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ส�วนท่ี 2 เนื้อหางานวิจัย  

 

คํานํา 

 

รายงานนี้เป�นรายงานฉบับสมบูรณ� จากงานวิจัย เรื่อง การคัดเลือกบาซิลลัสท่ีสร างแกมมากรดโพลิ- 
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บทที่ 1 บทนํา 

 

γ-polyglutamic acid (γ-PGA) คือโพลิเมอร�ของกรดอะมิโนกลูตามิกท่ีสร างโดยแบคทีเรียในจีนัส 
Bacillus หน9วยย9อยของกรดอะมิโนกลูตามิกในโมเลกุลของ PGA เชื่อมกันด วยพันธะ  γ-glutamyl โดยหน9วย
ย9อยท้ังหมดอาจเป�น D-glutamic acid เพียงอย9างเดียว หรือประกอบด วยท้ัง D-glutamic acid และ        
L-glutamic acid ในอัตราส9วนท่ีคงท่ี หรือแตกต9างกันข้ึนกับสป,ชีส�ของแบคทีเรียท่ีผลิต นอกเหนือจาก
แบคทีเรียจีนัส Bacillus ยังมีแบคทีเรียอ่ืนๆ เช9น Natronococcus occultus (Niemetz et al., 1997), 
Sporosarcina halophila, Planococcus halophila, Natrialba aegyptiaca (Hezayen et al., 2001) 
และ Hydra (Weber, 1990) ท่ีสร าง PGA ด วยเช9นกัน แบคทีเรียสร าง PGA เพ่ือทําหน าท่ีแตกต9างกันข้ึนกับ
สภาวะแวดล อมท่ีแบคทีเรียอาศัยอยู9 เช9น B. anthracis สร าง PGA และสะสมไว ท่ีแคปซูลเพ่ือทําหน าท่ี
ปfองกันกลไกการทําลายสิ่งแปลกปลอมจากระบบภูมิคุ มกันของโฮสต� แบคทีเรียชอบเค็มหลั่ง PGA มานอก
เซลล�เพ่ือปfองกันภาวะท่ีความเข มของเกลือสูงในระหว9างท่ีมีการเจริญเติบโต เป�นต น 

PGA เป�นโปรตีนท่ีละลายน้ําและย9อยสลายได ตามธรรมชาติ อีกท้ังไม9เป�นพิษต9อร9างกายมนุษย�และ
สิ่งแวดล อม จึงมีการประยุกต�ใช ประโยชน�ของ PGA ทางอุตสาหกรรม ได แก9 

- ใช เป�นสารดูดซับน้ําในอุตสาหกรรมอาหาร (Tanimoto et al., 1998) 
- ใช เป�นตัวพา (Carrier) นํายาเข าสู9อวัยวะเปfาหมาย (Bhattacharyya et al., 1998) 
- ใช เป�น moisturizer และ emulsion stabilizer ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง (Li et al., 1999; 

Park et al., 2001) เป�นต น 
ปoจจุบันงานวิจัยท่ีนํา PGA ไปใช ประโยชน�ในทางการแพทย�ได  มีอยู9อย9างกว างขวาง เช9น Li et al 

(1999) รายงานว9า PGA-paclitaxel (โมเลกุลของ PGA ท่ีเชื่อมกับสาร paclitaxel) มีฤทธิ์ยับยั้งการเกิดเนื้อ
งอกท่ีมดลูกและในทรวงอกของหนูทดลองได  ต9อมา Yang et al (2008) พบว9าหนูทดลองเพศเมียท่ีได รับการ
ฉีด PGA มีผลทําให ประสิทธิภาพในการดูดซึมแคลเซียมเกิดได ดีข้ึน ดังนั้นหากนํา PGA มาเป�นองค�ประกอบ
ของอาหารเลี้ยงสัตว� โดยเฉพาะสัตว�เศรษฐกิจน9าจะทําให เกิดการเจริญเติบโตของสัตว�เร็วข้ึน ทันต9อความ
ต องการของตลาด ลดระยะเวลาและต นทุนในการผลิต และท่ีสําคัญลดปoญหาการกีดกันทางการค าท่ีเกิดจาก
การมีสารเคมีหรือสารปฏิชีวนะตกค างในเนื้อสัตว�และผลิตภัณฑ�จากสัตว�ได  

งานวิจัยนี้มีเปfาหมายท่ีจะคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสร าง PGA นอกเหนือจากท่ีเคย
รายงานไว ก9อนหน านี้จากสิ่งแวดล อม เพ่ือใช เป�นแหล9งผลิต PGA ธรรมชาติ และใช เป�นสารอาหารเสริมผสม
อาหารสัตว�สําหรับสัตว�เลี้ยง เช9น สุนัข แมว และอ่ืนๆ และสัตว�เศรษฐกิจท่ีสําคัญในประเทศไทย โดย PGA จะ
มีบทบาทในการเร9งการเจริญเติบโต และปfองกันโรค ซ่ึงอนาคตอาจจะมีการขยายการทดลองผลิตเป�นอาหาร
สําเร็จรูปสามารถจําหน9ายในท องตลาดได ท่ัวไป ซ่ึงจะมีราคาถูกกว9าการนําเข าจากต9างประเทศ 
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วัตถุประสงค$ของโครงการวิจัย 

1. คัดเลือกบาซิลลัสท่ีมีประสิทธิภาพในการสร าง γ-polyglutamic acid (γ-PGA) จากตัวอย9างใน
สิ่งแวดล อมมาทําให บริสุทธิ์ และพิสูจน�เอกลักษณ�ด วยสมบัติทางชีวเคมี และ Phylogenetic 
analysis 

2. เปรียบเทียบโครงสร างของ PGA ท่ีสร างจากบาซิลลัสแต9ละสายพันธุ�ท่ีแยกได  
3. ศึกษาต นทุนการผลิต PGA ในระดับห องปฏิบัติการเพ่ือพัฒนาสู9การผลิตในระดับอุตสหกรรมอาหาร

สัตว� และผลิตภัณฑ�เสริมสุขภาพสัตว�ในอนาคต แทนการใช สารเร9งปฏิชีวนะเพ่ือลดต นทุนการผลิต
และการกีดกันทางการค า 
 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

1. การเก็บตัวอย9างและการแยกแบคทีเรียท่ีสร าง gamma-polyglutamic acid (PGA)  

