 kDa. และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่ พีเอช 7.5-8.0 อุณหภูมิ 60-70 องศา
เซลเซียส และใช้น้่ามันมะกอกเป็นแหล่งไขมัน นอกจากนี้ Imamura และ Kitaura (2000) พบว่า 
Bacillus sp. H-257 สามารถผลิตเอนไซม์ monoacylglycerol lipase [MGLP, EC 3.1.1.23] ซึ่งมี
น้่าหนักโมเลกุลของไลเพสคือ 25 กิโลดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตคือ พี
เอช 7.5 และ 75 องศาเซลเซียส โดยเอนไซม์นี้จะย่อย monoa- cylglycerols ซึ่งจะให้ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์สูงสุดเมื่อใช้ 1-monolauroylglycerol และรองลงมาคือ Di- และ tri-acylglycerols 

การศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเพสโดยแบคทีเรีย Proteus sp. มีการศึกษาการจ่าลองยีนของ
เอนไซม์ลงใน Escherichia coli อย่างแพร่หลาย เช่น ในปี 2009  Gao และคณะ ท่าการคัดแยก
แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพสจากดินตัวอย่างในประเทศจีน วิจัยจ่าลองยีนของเอนไซม์ไล
เพส K107 และพิสูจน์เอกลักษณ์จากวิธี genome-walking เป็น โดยสภาวะที่เหมาะสมคือ พีเอช 9.0 
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ลงใน whole-cell ของ Escherichia coli  เช่นเดียวกัน Kim และ
คณะ (1996) ศึกษาแบคทีเรียกลุ่ม facultatively anaerobic ที่สามารถผลิตเอนไซม์ extracellular 
alkaline lipase ซึ่งแยกได้จากดินใกล้โรงงานบ่าบัดน้่าเสียในประเทศเกาหลีใต้และพิสูจน์เอกลักษณ์
เป็นสายพันธุ์ Proteus vulgaris ซึ่งไลเพส K180 ที่ได้นั้นเมื่อผ่านการท่าให้บริสุทธิ์มีน้่าหนักโมเลกุล
เท่ากัน 31 กิโลดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE โดยพบว่า alkaline enzyme มีค่ากิจกรรมสูงสุดที่พีเอช
10 สเถียรที่พีเอช 5 - 11 และได้น่ายีนไลเพส K80 จ่าลองใน Escherichia coli ด้วยเช่นกัน  
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ตารางท่ี 2. 3 สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย 

Lipase microbial pH Temp. 

(°C) 

Incubat. 
time 

(h) 

Carbon 
source 

Nitrogen source Ref. 

Staphylococcus 
lipolyticus  

7.0 30 24 Tributyrin Peptone,Beef 
extract, 
Yeast extract  

Arora 
(2012) 

Staphylococcus 
simulans 

7.0 37 25 Glycerol, 
Oleic acid 

Peptone,Yeast 
extract,  
beef extract 

Sayari et 
al. (2001) 

Bacillus sp. strain 
398 

7.2 55 12 Glycerol Polypeptone, 
yeast extract, 
beef extract 

Kim et al. 
(1994) 

Bacillus strain 
A30-1 (ATCC 
53841) 

9.0 60 15-24 Corn oil  Ammonium 
chloride, 
yeast extract 

Wang et 
al. (1995) 

Bacillus sp. RSJ1  9.0 50 12 Tween 80 
/ olive oil  

Peptone, yeast 
extract 

Sharma 
et al. 
(2002) 

Bacillus sp.  7.0 28 80 Olive oil  Peptone, yeast 
extract  

Sugihara 
et 
al.(1991) 
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2.2.3 การสกัดและการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ 

วิธีการสกัดและการท่าให้เอนไซม์ให้บริสุทธิ์ที่ใช้อยู่โดยทั่วไปไม่ได้เป็นเทคนิคพิเศษ เช่น  การ
ตกตะกอน เจลฟิลเตรชันโครมาโตกราฟี และโครมาโตกราฟีของการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน  เป็นต้น 
ความสัมพันธ์ของวิธีทางโครมาโตรกราฟีถูกใช้ในบางกรณีเพ่ือลดขั้นตอนการท่าให้บริสุทธิ์ที่เรา
ต้องการด้วย ขั้นตอนในการท่าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ที่ใช้โดยทั่วไปอาจไม่ได้มีล่าดับขั้นตอนที่ชัดเจนหรือ
ตายตัว แต่พอสรุปได้ดังนี้ 

ขั้นตอนการท่าให้บริสุทธิ์ (Taipa et al., 1992) 

2.2.3.1 แยกเซลล์ออกจากสารละลายเอนไซม์ โดยการปั่นเหวี่ยงหรือการกรอง  

 โดยเมื่อผลิตเอนไซม์ในสภาวะที่เหมาะสม โดยแบคทีเรียส่วนใหญ่จะผลิตเอนไซม์ออกมานอก
เซลล์ละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท่าการปั่นแยกเซลล์ออกโดยการปั่นเหวี่ยงหรือการกรอง เพ่ือ
น่าเอาสารละลายเอนไซม์ไปวิเคราะห์ต่อไป 

2.2.3.2 ท่าให้สารละลายเอนไซม์เข้มข้นข้ึน 

    -  ตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

  - สกัดหรือตกตะกอนด้วยตัวท่าละลายอินตทรีย์เช่น acetone, acohol หรือ HCl  

การตกตะกอนโปรตีนเอนไซม์ (Scopes, 1988) 

 การตกตะกอนโปรตีนนั้นถือเป็นวิธีการข้ันต้นในการแยกและท่าให้โปรตีนหรือโปรตีนเอนไซม์
บริสุทธิ์ โดยอาศัยสมบัติการละลายแยกโปรตีนแต่ละชนิดออกจากกัน 

1) สมบัติการละลายของโปรตีน 

โปรตีนแต่ละชนิดมีสามารถในการละลายน้่าได้แตกต่างกัน ขึ้นอยู่สองปัจจัยคือ โครงสร้าง
โมเลกุลโปรตีนมี ส่วนของโมเลกุลโปรตีนมีส่วนที่ชอบน้่า สามารถเกิดแรงกิริยากับน้่าได้เรียกส่วนนี้ว่า 
hydrophobic patches สามารถเกิดแรงดึงดูดทางไฟฟ้าเอาโมเลกุลของน้่ามาล้อมรอบโมเลกุลของ
โปรตีนได้ อีกปัจจัยหนึ่ง คือบนโมเลกุลของโปรตีนมีประจุไฟฟ้าสุทธิ (electrostatic repulsion) สูง
กว่าแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิตย์ ท่า ให้โมเลกุลของโปรตีนอยู่ห่างกัน จึงไม่สามารถรวมตัวเข้ามาอยู่ใกล้กัน
แล้วตกตะกอนลงมาได้ ดังนั้นปัจจัยใดก็ตามที่สามารถเพ่ิมปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลของโปรตีนด้วย
กันเอง (protein - protein interaction) หรือการลดปฏิกิริยาระหว่างโมเลกุลของโปรตีนและน้่า 
(protein - water interaction) จะท่าให้ความสามารถในการละลายน้่าของโปรตีนลดลง และ
ตกตะกอนในที่สุด ความสามารถนี้จะสามารถแยกโปรตีนที่มีจุดตกตะกอนแตกต่างกัน  ส่าหรับการ
ตกตะกอนโปรตีนโดยวิธีที่ไม่ท่าให้เกิดการเสียสภาพ 3 วิธี ได้แก่ การตกตะกอนที่จุดไอโซอิเลคทริค 
(Isoelectric Precipitation) การตกตะกอนโปรตีนแบบล่าดับส่วนด้วยเกลือ (Salt fractionation 
precipitation) และการตกตะกอนด้วยตัวท่าละลายอินทรีย์ที่อุณหภูมิต่่า  (Organic solvent 
precipitation) 
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การตกตะกอนที่จุดไอโซอิเลคทริค  

โปรตีนแต่ละชนิดมีค่า pH ที่ท่า ให้สมดุลของประจุสุทธิบนโมเลกุลเป็นศูนย์ เรียกว่า ค่านี้ว่า
จุดไอโซอิเลคทริค (Isoelectric Point ; pI) เป็นค่าเฉพาะตัวของโปรตีนแต่ละชนิด เมื่อปรับค่าพีเอช
ของสารละลายโปรตีนจนมีค่าเท่ากับค่า pI ของโปรตีนที่ต้องการแยกโปรตีนนั้น จะเกิดการรวมตัวกัน
แล้วตกตะกอนลงมา เนื่องจากบนโมเลกุลของโปรตีนนั้นมีประจุสุทธิเป็นศูนย์ จึงไม่มีแรงผลักดันไฟฟ้า
สถิตย์ระหว่างโมเลกุลของโปรตีนเอง  โปรตีนจึงเข้าใกล้กันมากพอที่จะเกิดการรวมตัวกัน 
(Aggregrate) ตกตะกอนลงมาได้ เรียกวิธีการนี้ว่า Isoelectric Precipitation 

ข้อเสียของวิธีการนี้คือ ในทางปฏิบัติเมื่อมีโปรตีนหรือเอนไซม์ที่มีค่า pI ใกล้เคียงกัน การแยก
ตกตะกอนของเอนไซม์ทั้งสองจะแยกออกจากกันได้ไม่สมบูรณ์  

 การตกตะกอนแบบล่าดับส่วนด้วยเกลือ 

 การตกตะกอนโปรตีนโดยใช้เกลือที่มีความเข้มข้นสูง เรียกว่า "Salting Out" เป็นการเติม
เกลือลงไปในสารละลายโปรตีน เพ่ือเพ่ิมความแรงอิออน (ionic strength) ของสารละลายสูงขึ้นจน  
อิออนของเกลือไปแย่งจับกับโมเลกุลของน้่าที่ล้อมรอบโมเลกุลของโปรตีน ท่าให้โมเลกุลของน้่า
ออกมาล้อมรอบโมเลกุลของเกลือแทน เป็นการแข่งขันการเกิดแรงกิริยาทางไฟฟ้ากับโมเลกุลของน้่า
ระหว่างโมเลกุลของโปรตีนและโมเลกุลของเกลือในนั่นเอง และถ้าแรงระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับ
น้่ามีค่าน้อยกว่าแรงกระท่าระหว่างโมเลกุลของโปรตีนกับโปรตีน โปรตีนก็จะจับตัวกันตกตะกอนลงมา 
โดยเกิดจากการรวมตัวกันของส่วนที่ไม่ชอบน้่าบนโมเลกุลของโปรตีนแต่ละตัวเคลื่อนที่เข้าใกล้กันจาก
แรงดึงดูดระหว่างส่วนที่ไม่ชอบน้่าด้วยกัน เมื่อเกิดเป็นกลุ่มก้อนโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ขึ้นน้่าหนักสะสม
เพ่ิมขึ้น และตกตะกอนลงมาในที่สุด ซ่ึงเรียกปรากฏการณ์นี้ว่า "Salting Out Effect"  

แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4  เป็นเกลือที่นิยมใช้กันมากที่สุด เนื่องจากมีค่าการละลายน้่า
สูงมาก และมีค่าสัมประสิทธิ์อุณหภูมิของการละลายต่่า (temperature coefficient of solubility) 
ในช่วง 0 -30 องศาเซลเซียส ท่าให้สามารถใช้ในการตกตะกอนโปรตีนที่อุณหภูมิต่่าได้ เพราะหากใช้
อุณหภูมิสูงอาจท่าให้เกิดการสลายตัวของโครงสร้างโปรตีนหรือเอนไซม์ที่สลายตัวได้ง่ายที่อุณหภูมิสูง
ได้ นอกจากนี้ยังมีเกลือชนิดอ่ืน เช่น โซเดียมคลอไรด์ แมกนีเซียมซัลเฟต โปตัสเซียมซัลเฟต โซเดียม
ซัลเฟต เป็นต้น  

ในกรณีที่มีโปรตีนผสมหลายๆชนิดรวมอยู่ด้วยกัน สามารถแยกตกตะกอนโปรตีนออกเป็น
กลุ่มย่อยๆได้ โดยการท่า Salting Out ที่ความเข้มข้นของเกลือต่างๆกัน เรียกวิธีนี้ว่า "Salt 
fractionation" โดยเลือกตกตะกอนโปรตีนเป็นช่วงๆความเข้มข้น ท่าให้โปรตีนต่างชนิดตกตะกอนมา
ในแต่ละช่วงต่างกัน  

การตกตะกอนด้วยตัวท่าละลายอินทรีย์ที่อุณหภูมิต่่า 

ตัวท่าละลายอินทรีย์จะไปลดค่ากิจกรรมของน้่า โดยมีผลต่อค่าคงที่ไดอิเลคทริค (dielectric 
constant) ท่าให้น้่าสารละลายเอนไซม์หรือโปรตีนนั้นมีความสามารถในการเป็นตัวท่าละลายลดลง 
เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของตัวท่าละลายอินทรีย์เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆจนถึงจุดที่แรงกระท่าระหว่างโมเลกุลของ
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โปรตีนในส่วนของพลังงานไฟฟ้าสถิตย์ มีแรงกระท่าที่สูงกว่าแรงกระท่าระหว่างโปรตีนกับน้่า เกิดการ
เข้ามารวมตัวกันของโมเลกุลโปรตีนตกตะกอนลงมาได้ 

วิธีการตกตะกอนโดยตัวท่าละลายอินทรีย์สามารถใช้ตกตะกอนเอนไซม์หรือโปรตีนได้เป็น
กลุ่มๆ แต่ไม่สามารถตกตะกอนโปรตีนออกมาเป็นเดี่ยวๆได้ เนื่องจากคุณสมบัติของโปรตีนไม่แตกต่าง
กันอย่างชัดเจน ตัวท่าละลายที่นิยมใช้กันมาก คือ เอธานอล และ อะซีโตน ต้องท่า ในที่อุณหภูมิเพ่ือ
ป้องกันการเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนหรือเอนไซม์ที่ต้องการ  

2.2.3.3 วิธีโครมาโตรกราฟีแบบแลกเปลี่ยนประจุ (Ion–exchanger 
chromatography) 

เป็นกระบวนการแลกเปลี่ยนประจุระหว่างเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) ที่เป็นของเหลว 
กับเฟสคงที่ (stationary phase) โดยที่เฟสคงที่บรรจุของแข็งไม่ละลายน้่า เรียกว่า เมทริกซ์ 
(metrix) เป็นโพลีเมอร์ที่เหนี่ยวน่าให้มีประจุที่ รวมเรียกว่าตัวแลกเปลี่ยนประจุ (ion exchager)  
เมทริกซ์นี้อาจเรียกเป็น ตัวแลกเปลี่ยนประจุ หรือ เรซิน (resin) ก็ได้ เมื่อตัวแลกเปลี่ยนประจุถูกท่า 
ให้อ่ิมตัวด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ หรือสารละลายเกลือใดๆ พบว่ามีส่วนของสารที่มีประจุที่เป็น
องค์ประกอบในในบัฟเฟอร์หรือสารละลายเกลือ เข้ามาล้อมรอบตัวแลกเปลี่ยนประจุเพ่ือรักษาสภาพ
สมดุลย์ทางไฟฟ้า เรียกประจุเหล่านี้ว่า counter ion เป็นอิออนที่มีประจุตรงข้ามกับเมทริกซ์ สาร
ตัวอย่างแต่ละชนิดย่อมมีประจุต่างกันสามารถเกิดแรงกระท่า ทางไฟฟ้ากับประจุในส่วน counter 
ion ได้ต่างกัน สารใดที่มีประจุตรงข้ามกับเมทริกซ์และมีความแรงประจุสูงก็จะไปแทนที่  counter 
ion แล้วเข้าไปยึดจับกับส่วนเมท ส่วนสารใดที่มีประจุชนิดเดียวกันกับตัวแลกเปลี่ยนประจุก็จะหลุด
ออกจากคอลัมน์ก่อนโดยแรงผลักทางไฟฟ้า ท่าให้สามารถแยกสารผสมออกจากกันได้  

ชนิดของเมทริกซ์ 

- แลกเปลี่ยนประจุลบ (anion exchange ) : Diethylaminoethyl (DEAE),  Aminoethyl 
(AE- ), Quarternary aminoethyl (QAE- ) 

- แลกเปลี่ยนประจุบวก (cation exchange) : Carboxymethyl (CM),  Sulphopropyl 
(SP- ), Phospho 

2.2.3.4 วิธีโครมาโตรกราฟีแบบเจลฟิวเตชั่น (gel filtration chromaticgraphy) 

เป็นเทคนิคการแยกสารโดยอาศัยคุณสมบัติความแตกต่างกันของ ขนาด มวล และรูปร่างของ
สารตัวอย่าง อาศัยคุณสมบัติของเม็ดเจลที่มีลักษณะช่องว่างภายในโพลีเมอร์  โดยภายในเม็ดเจลแต่
ละเม็ดมีขนาดช่องว่างที่จ่าเพาะยอมให้สารที่มีขนาดโมเลกุลค่าหนึ่งผ่านเข้าไปในเม็ดเจลได้ ส่วนสารที่
มีขนาดใหญ่กว่าไม่สามารถผ่านเข้าไปได้ถูกชะออกมากับสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ชะหลุดออกจาก
คอลัมน์ก่อน จากหลักการข้างต้นเห็นได้ว่าสามารถแยกสารที่มีขนาดเล็กและใหญ่ออกจากกันได้  สาร
ที่ใช้ท่าเจล ได้แก่ เดกซ์แทรน (Dextran), Polyacrylamide และ Agarose 
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2.2.3.5 หาน้่าหนักโมเลกุลของไลเปสด้วยวิธี SDS-PAGE  

วิธี SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis ) 
เป็นเทคนิคที่ใช้วิเคราะห์หาน้่าหนักโมเลกุลของพอลิเพปไทด์สายเดี่ยว  โดย sodium dodecyl 
sulfate (SDS) ซึ่งเป็น anionic detergent ที่มีประจุลบ จะเข้าจับกับพอลีเพปไทด์โปรตีนท่าให้
โปรตีนมีสภาพเป็นลบ และสามารถท่าให้โปรตีนเสียสภาพจากทรงกลมเป็นเหยียดตรงแยกพอลิเพป
ไทด์ที่อยู่รวมกันออกเป็นสายเดี่ยวมีโครงสร้างเป็น แท่งและทุกสายมีประจุลบจึงเคลื่อนที่เข้าหา 
ขั้วบวก (SDS จับพอลิเพปไทด์โปรตีนคงที่ ด้วยอัตราส่วน 1.4 กรัมSDS / กรัมโปรตีน โดยมี B-
mercaptoethanol เป็น reducing agent เพ่ือใช้ท่าลายพันธะ disulfide ในโปรตีน) ดังนั้นอัตรา
การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของพอลิเพปไทด์โปรตีนจะเร็วหรือช้าขึ้นกับความแตกต่างของขนาดหรือ
น้่าหนักโมเลกุลเพียงอย่างเดียว โดยจะเป็นการเคลื่อนที่จากขั้วไฟฟ้าลบไปสู่ขั้วไฟฟ้าบวก ผลของการ
แยกโปรตีน สามารถมองเห็นแถบพอลิเพปไทด์เมื่อย้อมสีด้วย Coomassie blue และ หาน้่าหนัก 
โมเลกุลของพอลิเพปไทด์โดยสร้างกราฟความสัมพันธ์ ระหว่าง log ของน้่าหนักโมเลกุล กับอัตราเร็ว
ของการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน และเม่ือทราบ อัตราเร็วของการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าของพอ
ลิเพปไทด์ตัวอย่างก็สามารถค่านวณหาน้่าหนัก โมเลกุลได้เมื่อน่ามาเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
นอกจากนี้การปรากฏของแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวใน SDS-PAGE ยังเป็นตัวบ่งชี้ถึงความบริสุทธิ์
ของโปรตีนอีกด้วย (Walker, 2002) 
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ตารางท่ี 2. 4 ขั้นตอนการท าให้เอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 

Lipase microbial Purification Method Lipase 
M.W. 

(kDa) 

Ref. 

Stapphyloccocus 
aureus  S11  

Stapylococcus 
epidermis S2 

1. ตกตะกอน ammonium sulfate  
0- 30% ,30-70% saturated 

2. dialyzed ด้วย Spectra/Por 4 
membrane  

3. ท่าให้เข้มข้นด้วย ultrafiltration 
kit Amicon PLGC 47 mm  

45 Xie et al. (2012)  

Staphylococcus sp. 1.ตกตะกอนด้วย  acetone 70% 
(v/v) 

2. Dialyed ด้วยบัฟเฟอร์ 20nM Tris-
HCl 

- Kumar, Parihar, 
and Batra (2012)  

Stapylococcus 
aureus 

1. phenyl sepharose CL-4B 
column  

49 Sarkar, Yamasaki, 
Basak, Bera, and 
Bag (2012)  

Stapylococcus 
warneri 

1. ตกตะกอน Ammonium sulfate  
50% saturated 

2. DEAE-Sepharose 

 3. phenyl-Sepharose  

45 Talon, Dublet, 
Montel, and 
Cantonnet 
(1995)  

Stapylococcus 
lipolyticus sp. nov. 

1. ตกตะกอนด้วย cold acetone  
70 % 

67 Arora 
(2013)Arora 
(2012) 

 

Stapylococcus 
hyicus  

1. ตกตะกอนammonium sulphate  

2. Sephadex G-100/G-25 column 

3. DEAE-cellulose columns 

46 van Oort et al. 
(1989)  
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Lipase microbial Purification Method Lipase 
M.W. 

(kDa) 

Ref. 

Bacillus subtilis Pa2 1. ตกตะกอนด้วย chilled acetone 
60% (v/v)   

19.2 Shah and Bhatt 
(2011)  

Bacillus sp. H-257 1. Octyl-Sepharose CL-4B, Q-
Sepharose FT, and Superose 12 
columns 

24 Imamura and 
Kitaura (2000)  

Bacillus 
thermocatenulatus 

1. สกัดด้วย methanol 30% (v/v)   

2.  Q-Sepharose 

16 Schmidt-Dannert 
et al. (1994 )  

Proteus sp. SW1  1. His-tagged LipA exhibited  31.2 Whangsuk et al. 
(2013)  
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
 3.1 ตัวอย่าง อุปกรณ์และสารเคมี 

3.1.1 ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 

ตัวอย่างผลิตภัณฑ์อาหารหมักพ้ืนบ้านของไทย 7 อย่าง คือ ไส้กรอกเปรี้ยว แหนม ปลาร้า 
ปลาเจ่า ปลาจ่อม กุ้งจ่อม และหม่่า เก็บตัวอย่างจากผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่จ่าหน่ายในตลาด
ท้องถิ่นของแหล่งตัวอย่าง  

 
3.1.2 อุปกรณ์เครื่องมือ 

1. หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (Autoclave) รุ่น HA-3D, HIRAYAMA, Japan. 

2. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสง(Spectrophotometer) รุ่น UV 160A, SHIMADZU, 
Japan 

3. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CHS, OLYPUS OPTICAL, Japan 

4. ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) รุ่น 6, PRECISSION THELCO, USA. 

5. เครื่อง SDS (Sodium dodecyl sulpate-polyacrylamidegel electrophoresis) รุ่น 
Mini PROTEAN® Tetra cell , BIO-RAD, USA. 

6. แผ่นเจลส่าเร็จรูป รุ่น Mini PROTEAN® TGXTM Precast Gel, BIO-RAD, USA. 

7. เครื่อง Gel Electrophoresis รุ่น GE-100 , BIOER, China 

8. เครื่อง PCR (Polymerase Chain Reaction) รุ่น Mastercycler® gradient, EPPEDORF, 
Germany 

9. เครื่อง Microplate Reader รุ่น Wallac 1420, PERKINELMER, USA. 

10. เครื่องเขย่า (Shaker) รุ่น Innova 4300, NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, USA. 

11. เครื่องชั่งละเอียด 4 ต่าแหน่ง (Balance), SARTORIUS, USA. 

12. เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter), METTLER TOLEDO, Switzerland 

13. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge) รุ่น 2 K 15, SIGMA, Germany 

14. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath), PRECISSION THELCO, USA. 

15. เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) รุ่น GENIE 2, SCIENTIFIC INDUSTRIES, USA. 
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16. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow) รุ่น BV-126, ISSCO, USA. 

17. เครื่องคนสารละลายพร้อมฮอทเพลท (Hotplate Stirrer) รุ่น LAB-LINE PYRO-
MAGNESTIR NO.1267,  LAB-LINE INSTRUMENTS, India 

18. ออโตปิเปต รุ่น P10 P20 P200 P1000, GILSON, France 

19. ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส รุ่น Hybrid cooling system , SHARP, Japan 

20. ตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น FC27, SHARP, Japan 

21. ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส รุ่น ULT1790-7-V12, REVCO, USA. 

22. เครื่องตีป่น (Stomacher) รุ่น the Stomacher® 400 Circulator, SEWARD, England 

23. ถุงไดอะไลซิส (Dialysis bag) Molecular weight cut off 12,000-14,000 Da, Cellu 
Sep® 

 
3.1.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. นิวเตรียนท์ บรอท (Nutrient Broth; NB), MERCK, Germany 

2. เปปโตน (Peptone), DIFCO, USA 

3. ทริปทคิ ซอย บรอท (Tryptic Soy Broth; TSB), DIFCO, USA. 

4. TSI (Triple Sugar Iron Agar), DIFGO, USA. 

5. อาหาร MR-VP broth, MERCK, Germany 

 

3.1.4 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

1. กลูโคส (Glucose), CARLO ERBA, Italy 

2. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaCl), CARLO ERBA, Italy 

3. โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3), AJAX FINECHEM, Australia 

4. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl), CARLO ERBA, Italy 

5. ทวีน 80 (Tween® 80), SIGMA-ALDRICH, USA. 

6. ทวีน 60 (Tween® 60), SCHARLAU, Germany 

7. ทวีน 40 (Tween® 40), SCHARLAU, Germany 

8. ทวีน 20 (Tween® 20), SCHARLAU, Germany 

9. Coomassie brilliant blue R-250, SIGMA-ALDRICH, USA. 

10. Bio-Safe™ Coomassie G-250 Stain, BIO-RAD, USA. 
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11. ไตรบิวทิริน (Tributyrin) , SCHARLAU, Germany 

12. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2), AJAX FINECHEM, Australia 

13. พาราไนโตรฟีนอล ปาล์มิเตต (p-nitrophenyl palmitate; p-NPP), FLUKA, USA. 

14. โปรตีนมาตรฐาน Precision Plus™ protein standards, BIO-RAD, USA. 

15. Tris (hydroxymethyl) aminomethane, WAKO, Japan 

16. OlAquick PCR Purification Kit, OIAGEN, Germany 

17. Triton X, FLUKA, USA. 

18. Gum Arabic, FLUKA, USA. 

19. 10x Tris/Glycine/SDS buffer, BIO-RAD, USA. 

20. 2x Leammli Sample Buffer, BIO-RAD, USA. 

21. อะราบิโนส (Arabinose),  SIGMA-ALDRICH, USA. 

22. เซลโลไบโอส (Cellobiose), FLUKA, USA. 

23. ฟรุคโตส (Fructose), FLUKA, USA. 

24. กาแลคโตส (Galactose), DIFGO, USA. 

25. กลูโคส (Glucose), MERCK, Germany 

26. กลีเซอรอล (Glycerol), FISHER SCIENCTIFIC, USA. 

27. อินูลิน (Inulin), SIGMA-ALDRICH, USA. 

28. แลคโตส (Lactose), MERCK, Germany 

29. มอลโตส (Maltose), FLUKA, USA. 

30. แมนนิทอล (Mannitol), FLUKA, USA. 

31. แมนนอส (Mannose), FLUKA, USA. 

32. เมลีซิโทส (Melezitose), SIGMA-ALDRICH, USA. 

33. เมลิไบโอส (Melibiose), FLUKA, USA. 

34. กลูโคไซด์ (Glucoside), FLUKA, USA. 

35. ราฟฟิโนส (Raffinose), FLUKA, USA. 

36. แรมโนส (Rhamnose), FLUKA, USA. 

37. ไรบอส (Ribose), FLUKA, USA. 

38. ซาลิซิน (Salicin), TRADEMARK, Japan 
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39. ซอร์บิทอล (Sorbitol), SIGMA-ALDRICH, USA. 

40. ซูโครส (Sucrose), MERCK, Germany  

41. ทรีฮาโลส (Trehalose),  FLUKA, USA. 

42. ไซโลส (Xylose), MERCK, Germany  

43. ไลซีน (Lysine), FLUKA, USA. 

44. ออร์นิธิน (Ornithin), FLUKA, USA. 

45. ยูเรีย (Ureae), FLUKA, USA. 

46. สตาร์ท (Soluble starch), AJAX FINECHEM, Australia 

  
3.2 ขั้นตอนและวิธีด าเนินงานวิจัย 

3.2.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากอาหารหมัก 

การแยกแบคทีเรียจากอาหารหมักพ้ืนบ้าน  ได้แก่ แหนม  ไส้กรอกเปรี้ยว ปลาร้า ปลาเจ่า ปลา
จ่อม กุ้งจ่อม ฯลฯ จากจังหวัดต่างๆในประเทศไทย ได้แก่ อุตรดิตถ์ มหาสารคาม กรุงเทพฯ พิษณุโลก 
ระยอง บุรีรัมย์ ชลบุรี สุรินทร์ โดยน่าตัวอย่างอาหารหมัก 25 กรัม ใส่ถุงด้วยเทคนิคปลอดเชื้อ เติม
สารละลายเปปโตน 0.1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 225 มิลลิลิตร น่าไปตีป่นด้วยเครื่องตีบ่น (Stomacher) 
เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเจือจางด้วยสารละลายเปปโตนให้ได้ความเข้มข้นเป็น 10 -1 ถึง 10-8 และ    
ปิเปตตัวอย่างอาหารแต่ละระดับความเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Trypticase soy agar (TSA) เกลี่ยด้วยแท่งแก้วงอให้ทั่วผิวหน้าอาหาร (Spread Plate Technique) 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจนับจ่านวนและตรวจดูลักษณะการ
เจริญของเชื้อ แยกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะต่างๆมาขีดซ้่า (restreak) บนอาหาร TSA เพ่ือให้ได้เชื้อ
บริสุทธิ์ ย้อมสีแกรม ตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์  จนแน่ใจว่าได้เชื้อบริสุทธิ์ จึงถ่ายเชื้อลงบน TSA 
slant บ่มจนเจริญดี แล้วเก็บรักษาที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือศึกษาในขั้นต่อไป
(McLandsborough, 2005)  

3.2.2 การคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

3.2.2.1 การคัดกรองไลโปไลติกแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 
น่าเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้มาขีด (streak) ลงบนอาหารที่เติมสารเหนี่ยวน่าแตกต่าง

กันดังนี้ Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin โดยเติมสารดังกล่าว 1 
เปอร์เซ็นต์ในอาหาร Lipolytic Medium (Peptone 1 เปอร์เซ็นต์ CaCl2·2H2O 0.01 เปอร์เซ็นต์ 
และวุ้น  2 เปอร์เซ็นต์ (Barrow & Feltham, 1993) น่าไปบ่มที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส 48 
ชั่วโมง ตรวจสอบการเกิดกิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกโดยเกิดวงขุ่นรอบโคโลนี  (opaque) 
(Cardenas et al., 2001) โดยจะคัดกรองไอโซเลทของแบคทีเรียที่เกิดกิจกรรมเอนไซม์ไลโปไลติกใน
ขั้นต้นนี้น่าไปคัดกรองในขั้นต่อไป  
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3.2.2.2 การคัดกรองแบคทีเรียที่ผลิตไลเพสได้ในอาหารเหลว 
น่าเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ผ่านการคัดกรองในอาหารแข็งในขั้นที่ 3.2.2.1 ทุกไอโซเลทที่เกิด

กิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติก ถ่ายแบคทีเรียบริสุทธิ์ลงในอาหาร Nutrient broth บ่มที่ 30 องศา
เซลเซียส 24 ชั่วโมงเพ่ือเป็นหัวเชื้อเริ่มต้น จากนั้นน่า 1 เปอร์เซ็นต์ของหัวเชื้อเริ่มต้นถ่ายลงในหลอด
ทดลองที่บรรจุอาหารเหลว Nutrient broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับพีเอชเป็น 7.0 ซึ่งเติมสาร
เหนี่ยวน่า Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80  1 เปอร์เซ็นต์ บ่มในเครื่องเขย่า
ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน่าไป
ปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 10 นาที น่าส่วนใสมาวิเคราะห์
กิจกรรมเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี spectrophotometry ที่ 405 นาโนเมตร (Lee, Ahn, Kwak, Song, 
& Jeong, 2003) โดยในการวิเคราะห์ทั้งหมดจะท่าการทดลอง 3 ซ้่า คัดกรองเชื้อที่เกิดกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสในขั้นที ่3.2.2.2 น่าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ในขั้นต่อไป  

ค่านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ (ภาคผนวก ค.1) โดยก่าหนดให้ เอนไซม ์1 ยูนิต (U) คือ 
ปริมาณของเอนไซม์ท่ีกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้น (p-nitrophenyl palmitate)  1 นาโนโมล 
ให้เป็น p-nitrophenol ต่อนาท ีภายใต้สภาวะที่ก่าหนด (บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง) 

3.2.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ 
โดยอาศัยลักษณะทางฟีโนไทป์ 

น่าแบคทีเรียที่ผ่านการคัดกรองแล้วว่าเป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ไลเพส มาพิสูจน์
เอกลักษณ์ โดยศึกษาลักษณะทางลักษณะทางฟีโนไทป์ต่างๆ (Barrow & Feltham, 1993) 
ดังต่อไปนี้   

3.2.3.1 ศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยา 

ได้แก่ การศึกษารูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม ลักษณะทางการเจริญของโคโลนีและสีของ
โคโลนี ส่องผ่านกล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดาและกล้องจุลทรรศน์ส่องกราด 

3.2.3.2 ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยา 

ได้แก่ การศึกษาความสามารถในการเจริญไดท้ี่ พีเอช 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 และ 9.0 ที่อุณหภูมิ 
40 และ 45 องศาเซลเซียส การเจริญที่ความเข้มข้นของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 4, 6 และ 8 เปอร์เซ็นต์ 
(v/v) 

3.2.3.3 ศึกษาลักษณะทางชีวเคมี  

การทดสอบ ได้แก่ ทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate reduction)  ทดสอบ MR-VP 
ทดสอบการผลิตอินดอล (Indole test) ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Catalase test) ทดสอบ
การใช้ซิเตรท (Citrate utilization) ทดสอบสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test) ทดสอบการย่อย
เจลาติน (Gelatin) ทดสอบการย่อยสตาร์ช (Starch hydrolysis) ทดสอบการย่อยอาร์จินีน 
(Arginine test) การสร้างเอนไซม์ยูรีเอส (Urea test) ทดสอบการสร้างเอนไซม์เฮโมลัยซิน 



 39 

(Hemolysin test) ทดสอบการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์ (TSI test) ทดสอบไลซีน (Lysine 
decarboxylase test) ทดสอบออร์นิทีน (Ornithine decarboxylase Test) ทดสอบเอสคูลิน 
(Aesculin hydrolysis Test) และทดสอบการสร้างแก๊ส  

ทดสอบความสามารถในการหมักคาร์โบไฮเดรตจากสร้างกรดจากน้่าตาล 22 ชนิด ได้แก่ อะ
ราบิโนส เซลโลไบโอส ฟรุคโตส กาแลคโตส กลูโคส กลูโคไซด์ กลีเซอรอล อินูลิน แลคโตส มอลโตส 
แมนนิทอล แมนนอส เมเลไซโทส เมลิไบโอส ราฟฟิโนส ไรบอส แรมโนส ซาลิซิน ซอร์บิทอล ซูโครส 
ทรีฮาโลส และไซโลส ซึ่งตรวจสอบชนิดของเชื้อตามหลักเกณฑ์การพิจารณาใน  Bergey’s Manaul 
of Determinative Bacteriology (ภาคผนวค ค.3)  

น่าลักษณะทางฟีโนไทป์ของแต่ละไอโซเลททุกไอโซเลทมาใช้เครื่องมือทางสถิติโดยใช้
โปรแกรม SPSS ช่วยในการจัดกลุ่มแบคทีเรียที่มีลักษณะทางฟีโนไทป์ใกล้เคียงกัน เพ่ือน่าตัวแทนกลุ่ม
ไปวิเคราะห์หาสายพันธุ์ในระดับพันธุกรรมต่อไป 

3.2.4 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA  (sequencing) และการวิเคราะห์
สายวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียโดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรม จากการวิเคราะห์ล่าดับ     
นิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA และการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) โดยเริ่ม
จากการสกัดดีเอ็นเอเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) 
และหาล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ด้วยเครื่องหาล่าดับนิวคลีโอไทด์อัตโนมัติ โดยใช้ 
Forward primer คือ 20F (5’-AGTTTGATCCTGGCTC -3’) และ Reverse primer คือ 1530R 
(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC – 3’)  ในการเพ่ิมจ่านวนชิ้นส่วนของ  16S rDNA น่าผลิตภัณฑ์ที่ได้
จาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (PCR product) มาตรวจสอบความบริสุทธิ์ โดยการท่าอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และน่ามาท่าให้บริสุทธิ์โดยใช้ OlAquick PCR Purification Kit, OIAGEN, 
Germany ส่งวิเคราะห์หาล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen® ประเทศเกาหลีใต้ โดยใช้ 
Universal primers คือ 27F (5’-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) น่าข้อมูลล่าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ที่ได้มา
เปรียบเทียบข้อมูลยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)  โดยใช้โปรแกรม Multiple Aligment Program 
CLUSTAL_X  version 1.83 ((61)55Thompson, Gibson et al. 1997) และศึกษา Phylogenetic 
analysis สร้างแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการ โดยใช้วิธี Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987)  ด้วย
โปรแกรม MEGA version 5.05 (Tamura et al., 2011) และประเมินความน่าเชื่อถือจากการ
วิเคราะห์ค่า Bootstrap โดยการท่าซ้่า 1,000 ครั้ง (Felsentein, 1985) 

3.2.5 การศึกษาความไวรับของสารปฏิชีวนะต่อแบคทีเรีย 

สารปฏิชีวนะ ได้แก่ Kanamycin, Penicillin - G, Sulphonamide, Vancomycin,  
Imipenem, Erythromycin, Streptomycin, Novobiocin, Gentamicin, Bacitracin, 
Tetracycline, Clindamycin, Amikacin, Sulpha/trimetho, Chloramphenicol, Levofoxacin,  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Ampicillin, Amoycylin/Clavulanic, Carbenicillin, Cefotaxime, Cefoxitin, Cephalothin, 
Chloramphenico, Netilmicin, Piperacillin/Tazobactam, Tobramycin และ Vancomycin 
เลือกชนิดของสารต้านจุลชีพตามความเหมาะสม น่าเอาแบคทีเรียมาเจือจางด้วยน้่าเกลือ 0.85 
เปอร์เซ็นต์ Swab ลงบนอาหาร TSA ให้เรียบเสมอกัน จากนั้นวางดิสก์ยาสารต้านจุลชีพ น่าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของส่วนเคลียร์โซนรอบดิสก์ยา มีหน่วย
เป็น มิลลิเมตร 

3.2.6 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

ถ่ายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ได้คัดเลือกจากข้อ 3.2.2 ลงในอาหาร Nutrient broth บ่มที่ 30 
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมงเพ่ือเป็นหัวเชื้อเริ่มตัว  น่า  1  เปอร์เซ็นต์ของหัวเชื้อเริ่มต้นถ่ายลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บ่มในเครื่อง
เขย่าควบคุมอุณหภูมิความเร็ว 200 รอบต่อนาที 

3.2.6.1 ศึกษาผลของชนิดสารเหนี่ยวน า  

ได้แก่ Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80  และ Tributyrin 1 เปอร์เซ็นต์ 
บ่มที่พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.2.6.2 ศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการบ่ม  

เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่ พีเอช 7.5 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บผลทุก 6 
ชั่วโมงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

3.2.6.3 ศึกษาของผลค่า พีเอช  

ได้แก่ พีเอช 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 8.5 และ 9.0 เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่ 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.2.6.4 ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการบ่ม  

ได้แก่ 20, 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส เติม Tween 80  1 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่ พีเอช 7.0 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บผลทุก 6 ชั่วโมงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

3.2.7 การผลิต การท าให้บริสุทธิ์และการวิเคราะห์เอนไซม์ไลเพส 

เพาะแบคทีเรียบริสุทธิ์ในอาหาร Nutrient broth ที่มี Tween 80 บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส 
24 ชั่วโมง inoc ของเชื้อเริ่มต้น  1 เปอร์เซ็นต ์ลงในฟลาสก์ที่บรรจุอาหารเหลว Nutrient broth ที่ม ี
Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับ พีเอช เป็น 7.0 บ่มในเครื่องเขย่าควบคุม
อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง น่าไปปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 10 นาที น่าส่วนใสมาตกตะกอนโปรตีน
ด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ในขั้นต่อไป 
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3.2.7.1 การตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

น่าสารละลายมาตกตะกอนโปรตีนโดยเติมปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตโดยแบ่งเป็น     
4 ระดับความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในรูปของเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว  (% saturation)    
ได้แก่ 0 – 20, 20 – 40, 40 – 60 และ 60 - 80 เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว (ตารางภาคผนวก ค.1) โดยในการ
เติมเกลือแอนโมเนียมซัลเฟตจะค่อยๆเติมและกวนผสมอย่างช้าๆที่ 4 องศาเซลเซียส จนสารละลายมี
ความเข้มข้นของเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัวเกลือเป็น 20 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นกวนต่อเนื่องอีก 20 นาที จากนั้น
น่าสารละลายทั้งหมดไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 15 
นาทีเพ่ือแยกตะกอนโปรตีน เก็บส่วนตะกอนโดยละลายในบัฟเฟอร์ Tris-HCl  50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 
8 และน่าส่วนใสมาตกตะกอนต่อให้ได้ความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตมีเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว
เป็น 40, 60 และ 80 เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว และปั่นแยกตะกอนเช่นเดียวกันพร้อมเก็บตะกอนในแต่ละช่วง
ไปก่าจัดเกลือออกและวิเคราะห์เอนไซม์ต่อในขั้นต่อไป 

3.2.7.2 การจ ากัดเกลือโดยการดะไลซีส 

น่าตะกอนเอนไซม์แต่ละช่วงที่ละลายอยู่ในบัฟเฟอร์ Tris - HCl 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8 
บรรจุในถุงไดอะไลซิส (Dialysis bag) ขนาดรูพรุน 12,000 ดาลตัน น่าไปแช่ในสารละลายบัฟเฟอร์
Tris - HCl 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8  ในอัตราส่วนสารละลายเอนไซม์ต่อบัฟเฟอร์เป็น 1 ต่อ 100 ส่วน 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กวนเพ่ือให้การแพร่อย่างทั่วถึง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเปลี่ยนบัฟเฟอร์
ใหม่ทุกชั่วโมงใน 4 ชั่วโมงแรก เมื่อครบ 24 ชั่วโมง น่าสารละลายในถุงไดอะไลซิสมาปั่นเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 10 นาที เพ่ือแยกตะกอนอ่ืนๆ น่าส่วนใส 
partial purified enzyme ไปวิเคราะห์ในขั้นต่อไป  

3.2.7.3 การวิเคราะห์เอนไซม์ไลเพสดังนี้    

น่า partial purified enzyme วิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี 
spectrophotometry โดยมีสารตั้งต้นคือ p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) วัดค่าการ
เปลี่ยนแปลงสีด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ 405 นาโนเมตร (Lee et al., 2003) ปริมาณ
โปรตีนทั้งหมด ด้วยวิธี Coomassie brilliant blue R-250 (Bradford, 1976) และวิเคราะห์น้่าหนัก
โมเลกุล (Molecular weight) โดยวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamidegel 
electrophoresis (SDS-PAGE) เตรียม partial purified enzyme ที่ได้ไปโหลดบนแผ่นเจล         
โพลีอาคริลาไมด์ (Mini-PROTEAN® TGX™ precast gels) 12 เปอร์เซ็นต์ และย้อมด้วยคูแมสซี่   
บริลเลี่ยน-บลูจี-250 (Bio-Safe™ Coomassie G-250) เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Precision 
Plus™ protein standards) ตามวิธีของ Schägger and Jagow (1987)  
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บทที่ 4 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ผลการแยกแบคทีเรียจากอาหารหมัก 

ตัวอย่างอาหารที่ใช้ในงานวิจัยเป็นอาหารหมักพ้ืนบ้านของไทยที่มีปริมาณไขมันสูงและมี
ปริมาณเกลือต่่า 7 ชนิด แสดงในตารางที่ 4.1  

ตารางท่ี 4. 1 ชนิด แหล่งสถานที่เก็บอย่างจ่านวนเชื้อ (CFU/ml) และรหัสไอโซเลท 

ชนิดus แหล่ง
สถานที่ 

รหัสตัวอย่าง จ่านวนเชื้อ 
(CFU/ml) 

รหัสไอโซเลท จ่านวน 

ไส้กรอก
เปรี้ยว 

อุตรดิตถ์ SS01 2.31 x 108 SS0-1, SS0-2, SS0-3, SS0-4, 
SS0-5, SS0-7, SS0-7, SS01-8, 
SS0-9, SS0-11, SS0-12 

