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จากการศึกษาอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. 149 สายพันธุ 21 สปชีสโดยโครมาโท- 
กราฟแผนเคลือบบาง สามารถแบง Bacillus sp. ไดเปน 2 กลุมหลัก คือ กลุมที่มี และไมมีอะมิโน
ลิพิดที่ Rf 0.56 โดยทั้ง 2 กลุม พบอะมิโนลิพิดเหมือนกัน 7 ชนิด ไดแก Rf ตําแหนง 0.09,  0.17,  
0.22,  0.28, 0.38,  0.48 และ 0.75   Bacillus sp. ที่มีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.56 มีทั้งหมด 12 สปชีส 
ไดแก B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. subtilis, B. mojavensis, B. atrophaeus,   
B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. firmus, B. circulans และ   
B. sporothermodurans  สวน Bacillus sp. ที่ไมมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.56 มีทั้งหมด 9 สปชีส 
ไดแก B. megaterium, B. flexus, B. simplex, B. badius, B. marisflavi, Brevibacillus choshinensis, 
Paenibacillus polymyxa, B. fusiformis และ B. sphaericus แมวา Brevibacillus choshinensis และ 
Paenibacillus polymyxa จะไมมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.56 ก็ตาม แตทั้งสองสปชีสนี้แตกตางจาก
กลุม B. megaterium และกลุม  B. sphaericus เนื่องจากมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.60 และ 0.65 
เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ยังพบวาอะมิโนลิพิดที่พบในสกุล Bacillus sp. แตกตางจากที่พบในแบคทีเรีย
แกรมบวกสกุล Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Sarcina sp. และ Corynebacterium sp. 
เนื่องจากไมพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.75 ขณะที่เมื่อเทียบกับแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli, 
Enterobacter aerogenes, Erwinia carotovora และ Burkholdaria cepacia พบความแตกตาง
ชัดเจน เนื่องจากมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.75 ขนาดใหญชัดเจนกวาที่พบใน Bacillus sp. และสวน
ใหญพบอะมิโนลิพิดในตําแหนงสูงกวา Rf 0.50 ดังนั้นจึงสามารถใชอะมิโนลิพิดเปนเกณฑในการ
แยกความแตกตางของแบคทีเรียสกุล Bacillus กับแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบสกุลอ่ืนได 
และพบวามีเพียงอะมิโนลิพิดที่คาRf 0.75 เทานั้นที่ เปนฟอสโฟลิพิด และเปน phosphatidyl 
ethanolamine (PE) ซ่ึงพบไดทั่วไปในแบคทีเรียแกรมลบแตพบนอยมากในแบคทีเรียแกรมบวก 
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One hundred and forty-nine strains of 21 species of Bacillus sp. were divided into 2 
main groups based on amino-lipid analysis using TLC technique. One group possessed amino-
lipid of Rf 0.56 spot while the other group did not. Amino-lipid spots at Rf 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 
0.38, 0.48 and 0.75 were commonly found in both groups. Group of possessed amino-lipid at Rf 

0.56 consist of 12 species were B. cereus, B. mycoides, B. thuringiensis, B. subtilis,   
B. mojavensis, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. firmus,   
B. circulans and B. sporothermodurans. The group of Bacillus sp. which not found amino-lipid 
of Rf 0.56 spot consist of 9 species were B. megaterium, B. flexus, B. simplex, B. badius,   
B. marisflavi, Brevibacillus choshinensis, Paenibacillus polymyxa, B. fusifomis and   
B. sphaericus. Even if Brevibacillus choshinensis and Paenibacillus polymyxa are not found of 
Rf 0.56 spot but they were different from those group because they were appeared of Rf 0.60 and 
0.65 spot. In addition, amino-lipid patterns of Bacillus strains used in this study were clearly 
distinguished from other genera of Gram positive bacteria tested, i.e. Staphylococcus sp., 
Sarcina sp., Micrococcus sp. and Corynebacterium glutanicum according to the disappearance 
of Rf 0.75 spot in those groups. In contrast, all Gram negative bacteria tested, i.e. E. coli, 
Enterobacter aerogenes, Erwinia carotovora and Burkholdaria cepacia possessed Rf 0.75 spot 
which was clearly shown as a larger spot than Bacillus sp.. Spot at Rf 0.75 was determined as 
phosphatidyl ethanolamine which is one kind of commonly phospholipids found in Gram 
negative bacteria but rarely found in Gram positive bacteria. 
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ข9 คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus pumilus  110 
ข10 คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus licheniformis  111 
ข11 คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus atrophaeus  112 
ข12  คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus กลุม IB  113 
ข13 คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus กลุม II 114 
ข14 คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรรีวิทยาของ Bacillus sp. กลุม III 115 

   
   
   
   
   
   
   
   
   



 (4) 

สารบัญภาพ 

 
 ภาพที ่
 

หนา 

1 สูตรโครงสรางของ Serratamic acid หรือ hydroxydecanoeyl serine 13 
2 สูตรโครงสรางของ Cerilipin 13 
3 แสดงสวนของฟอสโฟลิพิดไบเลเยอรของเซลลแบคทีเรีย 14 
4 ชนิดและโครงสรางของฟอสโฟลิพิดที่มีหมูอะมิโน 

ก. แสดงโครงสรางทางเคมีของ phosphatidyl ethanolamine 
ข. แสดงโครงสรางทางเคมีของ phosphatidyl serine 16 

5 การวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางเพื่อวิเคราะหหาคา Rf 32 
6 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium ATCC 

14581T,  lane 2: B. megaterium DSM 3228,  lane 3: B. megaterium DMKU 
78100, lane 4: B. megaterium KORP16,  lane 5: B. megaterium C411 และ lane 
6: B. megaterium T2RP13 35 

7 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. simplex และ B. flexus เปรียบเทียบกับ   
B. megaterium ; lane 1: B. megaterium ATCC 14581T, lane 2: B. flexus DSM 
1320 T และ lane 3: B. simplex DSM 1321T  36 

8 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. cereus, lane 1; B. cereus DMKU Bc.33, lane 2;   
B. cereus DMKU Bc.34, lane 3; B. cereus DMKU Bc.51.9, lane 4; B. cereus 
DMKU Bc.52.1, lane 5; B. cereus DMKU Bc.52.6 และ lane 6; B. cereus DMKU 
Bc.53.5   37 

9 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis เปรียบเทียบกับ B. megaterium, lane 
1;B. thuringiensis JC397, lane 2; B. thuringiensis JC421, lane 3; B. thuringiensis 
Fong 182, lane 4; B. thuringiensis Fong 183, lane 5; B. thuringiensis F-72 และ 
lane 6; B. megaterium ATCC 14581T   38 

10 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. mycoides DKMU C3 เปรียบเทียบกับ   
B. thuringiensis, lane 1; B. thuringiensis JC397 และ lane 2; B. mycoides DMKU 
C3  38 

 



 (5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่
 

หนา

11 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis, lane 1; B. subtilis ATCC 6051T, lane 
2; B. subtilis ATCC 6051T, lane 3; B. subtilis DMKU A3, lane 4; B. subtilis 
DMKU A5, lane 5; B. subtilis DMKU A7 (2) และ lane 6; B. subtilis DMKU 
HA3 40 

12 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. atrophaeus, lane 1; B. atrophaeus DSM 
5151T, lane 2; B. atrophaeus DMKU HA2, lane 3; B. atrophaeus DMKU 
HA7, lane 4; B. atrophaeus DMKU HA9, lane 5; B. atrophaeus DMKU 
HA10 และ lane 6; B. atrophaeus DMKU HA11           41 

13 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens, lane 1;  
B. amyloliquefaciens ekos1, lane 2; B. amyloliquefaciens ekos2, lane 3;             
B. amyloliquefaciens DMKU HA1, lane 4; B. amyloliquefaciens DMKU 
HA4, lane 5; B. amyloliquefaciens DMKU HA6 และ lane 6;                               
B. amyloliquefaciens DMKU HA8 42 

14 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. firmus และ B. mojavensis, lane 1; B. firmus 
K029, lane 2; B. firmus LDD7, lane 3; B. firmus LDD9 และ lane 4;   
B. mojavensis TISTR 1047T 42 

15 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. pumilus, lane 1; B. pumilus ATCC 7061T, lane 
2; B. pumilus KJP1/(8) และ lane 3; B. pumilus DMKU A2 43 

16 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. licheniformis, lane 1; B. licheniformis TISTR 
1109, lane 2; B. licheniformis TISTR 1110, lane 3; B. licheniformis P013, 
lane 4; B. licheniformis P015, lane 5; B. licheniformis P017 และ lane 6; B. 
licheniformis P019         43 

17 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. marisflavi TF-11 (lane 4) เปรียบเทยีบกับ lane 
1: B. megaterium ATCC 14581T, lane 2: B. flexus DSM 1320T และ lane 3:        
B. simplex DSM1321T 44 

 



 (6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่
 

หนา

18 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. badius TE1 (lane 2) เปรียบเทียบกับ                    
B. megaterium ATCC 14581T (lane 1) และ B. marisflavi TF-11 (lane 3) 45 

19 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. circulans JCM 2504 (lane 1 และ 2)  46 
20 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sporothermodurans SB4 (lane 1 และ 2) 47 
21 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Brevibacillus choshinensis TB2 (lane 1 และ 2)  48 
22 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Paenibacillus polymyxa N-10 (lane 1 และ 2) 49 
23 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sphaericus และ B. fusiformis, lane 1;   

B. sphaericus ATCC 14577T, lane 2; B. sphaericus K022 และ lane 3;   
B. fusiformis TISTR 1049 T    50 

24 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก; lane 1; Staphylococcus  
epidermidis, lane 2; Staphylococcus intermidius, lane 3; Staphylococcus 
aureus lane 4; Staphylococcus simulans,  lane 5; Micrococcus sp. และ lane 6; 
Micrococcus luteus  54 

25 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในSarcina lutea (lane 1) เปรยีบเทียบกับ                      
B. megaterium ATCC 14581T (lane 2) และ B. thuringiensis JC397 (lane 3) 55 

26 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Corynebacterium glutamicum (lane 1) 
เปรียบเทียบกบั B. thuringiensis JC397 (lane 2) 55 

27 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ, lane 1; E. coli, lane 2; 
Enterobacter aerogenes 57 

28 รู ป แบบอะมิ โน ลิพิ ดที่ พบ ในแบคที เ รี ย แกรมลบ เปรี ยบ เที ยบกั บ   
B. thuringiensis JC 397, lane 1 และ lane 6; B. thuringiensis JC 397, lane 2; 
Erwinia carotovora 486-4, lane 3; E.  carotovora 493, lane 4; Burkholdaria 
cepacia 343-4 และ lane 5; B. cepacia 356-5  58 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่
 

หนา

29 อะมิโนลิพิดที่สกัดจาก Rf 0.75 ที่พบใน B. megaterium ATCC 14581T (lane 1)  
เปรียบเทียบกบัสารมาตรฐานฟอสโฟลิพิด; phosphatidyl ethanolamine, PE 
(lane 2) 62 

30 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ TB 015 (lane 2) เปรียบเทียบ
กับ B. megaterium ATCC 14581T (lane 1)      63 

31 ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. TB 015 ที่อายุ 48 ชั่วโมง 65 
32 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ No.1-No.4; lane 1;   

B. thuringiensis JC 397, lane 2; สายพันธุ No.1, lane 3; สายพันธุ No.2, lane 4; 
สายพันธุ No.3, lane 5; สายพันธุ No.4 และ lane 6; B. sphaericus ATCC 
14577T 67 

33 ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. ที่อายุ 48 ชั่วโมง; ก-ง แสดง
สายพันธุ No.1-No.4 ตามลําดับ   68 

34 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ N3A (lane 1และ 2) 71 
35 ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N3A ที่อายุ 48 

ชั่วโมง  72 
   

ภาพผนวกที ่
 

ก1 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium DMKU       
OriBa-4-2, lane 2: B. megaterium DMKU OriBa12, lane3: B. megaterium 
DMKU OriBa 14-2, lane 4: B. megaterium DMKU OriBa 15-2 และ lane 5: 
B. megaterium DMKU6482 (2)/2   86 

ก2 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium DMKU       
Oriba-5-2 lane 2: B. megaterium DMKU C1 lane 3: B. megaterium DMKU 
C5, lane 4: B. megaterium DMKU C6 และ lane 5: B. megaterium DMKU C7 86 

 



 (8) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่
 

หนา

ก3 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P001           
lane 2: B. megaterium P002  lane 3: B. megaterium P007 และ lane 4 :                
B. megaterium P008   87 

ก4 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium   
BKRP5,  lane 2: B. megaterium ExIII1,  lane 3: B. megaterium P009,  lane 4 :   
B. megaterium LDD4 และ lane 5: B. megaterium BKRP10 87 

ก5 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P011,          
lane 2: B. megaterium P021 และlane 3: B. megaterium DMKU Oriba-5-1   88 

ก6 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P028           
lane 2: B. megaterium P029  lane 3: B. megaterium K002, lane 4:                       
B. megaterium K003 และ lane 5: B. megaterium K004 88 

ก7 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium K005,          
lane 2: B. megaterium K009, lane 3: B. megaterium K014 และ lane 4:               
B. megaterium K018  89 

ก8 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium K024           
lane 2: B. megaterium DMKU A228 และ lane 3: B. megaterium DMKU 
C216                               89 

ก9 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium C46             
lane 2: B. megaterium KORP17 และlane 3: B. megaterium KORP23 90 

ก10 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium                     
KORP24  lane 2: B. megaterium T1RP13 และ lane 3: B. megaterium DMKU 
1234 (3)/1                         90 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่
 

หนา

ก11 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis JC349, 
lane 2: B. thuringiensis Fong184, lane 3: B. thuringiensis KJP3A, lane 4:           
B. thuringiensis KJP3B, lane 5: B. thuringiensis P006 และ lane 6:                      
B. thuringiensis P010 91 

ก12 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis  
P012, lane 2: B. thuringiensis P023, lane 3: B. thuringiensis P024, lane 4:          
B. thuringiensis P026, lane 5: B. thuringiensis P027 และ lane 6: B. 
thuringiensis P030 91 

ก13 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis  
P031, lane 2: B. thuringiensis KJP4A, lane 3: B. thuringiensis KJP4B และ 
lane 4: B. thuringiensis P033 92 

ก14 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis                 
K006, lane 2: B. thuringiensis K011, lane 3: B. thuringiensis K015 และ lane 
4: B. thuringiensis K026 92 

ก15 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis K031       
lane 2: B. thuringiensis K032 และ lane 3: B. thuringiensis K033 93 

ก16 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1:                               
B. Amyloliquefaciens DSM7T,  lane 2: B. amyloliquefaciens DMKU A6, lane 
3: B. amyloliquefaciens DMKU HB2/3,  lane 4: B. amyloliquefaciens DMKU 
HB3/4 และ lane 5: B. amyloliquefaciens DMKU HB4 93 

ก17 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1:                                   
B. amyloliquefaciens DMKU HB5/7,  lane 2: B. amyloliquefaciens DMKU 
HB7, lane 3:  B. amyloliquefaciens P014,  lane 4: B. amyloliquefaciens P016, 
lane 5: B. amyloliquefaciens P018 และ lane 6: B. amyloliquefaciens K021 94 

   
 



 (10) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

   ภาพที ่
 

หนา

ก18 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1:                                   
B. amyloliquefaciens  K027,  lane 2: B. amyloliquefaciens P020,  lane 3:            
B. amyloliquefaciens K016 และ lane 4: B. amyloliquefaciens K019 94 

ก19 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. licheniformis; lane 1: B. mojavensis                    
TISTR1047T,  lane 2: B. licheniformis K008, lane 3:  B. licheniformis                
K013, lane 4: B. licheniformis K025 และ lane 5: B. licheniformis LDD2 95 

ก20 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis; lane 1: B. subtilis ExIV6,  lane 2:   
B. subtilis ExIII1,  lane 3: B. subtilis ExIII3 และ lane 4: B. subtilis LDD1 95 

ก21 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis; lane 1: B. subtilis LDD3a  และ  
lane 2: B. subtilis LDD3b 96 
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การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดของแบคทีเรียในสกุล Bacillus โดย 
โครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง 

 

Study on Amino-Lipid Pattern of Bacteria in Genus Bacillus  
by Thin Layer Chromatography  

 

คํานํา 
 
การนําเอาคุณสมบัติในทางชีวเคมี และสรีรวิทยามาใชในการจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียเปน

วิธีที่ตองใชเวลา และจําเปนตองใชผูที่มีความเชี่ยวชาญงานทางดานนี้โดยเฉพาะ บางครั้งผลของการ
ทดสอบไมแนนอน เนื่องจากผูทดสอบอาจไมไดใชวิธีที่เปนมาตรฐานเดียวกัน แมวาปจจุบันมีการ
พัฒนาวิธีการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยาใหมีความรวดเร็วมากขึ้น (Rapid method) 
เชน Biolog แตวิธีการดังกลาวยังมี database ที่ใชเปนมาตรฐานเทียบยังมีอยูนอย การศึกษาการ
วิเคราะหชนิดแบคทีเรียโดยใชองคประกอบทางเคมี (Chemotaxonomic identify method) เปนวิธีที่
เกี่ยวของกับการวิเคราะหปริมาณองคประกอบทางเคมีของเซลลแบคทีเรีย เปนวิธีหนึ่งซึ่งนักวิจัยทํา
ขึ้นเพื่อนําผลมาวิเคราะหรวมกับวิธีแรก เชน การวิเคราะหปริมาณกรดไขมัน (Fatty acid) การ
วิเคราะหโครงสรางเปปทิโดไกลแคนจากองคประกอบของอะมิโนแอซิด การวิเคราะหไอโซพรี
นอยดควิโนน (Isoprenoid quinone) ในสวนของไซโทพลาสมิคเมมเบรน การวิเคราะหลิโพโพลี
แซคคาไรด (Lipopolysacharide) ท่ีพบในสวนของผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบ เปนตน 
นอกจากการวิเคราะหดังกลาวยังมีการจําแนกชนิดโดยใชวิธี FAME (Fatty acid methyl ester) ดวย
การทําปฏิกิริยากันระหวางกรดไขมันกับเมทานอล ซ่ึงเปนวิธีที่แพรหลายมากสามารถทําไดหลาย
ตัวอยางพรอมกัน ทําไดเร็วและผลที่ไดจะอานจาก peak ที่เกิดขึ้นไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลโดย
ใชคอมพิวเตอร แตวิธีนี้จําเปนตองใชเครื่อง GC (Gas chromatography) ซ่ึงราคาแพงทําใหเปน
ขอจํากัดสําหรับหนวยงานที่ไมมีเครื่องมือ ที่เปนที่นิยมและแพรหลายที่สุดในปจจุบัน คือ การ
ตรวจสอบลําดับเบสที่ยีน 16S rRNA ซ่ึงสามารถเจาะลึกไดทั้งในระดับสกุล และระดับสปชีส 
ขึ้นกับชนิดของกลุมแบคทีเรีย วิธีนี้ใชเวลานอย แตตองทําในหองปฏิบัติการที่มีความพรอม  
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 Matsuyama et al. (2003) รายงานวาแบคทีเรียที่เปนสาเหตุโรคพืชมีชนิดและองคประกอบ
ของอะมิโนลิพิดที่จําเพาะและแตกตางกันแลวแตละชนิดของเชื้อ และเสนอวิธีการศึกษารูปแบบ         
อะมิโนลิพิดของแบคทีเรียที่เปนสาเหตุของโรคพืชในระดับสกุล (หรือสปชีส) จากรูปแบบของ             
อะมิโนลิพิดดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง ตอมา Boonsuebsakul et al. (2006) ไดรายงานวา
รูปแบบอะมิโนลิพิดจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus 11 สปชีส โดยใชวิธีการเดียวกับ                
Matsuyama et al. (2003) มีความคลายคลึงกัน มีเพียง B. alvei มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่แตกตางจาก 
Bacillus อ่ืน ซ่ึงสอดคลองกับขอมูลในปจจุบันที่ B. alvei ถูกจัดใหอยูในสกุลใหม คือ Paenibacillus 
(Ash t al., 1993) แตทั้งนี้จํานวนสปชีสที่ศึกษายังนอยเมื่อเทียบกับสปชีสทั้งหมดในแบคทีเรียสกุล 
Bacillus 

 
เนื่องจากเทคนิคโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง เปนเทคนิคงายๆ สามารถทําไดใน

หองปฏิบัติการทั่วไป งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus 
สปชีสตางๆใหมากขึ้น ซ่ึงอาจใชเปนขอมูลประกอบในการจําแนกชนิดแบคทีเรียในกลุมดังกลาว
ใหเร็วขึ้น เนื่องจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus นี้มีความหลากหลายสูง และแตกออกเปนสกุลใหมๆ
ในปจจุบัน (Ash et al. (1993) และ Fritze, 2004)   
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วัตถุประสงค 

 
           1.  ศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus และเปรียบเทียบกับรูปแบบอะ
มิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุลอ่ืน โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง และศึกษาชนิดของอะมิโน
ลิพิดที่พบใน Bacillus sp. 
 

   2.  ศึกษาการประยุกตใชรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไดเพื่อชวยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียใน
สกุล Bacillus  
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  Bacillus sp.   
 
 การจัดจําแนกแบคทีเรียในสกุล Bacillus  

 
แบคทีเรียในสกุล Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวกที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติ ไดแก ดิน 

น้ํา และฝุนละอองในอากาศ พบไดทั้งในน้ําจืด และน้ําเค็ม เซลลมีลักษณะเปนรูปทอน (rod shape) 
ติดสีแกรมบวก  เคลื่อนที่โดยใชแฟลกเจลลา  (flagella) รอบตัว สามารถสรางเอนโดสปอร 
(endospore) มีรูปรางหลากหลาย เชน รูปกลม รูปไข รูปวงรี รูปทรงกระบอก เปนตน คนพบครั้ง
แรกโดย Cohn ในป 1872 ซ่ึงรายงานวา B. subtilis (กอนหนานี้มีชื่อวา Vibrio subtilis โดย 
Ehrenberg ในป 1835) มีสปอรที่ทนความรอนไดดีกวา vegetative cell  Cohn จึงจัดใหอยูในสกุล 
Bacillus  ถามีการเจริญภายใตสภาวะ aerobe หรือจัดอยูในสกุล Clostridium ถามีการเจริญภายใต
สภาวะ anaerobe ตอมามีการพิจารณาถึงคุณสมบัติทาง phenotypic characteristic ของแบคทีเรียที่
สรางเอนโดสปอรที่คนพบใหมมากขึ้นจึงมีการจัดกลุมใหมแบงออกเปน 6 สกุล คือ Bacillus, 
Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcinar และ Thermoactinomycetes  
ดังแสดงในตารางที่ 1 (Doi, 1989) นอกจากนี้ยังพบวาทุกสปชีสในสกุล Bacillus มีองคประกอบ
ภายในเอนโดสปอรที่ประกอบดวย dipicolinic acid (DPA) 5 ถึง 15 เปอรเซ็นตของน้ําหนักแหง แต
ทั้งนี้การสรางสปอรของ Bacillus sp. ขึ้นอยูกับสภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ แตถามีการคํานึงถึง
อาหารที่ใชในสภาวะการเลี้ยงเพื่อใหมีการสรางสปอรก็สามารถที่จะชวยให Bacillus sp. มีการสราง
สปอรไดอยางสมบูรณ และพบวามีปริมาณ G+C กวาง คือ อยูในชวง 32 ถึง 69 mol% (นงลักษณ 
และ ปรีชา, 2550) แบคทีเรียชนิดนี้จึงมีผูสนใจศึกษามาก เนื่องจากเปนแบคทีเรียเล้ียงงาย สามารถ
เจริญไดทั้งที่มีอุณหภูมิแตกตางกัน และสามารถเจริญไดในสภาพอาหารเปนกรด กลาง หรือดางได 
และนอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียในกลุมนี้สามารถสราง exoenzyme ที่สําคัญๆ เชน เอนไซมยอย
โปรตีน  และเอนไซมยอยคารโบไฮเดรตได ซ่ึงมีผลทําใหอาหารเนาเสีย เปนตน  
 
 
 
 
 



 5 

ตารางที่ 1  การจําแนกแบคทีเรียสกุลตางๆที่สรางเอนโดสปอร 
 

จีนัส G+C 
(mol%) 

รูปรางเซลล ลักษณะเฉพาะ 

Bacillus 33-66 รูปทอน Catalase positive 
สวนใหญเปน aerobe 

Sporolactobacillus 38-40 รูปทอน Homolactic fermentation   มี
เปน facultative anaerobe หรือ 

microaerophilic 
Clostridium 24-54 รูปทอนหรือ    

เปนเสนสาย (filament) 
เปน anaerobe 

Desulfomaculum 37-50 รูปทอนหรือ 
เปนเสนสาย 

Sulfate reduction  
และเปน anaerobe 

Sporosarcina 40-42 รูปกลม อยูเปนกลุมแบบ 
tetrads หรือ packets 

เปน aerobe 

Thermoactinomycetes 52-54.8 เสนสายแตกกิง่กาน 
(Branched filaments) 

เปน aerobe                  

 
หมายเหตุ   อักษรตัวหนาแสดงคุณสมบัติเดนเฉพาะในแตละสกุล 
 
ท่ีมา: Doi (1989) 

 
การจําแนกชนิด Bacillus sp. ในยุคแรกนั้นใชวิธีตรวจสอบสัณฐานวิทยาประกอบกับ

คุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยา ตอมาจึงมีการศึกษาเพิ่มเติมทางดาน chemotaxonomy ตลอดจน
การตรวจสอบทาง genotypic characteristic เชน การหาปริมาณ GC การทําดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ไฮบริ
ไดเซชัน (DNA-DNA hybridization) ทําใหมีการจําแนกชนิด Bacillus sp. ออกเปนสปชีสตางๆ ที่
ไดรับการยอมรับใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 8th edition (Buchanan and 
Gibbon, 1974) ถึง 31 สปชีส ตอมาพบสปชีสอ่ืนเพิ่มขึ้นอีก ดังแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2  การจัดจําแนกแบคทีเรียในสกุล Bacillus ตามรูปรางสปอร  
 

แบคทีเรียในสกุล Bacillus แบงตามคุณสมบัติจากรูปรางของสปอร 
กลุม 1A สปอรมีรูป
วงรี และไมทําใหเซลล
โปงออก สราง granule 

กลุม 1B สปอรมีรูปวงรี 
และไมทําใหเซลลโปง
ออก ไมสราง granule 

กลุมที่ 2 สปอรมีรูป
วงรี และทําใหเซลล
โปงออก 

กลุมที่ 3 สปอร
เปนรูปทรงกลม 

B. megaterium 
B. flexus* 
B. simplex* 
B. cereus 
B. thuringiensis 
B. mycoides 
B. anthracis 
 

B. amyloliquefaciens* 
B. atrophaeus* 
B. badius 
B. fastidousus 
B. firmus 
B. lentus 
B. licheniformis 
B. pumilus 
B. subtilis 
B. mojavensis* 
 

B. alcalophilus 
B. alvei 
B. amylolyticus 
B. azotoformans 
B. brevis 
B. circulans 
B. coagulans 
B. larvae 
B. laterosporus 
B. lautus 
B. lentimorbus 
B. macerans 
B. macquariensis 
B. pabuli 
B. pantothenticus 
B. polymyxa 
B. popilliae 
B. sterothermophilus 
B. validus 

B. fusiformis* 
B. globisporus 
B. insolitus 
B. marinus 
B. pasteurii 
B. psychrophilus 
B. schlegelii 
B. sphaericus 
 

 
หมายเหตุ   * เปนสปชีสที่เพิ่มเติมหลังจาก ค.ศ. 1989 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Gordon (1989), Fritze (2004) 
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 ปจจุบันการจําแนกชนิดนิยมตรวจสอบที่ยีน 16S rRNA ซ่ึงใชศึกษาวิวัฒนาการและ
ความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต เพราะเปนโมเลกุลยุคโบราณ มีหนาที่ที่แนนอนในสิ่งมีชีวิต        
(Ash et al., 1991) เพื่อความอยูรอดของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ มีการกระจายตัวของโมเลกุลนี้อยาง
กวางขวาง และมีการอนุรักษปานกลาง พบในแบคทีเรียทุกชนิด มีขนาดประมาณ 1,500 คูเบส 
ดังนั้นความสัมพันธระหวางแบคทีเรียขึ้นอยูกับความคลายคลึงกัน (similarity) ของลําดับเบสของ
ยีน 16S rRNA กลุม 6 กลุมของ Bacillus ที่จัดไวในตารางที่ 3 ใชความคลายคลึงของ phenotypic 
characteristic รวมกับการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rRNA นอกจากนี้จากรายงานของ 
Wisotzky et al. (1992) ทําการวิเคราะหลําดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA ของ Bacillus ในกลุมที่ทน
อุณหภูมิสูงได (thermophilic) คือ B. acidocaldarius, B. acidoterrestris และ B. cycloheptaicus มี
ความแตกตางของลําดับเบสของ Bacillus ทั้ง 3 สปชีสอยางชัดเจนจากกลุม thermophilic Bacillus 
species เชน B. stearothermophilus และ B. coagulans เปนตน และยังพบวาทั้ง 3 สปชีส มีลักษณะ
ที่เฉพาะตัวที่ไมพบใน Bacillus สปชีสอ่ืนๆ คือ มี omega-alicyclic fatty acid เปนองคประกอบหลัก
ในสวนของเยื่อหุมเซลล จึงไดจัด Bacillus ทั้ง 3 สปชีส อยูในสกุลใหม คือ Alicyclobacillus sp. 
 
ตารางที่ 3  การจัดจําแนกแบคทีเรียในสกุล Bacillus โดยใชคุณสมบัติความคลายคลึงกันทาง      
                  phenotypic รวมกับการวิเคราะหลําดับเบสจากยีนบริเวณ 16S rRNA  
  

สปชีส G+C (mol%) RNA group คุณสมบัติเฉพาะ 

กลุมท่ี 1 กลุม B. polymyxa    

B. alvei 46 3 
B. amyloliticus 53 3 
B. apiarius - - 
B. azotofixans 52 3 
B. circulans 39 1 
B. glucanolyticus 48 - 
B. larvae 38 3 
B. lautus 51 1 
B. lentimorbus 38 1 
B. macerans    52 3 

ทุกสปชีสมีการเจริญแบบ 
facultative anaerobe และเจริญ
ไดดีในสภาวะ anaerobe 
สามารถสรางกรดไดจาก
น้ําตาลหลายชนิด   สรางสปอร
รูปวงรี และใหเซลลโปง 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

สปชีส G+C (mol%) RNA group คุณสมบัติเฉพาะ 
B. macquariensis 40 3  
B. pabuli 49 3 
B. polymyxa (ปจจุบันจดั
อยูในสกุล Paenibacillus) 

44 3 

B. popilliae 41 1 
B. psychrosaccharolyticus 44 1 
B. pulvifaciens 44 3 
B. thiaminolyticus 53 - 
B. validus 54 - 

 
 

กลุมท่ี 2  กลุม B. subtilis    

B. alcalophilus 37 UG 
B. amyloliquefaciens 43 1 
B. anthracis 33 1 
B. atrophaeus 42 1 
B. carotarum - - 
B. firmus 41 1 
B. flexus 38 - 
B. laterosporus 40 5 
B. lentus 36 1 
B. licheniformis 45 1 
B. megaterium 37 1 
B. mycoides 34 1 
B. niacini 38 - 
B. pantothenticus 37 1 
B. pumilus 41 1 
B. simplex 41 1 
B. subtilis 43 1 

ทุกสปชีสสามารถสรางกรด
จากน้ําตาลหลายชนิด เชน
กลูโคส สวนใหญมีการเจริญ
แบบ aerobe รีดิวสไนเตรท  
สรางสปอรรูปวงรีที่ไมทําให
เซลลโปง 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

สปชีส G+C (mol%) RNA group คุณสมบัติเฉพาะ 
B. thuringiensis 
 

34 1  

กลุมท่ี 3  กลุม B. brevis    

B. alginilyticus 48 - 
B. aneurinolyticus  
(ปจจุบันถูกจัดอยูในสกุล 
Aneurinibacillus) 

42 - 

B. azotoformans 39 1 
B. badius 44 1 
B. brevis (ปจจุบันถูกจัดอยู
ในสกุล Brevibacillus) 

47 4 

(B. chondoitinus) 47 - 
B. freudenreichii 44 - 
B. gordonae 
 

55 3 

มีการเจริญแบบ aerobe ไม
สรางกรดจากน้ําตาล ยกเวน   
สปชีสที่อยูในวงเล็บ                
สรางสปอรรูปวงรีที่ทําใหเซลล
โปง   

กลุมท่ี 4  กลุม B. sphaericus 
B. aminovorans 40 - 
B. fusiformis 36 2 
B.  globisporus 40 2 
B. insolitus 36 2 
B. marinus 39 - 
B. pasteurii 38 2 
B. psychrophilus 42 2 
B. sphaericus 
 

37 2 

ทุกสปชีสจะสรางสปอรที่มี
รูปรางกลมและทําใหเซลลโปง
ที่ผนังเซลลประกอบดวย L-
lysine หรือ ornithine เปน
aerobe ทุกสปชีส แตมี
ความสามารถในการสรางกรด
จากน้ําตาลบางชนิด 

กลุมท่ี 5  กลุม Thermophile 
B. coagulans 44 1 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ  
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

สปชีส G+C (mol%) RNA group คุณสมบัติเฉพาะ 
B. flavothermus 61 - 
B. kaustophilus 53 5 
B. pallidus 40 - 
B. schlegelii 64 - 
B. smithii 39 1 
B. stearothermophilus 52 5 
B. thermocatenulatus 69 - 
B. thermocloacae 42 - 
B. thermodenitrificans 52 - 
B. thermoglucosidasius 45 5 
B. thermooleovorans 55 - 
B. thermoruber 57 - 
B. tusciae 58 - 

เจริญอยูที่ 50 องศาเซลเซียส 
หรือมากกวา  ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา
แตกตางกันไป แตสวนใหญ
สรางสปอรรูปวงรี และทําให
เซลลโปง 

กลุมท่ี 6  กลุม Alicyclobacillus 
A. acidocaldarius 60 6 
A. acidoterrestris 52 6 
A. cycloheptanicus 
 

56 6 

เปน thermophilic, acidophilic 
และพบวาที่เยือ่หุมเซลล 
ประกอบดวย                        
ω-alicyclic fatty acids 

สปชีสท่ีไมไดระบุกลุมใดๆ (Unassigned species) 
B. benzoevorans 41 1  
B. fastidiosus 35 1  
B. naganoensis 45 -  

  
หมายเหตุ   -  = ไมมีขอมูล 
 
ท่ีมา: Priest et al. (1988) 
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เมื่อพิจารณาขอมูลในตารางที่ 3 จะเห็นวามีการแบง Bacillus ออกเปน 6 กลุมโดยพิจารณา
จากคุณสมบัติทาง phenotypic characteristic ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับ RNA group ที่ใชยีนบริเวณ 16S 
rRNA ในการแบงกลุมพบวาไมสอดคลองกัน เชน กลุมของ B. polymyxa คุณสมบัติทาง phenotypic 
characteristic ที่เดนชัด คือ สรางสปอรเปนรูปวงรี และทําใหเซลลโปง มีการเจริญแบบ facultative 
anaerobe สามารถสรางกรดจากน้ําตาลไดหลายชนิด แตเมื่อจําแนกโดยใชยีนบริเวณ 16S rRNA 
พบวาสมาชิกในกลุมจัดอยูตางกลุมกัน เชน B. circulans, B. lentimorbus และ B. popilliae จัดอยูใน
กลุม 1 และ B. alvei, B. amyloliticus, B. larvae, B. marcerans และ B. polymyxa จัดอยูในกลุม 3 ซ่ึง
ปจจุบนัสมาชิกกลุม 3 ไดถูกจัดใหอยูในสกุลใหมตามขอมูลของ 16S rRNA คือ สกุล Paenibacillus 
โดยพบวาสมาชิกในสกุล Paenibacillus มีทั้งหมด 67 สปชีส เชน 0 HP. agarexedens, 1HP. alvei,                  
2HP. amylolyticus, 3HP. azotofixans, 4HP. barcinonensis, 5HP. borealis, 6HP. durum, 7HP. ehimensis,                     
8HP. favisporus, 9HP. glucanolyticus, 10HP. larvae, 11HP. lautus, 12HP. lentimorbus, 13HP. macerans, 14HP. terrae,            
15HP macquariensis, 16HP. peoriae, 17HP. phyllosphaerae, 18HP. polymyxa, P. 19Hthiaminolyticus และ                  
P. timonensis เปนตน (Euzéby, 2008) 

 
ในปจจุบันสมาชิกในสกุล Bacillus ไดถูกแบงออกเปนสกุลใหมๆ เพิ่มมากขึ้นโดยใชวิธี

ทาง phenotypic characteristic รวมกับการศึกษาจากยีนบริเวณ 16S rRNA ไดเปน 15 สกุล โดยแต
ละสกุลจะมีลักษณะเฉพาะที่แตกตางกัน เชน (1) Bacillus มีการเจริญแบบ aerobe หรือ facultative 
anaerobe สรางเอนโดสปอร เซลลมีรูปรางเปนรูปทอน (2) Amphibacillus มีการเจริญแบบ 
facultative anaerobe คลายกับสกุล Bacillus ตางกันตรงใหผลคะตะเลส และออกซิเดสเปนลบ (3) 
Alicyclobacillus โครงสรางของผนังเซลลจะประกอบดวย cyclic fatty acid และอยูในกลุม 
moderately thermophilic (4) Paenibacillus มีการเจริญแบบ facultative anaerobe คาพีเอชในอาหาร 
Voges-Proskauer (VP) นอยกวา 6.0 ไมผลิตไฮโดเจนซัลไฟด (5) Aneurinibacillus มีการเจริญแบบ 
aerobe และ mesophilic  สามารถยอยสลาย thiamine (6) Brevibacillus จัดเปน “short” Bacillus 
สวนใหญมีการเจริญแบบ aerobe และ mesophilic (7) Halobacillus เปนสกุลท่ีชอบความเค็ม “salt” 
Bacillus (moderately halophilic) (8) Virgibacillus เซลลมีการจัดเรียงตัวแบบ branch จัดเปน 
mesophilic และทนความเค็มไดปานกลาง (moderately halotolerant) (9) Gracilibacillus เซลลเปน
รูปทอนผอมบาง (slender shape) จัดเปน mesophilic บางสปชีสทนเกลือไดดีมาก (10) Salibacillus 
เปนสกุลที่ชอบเกลือ (salt Bacillus) moderately halophilic (11) Anoxybacillus เปนสกุลท่ีไมมีการ
เจริญแบบ anaerobe หรือ facultative anaerobe เปน alkaliphilic-moderately thermophilic (12) 
Thermobacillus เปนสกุลที่ชอบอุณหภูมิสูงในการเจริญ (hot Bacillus) (13) Filobacillus เซลลมีการ
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จัดเรียงตัวแบบเปนเสน (thread) มีการเจริญแบบ aerobe, alkali-tolerant และเปน halophilic (14) 
Ureibacillus ยอยสลายยูเรีย (urea Bacillus) มีการเจริญแบบ aerobe และ thermophilic (15) 
Geobacillus สวนใหญพบในดินธรรมชาติ (earth Bacillus) มีการเจริญแบบ aerobe หรือ facultative 
anaerobe (Zeigler, 2001) 