ระยะเวลาดําเนินงานประมาณ 3-5 เดือนแรกของระยะเวลาท้ังหมด ทําการเก็บตัวอย9างได แก9 ดิน 
น้ําเค็ม น้ําจืด น้ําท้ิง มูลสัตว� ดอกไม  และใบไม ประมาณ 300 ตัวอย9าง มาทําการคัดแยกแบคทีเรียในจีนัส
บาซิลลัสซ่ึงเป�นกลุ9มท่ีมีประสิทธิภาพในการสร าง PGA คาดว9าน9าจะคัดแยกบาซิลลัส (และแบคทีเรียอ่ืนๆ 
ด วย) ประมาณ 300-500 ตัวอย9าง (isolate) และมีโอกาสเป�นไปได ท่ีจะพบบาซิลลัสสายพันธุ�ใหม9 (new 
specie) อีกด วย 

2. การพิสูจน�เอกลักษณ�ของแบคทีเรีย 

เม่ือแยกแบคทีเรียท่ีสร าง PGA ให บริสุทธิ์ได แล ว จึงนําแบคทีเรียเหล9านั้นมาศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี เพ่ือใช จัดจําแนกในระดับจีนัสและสป,ชีส� ร9วมกับใช วิธีทางโมเลกุลลาร�ซ่ึงได แก9 การหาลําดับเบสของ 
16S rDNA ยีน rpoB และ fus รวมถึงการสร าง Phylogenetic tree ด วย วิธีการพิสูจน�เอกลักษณ�ดังกล9าวทํา
ให สามารถระบุสป,ชีส�ของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการสร าง PGA ท่ีคัดแยกได  และหากพบว9ามีโอกาส
เป�นสป,ชีส�ใหม9 จะทําการทดลองเพ่ิมเติมด วยการทดสอบทางชีวเคมีและโมเลกุลลาร� เพ่ือทําการพิสูจน�ยืนยัน
ว9าเป�นแบคทีเรียสป,ชีส�ใหม9 เพ่ือให สามารถตีพิมพ�ลงวารสารระดับชาติ หรือนานาชาติได  

3. การศึกษาโครงสร างของ PGA 

วิเคราะห�โครงสร างของ PGA ท่ีสร างจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได ในงานวิจัยนี้เปรียบเทียบกับ PGA ท่ี
สร างได จากแบคทีเรียมาตรฐานได แก9 B. subtilis NBRC 16449, B. mojavensis NBRC 15718,              
B. amyloliquefaciens NBRC 15535, B .licheniformis NBRC 12170 และ B. pumilus NBRC 12094 ท่ี

รายงานว9าเป�นแบคทีเรียท่ีสร าง PGA ในจีนัสบาซิลลัส โดยย9อย PGA ด วยเอนไซม� YwtD (γ-glutamyl 

hydrolase) และเอนไซม� γ-glutamyl hydrolase (GGH) 
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บทท่ี 2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข อง 

 

γ-polyglutamic acid (γ-PGA) คือโพลิเมอร�ของกรดอะมิโนกลูตามิกท่ีเชื่อมต9อกันด วยพันธะ         

γ-glutamyl (รูปท่ี 1) ค นพบครั้งแรกว9าเป�นองค�ประกอบท่ีแคปซูลของ B. anthracis (Ivanovics and 
Erdos, 1937) ต9อมาแยกได ในสารละลายท่ีเลี้ยง B. subtilis ท่ีกรองเอาเซลล�แบคทีเรียออกแล ว (Bovarnick,- 
1942; Thorne et al., 1954) และเม่ือเร็วๆ นี้ มีรายงานการแยกแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ได แก9           
B. amyloliquefaciens, B. licheniformis และ B. pumilus จากถ่ัวหมักท่ีเก็บจากประเทศไทย จีน เกาหลี-
ใต  อินเดีย เนปาล และดินท่ีเก็บจากประเทศญ่ีปุ|น ท่ีมีประสิทธิภาพในการสร าง PGA ระหว9าง 0.4 มก./มล. 
ถึง 7.5 มก./มล. (Meerak et al., 2007 และ 2008) นอกเหนือจากแบคทีเรียจีนัส Bacillus ยังมีแบคทีเรีย
อ่ืนๆ เช9น Natromococcus occultus (Hezayen et al., 1997), Sporosarcina halophila, 

Planococcus halophila, Natrialba aegyptiaca (Hezayen et al., 2001) และ Hydra (Waber,- 
1990) ท่ีสร าง PGA ด วยเช9นกัน แบคทีเรียสร าง PGA เพ่ือทําหน าท่ีแตกต9างกันข้ึนกับสภาวะแวดล อมท่ี
แบคทีเรียอาศัยอยู9 เช9น B. anthracis สร าง PGA และสะสมไว ท่ีแคปซูลเพ่ือทําหน าท่ีปfองกันกลไกการทําลาย
สิ่งแปลกปลอมจากระบบภูมิคุ มกันของโฮส แบคทีเรียชอบเค็มหลั่ง PGA มานอกเซลล�เพ่ือปfองกันภาวะท่ีมี
ความเข มข นของเกลือสูงในระหว9างท่ีมีการเจริญเติบโตเป�นต น 

กระบวนการสังเคราะห� PGA ในแบคทีเรียแบ9งได เป�น 2 ประเภทตามความต องการกรดอะมิโนกลูตา
มิก จากภายนอกเซลล�ได แก9 กระบวนการสังเคราะห� PGA แบบ de novo PGA-production ซ่ึงเป�นการ
สังเคราะห� PGA โดยแบคทีเรียไม9ต องนํากรดอะมิโนกลูตามิกจากภายนอกเซลล�เข ามาป�นสารต้ังต น แบคทีเรีย
ท่ีสร าง PGA ด วยวิธีนี้ ได แก9 B. subtilis 5E (Sawa et al., 1971), B. licheniformis A35 (Cheng et al.,- 
1989) และ B. subtilis TAM-5 (Ito et al., 1971) ในทางตรงข ามแบคทีเรียท่ีสร าง PGA โดยต องการกรด 
อะมิโนกลูตามิกจากภายนอกเซลล�เข ามาเป�นสารต้ังต นได แก9 B. subtilis IFO 3335 (Kunioka and Goto,- 
1954) และ B. subtilis MR-141 (Ogawa et al., 1997) โดย B. subtilis MR-141 สร าง PGA ได            
35 มก./มล. ท่ีภาวะท่ีเหมาะสม (Ogawa et al., 1997) 

 

 

 

 