11 

 

 มหาสารคาม SS48 2.10 x 109 SS48-1, SS48-2, SS48-3, 
SS48-4, SS48-5 

5 

  SS49 5.85 x 108 SS49-1, SS49-2, SS49-3, 
SS49-4 

4 

  SS50 2.09 x 109  SS50-1, SS50-2, SS50-3 3 

  SS51 1.71 x 1010 SS51-1, SS51-2 2 

  SS52 1.42 x 109 SS52-1, SS52-2, SS52-3, 
SS52-4 

4 

  SS53 2.55 x 108 SS53-1, SS53-2, SS53-3, 
SS53-4, SS53-5 

5 

  SS54 6.9 x 109 SS54-1 1 

  SS55 9.3 x 108 SS55-1, SS55-2, SS55-3 3 

  SS56 2.05 x 108 SS56-1, SS56-2, SS56-3 3 

แหนม อุตรดิตถ์ 

 

NM03 

 

2.87 x 108 

 

NM03-1, NM03-2, NM03-3, 
NM03-4, NM03-5, NM03-6, 
NM03-7, NM03-8,NM03-10 

9 

 

 กรุงเทพฯ NM04 1.23 x 108 NM04-3 1 
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ชนิดus แหล่ง
สถานที่ 

รหัสตัวอย่าง จ่านวนเชื้อ 
(CFU/ml) 

รหัสไอโซเลท จ่านวน 

แหนม อุตรดิตถ์ NM05 5.23 x 108 NM05-2, NM05-3, NM05-6, 
NM05-8, NM05-10, NM05-12, 
NM05-14 

7 

  NM06 2.78 x 108 NM06-2, NM06-3, NM06-4, 
NM06-5 

4 

  NM07 1.01 x 108 NM07-1, NM07-3, NM07-4 3 

  NM08 2.63 x 108 NM08-1, NM08-2 2 

  NM27 6.98 x 107 NM27-1, NM27-2, NM27-3, 
NM27-4, NM27-5, NM27-6 

6 

 พิษณุโลก NM28 1.43 x 108 NM28-1, NM28-2, NM28-3, 
NM28-5 

4 

 ระยอง NM33 5.63 x 107 NM33-1, NM33-2, NM33-3 3 

 กรุงเทพฯ NM39 4.6 x 108 NM39-1, NM39-2 2 

  NM40 1.66 x 108 NM40-1, NM40-2 2 

 อุตรดิตถ์ NM41 1.54 x 108 NM41-1, NM41-2 2 

  NM42 1.2 x 109 NM42-1, NM42-2, NM42-3, 
NM42-4, NM42-5, NM42-6, 
NM42-7, NM42-8, NM42-9, 
NM42-10 

10 

  NM43 6.1 x 108 NM43-1, NM43-2, NM43-3, 
NM43-4 NM43-5 

5 

 อุตรดิตถ์ 

 

NM44 

 

3.75 x 108 

 

NM44-1, NM44-2, NM44-3, 
NM44-4, NM44-5, NM44-6, 
NM44-7 

7 

  NM45 2.35 x 109 NM45-1, NM45-2, NM45-3, 
NM45-4, NM45-5, NM45-6, 
NM45-7 

7 
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ชนิดus แหล่ง
สถานที่ 

รหัสตัวอย่าง จ่านวนเชื้อ 
(CFU/ml) 

รหัสไอโซเลท จ่านวน 

แหนม กรุงเทพฯ      NM46 5.75 x 109 NM46-1, NM46-2, NM46-3, 
NM46-4 

4 

   กรุงเทพฯ NM47 5.7 x 109 NM47-1, NM47-2, NM47-3, 
NM47-4, NM47-5 

5 

ปลาร้า บุรีรัมย์ PR09 3.75 x 108 PR09-2 1 

  PR10 1.2 x 108 PR10-1, PR10-2, PR10-3 3 

  PR11 1.13 x 108 PR11-1, PR11-3, PR11-4 3 

  PR12 2.33 x 107 PR12-1, PR12-2 2 

 อุตรดิตถ์ PR26 5 x 106 PR26-1, PR26-2 2 

  PR29 1.47 x 106 PR29-1, PR29-2 2 

 ระยอง PR30 1.5 x 106 PR30-1 1 

  PR31 1.23 x 106 PR31-1 1 

  PR32 1.3 x 106 PR32-1 1 

  PR33 5.63 x 107 PR33-1, PR33-2, PR33-3 3 

 ชลบุร ี PR38 2.01 x 106 PR38-1 1 

ปลาเจ่า อุตรดิตถ์ PJ02 4.33 x 106 PJ02-5, PJ02-6, PJ02-7 3 

ปลาจ่อม สุรินทร์ PM19 1.65 x 107 PM19-1 1 

  PM21 2.21 x 107 PM21-2, PM21-3 2 

  PM22 1.53 x 107 PM22-2 1 

  PM24 1.13 x 107 PM24-1 1 

 อุตรดิตถ์ PM25 2.77 x 107 PM25-1, PM25-2, PM25-3, 
PM25-4, PM25-5 

5 

กุ้งจ่อม บุรีรัมย์ KM13 2.7 x 107 KM13-1, KM13-2, KM13-4 3 
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ชนิดus แหล่ง
สถานที่ 

รหัส
ตัวอย่าง 

จ่านวนเชื้อ 
(CFU/ml) 

รหัสไอโซเลท จ่านวน 

กุ้งจ่อม บุรีรัมย์ KM14 3.42 x 107 KM14-1, KM14-2, KM14-3, 
KM14-4, KM14-6 

5 

  KM15 2.5 x 106 KM15-1, KM15-2 2 

  KM16 1.6 x 106 KM16-1, KM16-2 2 

กุ้งจ่อม บุรีรัมย์ KM17 3 x 108 KM17-1, KM17-2, KM17-3, 
KM17-4 

4 

 สุรินทร์ KM18 6 x 106 
 

KM18-1, KM18-2, KM18-3, 
KM18-4 

4 

  KM20 3 x 106 KM20-1, KM20-2, KM20-3 3 

  KM23 2.17 x 106 KM23-2 1 

หม่่า เพชรบูรณ ์ MA34 1.39 x 109 MA34-1, MA34-2, MA34-3 3 

  MA35 1.12 x 109 MA35-1, MA35-2, MA35-3, 
MA35-4 

4 

  MA36 1.26 x 109 MA36-1, MA36-2, MA36-3, 
MA36-4, MA36-5 

5 

  MA37 9.35 x 108 MA37-1, MA37-2, MA37-3, 
MA37-4 

4 

7 8 56   197 

 

ไส้กรอกเปรี้ยว แหนม ปลาร้า ปลาเจ่า ปลาจ่อม กุ้งจ่อม และหม่่า เป็นชนิดของตัวอย่างที่ได้
จากจังหวัดต่างๆ 8 จังหวัด คือ ชลบุรี นครสวรรค์ บุรีรัมย์ พิษณุโลก เพชรบูรณ์ ระยอง สุรินทร์ และ
อุตรดิตถ์ สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ 197 ไอโซเลทจาก 56 ตัวอย่าง 

 
4.2 ผลการคัดกรองไลโปไลติกแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 

เมื่อน่าเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได้ 197 ไอโซเลท ขีดบนอาหารที่เติมสารเหนี่ยวน่า 1 เปอร์เซ็นต์ 
ได้แก่ Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin ผลการคัดกรองแบคทีเรีย
ที่เกิดกิจกรรมเอนไซมไ์ลโปไลติกโดยเกิดวงขุ่น (opaque) รอบโคโลนี แสดงผลในตาราง 4.2  
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ตารางท่ี 4. 2 การเกิดกิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกบนอาหารแข็งที่มีสารเหนี่ยวน่าแตกต่างกัน 

รหัส 

ไอโซเลท 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกในอาหารแข็ง (วงขุ่นรอบโคโลน)ี 

Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80 Tributyrin 

NM3-4 - + + + - 

NM3-7 + + + + - 

NM8-1 + + + + - 

NM8-2 - + + + - 

PR9-2 - - + + - 

PR10-2 + + + + - 

PR10-3 + + + + - 

PR11-1 - + + + - 

PR11-3 + + + + - 

PR11-4 + + + + - 

PR12-2 + + + + - 

KM15-1 + + + + - 

KM17-4 + + + + - 

KM18-4 + + + + - 

PM25-1 + + + + - 

NM28-1 + + + + - 

MA34-3 - + - + - 

MA39-2 - + - + - 

NM41-2 + + + + - 

NM42-1 + + + + - 

NM42-3 + + + + - 

NM42-4 + - - + - 

NM42-6 + - - + - 

NM42-8 + + + + + 
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รหัส 

ไอโซเลท 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกในอาหารแข็ง (วงขุ่นรอบโคโลน)ี 

Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80 Tributyrin 

NM42-10 + + + + + 

NM43-1 - + - + - 

NM43-2 + - - + - 

NM43-5 - - + + - 

NM44-2 - + + + - 

NM44-3 + + + + - 

NM44-4 + + - + - 

NM44-5 + + + + - 

NM44-6 + + - + - 

NM45-2 + - - + - 

NM45-3 + + + + - 

NM45-4 + + - + - 

NM45-5 + + + + - 

NM45-6 - + + + - 

NM46-2 - - - + - 

NM46-3 + + + + - 

NM47-1 - - + + - 

NM47-2 - + - + - 

NM47-3 + + + + - 

SS48-2 + + - + - 

SS48-4 + + + + - 

SS48-5 + - + + - 

SS49-1 + + + + - 

SS49-2 - + + + - 

SS49-3 - - - + - 

SS49-4 + + + + - 
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+ : เกิดวงขุ่นรอบโคโลน ี, - : ไม่เกิด 

 

ผลการเกิดกิจกรรมเอนไซม์ไลโปไลติกบนอาหารแข็ง พบว่า เมื่อขีดเชื้อแบคทีเรีย 197 ไอโซ
เลท โดยแต่ละไอโซเลทจะขีดลงบนอาหารแข็งที่มีการเติมสารเหนี่ยวน่าแตกต่าง 5 ชนิดคือ Tween 
20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin จากตารางที่ 4.2 ผลคือมีทั้งสิ้น 60 ไอโซ
เลทที่เกิดกิจกรรมคือเกิดวงขุ่นรอบโคโลนีบนอาหารแข็ง โดยแต่ละไอโซเลทจะเกิดกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลโปไลติกที่แตกต่างกันออกไป ไอโซเลทที่เกิดกิจกรรมที่เกิดบนอาหารที่เติม Tween 20 
จ่านวน  43 ไอโซเลท  บนอาหารแข็งที่เติม Tween 40  จ่านวน 47 ไอโซเลท  บนอาหารแข็งที่เติม 
Tween 60  จ่านวน 42 ไอโซเลท บนอาหารแข็งที่เติม Tween 80  จ่านวน 60 ไอโซเลท  และบน
อาหารแข็งที่เติม Tributyrin   จ่านวน 2 ไอโซเลท  โดยไอโซเลทที่สามารถเกิดกิจกรรมของ
เอนไซม์ไลโปไลติกได้บนอาหารแข็งที่มีสารเหนี่ยวน่าทั้ง 5 ชนิด คือ NM42-8 และNM42-10 อาหาร
แข็งที่มสีารเหนี่ยวน่า Tween 80 เกิดกิจกรรมเอนไซม์ไลโปไลติกได้ทุกไอโซเลท แสดงว่า Tween 80 
เป็นสารเหนี่ยวน่าที่ท่าให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลโปไลติกย่อยไขมันได้ทุกไอโซเลท ซึ่งจะน่าไปคัด
กรองต่อว่าแบคทีเรียทั้ง 60 ไอโซเลทที่สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยไขมันนั้นเป็นเอนไซม์ไลเพสหรือไม่ใน
ขั้นการคัดกรองด้วยอาหารเหลวต่อไป  

รหัส 

ไอโซเลท 

กิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกในอาหารแข็ง (วงขุ่นรอบโคโลน)ี 

Tween 20 Tween 40 Tween 60 Tween 80 Tributyrin 

SS50-1 + + + + - 

SS50-2 + + + + - 

SS50-3 - + - + - 

SS51-2 + + - + - 

SS52-1 + - - + - 

SS52-3 + - + + - 

SS52-4 + + - + - 

SS55-3 - + + + - 

SS56-1 + + + + - 

SS56-3 + - + + - 

 43 47 42 60 2 
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4.3 ผลการคัดกรองแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว 

ผลการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี spectrophotometric assay ที่ 405 นาโน
เมตร โดยมี p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) เป็นสารตั้งต้น ของเชื้อแบคทีเรีย 60 ไอโซเลทที่
คัดกรองได้บนอาหารแข็ง เลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient Broth (NB) ทีเ่ติม Tween 20, Tween 40, 
Tween 60 และ Tween 80  1 เปอร์เซ็นตเ์ป็นสารเหนี่ยวน่า แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสใน
หน่วยของยูนิตต่อไมโครมิลลิลิตร (U/ml) ในตารางที่ ข.1 ซึ่งค่าของกิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่ได้
จากการค่านวณจากกราฟมาตรฐานในภาพที่ ค.1 และสูตรการค่านวณแสดงในสมการที่ ค.1 ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตไลเพสจากอาหารหมักนั้น ใน
อาหารที่เติมสารเหนี่ยวน่าชนิด Tween 20 อยู่ในช่วง 0.00 – 3.07 U/ml ชนิด Tween 40  อยู่
ในช่วง 0.03 – 4.25 U/ml ชนิด Tween 60 อยู่ในช่วง 0.04 – 6.70 U/ml และชนิด Tween 80 
อยู่ในช่วง 0.03 – 21.52 U/ml จากการคัดกรองทั้งบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวจึงสรุปได้ว่า 
แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างอาหารหมัก 197 ไอโซเลทมีทั้งสิ้น 60 ไอโซเลทที่มีความสามารถใน
การผลิตเอนไซม์ไลเพสได้ 

4.4 การพิสูจน์เอกลักษณ์ 

4.4.1 ผลการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ 

จากศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยา พบว่า แบคทีเรีย 60 ไอโซเลทที่มีความสามารถสร้าง
เอนไซมไ์ลเพสที่คัดกรองได้จากข้ันที่ 4.2 และ 4.3 พบว่า เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม แกรมบวก 23 ไอ
โซเลท เป็นแบคทีเรียรูปร่างแท่ง แกรมบวก 27 ไอโซเลท และแกรมลบ 10 ไอโซเลท (ตารางที่ 4.3) 

ตารางท่ี 4. 3 ลักษณะทางสัญฐานวิทยาสรีรวิทยา 

ล่าดับ รหัสไอโซเลท รูปร่าง  ย้อมแกรม สีของโคโลนี 

1.  NM3-4 กลม + ขาวครีม 
2.  NM3-7 แท่ง - ขาวใส 
3.  NM8-1 แท่ง + ขาวครีม 
4.  NM8-2 แท่ง + ขาวครีม 
5.  PR9-2 แท่ง + ขาว 
6.  PR10-2 แท่ง - ครีมใส 
7.  PR10-3 แท่ง - ขาวใส 
8.  PR11-1 แท่ง + ครีม 
9.  PR11-3 แท่ง - ครีมใส 
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ล่าดับ รหัสไอโซเลท รูปร่าง  ย้อมแกรม สีของโคโลนี 
10.  PR11-4 แท่ง - ครีมใส 
11.  PR12-2 แท่ง - ขาวใส 
12.  KM15-1 แท่ง + ขาวขุ่น 
13.  KM17-4 กลม + เหลืองขุ่น 
14.  KM18-4 กลม + ครีมขุ่น 
15.  PM25-1 กลม + ครีม 
16.  NM28-1 แท่ง - ครีมใส 
17.  MA34-3 แท่ง + ใส 
18.  MA39-2 แท่ง + ครีมใส 
19.  NM41-2 กลม + เหลือง 
20.  NM42-1 แท่ง - ขาว 
21.  NM42-3 กลม + ครีม 
22.  NM42-4 แท่ง - ขาวครีม 
23.  NM42-6 กลม + ขาว 
24.  NM42-8 แท่ง - ครีมใส 
25.  NM42-10 แท่ง - ครีมใส 
26.  NM43-1 แท่ง + ขาวใส 
27.  NM43-2 แท่ง + ใส 
28.  NM43-5 แท่ง + ใส 
29.  NM44-2 แท่ง + ขาวใส 
30.  NM44-3 กลม + ขาวขุ่น 
31.  NM44-4 กลม + ขาวครีม 
32.  NM44-5 กลม + เหลือง 
33.  NM44-6 กลม + ครีมขุ่น 
34.  NM45-2 กลม + ครีมใส 
35.  NM45-3 แท่ง + ขาว 
36.  NM45-4 กลม + ขาวครีม 
37.  NM45-5 กลม + ขาว 
38.  NM45-6 กลม + ขาว 
39.  NM46-2 กลม + ใส 
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ล่าดับ รหัสไอโซเลท รูปร่าง  ย้อมแกรม สีของโคโลนี 
40.  NM46-3 กลม + ใส 
41.  NM47-1 แท่ง + ขาวใส 
42.  NM47-2 แท่ง + เหลืองใส 
43.  NM47-3 แท่ง + เหลือง 
44.  SS48-2 แท่ง + ขาวใส 
45.  SS48-4 กลม + ขาวใส 
46.  SS48-5 แท่ง + ขาวขุน่ 
47.  SS49-1 กลม + ขาวใส 
48.  SS49-2 แท่ง + ครีม 
49.  SS49-3 แท่ง + ขาวใส 
50.  SS49-4 แท่ง + ขาว 
51.  SS50-1 แท่ง + ขาวใส 
52.  SS50-2 แท่ง + ขาวใส 
53.  SS50-3 แท่ง + ขาว 
54.  SS51-2 กลม + ครีมใส 
55.  SS52-1 แท่ง + ครีมใส 
56.  SS52-3 แท่ง + ใส 
57.  SS52-4 กลม + ครีมใส 
58.  SS55-3 กลม + ครีมใส 
59.  SS56-1 แท่ง + ใส 
60.  SS56-3 กลม + ขาวใส 
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จากการศึกษาศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและการศึกษาลักษณะทางชีวเคมี ผลการทดสอบ 
พบว่า 60 ไอโซเลทของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์ไลเพสได้นั้น มี 39 ไอโซเลทที่ให้ผลบวก
ในการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต มี 3 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกในทดสอบ MR 22 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกใน
ทดสอบ VP  มี 5 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกในการทดสอบการผลิตอินดอล มี 34 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกใน
การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส มี 17 ไอไอโซเลทที่ให้ผลบวกในการทดสอบการใช้ซิเตรท ใน
การทดสอบสร้างเอนไซม์ออกซิเดสให้ผลบวก 4 ไอโซเลท มี 34 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกในการทดสอบ
การย่อยเจลาติน มี 8 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกในการทดสอบการย่อยสตาร์ช ทดสอบเอนไซม์เฮโมลัยซิน
มีเพียง 3 ไอโซเลทเท่านั้นที่ให้ผลเป็นบวก และมี 12 ไอโซเลทที่ให้ผลบวกในการทดสอบการย่อย  
อาร์จินีน จากการทดสอบความสามารถในเจริญในเกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นของเกลือ 4, 6 
และ 8 เปอร์เซ็นต์ (v/v) พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้  36, 29 และ 13 ไอโซเลทตามล่าดับ 
เชื้อแบคทีเรียส่วนใหญ่ยังสามารถเจริญได้ที่พีเอช 5 – 9 แต่ที่สามารถเจริญได้ที่ พีเอช 4 มีเพียง 6 ไอ
โซเลทเท่านั้น รวมถึงการเจริญที่อุณหภูมิสูงนั้นแบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส แต่ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส มีเพียง 17 ไอโซเลท เท่านั้นที่สามารถเจริญได้ และ
ในการทดสอบการสร้างกรดจากน้่าตาล 15 ชนิด พบว่า แบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้าง
เอนไซม์ไลเพส 60 ไอโซเลท เกือบทั้งหมดสามารถใช้น้่าตาลกลูโคสเพ่ือสร้างกรดได้ ยกเว้นไอโซเลท 
PR10-3 NM42-4 NM41-2 และ NM47-3  และส่วนใหญ่นั้นไม่สามารถสร้างกรดจากน้่าตาลซอร์บิ
ทอลและอินูลินได ้ 

 โดยน่าผลลักษณะทางฟีโนไทป์ทั้งหมด มาค่านวณด้วยค่าทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 
14.0 เพ่ือจับกลุ่มแบคทีเรียที่มีลักษณะทางฟีโนไทป์ใกล้เคียงกันโดยแสดง ของแบคทีเรียรูปกลม ดัง 
ภาพที่ 4.1 และแบคทีเรียรูปแท่ง ดัง ภาพที่ 4.2  

 แบคทีเรียรูปร่างกลม แกรมบวก 23 ไอโซเลท ซึ่งแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือกลุ่มที่ให้ผลการ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลสเป็นบวก 13 ไอโซเลทให้เป็นกลุ่มที่ Aและทดสอบการสร้างเอนไซม์
คะตะเลสเป็นลบ 10 ไอโซเลทเป็นกลุ่มที่ B (ภาพท่ี 4.1)  

 จาก Dendrogram ภาพที่ 4.2 ของเชื้อรูปร่างแท่ง 37 ไอโซเลท แกรมบวก 27 ไอโซเลท แก
รมลบ 10 ไอโซเลท ซึ่งจากภาพจะเห็นได้ว่าแบ่งเป็น 3 กลุ่มใหญ่คือกลุ่มที่เป็นแบคทีเรียรูปแท่งแกรม
ลบ 10 ไอโซเลทเป็นกลุ่ม C และแบคทีเรียรูปแท่งแกรมบวกซึ่งให้ผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์คะ
ตะเลสเป็นบวก 10 ไอโซเลทให้เป็นกลุ่มที่ D และกลุ่มที่ให้ผลทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเล
สเป็นลบ 17 ไอโซเลทเป็นกลุ่มที่ E เลือกตัวแทนไปวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 16S rDNA 
เพ่ือระบุสกุลและจัดกลุ่มแบคทีเรีย   
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     

 

 

 

    C A S E      0         5        10        15        20        25 

  Label     Num  +---------+---------+---------+---------+---------+ 

 

  NM45-4      8    

  NM44-6     12       

  NM44-4     11     

  NM44-5      6             

  NM45-5      7                 

  KM17-4      2              

  KM18-4      3          

  PM25-1      4                  

  NM42-6     10        

  NM42-3     13        

  NM3-4       1          

  NM45-6      9                            

  NM44-3      5                           

  NM41-2     14                             

  NM45-2     21                                       

  SS56-3     23                                      

  SS55-3     22                                      

  NM46-2     18                                      

  SS52-4     19                                      

  NM46-3     20                           

  SS48-4     15                    

  SS51-2     16               

  SS49-1     17   



 