 
บางครั้งพบปญหาวาแบคทีเรียในสกุล Bacillus นั้นมีลําดับเบสของยีนบริเวณ 16S rRNA 

คลายกันมากกวา 99 เปอรเซ็นต ทําใหไมสามารถแยกความแตกตางไดโดยวิธีนี้ เชน B. anthracis, 
B. cereus และ B. thurengiensis (Sacchi et al., 2002) และในการศึกษาของ Fox et al. (1992) ได
วิเคราะหลําดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA ของ Bacillus กลุม psychrophilic คือ B. globisporus 
W25T (type strain), B. psychrophilus W16AT และ W5 พบวามีความคลายกันถึง 99.5 เปอรเซ็นต 
ดังนั้นการจําแนกชนิดจึงจําเปนตองนําวิธีการตางๆ มาใชประกอบรวมกันเพื่อยืนยันความเปน     
สปชีสนั้นๆ 
 
2.  การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยอาศัยองคประกอบทางเคมี 
 
 อะมิโนลิพิด คือ สารประกอบระหวางกรดอะมิโนหนึ่งหรือสองโมเลกุลหรือมากกวานั้น
เชื่อมอยูกับโมเลกุลของกรดไขมันดวยพันธะเอสเทอร (ester bond) พันธะอีเทอร (ether bond) หรือ
พันธะเอไมด (amide bond) โดยจะอยูในสวนของเยื่อหุมเซลลชั้นใน (inner membranes) หรือเยื่อ
หุมเซลลชั้นนอก (outer membranes) ของแบคทีเรียบางสปชีส มีโครงสรางคลายคลึงกับเซราไมด 
(ceramides) หรือลิโพโพลีแซกคาไรด(lipopolysaccharides) โดยสารเหลานี้สามารถละลายไดในตัว
ทําละลายอินทรีย เปนสารที่มีขั้ว นิยมใชในการจําแนกชนิดแบคทีเรียที่ไมตองการอากาศ และ
ตองการอากาศในการเจริญกันมาก ตัวอยางอะมิโนลิพิด ไดแก Serratamic acid หรือ 
hydroxydecanoeyl serine เปนสารประกอบอะมิโนลิพิดที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหนึ่งโมเลกุล
เชื่อมอยูกับโมเลกุลของกรดไขมันพบใน Serratia sp. (ภาพที่ 1) Cerilipin เปนสารประกอบของ
กรดอะมิโน ornithine เชื่อมกับโมเลกุลของกรดไขมัน พบใน Gluconobacter cerinus (ภาพท่ี 2),  
Surfactin  เปนสารประกอบของ cyclic อะมิโนลิพิดเชื่อมอยูกับโมเลกุลของกรดไขมันพบใน 
Bacillus sp. บางสปชีส เปนตน (Chevreul, 2009)   ในปจจุบันมีการใชองคประกอบทางเคมีเพื่อชวย
ในการจําแนกชนิดแบคทีเรียกันมากขึ้น ไดแก การศึกษารูปแบบของไขมัน การวิเคราะหปริมาณ
กรดไขมัน เปนตน (Lechevalier, 1989)    
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ภาพที่ 1  สูตรโครงสรางของ Serratamic acid หรือ hydroxydecanoeyl serine 
 
ท่ีมา: Chevreul (2009) 
 

        
  
ภาพที่ 2  สูตรโครงสรางของ Cerilipin  
 
ท่ีมา: Chevreul (2009) 
 

ลิพิด เปนสารประกอบอินทรียซ่ึงตางจากโปรตีน คารโบไฮเดรต และกรดนิวคลีอิกในดาน
คุณสมบัติการละลาย ลิพิดสวนใหญไมละลายน้ํา (water-insoluble หรือ hydrophobic) แตละลายได
ดีในตัวทําละลายอินทรีย (organic solvents) เชน ether, chloroform และ benzene เปนตน ปจจุบัน
ไดมีการศึกษาลิพิดที่พบในเซลลแบคทีเรีย โดยลิพิดที่พบในเซลลแบคทีเรียมีหลายรูปแบบ ไดแก 
กรดไขมัน, fatty alcohol, hydroxyl carbon หรือสารประกอบอื่นๆ เชน อะมิโนลิพิด ดังที่ไดกลาว
ไปในขางตน  
 

ตามที่มีการระบุไวกอนหนานี้พบวาฟอสโฟลิพิดมีองคประกอบของกรดไขมันอยูมากที่สุด 
(Lechevalier, 1989) ซ่ึงจะพบฟอสโฟลิพิดในสวนของเยื่อหุมเซลลแบคทีเรีย โดยทั่วไปโครงสราง
ของเยื่อหุมเซลลนั้นประกอบดวยช้ันของฟอสโฟลิพิดที่มีลักษณะเปนเยื่อ 2 ชั้น เรียก ฟอสโฟลิพิด
ไบเลเยอร (phospholipid bilayer) ซ่ึงหันสวนที่ไมละลายน้ําเขาหากัน และหันสวนที่ละลายน้ําออก
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ขางนอก ฟอสโฟลิพิดที่พบสวนใหญมีขั้วเพราะสามารถละลายในตัวทําละลายอินทรียได เปนสวน
ที่มีโครงสรางและมีหนาที่ที่สําคัญที่สุด และมีโปรตีนชนิดตางๆเชน อินทิกรัลโปรตีน (integral 
protein) เปนโปรตีนที่ฝงอยูในชั้นฟอสโฟลิพิด และเพอริเฟอรัลโปรตีน (peripheral protein) เปน
โปรตีนที่อยูบนชั้นของฟอสโฟลิพิดบริเวณเยื่อหุมเซลลชั้นใน หรือเกาะติดกับอินทิกรัลโปรตีน ดัง
แสดงในภาพที่ 3 

 

   
 
ภาพที่ 3  แสดงสวนของฟอสโฟลิพิดไบเลเยอรของเซลลแบคทีเรีย 
 
ท่ีมา: Gwen (2008) 
 

ฟอสโฟลิพิดที่พบสวนใหญในแบคทีเรียกลุมตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4 เชน 
diphosphatidyl glycerol (DPG), phosphatidyl glycerol (PG), glycerolphospholipid เปนฟอสโฟ
ลิพิดที่พบมากในแบคทีเรียทุกชนิด phosphatidic acid (PA) เปนตัวกลางในขบวนการสังเคราะห
ฟอสโฟลิพิด แตพบจํานวนนอย ขณะที่จะพบ phosphatidyl ethanolamine (PE) (ภาพที่ 4ก) เปน
จํานวนมากในแบคทีเรียโดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบและแบคทีเรียแกรมบวกในสกุล Bacillus, 
Planococcus sp., Micrococcus cryophilus และ Actinomycetes นอกจากนี้ยังเปนฟอสโฟลิพิดที่
อาจจะเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมเปนอนุพันธ N-methylated ของ PE เชน phosphatidyl 
methylethanoamine (PME) และ phosphatidyl dimethylethanolamine (PDME) สําหรับ 
phosphatidyl choline (PC) นั้นมีโครงสรางคลายกับ PME และ PDME ซ่ึงอาจจะใชแยกแบคทีเรีย
แกรมลบออกจากแบคทีเรียแกรมบวก และ Actinomycetes ไดอยางชัดเจนเนื่องจากมีรายงานวาไม
พบหรือพบนอยในแบคทีเรียแกรมบวก และ Actinomycetes  ขณะที่ phosphatidyl serine (PS) (ภาพ
ที่ 4ข) จะพบเฉพาะในแบคทีเรียแกรมลบเทานั้น นอกจากนี้ยังมี phosphatidyl inositol mannosides 
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(PIM) ซ่ึงฟอสโฟลิพิดชนิดนี้จะพบเฉพาะใน Actinomycetes และสายพันธุใกลชิด มีรายงานพบใน 
Propionibacterium (shermanii) freudenreichii และในยีสต โดย PIM จะประกอบดวยโมเลกุลของ 
mannose 1 ถึง 6 โมเลกุล โดยที่โมเลกุลท่ีหนึ่งจะเชื่อมกับตําแหนงที่ 2 ของ inositol สวนที่เหลือจะ
เชื่อมอยูกับตําแหนงที่ 6 ของ inositol (Lechevalier, 1989) 

 
ปจจุบันพบชนิดของฟอสโฟลิพิดเพิ่มมากขึ้น แตยังไมทราบปริมาณขึ้นกับอายุและสภาวะ

ที่เชื้อเจริญ เปนตน ตัวอยางฟอสโฟลิพิดที่พบใหมในแบคทีเรียสกุล Bacillus ไดแก glucosaminyl 
phophatidyl glycerol และ aldehydogenic เปนตน ซ่ึงเปนอนุพันธของ phosphatidyl ethanolamine 
เปนตน (Lechevalier, 1989)  
 
ตารางที่ 4  ชนิดของฟอสโฟลิพิดที่พบในแบคทีเรียกลุมตางๆ  
 

เปอรเซ็นต  ฟอสโฟลิพิด 
แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ Actinomycetes 

Phosphatidic acid  
Phosphatidyl glycerol  
Diphosphatidyl glycerol  
Phosphatidyl ethanolamine  
Phosphatidyl-N-methyl      
     ethanolamine  
Phosphatidyl-N-dimethyl     
     ethanolamine  
Phosphatidyl choline  
Phosphatidyl serine  
Phosphatidyl inositol  
Phosphatidyl inositol  
     mannoside  

0.1-10 
> 50 
> 50 

0.1-10 
0 
 

0 
 

0.1-10 
0 

10-50 
0 

0.1-10 
> 50 
> 50 
> 50 

0.1-10 
 

0.1-10 
 

10-50 
0.1-10 
0.1-10 

0 

0.1-10 
> 50 
> 50 
> 50 

0.1-10 
 

0.1-10 
 

0.1-10 
0 

>50 
>50 

 
ท่ีมา:  Lechevalier (1989) 
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ก. 
 
 

 
 

ข. 
 
ภาพที่ 4   ชนิดและโครงสรางของฟอสโฟลิพิดที่มีหมูอะมิโน 
   ก. แสดงโครงสรางทางเคมีของ phosphatidyl ethanolamine 
   ข. แสดงโครงสรางทางเคมีของ phosphatidyl serine 
 
ท่ีมา: ภาควิชาเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่ว (2552) และ Folch (1947)    
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3.  การใชโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางแบบดูดซับเพื่อชวยในการจําแนกชนิดแบคทีเรีย 
 
 โครมาโทกราฟแผนเคลือบบางแบบดูดซับอาศัยหลักการใหสารตัวอยางดูดซับบนผิวของ
ของแข็งสวนอยูกับที่ดวยแรงยึดตางๆกัน เชน พันธะไอออนิก พันธะไฮโดรเจน แรงวานเดอวาลล 
dipole interaction หรือ hydrophobic interaction ลักษณะการดูดซับเปนชนิดผันกลับได (reversible) 
การแยกสารเกิดจากการแทนที่สารตัวอยางที่จุดดูดซับโดยตัวทําละลายสวนเคลื่อนที่หรือตัวชะ 
(eluent) ทําใหสารตัวอยางซึ่งถูกดูดซับดวยแรงยึดตางกันแยกจากกันเปนสวนๆได  
 
 การแยกสารโดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางแบบดูดซับมีองคประกอบ 3 สวน คอื  
 
             1.  สวนคงที่ (Stationary phase) หรือสารดูดซับ (Adsorbent) คือของแข็งที่ใชเคลือบบน
แผนกระจก หรืออะลูมิเนียม สามารถดูดซับ (Adsorb) สารที่ตองการแยกได 
             2.   สารตัวอยางที่ตองการแยก เปนสารที่ถูกดูดซับบนผิวของสารดูดซับไดดวยแรงยดึ
ตางๆกัน 
 3.   สวนเคลื่อนที่ (Mobile phase) หรือตวัชะ (Eluent) คือ ตัวทําละลายซึ่งสามารถถูกดูดซับ
โดยสารดูดซบัได และสามารถแขงขันในการแทนที่สารที่ตองการแยกซึ่งดูดซับอยูบนสารดูดซับ 
ทําใหสารที่ตองการแยกหลุดออกจากสารดดูซับได 
 
 กลไกการแยกสารโดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางแบบดูดซับ สารที่มีความเปน non 
polar สูงสุดซึ่งมีแรงยึดกับสารดูดซับนอยที่สุดจะถูกแทนที่และเคลื่อนตัวกอน ตามดวยสารซึ่งมี
ความเปน Non polar ลดลงตามลําดับ (อรุณ,ี 2548) 
  

โครมาโทกราฟแผนเคลือบบางนี้เหมาะสมที่จะใชกับสารระเหยยาก เนื่องจากถาใชกับสาร
ที่ระเหยงายนํามาจุดบนโครมาโทเพลตนั้นใชปริมาณของสารเพียงเล็กนอยอาจจะระเหยหมดกอนที่
จะทําการแยกดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง นอกจากนี้ยังเปนวิธีที่นิยมใชในการตรวจสอบ
หรือบงชี้สารสงสัยไดอยางรวดเร็ว 
 
 ปจจัยที่มีความสําคัญตอการแยกสาร คือ สวนคงที่ และสวนเคลื่อนที่ โดยปจจัยทั้งสอง
อยางนี้ตองมีความเหมาะสมทั้งชนิดและปริมาณและที่สําคัญอีกประการหนึ่ง คือ ตองเตรียมสภาวะ
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การทดลองที่เหมาะสม ไดแก อุณหภูมิ บรรยากาศ และวิธีการทดลอง ทั้งสามปจจัยนี้ตองมีการ
ปรับเปลี่ยนใหเหมาะสมเพื่อใหไดการทดลองที่ดีที่สุด  
 
 ขอดีของวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง คือ ใชปริมาณสารตัวอยางที่ตองการแยกนอย 
(เปนไมโครลิตร) ใชเวลาในการแยกสารนอย แยกไดจุดที่คมชัดมาก และสามารถใชกับสารเคมีที่มี
ฤทธิ์กัดกรอนได (Poole, 1994) 
 

Minnikin et al. (1984) ไดดัดแปลงวิธีของ Bligh and Dyer (1959) ในการสกัด isoprenoid 
quinones และไขมันที่มีขั้วของ B. subtilis NCIB 3610, Mycobacterium avium D4, Pseudomonas 
diminuta NCTC 8545 และ Streptomyces griseus ISP 5236 โดยใชเครื่อง spectrophotometer ใน
การหา isoprenoid quinones สวนการวิเคราะหไขมันที่มีขั้วใชวิธี two-dimensional โครมาโทกราฟ
แผนเคลือบบาง พบ ubiquinone-10 เปนสวนใหญใน P. diminuta NCTC 8545 และพบ 
menaquinones (MK-7, MK-9 (H2) และ MK-9 (H4, H6  และ H8)) ใน B. subtilis NCIB 3610,                 
M. avium D4 และ S. griseus ISP 5236 สวนไขมันที่มีขั้วที่สกัดไดในแตละสกุลแตกตางกัน ซ่ึงจะ
พบ DPG ทั้ง 4 สกุล และในปจจุบันการจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยใชรูปแบบของไขมันถือวามี
ประสิทธิภาพมาก 
 
 Chase et al. (1992) ศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ Xanthomonas campestris จากตนไมในวงศ 
Aroids ซ่ึงเปนไมลมลุกขนาดใหญที่อยูใน Family Araceae เชน บอนสี เปนตน โดยใชคุณสมบัติ
ทางสรีรวิทยา คุณสมบัติการกอโรค และวิเคราะหชนิดกรดไขมัน ดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบ
บาง ซ่ึงรูปแบบของกรดไขมันที่ไดมีความซับซอนมาก และสามารถแยกกรดไขมันได 20 ถึง 27 
ชนิด 
 
 Kori et al. (1992) ศึกษาความแตกตางของแบคทีเรีย Erwinia chrysanthemi และ              
E. caratovora subsp. carotovora ดวยการวิเคราะหกรดไขมันโดยใชวิธี gas-liquid chromatography 
ตรวจสอบชนิด และปริมาณของกรดไขมันที่มีเปนองคประกอบอยูในสวนเยื่อหุมเซลลชั้นนอกของ
เซลลแบคทีเรีย ซ่ึงโครมาโทแกรมที่ไดจากการทํา gas-liquid chromatography แสดงใหเห็นความ
แตกตางไดอยางชัดเจน โดยพบวา E. caratovora subsp. carotovora มปีริมาณของกรด lauric (12:0) 
มากกวา E. chrysanthemi และมีปริมาณของกรด myristic (14:0) นอยกวา E. chrysanthemi  
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 Bouzar et al. (1993) ศึกษาความแตกตางในระดับสปชีสของแบคทีเรียในสกุล 
Agrobacterium 4 สปชีส ไดแก A. tumifaciens, A. rhizogenes, A. vitis และ A. rubi ดวยวิธี Biolog 
เปรียบเทียบการใชแหลงคารบอนทั้งหมด 95 ชนิด และวิเคราะหโครมาโทแกรมของกรดไขมันที่ได
ดวยวิธี MIDI gas-liquid chromatography แสดงใหเห็นความแตกตางของกรดไขมันที่มีใน
แบคทีเรีย  Agrobacterium แตละสปชีสท่ีไดอยางชัดเจน โดยดูจากกรด cis-vaccinic เปนกรดที่พบ
ในสกุล Agrobacterium โดยเฉพาะ และพบวา A. tumifaciens, A. rhizogenes และ A. vitis  มีปริมาณ
ของกรด 3-hydroxypalmitic (16:0 3-OH) แตกตางกัน ยกเวน A. rubi  
 
 Matsuyama et al. (1993) ศึกษาโดยทําการเปรียบเทียบรูปแบบของอะมิโนลิพิดจาก
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยใชเซลลแบคทีเรีย 1 ลูป วางบน
แผนซิลิกาเจลเพลต และทําใหแหง จากนั้นทําการ develop ใน chloroform:methanol (2:1,                         
v/v) เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นก็ทําใหแหงแลวทําซ้ําอีกครั้ง แตทําการ develop ใน 
chloroform:methanol:water (60:25:4, v/v/v) แลวใช ninhydrin พนและนําไปอบเพื่อใหเห็นแถบอะ
มิโนลิพิด พบวาสามารถแยกความแตกตางของแบคทีเรียไดในระดับสกุล และระดับสปชีสของ 
Erwinia และ Pseudomonas ซ่ึงวัดคา rate of flow (Rf) สูงสุดอยูระหวาง 0.5 ถึง 0.65 ที่นาสนใจ คือ 
สามารถแยกความแตกตางระหวางแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบไดอยางชัดเจน ตอมา 
Matsuyama (1995a) ไดทําการศึกษาการจัดจําแนกเชื้อแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในพวกพืชผักดวย
วิธี high performance liquid chromatography (HPLC) และโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยนํา
ผลที่ไดจากการทดลองทั้งสองวิธีมาเปรียบเทียบกัน โดยใชแบคทีเรียปริมาณ 1 ลูป ใสลงในตัวทํา
ละลาย chloroform:methanol เชนเดียวกับวิธีขางตน และตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
แลวไปวิเคราะหดวยวิธี HPLC และโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางพบวาสามารถแยกความแตกตาง
ของแถบที่ปรากฏขึ้นบนแผนโครมาโทแกรมไดอยางชัดเจน ซ่ึงแยกไดเปนแบคทีเรีย 2 สกุล คือ 
Clavibacter และ Erwinia นอกจากนั้นยังสามารถแยกชนิดแบคทีเรียในสกุล Erwinia ไดใน
ระดับสปชีส คือ แยก E. carotovora subsp. caratovora ออกจาก E. chrysanthemi ได ซ่ึงสอดคลอง
กับการวิเคราะหดวยวิธี HPLC และในปเดียวกัน Matsuyama (1995b) ไดใชวธีิโครมาโทกราฟแผน
เคลือบบาง ในการจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคโดยศึกษาความแตกตางของ
แบคทีเรียในกลุม Pseudomonas rRNA-homologous Group II (Burkholderia spp.) พบวาโครมา         
โทแกรมที่ไดจาก P. cepacia, P. caryophylli, P. gladioli, P. plantarii, P. andropogonis, 
P.salanacearum และ P. rubrisubalbicans ใหผลคลายคลึงกันมากกวาสายพันธุอ่ืนๆ รูปแบบที่ได
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ของ P. rubrisubalbicans มีลักษณะเฉพาะที่แตกตางจาก Pseudomonas อ่ืน แตไมสามารถแยก              
P. andropogonis ออกจาก P.salanacearum   
 