รูปท่ี1 โครงสร างของ γ-(D-/L-) polyglutamic acid (γ-PGA) 
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 Troy et al. (1973 และ 1979) พบว9าเอนไซม�ท่ีอยู9บนเยื่อหุ มเซลล�ของ B. licheniformis เก่ียวข อง
กับการเร9งปฏิกิริยาการเปลี่ยนรูปไอโซเมอร� (recemization) จาก L-glutamic acid เป�น D-glutamic acid 
และยังทําให เกิดสายโพลิเมอร� (polymerization) ของ D-glutamic acid เป�นโมเลกุล PGA แต9ขณะนั้นยังไม9
สามารถทําเอนไซม�ดังกล9าวให บริสุทธิ์ได  ต9อมา Makino et al (1987, 1988 และ 1989) รายงานว9า กลุ9มยีน 
capBCA สังเคราะห�เอนไซม�หลายชนิดท่ีเก่ียวข องกับการสร าง PGA ท่ีเป�นองค�ประกอบของแคปซูลของ      
B. anthracis แต9ไม9สามารถระบุหน าท่ีเอนไซม�แต9ละชนิดได  แต9หลังจากมีการรายงานลําดับเบสของจีโนมของ 
B. subtilis 168 จึงพบว9า ยีน ywsC และกลุ9มยีน ywtABC มีลําดับเบสความคล ายคลึงกับ capBCA อย9าง
มาก (Presecan et al., 1997) จึงคาดว9ากลุ9มยีนท้ังสองเก่ียวข องกับการสังเคราะห�เอนไซม�ในกระบวนการ
สังเคราะห� PGA ในแบคทีเรียดังกล9าว แต9หน าท่ีของยีนแต9ละตัวต9อกระบวนการสร าง PGA ไม9สามารถระบุได 
ชัดเจนในขณะนั้น (Ashiuchi et al., 1999) จนกระท่ัง Urushibata et al. (2002) โคลนยีน ywsC และกลุ9ม
ยีน ywtABC ของ B. subtilis IFO 16449 และระบุว9าเอนไซม� YwsC ซ่ึงประกอบด วยหน9วยย9อย 2 ส9วนคือ 
ขนาด 44 kDa และ 33 kDa โดย YwsC เร9งกระบวนการสังเคราะห� PGA เม่ือใช สารต้ังต นเป�น L-glutamic 

acid และเติม ATP กับ Mn2+ จึงเรียก YwsC ว9า poly-γ-glutamate synthetase ในขณะท่ีเอนไซม� YwtA 
ทําหน าท่ีนําโมเลกุลของ PGA ไปท่ีเยื่อหุ มเซลล�ของ B. subtilis (Urushibata et al., 2002) 

 PGA เป�นโพลิเมอร�ท่ีละลายน้ําและย9อยสลายได ตามธรรมชาติไม9เป�นพิษต9อมนุษย�และสิ่งแวดล อม จึง
เป�นข อได เปรียบกว9าโพลิเมอร�สังเคราะห�ท่ีจะนํามาประยุกต�ใช ในอุตสาหกรรม เช9น ใช ดูดซับแคลเซียมและน้ํา 
(hydrogel) ในอุตสาหกรรมอาหาร (Tanimoto et al., 1998) ใช เป�น moisturizer และ emulsion 
stabilizer ในอุตสาหกรรมเครื่องสําอาง (Li et al., 1999; Park et al., 2001) ใช ผสมกับสารประกอบ ester 
เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ9นและแข็งแรงในการทําพลาสติกทนร อน (thermoplastic) (Giannos et al., 1990; 
Kubota et al., 1992) ใช ผสมในอาหารเลี้ยงสัตว�เพ่ือเพ่ิมการดูดซึมแร9ธาตุในลําไส  (Tanimoto et al., 
2000) เป�นต น นอกจากนี้มีรายงานแสดงการประยุกต�ใช  PGA เป�นสารเคลือบยาเพ่ือเป�นพาหนะนํายาเข าสู9
อวัยวะเปfาหมาย (nano capsule drug carrier) ปfองกันยาไม9ให ถูกทําลายด วยเอนไซม�ในกระเพาะอาหาร 
และยังมีรายงานการใช  PGA เป�นองค�ประกอบของวัคซีนปfองกันโรคไข หวัดใหญ9 (Influenza) (Okamoto et 

al., 2007) รวมถึงใช ตกตะกอนโลหะหนักเพ่ือบําบัดน้ําท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมได อีกด วย (Gutcho, 1977; 
Nakamura et al.,1976) 
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บทท่ี 3 วิธีวิจัย 

3.1 การเก็บตัวอย�างและการแยกแบคทีเรียให บริสุทธิ์ 

3.1.1 การเก็บตัวอย�าง 

 เก็บตัวอย9างดิน น้ํา โคลน และอาหารหมัก จากแหล9งต9างๆ ในประเทศไทย จํานวน 50 ตัวอย9าง โดย
ตัวอย9างดิน น้ํา และโคลน ทําการเก็บตัวอย9างในภาชนะปลอดเชื้อ จากนั้นนํากลับมาวิเคราะห�ใน
ห องปฏิบัติการ 

3.1.2 การแยกแบคทีเรียให บริสุทธิ์ 

 นําตัวอย9าง 1 กรัม ละลายในสารละลาย Sodium Chloride เข มข น 0.85% ปริมาตร 99 มิลลิลิตร 
แล วทําการเจือจางท่ีเหมาะสมแบบ 10 เท9า (10-fold dilution) แล วนํามาบ9มท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เป�นเวลา 20 นาที เพ่ือทําลายเซลล�แบคทีเรีย และเหลือเพียงสปอร�ของแบคทีเรียเท9านั้นท่ียังสามารถเจริญได  
จากนั้นนําสารละลายตัวอย9างปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หยดและเกลี่ยให ท่ัวบนผิวหน าอาหารแข็ง NA (Nutrient 
Agar) ด วยแท9งแก วปราศจากเชื้อ บ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะแตกต9างกันจากจานเพาะเชื้อท่ีมีการกระจายกันอย9างชัดเจนของโคโลนีแบคทีเรีย
มาขีดบนอาหารแข็ง NA ท่ีเตรียมใหม9 และบ9มท่ีอุณหภูมิเดียวกันกับข างต น เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง เพ่ือให ได 
แบคทีเรียบริสุทธิ์ เก็บแบคทีเรียท่ีแยกให บริสุทธิ์แล วท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือทําการทดสอบต9อไป 
ตัวอย9างกะป� ทําการคัดเลือกแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NA ท่ีมีส9วนผสมของกะป� 5 % เพ่ือช9วยรักษาสภาวะ
ความเค็ม ในการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีชอบเค็ม จากนั้นจึงนํามาทําการคัดเลือกแบคทีเรียให บริสุทธิ์ต9อไป     
บนอาหารแข็ง NA ปกติ ท่ีเตรียมใหม9 

3.1.3 การทดสอบทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีเบ้ืองต นของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  