 

 
 

  

ภาพที่ 4. 1 Dendrogram ของแบคทีเรียรูปร่างกลม  

Catalase negative 

Catalase positive 

A  

B  
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      

    C A S E      0         5        10        15        20        25 

  Label     Num  +---------+---------+---------+---------+---------+ 

 

  NM43-1     29    

  NM47-1     36       

  NM43-5     31       

  NM43-2     30         

  SS49-3     33           

  SS50-1     25                 

  NM39-2     28               

  NM44-2     22              

  MA34-3     37                             

  SS49-2     23                               

  SS50-2     24                                

  NM8-2      21                              

  SS52-1     34                            

  SS56-1     35                         

  SS52-3     27                              

  NM47-2     32                                

  SS48-2     26                                        

  SS49-4     16                                  

  SS50-3     17                                         

  NM8-1      11                                       

  KM15-1     14                                           

  PR11-1     13                                    

  SS48-5     15                                  

  NM47-3     20                                     

  NM45-3     18                   

  PR9-2      12                                

  NM42-4     19                               

  PR11-3      4                                                 

  PR11-4      5                                              

  NM3-7       1                                                

  NM42-8      9                                                

  PR10-2      2                                            

  PR12-2      6                                            

  NM28-1      7                                    

  NM42-10    10           

  PR10-3      3           

  NM42-1      8   

                                                                                                                                            

  

ภาพที่ 4. 2 Dendrogram ของแบคทีเรียรูปร่างแท่ง 

C 

D 

E 
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4.4.2 ผลการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม 

4.4.2.1 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 16S rDNA (sequencing) และ
การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) 

จากผลการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์และการวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ในช่วง 16S rDNA 
โดยใช้ตัวแทนจากการจัดกลุ่มแบคทีเรียในภาพที่ 4.1 และ 4.2 พบว่าแบคทีเรีย 60  ไอโซเลท 
สามารถจัดได้เป็น 4 กลุ่ม ดังนี้ 

กลุ่มที ่1  กลุ่ม Staphylococcus และ Micrococcus มี 14  ไอโซเลท จัดอยู่ในสกุล  

Staphylococcus sp. 13 ไอโซเลท ได้แก่ NM3-4, KM17-4, KM18-4, PM25-1, NM42-3, 
NM42-6, NM44-3, NM44-4, NM44-5, NM44-6, NM45-4, NM45-5 และ NM45-6 

 Micrococcus sp. ได้แก ่NM41-2 

จากผลของการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ของกลุ่ม Staphylococcus และ Micrococcus 
ทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียรูปกลม แกรมบวกที่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสและพี
เอช 6 – 9 แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่พีเอช 4  การทดสอบคะตะเลสให้ผลเป็นบวกแต่ให้ผลลบในการ
ทดสอบย่อยสตาร์ช ทดสอบสร้างเอนไซม์ออกซิเดส ทดสอบเอสคูลิน ทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต 
ทดสอบ MR และในการทดสอบยูเรีย ทุกไอโซเลทสามารถใช้น้่าตาลกลูโคสและทรีฮาโลสในการสร้าง
กรดได้แต่ไม่สามารถใช้น้่าตาลซอร์บิทอล อินูลินและไกลโคไซด์ในการสร้างกรดได้ โดยตารางที่ 4.5 
แสดงลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันของแบคทีเรียในกลุ่มนี้ ซึ่งสอดคล้องกับกลุ่ม A ใน 
Dendrogram ภาพที่ 4.1 

จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ Staphylococcus และ Micrococcus โดยมีความคล้ายคลึงของ
ล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.55 – 100 เปอร์เซ็นต์ พบว่า มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ 
Staphylococcus sciuri subsp. Sciuri 100 เปอร์เซ็นต์ 2 ไอโซเลท ได้แก่ NM3-4 (1370 bp) และ
NM44-5 (1377 bp) คล้ายคลึงสายพันธุ์ S. condimenti 99.85 และ 99.93 เปอร์เซ็นต์ 2 ไอโซเลท
ได้แก่ KM17-4 (1355 bp) และ KM18-4 (1370 bp) ไอโซเลท PM25-1 (1370 bp) มีล่าดับนิวคลี
โอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ S. simulans 99.64 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท NM44-3 (1448 bp) มีล่าดับ   
นิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ S. lentus 99.72 เปอร์เซ็นต์  ไอโซเลท NM45-5 (1392 bp) มี
ล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ S. gallinarum 99.93 เปอร์เซ็นต์   และมีล่าดับนิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงสายพันธุ์ Micrococcus yunnanensis 99.55 เปอร์เซ็นต์ คือไอโซเลท NM41-2 (1344 
bp)  แสดงในตารางที่ 4.4 และน่าไปสร้างแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการแสดงในภาพที่ 4.3 ซึ่งเป็นกลุ่มที่
เคยมีรายงานความสามารถในการผลิตไลเพสอย่างแพร่หลาย (Gupta, Gupta, et al., 2004; Taipa 
et al., 1992)  และภาพที่ 4.4 แสดงไอโซเลท KM17-4 เมื่อส่องผ่านกล้อง Scanning electron 
microscope (SEM)  
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ตารางท่ี 4. 4 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ 
Staphylococcus และ Micrococcus 

No. Strain Nearest Relative  Base 
pair 

% 
Similarity 

1.  NM3-4 Staphylococcus sciuri subsp. Sciuri DSM 20345 1370 100 
2.  NM44-5 Staphylococcus sciuri subsp. Sciuri DSM 20345 1377 100 
3.  KM17-4 Staphylococcus condimenti DSM 11674 1355 99.85 
4.  KM18-4 Staphylococcus condimenti DSM 11674 1370 99.93 
5.  PM25-1 Staphylococcus simulans ATCC 27848 1370 99.64 
6.  NM44-3 Staphylococcus lentus ATCC 29070 1448 99.72 
7.  NM45-5 Staphylococcus gallinarum ATCC 35539 1392 99.93 
8.  NM41-2 Micrococcus yunnanensis strain YIM 65004 1344 99.55 
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ตารางท่ี 4. 5 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันของแบคทีเรียในกลุ่มที่ 1  Staphylococcus 
และ Micrococcus  

Characteristics 
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Cell shape Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci 
Gelatin + + + + + + - 
Arginine +(-1) + + - - - + 
Citrate  - - + -(+2) - + - 
Hemalysin - - + - - - - 
VP + + + + + + - 
Indole  - - - - - - + 
Growth at 45°C - - - - - - + 
Growth at pH5 +(-1) + + - - + - 
4%Nacl (w/v) + + + +(-2) - + + 
6%NaCl(w/v) + - - -(+3) - + + 
8%Nacl(w/v) + - - -(+3) - + - 
Acid from:        
  L-Arabinose + - - + - + - 
  L-Cellobiose -(+1) - - + + + - 
  D-Fructose + + + + + + - 
  D-Galactose + + - + - + - 
  Glycerol + + + + + + - 
  Lactose - + + + - - - 
  D-Maltose + - - + + + - 
  D-Mannitol -(+1) - - + + + - 
  D-Mannose + - + + + + - 
  Melezitose - 1/2 - - + - - 
  Melibiose - - - +(-2) - + + 
  Raffinose - - - +(-2) + + - 
  L-Rhamnose - - - - + - - 
  D-Ribose + + + + + + - 
  Salicin +(-1) +(-1) - +(-2) + + - 
  Sucrose + + + + + + - 
  D-Xylose + - - + - + - 
+, positive reaction; -, negative reaction. Numbers in parentheses indicate the number of strains showing a 
positive or negative reaction. 
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ภาพที่ 4.3 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการ ของกลุ่มสายพันธุ์ Staphylococcus และ Micrococcus 
และสายพันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กัน  

 

  

KM17-4 
KM18-4 
Staphylococcus condimenti DSM 11674T (Y15750) 

 Staphylococcus simulans  ATCC 27848T (D83373) 

 PM25-1 
 Staphylococcus aureus DSM 20231T (BD237140) 

63 

69 

52 

85 

0.5 

 NM44-5 

 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri DSM 20345T (AJ421446) 

 NM44-3 

 Staphylococcus lentus ATCC 29070T (D83370) 

 NM45-5 
 Staphylococcus gallinarum ATCC 35539T (D83366) 

 Micrococcus yunnanensis YIM 65004T (FJ214355) 
NM41-2 

 Micrococcus luteus NCTC 2665T (NR075062) 83 
100 

100 

88 

93  NM3-4 
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ภาพที่ 4. 4 ภาพ SEM ของ Staphylococcus condimenti (KM17-4) ที่เจริญบนอาหาร TSA, 
Bar 1 ไมโครเมตร   
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กลุ่มที ่2  กลุ่ม Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrium และ Corynebacterium  

เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง แกรมบวกจ่านวน 10 ไอโซเลท จัดอยู่ในสกุล ทีส่ร้างสปอร์ ได้แก่ 

• Bacillus sp. 7 ไอโซเลท ได้แก่ NM8-1, PR9-2, PR11-1, KM15-1, SS48-5,  SS49-4 และ 
SS50-3  

• Paenibacillus  sp. ได้แก่ NM45-3 

เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง แกรมบวกจ่านวน 2 ไอโซเลท จัดอยู่ในสกุล ทีไ่ม่สร้างสปอร์ ได้แก่ 

• Brevibactrrium sp. ได้แก่ NM42-4 

• Corynebacterium sp. ได้แก่ NM47-3 

จากผลของการศึ กษาลั กษณะทาง ฟี โ น ไทป์ ของ กลุ่ ม  Bacillus, Paenibacillus, 
Brevibactrrium และ Corynebacterium นี้เป็นแบคทีเรียรูปแท่ง แกรมบวก ทุกไอโซเลทเจริญได้ที่
พีเอช 6 - 8 และอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่พีเอช 4 ให้ผลบวกเฉพาะ
ทดสอบการย่อยเจลาติน การทดสอบรีดิวซ์ไนเตรต และทดสอบคะตะเลสแต่ให้ผลลบในการทดสอบ
อาร์จินีน ทดสอบ TSI ทดสอบยูเรีย และการทดสอบ MR ในกลุ่มนี้ทุกไอโซเลทไม่สามารถใช้น้่าตาล
ซอร์บิทอล แรมโนส ราฟฟิโนส กลูโคไซด์ เมลิไซโทส เมลิไบโอส และอินูลินในการสร้างกรดได้   
นอกจากนี้ฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันแสดงไว้ใน ตารางที่ 4.7 ซึ่งสอดคล้องกับกลุ่ม D ใน Dendrogram 
ภาพที่ 4.2 

จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของกลุ่ม Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrrium และ 
Corynebacterium โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.33 – 100 เปอร์เซ็นต์  
พบว่า มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Bacillus  methylotrophicus 99.93 เปอร์เซ็นต์ ไอ
โซเลท NM8-1 (1352 bp) คล้ายคลึงสายพันธุ์ B. cereus 100 เปอร์เซ็นต์ 2 ไอโซเลทได้แก่ KM15-
1 (889 bp) และ SS49-4 (1502 bp) ไอโซเลท PR9-2 (1382 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึง
สายพันธุ์ B.  pumilus  99.71 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท PR11-1 (1386 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงสายพันธุ์ B. flexus 100 เปอร์เซ็นต์  ไอโซเลท SS48-5 (1481 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงสายพันธุ์ B. subtilis subsp. Spizizenii 99.93 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท SS503 (1010 bp) มี
ล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ B. anthracis  99.90 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท NM42-4 (1336 
bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Brevibacterium  salitolerans 99.33 เปอร์เซ็นต์ ไอ
โซเลท NM45-3 (1337 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Paenibacillus pasadenensis 
99.55 เปอร์เซ็นต์ และมีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Corynebacterium liquefaciens 
97.71 เปอร์เซ็นต ์คือไอโซเลท NM47-3 (1354 bp)  แสดงในตารางที่ 4.6 

และน่าไปสร้างแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการแสดงในภาพที่ 4.5  ซึ่งเป็นกลุ่มที่เคยมีรายงาน
ความสามารถในการผลิตไลเพส (Achamma, Manoj, Valsa, Mohan, & Manjula, 2003; 
Gayathri, Perumal, Mathew, & Prakash, 2013; Gupta, Gupta, et al., 2004; Miettinen, 
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Nyyssölä, Rokka, Kontkanen, & Kruus, 2013) และภาพที่ 4.6 แสดงไอโซเลท SS48-5 เมื่อส่อง
ผ่านกล้อง Scanning electron microscope (SEM) 

 

ตารางท่ี 4. 6 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ 
Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrium และ Corynebacterium   

No. Strain Nearest Relative  Base 
pair 

% 
Similarity 

1. . NM8-1 Bacillus methylotrophicus CBMB 205 1352 99.93 
2.  PR9-2 Bacillus pumilus ATCC 7061 1382 99.71 
3.  PR11-1 Bacillus flexus IFO 15715 1386 100 
4.  SS50-3 Bacillus anthracis ATCC 14578 1010 99.90 
5.  KM15-1 Bacillus cereus ATCC 14579 889 100 
6.  SS49-4 Bacillus cereus ATCC 14579 1502 100 
7.  SS48-5 Bacillus subtilis subsp. Spizizenii  DSM 15029 1481 99.93 
8.  NM45-3 Paenibacillus pasadenensis SAFN-007 1337 99.55 
9.  NM42-4 Brevibacterium salitolerans TRM 415 1336 99.33 
10.  NM47-3 Corynebacterium liquefaciens ATCC 14929 1354 97.71 
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ตารางท่ี 4. 7 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันของแบคทีเรียในกลุ่มที่ 2 Bacillus, 
Paenibacillus, Brevibactrium และ Corynebacterium   

Characteristics 
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Cell shape Rods Rods Rods Rods Rods Rods Rods Rods Rods 
Starch + + + + + + + - - 
Citrate utilization + - - + - + - + - 
Oxidase - - - - + + + - - 
Hemolysin - - - -(+1) - + - - - 
Esculin + + + + + + + + - 
Indole - - - - - - - + + 
VP + + + + + + + - + 
Growth at 45°C + - - -(+1) + + + - - 
Growth at pH 5 + - -  + + + - - 
Growth at pH 9 + - + + + + + + + 
4% NaCl (w/v) + + + +(-1) + + - + + 
6% NaCl (w/v) + + + +(-1) + + - + - 
8% NaCl (w/v) - - - - + - - - - 
Acid from:          
  L-Arabinose - + - - - - - - - 
  D-Cellobiose - + - - - + + + - 
  D-Fructose + + + + + + + - - 
  D-Galactose - - + - - - + - - 
  D-Glucose + + + + + + + - - 
  Glycerol - - - -(+1) - - - + - 
  Lactose - - - - - - + - - 
  D-Maltose - - + -(+1) - + + - - 
  D-Mannitol - - + -(+1) - - + - - 
  D-Mannose - + - -(+1) + + - - - 
  D-Ribose - + - -(+1) - + - + - 
  Salicin - + - - - + - - - 
  Sucrose - + + - + - + - - 
  D-Trehalose - + - -(+1) - + - - - 
  D-Xylose - - - - - + - - - 
+, positive reaction; -, negative reaction. Numbers in parentheses indicate the number of strains showing a 
positive or negative reaction. 
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ภาพที่ 4.5 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการ ของกลุ่มสายพันธุ์  Bacillus, Paenibacillus, 
Brevibactrrium และ Corynebacterium  และสายพันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กัน  

 

  

 NM8-1 
 Bacillus methylotrophicus CBMB205T (EU194897) 

 Bacillus subtilis DSM10T (AJ276351) 
 SS48-5 
 Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM 15029T (AF074970) 

 PR9-2 
 Bacillus pumilus  ATCC 7061T (AY876289) 

 PR11-1 
 Bacillus flexus ATCC 49095T (AB021185) 
 SS49-4 
 KM15-1 
 Bacillus cereus ATCC 14579T (AE016877) 
 SS503 
 Bacillus anthracis ATCC 14578T (AB190217) 

 Paenibacillus polymyxa ATCC 842T (D16276) 
NM45-3 
 Paenibacillus pasadenensis SAFN 007T (AY167820) 

 NM47-3 
 Corynebacterium diphtheriae NCTC 11397T (X84248) 
 Corynebacterium liquefaciens ATCC 14929T (AJ251417) 

     Brevibacterium linens DSM 20425T (X77451) 
 NM42-4 
 Brevibacterium salitolerans TRM 415T (GU117109) 

  
99 

100 

100 

63 

100 

100 
100 

100 

100 

79 

99 99 

99 90 

67 

99 

72 

0.02 
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ภาพที่ 4. 6 ภาพ SEM ของ Bacillus subtilis subsp. Spizizenii (SS48-5) ที่เจริญบนอาหาร 
TSA, Bar 1 ไมโครเมตร   
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กลุ่มที ่3  กลุ่ม Proteus และ Klebsiella 10 ไอโซเลท จัดอยู่ในสกุล 

• Proteus sp. 9 ไอโซเลทได้แก่ NM3-7, PR10-2,  PR10-3, PR11-3, PR11-4, 
PR12-2, NM28-1, NM42-8 และ NM42-10 

•  Klebsiella sp. ได้แก่ NM42-1 

 

จากผลของการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ ทุกไอโซเลทในกลุ่ม Proteus และ Klebsiella 
เป็นแบคทีเรียรูปร่างแท่ง แกรมลบ ที่ให้ผลบวกในการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต การทดสอบการย่อย
เจลาติน การทดสอบการใช้ซิเตรท การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส การทดสอบยูเรีย และ
ทดสอบ VP  แต่ให้ผลลบในการทดสอบการย่อยสตาร์ช ทดสอบเอนไซม์เฮโมลัยซิน การทดสอบการ
ย่อยอาร์จินีน จากการทดสอบความสามารถในเจริญ ในเกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้นของเกลือ 
4 และ 6 เปอร์เซ็นต์ ช่วงพีเอช 6 – 9 และช่วงอุณหภูมิ 40 – 45 องศาเซลเซียส ทุกไอโซเลทสามารถ
เจริญได้และนอกจากนี้ยังสามารถน่าน้่าตาลกลูโคส กาแลคโตส ไรโบส กลีเซอรอล และไซโรสไปใช้
สร้างกรดได้แต่ใช้อินูลินและเมลิไซโตสในการสร้างกรดไม่ได้ ตารางที่ 4.9 แสดงลักษณะฟีโนไทป์ที่
แตกต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับกลุ่ม C (ภาพที่ 4.2) 

จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ Proteus และ Klebsiella โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลี
โอไทด์เป็น 99.78 – 100 เปอร์เซ็นต์  พบว่า มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์  Proteus 
miralibilis 9 ไอโซเลท ได้ 99.93 เปอร์เซ็นต์ของ NM3-7 (1370 bp) 99.85 เปอร์เซ็นต์ของ PR10-2 
(1362 bp) 99.85 เปอร์เซ็นต์ของ PR10-3 (1357 bp) 100 เปอร์เซ็นต์ของ PR11-3 (1360 bp) 
99.78 เปอร์เซ็นต์ของ PR11-4 (1368 bp) 100 เปอร์เซ็นต์ของ PR12-2 (1357 bp) 99.93 
เปอร์เซ็นต์ของ NM28-1 (1362 bp) 100 เปอร์เซ็นต์ของ NM42-8 (1346 bp) 100 เปอร์เซ็นต์ของ 
NM42-10 (1359 bp)      และมีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Klebsiella pneumonia 
subsp. Ozaeae 99.85 เปอร์เซ็นต ์คือไอโซเลท NM42-1 (1383 bp) แสดงในตารางที่ 4.8 

และน่าไปสร้างแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการแสดงในภาพที่ 4.7 ซึ่งเป็นกลุ่มที่เคยมีรายงาน
ความสามารถในการผลิตไลเพส (Arpigny & Jaeger, 1999; Gao et al., 2009; Kim, Park, et al., 
1996)  

 

 

  



 66 

ตารางท่ี 4. 8 ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA ของสายพันธุ์ Proteus 
และ Klebsiella (เปอร์เซ็นต์)  

No. Strain Nearest Relative  Base 
pair 

% 
Similarity 

1.  NM3-7 Proteus mirabilis ATCC 29906 1370 99.93 
2.  PR10-2 Proteus mirabilis ATCC 29906 1362 99.85 
3.  PR10-3 Proteus mirabilis ATCC 29906 1357 99.85 
4.  PR11-3 Proteus mirabilis ATCC 29906 1360 100 
5.  PR11-4 Proteus mirabilis ATCC 29906 1368 99.78 
6.  PR12-2 Proteus mirabilis ATCC 29906 1357 100 
7.  NM28-1 Proteus mirabilis ATCC 29906 1362 99.93 
8.  NM42-8 Proteus mirabilis ATCC 29906 1346 100 
9.  NM42-10 Proteus mirabilis ATCC 29906 1359 100 
10.  NM42-1 Klebsiella pneumonia subsp. Ozaenae 

ATCC 11296 
1383 99.85 
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ตารางท่ี 4. 9 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันของแบคทีเรียในกลุ่มที่ 3  Proteus และ 
Klebsiella  

Characteristics Proteus miralibilis 

(9 isolates) 

Klebsiella pneumonia 

Cell shape Rods Rods 
Oxidase - + 
Indole - + 
MR -(+3) - 
Ornithine + - 
Esculin -(+1) + 
Lysine - + 
Growth at pH 4 - + 
Growth at pH 5 +(-1) + 
8%Nacl(w/v) +(-3) - 
Acid from :   
  L-Arabinose - + 
  D-Cellobiose -(+1) + 
  D-Fructose -(+2) + 
  D-Glucose +(-1) + 
  Lactose - + 
  D-Maltose - + 
  D-Mannitol -(+1) + 
  D-Mannose -(+1) - 
  Melibiose -(+1) + 
  Glucoside -(+1) + 
  Raffinose -(+1) + 
  L-Rhamnose -(+1) + 
  Salicin -(+1) + 
  Sorbitol -(+1) + 
  Sucrose +(-3) + 
  D-Trehalose +(-1) - 
+, positive reaction; -, negative reaction. Numbers in parentheses indicate the number of strains showing a 
positive or negative reaction. 
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ภาพที่ 4.7 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการ ของกลุ่มสายพันธุ์ Proteus, Klebsiella และสายพันธุ์ที่มี
ความสัมพันธ์กัน  

  

 Proteus mirabilis ATCC 29906T (DQ885256) 

PR11-3 

 NM42-8 

 NM42-10 

 PR12-2 

NM3-7 
NM28-1 

 PR10-2 

 PR10-3 
PR11-4 

 Proteus vulgaris NCTC 4175T (DQ885262) 

 Proteus hauseri ATCC 13315T (DQ885262) 

 Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae ATCC 11296T (AF130982) 