Matsuyama et al. (1998) ศึกษาโครมาโทแกรมของอะมิโนลิพิดจากเซลลแบคทีเรีย และ
แยกโดยวิธี HPLC เพื่อแยกความแตกตางระหวางแบคทีเรียในสกุล Burkholderia 3 สปชีส ไดแก 
Burkholderia gladioli, B. glumae และ B. plantarii ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่กอใหเกิดโรคในขาว โดยทั้ง 
3 สปชีสไดรับการยอมรับวาเปนแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกัน จากการวิเคราะหดวยวธีิ HPLC 
พบวา โครมาโทแกรมที่ไดสามารถแยกความแตกตางของ peak ที่ปรากฏขึ้นจาก 12 สายพันธุ ของ 
B. gladioli ที่คา Rf 6.2 ซ่ึง peak ดังกลาวนั้นจะไมปรากฏใน 18 สายพันธุ ของ B. glumae และใน 5 
สายพันธุ ของ B. plantarii โดยใหจุดสูงสุดของ peak อยูที่ Rf 3.2 และเมื่อนํามาทดสอบดวยวิธีโคร
มาโทกราฟแผนเคลือบบาง ใหผลการทดลองที่ไดไปในทางเดียวกันกับวิธี HPLC คือ แสดงใหเห็น
ความแตกตางของโครมาโทแกรมที่ไดจาก Burkholderia 3 สปชีสดังกลาวได ดังนั้นวิธี HPLC จึง
เปนวิธีที่สามารถใชในการจําแนกแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชทั้ง 3 ชนิดนี้ออกจากกันได และ 
Matsuyama et al. (2003) ไดพัฒนาวิธีการเพื่อแยกความแตกตางของแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชดวยวิธี
โครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยใชเซลลแบคทีเรียจํานวน 4 ลูป เล้ียงบนอาหาร King’s B ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน ลงในหลอดแกวทดลองขนาดเล็ก (small glass vial) และ
เติม chloroform:methanol:0.3%NaCl 1 มิลลิลิตร (2:1:0.2, v/v) ตั้งทิ้งไวเปนเวลา 30 นาที จากนั้น
ทําการดูดสารละลายในชั้นลางมาจุดลงบนแผนซิลิกาเจล แลวทําการ develop ใน chloroform : 
methanol : 0.2%CaCl2 (55:35:8,v/v) ตรวจสอบโครมาโทแกรมของอะมิโนลิพิดที่ไดดวยการฉีดพน
ดวยสารละลาย ninhydrin โครมาโทแกรมที่ไดสามารถแยกความแตกตางของแบคทีเรียสาเหตุโรค
พืชไดหลายชนิด  ยกเวน P. syringae และ X. campestris 
 
 Munoz et al. (1997) ศึกษาการแยก M. mucogenicum ออกจาก M. fortuitum โดยวิธีโคร
มาโทกราฟแผนเคลือบบาง และใชสาร mycolate เปนสารหลักในการจําแนก Mycobacterium สาย
พันธุอางอิง และที่มาจากสิ่งแวดลอมอีก 31 สายพันธุ ซ่ึงแบคทีเรียพวกนี้จะถูกนํามาสกัดเพื่อหาสาร 
mycolate โดยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง และทั้ง 32 สายพันธุนี้มี mycolate เหมือนกันหมด 
mycolate ประกอบดวย mycolate 1 และ mycolate 6 การแสดงใหเห็นลักษณะของ mycolate นี้ทํา
ใหสามารถแยก M. mucogenicum ออกจาก M. fortuitumได การศึกษาครั้งนี้มีความสําคัญเพราะเชื้อ 
M. mucogenicum แยกความแตกตาง M. fortuitum ไดยากโดยวิธีทางชีวเคมี 
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 Clarice et al. (1998) จัดจําแนกชนิด Mycobacterium โดยวิเคราะหจากโครมาโทแกรมของ
mycolic acid ดวยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางรวมกับวิธีทางชีวเคมี พบวาสามารถแยกความ
แตกตางระหวาง M. avium complex-MAC, M. simiae, M. fortuitum, M. chelonae และ                       
M. tuberculosis 
 
 Dandapat et al. (1999) ศึกษาการจัดจําแนก และตรวจหา M. bovis ดวยโครมาโทแกรมจาก
ไขมันดวยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยใช M. bovis 16 สายพันธุ ที่แยกมาจากเนื้อเยื่อของ
โคที่เปนวัณโรค และ M. bovis AN5 ซ่ึงใชเปนสายพันธุมาตรฐาน และยังมีสายพันธุอ่ืน เพื่อ
เปรียบเทียบในการตรวจหา phenolic glycolipid (PGL) และ phthiocerol dimycocerosate (PDIM) 
เพื่อระบุจําแนกชนิดของ M. bovis อยางรวดเร็วโดยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง แบบ two-
dimension โดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร Lowenstein-Jensen (LJ) และบมที่ 37 องศาเซลเซียส และสกัด
ไขมันทั้ง 2 ชนิดดังกลาว ตามวิธีการของ Bligh and Dryer (1995) พบวาบางสายพันธุมีทั้ง PGL 
และ PDIM และบางสายพันธุมี PGL หรือ PDIM เพียงอยางเดียว จากผลการทดลองสามารถแยก  
M. bovis ออกจากสายพันธุอ่ืนได 
 
 Khan and Matsuyama (1999) แยกความแตกตางของแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 4 สกุล ไดแก 
Burkholderia spp., Ralstonia solanacearum, Herbaspirillum rubrisubalbicans (ช่ือเดิม                
P. rubrisubalbicans) และ P. syringae โดยทําการสกัดไขมันดวยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง 
ซ่ึงโครมาโทแกรมที่ไดแสดงใหเห็นความแตกตางระหวางแบคทีเรียทั้ง 4 สกุลไดอยางชัดเจน และ
โครมาโทแกรมที่ไดจากการทําในแบคทีเรียสกุลเดียวกันแตตางสปชีสมีความแตกตางกันนอยมาก 
เชน ใน Burkholderia gladioli, B. glumae, B. platarii และ B. vandii ไดรูปแบบโครมาโทแกรมที่
คลายคลึงกันมาก 
 
 Furuya et al. (2000) แยกแบคทีเรียจากดอกไม (Eustoma grandioflora) ที่เปนโรคเหี่ยวใน
แถบประเทศอเมริกาใตที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย B. caryophilli ซ่ึงมีผลใหดอกไมแหงเหี่ยว และ
ใบไมทั้งหมดมีสีเหลืองโดยใชวิธี PCR, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
รวมกับวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง พบวาเมื่อนํามาทํา cross section บริเวณลําตนเนื้อเยื่อ
ลําเลียง (vascular tissue) เปนสีเหลืองออกน้ําตาล และเมื่อนํามาวิเคราะหดวยวิธีโครมาโทกราฟ
แผนเคลือบบาง เชื้อที่แยกไดใหผลโครมาโทแกรมเหมือนกับ  B. caryophilli และแตกตางจาก                 
B. gladioli pv. gladioli และ B. glumae ซ่ึงผลที่ไดสัมพันธกับคุณสมบัติทางชีววิทยา และทางการ
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กอใหเกิดโรค นอกจากนี้ผลจากการทําวิธี RFLP แสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียที่ไดเปนชนิดเดียวกบั 
B. caryophilli และไดศึกษาในแบคทีเรีย A. tumefaciens biovar 1 ที่เปนสาเหตุในการกอใหเกิดโรค 
crown gall ในรากพืชใบยาสูบ โดยแยกเชื้อแบคทีเรีย 10 สายพันธุ จากสวนใบยาสูบในบริเวณรากที่
เกิดโรค crown gall และแยกสปชีสโดยวิธีโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง พบวาสามารถแยก
แบคทีเรียที่คลายคลึงกับ A. tumefaciens และแตกตางกับ A. rhizogenes biovar 2 

 
Lee et al. (2001) ตรวจวิเคราะหหากรดอินทรียในการจัดจําแนก Bifidobacteria ในระดับ

สกุลดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง ของสายพันธุ Bifidobacterium 5 สายพันธุ ไดแก                      
B. longum, B. brevis, B. infantis, B. bifidum, B. adolescentis และ Lactic Acid Bacteria อีก 5 สาย
พันธุ ไดแก Lactobacillus casei, L. bulgaricus, L. acidophilus, Streptococcus thermophilus และ  
S. lactis โดยที่ lactic acid จะแสดงจุดสีแดง 2 จุด สวน acetic acid จะเห็นเปนจุดสีน้ําเงิน ซ่ึงกรด
อินทรียแตละตัวจะมีคา Rf ตางกัน ซ่ึงเชื้อ Bifidobacterium จะเห็น lactic acid สีแดง 2 จุด และ 
acetic acid สีน้ําเงิน 1 จุด แต Lactic Acid Bacteria จะเห็นแต lactic acid สีแดง 2 จุดเทานั้น ซ่ึงทํา
ใหแยกสายพันธุ Bifidobacterium ออกจาก Lactic Acid Bacteria อ่ืนได โดยการตรวจสอบกรด
อินทรียที่เชื้อสามารถสรางได แตอยางไรก็ตามวิธีนี้ไมสามารถแยกเชื้อ Bifidobacterium ตางสปชีส
กันออกจากกันได (การทดลองดังกลาวมุงเนนไปที่ระดับสกุลเทานั้น) 
 

Mutsuyama et al. (1987) ศึกษาการใชโคโลนีของแบคทีเรียมาทําโครมาโทกราฟแผน
เคลือบบางโดยตรง โดยนําโคโลนีแบคทีเรียมาวางบนแผนซิลิกาเจลเพลต และนําไป develop ใน 
chloroform:methanol (2:1,v/v) หลังจากปลอยใหแหงแลวไป develop ตอใน chloroform:methanol: 
5M ammonia (80:25:4) โครมาโตแกรมที่ไดบงชี้ถึงลักษณะขององคประกอบของไขมันใน
แบคทีเรีย  ผลที่ไดสามารถแยก Serratia marcescense สายพันธุกลายออกจาก S. marcescense สาย
พันธุเดิมได ตอมาไดทําการศึกษาคุณสมบัติของ S. marcescens ที่กลายพันธุดวยโครมาโทกราฟ
แผนเคลือบบาง โดยทําการ develop เชนเดียวกับวิธีที่กลาวขางตน ผลการศึกษาที่ไดพบวาแสดงให
เห็นไขมันที่เปนองคประกอบในเซลลแบคทีเรียซ่ึงเปนสายพันธุที่มีความบกพรองทางพันธุกรรมได 
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Boonsuebsakul et al. (2006) ศึกษาความแตกตางของสายพันธุ Bacillus sp. ดวย            
โครมาโทแกรมอะมิโนลิพิด ดวยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง เปรียบเทียบกับ Bacillus sp. 20 
สายพันธุ จาก 11 สปชีส พบวาสวนใหญโครมาโตแกรมของ Bacillus sp. จะคลายกัน และคอนขาง
แตกตางจากโครมาโทแกรมของแบคทีเรียแกรมลบ เชน R. solanacearum (P. solacearum) จุดที่
เห็นไดชัด คือ จุดที่ Rf 0.36 จะปรากฏอยางชัดเจน และจุดที่มีคา Rf ใกลเคียง 0.70 จะปรากฏใหเห็น
ไมคอยชัดเจน อยางไรก็ตามสารประกอบไขมันของแตละสายพันธุจะมีโครมาโทแกรมของอะมิโน
ลิพิดที่คา Rf  0.68, 0.63, 0.52, 0.36, 0.27, 0.19, 0.14 และ 0.05 ตามลําดับ โครมาโตแกรมของ               
B. subtilis จะแตกตางจาก โครมาโทแกรมของ B. polymyxa, B. cereus, B. brevis และ B. alvei  
ขณะที่โครมาโทแกรมของ B. alvei จะแตกตางจากโครมาโทแกรมของ Bacillus สปชีสอ่ืนดังกลาว
มาแลว ซ่ึงขอมูลนี้สนับสนุนขอมูลกอนหนานี้ที่มีผูศึกษาความแตกตางในลําดับเบสของ 16S rRNA 
และเปลี่ยนชื่อ B. alvei เปน Paenibacillus alvei (Ash et al., 1994) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เชื้อแบคทีเรีย  
 
      แบคทีเรียในการทดลองนี้ประกอบดวยแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้งหมด 149 สายพันธุ 
21 สปชีส แบคทีเรียแกรมบวกสกุลอ่ืน 4 สกุล จํานวน 8 สายพันธุ และแบคทีเรียแกรมลบสกุลอ่ืน 4 
สกุล จํานวน 6 สายพันธุ (ตารางที่ 5) และ Bacillus sp. ที่ยังไมสามารถจําแนกชนิดไดอีก 6 สาย
พันธุ (ตารางที่ 6) 
 
ตารางที่ 5  รายช่ือแบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
 

สายพันธุ ที่มา 

1.1 แบคทีเรียสกุล Bacillus sp. 
      1.1.1 กลุม IA 
               B. megaterium  
                   ATCC 14581T,  

            DSM 3228  DMKU 78100     
                   DMKU OriBa-4-2  DMKU  
                   OriBa 12  DMKU OriBa 14-2    

        DMKU OriBa 15-2  DMKU 6482   
                   (2)/2  DMKU Oriba-5-1                   
                         DMKU Oriba-5-2  DMKU C1      
                   DMKU C5  DMKU C6  DMKU  
                   C7  DMKU 1234 (3)/1  ExIII1 

                   กลุมที่สามารถยอยสลาย   
                   คารโบฟูแรน; P001  P002  P007   
                   P008  P009  P011  P021  P029   
                   K002  K003  K004  K005  K009 

 
 
 

TISTR 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 
 
 
 
 
 

Mungmanakij (2006) 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

สายพันธุ ที่มา 
                   K014  K018  K024  P028 
                   กลุมที่สามารถละลายฟอสเฟต 
                   อนินทรีย                                       
                   DMKU A228  DMKU   
                   C216  DMKU C46  DMKU C411    
                   KORP 16  KORP 17  KORP 23   
                   KORP 24  T1RP 13  T2RP 13   
                   BKRP 5  BKRP 10  LDD4 

 
 
 

นิจกาล (2550) 
 
 
 

สิรินันท (2550) 
               B. flexus  
                   DSM 1320 T                                      

 
TISTR 

                B. simplex   
                   DSM 1321T 

 
TISTR 

               B. cereus  
        DMKU Bc.33  DMKU Bc.34    

                   DMKU Bc.51.9  DMKU Bc.52.1     
                   DMKU Bc.52.6  DMKU Bc.53.5 

 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

              B. mycoides  
                   DMKU C3                                        

 
 

สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

               B. thuringiensis  
                   JC397  JC349  JC421 
                   Fong 182  Fong 183  Fong 184 
                   F-72  KJP3A  KJP3B  KJP4A   
                   KJP4B   
                   P006  P010  P012  P023     
                   P024  P026  P027  P030  P031   
                   P033  K006  K011  K015  K026   

 
จริยา  จันทรไพแสง 
กรมวิชาการเกษตร 

สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

Mungmanakij (2006) 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

สายพันธุ ที่มา 
                  K031  K032  K033 
      1.1.2 กลุม IB  
              B. amyloliquefaciens 

                DSM 7T 
                   ekos1  ekos2  DMKU A1  DMKU   
                   A6  DMKU HA1  DMKU HA4   
                   DMKU HA6  DMKU HA8   
                   DMKU HB2/3  DMKU HB3/4    
                   DMKU HB4  DMKU HB5/7   
                   DMKU HB7      
                   P014  P016  P018  K021  K027   
                   P020  K016  K019 

Mungmanakij (2006) 
 
 

TISTR 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 
 
 

 
Mungmanakij (2006) 

              B. atrophaeus  
              DSM 5151T 
              DMKU HA2  DMKU HA7    

                    DMKU HA9  DMKU HA10    
                    DMKU HA11 

 
TISTR 

สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 
               B. badius 

               TE1 

 
นันทนา  สีสุข, ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

                B. firmus 
                    K029 
                    LDD7  LDD9 

 
Mungmanakij (2006) 

สิรินันท (2550) 
               B. licheniformis  
                    TISTR 1109  TISTR 1110   
                    P013  P015  P017  P019  K008    
                    K013  K025 

 
TISTR 

Mungmanakij (2006) 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

สายพันธุ ที่มา 
                LDD2       สิรินันท (2550) 

              B. marisflavi  
                   TF-11      

 
ศวพร  ศุภพล, ภาควิชาปฐพวีิทยา คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
              B. mojavensis  
                   TISTR 1047 T                                    

 
TISTR 

               B. pumilus  
                   ATCC 7061T 
                   KJP(1)/8  DMKU A2     

 
TISTR 

สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

              B. subtilis  
                   ATCC 6051T  
                   DMKU A3  DMKU A5                
                   DMKU A7(2)  DMKU HA3  
                   DMKU HA8  ExIV6  Ex III1   
                   ExIII 
                   LDD1  LDD3a  LDD3b                    

 
TISTR 

สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 

สิรินันท (2550) 
      1.1.3  กลุม II  
               B. circulans  
                    JCM 2504 

 
 

วรรณา  มาลาพันธ, ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

              Brevibacillus choshiensis                      
                    TB2 

 
นันทนา  สีสุข, ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

               B. sporothermodurans  
                    SB4                                                  

 
นันทนา  สีสุข, ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

สายพันธุ ที่มา 
              Paenibacillus polymyxa 

               N-10 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

      1.1.4 กลุม III  
              B. fusiformis 
                 TISTR 1049 T    

 
TISTR 

              B. sphaericus 
                  ATCC 14577T    
                  K022 

 
TISTR 

Mungmanakij (2006) 
 

1.2 แบคทีเรียแกรมบวกจีนัสอ่ืน 
               Corynebacterium glutanicum 

 
สาวิตร  ตระกลูนาเล่ือมใส, ภาควิชาจุลชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

               Micrococcus  luteus ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Micrococcus sp. ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Sarcina lutea ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Staphylococcus  aureus ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Staphylococcus epidermidis ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Staphylococcus intermedius ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Staphylococcus simulans ภาควิชาจุลชีววิทยา 
 
1.3 แบคทเีรียแกรมลบจีนัสอ่ืน 

 

               Burkholdaria cepacia   
               343-4  356-5 

 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

               Escherichia coli    ภาควิชาจุลชีววิทยา 
               Enterobacter aerogenes ภาควิชาจุลชีววิทยา 
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ตารางที่ 5   (ตอ) 
 

สายพันธุ ที่มา 
               Erwinia carotovora   
               486-4  493 

 
สุรางค  สุธิราวุธ, ภาควิชาจลุชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
หมายเหตุ  ATCC = American Type Culture Collection 

  DMKU = Department Microbiology, Kasetsart University 
  DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
  JCM =  Japan Collection of Microorganisms 
  TISTR = Thailand Institute of Scientific and Technological Research 
  T = type strain 
 
ตารางที่ 6  แบคทีเรียที่ยังไมสามารถจําแนกชนิดได 
 

สายพันธุ ที่มา 
               No.1, No.2, No.3 และ No.4 อาหาร NA ที่ผานการฆาเชือ้ไมสมบูรณ 

N3A ตัวอยางน้ําหลอเย็น 
TB 015 ไสติ่งไก 
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 2.  อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี (ภาคผนวก ค) 
      2.1 Nutrient agar (NA) 
      2.2 Nutrient broth (NB) 
      2.3 King B medium  
      2.4 Extraction solvent 
      2.5 Mobile solvent 
      2.6 Ninhydrin spray 
      2.7 Molybdenum blue 
 

3.  เคร่ืองมือและอุปกรณ 
      3.1 Silica gel TLC plate ขนาด 10 x 10 เซนติเมตร (Silica gel 60F254, Merck, Germany) 
      3.2 TLC chamber 
      3.3 Incubator อุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส 
      3.4 tips ขนาด 20 μl 
      3.5 เครื่องเปาผมขนาดพอเหมาะ (220 วัตต) 
      3.6 ขวดสีชา 
      3.7 กระดาษกรอง 
      3.8 ตูดูดควนัพิษ 
      3.9 ตูอบไอรอน 100 °C (Hot air oven) 
      3.10 เครื่องคอมพิวเตอร และ scanner 
      3.11 อุปกรณหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา เชน กลองจุลทรรศน  เครื่องวัดพีเอช  ปเปต       
ลูกยาง  บีกเกอร  กระบอกตวง และเครื่องชั่งสาร เปนตน 
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วิธีการ 
 

1.  การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดของแบคทีเรียในสกุล Bacillus และเปรียบเทียบกับแบคทีเรียสกุล

อ่ืนโดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง และศึกษาชนิดของอะมิโนลิพิดท่ีพบใน Bacillus sp. 
 