 ทําการศึกษาด านสัณฐานวิทยาโดยการสังเกตลักษณะโคโลนี การย อมแกรม การตรวจดูรูปร9างและ
การจัดเรียงตัวของเซลล�แบคทีเรียภายใต กล องจุลทรรศน� และทดสอบสมบัติทางชีวเคมีเบ้ืองต นด วยการ
ทดสอบเอนไซม�คะตะเลส  

  3.1.3.1 การย อมแกรม (Gram’s Stain) 

  นําเชื้อมาเกลี่ย (smear) บางๆ ลงบนสไลด� แล วท้ิงไว ให แห ง จากนั้นทําการตรึงแบคทีเรียให 
ยึดติดกับสไลด� (fixed) โดยการผ9านเปลวไฟ แล วหยด Crystal violet ให ท9วม วางท้ิงไว  1 นาที ล างออกด วย
น้ําประปาประมาณ 2 วินาที หยด Iodine solution ท้ิงไว  1 นาที ทําการล างสี (decolorized) ด วย 95 % 
แอลกอฮอล� 30 วินาที จากนั้นล างออกด วยน้ํากลั่นแล วหยดสี Safanin solution ท้ิงไว ประมาณ   1 นาที ล าง
ด วยน้ําประปา ต้ังท้ิงไว ให แห ง นําไปส9องดูภายใต กล องจุลทรรศน� (light microscope) ท่ีกําลังขยาย 100x  
ผลการทดสอบคือ แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม9วง แบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดง 
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  3.1.3.2 วิธีการทดสอบเอนไซม$คะตะเลส (Catalase Test) 

  เพ่ือจําแนกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม�คะตะเลส ท่ีจะย9อยสลายไฮโดรเจนเปอร�ออกไซด�
ให แตกตัวได เป�นก�าซออกซิเจนและน้ํา ทดสอบโดยใช ลูปเข่ียเชื้อจากโคโลนี มาแตะลงบนสไลด�ท่ีสะอาดแล ว
หยด 3 % ไฮโดรเจนเปอร�ออกไซด�ลงบนเชื้อท่ีอยู9บนสไลด� ถ าเกิดฟองก�าซข้ึนในทันทีแสดงว9าให ผลบวก แต9ถ า
หากไม9มีฟองก�าซเกิดข้ึน ให ผลเป�นลบ 

3.1.4 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถสร าง γ-PGA (Mucoid Colony Production) 

 นําเชื้อบริสุทธิ์ท่ีแยกได มาขีดลงบนอาหารแข็ง LB (Luria-Bertani) agar ซ่ึงประกอบด วย           
1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 1% NaCl และ 1.5% Agar จากนั้นบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป�นเวลา 24 ชั่วโมง คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีเยิ้ม สร างสารเมือก ซ่ึงบ9งชี้ถึงลักษณะการสร าง     

γ-PGA 

3.1.5 การทดสอบความสามารถในการสร าง  crude γ-PGA 

 นําโคโลนีเด่ียว ท่ีได จากการแยกบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง LB ทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด LB 
(1% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 1% NaCl) เขย9าท่ีความเร็ว 200 รอบต9อนาที ในสภาวะท่ีมีอากาศ ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียมาถ9ายลงในอาหาร PGA 
production medium, pH 7.5 (2% glucose, 2% sodium L-glutamate, 1% (NH4)2SO4, 0.1% 
Na2HPO4, 0.1% KH2PO4, 0.05% MgSO4.7H2O, 0.002% MnCl2.4H2O, 0.005% FeCl3.7H2O และ    
0.5 µg/ml Biotin) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาส�กขนาด 250 มิลลิลิตร ใช เชื้อเริ่มต น 1% นําไปเลี้ยงใน
สภาวะท่ีมีอากาศ เขย9าด วยความเร็ว 200 รอบต9อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 96 ชั่วโมง เม่ือ
ครบเวลา นํา เชื้อแบคทีเรียมาปo�นเหวี่ยงเ พ่ือแยกตะกอนเซลล�  ท่ีความเร็วรอบ 5,000 g อุณหภู มิ                 

4 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส9วนใสมาทําการตกตะกอน crude γ-PGA ด วย Cold-
absolute ethanol ปริมาตร 2 เท9าของสารละลาย ต้ังท้ิงไว ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสข ามคืน เพ่ือให เกิด
การตกตะกอนอย9างสมบูรณ� จากนั้นจึงนําไปปo�นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป�นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายส9วนใสท้ิง ตะกอนของ crude γ-PGA นํามาทําการ dialyze ด วยน้ําท่ี
ปราศจากอิออน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง ทําการตกตะกอนอีกครั้งด วย Cold- 
absolute ethanol ปo�นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 15 นาที ดูด
สารละลายส9วนใสท้ิง ตะกอนท่ีได นําไประเหยแอลกอฮอล�ออก ชั่งน้ําหนักแห งของ crude PGA ท่ีแบคทีเรีย
สร างข้ึน เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือนําไปวิเคราะห�ต9อไป 
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3.1.6 การวิเคราะห$โพลิเมอร$ของ PGA ท่ีผลิตได จากแบคทีเรีย 

นําตะกอน PGA มาละลายในน้ํากลั่น แล วทําการย9อย (Hydrolyzed) ด วย 6N HCl ปริมาตรเท9ากัน 
ให ความร อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16 ชั่วโมง PGA ท่ีผ9านการย9อยแล วนํามาทําให เป�นกลาง 
(neutralized) ด วย 6M NaOH จากนั้นวิเคราะห�ด วยวิธี Thin-Layer Chromatography (TLC) ด วยตัวทํา
ละลาย n-butanol-acetic acid-water ในอัตราส9วน 3:1:1 โดยทําการหยด (spot) ตัวอย9างลงบนแผ9นซิลิกา 
จากนั้นท้ิงให แห งแล วทําการแยกด วยตัวทําละลายข างต น เม่ือตัวทําละลายเคลื่อนท่ีข้ึนไปถึงด านบนของแผ9นซิ
ลิกา นําแผ9นซิลิกาออกจากแทงค�ตัวทําละลาย ท้ิงให แห ง แล วทําการสเปรย�ด วยสารละลายนินไฮดริน      
ความเข มข น 0.2% ในตัวทําละลายอะซีโตน โดยทําการอุ9นแผ9นซิลิกาบนฮอทเพลท เพ่ือสังเกตสีของ    
กรดอะมิโนท่ีเกิดข้ึน 