 NM42-1 

 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883T (X87276) 
63 

100 

100 

66 

64 

97 

64 

0.005 
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 กลุ่มที ่4  กลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก 26 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียรูปร่างกลม แกรมบวก 9 ไอ
โซเลท ได้แก่ 

• Pediococcus sp. 5 ไอโซเลท ได้แก่ NM46-2, NM46-3, SS48-4, SS52-1 และ SS52-4  

• Weissella sp. 3 ไอโซเลท ได้แก่ NM45-2, SS55-3 และ SS56-3  

• Leuconostoc ได้แก่ ไอโซเลท  SS49-1 

เป็นแบคทีเรียรูปร่างแท่ง แกรมบวก 17 ไอโซเลท ได้แก่ 

• Lactobacillus spp. ได้แก่ NM8-2, MA34-3, NM39-2, NM43-1, NM43-2, NM43-5, 
NM44-2, NM47-1, NM47-2, SS48-2, SS49-2, SS49-3, SS50-1, SS50-2, SS51-2, 
SS52-3 และ SS56-1  

จากผลของการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์แบคทีเรียในกลุ่มนี้ มีลักษณะเด่นคือให้ผลทดสอบ
การผลิตการสร้างกรดแลคติก โดยพบว่ามีการสร้างเคลียร์โซนรอบโคโลนีบนอาหารแข็ง MRS เติม
แคลเซียมคาร์บอเนต 0.05 เปอร์เซ็นต์ และผลการทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลสเป็นลบ มี
ลักษณะฟีโนไทป์ที่คล้ายคลึงกัน ดังนี้ คือให้ผลลบในการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต ทดสอบย่อยสตาร์ช 
ทดสอบการใช้ซิเตรท ทดสอบเอนไซม์เฮโมลัยซิน การทดสอบสร้างเอนไซม์ออกซิเดส และการทดสอบ 
MR-VP และทุกไอโซเลทสามารถใช้น้่าตาลฟลุกโตส กลูโคส แมนโนส และมอลโตสในการสร้างกรดได้ 
แต่ไม่สามารถเจริญได้ที่เกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ความเข้มข้น 8 เปอร์เซ็นต์ โดยลักษะฟีโนไทปที่
แตกต่างกันแสดงในตารางที่ 4.11 ซึ่งสอดคล้องกับกลุ่ม B ใน Dendrogram ภาพที่ 4.1 และ กลุ่ม E 
ใน Dendrogram ภาพที่ 4.2 

พิสูจน์เอกลักษณ์ เป็น Lactobacillus Pediococcus Weissella และ Leuconostoc  
โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.78 – 100 เปอร์เซ็นต์  พบว่า มีล่าดับนิวคลีโอ
ไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Lactobacillus pentosus 5 ไอโซเลท ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ของ NM8-2 
(1274 bp) 99.93 เปอร์เซ็นต์ของ NM44-2 (1388 bp) 100 เปอร์เซ็นต์ของ SS49-2 (1214 bp) 
100 เปอร์เซ็นต์ของ SS50-1 (1398 bp) และ 99.93 เปอร์เซ็นต์ของ SS50-2 (1386 bp) ไอโซเลท 
SS48-4 มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Pediococcus pentosaceus 99.64 เปอร์เซ็นต์
100 เปอร์เซ็นต์ของ SS51-2 (1380 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ P. lolii  ไอโซเลท 
NM45-2 (1339 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ Weissella thailandensis 99.78 
เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท SS55-3 (1369 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ W. cibaria 99.93 
เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลท SS56-3 (1400 bp) มีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์  W. 
paramesenteroides 99.86 เปอร์เซ็นต์  และมีล่าดับนิวคลีโอไทด์คล้ายคลึงสายพันธุ์ 
Leuconostoc fallax 99.92 เปอร์เซ็นต ์คือไอโซเลท SS49-2 (1327 bp) แสดงในตารางที่ 4.10 

และน่าไปสร้างแผนภาพต้นไม้วิวัฒนาการแสดงในภาพที่ 4.8 ซึ่งเป็นกลุ่มที่เคยมีรายงาน
ความสามารถในการผลิตไลเพส (Hasan et al., 2006; Lopes, Cunha, Clemente, Carrondo, & 
Crespo, 1999) 



 70 

 

ตารางท่ี 4. 10 เปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย
กรดแลคติกสายพันธุ์ Lactobacillus, Weissella, Leuconostoc และ Pediococcus 

No. Strain Nearest Relative  Base 
pair 

% 
Similarity 

1.  NM8-2 Lactobacillus pentosus JCM 1558 1274 100 
2.  NM44-2 Lactobacillus pentosus JCM 1558 1388 99.93 
3.  SS49-2 Lactobacillus pentosus JMC 1558 1214 100 
4.  SS50-1 Lactobacillus pentosus JCM 1558 1398 100 
5.  SS50-2 Lactobacillus pentosus JCM 1558 1386 99.93 
6.  SS48-4 Pediococcus pentosaceus  DSM 20336 1397 99.79 
7.  SS51-2 Pediococcus lolii NGRI 0510Q 1380 100 
8.  SS49-1 Leuconostoc fallax DSM 20189 1327 99.92 
9.  NM45-2 Weissella thailandensis FS61-1 1339 99.78 
10.  SS55-3 Weissella cibaria LMG 17699 1369 99.93 
11.  SS56-3 Weissella paramesenteroides ATCC 33313 1400 99.86 
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ตารางท่ี 4. 11 ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แตกต่างกันของแบคทีเรียในกลุ่มที่ 4 แบคทีเรียกรดแลคติก 

Characteristics 
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Cell shape Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Cocci Rods Rods 
Indole  - - + - - + - - - 
Gelatin - - - - + - - - - 
Arginine - + - + - - - - -(+4) 
Gas product - - - + + + + - - 
Growth at 45°C - - + - - - - - - 
Growth at 40°C - + + - - + - + -(+4) 
Growth at pH4 - - + - - - - -(+2) -(+2) 
Growth at pH5 +(-1) + + - + + - +(-1) -(+5) 
Growth at pH6 +(-1) + + - + + - + +(-5) 
Growth at pH8 - + + - - + - +(-1) -(+5) 
Growth at pH9 - - - - - + - -(+1) -(+3) 
4%Nacl - - + + + + + -(+1) -(+1) 
6%NaCl - - - + + + + -(+1) - 
Acid from :          
  L- Arabinose +(-1) + + - + + + + - 
  D-Cellobiose + + + - + + + + + 
  D-Galactose + + + - + + + + + 
  Glycerol - - - - - - - +(-2) -(+4) 
  Inulin - - - - - + + - -(+6) 
  Lactose +(-1) - + - - + + + - 
  D-Mannitol - - - + - + + + -(+5) 
  Melezitose - - - - - - - + +(-6) 
  Melibiose +(-1) + + - + - + + - 
  Glucoside - + + + - - - + -(+5) 
  Raffinose +(-1) + + - - - - + - 
  L-Rhamnose - + + - - - - - -(+5) 
  D-Ribose + + + - + + + + + 
  Salicin + + + - + + + + + 
  Sorbitol - - - - - - - + -(+3) 
  Sucrose + + + - + + + + + 
  D-Trehalose + + + - - - - + -(+5) 
  D-Xylose - - - + - - - -(+2) - 
+, positive reaction; -, negative reaction. Numbers in parentheses indicate the number of strains showing a 
positive or negative reaction. 
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ภาพที่  4.8 แผนภาพต้นไม้วิวัฒนา ของกลุ่มสายพันธุ์  Lactobacillus, Weissella, 
Leuconostoc, Pediococcus และสายพันธุ์ที่มีความสัมพันธ์กัน  

  

 Lactobacillus pentosus JCM 1558T (D79211) 
SS501 
NM8-2 
SS49-2 

 SS502 
 NM44-2 

 Pediococcus damnosus DSM 20331T (AJ318414) 
 SS51-2 

 Pediococcus lolii NGRI0510QT (AB362985) 
 SS48-4 
 Pediococcus pentosaceus  DSM 20336T(AJ305321) 
 Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649T (AY773949) 

 SS49-1 
 Leuconostoc fallax DSM 20189T (AF360738) 

 Leuconostoc mesenteroides LMG 6893T (HM443957) 

 Weissella viridescens NRIC 1536T (AB023236) 

SS55-3 
 Weissella cibaria LMG 17699T (AJ295989) 
 SS56-3 
 Weissella paramesenteroides ATCC 33313T (AB023238) 
 NM45-2 
 Weissella thailandensis FS61-1T (AB023838) 

100 

100 

100 

100 

100 

99 

62 

82 

99 

100 

100 

100 

96 

100 68 

100 

65 

0.01 
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4.5 ศึกษาความไวรับต่อสารปฏิชีวนะ 

 เนื่องจากแบคทีเรียที่แยกได้จากอาหารหมักในกลุ่มที่ 1 Staphylococcus และ 
Micrococcus  กลุ่มที่ 2 Bacillus Paenibacillus Brevibactrrium และ Corynebacterium และ 
กลุ่มท่ี 3 Proteus และ Klebsiella เป็นสกุลที่อาจก่อโรคจึงต้องศึกษาความไวรับต่อสารปฏิชีวนะ ซึ่ง
แสดงอยู่ในตารางที่ 4.12, 4.13 และ 4.14 ตามล่าดับ  

กลุ่มท่ี 1 Staphylococcus และ Micrococcus  ทดสอบกับสารปฏิชีวนะ 15 ชนิด ได้แก่
Ampicillin, Amoxycylin/Clavulanic, Bacitracin, Cephalothin, Clindamycin, Erythromycin, 
Gentamicin, Kanamycin, Novobiocin, Penicillin-G, Streptomycin, Sulpha/trimetho, 
Tetracycline, Tobramycin และ Vancomycin พบว่า ไอโซเลท KM17-4 PM25-1 และ NM44-3 
สามารถต้านสารปฏิชีวนะชนิด Sulpha/trimetho ได้ 

 กลุ่มท่ี 2 Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrrium และ Corynebacterium ทดสอบกับ
สารปฏิชีวนะ 16 ชนิด ได้แก่ Amikacin, Bacitracin, Chloramphenicol, Clindamycin, 
Erythromycin, Gentamicin, Imipenem, Kanamycin, Levofoxacin, Novobiocin, Penicillin- 
G, Streptomycin, Sulphonamide, Sulpha/trimetho, Tetracycline และ Vancomycin พบว่า 
ไอโซเลท KM15-1 สามารถต้านสาร Bacitracin และ Penicillin-G ไอโซเลท SS49-4 สามารถต้านได้ 
3 ชนิดคือ Penicillin-G, Sulphonamide และ Sulpha/trimetho ไอโซเลท NM42-2 และ NM47-
3 สามารถต้านสาร Sulpha/trimetho ได้ และไอโซเลท SS50-3 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 2 
ชนิด คือ Sulphonamide และ Sulpha/trimetho 

 กลุ่มท่ี 3 Proteus และ Klebsiella ทดสอบกับสารปฏิชีวนะ 24 ชนิด ได้แก่ Ampicillin, 
Amikacin, Amoycylin/Clavulanic, Bacitracin, Carbenicllin, Cefotaxime, Cefoxitin, 
Cephalothin, Chloramphenicol, Clindamycin, Erythromycin, Gentamicin, Imipenem, 
Kanamycin, Netilmicin, Novobiocin, Penicillin-G, Piperacillin/Tazobactam, 
Streptomycin, Sulpha/trimetho, Sulphonamide, Tetracycline, Tobramycin และ 
Vancomycin พบว่า ทุกไอโซเลทสามารถต้านสารปฏิชีวนะ 4 ชนิดคือ Bacitracin, Clindamycin, 
Erythromycin และ Vancomycin และเกือบทุกไอโซเลทสามารถต้านสาร Tetracycline ได้ยกเว้น
ไอโซเลท NM42-1 นอกจากนี้ยังมีไอโซเลทอ่ืนที่สามารถสารปฏิชีวนะชนิดอื่นๆได้อีกดังนี้ ไอโซเลท 
PR10-2 และ PR10-3 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 6 ชนิด คือ Bacitracin, Clindamycin, 
Erythromycin, Novobiocin, Tetracycline และ Vancomycin ไอโซเลท PR11-4 สามารถต้านได้ 
ชนิด 6 คือ Amoycylin/Clavulanic, Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin, Tetracycline 
และ Vancomycin ไอโซเลท NM28-1 สามารถต้านสารปฏิชีวนะ 8 ชนิด คือ Ampicillin 
Bacitracin, Cephalothin, Clindamycin, Erythromycin, Novobiocin, Tetracycline และ 
Vancomycin ไอโซเลท NM42-1 สามารถต้านได้ 9 ชนิด คือ Ampicillin, Bacitracin, 
Carbenicllin,  Clindamycin, Erythromycin, Novobiocin, Penicillin-G, Tetracycline และ 
Vancomycin ไอโซเลท NM42-8 และ NM42-10 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 8 ชนิด คือ 
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Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin, Streptomycin, Sulpha/trimetho, Sulphonamide, 
Tetracycline และ Vancomycin 

ความไวรับต่อสารปฏิชีวนะหรือการต้านยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเป็นปัญหาใหญ่และ
กระทบไปทั่วโลกในขณะนี้ โดยความรุนแรงและความชุกแต่ละพ้ืนที่ก็แตกต่างกันไป แบคทีเรียที่
งานวิจัยนี้แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาการหมักตามธรรมชาติและเมื่อจัดกลุ่มแบคทีเรีย ในกลุ่มนั้นมีบาง
สายพันธุ์เป็นเป็นแบคทีเรียก่อโรคอาจมีโอกาสเสี่ยง งานวิจัยส่วนนี้จึงเป็นผลการรายงานการไวต่อสาร
ปฏิชีวนะและการดื้อต่อสารปฏิชีวนะของแบคทีเรีย จึงมั่นใจได้ว่าแบคทีเรียที่แยกได้ไม่มีรายงานว่าก่อ
โรคหรือบบางสายพันธุ์เช่น Proteus mirabilis  และ Klebsiella pneumonia subsp. Ozaenae 
เป็นเชื้อก่อโรคในกระเพราะปัสสาวะ แต่ก็มีสารปฏิชีวนะท่ีสามารถยับยั้งการเจริญได้ 
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4.6 ผลการผลิตเอนไซม์ 

ผลการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี spectrophotometric assay ที่ 405 นาโน
เมตร โดยมี p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) เป็นสารตั้งต้น ของแบคทีเรีย 60 ไอโซเลทที่คัด
กรองได้ เลี้ยงใน Nutrient Broth (NB) พีเอช 7.0 ที่เติม Tween 20 (NB+TW20), Tween 40 
()NB+TW40), Tween 60 (NB+TW60) และ Tween 80 (NB+TW80) 1 เปอร์เซ็นต์ ใช้เป็นสาร
เหนี่ยวน่าให้เกิดการผลิตเอนไซม์ไลเพส บ่มในเครื่องเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสในหน่วยของยูนิตต่อไมโคร
มิลลิลิตร (U/ml) ในตารางที่ ข.1 ซึ่งค่าของกิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากการค่านวณจากกราฟ
มาตรฐานในภาพที่ ค.1 และสูตรการค่านวณแสดงในสมการที่ ค.1  

โดยค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียจากอาหารหมักที่คัดแยกได้นั้น พบว่าใน
อาหารที่เติมสารเหนี่ยวน่าชนิด Tween 20 อยู่ในช่วง 0.01 – 3.07 U/ml ชนิด Tween 40  อยู่
ในช่วง 0.03 – 4.25 U/ml ชนิด Tween 60 อยู่ในช่วง 0.04 – 6.70 U/ml และชนิด Tween 80 
อยู่ในช่วง 0.03 – 21.52 U/ml โดย ภาพที่ 4.9 – 4.13 แผนภูมิแสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส
จากแบคทีเรีย  

จากภาพที่ 4.9 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส ในอาหารที่เติม Tween 20 อยู่ในช่วง 
0.01 – 3.07 U/ml และในอาหารที่เติม Tween 40,  Tween 60 และ Tween 80 อยู่ในช่วง 0.08 
– 2.16 U/ml , 0.04 – 6.70 U/ml และ 0.11 – 21.52 U/ml ตามล่าดับ และพบว่าไอโซเลท 
KM17-4 ในอาหารที่เติม Tween 80 ให้ค่ากิจกรรมกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุด คือ 21.52 U/ml 
จึงได้ให้ Staphylococcus condimenti (KM17-4) เป็นตัวแทนของแบคทีเรียกลุ่มที่ 1 
Staphylococcusและ Micrococcus ในการศึกษาข้ันต่อไป 

ภาพที่ 4.10 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสในอาหารที่เติมสารเหนี่ยวทั้ง 4 ชนิดเช่นกัน 
ของแบคทีเรียในกลุ่มที่ 2  Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrium และ Corynebacterium 
โดยในอาหารที่เติม Tween 20 อยู่ในช่วง 0.01 – 0.76 U/ml และในอาหารที่เติม Tween 40,  
Tween 60 และ Tween 80 อยู่ในช่วง 0.05 – 1.32 U/ml, 0.09 – 1.36 U/ml และ 0.05 – 3.23 
U/ml ตามล่าดับ พบว่าไอโซเลท SS48-5 ในอาหารที่เติม Tween 80 คือ 3.23 U/ml ให้ค่ากิจกรรม
กรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุดของกลุ่ม จึงได้ให้ Bacillus subtilis subsp. Spizizenii (SS48-5) 
เป็นตัวแทนของแบคทีเรียกลุ่มที่ 2  

และค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรียกลุ่มที่ 3 กลุ่ม Proteus และ Klebsiella 
แสดงในภาพที่ 4.11 โดยในอาหารที่เติม Tween 20 อยู่ในช่วง 0.14 – 0.36 U/ml และในอาหารที่
เติม Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 อยู่ในช่วง 0.09 – 0.40 U/ml, 0.04 – 0.44 U/ml 
และ 0.04 – 0.57 U/ml ตามล่าดับ และพบว่าไอโซเลท PR11-3 ในอาหารที่เติม Tween 80 คือ 
0.57 U/ml ให้ค่ากิจกรรมกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุดของกลุ่ม จึงได้ให้ Proteus mirabilis 
(PR11-3) เป็นตัวแทนของแบคทีเรียกลุ่มที่ 3  
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ภาพที่ 4. 10 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของกลุ่มที่ 2 Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrrium 
และ Corynebacterium   ใน NB ที่เติม Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80  
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ภาพที่ 4. 11 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของกลุ่มที่ 3 Proteus ในอาหาร NB ที่เติม Tween 20, 
Tween 40, Tween 60 และ Tween 80  
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ภาพที่ 4. 13 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของในกลุ่มที่ 4 แบคทีเรียกรดแลคติก (รูปร่างกลม) ใน
อาหาร NB ที่เติม Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 
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ภาพที่ 4.12 และ 4.13 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่ได้จากแบคทีเรียในกลุ่มที่ 4 
แบคทีเรียกรดแลคติก โดยกลุ่ม Lactobacillus sp. ซึ่งเป็นกลุ่มใหญ่ที่สุด (17 ไอโซเลท) มีค่าอยู่
ในช่วง 0.03 – 0.94 U/ml และให้ค่าสูงสุดโดย Lactobacillus pentosus (SS50-1) 0.94 U/ml 
ในอาหาร NB ที่เติม Tween 80 แบคทีเรียกรดแลคติกรูปร่างกลม ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์อยู่
ในช่วง 0.03 – 1.09 U/ml  ประกอบด้วย 3 สกุลคือ Pediococcus, Leuconostoc และ 
Weissella ซึ่งแบคทีเรียที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดของแต่ละสกุลคือ Pediococcus 
pentosaceus (SS48-4) ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 1.09 U/ml ในอาหารที่เติม Tween 80  
Leuconostoc fallax (SS49-1) ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.96 U/ml ในอาหารที่เติม Tween 60  
และ Weissella thailandensis (NM45-2) ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.35 U/ml ในอาหารที่เติม 
Tween 40    

จากการพิจารณาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสโดยการเลี้ยงใน Nutrient Broth ที่เติม 
Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ จากแบคทีเรีย 60 ไอโซเลทจากตารางที่ ข.1 และภาพที่ 4.7 พบว่า ไอโซ
เลท KM17-4 เป็นแบคทีเรียที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงที่สุด ซึ่งผลจากการศึกษาลักษณะทางฟีโน
ไทป์ถูกจัดอยู่ในสกุล Staphylococcus ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงที่สุด คือ 21.52±0.04 
Unit/ml และไอโซเลทที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสรองลงมาคือไอโซเลท KM18-4 และ PM25-
1 คือ 2.65±0.06 และ 1.59±0.03 ตามล่าดับ และไอโซเลท KM17-4 ก็ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์
สูงสุดในอาหารที่เติม Tween 60 และ Tween 20 เช่นกันคือ 6.70±0.11และ 3.07±0.02 แต่ใน
อาหารที่เติม Tween 40 ไอโซเลท PM25-1 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงกว่าคือ 4.25±0.05 ซึ่งผล
จากการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ทั้ง 3 ไอโซเลทถูกจัดอยู่ในสกุล Staphylococcus ด้วย ดังนั้นจึง
เลือกไอโซเลท KM17-4 ในอาหารที่เติม Tween 80 น่าผลิตเอนไซม์ไลเพสเพ่ือไปศึกษาในขั้นการท่า
ให้บริสุทธิ์ในขั้นต่อไป 
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4.7 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพส 

จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่ได้คัดเลือกได้จากข้อ 4.2 และ 
4.5 โดยเลือกแบคทีเรียที่ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงสุดในแต่ละกลุ่ม ได้แก่ ไอโซเลท KM17-
4 เป็นตัวแทนกลุ่มที่ 1 Staphylococcus และ Micrococcus ไอโซเลท SS48-5 เป็นตัวแทนกลุ่มที่ 
2 Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrrium และ Corynebacterium และไอโซเลท PR11-3 
เป็นตัวแทนกลุ่มที่ 3  Proteus และ Klebsiella  

ผลของ Staphylococcus condimenti (KM17-4) ในการศึกษาเปรียบเทียบอาหาร 2 ชนิด
คือ Nutrient Broth (NB) และ Lipolytic broth (LB) ในอาหาร Nutrient Broth ให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสสูงกว่าในอาหาร Lipolytic broth และจะสูงยิ่งขึ้นเมื่อมีการเติม Tween 80 เป็นสาร
เหนี่ยวน่า อีกทั้งวิธีการเตรียมอาหาร Nutrient Broth ง่ายกว่าอาหาร Lipolytic broth จึงเลือกใช้ 
Nutrient Broth เป็นอาหารเหลวที่ใช้ในการทดลองหาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส ดังแสดงในภาพ
ที่ 4.14 ซึ่งความแต่ต่างของ 2 สูตรอาหารคือ ใน NB มีกลูโคสและยีสต์สกัดเป็นแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนที่เพ่ิมเข้ามา ซึ่งใน LB มีเปปโตนเป็นแหล่งในโตรเจนเพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นว่า
นอกจากการเติมสารเหนี่ยวน่าให้เกิดการสร้างเอนไซม์ไลเพสแล้วแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนนั้นมี
ผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสด้วย (Gupta, Gupta, et al., 2004)  

การศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารเหนี่ยวน่า ได้แก่ Tween 20, Tween 40, Tween 60, 
Tween 80  และ Tributyrin บ่มที่ พีเอช 7.5 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ค่ากิจกรรมของเอนไซม์  
ไลเพส 0.30, 29.37, 24.31, 31.33 และ 32.33 U/ml ตามล่าดับ ซึ่งในอาหารที่เติม Tween  80 ให้
ค่าสูงสุด คือ 32.33 U/ml แสดงใน ภาพที่ 4.15  เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย KM17-4 ที่พีเอชแตกต่างกัน 
ได้แก่ พีเอช 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0, 8.5 และ 9.0 ในอาหารที่เติม Tween 80  บ่มที่ อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้ผลดังใน ภาพที่ 4.16 ที่พีเอช 7.0 ให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสสูงสุดคือ 23.90 U/ml เวลาที่เหมาะสมในการบ่ม เมื่อเติม Tween 80 ร้อยละ 1 ใน
อาหาร บ่มที่พีเอช 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บผลทุก 6 ชั่วโมงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง แสดงผล
ใน ภาพที่ 4.17 คือในช่วง 6 ชั่วโมงแรกมีการสร้างเอนไซม์ไลเพสน้อยมาก แต่หลังจาก 6 ชั่วโมงนั้น
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างรวดและให้ค่าสูงสุดที่ชั่วโมงที่ 18 คือ 44.50 U/ml 
และหลังจาก 18 ชั่วโมง ค่าจะลดต่่าลง  ซึ่งสอดคล้องกับผลที่แสดงใน ภาพที่ 4.18 ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไลเพสที่อุณหภูมิต่างกัน ได้แก่ 20 30 37 และ 40 องศาเซลเซียส ที่ใช้เวลาในการบ่มทั้งสิ้น 
48 ชั่วโมง โดยเติม Tween 80  บ่มที่ พีเอช 7.0 เก็บผลทุก 6 ชั่วโมง พบว่า ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เวลาในการบ่ม 18 ชั่วโมง และท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการบ่ม 42 ชั่วโมง ได้
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงสุดคือ 21.44 และ 23.93 U/ml ตามล่าดับ จาก 2 การทดลอง
ดังกล่าวสรุปได้ว่า ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการบ่ม 18 ชั่วโมง  เหมาะสมกับการผลิต
เอนไซม์ไลเพสของเชื้อแบคทีเรีย KM17-4  

ดังนั้นจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย KM17-4 คือ 
เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์เป็นสารเหนี่ยวน่า เขย่าที่ความเร็ว
รอบ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 



 86 

 
ภาพที่ 4. 14 เปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย KM17-4 ระหว่าง  
Nutrient Broth (NB) ที่เติมและไม่เติม  Tween 80 กับอาหาร Lipolytic broth (LB) ที่เติม
และไม่เติม Tween  80 

  
 

ภาพที่ 4. 15 เปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซม์จากแบคทีเรีย KM17-4 ในอาหาร NB ที่เติม
สารเหนี่ยวน า (อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7.4 เวลา 24 ชั่วโมง) 
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ภาพที่ 4. 16 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย KM 17-4 ที่ค่าพีเอชต่างๆ (Nutrient 
Broth ที่เติม Tween 80 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง) 

 
ภาพที่ 4. 17 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย KM17-4 ที่เวลาในการบ่มต่างๆ (NB 
ที่เติม Tween 80 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7) 
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ภาพที่ 4. 18 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย KM17-4 ทีอุ่ณหภูมิและเวลาในการบ่ม
ต่างๆ (NB ที่เติม Tween 80 พีเอช 7) 

 

ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ Bacillus subtilis subsp. Spizizenii 
(SS48-5)  

 เมื่อท่าการแปรค่าพีเอชตั้งแต่ 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ที่เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ใน Nutrient Broth บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่พีเอชที่ 7.5 
และ 7.0 ให้ค่ากิจกรรมของไลเพสสูงสูด 0.82 และ 0.81 U/ml ตามล่าดับ และค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์จะลดลงเมื่อค่าพีเอชน้อยกว่าพีเอช 7 หรือมากกว่าพีเอช 7.5 ดังแสดงใน ภาพที่ 4.19 

จากภาพที่ 4.20 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่อุณหภูมิต่างกัน ได้แก่ 20, 30, 37 
และ 40 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการบ่มต่างๆ โดยเติม Tween 80  บ่มที่ พีเอช 7.5 เก็บผลทุก 6 
ชั่วโมง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เวลาในการบ่ม  30 ชั่วโมง ได้ค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสสูงสุดคือ 21.44 U/ml  และยังให้ค่ากิจกรรมสูงที่เวลาในการบ่ม 36 
ชั่วโมง คือ U/ml แต่หลังจาก 36 ชั่วโมง ค่ากิจกรรมของเอนไซม์จะลดต่่าลง  

ดังนั้นจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย SS48-5 คือ 
เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์เป็นสารเหนี่ยวน่าเขย่าที่ความเร็วรอบ 
200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7.5 เป็นเวลา 30 ชั่วโมง   
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ภาพที่ 4. 19 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย SS48-5 ที่ค่าพีเอชต่างๆ 

 

 
ภาพที่ 4. 20 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย SS48-5 ที่อุณหภูมิและเวลาในการบ่ม
ต่างๆ (NB ที่เติม Tween 80 พีเอช 7.5) 
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ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย Proteus PR11-3  

  ท่าการแปรค่าพีเอชตั้งแต่ 5.0, 5.5, 6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 และ 9.0 ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ในอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่พีเอชที่ 8.0 ให้ค่า
กิจกรรมของไลเพสสูงสูด 0.48 U/ml ตามล่าดับ และค่ากิจกรรมของเอนไซม์มีค่าสูงขึ้นเรื่อยๆเมื่อ
อาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชเป็นด่าง แสดงใน ภาพที่ 4.17 

จากภาพที่ 4.18 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสที่อุณหภูมิต่างกัน ได้แก่ 20 30 37 และ 
40 องศาเซลเซียส ที่เวลาในการบ่มต่างๆ โดยเติม Tween 80  บ่มที่ พีเอช 7.5 เก็บผลทุก 6 ชั่วโมง
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลาในการบ่ม  18 ชั่วโมง ได้ค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเพสสูงสุดคือ 0.45 U/ml    

ดังนั้นจากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรีย PR11-3 คือ 
เลี้ยงในอาหาร Nutrient Broth เติม Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์เป็นสารเหนี่ยวน่าเขย่าที่ความเร็วรอบ 
200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 

 

 

ภาพที่ 4. 21 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย PR11-3 ที่ค่าพีเอชต่างๆ (NB ที่เติม 
Tween 80 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง) 
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ภาพที่ 4. 22 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสจากแบคทีเรีย PR11-3 ที่อุณหภูมิและเวลาในการบ่ม
ต่างๆ (NB ที่เติม Tween 80 พีเอช 8.0) 
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จากผลการทดลองศึกษาสภาะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพส ปัจจัยที่ศึกษาคือ 
อุณหภูมิ พีเอช และระยะเวลาในการบ่ม รวมถึงแหล่งสารอาหารที่แบคทีเรียในในการเจริญเติบโต
และสารเหนี่ยวน่าให้แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ไลเพส ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ
Staphylococcus condimenti (KM17-4) ให้ค่ากิจกกรมของเอนไซม์สูงสุด คือ เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาท ีเป็นเวลา 18 ชั่วโมง มีแหล่งไนโตรเจน
คือ Peptone และ Yeast extract และแหล่งคาร์บอน คือ กลูโคสและ Tween 80 เป็นสาร
เหนี่ยวน่า ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Arora ในปี 2012 ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก 
Staphylococcus lipolyticus ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 
7.0 เวลาในการบ่ม 24 ชั่วโมง มีแหล่งไนโตรเจนคือ Peptone, Beef extract และ Yeast extract 
มี Tributyrin เป็นแหล่งคาร์บอนและสารเหนี่ยวน่า ในปี 2001 Sayari และคณะได้ศึกษาสภาะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก Staphylococcus simulans  คือที่ พีเอช 7.0 บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 ชั่วโมง มี Peptone, Yeast extract และ beef extract เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน และใช้ Glycerol และ Oleic acid เป็นแหล่งคาร์บอน  

ใช้กลุ่มของ Bacillus ก็เช่นกัน มีรายงานของ Kim และคณะ ในปี 1994 สภาวะที่เหมาะสม
ต่อการผลิตไลเพสของ Bacillus sp. strain 398 คือที่ พีเอช  7.2 อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส บ่ ม
เป็นเวลา 12 ชั่วโมง โดยใช้ Glycerol เป็นแหล่งคาร์บอนและ Polypeptone, yeast extract, beef 
extract เป็นแหล่งไนโตรเจน Wang และคณะ (1995) ได้ศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ Bacillus 
strain A30-1 (ATCC 53841) เช่นกัน โดยที่พีเอช 9.0 เลี้ยงที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา
15-24 ชั่วโมง มีการใช้น้่ามันข้าวโพดและ Ammonium chloride เป็นแหล่งไขมันและแหล่ง
ไนโตรเจน และในปี 2002  Sharma และคณะศึกษาการผลิตเอนไซม์ไลเพสของ Bacillus sp. RSJ1 
ที่พีเอช 9.0 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง โดยใช้แหล่งไขมันคือน้่ามันมะกอก มี 
Peptone และ Yeast extract ใช้สารเหนี่ยวน่าคือ Tween 80 ซึ่งสอดคล้องกันงานวิจัยนี้เช่นกัน 
การผลิตเอนไซม์ไลเพสของ Bacillus subtilis subsp. Spizizenii  SS48-5 คือ เลี้ยงในอาหาร 
Nutrient Broth ซึ่งมีกลูโคส, Peptone, Yeast extract และ Tween 80 เป็นแหล่งของสารอาหาร
และสารเหนี่ยวน่า เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส พีเอช 7.5 เป็น
เวลา 30 ชั่วโมง และ Proteus mirabilis PR11-3 เลี้ยงในอาหารเดียวกัน พบว่าสภาวะที่เหมาะสม
คือ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 8.0 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/นาท ี 
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4.8 การผลิต การท าให้บริสุทธิ์และการวิเคราะห์เอนไซม์ไลเพส 

การผลิตเอนไซม์ไลเพสจาก Staphylococcus condimenti KM17-4 โดยถ่ายเชื้อเริ่มต้น 1 
เปอร์เซ็นต์ ลงในฟลาสก์บรรจุ Nutrient broth ที่มี Tween 80 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร ปรับ พีเอช เป็น 7.0 บ่มในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เมื่อปั่นแยกเซลล์ออกแล้วน่ามาตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟต ((NH4)2SO4) (Talon et al., 1995; Xie et al., 2012) และใช้ Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร์ พี
เอช 8 เป็นบัฟเฟอร์ (Sarkar et al., 2012)  น่า partial purified enzyme วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด วิเคราะห์ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส และการวิเคราะห์น้่าหนักโมเลกุล  (Molecular 
weight) โดยวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamidegel electrophoresis (SDS-PAGE) 
เตรียม partial purified enzyme ที่ได้ไปโหลดบนแผ่นเจลโพลีอาคริลาไมด์ (Mini-PROTEAN® 
TGX™ precast gels) 12 เปอร์เซ็นต์ และย้อมด้วยคูแมสซี่บริลเลี่ยน-บลูจี-250 (Bio-Safe™ 
Coomassie G-250) เปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (Precision Plus™ protein standards) 
แสดงใน ภาพที่ 4.23   

จากการท่าให้เอนไซม์เข้มข้นด้วยการตกตะกอนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 4 ระดับความ
เข้มข้นเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว ( % saturation) ได้แก่ 0 – 20, 20 – 40,  40 – 60 และ 60 - 80 
เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว ปรากฏว่ามีการตกของตะกอน 2 ช่วง คือ ช่วง 20 – 40 (40 % satulated) และ 
60 – 80 (80 % satulated)  เปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว เมื่อท่าการวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนทั้งหมดและค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของสารละลายเอนไซม์ก่อนตกตะกอน 1 ลิตร สารละลายตะกอนโปรตีนที่
ตกที่ความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 0 - 40 เปอร์เซ็นต์ และ 40 - 80 เปอร์เซ็นต์
อ่ิมตัว ได้ปริมาณโปรตีนทั้งหมดคือ 12,390 , 5,840 และ 460 มิลลิกรัม (ตามล่าดับ)  มีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเพส 15,470 , 190.00 และ 12,910 ยูนิต (ตามล่าดับ) สามารถหาค่าแอคติวิตีเฉพาะ
ของเอนไซม์ได ้ดังแสดงในตารางที่ 4.15 ท่าให้ทราบว่าเอนไซม์ไลเพสสามารถท่าให้ตกตะกอนเกลือที่ 
40 – 80 เปอร์เซ็นต์เข้มข้นอ่ิมตัว และยังท่าให้เอนไซม์มีความเข้มข้นเพ่ิมขึ้นเพ่ิมค่าความบริสุทธิ์ขึ้น 
28.06 เท่าและได้ผลผลิตร้อยละ 83.45  

 เมื่อวิเคราะห์น้่าหนักโมเลกุลโดยวิธี SDS-PAGE จากน่า partial purified enzyme หลัง
ตกตะกอนด้วยที่ความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว 40 - 80 เปอร์เซ็นต์ โหลดบนเจลโพ
ลีอาคริลา 12 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยคูแมสซี่บริลเลี่ยน-บลูจี-250 แสดงใน ภาพที่ 4.23 ซึ่งเกิดแถบ
โปรตีนเกิดขึ้น 3 แถบเมื่อเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน ปรากฏว่า 3 แถบโปรตีนที่มีน้่าหนักโมเลกุลคือ 
41.75, 20.11 และ 10.59 กิโลดาลตัน ตามล่าดับ   

โดยมีรายงานเกี่ยวกับน้่าหนักโมเลกุลของไลเพสที่ได้จาก Staphylococcus sp.ไว้ดังนี้ 

Xie และคณะ(2012) ศึกษาลักษณะสมบัติของเอนไซม์ไลเพสของ Staphylococcus 
epidermidis S2 และ Staphylococcus aureus S11 ที่แยกได้จากต่อมไขมันจากผิวหน้าของ
มนุษย์ พบว่า น้่าหนักโมเลกุลของทั้ง 2 เอนไซม์คือ 45 กิโลดาลตันโดยวิธี SDS-PAGE โดยไลเพส S2 
ในปีเดียวกัน Sarkar และคณะ  ท่าการศึกษาเอนไซม์ไลเพส SAL-PP1  จาก  Staphylococcus 
aureus ที่แยกได้จาก Arachis hypogaea rhizosphere  ท่าให้บริสุทธิ์และวิเคราะห์คุณลักษณะ
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ของเอนไซม์ SAL-PP1  มีน้่าหนักโมเลกุลคือ 49 กิโลดาลตัน และเอนไซม์ไลเพส SAL-PP1 สามารถ
ย่อยไตรกลีเซอไรด์สายยาว พาราไนโตรฟีนิลเอสเทอร์ (p-nitrophenyl esters) และฟอสโฟไลปิด 
(phospholipids) หลายชนิดได้ Tolon และคณะ ในปี 1995 น่าเอนไซม์ไลเพสของ 
Staphylococcus wameri มีมวลโมเลกุล 90 กิโลดาลตัน มาท่าให้บริสุทธิ์ปรากฏว่าเอนไซม์ไลเพสที่
ได้มีมวลโมกุล 45 กิโลดาลตัน ซึ่งเอนไซม์ไลเพสนี้ท่างานได้ดีที่พีเอช 9.0 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เสถียรที่พีเอช 5.0-9.0 และ Arora (2012) พบว่า Staphylococcus lipolyticus sp. nov. ผลิต
เอนไซม์ที่ได้สามารถย่อยสารเหนี่ยวน่าที่หลากหลาย ได้แก่ Tributyrin น้่ามันมะกอก Tween 20, 
Tween 40, Tween 60และ Tween 80 ที่อุณหภูมิต่่าได้ เมื่อท่าให้บริสุทธิ์ปรากฏว่าโปรตีนเอนไซม์
มีค่ามวลโมเลกุลคือ 67 กิโลดาลตัน โดยวิธี SDS-PAGE ดังนั้นเอนไซม์ไลเพสจาก Staphylococcus 
sp. มีขนาด 40 กิโลดาลตันขึ้นไป อย่างไรก็ตามจากผลการทดลอง แถบโปรตีนที่ปรากฏก็ยังไม่
สามารถสรุปได้ว่าเป็นเอนไซม์ไลเพสหรือมีน้่าหนักโมเลกุลเท่าไร จ่าเป็นต้องน่าไปท่าให้เอนไซม์
บริสุทธิ์ในขั้นต่อไปเพื่อให้ได้แถบโปรตีน 1 แถบ  

 
 

ตารางท่ี 4. 15 สรุปการท าให้บริสุทธิ์บางส่วนของเอนไซม์ไลเพสจากเชื้อ KM 17-4 โดยการ
ตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโนเนียมซัลเฟต 

Purification step Total 
Protein 
(mg) 

Total 
activity 

(U) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification 
fold 

Yield 
(%) 

Culture supernatant (1L) 12,390 15,470 1.24 1.00 100 

Ammonium sulfate ppt.      

- Protein at   

0 - 40 % satulated 

5,840 190 0.03 0.02 1.22 

- Protein at  

40 - 80 % satulated 

460 12,910 28.06 22.63 83.45 
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ภาพที่ 4. 23  SDS-PAGE  (1) โปรตีนมาตรฐาน และ (2)  สารละลายเอนซ์หลังตกตะกอนด้วย
เกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว  40 - 80 เปอร์เซ็นต์  
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

ในการศึกษานี้ใช้อาหารหมัก 7 ชนิด ได้แก่ ไส้กรอกเปรี้ยว แหนม ปลาร้า ปลาเจ่า ปลาจ่อม 
กุ้งจ่อม และหม่่า เป็นตัวอย่างจากต่างแหล่งกัน 56 ตัวอย่าง สามารถแยกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 285 
ไอโซเลท  เมื่อน่าแบคทีเรียที่แยกได้มาคัดกรองบนอาหารแข็ง Lipolytic Medium ที่เติม 1 
เปอร์เซ็นต์ของ Tributyrin, Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 พบว่ามี 60  ไอ
โซเลทที่เกิดกิจกรรมของเอนไซม์ไลโปไลติกโดยเกิดวงขุ่น (opaque) รอบโคโลนี   

เมื่อน่าแบคทีเรียทั้ง 60  ไอโซเลทมาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์โดยการทดสอบทางสัญฐาน
วิทยา ทางสรีระวิทยา ทางชีวเคมี และการวิเคราะห์ล่าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rRNA gene พบว่า 
สามารถจัดกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างกลม 14  ไอโซเลทอยู่ในสกุล Staphylococcus (13 
ไอโซเลท) และ Micrococcus (1 ไอโซเลท) และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Staphylococcus sp. (6 
ไอโซเลท) S. sciuri (2 ไอโซเลท), S. condimenti (2 ไอโซเลท) และแต่ละ 1 ไอโซเลทของ S. 
simulans S. lentus, S. gallinarum และ M. yunnanensis โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลี
โอไทด์เป็น 99.55 – 100%   จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรูปร่างแท่ง 10 ไอโซเลท อยู่ในสกุล 
Bacillus (7 ไอโซเลท), Paenibacillus (1 ไอโซเลท), Brevibacterium (1 ไอโซเลท) และ 
Corynebacterium (1 ไอโซเลท) และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น B. cereus (2 ไอโซเลท) และแต่ละ 1 
ไอโซเลทของ B. methylotrophicus, B. pumilus, B. flexus, B. subtilis, B. anthracis 
Paenibacillus pasadenensis, Brevibacterium salitolerans และ Corynebacterium 
liquefaciens โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.33 – 100 %  และจัดเป็น
แบคทีเรียแกรมลบที่มีรูปร่างแท่ง 10 ไอโซเลท และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น Proteus mirabilis (9 
ไอโซเลท) และ Klebsiella pneumonia (1 ไอโซเลท)  โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์
เป็น 99.78 – 100 %  นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียกรดแลคติกจ่านวน 26 ไอโซเลท ซี่งพิสูจน์
เอกลักษณ์ได้เป็น Lactobacillus pentosus (5 ไอโซเลท) Lactobacillus sp. (12 ไอโซเลท), 
Pediococcus sp. (3 ไอโซเลท) และแต่ละ 1 ไอโซเลทของ Pediococcus pentosaceus, 
Pediococcus lolii, Weissella thailandensis, W. cibaria, W. paramesenteroides และ 
Leuconostoc fallax โดยมีความคล้ายคลึงของล่าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 99.78 – 100 %  อีกด้วย 

ในกลุ่มที่ 1 Staphylococcus และ Micrococcus  มี 3 ไอโซเลท ได้แก่ KM17-4 PM25-1 
และ NM44-3 ต้านสารปฏิชีวนะชนิด Sulpha/trimetho ได ้

 กลุ่มที่ 2 Bacillus, Paenibacillus, Brevibactrrium และ Corynebacterium เมื่อ
ทดสอบความสามารถในการต้านสารปฏิชีวนะ พบว่า ไอโซเลท KM15-1 สามารถต้านสาร 
Bacitracin และ Penicillin G ไอโซเลท SS49-4 สามารถต้านได้ 3 ชนิดคือ Penicillin G 
Sulphonamide และ Sulpha/trimetho ไอโซเลท NM42-2 และ NM47-3 สามารถต้านสาร 
Sulpha/trimetho ได้  และไอโซเลท SS50-3 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้  2 ชนิด คือ 
Sulphonamide และ Sulpha/trimetho 
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ในการทดสอบการต้านสารต้านจุลชีพ โดยกลุ่มที่ 3 Proteus และ Klebsiella ทุกไอโซเล
ทสามารถต้านสารต้านจุลชีพได้ 4 ชนิดคือ Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin และ 
Vancomycin และเกือบทุกไอโซเลทสามารถต้านสาร Tetracycline ได้ยกเว้นไอโซเลท NM42-1 
นอกจากนี้ยังมีเชื้อแบคทีเรียไอโซเลทอ่ืนที่สามารถต้านสารต้านจุลชีพได้อีกดังนี้ ไอโซเลท PR10-2 
และ PR10-3 สามารถต้านสารต้านจุลชีพได้ 6 ชนิด คือ Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin 
Novobiocin, Tetracycline และ Vancomycin ไอโซเลท PR11-4 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 
ชนิด 6 คือ Amoycylin/Clavulanic, Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin, Tetracycline 
และ Vancomycin ไอโซเลท NM28-1 สามารถต้านสารต้านจุลชีพได้ 8 ชนิด คือ Ampicillin, 
Bacitracin, Cephalothin, Clindamycin, Erythromycin, Novobiocin, Tetracycline และ 
Vancomycin ไอโซเลท NM42-1 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 9 ชนิด คือ Ampicillin, Bacitracin, 
Carbenicllin,  Clindamycin, Erythromycin, Novobiocin, Penicillin-G, Tetracycline และ 
Vancomycin ไอโซเลท NM42-8 และ NM42-10 สามารถต้านสารปฏิชีวนะได้ 8 ชนิด คือ 
Bacitracin, Clindamycin, Erythromycin, Streptomycin, Sulpha/trimetho, Sulphonamide, 
Tetracycline และ Vancomycin  