1.1  การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดของแบคทีเรียในสกุล Bacillus และเปรียบเทียบกับ
แบคทีเรียสกุลอ่ืนโดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง (ดัดแปลงจากวิธีการของ Matsuyama et al., 
2003) 
 
               เล้ียงแบคทีเรียที่ตองการทดสอบบนอาหาร King B medium บมที่อุณหภูมิ 25 °C เปน
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อใสลงในบริเวณกนหลอดขนาด 1.4 มิลลิลิตร จํานวน 4 ลูป เติม 
extraction solvent (Chloroform-methanol-0.3% NaCl, 2:1:0.2, v:v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร คนดวย
เข็มเขี่ยเชื้อเพื่อใหเซลลกระจายตวั ไมจับกันเปนกอน จากนั้นปดฝาใหแนน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง
อยางนอย 30 นาที จะเกิดการแยกชั้นเปน 2 ชั้น โดยสารละลายชั้นบนเปนสวนของ methanol ซ่ึง
กากเซลลจะอยูในชั้นนี้ สวนสารละลายชั้นลางใสเปนสวนของ chloroform ซ่ึงจะมีไขมันละลายอยู 
จากนั้นใช tip ขนาด 20 ไมโครลิตร ดูดสารละลายที่อยูในชั้นของ chloroform ปริมาตร 15 
ไมโครลิตร หยอดลงบนแผนซิลิกาเจลขนาด 10 x 10 เซนติเมตร (Silica gel 60F254, Merck, 
Germany) ทั้งหมด 4 คร้ัง หรือ 60 ไมโครลิตร โดยตองทําการจุด (spot) ใหมีขนาดของเสนผาน
ศูนยกลางไมเกิน 0.5 มิลลิเมตร ระหวางในการจุดแตละครั้งใหใชเครื่องเปาผมเปา โดยใชลมเย็น 
เพื่อใหสารละลายที่จุดลงไปซึมเขาไปในแผนซิลิกาเจลไดเร็วขึ้น ทําใหจุดที่ไดไมกระจายตัวมาก
เกินไป และเพื่อไมใหไขมันเสียสภาพ จากนั้นเอาแผนซิลิกาเจลที่ทําเสร็จแลว ใสลงใน TLC 
chamber ที่ใสสาร mobile solvent (Chloroform-methanol-0.2%CaCl2, 55:35:8, v:v) ปริมาตร 100 
ถึง 125  มิลลิลิตร (ขึ้นอยูกับปริมาตรของ TLC chamber ที่ใช) แตตองใหทวมสูงจากดานลางของ
แผนซิลิกาเจลประมาณ 0.5 ถึง 1 เซนติเมตร) และลอมรอบดวยกระดาษกรองที่ชุมดวย mobile 
solvent โดยจะใชปเปตดูดแลวฉีดที่กระดาษใหทั่ว ทา vaseline ทั้งที่ปาก และขอบฝาของ chamber 
แลวปดฝาใหสนิท (ทําในตูดูดควัน) ตั้งไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที วิธีการนี้
ดัดแปลงจาก Matsuyama et al. (2003) ในเรื่องของการบมเลี้ยงเชื้อจาก 48 ชั่วโมง เปน 24 ช่ัวโมง 
เนื่องจากแบคทีเรียสกุล Bacillus สรางสปอร ในการทดลองจึงทําการสกัดไขมันในชวงระยะเวลา 
24 ชั่วโมง ซ่ึงยังไมมีการสรางสปอร และในการทดลองยังใชแผนซิลิกาเจลที่มีขนาดเล็กกวา 
Matsuyama et al. (2003)  
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       นําแผนซิลิกาเจลออกมาวางเอียงไวในตูดูดควันเพื่อปลอยใหแหงประมาณ 2 ถึง 3 นาที 
แลวจึงฉีดพนดวย 0.3% ninhydrin spary ใหทั่วแผนแลวนําไปเขาตูอบไอรอน (hot air oven) ที่ 100 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จะเห็นเปนแถบจุดสีชมพูแดงปรากฏขึ้น ซ่ึงเกิดจากโมเลกุลของ 
ninhydrin 2 โมเลกุลทําปฏิกิริยากับหมูอะมิโนที่เกาะอยูกับโมเลกุลของไขมันที่คารบอนตําแหนง
แอลฟา  จากนั้นนําแผนซิลิกาเจลที่ปรากฏผลการทดลอง ไปวัดระยะหางเพื่อหาคา Rf และบันทึก
ขอมูลเก็บผล (ภาพที่ 5)  

 
การคํานวณหาคา Rf หาไดจาก     Rf  =       ระยะทางที่สารเคลื่อนที่ 

                                                                             ระยะทางที่ตัวทําละลายเคลื่อนที่  

  

                                           
 

ภาพที่ 5  การวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของสารตัวอยางเพื่อวิเคราะหหาคา Rf 
 
ท่ีมา: Anonymous (2009). 
 

1.2 การศึกษาชนิดของอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus โดยโครมาโทกราฟ
แผนเคลือบบาง 
 
        ทําเชนเดียวกับการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดโดยใชโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง 
แตเปลี่ยนจากการฉีดพนดวยสารละลาย ninhydrin เปนสารละลาย molybdenum blue เพื่อใช
ทดสอบชนิดของฟอสโฟลิพิด โดยจะเกิดการทําปฏิกิริยาระหวาง molybdate กบั phosphate เกิดเปน
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สารประกอบ phospholipid-molybdate complexes (Galanos, 1970) หลังจากพนดวยสารละลาย 
molybdenum blue แลวใหนําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จะปรากฏจุดสีน้ําเงิน
ขึ้น 
 

2.  การประยุกตใชรูปแบบอะมิโนลิพิดท่ีไดเพื่อชวยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียในสกุล Bacillus  
 

ทําการแยกเชื้อแบคทีเรียจากอาหาร NA ที่ผานการฆาเชื้อที่ไมสมบูรณ และแยกเชื้อจาก
ตัวอยางน้ําหลอเย็น โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร NA ที่ผานการฆาเชื้อที่ไม
สมบูรณ และเขี่ยเชื้อจากอาหาร WYO ซ่ึงเปน selective media เพื่อใชในการตรวจสอบหาเชื้อ 
Legionella sp. จากตัวอยางน้ําหลอเย็น โดยเลือกโคโลนีที่มีลักษณะตางๆ กัน ขีดลงบนอาหาร NA 
แบบ cross streak บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 24 ช่ัวโมง ใชเข็มเขี่ยเชื้อเขี่ยแบคทีเรียที่เจริญเปน
โคโลนีเดี่ยวมา cross streak บน NA จนกระทั่งไดเชื้อบริสุทธิ์ เก็บรักษาเชื้อที่แยกไดบน NA ผิว
เอียง (slant) ที่อุณหภูมิหอง สวนแบคทีเรียที่แยกจากไสติ่งไกนั้นไดทําการแยกเชื้อไวกอนแลว (จาก
โครงการพัฒนาการผลิตโปรไบโอติคสเพื่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงไกเนื้อ) จากนั้นทําเชนเดียวกับ
การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus ดังที่กลาวไปแลวในขอ 1.1 โดยโคร
มาโทกราฟแผนเคลือบบาง จากนั้นจึงตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา และศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและสรีรวิทยา เพื่อเปนขอมูลประกอบการจําแนกชนิดแบคทีเรียในสกุล Bacillus  
 

การจาํแนกชนิดโดยถายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA slant บมเชื้อนาน 
24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดทั้งหมดมาทดสอบดวยวิธีดั้งเดิม 
(conventional method) ศึกษารายละเอียดทางสัณฐานวิทยาของเชื้อบริสุทธ์ิ โดยการตรวจลักษณะ
การเจริญ  ลักษณะโคโลนบีนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลักษณะของเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน ประกอบดวย 
ขนาด  รูปราง  การติดสีแกรมบวก หรือแกรม variable  การมีเอนโดสปอร การมีแกรนูล และการ
ทดสอบทางชีวเคมีและสรีรวิทยา ไดแก ความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส  การเจริญใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจน ความสามารถในการใชซิเตรท และโพรพิโอเนต  การสรางเอนไซม เลซิ
ติเนส การสรางเอนไซมไปยอยสลายแปง  เคซีน และเจลาติน  การรีดิวสไนเตรท  การสรางกรดจาก
คารโบไฮเดรต เชน ดี(+)-กลูโคส, แอล(-)-อะราบิโนส, ดี(+)-ไซโลส, ดี(+)-แมนนิทอล และแลค
โตส เปนตน ตามวิธีการของ Gordon (1989) ตรวจและบันทึกผลเปนผลบวกหรือลบ 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดท่ีพบในแบคทีเรียสกุล Bacillus และเปรียบเทียบกับรูปแบบ           
อะมิโนลิพิดท่ีพบในแบคทีเรียสกุลอ่ืน โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง และศึกษาชนิดของ       

อะมิโนลิพิดท่ีพบใน Bacillus sp. 
 

1.1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus และแบคทีเรียสกุลอ่ืน 
 

        การศึกษาครั้งนี้มีแบคทีเรียในสกุล Bacillus ที่ใชศึกษาทั้งหมด 149 สายพันธุ 21      
สปชีส โดยแบงตามเกณฑที่ Gordon (1989) ไดอธิบายไวตามรูปรางลักษณะของสปอรไดกลุมตางๆ 
ไดแก กลุม IA 83 สายพันธุ 6 สปชีส กลุม IB 59 สายพันธุ 9 สปชีส กลุม II 4 สายพันธุ 4 สปชีส 
และกลุม III 3 สายพันธุ 2 สปชีส  ซ่ึงผลจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดจาก Bacillus sp. ทั้งหมด 
149 สายพันธุ อานผลจากจํานวนจุดที่ปรากฏในแตละคา Rf โดยไมคํานึงถึงความเขมจางของจุดที่
ปรากฏ เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 4 ลูป ซ่ึงอาจทําใหไดปริมาณเซลลไมเทากัน 
ดังนั้นจึงอานผลในเชิงคุณภาพ (Qualitative analysis) เหตุผลที่ไมอานผลในเชิงปริมาณ 
(Quantitative analysis) นั้น เนื่องจากองคประกอบของไขมันจากแบคทีเรียสายพันธุเดียวกัน เจริญ 
และเลี้ยงภายใตสภาวะเดียวกัน แมจะทดลองในหองทดลองเดียวกันก็ตาม พบวาอาจมีความ
แตกตางกัน ขึ้นกับหลายปจจัย เชน พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ องคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดแก 
แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน อุณหภูมิ เปนตน ดังนั้นควรพิจารณาจากชนิดไขมันที่เปน
องคประกอบหลักที่มีอยูในเซลลแบคทีเรีย และคา Rf  ที่แสดงนี้เปนคาที่วัดไดจากการเฉลี่ยในการ
ทดลอง เนื่องจากการที่จะทําใหคา Rf  เทากันทุกครั้งนั้นอาจทําไดยาก เนื่องจากคา Rf ขึ้นอยูกับ
ปจจัยตางๆ เชน ธรรมชาติของแอดซอรเบนท (เชน ขนาดอนุภาคของพื้นที่ผิว) ธรรมชาติของเฟส
เคลื่อนที่ (เชน ความบริสุทธิ์ของตัวทําละลาย ความถูกตองของการผสม ปริมาณความชื้น และการ
ระเหย) อุณหภูมิขณะทําการทดลอง ปริมาณสารตัวอยางที่ใช เปนตน ซ่ึงแกไขไดโดยการทําเทียบ
กับตัวแทนมาตรฐานทุกครั้ง (Lechevalier, 1989) ผลที่ไดแสดงดังนี้ 
 

 1.1.1  Bacillus sp. กลุม IA ประกอบดวย B. megaterium 46 สายพันธุ B. flexus 1 สาย
พันธุ B. simplex 1 สายพันธุ B. cereus 6 สายพันธุ B. thuringiensis 28 สายพันธุ และ B. mycoides 1 
สายพันธุ โดยรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. กลุมนี้แสดงดังตอไปนี้ 
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     1.1.1.1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium  
 

 
ภาพที่ 6  รูปแบบอะมิโนลิพดิที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium ATCC 14581T,                
                lane 2: B. megaterium DSM 3228,  lane 3: B. megaterium DMKU 78100, lane 4: 
                B. megaterium KORP16,  lane 5: B. megaterium C411 และ lane 6: B. megaterium  
                T2RP13 
                

                   จากภาพที่ 6 แสดงใหเห็นวาอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium ทั้ง  
6 สายพันธุ ทั้งสายพันธุที่เปน type strain และ B. megaterium จากแหลงตางๆ มีรูปแบบอะมิโน
ลิพิดที่มีคา Rf เทากับ 0.09,  0.17, 0.22, 0.28,  0.38,  0.48 และ 0.75 ตามลําดับ สวนสายพันธุอ่ืนๆ 
อีก 40 สายพันธุก็ใหผลสอดคลองกัน (ดังแสดงภาพไวในภาพผนวกที่ ก1-ก10)  B. megaterium ทั้ง 
46 สายพันธุนี้ ครอบคลุมทั้งสายพันธุที่เปน type strain (ATCC 14581T), DSM 3228 ซ่ึงมีที่มาจาก
ประเทศรัสเซียตลอดจน B. megaterium ที่แยกจากดินในประเทศตางๆ หลายแหลง ซ่ึงสายพันธุ
เหลานี้มีความแตกตางทางชีวเคมี และสรีรวิทยา ในเรื่องของการรีดิวสไนเตรท  ความสามารถใน
การเจริญที่พีเอช 4.5 ความสามารถในการยอยสลาย คารโบฟูแรน ความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตอนินทรีย (ตารางภาคผนวกที่ ข1-ข4) แสดงใหเห็นเอกลักษณของ B. megaterium แมวามี
ความแตกตางกันก็พบรูปแบบอะมิโนลิพิดแบบเดียวกัน คุณสมบัตินี้จึงอาจใชเปน phenotypic 
characteristic อีกขอหนึ่งที่ชวยเสริมการจําแนกของแบคทีเรียสปชีสนี้ใหชัดเจนขึ้น 
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                                 1.1.1.2  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. flexus และ B. simplex 
 

 
ภาพที่ 7  รูปแบบอะมิโนลิพดิที่พบใน B. simplex และ B. flexus เปรียบเทียบกับ B. megaterium ;  
                lane 1: B. megaterium ATCC 14581T, lane 2: B. flexus DSM 1320 T และ lane 3:                     
                B. simplex DSM 1321T  
 

                   จากภาพที่ 7 แสดงใหเห็นวานอกจาก B. megaterium แลว B. flexus 
DSM 1320 T (lane 2) B. simplex DSM 1321T (lane 3) ก็พบรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ Rf เดียวกัน คือ 
0.09 0.17 0.22 0.28 0.38 0.48 และ 0.75 ตามลําดับ ซ่ึงการที่ B. flexus DSM 1320 T และ B. simplex 
DSM 1321T พบรูปแบบอะมิโนลิพิดเหมือนกับที่พบใน B. megaterium ยิ่งแสดงใหเห็นความ
ใกลชิดของแบคทีเรียทั้ง 3 สปชีสนี้อยางเดนชัด สนับสนุนขอมูลท่ี B. flexus, B. simplex เคยจัดอยู
ใน B. megaterium มากอน (Sneath, 1986 และ Priest et al. 1988)  
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                                 1.1.1.3 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. cereus, B. mycoides และ                      
B. thuringiensis 
 

  
 

ภาพที่ 8   รูปแบบอะมโินลิพิดที่พบใน B. cereus, lane 1; B. cereus DMKU Bc.33, lane 2;                    
                B. cereus DMKU Bc.34, lane 3; B. cereus DMKU Bc.51.9, lane 4; B. cereus DMKU  
                Bc.52.1, lane 5; B. cereus DMKU Bc.52.6 และ lane 6; B. cereus DMKU Bc.53.5   
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ภาพที่ 9  รูปแบบอะมิโนลิพดิที่พบใน B. thuringiensis เปรียบเทียบกบั B. megaterium, lane 1;          
   B. thuringiensis JC397, lane 2; B. thuringiensis JC421, lane 3; B. thuringiensis Fong 
   182, lane 4; B. thuringiensis Fong 183, lane 5; B. thuringiensis F-72 และ lane 6;                  
   B. megaterium ATCC 14581T   
 

 
ภาพที่ 10  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. mycoides DKMU C3 เปรียบเทียบกับ B. thuringiensis,  
                 lane 1; B. thuringiensis JC397 และ lane 2; B. mycoides DMKU C3  
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                     จากภาพที่ 8 ถึง 10 จะเห็นวารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. cereus, 
B. mycoides และ B. thuringiensis (ภาพบางสวนจัดไวในภาพผนวกที่ ก11-ก15) มีความคลายคลึง
กันหมด เนื่องจากมีอะมิโนลิพิดที่จุด Rf เทากับ 0.09  0.17  0.22  0.28  0.38  0.48  0.56 และ 0.75 ซ่ึง
จุด Rf เทากับ 0.56 มีขนาดใหญ และชัดเจนกวาจุดอื่น ซ่ึงมีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่แตกตางไปจาก
กลุม B. megaterium ที่ไมพบจุด Rf 0.56  ดังนั้นจึงแสดงใหเห็นความสัมพันธใกลชิดของแบคทีเรีย
ในกลุม B. cereus นี้เพราะทั้ง B. cereus, B. mycoides และ B. thuringiensis เปนสปชีสที่มีคุณสมบัติ
เหมือนกันมาก หากเปรียบเทียบโดยวิธีดั้งเดิม หรือแมกระทั่งลําดับเบสของ 16S rRNA ก็ไม
สามารถแยกความแตกตางในระหวาง 3 สปชีสนี้ได (Sacchi et al., 2002)  
 
                      1.1.2 Bacillus sp. กลุม IB ประกอบดวย B. subtilis 12 สายพันธุ B. mojavensis                  
1 สายพันธุ  B. atrophaeus 6 สายพันธุ  B. amyloliquefaciens 22 สายพันธุ  B. pumilus 3 สายพันธุ    
B. licheniformis 10 สายพันธุ  B. firmus 3 สายพันธุ  B. marisflavi 1 สายพันธุ และ B. badius 1 สาย
พันธุ โดยรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. กลุมนี้แสดงดังตอไปนี้ 
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                                 1.1.2.1 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis, B. mojavensis, B. atrophaeus,                            
B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis และ B. firmus 
 

 
 