3.1.7 SDS-PAGE ของ crude γ-PGA ท่ีผลิตได จากแบคทีเรียท่ีแยกได  

  3.1.7.1 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

 SDS-PAGE ตามวิธีของ Laemmli (1970) โดยใช  mini slab gel ขนาด 10x12 เซนติเมตร       
หนา 0.75 มิลลิเมตร ประกอบด วยเจล 2 ส9วนคือ เจลส9วนบน (stacking gel) มีความสูงประมาณ              
3 เซนติเมตร และเจลส9วนล9าง (separating gel) มีความสูงประมาณ 6 เซนติเมตร ทําการเตรียม     
separating gel ท่ีมีความเข มข นของอคริลาไมด� 12% โดยมีส9วนประกอบดังตาราง เม่ือทําการเตรียมเจลแล ว
ทําการเตรียมตัวอย9างโดยผสมสารละลายตัวอย9างกับ Sample buffer (Bio-Rad) ซ่ึงประกอบด วย 0.5M- 
Tris-HCl, pH 6.8, Glycerol, 10% (w/v) SDS, 0.1% (w/v) Bromophenol blue และ                    
5% β-mercaptoethanol จากนั้นให ความร อนท่ี 100 องศาเซลเซียสเป�นเวลาประมาณ 5 นาที  

Solution 12% Separating Gel (1 gel) 5% Stacking gel (2 gel) 

40% Acrylamide 1,200 µl 250 µl 

1.5M Tris, pH 8.8 1,000 µl - 

0.5M Tris, pH 6.8 - 500 µl 

10% SDS 40 µl 10 µl 

10% Ammonium persulfate 20 µl 5 µl 

TEMED 2 µl 1 µl 

Distilled water 1,738 µl 1,234 µl 
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3.1.7.2 Electrophoresis 

  นําสารละลายตัวอย9างท่ีเตรียมเสร็จแล วใส9ในช9องด านบน (well) ปริมาตร 10 ไมโครลิตรต9อ
ช9อง จากนั้นทําอิเลคโตรโฟลิซิส ในบัฟเฟอร�ท่ีประกอบด วย 0.025 M Tris-HCl, 0.192 M Glycine,       
0.1% SDS, pH 8.3 ผ9านกระแสไฟฟfาคงท่ี ท่ี 150 โวลต� เป�นเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง หรือจนกว9าสี 
Bromophenol blue เคลื่อนท่ีไปจนสุดขอบล9างของเจล จึงป�ดกระแสไฟฟfา แล วนําเจลไปย อมสีต9อไป 

  3.1.7.3 Methylene blue staining 

  ย อมสี γ-PGA ด วย 3% Methylene blue ใน Acetic acid โดยหลังจากทําอิเลคโตรโฟลิ
ซิสแล ว ล างเจลด วยน้ํากลั่น 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นแช9เจลในสารละลาย Methylene blue นาน 30 

นาที ล างเจลด วยน้ํากลั่น จนกระท่ังพ้ืนหลังสะอาดและสังเกตเห็นแถบ γ-PGA ชัดเจน  

3.1.8 การพิสูจน$เอกลักษณ$ของแบคทีเรียด วยลําดับเบสของ 16S rDNA 

  3.1.8.1 การเพ่ิมจํานวนดีเอนเอท่ีบริเวณ 16S rDNA 

  นําโคโลนีเด่ียวๆ ท่ีได จากการแยกบริสุทธิ์ มาทําการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด LB เขย9าท่ี
ความเร็ว 200 รอบต9อนาที ในสภาวะท่ีมีอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง นําเชื้อ
แบคทีเรียไปปo�นท่ีความเร็วรอบ 5,000g แล วดูดสารละลายส9วนใสท้ิง จากนั้นทําการสกัดแยก genomic DNA 
ด วยชุดสกัด gDNA (QAIGEN kit) gDNA ท่ีสกัดได  เพ่ิมปริมาณดีเอนเอท่ีบริเวณ 16s rDNA ด วยวธิ ี
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช ดีเอนเอไพรเมอร� 9F (5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 
1510R (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) ภายใต สภาวะดังต9อไปนี้ 

 สภาวะของการเพ่ิมจํานวนดีเอนเอ ด วย Polymerase Chain Reaction (PCR) 

  Hot start:  94 °C  10 minutes  

  PCR 30 cycle:  94 °C 1  minute 55 °C  1  minute 72 °C  2  minutes 

  Heat:  72 °C  7  minutes 

  Keep:  4 °C      α 

ผลิตภัณฑ�ของ PCR (PCR product) ท่ีได  นํามาทําการตรวจสอบด วยวิธีอิเลคโตรโฟลิซิสบนวุ น (Agarose gel 
Electrophoresis) ท่ี 0.8% agarose ใน 1x TAE บัฟเฟอร� (Tris-acetae-EDTA buffer, pH 8.0) ด วย
กระแสไฟฟfาคงที่ ที ่ 100 โวลต� เป�นเวลา 20 นาที จากนัน้ทําการย อมเจลด วย Syber green dye และตรวจสอบ
ภายใต แสงยูวี ด วยเคร่ือง UV transluminator 
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  3.1.8.2 การวิเคราะห$ลําดับเบสของ 16S rDNA (DNA sequencing) 

  การวิเคราะห�ลําดับเบสของ 16S rDNA ด วย BigDye Terminator v3.1 Cycle 
sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems) โดยใช ดีเอนเอไพรเมอร�คู9เดียวกับข างต น 9F 
(5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1510R (5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) จากนั้นวิเคราะห�
เปรียบเทียบลําดับเบสของ 16S rDNA ท่ีได  (Multiple sequences alignment) ด วยโปรแกรม      
CLUSTAL W version 1.81 (version 1.81: Thompson et al., 1994) 

3.1.9 แผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic Tree) ของ 16S rDNA 

 สร างแผนภาพ Phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของเชื้อท่ีสร างสารโพลีกลูตาเมตท่ีคัดแยกได  
ลําดับเบสขนาดประมาณ 1000 เบส เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ�อ างอิงชนิด type strain ของเชื้อแบคทีเรีย
กลุ9ม Bacillus และ Sporosarcina สป,ชี่ส�ใกล เคียง ท่ีมีในฐานข อมูล Genbank โดยการทําซํ้า 1000 ครั้ง 
ด วยโปรแกรม Clustal X2 และ NJ plot และได ทําการส9งลําดับเบสของเชื้อดังกล9าวเข าเก็บในฐานข อมูล 
NCBI  
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บทท่ี 4 ผลการทดลองและวิจารณ$ผลการทดลอง 

 