60 ไอโซเลทมาวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลเพสโดยการเลี้ยงใน Nutrient Broth (NB) ที่เติม 
1 เปอร์เซ็นต์ของ Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80 โดยวิเคราะห์ค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยวิธี spectrophotometric assay ที่ 405 นาโนเมตร พบว่า มีทั้งสิ้น ซึ่งมีค่ากิจกรรม
ของเอนไซม์ไลเพส อยู่ในช่วง 0.01 – 21.52 U/ml และจากผลการคัดกรองการผลิตเอนไซม์ไลเพส 
พบว่าไอโซเลท KM17-4 ซ่ึงพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็น S. condimenti ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด 
จึงน่ามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์ไลเพสในอาหารเหลว Nutrient ที่เติม Tween 
80 ร้อยละ 1 พบว่าสามารถผลิตได้เหมาะสมที่พีเอช 7 และบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง 
นอกจากนี้เมื่อเลี้ยง B. subtilis SS48 -5 ในอาหารที่เติม Tween 80 พีเอช 7.5 นาน 24 ชั่วโมง  มี
กิจกรรมของสูงสุดที่ 3.23  U/ml  พบว่าสายพันธุ์นี้ผลิตได้สูงสุดที่พีเอช 7.5 เมื่อบ่มที่ 40 องศา
เซลเซียส นาน 30 ชั่วโมง   ในขณะที่ Proteus mirabilis PR11-3 มีกิจกรรมของสูงสุดที่ 0.57  
U/ml  และผลิตได้เหมาะสมที่พีเอช 8 เมื่อบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง 
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ข้อเสนอแนะ 

1. ควรมีการท่าบริสุทธิ์เอนไซม์ในขั้นต่อไป เช่น การท่าบริสุทธิ์โดยวิธโีครมาโตรกราฟี
แบบแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอนและแบบเจลฟิวเตชั่น เพ่ือให้ได้เอนไซม์ที่บริสุทธิ์และให้
ค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงขึ้น รวมถึงศึกษาข้อมูลจ่าเพาะของเอนไซม์และความ
เสถียรของเอนไซม์ 

2. ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ น่าจะเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่
สามารถสร้างเอนไซม์ไลเพสที่น่าสนใจ  แต่พบว่าให้ค่ากิจกรรมไลเพสต่่ามาก จึงควร
ปรับปรุงสูตรอาหารให้เหมาะสม 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สารเคมี และบัฟเฟอร์ 

เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดแล้ว น่าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

ก.1  Trypticase soy agar (TSA) 

Tryptic soy broth      30  กรัม 

วุ้น       15  กรัม 

น้่ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ก.2  สารละลายเปปโตนเข้มข้นร้อยละ 0.1 

เปปโตน (peptone)     0.1  กรัม 
น้่ากลั่น       100  มิลลิลิตร 

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

เปปโตน (peptone)      1  กรัม 
แคลเซียมคาร์บอเนตไดไฮเดรต (CaCl2 2H2O)   0.01  กรัม 
วุ้น        2  กรัม 
น้่ากลั่น       100  กรัม 

โดยเติม สารเหนี่ยวน่าร้อยละ 1 (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และ Tributyrin) 

ก.4  Nutrient broth 

เปปโตน       15  กรัม 
Yeast extract      3  กรัม 
NaCl       6  กรัม 
กลูโคส       1  กรัม 
น้่ากลั่น       1,000  กรัม 

โดยเติม สารเหนี่ยวน่าร้อยละ 1 (Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 และTributyrin) 

ก.5  Starch agar  

Tryptic soy broth      30  กรัม 

Starch       10  กรัม 
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วุ้น       1.5  กรัม 

น้่ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ก.6  Nutrient gelatin agar 

Nutrient Broth      0.8  กรัม 
เจลาติน       0.4  กรัม 
วุ้น       1.5  กรัม 
น้่ากลั่น       100  มิลลิลิตร 

ก.7  Nutrient agar for blood 

Nutrient Broth      0.8  กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)     0.8  กรัม 
เม็ดเลือดแดง      2  มิลลิลิตร 
น้่ากลั่น       95   มิลลิลิตร 

ก.8  Nitrate broth 

 Meat extract      3  กรัม 

 เปปโตน       5  กรัม 

 โพแทสเซียมไนเตรต (Potassium nitrate)   1  กรัม 

 น้่ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ก.9  Tryptone broth 

ทริปโตน (Tryptone)     15  กรัม 
น้่ากลั่น       1,000  มิลลิลิตร 

ก.10  สารละลาย 1M Tris-HCl พีเอช 8.0 

ชั่งทริส ไฮดรอกซีแมททิล อะมิโนมีทาน (Tris hydroxymethyl aminomethane; 
Tris)121.14 กรัมละลายในน้่ากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับค่า พีเอช ด้วยกรดไฮโดรคลอริก(HCl) เข้มข้น 
จนมี พีเอช 8.0 (ประมาณ 42 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรด้วยน้่ากลั่นอีกครั้งจนมีปริมาตรเป็น 1,000 
มิลลิลิตร 

ก.11  สารละลายบัฟเฟอร์ 50 mM Tris-HCl พีเอช 8.0 

 Tris (MW 121.14)     6.057   กรัม 
 น้่ากลั่น      1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ พีเอช เป็น 8.0 ด้วยกรด HCl เข้มข้น 
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ก.12  อาหารทดสอบการสร้างกรดจากน้ าตาล 

 น้่าตาล หรือ แหล่งคาร์บอน   0.5  กรัม 

 Yeast extract     0.5  กรัม 

 เปปโตน      0.5  กรัม 

 Salt solution     0.25  มิลลิลิตร 

 Bromocresol Purple    0.005  กรัม 

ปรับ พีเอช เป็น 6.8 ด้วย NaOH ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  

ก.13   อาหารทดสอบอาร์จีนีน  

 เปปโตน      1  กรัม 

 NaCl      5  กรัม 

 L(+) arginine HCl    10  กรัม 

 วุ้น      15  กรัม 

 น้่ากลั่น      1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ พีเอช ให้เป็น 6.8 ด้วย NaOH และหยดสารลาย Phenol red ใช้เป็นอินดิเคเตอร์ โดยหยดจน
สารละลายเปลี่ยนเป็นสีส้มอมแดง   



 

ภาคผนวก ข 

ข้อมูลผลการทดลอง 

ตารางท่ี ข. 1 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพสของแบคทีเรียในอาหาร Nutrient Broth (NB) เติม
สารเหนี่ยวน า Tween 20, Tween 40, Tween 60 และ Tween 80  

รหัสไอโซเลท 
 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส (U/ml) 

NB+Tween 20 NB+Tween 40 NB+Tween 60 NB+Tween 80 

NM3-4 0.00±0.02 0.20±0.00 0.08±0.04 0.17±0.02 

NM3-7 0.25±0.05 0.09±0.05 0.12±0.04 0.40±0.03 

NM8-1 0.22±0.01 0.26±0.03 0.22±0.02 0.56±0.06 

NM8-2 0.20±0.00 0.49±0.09 0.44±0.07 0.40±0.03 

PR9-2 0.01±0.13 0.05±0.01 0.09±0.00 0.42±0.20 

PR10-2 0.36±0.03 0.20±0.01 0.18±0.01 0.22±0.04 

PR10-3 0.26±0.02 0.40±0.01 0.38±0.02 0.25±0.03 

PR11-1 0.17±0.01 0.21±0.01 0.22±0.04 0.25±0.03 

PR11-3 0.17±0.02 0.23±0.02 0.44±0.03 0.57±0.00 

PR11-4 0.25±0.01 0.27±0.04 0.33±0.02 0.15±0.02 

PR12-2 0.25±0.04 0.37±0.04 0.19±0.05 0.19±0.02 

KM15-1 0.76±0.01 1.32±0.02 1.36±0.05 0.65±0.01 

KM17-4 3.07±0.02 2.16±0.14 6.70±0.11 21.52±0.04 

KM18-4 1.01±0.06 0.59±0.04 1.69±0.02 2.65±0.06 

PM25-1 0.81±0.07 4.25±0.05 3.17±0.04 1.59±0.03 

NM28-1 0.23±0.01 0.28±0.03 0.14±0.03 0.31±0.01 

MA34-3 0.31±0.02 0.28±0.04 0.12±0.08 0.05±0.02 

MA39-2 0.17±0.01 0.25±0.04 0.03±0.03 0.04±0.01 

NM41-2 0.14±0.02 0.08±0.01 0.04±0.01 0.28±0.02 

NM42-1 0.14±0.02 0.08±0.01 0.04±0.01 0.28±0.02 

NM42-3 0.28±0.03 0.31±0.05 0.07±0.05 0.07±0.02 

NM42-4 0.18±0.01 0.20±0.00 0.04±0.01 0.04±0.02 
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รหัสไอโซเลท 
 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส (U/ml) 

NB+Tween 20 NB+Tween 40 NB+Tween 60 NB+Tween 80 

NM42-6 0.08±0.01 0.02±0.01 0.07±0.01 0.03±0.00 

NM42-8 0.35±0.03 0.21±0.01 0.26±0.02 0.10±0.03 

NM42-10 0.18±0.07 0.12±0.02 0.24±0.00 0.10±0.02 

NM43-1 0.03±0.01 0.10±0.01 0.08±0.03 0.12±0.01 

NM43-2 0.35±0.05 0.10±0.02 0.28±0.06 0.71±0.05 

NM43-5 0.03±0.01 0.05±0.01 0.08±0.03 0.36±0.09 

NM44-2 0.20±0.01 0.53±0.05 0.41±0.05 0.36±0.08 

NM44-3 0.19±0.02 0.09±0.00 0.21±0.01 0.89±0.22 

NM44-4 0.24±0.03 0.25±0.00 0.13±0.02 0.30±0.00 

NM44-5 0.13±0.01 0.17±0.02 0.10±0.01 0.11±0.08 

NM44-6 0.19±0.01 0.28±0.01 0.05±0.01 0.10±0.07 

NM45-2 0.35±0.02 0.33±0.00 0.08±0.02 0.26±0.04 

NM45-3 0.16±0.01 0.25±0.03 0.25±0.01 0.14±0.02 

NM45-4 0.42±0.04 0.29±0.04 0.04±0.01 0.17±0.00 

NM45-5 0.19±0.04 0.27±0.02 0.80±0.05 0.43±0.01 

NM45-6 0.28±0.04 0.34±0.03 0.54±0.03 0.44±0.20 

NM46-2 0.07±0.01 0.03±0.01 0.06±0.00 0.04±0.00 

NM46-3 0.64±0.09 0.52±0.07 0.60±0.01 0.36±0.08 

NM47-1 0.10±0.01 0.04±0.02 0.06±0.02 0.15±0.01 

NM47-2 0.18±0.01 0.15±0.00 0.09±0.03 0.21±0.02 

NM47-3 0.13±0.01 0.08±0.01 0.09±0.02 0.45±0.03 

SS48-2 0.46±0.03 0.54±0.05 0.03±0.01 0.34±0.13 

SS48-4 0.33±0.04 0.67±0.07 0.30±0.03 1.09±0.03 

SS48-5 0.14±0.01 0.07±0.01 0.19±0.02 3.23±0.09 

SS49-3 0.08±0.01 0.07±0.04 0.08±0.03 0.31±0.07 

SS49-1 0.83±0.05 0.55±0.00 0.96±0.04 0.23±0.03 
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รหัสไอโซเลท 
 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส (U/ml) 

NB+Tween 20 NB+Tween 40 NB+Tween 60 NB+Tween 80 

SS49-4 0.38±0.01 0.86±0.02 0.45±0.01 1.75±0.00 

SS501 0.13±0.01 0.38±0.01 0.42±0.01 0.94±0.13 

SS502 0.11±0.02 0.15±0.05 0.18±0.04 0.10±0.05 

SS503 0.18±0.02 0.32±0.04 0.12±0.02 0.05±0.02 

SS51-2 0.30±0.00 0.18±0.00 0.16±0.03 0.39±0.05 

SS52-1 0.26±0.03 0.15±0.06 0.04±0.04 0.21±0.01 

SS52-3 0.83±0.08 0.15±0.10 0.67±0.11 0.35±0.01 

SS52-4 0.27±0.01 0.35±0.02 0.16±0.02 0.22±0.00 

SS55-3 0.21±0.01 0.26±0.01 0.28±0.02 0.25±0.11 

SS56-1 0.28±0.06 0.41±0.03 0.17±0.03 0.34±0.02 

SS56-3 0.11±0.05 0.12±0.05 0.05±0.03 0.04±0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์ 

ค.1 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี spectrophotometry โดยมี p-
nitrophenyl palmitate (p-NPP) เป็นสารตั้งต้น (Lee et al., 2003) 

สารเคมี 

1. สารละลาย p-nitrophenyl palmitate (p-NPP) เป็นสารตั้งต้น 
2. ละลาย p-NPP 30 มิลลิกรัม ใน Isopropyl alcohol และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 

3. สารละลาย buffer, พีเอช 8.0  

4. ผสม Triton-X-100 2 มิลลิลิตร Gum Arabic 0.1 กรัม เกลือ NaCl 0.5 กรัม และ Tris-HCl 
ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ จนมีค่า พีเอช 8 ในน้่า DI และปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลาย NaHCO3 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นตัวหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ 

วิธีการทดสอบ 

1. เตรียมหลอดทดลอง 4 หลอดต่อ 1 ชุดการทดสอบ คือ 3 หลอดส่าหรับทดสอบ 3 ซ้่าและ 1 
หลอดส่าหรับ Blank  

เติมสารเคมีในหลอดทดลองดังนี้ 

สารละลาย buffer, พีเอช 8.0      474 ไมโครลิตร  

สารละลาย p-nitrophenyl palmitate (p-NPP)    26  ไมโครลิตร 

ตัวอย่างเอนไซม์       500 ไมโครลิตร 

2. น่าหลอดทดลองไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น 
หยุดปฏิกิริยาด้วย NaHCO3 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 1 มิลลิลิตร  

3. น่าไปวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ไลเพส ด้วยวิธี spectrophotometric assay ที ่405 นาโนเมตร  

ค่านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ โดยก่าหนดให้ เอนไซม์ 1 ยูนิต (U) คือ ปริมาณของเอนไซม์ที่กระตุ้น
การเปลี่ยนแปลงสารตั้งต้น (p-nitrophenyl palmitate)  1 นาโนโมล ให้เป็น p- nitrophenol ต่อ
นาท ีภายใต้สภาวะที่ก่าหนด (บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง )  

หมายเหตุ ในหลอดทดลองที่ใช้เป็น Blank เติม NaHCO3 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
ตัวอย่างเอนไซม์ก่อนบ่มและเติม p-NPP และ buffer ภายหลัง 

สูตรการค่านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส ได้จากสมการเส้นตรง y=1.5172x+0.0182 จากกราฟ
มาตรฐานของ p – nitrophenol ในภาพที่ 4.2 

ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส        
ปริมาตรทั้งหมด         

เวลาท่ีใช้ในการบ่ม  นาที  ปริมาตรของเอนไซม์     
  ………(ค.1) 
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เมื่อ  x   =  ค่าความเข้มข้นของ  p-nitrophenyl (µmole ของ p-nitrophenol). 

 

ภาพที่ ค. 1 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของ p-nitrophenyl แสดงสมการเส้นตรง y = 
0.0147x + 0.0129, โดยแกน y เป็นค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที ่405 nm และแกน x เป็นค่า
ความเข้มข้นของ  p-nitrophenyl (µmole ของ p-nitrophenyl). 

ตัวอย่างการค่านวณ  

สมมติให ้ค่า A405 ของ Blank = 0.150 

ค่า A405 ของตัวอย่างเอนไซม์ = 0.350  

y = ค่า A405 ของตัวอย่างเอนไซม์ - ค่า A405 ของ Blank = 0.350 – 0.150 = 0.200  

สมการจากกราฟมาตรฐาน y = 0.0147x + 0.0129 

เพราะฉะนั้น  x             

      
   

          

      
        nanomole/ml 

จาก ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไลเพส        
ปริมาตรทั้งหมด                       

เวลาท่ีใช้ในการบ่ม  นาที  ปริมาตรของเอนไซม์     
……(4.1) 

เพราะฉะนั้น U/ml  
                             

    นาที          
 = 0.85  

เพราะฉะนั้นค่ากิจกรรมของตัวอย่างเอนไซม์คิดเป็น 0.85 U/ml  

*Unit(U) = nanomole/mins 

y = 0.0147x + 0.0129 
R² = 0.9977 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

0 20 40 60 80 100 120

OD
 4

05
 n

m
 

ความเข้มข้น p-Nitrophenol (nanomole) 



 114 

ค.2 ปริมาณโปรตีนโดยใช้สารละลาย Coomassie brilliant blue R-250 (Bradford, 1976) 

สารเคมี 

1.) Bradford stock solution 

Coomassie brilliant blue R-250    350   มิลลิกรัม 

95% Ethanol      100   มิลลิลิตร 

85% Phosphoric acid     200   มิลลิลิตร 

ผสมและกวนทิ้งไว้บนเครื่อง Magnetic stirrer ข้ามคืน กรองด้วยกระดาษกรองเบอร์ 42 
(Whatman, England) แล้วเก็บในขวดสีชา ที่อุณหภูมิห้อง 

2.) Bradford reagent : Bradford working buffer 

Bradford stock solution     30   มิลลิลิตร 

95% Ethanol      15   มิลลิลิตร 

85% Phosphoric acid     30   มิลลิลิตร 

น้่ากลั่น       425   มิลลิลิตร 

กวนผสมให้เข้ากัน 

วิธีทดลอง 

สร้างกราฟโปรตีนมาตรฐาน โดยใช้ Bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน (สัดส่วนตามตารางที่ ค.1) 0, 1, 0.5, 0.25, 0.125 และ 
0.0625 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร น่าสารละลายมาตรฐาน 5 ไมโครลิตรลงใน 96-well microplate เติม 
Bradford reagent 195 ไมโครลิตร วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate Reader  ที่ความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

 
1) เติมเอนไซม์ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลองที่มี Bradford reagent ปริมาตร 195 

ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 96-well microplate ที่
ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 

2) ค่านวณปริมาณโปรตีนโดยเปรียบเทียบกับกราฟโปรตีนมาตรฐาน (รูปที่ ค.1) 

จากสมการ x = ปริมาณโปรตีน (ไมใครกรัม) และ y = ค่า A595 
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ภาพที่ ค. 2 กราฟมาตรฐานความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) 
แสดงสมการเส้นตรง y = 1.994x - 0.0108, โดยแกน y เป็นค่าการดูดกลืนแสง(OD) ที ่595 
nm และแกน x เป็นค่าความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐาน BSA (mg/ml)   

 

ค.3 การทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test) 

- การย่อยสลายแป้งด้วยน้ า (Hydrolysis of Starch) 

ทดสอบเพ่ือศึกษาความสามารถของเชื้อในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายแป้ง โดยขีดเชื้อลงบน 
Starch agar น่าไปบ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง  เมื่อเชื้อเจริญแล้ว เทสารละลาย  
Gram’s iodine (ที่เจือจางด้วยน้่าเป็น 1:2) ลงบนผิวหน้าของอาหาร  

การตรวจผล  เชื้อที่สร้างเอนไซม์อะไมเลส (amylase) จะแพร่เอนไซม์ออกมาอยู่รอบโคโลนีของเชื้อ 
และย่อยสลายแป้งบริเวณรอบโคโลนีให้เป็นน้่าตาลมอลโทสหรือกลูโคส ดังนั้น เมื่อเทสารละลาย
ไอโอดีนรอบโคโลนีจะใส ส่วนเชื้อที่ไม่มีเอนไซม์อะไมเลสรอบโคโลนีจะเป็นสีน้่าเงิน เนื่องจากโมเลกุล
ของแป้งในอาหารจะไม่ถูกใช้ จึงท่าปฏิกิริยากับไอโอดีนได้เป็นสีน้่าเงิน 

- การย่อยสลายเจลาตินด้วยน้ า (Hydrolysis of Gelatin) 

ทดสอบเพ่ือศึกษาความสามารถของเชื้อในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายเจลาติน โดยขีดเชื้อลง
บน Nutrient gelatin agar น่าไปบ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง  เมื่อเชื้อเจริญแล้ว 
เทสารละลาย Trichloacetic 10 เปอร์เซ็นต์ ให้ทั่วผิวหน้าของอาหาร 

การตรวจผล เชื้อที่สร้างเอนไซม์เจลาติเนส (gelatinase) รอบโคโลนีจะใส ส่วนเชื้อที่ไม่สร้างเอนไซม์
นี้ รอบโคโลนีจะขุ่นเนื่องจากการตกตะกอนของเจลาตินที่ไม่ถูกย่อยสลาย  

 

y = 1.994x - 0.0108 
R² = 0.9966 
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- ทดสอบเอนไซม์เฮโมลัยซิน (Hemalysin enzyme) 

ทดสอบเพ่ือตรวจการสร้างเอนไซม์ที่ท่าลายเม็ดเลือดแดงโดยเชื้อแบคทีเรียที่ก่อโรคบางชนิด
โดยขีดเชื้อลงบนอาหาร Nutrient agar for blood น่าไปบ่มเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48
ชั่วโมง   

การตรวจผล อาหาร Nutrient agar for blood โดยปกติจะมีสีแดงทึบแสง หากเชื้อสร้างเอนไซม์เฮ
โมลัยซินเซลล์เม็ดเลือดแดงจะถูกท่าลายปรากฏเห็นส่วนใสโปร่งแสง (translucent) รอบโคโลน ี

ลักษณะการท่าลายเม็ดเลือด 

ชนิดเบต้า (Beta type hemolysis) คือ เม็ดเลือดแดงแตกและท่าให้สีของฮีโมโกลบินหมดไป 
(decolorize hemoglobin) 