ภาพที่ 11  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis, lane 1; B. subtilis ATCC 6051T, lane 2;                  
                 B. subtilis ATCC 6051T, lane 3; B. subtilis DMKU A3, lane 4; B. subtilis DMKU A5,  
                 lane 5; B. subtilis DMKU A7 (2) และ lane 6; B. subtilis DMKU HA3 
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ภาพที่ 12  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. atrophaeus, lane 1; B. atrophaeus DSM 5151T, lane 2;                
     B .atrophaeus DMKU HA2, lane 3; B. atrophaeus DMKU HA7, lane 4; B. atrophaeus                      
                  DMKU HA9,  lane 5; B. atrophaeus DMKU HA10 และ lane 6; B. atrophaeus      
                  DMKU HA11           
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ภาพที่ 13  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens, lane 1; B. amyloliquefaciens ekos1,  
                 lane 2; B. amyloliquefaciens ekos2, lane 3; B. amyloliquefaciens DMKU HA1, lane   
                 4;  B. amyloliquefaciens DMKU HA4, lane 5; B. amyloliquefaciens DMKU HA6  
                 และ lane 6; B. amyloliquefaciens DMKU HA8  
 

 
ภาพที่ 14  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. firmus และ B. mojavensis, lane 1; B. firmus K029,     
                  lane 2; B. firmus LDD7, lane 3; B. firmus LDD9 และ lane 4; B. mojavensis TISTR  
                  1047T 
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ภาพที่ 15  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. pumilus, lane 1; B. pumilus ATCC 7061T, lane 2;             
  B. pumilus KJP1/(8) และ lane 3; B. pumilus DMKU A2 
 

 
 

ภาพที่ 16  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. licheniformis, lane 1; B. licheniformis TISTR 1109,  
                  lane 2; B. licheniformis TISTR 1110, lane 3; B. licheniformis P013, lane 4;                  
                  B. licheniformis P015, lane 5; B. licheniformis P017 และ lane 6; B. licheniformis  
                  P019         
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                     รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis, B. atrophaeus,                         
B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. firmus, B. mojavensis และ B. licheniformis ซ่ึงแสดงไวใน
ภาพที่ 11, 12, 13, 14, 15 และ 16 (ภาพบางสวนแสดงไวในภาพผนวกที ก16-ก21) แสดงใหเห็น
วาสปชีสที่กลาวมาทั้งหมดมีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่คา Rf เดียวกับที่พบใน B. cereus และสายพันธุ
ใกลชิด ดังไดอธิบายไวในขอ 1.1.1.3 โดยทุกสปชีสมีจุด Rf 0.56 ที่มีขนาดใหญ และชัดเจนกวาจุด
อ่ืนดังเชนที่พบในกลุม  B. cereus  นอกจากนี้ยังสังเกตไดวาขนาดของจุด Rf 0.56 จะมีขนาดใหญ
ไมเทากัน ทั้งนี้อาจเกิดจากปจจัยทีมีผลตอสภาวะในการเลี้ยงเชื้อ เชน องคประกอบของอาหาร พี
เอชของอาหาร หรือการสุมโหลดตัวอยางสารที่คา Rf เทากับ 0.56  นอยเกินไป แตจุดดังกลาวก็ยัง
เปนจุดที่เห็นไดชัดที่สุด ผลที่ไดสอดคลองกับขอมูลที่ B. mojavensis, B. atrophaeus และ                            
B. amyloliquefaciens เคยจัดอยูใน  B. subtilis มากอนดังขอมูลของ Nakamura (1987) และ            
Robert et al. (1994)  
 

     1.1.2.2  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. marisflavi และ B. badius 
 

 

 
 
ภาพที ่17   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. marisflavi TF-11 (lane 4) เปรียบเทียบกบั lane 1:                        
                  B. megaterium ATCC 14581T, lane 2: B. flexus DSM 1320T และ lane 3: B. simplex  
                  DSM1321T  
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                   มีเพียง 2 สปชีสเทานั้นใน Bacillus sp. กลุม IB ที่พบรูปแบบอะมิโน
ลิพิดที่คา Rf เดียวกับที่พบใน B. megaterium คือ B. marisflavi TF-11 และ B. badius TE1 จากภาพ
ที่ 17 แสดงอะมิโนลิพิดที่พบใน B. marisflavi สายพันธุ TF11 การที่ B. marisflavi TF-11 มี
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่เหมือนกับกลุมของ B. megaterium อาจเปนเพราะวาลักษณะทางชีวเคมีและส
รีรวิทยาเบื้องตนของสปชีสนี้แทบไมแตกตางกับ B. megaterium ขอแตกตางที่ชัดเจน คือ แบคทีเรีย
ชนิดนี้มีขนาดเซลลกวางนอยกวา 1 μm สามารถสรางรงควัตถุสีชมพูออนในอาหาร nutrient agar 
และสามารถเจริญไดในอาหาร nutrient broth ที่มี NaCl ความเขมขน 5,  7 และ 10 เปอรเซ็นต 
ขณะที่ B. megaterium โดยทั่วไปเจริญไดใน nutrient broth ที่มี NaCl ความเขมขน 7 และ 10 
เปอรเซ็นตบางแลวแตสายพันธุ 
 

 
ภาพที ่18   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. badius TE1 (lane 2) เปรียบเทียบกับ B. megaterium  
                  ATCC 14581T (lane 1) และ B. marisflavi TF-11 (lane 3) 
 

                   สวน B. badius TE1 มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่คลายกับกลุม                      
B. megaterium เชนกันแต B. badius TE1 คา Rf 0.48 จะเห็นจางๆ ดังภาพที่ 18  แตทั้งนี้เมื่อพิจารณา
ผลของรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไดกับคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ B. badius TE1 พบวามี
ความแตกตางจากกลุมของ  B. megaterium ทั้งในเรื่องของขนาดเซลลมีขนาดเล็กกวาง 0.6 μm คาพี
เอชที่วัดไดในอาหาร VP มีคา 7.12 ซ่ึงมากกวาชวงพีเอชของ B. megaterium และไมสามารถผลิต
กรดจากน้ําตาล ดี(+)-กลูโคส, แอล(-)-อะราบิโนส, ดี(+)-ไซโลส, ดี(+)-แมนนิทอล และแลคโตสได
เลย เปนตน ดังนั้นการที่รูปแบบอะมิโนลิพิดของ B. badius TE1 แตกตางจากสมาชิกอื่นๆใน 
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Bacillus กลุม IB จึงเปนขอมูลเพิ่มเติมที่เปนประโยชนตอการจําแนกชนิด อยางไรก็ตามรูปแบบ      
อะมิโนลิพิดชี้ใหเห็นถึงความใกลชิดกันของ B. badius และ B. megaterium ในอีกหนึ่งมุมมอง 
 
                      1.1.3 Bacillus sp. กลุม II ประกอบดวย B. circulans, B. sporothermodurans 
Brevibacillus choshiensis และ Paenibacillus polymyxa สปชีสละ 1 สายพันธุ แตละสปชีสแสดง
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบดังตอไปนี้ 
 
                                1.1.3.1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. circulans และ B. sporothermodurans                              

 

    

ภาพที่ 19  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. circulans JCM 2504 (lane 1 และ 2)  
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ภาพที่ 20  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sporothermodurans SB4 (lane 1 และ 2)  
 
                     จากภาพที่ 19 และ 20 จะเห็นวารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน                  
B. circulans JCM 2504 และ B. sporothermodurans SB4 นั้นจะพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf ตางๆ 
เชนเดียวกับที่พบในกลุม B. cereus และกลุม B. subtilis คือ พบจุด Rf 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38, 
0.48, 0.56 และ 0.75 ตามลําดับ   
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                                 1.1.3.2  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Brevibacillus choshinensis 
 

 
 
ภาพที่ 21 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Brevibacillus choshinensis TB2 (lane 1 และ 2)  
 
                     จากภาพที่ 21 จะเห็นวารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Brevibacillus 
choshinensis TB2 (เดิมชื่อ Bacillus choshinensis) แตกตางจากรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน 
Bacillus sp. อ่ืนๆ ที่กลาวมา เนื่องจากพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf เทากับ 0.09,  0.17,  0.48,  0.60,  0.65 
และ 0.75 ตามลําดับ ซ่ึงจุด 0.60 และ 0.65 เปนอะมิโนลิพิดที่ยังไมพบใน Bacillus sp. ใดๆ จึงเปน
เหตุผลใหแยกความแตกตางกับสปชีสอ่ืนได ผลที่ไดจึงสอดคลองกับการที่แบคทีเรียสปชีสนี้ เคย
เปนสมาชิกในสกุล Bacillus และแยกออกมาเปนสกุลใหมในป ค.ศ.1994 ตามรายงานของ            
Ash et al. (1994) เนื่องจากงานวิจัยนี้มีเพียง 1 สปชีส 1 สายพันธุ จาก Brevibacillus sp. จึงควร
จัดหาแบคทีเรียที่อยูในสปชีสเดียวกัน หรือตางสปชีสหลายๆ สายพันธุของ Brevibacillus sp. มา
ทดสอบรวมดวย จึงจะสามารถบอกแนวโนมไดวารูปแบบอะมิโนลิพิดของ Brevibacillus sp. 
แตกตางจาก Bacillus sp. ตามที่กลาวไปขางตน 
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                  1.1.3.3  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Paenibacillus polymyxa 
 

  
ภาพที่ 22 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Paenibacillus polymyxa N-10 (lane 1 และ 2)  
 
                     จากภาพที่ 22 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Paenibacillus polymyxa 
N-10 (เดิมชื่อ Bacillus polymyxa) พบวามีรูปแบบอะมิโนลิพิดคลายกับกลุมของ B. megaterium  
คือ Rf เทากับ 0.09,  0.17,  0.22, 0.28, 0.38, 0.48 และ 0.75 แตมีแตกตางจากกลุม B. megaterium  
เพราะ Paenibacillus polymyxa N-10 พบอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.60 เพิ่มขึ้น ซ่ึงทําใหไมเหมือนกับ            
Bacillus sp. สปชีสใด ดังกลาวไปแลวขางตน ขอมูลนี้สอดคลองกับการที่ B. polymyxa ถูกจัดใหม
ใหอยูในสกุล Paenibacillus เปน Paenibacillus polymyxa โดยลําดับเบสของ 16S rRNA ที่ตําแหนง 
1,393 ถึง 1,437 (Shida et al., 1997) และสอดคลองกับรายงานของ Boonsuebsakul et al. (2006) ที่
พบวารูปแบบอะมิโนลิพิดของ Paenibacillus alvei มีความแตกตางจาก Bacillus sp. สปชีสอ่ืนๆ จึง
เปนเหตุผลที่ยืนยันความแตกตางของ Bacillus sp. กับ Paenibacillus alvei ที่ Ash et al. (1994) ได
จัด Bacillus alvei อยูในสกุล Paenibacillus  
 
 
 

        1               2 



 50 

                      1.1.4  Bacillus sp. กลุม III ประกอบดวย B. fusiformis 1 สายพันธุ และ B. sphaericus 
2 สายพันธุ โดยรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. กลุมนี้ แสดงดังตอไปนี้ 
 
                     1.1.4.1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sphaericus และ B. fusiformis 
 

 
ภาพที่ 23 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sphaericus และ B. fusiformis, lane 1; B. sphaericus 
 ATCC 14577T, lane 2; B. sphaericus K022 และ lane 3; B. fusiformis TISTR 1049 T    
 
  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. sphaericus ATCC 14577T,                      
B. sphaericus K022 และ B. fusiformis TISTR 1049 T คลายกับที่พบในกลุม B. megaterium คือมีจุด 
Rf  เทากับ 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38, 0.48 และ 0.75 ตามลําดับ ดังภาพที่ 23 ซ่ึงจุดที่ Rf เทากับ 
0.28 และ 0.22 เห็นจางๆ อยางไรก็ตามควรตรวจสอบโดยวิธีการวิเคราะหแบบอื่นที่ใหผลชัดเจน
กวานี้ เมื่อพิจารณาขอมูลทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และสรีรวิทยาของ B. sphaericus และ                          
B. fusiformis พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 สปชีสนี้ มีความสัมพันธใกลชิดกัน เนื่องจาก B. fusiformis 
เปนสปชีสที่แยกออกจาก B. sphaericus ซ่ึงมีความแตกตางกันที่ B. fusiformis สามารถสราง
เอนไซมยูรีเอส และเจริญไดในอาหาร nutrient broth ที่มี NaCl ความเขมขน 7 เปอรเซ็นต (Priest, 
1988) การที่พบวามีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่คลายกันมากจึงชวยยืนยันความสัมพันธระหวาง
แบคทีเรีย 2 สปชีสนี้ไดเปนอยางดี 
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สรุปผลจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดจากแบคทีเรียในสกุล Bacillus ทั้งหมด 149 สาย
พันธุ โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยอานผลจากจํานวนจุดที่ปรากฏในแตละคา Rf แสดง
ขอมูลดังตารางที่ 7 ไดดังนี้ 
 

ตารางที่ 7  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. ทั้งหมด 149  สายพันธุ โดยวัดจากคา Rf 
 

คา Rf    Bacillus sp.  
ที่ใชทดสอบ 0.09 0.17 0.22 0.28 0.38 0.48 0.50 0.56 0.60 0.65 0.75 

กลุม IA 
B. megaterium 
    (46 สายพันธุ) 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

B. flexus DSM 1320 T + + + + + + - - - - + 
B. simplex DSM 1321T + + + + + + - - - - + 
B. cereus 
    (6 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

B. mycoides DMKU C3 + + + + + + - + - - + 
B. thuringiensis 
   (28 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

กลุม IB 
B. amyloliquefaciens 
   (22 สายพันธุ) 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
+ 

B. atrophaeus 
   (6 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

B. badius TE1 + + + + + +w - - - - + 
B. firmus 
   (3 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

B. licheniformis 
   (10 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

B. marisflavi TF-11 + + + + + + - - - - + 
B. mojavensis TISTR 1047T + + + + + + - + - - + 
B. pumilus 
   (3 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 

B. subtilis 
    (12 สายพันธุ) 

+ + + + + + - + - - + 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

คา Rf    Bacillus sp.  
ที่ใชทดสอบ 0.09 0.17 0.22 0.28 0.38 0.48 0.50 0.56 0.60 0.65 0.75 

กลุม II 
B. circulans JCM 2504 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
+ 

Brevibacillus choshiensis TB2 + + + - - + + - - + + 
B. sporothermodurans SB4 + + + + + + - + - + + 
Paenibacillus polymyxa N-10 + + + + + + - - + - + 
กลุม III 
B. fusiformis TISTR 1049T 

 
+ 

 
+ 

 
+w 

 
+w 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

B. sphaericus 
(2 สายพันธุ) 

+ + +w +w + + - - - - + 

 
หมายเหตุ  +    = ปรากฏจุดของอะมิโนลิพิดบนแผนซลิิกาเจล 
  +w   = ปรากฏจุดของอะมิโนลิพิดจางๆบนแผนซิลิกาเจล 
                   -    = ไมปรากฏจุดใดๆ บนแผนซิลิกาเจล 
 

จากผลการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. ทั้งหมด 149 สายพันธุพบวา
ทั้งหมดมีอะมิโนลิพิดที่เหมือนกัน 7 จุด ที่คา Rf เทากับ 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38, 0.48 และ 0.75 
สวนจุดที่คา Rf  เทากับ 0.56 นั้นมีทั้งกลุมที่มีและไมมี ทําใหสามารถแบงกลุมตามรูปแบบอะมิโน
ลิพิดที่พบได 2 กลุมหลักๆ คือ กลุมที่มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่มีคา Rf 0.56 และกลุมที่ไมมี Rf 0.56 
ดังแสดงในตารางที่ 7  โดยกลุมที่มีคา Rf 0.56 มีทั้งหมด 12 สปชีส ไดแก B. cereus 6 สายพันธุ               
B. mycoides 1 สายพันธุ, B. thuringiensis 28 สายพันธุ, B. subtilis 12 สายพันธุ, B. mojavensis 1 
สายพันธุ,  B. atrophaeus 6 สายพันธุ,  B. amyloliquefaciens 22 สายพันธุ,  B. pumilus 3 สายพันธุ, 
B. licheniformis 10 สายพันธุ, B. firmus 3 สายพันธุ, B. circulans 1 สายพันธุ และ                            
B. sporothermodurans 1 สายพันธุ ซ่ึงเมื่อพิจารณาถึงความสัมพันธของทั้ง 12 สปชีสนี้ พบวาทุก           
สปชีสที่กลาวมามีการสปอรเปนรูปวงรีทั้งหมด ไมวาจะอยูตางกลุมกันตามการแบงกลุมของ 
Gordon (1989) คือ แมวา B. cereus, B. thuringiensis และ B. mycoides จะอยูกลุม IA ขณะที่                 
B. subtilis, B. mojavensis, B. atrophaeus, B. amyloliquefaciens,  B. pumilus, B. licheniformis และ 
B. firmus  อยูกลุม IB แมกระทั่ง B. circulans JCM 2504 และ B. sporothermodurans SB4 ที่อยูใน
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กลุม II ที่สปอรทําใหเซลลโปง แตทุกสปชีสสรางสปอรเปนรูปวงรีเหมือนกัน ซ่ึงอาจแสดงใหเห็น
ถึงความสัมพันธของ Bacillus sp. 12 สปชีสนี้ที่พบรูปแบบอะมิโนลิพิดเหมือนกัน 
  

สวน Bacillus sp. ที่พบรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไมมีจุด Rf 0.56 มีทั้งหมด 9 สปชีส ไดแก    
B. megaterium 46 สายพันธุ, B. flexus 1 สายพันธุ, B. simplex 1 สายพันธุ,  B. badius 1 สายพันธุ,              
B. marisflavi 1 สายพันธุ,  Brevibacillus choshinensis 1 สายพันธุ,  Paenibacillus polymyxa  N-10,  
B. fusifomis และ B. sphaericus และเมื่อนํามาพิจารณาถึงความสัมพันธของทั้ง 9 สปชีสนี้  พบวา 
สปชีสสวนใหญมีการสปอรเปนรูปกลม เชน B. megaterium ซ่ึงแมวาจะจัดอยูใน Bacillus sp. กลุม 
IA ตามการแบงกลุมของ Gordon (1989) ที่มีการสรางสปอรรูปวงรี และไมทําใหเซลลโปงก็ตาม แต
ในบางครั้งก็พบสปอรรูปกลมใน B. megaterium ไดเชนกันโดยเฉพาะในระยะที่เปนสปอรอิสระจะ
เห็นไดชัดเจน สวน B. flexus และ B. simplex เปนสปชีสที่แยกออกมาจาก  B. megaterium จึงเปน
สายพันธุใกลชิด B. megaterium อยูกอนแลว (Sneath, 1986 และ Priest et al. 1988) สวน                     
B. fusiformis และ B. sphaericus นั้นจัดอยูใน Bacillus sp. กลุม III ที่มีสปอรกลมและทําใหเซลล
โปงอยูแลว จึงอาจเปนไปไดวาสัณฐานวิทยาของสปอรอาจมีสวนสัมพันธกับชนิดของอะมิโนลิพิด
ที่พบ สวน B. badius และ B. marisflavi แมวา Gordon (1989) เคยจัดใหอยูใน Bacillus sp. กลุม IB 
สรางสปอรวงรี และไมทําใหเซลลโปง  แตพบวา B. marisflavi TF-11 มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบ
เหมือนกับกลุม B. megaterium ขณะที่ B. badius TE1 มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบคลายกับกลุม                 
B. megaterium แตกตางที่อะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.48 จะจางกวาที่พบในกลุม B. megaterium แสดงให
เห็นวา B. marisflavi ใกลชิดกับ B. megaterium มากกวา B. badius แตอยางไรก็ตามผลการทดลองนี้
มาจาก Bacillus sp. ทั้งสองสปชีสนี้ตัวอยางละ 1 สายพันธุเทานั้น จึงควรหาตัวแทนของทั้งสอง          
สปชีสนี้มาศึกษาเพิ่มเติม เพื่อชวยในการยืนยันขอมูลใหชัดเจนมากขึ้น สวน Brevibacillus 
choshinensis และ Paenibacillus polymyxa ถึงแมวาจะพบรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไมมีจุด Rf 0.56 แต
ทั้งสองสปชีสนี้ก็มีความแตกตางไปจากกลุม B. megaterium และกลุม  B. sphaericus คือ พบวา 
Brevibacillus choshinensis TB2 มีจุด Rf 0.60 และ 0.65 เพิ่มมา เชนเดียวกับ Paenibacillus 
polymyxa N-10 ที่มีจุด Rf 0.60 ดังกลาวไปแลวขางตน ซ่ึงสอดคลองกับขอมูลในปจจุบันที่จัดใหทั้ง 
2 สปชีสอยูสกุลใหม ซ่ึงเดิมจัดอยูในสกุล Bacillus รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบจึงเปนขอมูลที่ชวย
สนับสนุนขอมูลดังกลาว 
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          1.1.5  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก 
 