การเก็บตัวอย�างและการคัดแยกแบคทีเรียให บริสุทธิ์ 

ทําการเก็บตัวอย9างจากน้ําทะเล น้ําจืด ดิน โคลน และอาหารหมัก เช9น กะป� จากนั้นคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจาก
น้ํา โคลน และดิน โดยกระจายตัวอย9างบนอาหารแข็งชนิด NA (Nutrient Agar) หรือตัวอย9างกะป� กระจายบน
ผิวหน าอาหารแข็งท่ีมีส9วนผสมของกะป� 5% และบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง 
(รูปท่ี 1) จากนั้น คัดแยกแบคทีเรียให บริสุทธิ์โดยขีดบนอาหารแข็งชนิด NA ท่ีเตรียมใหม9จนได แบคทีเรียท่ี
บริสุทธิ์ จากตัวอย9างท้ังสิ้น 50 ตัวอย9าง สามารถคัดแยกแบคทีเรียได  300 ไอโซเลท โดยคัดเลือกจากลักษณะ
โคโลนีท่ีมีเมือก เยิ้ม (รูปท่ี 2) ผลจากการย อมแกรม พบว9าแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  ประกอบด วยท้ังแบคทีเรีย-
แกรมบวก รูปร9างท9อน (Bacilli) (รูปท่ี 4) การทดสอบเบ้ืองต นทางชีวเคมีพบว9า แบคทีเรียท้ังหมดให ผล      
คะตะเลสบวก (รูปท่ี 3) เม่ือขีดบนอาหารแข็งชนิด LB (Luria-Bertani) และบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง แบคทีเรียสามารถสร างสารเมือก ลักษณะโคโลนีเยิ้ม (รูปท่ี 5) ซ่ึงคาดว9าน9าจะเป�น
แบคทีเรียกลุ9ม Bacillus sp. 

การวิเคราะห$ปริมาณ Crude PGA ท่ีสร างจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  

การทดสอบคุณสมบัติในการผลิต PGA ท่ีสร างจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  โดยการวิเคราะห�ด วยวิธี SDS-PAGE 
จากนั้นย อมด วยสี Methylene Blue แบคทีเรียไอโซเลทท่ีสร างเมือกบนอาหารแข็ง LB เลี้ยงในอาหารเหลว 
LB ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24 ชั่วโมง โดยการเขย9าท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต9อนาที จากนั้น
ย ายไปเลี้ยงในอาหารสําหรับผลิต PGA (PGA Production medium) ท่ีมี 2% glucose, 2% L-glutamate 
และ 0.5ug/ml Biotin โดยใช เชื้อเริ่มต น 1% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยการเขย9าท่ีความเร็วรอบ 200 
รอบต9อนาที เป�นเวลา 96 ชั่วโมง จากตัวอย9างแบคทีเรีย 12 ไอโซเลท พบว9าแบคทีเรีย 10 ไอโซเลทสามารถ

ผลิต γ-PGA ได  เม่ือวิเคราะห� crude PGA ท่ีผลิตข้ึนด วยวิธี SDS-PAGE แล วย อมด วยสี Methylene Blue 

ไอโซเลทท่ีสร าง γ-PGA ได  ได แก9 ไอโซเลทต9อไปนี้ BFT1-7, BFT1-28, BFT1-39, KP5-3, SFT1-27, SFT1-
28, STF3-8, KP4.1-7, KP4.2-4, KP4.2-5 (รูปท่ี 6) เม่ือวิเคราะห�การสร างโพลิเมอร�ของ PGA ท่ีผลิตได จาก
แบคทีเรียด วยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC) โดยใช กรดกลูตามิคเป�นสารมาตรฐาน ซ่ึงแบคทีเรีย
ท้ังสิ้น 10 ไอโซเลทท่ีสามารถวิเคราะห�โพลิเมอร�ของ PGA ได  ซ่ึงจะเห็นได ว9าโพลิเมอร�ของ PGA นั้นถูกย9อยไม9
สมบูรณ� (Wang et al., 2008) จากการย9อยด วย 6M HCl ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 16 
ชั่วโมง (รูปท่ี 7) อย9างไรก็ตามปริมาณ crude PGA ท่ีวิเคราะห�ได  สัมพันธ�กับปริมาณ PGA จากผลของ    
SDS-PAGE ซ่ึงความสามารถในการผลิต PGA ตามลําดับจากมากไปหาน อยได แก9 ไอโซเลท BFT1-28,    
BFT1-39, SFT1-27, STF3-8, BFT1-7, KP4.2-5, KP4.1-7, SFT1-28, KP4.2-4 และ KP5-3 ตามลําดับ ส9วน
ไอโซเลทท่ีไม9ผลิต PGA ได แก9 BFT1-16, SFT2-14 และ LK1-1 
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 จากผลการทดลองข างต นแบคทีเรียท่ีทําการคัดแยกนั้น สามารถผลิต γ-PGA ได ปริมาณสูงใกล เคียง

กันหลายๆ ไอโซเลท ดังนั้นต องทําการศึกษาเพ่ิมเติมถึงปoจจัยท่ีส9งผลกระทบต9อการสร าง γ-PGA ยกตัวอย9าง
เช9น สภาวะในการเพาะเลี้ยง อุณหภูมิ ระยะเวลา ความเร็วรอบในการเพาะเลี้ยง ส9วนประกอบของสูตรอาหาร

เพ่ือใช ในการผลิต γ-PGA เช9น pH ความเข มข นของน้ําตาลกลูโคส ความเข มข นของเกลือ ข้ันตอนในการ
ตกตะกอน PGA โดยปoจจัยต9างๆเหล9านี้ อาจนํามาซ่ึงผลกระทบต9อปริมาณและคุณภาพของ PGA ท่ีผลิตได  

การพิสูจน$เอกลักษณ$ของแบคทีเรียโดยการหาลําดับเบสของ 16S rDNA 

จากแผนภูมิวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของ 16S rDNA ของเชื้อท่ีสร างสารโพลีกลูตาเมตท่ีคัดแยกได  
(รูปท่ี 9) 