ชนิดแอลฟา (Alpha type hemolysis) คือ เม็ดเลือดแดงแตกแต่ไม่ท่าให้เลือดหมดสี เพียงแต่ท่าให้สี
เปลี่ยนเป็นสีเขียว (incomplete hemolysis) 

- ทดสอบความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรต (Nitrate reduction)  

ทดสอบเพ่ือศึกษาปฏิกิริยาการรีดิวซ์ไนเตรตโดยเชื้อแบทีเรีย โดยเลี้ยงเชื้อใน Nutrient 
broth เมื่อเจริญแล้วน่ามาเติมสารละลายกรดซัลฟานิลิค (sulfanilic acid) 3 หยด แล้วเติม
สารละลาย dimethyl-α-naphthylamine ลงไป 2 หยด เขย่าให้เข้ากัน ถ้ามีสีแดงเกิดขึ้นแสดงว่ามี
ไนไตรต ์

- การทดสอบอินโดล (Indole test)  

ทดสอบเพ่ือศึกษาการสร้างอินโดลในเชื้อแบคทีเรีย โดยเลี้ยงเชื้อใน Tryptone broth เมื่อ
เจริญแล้วเติมสารละลายโควาค (Kovac’s solution) ลงไปทีละหยด ให้เป็นชั้นของข้างบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อให้สูงประมาณ ¼ ถึง ½ ของอาหาร ตั้งทิ้งไว้ ถ้ามีสีแดงเกิดข้ึนในชั้นรีเอเจนต์ แสดงว่ามี อิน
โดล   

- การทดสอบเมทิลเรด (Methyl Red; MR) และ Voges-Proskauer (VP) 

ทดสอบเพ่ือศึกษาความแตกต่างในแบคทีเรียกลุ่ม coli-aerogenes  โดยเลี้ยงเชื้อใน MR-VP 
broth 2 หลอด เมือเชื้อเจริญแยกไปทดสอบ  

 ทดสอบ MR โดยการหยด methyl red ประมาณ 2-3 หยด สังเกตสีที่เกิดขึ้น 
หากมีสีแดงเกิดข้ึน แสดงว่าให้ผลบวกกับการทดสอง methyl red แต่หากมีสี
ส้มหรือเหลือง แสดงว่าให้ผลลบ 

 ทดสอบ VP โดยเติม α – naphthol solution  0.5 มิลลลิิตร และ KOH 
solution 0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน ทิ้งไว้ 5-10 นาที ถ้าเกิดสีชมพูหรือสี
แดงเกิดขึ้น แสดงว่ามี acetylmethylcarbinol ให้ผลบวก   
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- การทดสอบคะตะเลส (Catalase test) 

ทดสอบเพ่ือตรวจหาเอนไซม์คะตะเลสในเชื้อแบคทีเรีย โดยการหยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์
ร้อยละ 3 ลงบนโคโลนีของเชื้อ ถ้ามีฟองแก๊สผุดขึ้นมากจากโคโลนี แสดงว่ามีเอนไซม์คะตะเลส 
ให้ผลเป็นบวก 

- การทดสอบ TSI ( Triple sugar iron agar ) 

ทดสอบเพ่ือใช้จ่าแนกแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae และ Non fermentative 
gram negative bacteria โดยอาศัยคุณสมบัติของการหมักน้่าตาลกลูโคส แลคโตสและซูโครสของ
เชื้อ ท่าให้ได้กรดหรือก๊าซเป็นผลผลิต และยังเป็นการทดสอบความสามารถในการผลิต H2S  

TSI ประกอบด้วยน้่าตาล 3 ชนิด คือ กลูโคส 0.1 %  แลคโตส 10 % ซูโคส 10 % เมื่อเพาะเชื้อ
ลงไปเชื้อที่ slant จะมีปริมาณมากกว่าบริเวณอ่ืน แบคทีเรียจะใช้น้่าตาลกลูโคสหมดก่อน ถ้าเชื้อไม่
สามารถใช้แลคโตสและซูโครสได้ จะหันไปใช้โปรตีนที่มีอยู่ในอาหารแทน ท่าให้ slant มีภาวะ เป็น
ด่าง เปลี่ยน Phenal red เป็นสีแดง  

 ถ้าเชื้อสามารถใช้น้่าตาลได้ตั้งแต่ 2 ชนิดขึ้นไป จะท่าให้อาหารทั้งหลอดเป็นสี
เหลือง  

 ถ้าเชื้อไม่สามารถใช้น้่าตาลทั้ง 3 ชนิดได้เลย คือไม่มีการเปลี่ยนแปลง  

 ถ้าเชื้อใช้น้่าตาลแล้วให้แก๊ส จะดันให้อาหารให้ยกตัวขึ้น หรือมีรอยแยกออก
ของอาหาร 

 ถ้าเชื้อสร้าง H2S จะท่าปฏิกิริยากับ Ferrous ion ที่มีอยู่ในอาหารได้ตะกอนสี
ด่าของ ferous sulfide เกิดข้ึน 

- การทดสอบการสร้างกรดจากน้ าตาล 

ทดสอบเพ่ือศึกษาความสามารถในใช้น้่าตาลเพ่ือผลิตกรดของเชื้อ โดยใส่อินดิเคเตอร์ 
Bromocresol Purple ซึ่งจะเปลี่ยนสีในช่วง พีเอช ประมาณ 5.4 - 6.8 (เหลือง – ม่วง) ใน
อาหารที่ปรับพีเอชเป็น 6.8  เมื่อมีเชื้อมีการสร้างกรดจะลดค่าพีเอชท่าให้สีของอินดิเคเตอร์
เปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง 

ค.4 การตกตะกอนโปรตีนด้วยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 

ในกรณีที่มีโปรตีนผสมหลายๆชนิดรวมอยู่ด้วยกัน สามารถแยกตกตะกอนโปรตีนออกเป็น
กลุ่มย่อยๆได้ โดยการท่า Salting Out ที่ความเข้มข้นของเกลือต่างๆกัน เรียกวิธีนี้ว่า " Salt 
fractionation " โดยเลือกตกตะกอนโปรตีนเป็นช่วงๆความเข้มข้น การเติมเกลือลงไปในน่้าปริมาตร 
1 ลิตร ท่าให้สารละลายมีความเข้มข้นของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตในรูปของเปอร์เซ็นต์อ่ิมตัว ( % 
saturation ) โดยปริมาณของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่เติมลงไปในการท่า fractionation ตาม
ตารางที่ ค.1 
  



 118 

  

ตารางท่ี ค. 1 ปริมาณเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตอ่ิมตัว (กรัม) ที่เติมลงไปในสารละลายโปรตีน 1 ลิตร 

From  
S1%  

To 
S2% 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 

0  27 55 84 113 114 176 208 242 277 314 351 390 
 5  27 56 85 115 146 179 212 246 282 319 357 
  10  28 57 86 117 149 182 216 251 287 325 
   15  28 58 88 119 151 185 219 255 292 
    20  29 59 89 121 154 188 223 260 
     25  29 60 91 123 157 191 227 
      30  30 61 92 126 160 195 
       35  30 62 94 128 163 
        40  31 63 96 130 
         45  31 64 97 
          50  32 65 
           55  33 
            60  
             65 

60 65 70 75 80 85 90 95 100 
390 430 472 516 561 608 657 708 761 
357 397 439 481 526 572 621 671 723 
325 364 405 447 491 537 584 634 685 
292 331 371 413 456 501 548 596 647 
260 298 337 378 421 465 511 559 609 
227 265 304 344 386 429 475 522 571 
195 232 270 309 351 393 438 485 533 
163 199 236 275 316 358 402 447 495 
130 166 202 241 281 322 365 410 457 
97 132 169 206 245 286 329 373 419 
65 99 135 172 210 250 292 335 381 
33 66 101 138 175 215 256 298 343 
 33 67 103 140 179 219 261 305 

65  34 69 105 143 183 224 266 
 70  34 70 107 146 186 228 
  75  35 72 110 149 190 
   80  36 73 112 152 
    85  37 75 114 
     90  37 76 
      95  38 



 119 

ภาคผนวก ง  

ล าดับนิวคลีโอไทด ์

ล่าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริเวณยีนส์ 16rRNA ของแบคทีเรียที่แยกได้จากอาหารหมัก โดยใช้ไพรเมอร์  

- 20F   5’-AGTTTGATCCTGGCTC-3’ 

- 1530R   5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ 

- 27F    5’-GTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

- 1492R   5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ 

 

- Strain NM3-4 (1370 bp) 
GCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTA
GCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGATCCTACGGGAGCAGCAGTAGGGATCTTCCGCAATGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGT
CTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCG
GTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTT
TCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCT
AGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAATACAAAGGGCAGCGAATCC
GCGAGGCCAAGCAAATCCCATAAAATTATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAA
TCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
CCGGTGGAGTAAC 

 

- Strain NM3-7 (1370 bp) 
CTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCT
AATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGG
TGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAG
GGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCT
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAA
TTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAA
CCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGAGA
TAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
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AGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTA
GATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGG 

 

- Strain NM8-1 (1352 bp) 
GCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTT
GTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCG
TAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAG
TCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAAAGAGGAGAGTGGAATTCCACG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACCCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAG
TGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGAC
GTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCC
AATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCA
TGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTA 

 

- Strain NM8-2 (1274 bp) 
CTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATG
GCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATG
GACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA
GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCA
AGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAG
TGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAA
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGT
TGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGT
AGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
A 

 

- Strain PR9-2 (1382 bp) 
AGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCG
GAGCTAATACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCG
CATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGAGTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACC
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AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCT
CGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCT
GACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTG
CGAGACCGCAAGGTTTAGCGAATCCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACA
CCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATG 

 

- Strain PR10-2 (1362 bp) 
GCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGC
TAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAG
GTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTA
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCA
ATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGA
ACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGAG
ATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACATAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGA
GAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGT
AGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTA 

 

- Strain PR10-3 (1357 bp) 
TGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGG
CTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTA
GGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
AGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
AATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTG
AACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGA
GATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACATAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG
AGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
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TAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GT 

 

- Strain PR11-1 (1386 bp) 
TGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG
GGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTTCTCTTGCATAAGAGAAAATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGC
CCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGT
ACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
TGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTT
GGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGT
ACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGA
AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAG
AGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAA 

 

- Strain PR11-3 (1360bp) 
CTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGT
AGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGT
CAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTT
GAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAG
AGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGC
GAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
GTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTGCAAAAGAAGTAG
GTAG 

 

- Strain PR11-4 (1368 bp) 
AACAGGGGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACT
ACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATAT
GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTA
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TGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGT
AGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGA
GGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAT
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
CGAATCCTTTAGAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACATAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGA
GAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGT
TGCAAAAGAAGTA 

 

- Strain PR12-2 (1357 bp) 
TGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGG
CTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTA
GGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
AGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
AATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCA
GGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTG
AACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGA
GATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCG
AGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
TAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTGCAAAAGAAGTAGG
TA 

 

- Strain KM15-1 (889 bp) 
GTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCA
TGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTG
TTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGT
TAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGG 

 

- Strain KM17-4 (1355 bp) 
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CTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGGTAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATG
CCGGATAATATGCGGAACCGCATGGTTCCGCAATGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAG
TTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCT
TCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAGTGCGTAGGTAACTATGCGCACCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTT
TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAATGTTGGGGGTTTCCGC
CCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGA
TAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTTAAACTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGTACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAG
GTCAAGCAAATCCCATAAAGCTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTA
GATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTCGTAACACCCGAAGCC 

 

- Strain KM18-4 (1370 bp) 
GAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGAATAACTCCGGGAAACC
GGGGCTAATGCCGGATAATATGCGGAACCGCATGGTTCCGCAATGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCCG
TATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAGTGCGTAGGTAACTATGCGCACCTTGACGGTACCTAATCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGA
GGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGCAAC
TGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA
CCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGTACAAAGGGCAG
CGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGCTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTCGTAACA
CCCGAAGCCGG 

 

- Strain PM25-1 (1370 bp) 
TGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGC
TAATACCGGATAACACATAAAACCGCATGGTTTTATGATGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGGCGTATTA
GCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAGGATGTAAGTAACTGTGCATCCCTTGACGGTACCTAATCAGAAA
GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGA
AAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGCAACTGA
CGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGG
GGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAA
CTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
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TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGGGCAGCGA
ACCCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCC
GAAGCCGGTGGAG 

 

- Strain NM28-1 (1362 bp) 
GCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT
GGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAG
TAGGTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC
TTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TCAATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCT
TGAACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTA
GAGATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCG
CGAGAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT
AGGTAG 

 

- Strian NM41-2 (1344 bp) 
GCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAA
TACCGGATAGGAGCGCCTACCGCATGGTGGGTGTTGGAAAGATTTATCGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGG
GTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCG
GGGCTTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATG
CGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGACCATTCCACGGTTTCCGCGCCGCAGCTAA
CGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCA
TGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTTCTCGATCGCCGTAGAGATACGGTTTCCCCTTTGG
GGCGGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTT
CCATGTTGCCAGCACGTCGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGAGGACGACGTCAAATCAT
CATGCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAATGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGAGCTAATCCCAAA
AAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGG
TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTA 

 

 

- Strain NM42-1 (1383 bp) 

GCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA
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GGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGA
TGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGGCGATTG
ACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGG
CTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
ATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGA
CTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGG
CATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTC
CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAG 

 

- Strian NM42-4 (1336 bp) 
AGCGCTTGCGTGGGTGGATTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCCTGACTGTGGGATAAGCCTGGGAAA
CTGGGTCTAATACCGCATATGACGCGTCCTCGCATGAGGGTGTGTGGAAAGTATTTTTTCGGTTGGGGATGGGCTCGCGGCCTAT
CAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCCCCCTTTGGGGGTGACGGTACCTGCAAAAAGTACCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTACAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGCGGTTCTCCGTCTG
CTGTGGAAACGCAAGGCTCAACCTTGCGCGTGCAGCGGGTACGGGCGTAACTAGAGTGCAGTAGGGAGTCTGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAG
CATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGCTCATTCCACGAGTTCC
GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACTGGAATGTGCCAGAGATGGT
TCAGCTCTTTTGAGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCACGTGAGGGTGGGAACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCTTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTGGCGATACCGTGAGGTGGA
GCGAATCCCAGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATCGTAGTCTGCAACTCGACTACGTGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCA
GCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCACGAAAGTCGGTAAC 

 

- Strain NM42-8 (1346 bp) 
TGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACC
GCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTA
AAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTC
AGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGC
TTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGAGATAGAGGA
GTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC



 127 

GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGC
GGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGA
ATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTA 

 

- Strain NM42-10 (1359 bp) 
GCTTTCTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGC
TAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAG
GTGGGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTA
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATACCCTTGTCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCA
ATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGA
ACCGTGGCTTCTGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGCGAATCCTTTAGAG
ATAGAGGAGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGA
GAGCAAGCGGAACTCATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGT
AGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGC 

 

- Strain NM44-3 (1448 bp) 
AACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGT
AACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTC
AATATTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCA
ACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTAGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGC
AGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGA
CAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCT
TAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAATACAAAGGGCAGCGAACCCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAATT
ATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATA
CGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTATTAGGAGC
TAGCCGT 
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- Strain NM44-2 (1388 bp) 
GTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCAC
TTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGG
TATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATT
TATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAA
CGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGG 

 

- Strain NM44-5 (1377 bp) 
GCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGG
AAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGA
TGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAA
GCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGT
TAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTA
GGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCG
TGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGA
CCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATAATACAAAGGGCAGCGAATCCGCGAGGCCAAGCAAATCCCATAAAATTATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCT
GCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAA 

 

- Strain NM45-5 (1392 bp) 
GAGCGAAAGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGAAT
AACTCCGGAAAACCGGGGCTAATGCCGGATAACATATAGAACCGCATGGTTCTATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAG
ATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTG
ACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAAC
TTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGAC
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TTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGT
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAAT
CTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
CAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTAC
ATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
CGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAA 

 

- Strain NM45-3 (1337bp) 
GAGCGGATCTTGTCCTTCGGGATGAGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCGAGACTGGGATAACC
TCCGGAAACGGATGCTAATACCAGATACGCGATCTTCCCTCCTGGGGAGATCGGGAAAGACGGAGCAATCTGTTACTCGGGGATG
GGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCCTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCCCAAGGTGA
CGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTTTGTAAGTCCGGTGTTTAATCTTGGGGCTCAACCCCAAGTCGCACGGGAAACTGCAAGGCT
TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
TTCTGGGCTGTAACTGACGTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACGCCGTAAACGATGAA
TGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTT
GACATCCCTCTGAATCCGCTAGAGATAGCGGCGGCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTC
GTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAATTCAGTTGCCAGCACGTAAGGGTGGGCACTCTGAATTGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCG
GTACAACGGGCCGCGAAGCCGCGAGGCGGAGCCAATCCTTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAC
GAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCCGCAAGGGA 

 

- Strain NM47-3 (1354 bp) 
CCCTGCTTGCAGGGTACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTGATCTGCCCTGTACTTCGGGATAAGCTTGGGAAACT
GGGTCTAATACCGGATAGGACCGCATCATGGGTGGTGTGGTGGAAAGCTTTTGCGGTATGGGATGAGCTCGCGGCCTATCAGCTT
GTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGATACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCCAGGGACGAAGCGTAAGTGACGGTACCTGGATAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTTTGTGTA
AGTCCACGGCTTAACTGTGGGACTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGT
GAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGAGCGAAAGCATGGGTA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTGAGTCCCTTCCACGGGGTTCGTGCCGTAG
CTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG
ACATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATACACCGGACCGGGCCAGAGATGGTCTTTCCCTTT
GTGGCTGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
TCTTATGTTGCCAGCACGTTGTGGTGGGGACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCA
TCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGCGTGCGCGAGTTCGTGAGGATGAGCTAATCGCT
GAAAGCCGGTCGTAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCTCAAACTCGT 
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- Strain SS48-4 (1397 bp)  
TTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
CCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTC
TGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTG
AGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGC
AAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTA
ACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCAT
TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCA
GTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTGATACCCTGGTAGTCC
ATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAG
TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCA
CTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTG
CAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGT 

 

- Strain SS48-5 (1481 bp)  
CGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTAC
AGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCG
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAACGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACT
GCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTG 

 

- Strain SS49-1 (1327 bp) 
GAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGACAACCTGCCTCTAAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAAC
AACACATTTCGCATGAAGTGTGTTTAAAAGGGGCTTCGGCCTCACTTAGAGATGGATCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGT
AAAGGCTTACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACG
GGAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTA
AAGCACTGTTGTATGGGAAGAATAGTTAATGTAGGAAATGATGTTAATGTGACGGTACCATACCAGAAAGGGACGGCTAAATACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTCGTTAAGTCT
GAAGTGAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGAATGGCTTTGGAAACTGGCGAACTTGAGTGCAGTAGAGGCAAGTGGAACTCCATGTG
TAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTGCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGT
GTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGAGGTTTCCGCCTCTTAGT
GCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
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GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGAAGATGTTAGAGATAATATT
GTTCTCTTCGGAGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATGTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGACAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACG
TCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGTTGCGAACCGGCGACGGTAAGCT
AATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAG 

 

- Strain SS49-2 (1214 bp) 
ATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAG
CCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
ATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATC
TGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAG
AAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGG
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGAT
TGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGAGA 

 

- Strain SS49-4 (1502 bp)  
GCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG
GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
TAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAAT
CTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTA 

 

- Strain SS501 (1398 bp) 
GAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAG
CGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGG
ATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGG
ACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTACTGTTCAGGTATGACGGTATTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
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TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGC
CTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAA
GAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTT
GCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGT 

 

- Strain SS502 ( 1386bp) 
GGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAA
CACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGC
GGCGTATTAGCTAGATGGTGAGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACAC
GGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCG
GCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGA
GTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTC
GCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC
AGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTC 

 

- Strain NM45-2 (1339 bp) 
GAGCTTGCTCTGATTTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGA
AACAAGTGCTAATACCGTATAACACTAACAACCGCATGGTTGTTAGTTGAAAGATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTA
GCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACACTGTTATAAGAGAAGAACGACATTGAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTATCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTC
AACTGAGGAAGGGCTTTGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAA
GAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACACCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTTCGAGGGTTTCCGCCCTTGAGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCG
CAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCCTTGCTAATCCTAGAAATAGGATGTTCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAACGAGTCGCTAACCCGCGAGGGT
ACGCTAATCTCTTAAAGTATGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCC 

 

- Strain SS51-2 (1380 bp) 
GAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGA
AACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCG
GCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCG
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AGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTG
TTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAA
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTC
TGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTC
GCGAAACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAAC
ACCCAAAGCCGGTGGGGTAAC 

 

- Strain SS55-3 (1369 bp) 
GATTTGAAGAGCTTGCTCAGATATGACGATGGACATTGCAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTACCTCTTA
GCAGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAATAGCAACCGCATGGTTGCTACTTAAAAGATGGTTCTGCTAT
CACTAAGAGATGGTCCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGACGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGAC
TGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCT
GATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTGTAAGAGAAGAATGACATTGAGAGTAACTGTT
CAATGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTCCAAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGAATTGCTTTGGAAA
CTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCG
TAAACGATGAGTGCTAGGTGTTTGAGGGTTTCCGCCCTTAAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT
TACCAGGTCTTGACATCCCTTGACAACTCCAGAGATGGAGCGTTCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAG
TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGCGTATACAACGAGTTGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTC
GCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGAG 

 

- Strain SS56-3 (1400 bp) 
GCTTTGTCTTTAACTGATATGACGAGCTTGCTCTGATTTGATTTTATCTGACAAAGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTACCTCTTAGCAGGGGATAACATTTGGAAACAAGTGCTAATACCGTATAATACCAACAACCGCATGGTTGTTGGTTGAAAG
ATGGTTCTGCTATCACTAAGAGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAATGATGCATAGC
CGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACACTGTTATAAGAGAAGAACGGCACT
GAGAGTAACTGTTCAGTGTGTGACGGTATCTTACCAGAAAGGAACGGCTAAATACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTTC
CAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGTTATTTAAGTCTGAAGTGAAAGCCCTCAGCTCAACTGAGGA
ATGGCTTTGGAAACTGGATGACTTGAGTGCAGTAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGACTGTAACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACACCGTAAACGATGAGTGCTAGATGTTCGAGGGTTTCCGCCCTTGAGTGTCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCC
TGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTTGCTAATCCTAGAAATAGGACGTTCCCTTCGGGGACAAGGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATTAGTTGCCAGCATTTA
GTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCATATACAACGAGTCGCCAACCCGCGAGGGTGCGCTAATCTCTTAAAGTATGTCTCAGTTCGGATT
GTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAG 
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