    

 
 
ภาพที่ 24  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก; lane 1; Staphylococcus epidermidis,  
                  lane 2; Staphylococcus intermidius, lane 3; Staphylococcus aureus, lane 4;      
                  Staphylococcus simulans,  lane 5; Micrococcus sp. และ lane 6; Micrococcus luteus  
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ภาพที่ 25 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Sarcina lutea (lane 1) เปรยีบเทียบกับ B. megaterium  
                 ATCC 14581T (lane 2) และ B. thuringiensis JC397 (lane 3) 
 

 

 
 
ภาพที่ 26  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Corynebacterium glutamicum (lane 1) เปรียบเทียบกับ            
                  B. thuringiensis JC397 (lane 2) 
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      จากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดจากแบคทีเรียแกรมบวกสกุลอ่ืน  คือ 
Staphylococcus epidermidis, S. intermidius, S. aureus, S. simulans, Micrococcus sp., M. luteus, 
Sarcina lutea และ Corynebacterium glutamicum พบวาแบคทีเรียแตละสกุลมีรูปแบบอะมิโนลิพิด
ที่แตกตางกัน และตางจากรูปแบบของ Bacillus sp. ที่กลาวมาในขางตน โดยแบคทีเรียแกรมบวกรูป
กลมในสกุล Staphylococcus มีความคลายคลึงกัน โดยพบจุด Rf เทากับ 0.09,  0.17,  0.22,  0.28,  
0.38,  0.48 และ 0.56 (ภาพที่ 24) ใน lane 1 ถึง 4 เฉพาะ S. aureus ใน lane 3 ที่พบจุด Rf  เทากับ 
0.60 เพิ่มขึ้น นอกจากนี้จุด Rf เทากับ 0.56 ที่พบใน S. aureus นั้นมีขนาดใหญเขมชัดเจน 
เชนเดียวกับที่พบใน Bacillus 
 
      สวนรูปแบบอะมิโนลิพิดของแบคทีเรียแกรมบวกรูปกลมในสกุล Micrococcus 
พบวา Micrococcus sp. และ M. luteus (ภาพที่ 24 lane 5 และ 6 ตามลําดับ) มีรูปแบบอะมิโนลิพิด
เหมือนกัน คือ ปรากฏที่ Rf  เทากับ 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38 และ 0.60 ตามลําดับ แบคทีเรีย        
แกรมบวกรูปกลมในสกุล Sarcina lutea (ภาพที่ 25) คลายกับสกุล Micrococcus แตไมพบจุด Rf 

เทากับ 0.60 (ภาพที่ 24 lane 5 และ 6) 
 
      รูปแบบอะมิโนลิพิดของ Corynebacterium glutamicum (ภาพที่ 26) แสดงให
เห็นความแตกตางจากแบคทีเรียแกรมบวกที่กลาวมาทั้งหมด เพราะพบจุด Rf เทากับ 0.09,  0.28,  
0.38 และ 0.48 เทานั้น จะเห็นวารูปแบบอะมิโนลิพิดจากแบคทีเรียแกรมบวกในสกุลตางๆมีจุดที่
นาสนใจ คือ จุด Rf ที่พบในแบคทีเรียแกรมบวกเหลานี้ ลวนพบใน Bacillus sp.โดยเฉพาะอยางยิ่ง
จุด Rf เทากับ 0.09,  0.17,  0.22,  0.28,  0.38,  0.48 และ 0.56 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียแกรมบวกรูป
กลม นาจะเปนกลุมที่มีความใกลชิดกับ Bacillus sp. ในระดับหนึ่งแมวาไมพบจุด Rf 0.75 ในสกุล
ใดเลยก็ตาม 
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                     1.1.6  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ 
 

 
                     
ภาพที่  27  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ, lane 1; E. coli, lane 2; Enterobacter 
  aerogenes  
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ภาพที่ 28  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบเปรียบเทียบกับ B. thuringiensis         
                  JC 397, lane 1 และ lane 6; B. thuringiensis JC 397, lane 2; Erwinia carotovora 486-4,  
                  lane 3; E.  carotovora 493, lane 4; Burkholdaria cepacia 343-4 และ lane 5;  
                  B. cepacia 356-5  
 
       จากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ 4 สกุล คือ                    
E. coli, Erwinia carotovora 486-4, E. carotovora 493, Enterobacter aerogenes, Burkholdaria 
cepacia 343-4 (ช่ือเดิม Pseudomonas cepacia) และ Burkholdaria cepacia 356-5 พบความแตกตาง
ในแบคทีเรียแกรมลบดวยกันและแตกตางจากรูปแบบอะมโินลิพิดที่พบใน Bacillus sp. ดังภาพที่ 
27 และ 28  
 
      จะเห็นวารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน E. coli (ภาพที่ 27 lane 1), E. carotovora 
486-4,  E. carotovora 493 (ภาพท่ี 28 lane 2 และ 3 ตามลําดับ) และ E. aerogenes (ภาพท่ี 27                    
lane 2) มีความคลายคลึงกันมาก เนื่องจากพบอะมิโนลิพิดที่ Rf เทากับ 0.50 และ 0.75 เพียง 2 จุด
เทานั้น ขณะที่ Burkholdaria cepacia 343-4 และ Burkholdaria cepacia 356-5 (ภาพที่ 28 lane 4 
และ 5) พบวารูปแบบอะมิโนลิพิดของทั้งสองสายพันธุเหมือนกันทุกประการ และแตกตางจาก 3 
สกุลแรกอยางชัดเจน เพราะพบอะมิโนลิพิดที่ Rf เทากับ 0.60,  0.65,  0.70 และ 0.75 ขอมูลเหลานี้
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ชี้ใหเห็นวาทุกสกุลของแบคทีเรียแกรมลบที่นํามาทดสอบมีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่แตกตางจาก 
Bacillus sp. เนื่องจากไมพบชนิดของ Rf ที่ต่ํากวาจุด 0.50 นอกจากนี้จุด Rf ที่0.75 ที่พบในแบคทีเรีย
แกรมลบมีขนาดใหญชัดเจน โดดเดนกวาที่พบใน Bacillus sp. สนับสนุนขอมูลของ Matsuyama et 
al. (2003) ที่พบวาแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชแกรมลบ และแกรมบวกมีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่แตกตาง
กันอยางชัดเจน 
 
       ผลจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดจากแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ
สกุลอ่ืน โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง โดยอานผลจากจํานวนจุดที่ปรากฏในแตละคา Rf สรุป
และแสดงขอมูลดังตารางที่ 8 ดังนี้  
 

ตารางที่ 8  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบสกุลอ่ืนโดยวัดจากคา Rf 
 

คา Rf แบคทีเรียที่ใชทดสอบ 
0.09 0.17 0.22 0.28 0.38 0.48 0.50 0.56 0.60 0.65 0.70 0.75 

แบคทีเรียแกรมบวก             
C. glutanicum + - - + + + - - - - - - 
Micrococcus luteus + + + + + - - - + - - - 
Micrococcus sp. + + + + + - - - + - - - 
Sarcina lutea + + + + + - - - - - - - 
S. aureus + + + + + + - + + - - - 
S. epiderdimis + + + + + + - + - - - - 
S. intermedius + + + + + + - + - - - - 
S. simulans + + + + + + - + - - - - 
แบคทีเรียแกรมลบ             
Burkholdaria cepacia 
(2 สายพันธุ) 

- - - - - - - - + + + + 

Escherichai coli - - - - - - + - - - - + 
Enterobacter aerogenes - - - - - - + - - - - + 
Erwinia carotovora 
(2 สายพันธุ) 

- - - - - - + - - - - + 

 

หมายเหตุ  +    = ปรากฏจุดของอะมิโนลิพิดบนแผนซลิิกาเจล 
                    -   = ไมปรากฏจุดใดๆบนแผนซิลิกาเจล 
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       เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในสกุล Bacillus  จากตารางที่ 7 กับ
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบสกุลอ่ืน จากตารางที่ 8 พบวา
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวกจะพบจุด Rf 0.09,  0.17,  0.22,  0.28,  0.38,  0.48 
และ 0.56 เชนเดียวกับที่พบในสกุล Bacillus ตางกันเพียงในแบคทีเรียแกรมบวกไมพบจุด Rf 0.75 
กับทุกสกุลทั้งหมดที่ไดนํามาศึกษา ขณะที่รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบไมพบจุด 
Rf  ที่ต่ํากวา 0.50 และพบจุด Rf 0.75 เชนเดียวกับที่พบในสกุล Bacillus แตจะมีขนาดใหญมากกวา 
จากขอสังเกตตรงนี้จึงสามารถใชรูปแบบอะมิโนลิพิดเปนเอกลักษณที่ใชเปนเกณฑในการแยกความ
แตกตางของรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในสกุล Bacillus กับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบสกุล
อ่ืนได 
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1.2  การศึกษาหาชนิดของอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus โดยโครมาโทกราฟ
แผนเคลือบบาง  

 
         จากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน Bacillus sp. ทั้งหมด 149 สายพันธุ 21          
สปชีส เมื่อเปรียบเทียบกับรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบอยางละ 4 
สกุล พบวาแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ Rf เทากับ 0.09,  0.17,  0.22,  0.28,  0.38 
และ 0.48 เชนเดียวกับที่พบใน Bacillus sp. มีเพียงสกุล Staphylococcus sp. ที่มีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 
เทากับ 0.56 เชนเดียวกับที่พบใน Bacillus sp. แตแบคทีเรียแกรมบวกเหลานี้ขาดชนิด Rf เทากับ 
0.75 ซ่ึงพบไดในทุกสกุลของแบคทีเรียแกรมลบที่นํามาทดสอบในครั้งนี้ และที่สําคัญชนิดนี้มี
ขนาดใหญกวาที่พบใน Bacillus sp. 
 
         ขั้นตอไปจึงศึกษาอะมิโนลิพิดเหลานี้เปนสารประกอบไขมันประเภทฟอสโฟลิพิด
หรือไม โดยใชวิธีการทดลองเชนเดียวกับการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดแตเปล่ียนวิธีการพนดวย 
0.3% ninhydrin เปนสาร molybdenum blue ซ่ึงเปนสารที่ใชในการตรวจสอบฟอสโฟลิพิด ผลการ
ทดสอบที่ไดพบวาใน Bacillus sp. ที่ใชเปนตัวแทน2 สปชีส คือ B. thuringiensis JC397 และ                
B. megaterium ATCC 14581T พบวามีเพียงอะมิโนลิพิดที่คา Rf เทากับ 0.75 เพียงจุดเดียวที่ติดสีน้ํา
เงินเขมจนถึงดําของ molybdenum blue แสดงใหเห็นวาที่ Rf เทากับ 0.75 เปนฟอสโฟลิพิด (ไมได
แสดงภาพ) สวนจุดอ่ืนที่พบจากการพนดวย 0.3% ninhydrin ไมใชฟอสโฟลิพิด และเนื่องจาก 
Leechevalier (1989) รายงานวา PE เปนฟอสโฟลิพิดที่พบไดทั่วไปในแบคทีเรียแกรมลบ และพบ
ในปริมาณมาก แตในแบคทีเรียแกรมบวก มีรายงานวาพบเฉพาะในสกุล Bacillus, Planococcus sp., 
Micrococcus cryophilus และ Actinomycetes การทดสอบขั้นตอไปจึงตั้งสมมติฐานวาชนิด Rf 
เทากับ 0.75 ที่ปรากฏอาจเปน PE เนื่องจากพบในแบคทีเรียแกรมลบทุกสกุลที่ทดสอบในปริมาณ
มาก จึงทําการทดลองใช PE ซ่ึงเปนสารมาตรฐาน spot เทียบกับอะมิโนลิพิดที่ตําแหนง Rf 0.75 ของ
B. megaterium ATCC 14581T โดยขูดจากแผนซิลิกาเจลเฉพาะจุดดังกลาว และฉีดพนดวย 0.3% 
ninhydrin ปรากฏวาสารมาตรฐาน PE ติดสีของ ninhydrin และมีคา Rf เทากับ 0.75 เชนเดียวกับจุด 
Rf 0.75 ของแบคทีเรียตัวแทน (ภาพที่ 29) ผลการทดลองนี้จึงยืนยันวาอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.75 คือ 
phosphatidyl ethanolamine (PE) 
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ภาพที่ 29  อะมิโนลิพิดที่สกดัจาก Rf 0.75 ที่พบใน B. megaterium ATCC 14581T (lane 1)  
                  เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานฟอสโฟลิพิด; phosphatidyl ethanolamine, PE (lane 2) 
 
         ดังนั้นจากผลการทดลองนี้จึงสนับสนุนขอมูลของ Leechevalier (1989) วา 
phosphatidylethanolamine หรือ PE เปนฟอสโฟลิพิดที่พบไดทั่วไปในแบคทีเรียแกรมลบ และพบ
ในปริมาณมาก แตในแบคทีเรียแกรมบวก เคยมีรายงานวาพบในสกุล Bacillus ดังกลาวมาแลว จาก
ผลการทดลองในขางตนพบวารูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบที่จุด Rf 0.75 ที่พบวา
คือ phosphatidyl ethanolamine มีขนาดใหญกวาที่พบใน Bacillus มากจึงยืนยันใหชัดเจนขึ้นใน
เร่ืองปริมาณ     
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2.  การประยุกตใชรูปแบบอะมิโนลิพิดท่ีไดเพื่อชวยในการจําแนกชนิดแบคทีเรียในสกุล Bacillus  
 

จากการแยกเชื้อหาแบคทีเรียสกุล Bacillus sp. จากไสติ่งไก ตัวอยางอาหาร NA ที่ผานการ
ฆาเชื้อไมสมบูรณ และจากตัวอยางน้ําหลอเย็น พบวาแยกได 6 สายพันธุ คือ สายพันธุ TB015 จาก
ไสติ่งไก สายพนัธุ No.1, No.2, No.3 และ No.4 จากตัวอยางอาหาร NA ที่ผานการฆาเชื้อไมสมบูรณ 
และสายพันธุ N3A จากตัวอยางน้ําหลอเย็น เมื่อนําสายพันธุทั้งหมดมาศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิด
โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง ไดผลดังตอไปนี้ 

 
2.1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ TB 015 แยกจากไสติ่งไก 

 

 
 
ภาพที่ 30  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ TB 015 (lane 2) เปรียบเทยีบกับ                     
                 B. megaterium ATCC 14581T (lane 1)      
 

       จากภาพที่ 30 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ TB 015 (lane 2) เปน
สายพันธุที่อยูในสกุล Bacillus แนนอน เนื่องจากพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf  0.09,  0.17,  0.22,  0.28,  
0.38,  0.48 และ 0.75 เหมือนกับที่พบใน Bacillus sp. แตอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.22 และ0.48 เห็น
จางๆ ดังนั้นผลจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไดแสดงใหเห็นวาสายพันธุ TB015 เปนสาย
พันธุที่อยูในกลุม Bacillus sp. ที่ไมพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.56  ดังที่กลาวไปแลวในขางตน ซ่ึง
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ไดแก Bacillus กลุม IA คือ B. megaterium หรือสายพันธุใกลชิด  Bacillus กลุม IB ไดแก                     
B. marisflavi  และ B. badius หรือ Bacillus กลุม III ไดแก B. sphaericus และ B. fusiformis หรือ
อาจเปนสปชีสอ่ืนที่เปนสายพันธุใกลชิดที่ไมไดนํามาทดสอบในงานวิจัยครั้งนี้ และจากขอมูลที่ได
นี้ทําใหสามารถชวยในการคัดเลือกเบื้องตนไดวาสายพันธุดังกลาวนาจะจัดอยูใน Bacillus sp. กลุม
ใด โดยนําไปศึกษาตอโดยตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี
และสรีรวิทยา  
 

        เมื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาสายพันธุ TB 015 มีโคโลนีสีครีม  
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.3 มิลลิเมตรที่อายุ 24 ชั่วโมง เมื่อนํามายอมสีแกรมที่อายุ 48 ช่ัวโมง ดู
ภายใตกลองจุลทรรศนพบวาติดสีแกรมบวก เซลลมีขนาดเล็กกวางนอยกวา 1 ไมโครเมตร มีการ
สรางสปอรรูปวงรีไมทําใหเซลลโปง (ภาพที่ 31)  แตเนื่องจากแบคทีเรียสายพันธุนี้สรางแกรนูลได
ในอาหาร NA ผสมกลูโคส 1 เปอรเซ็นต การจัดกลุมยอยของ Bacillus ตามสัณฐานวิทยาจึงก้ํากึ่ง
ระหวางกลุม IA และ IB เพราะตามเกณฑที่ Gordon (1989) รายงาน Bacillus กลุม IA และ IB ไมมี
ความแตกตางในเรื่องรูปรางสปอร เพราะเปนรูปวงรีเชนเดียวกัน แตตางที่กลุม IA มีขนาดเซลล
กวางมากกวา 1 ไมโครเมตร และมีการสรางแกรนูล ดังนั้นจากผลการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาจึงระบุไดวาก้ํากึ่งระหวางกลุม IA และ IB จึงตัดประเด็นที่วาจะมีโอกาสเปนสปชีสใด
ใน Bacillus กลุม III ออกไปได  

 
        เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา (ตารางที่ 9) พบวาคุณสมบัติสวน

ใหญคลายกับ B. megaterium แตมีขอแตกตางที่ชัดเจน คือ ขนาดของเซลลกวางเพียง 0.8 ถึง 0.9 
ไมโครเมตร ซ่ึงคอนขางเล็กเมื่อเทียบกับเซลลของ B. megaterium ซ่ึงกวาง 1.2 ถึง 1.5 ไมโครเมตร 
นอกจากนี้สายพันธุ TB 015 ไมสามารถผลิตกรดจากน้ําตาล แอล(-)-อะราบิโนส และ ดี(+)-แมนนิ
ทอล และไมสามารถสรางเอนไซมฟนิลอะลานีนดีแอมิเนส และยูรีเอส ซ่ึงการสรางเอนไซมฟ
นิลอะลานีนดีแอมิเนสเปนคุณสมบัติหลักที่ใชแยก B. megaterium ออกจาก Bacillus สปชีสอ่ืนใน
กลุม IA สวนความสามารถในการสรางเอนไซม ยูรีเอสนั้น ถาเปน B. megaterium สวนใหญ
สามารถสรางเอนไซมยูรีเอสได อยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับ  B. simplex และ B. flexus ซ่ึง
เปนสปชีสใกลชิดที่แยกมาจาก B. megaterium และผลทดสอบทางชีวเคมี และสรีรวิทยาของ 
Bacillus sp. TB 015 ก็ใกลเคียงกับผลของ  B. simplex และ B. flexus เชนกัน ตางกันที่สายพันธุ             
TB 015 สามารถสรางเอนไซมยอยเอสคิวรีนได ขณะที่ทั้ง B. flexus และ B. simplex สรางไมได 
ดังนั้นจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดรวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี
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และสรีรวิทยา โดยขอมูลที่มีอยูยังไมเพียงพอที่จะจําแนกชนิดได ระบุไดเพียงวาเปนสายพันธุ
ใกลชิด B. megaterium จึงควรศึกษาใหชัดเจนตอไปโดยวิธีอ่ืน เชน การทํา 16S rRNA การหา
ปริมาณ GC เปนตน 
 