ลําดับเบสท่ีบริเวณ 16S rDNA ของไอโซเลต C5, Kpa7 และ KP5-3 ขนาดประมาณ 1000 เบส เปรียบเทียบ
กับเชื้อสายพันธุ�อ างอิงชนิด type strain ของเชื้อแบคทีเรียกลุ9ม Bacillus และ Sporosarcina สป,ชี่ส�
ใกล เคียง ท่ีมีในฐานข อมูล Genbank จากการทําซํ้า 1000 ครั้ง ด วยโปรแกรม Clustal X2 และ NJ plot  
พบว9า  ไอโซเลท C5 หมายเลข NCBI access no. JQ7814721 มีค9า identity 99.41% ต9อ Bacillus 

infantis SMC4352-1T (NR043267) 
ไอโซเลท Kpa7 หมายเลข NCBI access no. JQ7814720 มีค9า identity 99.43% ต9อ Bacillus 

thuringiensis IAM12077T (NR043403) 
 ไอโซเลท KP5-3 หมายเลข NCBI access no. JQ794609 มีค9า identity 98.7% ต9อ Sporosarcina 

aquimarina SMC4352-1T (NR025409) ซ่ึง Sporosarcina aquimarina คือเชื้อแบคทีเรียในกลุ9มเดียวกับ 
Bacillus sp. ท่ีแยกได จากน้ําทะเลในแถบประเทศเกาหลี เป�นเชื้อแกรมบวกชนิดใช อากาศ (aerobic or 
facultatively anaerobic) สร างสปอร�ได  รูปร9างเป�นแท9ง โคโลนีสีส มอ9อน จากค9า identity ของ KP5-3 ต9อ 
Sporosarcina aquimarina เท9ากับ 98.7% ซ่ึงมีโอกาสเป�นเชื้อใหม9และเนื่องจากจัดอยู9ในกลุ9มเดียวกับ 
Bacillus sp. ซ่ึงอาจจะมีประโยชน� โดยอาจจะมีสมบัติเป�นโปรไบโอติกได  และถือเป�นการตรวจพบเชื้อชนิดนี้
เป�นครั้งแรกในประเทศไทย ท่ีแยกได จากตัวอย9างกะป� ซ่ึงสอดคล องกับการตรวจพบในน้ําทะเล เนื่องจาก
อาจจะเกิดการปนเปDEอนระหว9างการผลิตกะป� และเนื่องจากโคโลนีมีสีส ม ซ่ึงน9าสนใจในการศึกษาคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีและการประยุกต�ใช ต9อไป 
 
 
 
 
 
 
 



15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 1 ลักษณะแบคทีเรียท่ีทําการคัดเลือกจากตัวอย�าง  

แบคทีเรียท่ีคัดแยกได จากน้ํา และดิน บนอาหารแข็ง NA (Nutrient Agar) หรือแบคทีเรียท่ีแยกได จากกะป� 
บนผิวหน าอาหารแข็งท่ีมีส9วนผสมของกะป� 5% และบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 2 แบคทีเรียบริสุทธิ์ท่ีได จากการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีลักษณะแตกต�างกันจากจานเพาะเช้ือ 

แบคทีเรียท่ีมีการกระจายกันอย9างชัดเจนของโคโลนี โดยนํามาขีดบนอาหารแข็ง NA (Nutrient Ager) ท่ี
เตรียมใหม9 และบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง  
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รูปท่ี 3 ทดสอบเอนไซม�คะตะเลส (Catalase Test) 
แบคทีเรียบริสุทธิ์ท่ีได จากการคัดเลือก นํามาทดสอบเอนไซม�คะตะเลส โดยหยด 3% H2O2 ลงบนแบคทีเรียท่ี
เกลี่ยไว บนแผ9นสไลด� พบว9าแบคทีเรียท่ีเกิดฟองแก�ส ให ผลคะตะเลสบวก 
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รูปท่ี 4 การย อมแกรมของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  
ย อมแกรมและตรวจสอบภายใต กล องจุลทรรศน� (Light microscope) ท่ีกําลังขยาย 100x   
แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม9วง แบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดง 
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รูปท่ี 5 การผลิตสารเมือก (Mucoid colony productions) 
แบคทีเรียบริสุทธิ์ท่ีแยกได นํามาขีดบนอาหารแข็งชนิด LB (Luria-Bertani) และบ9มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส เป�นเวลา 24-48 ชั่วโมง แบคทีเรียท่ีสร าง PGA จะมีการสร างสารเมือก  
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รูปท่ี 6 การวิเคราะห$ PGA ท่ีสร างจากแบคทีเรียท่ีทําการคัดแยกได ด วยวิธี SDS-PAGE  
PGA ท่ีสร างจากแบคทีเรียท่ีคัดแยกได  นํามาวิเคราะห�ด วยวิธี SDS-PAGE จากนั้นย อมด วย Methylene Blue  
M= Media, 1= B. Subtilis, 2= BFT1-7, 3= BFT1-16, 4= BFT1-28, 5= BFT1-39, 6= KP5-3, 7= LK1-1 
8= SFT1-27, 9= SFT1-28, 10= SFT2-14, 11= STF3-8, 12= KP4.1-7, 13= KP4.2-4, 14= KP4.2-5 
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รูปท่ี 7 ผลการวิเคราะห$การสร างโพลิเมอร$ของ PGA จากแบคทีเรีย ด วยวิธี TLC  
 (Thin Layer Chromatography) 
1= L-Glutamic, 2= B. Subtilis, 3= BFT1-7, 4= BFT1-16, 5= BFT1-28, 6= BFT1-39, 7= KP5-3,  
8= SFT1-27, 9= SFT1-28, 10= SFT2-14, 11= STF3-8, 12= KP4.1-7, 13= KP4.2-4, 14= KP4.2-5 
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รูปท่ี 8 รูปแสดงผลิตภัณฑ$ PCR (PCR product) ของดีเอนเอบริเวณ 16S rDNA ของเช้ือท่ีสร าง   
โพลีกลูตาเมตท่ีคัดแยกได   
PCR product ของดีเอนเอท่ีบริเวณ 16S rDNA จากแบคทีเรียท่ีแยกได ท่ีสร าง PGA ซ่ึงทําการย อมด วย 
Syber green จากนั้นตรวจสอบภายใต แสงอัลต าไวโอเลต โดยชิ้นดีเอนเอมีขนาดเท9ากับ 1.5 kb  
M= DNA ladder, 1= BFT1-7, 2= BFT1-16, 3= BFT1-28, 4= BFT1-39, 5= KP5-3, 6= SFT1-27,  
7= SFT1-28 
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รูปท่ี 9 แผนภาพ Phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของเช้ือท่ีสร างสารโพลีกลูตาเมตท่ีคัดแยกได   
ไอโซเลต C5, Kpa7 และ KP5-3 ขนาดประมาณ 1500 เบส เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธ�อ างอิงชนิด type 
strain ของเชื้อแบคทีเรียกลุ9ม Bacillus และ Sporosarcina สป,ชี่ส�ใกล เคียง ท่ีมีในฐานข อมูล Genbank จาก
การทําซํ้า 1000 ครั้ง ด วยโปรแกรม Clustal X2 และ NJ plot  

 

S. ureae DSM 2281
T
 (AF202057)

S. newyorkensis 6062
T
 (GU994085) 

S. antarctica N-05
T
 (EF154512) 

S. globisporus DSM 4
T
 (X68415) 

S. psychrophila IAM 12468
T
 (D16277) 

S.pasteurii NCCB 48021
T
 (HQ676600) 

S. aquimarina SW28
T
 (NR_025049) 

KP5-3 (JQ794609) 

S. saromensis HG645
T
 (NR_041359) 

S. luteola Y1
T 

(AB473560) 

S. thermotolerans CCUG 53480
T
 (FN298445) 

98

S. koreensis F73
T
 (DQ073393) 

S. soli I80
T
 (DQ073394) 

S. contaminans CCUG53915
T
 (FN298444) 

85 

100

91 

B. weihenstephanensis DSM 11821
T
 (NR_024697) 

B. mycoides 273
T
 (NR_036880)

B. cereus ATCC14579
T
 (AF290547) 

KPa7 (JQ814720) 

B. thuringiensis IAM 12077
T
 (NR_043403) 

B. anthracis ATCC14578
T
 (NR_041248) 

99

B. luciferensis LMG 18422
T
 (NR_025511) 

100 

B. subtilis subsp. subtilis DSM 10
T
 (NR_027552) 

94

B. infantis SMC4352-1
T
 (NR_043267)

C5 (JQ814721) 

B. firmus IAM 12464
T
 (NR_025842) 

99

B. foraminis CV53
T
 (NR_042274) 

90

99 

71 

B. novalis LMG 21837
T
 (NR_042168) 

100

0.01

Bacillus spp.  

Sporosarcina spp. 
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ผลการวิเคราะห$ลําดับเบส 

ลําดับเบสของ 16S rDNA จากตัวอย9างแบคทีเรียท่ีทําการแยกได  พบว9าเป�นสายพันธุ�บาซิลลัส (Bacillus spp.) 
และสายพันธุ�สปอร�โรซาซิน9า (Sporosarcina spp.) โดยแสดงหมายเลย Access Number ท่ีได ทําการเสนอ
ลําดับเบสไว ในฐานข อมูล Genbank 

Bacillus sp. KPa7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JQ814720.1 

>gi|386278551|gb|JQ814720.1| Bacillus sp. KPa7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

TGCAGTCGAGCGATGGATAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA

TAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGG

CTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTA

GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC

TTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAG

GGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGAT

GTGAAAGCCCACCGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGCGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAT

GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGG

CGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGG

GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT

CCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA

ATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC

AACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC 

 

Bacillus sp. C5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
GenBank: JQ814721.1 

>gi|386278552|gb|JQ814721.1| Bacillus sp. C5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

TACATGCAAGTCGAGCGGACGGATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC

TGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATGCATTTCCCCTCATGGGGATATGCTGAAA

GATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT

GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG

GAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTG

TCAGGGAAGAACAAGTGCCGGAGTAACTGCCGGCACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTC

TGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT

TCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGC

TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA

GAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG

ACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC

CTGTCG 
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Sporosarcina sp. KP5-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

GenBank: JQ794609.1 

>gi|387281850|gb|JQ794609.1| Sporosarcina sp. KP5-3 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 

TGCAGTCGAGCGGATCAATGGGAGCTTGCTCCCGGCGATCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCT

GCAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTCCGCATGGAGGAACTCTGAAAGACGG

TTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATGCGT

AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT

CTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGA

GGGAAGAACACGTACGGGAGTCACTGCCCGTACCTTGACGGTACCTCGTCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGA

TGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGAATTCC

ACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA

GGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG

GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG

GAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGAC

ATCCCGCTGACCGGCATGGAGACATGCCTTCCCCTTCGGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT

GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAATCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGT

GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC

TACAATGGACGGTACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAAACCGTTCCCAGTTCGGATTGCAGG

CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGT

ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTA 
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บทท่ี 5 สรุป วิจารณ$ และข อเสนอแนะ 

 ผลการวิจัยนี้สามารถแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถผลิต γ-PGA จากตัวอย9างน้ํา ดิน และอาหาร-
หมัก เช9น กะป� จากท้ังสิ้น 50 ตัวอย9าง จํานวน 300 ไอโซเลท โดยแยกเชื้อแบคทีเรียดังกล9าวจนได แบคทีเรียท่ี
บริสุทธิ์ ซ่ึงแบคทีเรียท่ีคัดแยกได เป�นแบคทีเรียแกรมบวก รูปท9อน ซ่ึงพบท้ังลักษณะท9อนสั้นและท9อนยาว 

ให ผลการทดสอบคะตะเลสเป�นบวก ซ่ึงคาดว9าจะเป�นแบคทีเรียกลุ9ม Bacillus sp.  วิเคราะห�การผลิต γ-PGA 
ด วยอาหาร PGA production medium ซ่ึงประกอบด วย  2% glucose, 2% L-glutamate และ  
0.5µg/ml Biotin พบว9า 10 ไอโซเลท สามารถผลิต PGA ได ในปริมาณสูง เป�นโพลิเมอร�สายยาว  นอกจากนี้ 
ยังทําการพิสูจน�เอกลักษณ�ของแบคทีเรีย โดยวิธีการหาลําดับเบสของ 16S rDNA พบแบคทีเรียสายพันธุ� 
Bacillus จํานวน 2 สายพันธุ� ได แก9 Bacillus infantis และ Bacillus thruringiensis และจากการสร าง
แผนภาพ Phylogenetic tree ของ 16S rDNA ของเชื้อท่ีสร างสารโพลีกลูตามิกท่ีคัดแยกได  ไอโซเลต C5, 
Kpa7 และ KP5-3 ขนาดประมาณ 1500 เบส เปรียบเทียบกับเชื้อสายพันธุ�อ างอิงชนิด type strain ของเชื้อ
แบคทีเรียกลุ9ม Bacillus และ Sporosarcina สป,ชี่ส�ใกล เคียง ท่ีมีในฐานข อมูล Genbank จากการทําซํ้า 
1000 ครั้ง ด วยโปรแกรม Clustal X2 และ NJ plot ซ่ึงแบคทีเรีย Sporosarcina aquimarina เป�นสายพันธุ�
ใหม9ซ่ึงเพ่ิงจะถูกค นพบในน้ําทะเลแถบประเทศเกาหลี ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเป�นการค นพบแบคทีเรียดังกล9าวครั้ง
แรกในประเทศไทย แยกได จากตัวอย9างกะป�  
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