 
 
ภาพที่ 31  ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. TB 015 ที่อายุ 48 ชั่วโมง  
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ตารางที่ 9  คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชวีเคมี และสรีรวิทยาบางประการของ Bacillus sp. สาย  
                  พันธุ TB 015 เปรียบเทียบกับ B. megaterium ATCC 14581T, B. flexus DSM 1320 T    
                  และ B. simplex DSM 1321T 
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ขนาดของเซลลกวาง (μm) 0.8-0.9 >1 0.9 0.8-1.0 
แกรนูลภายในเซลล + + + + 
การทดสอบ VP - - - - 
พีเอชในอาหาร VP 6.57 5.68 5.70 6.50 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - - + 
การเจริญใน NB + NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + 
     10 เปอรเซ็นต + - ND - 
การเจริญใน NB พีเอช 5.7 + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส - + - + 
     ดี(+)-ไซโลส + - - + 
     ดี(+)-แมนนิทอล - + + + 
     แลคโตส + - ND               ND 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เอสคิวรีน + + - - 
     ฟนิลอะลานีน  - + - - 
     ยูเรีย - + + - 

 
หมายเหตุ  + = positive, - = negative, ND = ไมพบขอมูล, T = type strain 
      * = ผลการทดสอบจากทาริน (2548) 
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2.2  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ No.1, No.2, No.3 และ No.4 จาก
อาหาร NA ที่ผานการฆาเชื้อไมสมบูรณ  
 

 
 
ภาพที่ 32  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ No.1-No.4; lane 1; B. thuringiensis             
                 JC 397, lane 2; สายพันธุ No.1, lane 3; สายพันธุ No.2, lane 4; สายพันธุ No.3, lane 5;  
                 สายพันธุ No.4 และ lane 6; B. sphaericus ATCC 14577T 
 

        จากภาพที่ 32 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียที่ยังสายพันธุ No.1 (lane 2), No.2 
(lane 3), No.3 (lane 4) และ No.4 (lane 5) สามารถจัดอยูในสกุล Bacillus ได เนื่องจากพบอะมิโน
ลิพิดที่คา Rf เทากับ 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38, 0.48 และ 0.75 เหมือนกับที่พบใน Bacillus sp. ที่
นํามาศึกษาในงานวิจัยนี้ ดังนั้นผลจากการศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไดแสดงใหเห็นวาสายพันธุ 
No.1, No.2, No.3 และ No.4 สามารถระบุไดวาเปนสายพันธุที่มีอยูในกลุม  Bacillus sp. ที่ไมพบอะ
มิโนลิพิดที่คา Rf 0.56  ดังที่กลาวไปแลว ซ่ึงเมื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย
ทั้ง 4 สายพันธุนี้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ No.1, No.2, No.3 และ No.4 ลักษณะโคโลนีมีสีครีม 
โคโลนีมีขนาดเล็กกลม  ผิวเรียบ  ขอบเรียบ เมื่อนํามายอมสีแกรมที่อายุ 48 ช่ัวโมง ดูภายใตกลอง
จุลทรรศนพบวาติดสีแกรมบวก  เซลลเปนรูปทอน  เซลลมีขนาดเล็กกวางนอยกวา 1 ไมโครเมตร มี
การสรางสปอรรูปกลมทําใหเซลลโปงทั้ง 4 สายพันธุ (ภาพที่ 33 ก-ง) ดังนั้นแบคทีเรียทั้ง 4 สาย
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พันธุจึงจัดอยูใน Bacillus กลุม III เนื่องจาก Bacillus ในกลุมนี้สามารถสรางสปอรที่มีรูปรางกลม 
และทําใหเซลลโปงตามเกณฑที่ Gordon (1989) ไดอธิบายไว 

 

                                 

                                        ก                                                                                ข 
 

                 
                              ค                                                                                ง 
 
ภาพที่ 33  ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. ที่อายุ 48 ช่ัวโมง; ก-ง แสดงสายพันธุ  
                 No.1-No.4 ตามลําดับ   
    

        เมื่ อตรวจสอบคุณสมบัติทางชี ว เคมี  และสรี รวิทยา  (ตารางที่  10)  พบว า             
Bacillus sp. สายพันธุ No.1, No.2, No.3 และ No.4 ใหผลทดสอบเหมือนกัน และสวนใหญใกลเคียง
กับ  B. sphaericus คือ VP และการเจริญในสภาวะที่ไมมีอากาศเปนลบ ไมสามารถรีดิวสไนเตรท
เปนไนไตรท  ไมเจริญในอาหาร NB ผสม NaCl 5, 7 และ 10 เปอรเซ็นต ไมสามารถผลิตกรดจาก
น้ําตาล แอล(-)-อะราบิโนส, ดี(+)-ไซโลส, ดี(+)-แมนนิทอล และแลคโตส แตสามารถผลิตกรดจาก
น้ําตาลดี(+)-กลูโคส และไมสามารถใช ซิเตรท และโพรพิโอเนตเปนแหลงคารบอน แตสามารถ
สรางเอนไซมมายอยแปง และเคซีน  ไมสามารถสรางเอนไซมเลซิติเนส โดยที่ 4 สายพันธุตางกัน
เพียงคาพีเอชที่วัดไดในอาหาร VP โดยสายพันธุ No.1 และ No.4 มีคาเมื่อเล้ียงเชื้อ 7 วัน อยูที่ 7.4 ถึง 

      5 μm 

5 μm 5 μm 

5 μm 5 μm 
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8.6 ซ่ึงอยูในชวงพีเอชของ B. sphaericus สวนสายพันธุ No.2 และ No.3 ที่มีคาพีเอชในอาหาร VP 
ต่ํากวา คุณสมบัติบางประการที่ตางกับ B. sphaericus อยางชัดเจนคือ Bacillus sp. สายพันธุ No.1, 
No.2, No.3 และ No.4 สามารถสรางกรดจากน้ําตาล ดี(+)-กลูโคส ได ขณะที่ B. sphaericus ไม
สามารถสรางได ดังนั้นจากการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาจึงยังไมสามารถจําแนก
ชนิด Bacillus sp. ทั้ง 4 สายพันธุได จึงสามารถระบุไดเพียงวาเปน Bacillus ที่ยังไมสามารถจําแนก
ชนิดได และอยูในกลุม III จึงควรศึกษาหาชนิดโดยวิธีอ่ืนตอไป  
 

       อยางไรก็ตามเนื่องจากคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยาของแบคทีเรีย สายพันธุ 
No.1-No.4 นี้คลายคลึงกัน แตแตกตางจาก B. sphaericus (ตารางที่ 10) การที่พบวามีรูปแบบอะมิโน
ลิพิดที่คลายกัน ชี้ใหเห็นวาอาจมีความเกี่ยวของกันในแงที่ทั้ง 4 สายพันธุนี้มีสปอรกลมเชนเดียวกับ 
B. sphaericus ดังนั้นจึงควรหา Bacillus sp. ที่มีสปอรกลมกลุม III สปชีสอ่ืนๆมาตรวจสอบ
รูปแบบอะมิโนลิพิดโดยวิธีนี้ใหมากขึ้น  
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ตารางที่ 10  คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และสรีรวิทยาบางประการของ Bacillus sp. สาย   
                    พันธุ No.1, No.2, No.3, No.4 และ N3A เปรียบเทียบกับ B. sphaericus 
 

คุณสมบัต ิ

    
   N

o.1
 

    
   N

o.2
 

    
   N

o.3
 

    
   N

o.4
 

    
   N

3A
 

B.
 sp

ha
eri

cu
s*

 

ขนาดของเซลลกวาง (μm) <1 <1 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - - 
การทดสอบ VP - - - - - - 
พีเอชในอาหาร VP 8.02 6.31 6.53 7.40 7.62 7.4-8.6 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - + - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - - - - - 
การเจริญใน NB + NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
b 

     7 เปอรเซ็นต - - - - - b 
     10 เปอรเซ็นต - - - - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - - - - - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - - - - - 
     แลคโตส - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 
     โพรพิโอเนต 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
b 

ND 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

     เคซีน + + + + + b 
การยอยสลาย 
     เลซิติน 

  
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

     ยูเรีย ND ND ND ND  ND ND 

 
หมายเหตุ  + = 85-100% ใหผล positive, b = 15-49% ใหผล positive,  
  - = 0-14% ใหผล positive, ND = ไมไดทําการทดลอง 
                    * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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2.3  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ N3A จากตัวอยางน้ําหลอเย็น 
 

 
ภาพที่ 34 รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสายพันธุ N3A (lane 1และ 2)  
 
                    รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียที่ยังไมสามารถจําแนกชนิดไดสายพันธุ N3A 
(ภาพที่ 34) ซ่ึงแยกเชื้อไดจากตัวอยางน้ําหลอเย็น แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุนี้อาจจัดอยูใน
สกุล Bacillus เน่ืองจากพบจุด Rf 0.09, 0.17, 0.28, 0.38, 0.48, 0.60, 0.70 และ 0.75 หรืออาจเปน
สกุลอ่ืนในกลุมแบคทีเรียรูปทอน สรางเอนโดสปอร เนื่องจากพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf  0.60 และ 
0.70 เพิ่มขึ้น  เชนเดียวกับที่พบวา Brevibacillus choshinensis และ Paenibacillus polymyxa เดิมเคย
จัดอยูในสกุล Bacillus มากอนปจจุบันถูกแยกออกมาอยูในสกุลดังกลาวตามการจัดจําแนกดวยวิธี 
16S rRNA ก็มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไดตางไปจากที่พบในสกุล Bacillus เชนกันเนื่องจากพบอะมิ
โนลิพิดที่คา Rf อ่ืนปรากฏเพิ่มขึ้นมานอกเหนือจากที่พบในสกุล Bacillus  และเนื่องจากผลของ
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบนี้ยังไมพบใน Bacillus sp. สปชีสใดเลยดังที่ไดศึกษามาแลว จึงสามารถ
บอกไดวาสายพันธุดังกลาวไมใช Bacillus sp. ทั้ง 21 สปชีส ที่ไดนํามาศึกษาในงานวิจัยคร้ังนี้
แนนอน  
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ภาพที่ 35  ลักษณะเซลลและรูปรางสปอรของ Bacillus sp. สายพันธุ N3A ที่อายุ 48 ชั่วโมง  
 

        เมื่อพิจารณาผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวาโคโลนีมีสีขาวขุน  ขนาด
เล็ก  ขอบเรียบ  เมื่อนํามายอมสีแกรมที่อายุ 48 ช่ัวโมง ดูภายใตกลองจุลทรรศนพบวาติดสีแกรม
บวก เซลลมีขนาดเล็กกวางนอยกวา 1 ไมโครเมตร มีการสรางสปอรรูปกลมทําใหเซลลโปงเชนกัน 
(ภาพที่ 35) สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได ดังนั้นแบคทีเรียสายพันธุนี้จึงจัดอยูใน Bacillus กลุม 
III เนื่องจากสามารถสรางสปอรที่มีรูปรางกลม และทําใหเซลลโปงตามเกณฑที่ Gordon (1989) ได
อธิบายไว เมื่อตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยา (ตารางที่ 10) พบวา Bacillus sp. สาย
พันธุ N3A ใหผลทดสอบเหมือนกับ Bacillus sp. สายพันธุ N0.1, No.2, No.3 และ No.4 ตางกันเพยีง 
Bacillus sp. สายพันธุ N3A สามารถเจริญใน anaerobic agar ได และมีคุณสมบัติสวนใหญใกลเคียง
กับ  B. sphaericus ยกเวน Bacillus sp. สายพันธุ N3A สามารถสรางกรดจากน้ําตาล ดี(+)-กลูโคส 
ได ขณะที่ B. sphaericus ไมสามารถสรางได จากผลคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยานี้จึงแยก 
Bacillus sp. สายพันธุ N0.1, No.2, No.3 และ No.4 กับ Bacillus sp. สายพันธุ N3A ดวย
ความสามารถในการเจริญใน anaerobic agar ซ่ึงสอดคลองกับรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบแตกตางกัน
อยางชัดเจน ช้ีใหเห็นวาตองแตกตางกันอยางนอยระดับสปชีสอยางแนนอน แบคทีเรียทั้ง 5 สาย
พันธุนี้ ควรอยางยิ่งที่ตองศึกษาตอไปเพื่อหาสปชีสที่ชัดเจน อาจจะโดยศึกษาลําดับเบสของยีน
บริเวณ 16S rRNA กอน แลวจึงหาปริมาณ G+C วาแตกตางกันอยางไร รวมทั้งศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและสรีรวิทยาเพิ่มเติม เชน อุณหภูมิสูงสุด และต่ําสุดที่เชื้อสามารถเจริญได เนื่องจากสาย
พันธุ N3A แยกตัวอยางมาจากน้ําหลอเย็น ซ่ึงมีอุณหภูมิประมาณ 35-40 องศาเซลเซียส สามารถทน
ตอสารปฏิชีวนะที่ใสเพื่อยับยั้งแบคทีเรียและราทั่วไปในอาหาร selective media ที่ใชแยกเชื้อ 
Legionella ได คงตองรวมขอมูลเหลานี้ และศึกษารายละเอียดเพิ่มเติมเพื่อระบุชนิดใหชัดเจนตอไป  

      10 μm 

5 μm 
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         ดังนั้นจากผลการทดลองจากการใชรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียที่ยังไม
สามารถจําแนกชนิดไดทั้งหมด 6 สายพันธุ โดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง สามารถบอกไดวา
มีแนวโนมวาแบคทีเรียดังกลาวอยูในกลุมใด ซ่ึงสามารถนําขอมูลดังกลาวไปใชประกอบกับการ
วิเคราะหรวมกับวิธีอ่ืน ซ่ึงชวยทําขอมูลชัดเจนมากขึ้นและตรวจสอบไดอยางรวดเร็ว และในกรณี
ของ Bacillus sp. สายพันธุ N3A นี้พบวาถาหากใชวิธีดั้งเดิม เชน การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเพียงอยางเดียวก็จะไมรูวาสายพันธุดังกลาวนี้อาจเปนสปชีสใหม หรือเปนสปชีสท่ีปจจุบัน
อาจถูกแยกออกจากสกุล Bacillus ไปอยูในสกุลใหม เนื่องจากผลการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาใหผลเชนเดียวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียในสกุล Bacillus  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus ทั้งหมด 149 สายพันธุ 21 สปชีส 
สามารถแบง Bacillus sp. ไดเปน 2 กลุมหลักๆ คือ กลุมที่มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่มีคา Rf 0.56  และ
กลุมที่ไมมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.56 โดยทั้ง 2 กลุม พบอะมิโนลิพิดรวมกัน 7 ชนิด คือ Rf  0.09, 
0.17, 0.22, 0.28, 0.38, 0.48 และ 0.75 ตามลําดับ โดย Bacillus sp. ที่มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่มีคา Rf 
0.56 มีทั้งหมด 12 สปชีส ไดแก B. cereus 6 สายพันธุ, B. mycoides 1 สายพันธุ, B. thuringiensis 28 
สายพันธุ, B. amyloliquefaciens 22 สายพันธุ, B. atrophaeus 6 สายพันธุ,  B. firmus 3 สายพันธุ,               
B. licheniformis 10 สายพันธุ,  B. mojavensis 1 สายพันธุ,  B. pumilus 3 สายพันธุ, B. subtilis 12 
สายพันธุ,  B. circulans JCM 2504 และ B. sporothermodurans SB4 สวน Bacillus sp. ที่มี
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่ไมมี Rf 0.56 มีทั้งหมด 9 สปชีส ไดแก  B. megaterium 46 สายพันธุ,                     
B. flexus 1 สายพันธุ, B. simplex 1 สายพันธุ,  B. badius 1 สายพันธุ, B. marisflavi 1 สายพันธุ,  
Brevibacillus choshinensis 1 สายพันธุ,  Paenibacillus polymyxa 1 สายพันธุ,  B. fusiformis 1 สาย
พันธุ  และ B. sphaericus 2 สายพันธุ  และถึงแมวา Brevibacillus choshinensis และ Paenibacillus 
polymyxa จะไมมีจุด Rf 0.56 ก็ตาม แตก็มีความแตกตางจาก แตทั้งสองสปชีสนี้ก็มีความแตกตางไป
จากกลุม B. megaterium และกลุม  B. sphaericus คือพบวา Brevibacillus choshinensis TB2 มีจุด Rf 
0.60 และ 0.65 เพิ่มมา เชนเดียวกับ Paenibacillus polymyxa N-10 ที่มีจุด Rf 0.60  

 
 นอกจากนี้สามารถใชรูปแบบอะมิโนลิพิดเปนเอกลักษณที่ใชเปนเกณฑในการแยกความ
แตกตางระหวางรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในสกุล Bacillus กับรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบสกุลอ่ืนได เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน 
Bacillus sp. ที่ศึกษาทั้งหมด 149 สายพันธุ 21 สปชีส มีความแตกตางจากที่พบในแบคทีเรียแกรม
บวกสกุล Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Sarcina sp. และ Corynebacterium sp. เนื่องจากใน
แบคทีเรียแกรมบวกเหลานี้ไมมีสกุลใดพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.75 และเมื่อเปรียบเทียบกับ 
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, 
Erwinia carotovora และ  Burkholdaria cepacia ยิ่งพบความแตกตางชัดเจน เนื่องจากแบคทีเรีย    
แกรมลบดังกลาวมีอะมิโนลิพิดที่คา Rf 0.75 ขนาดใหญชัดเจนกวาที่พบใน Bacillus sp.  จํานวน อะ
มิโนลิพิดที่พบนอยชนิดกวา และพบในตําแหนง Rf ที่มากกวา 0.50 ขึ้นไป ขณะที่ใน Bacillus sp. 
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และแบคทีเรียแกรมบวกตัวอ่ืนๆ พบอะมิโนลิพิดตั้งแตคา Rf 0.09, 0.17, 0.22, 0.28, 0.38 และ 0.48 
โดยอาจพบทั้งหมด หรือพบบางสวนขึ้นกับสกุล หรือสปชีส  
 

การศึกษาชนิดอะมิโนลิพิดเปนสารประกอบไขมันประเภทฟอสโฟลิพิดพบวามีเพียง Rf 
เทากับ 0.75 เพียงชนิดเดียวที่เปนฟอสโฟลิพิดและเปน phosphatidyl ethanilamine (PE) 

 
 การประยุกตใชรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียที่ยังไมสามารถจําแนกชนิดได 6 สาย
พันธุ คือ สายพันธุ TB015 (คัดแยกจากไสติ่งไก), สายพันธุ No.1, No.2, No.3 และ No.4 (คัดแยก
จากอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar ที่ผานการฆาเชื้อไมสมบูรณ) และสายพันธุ N3A (คัดแยกจาก
ตัวอยางน้ําหลอเย็น) โดยใชโครมาโทกราฟแผนเคลือบบาง พบวาแบคทีเรียทั้งหมด 6 สายพันธุ คือ 
Bacillus sp. เนื่องจากพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf เดียวกับที่พบใน Bacillus sp. คือ Rf  เทากับ 0.09, 
0.17, 0.22, 0.38, 0.48 และ 0.75 มีเพียงสายพันธุ N3A เทานั้นที่นอกจากจะพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf 
เทากับ 0.09, 0.17, 0.38 และ 0.75 ยังพบอะมิโนลิพิดที่คา Rf  0.60 และ 0.70 เพิ่มขึ้น ดังนั้นจาก
การศึกษารูปแบบอะมิโนลิพิดสามารถบอกไดวามีแนวโนมวาแบคทีเรียดังกลาวอยูในกลุมใด ซ่ึง
จากผลการทดลองสามารถคัดเลือกเบื้องตนไดอยางคราวๆ และเมื่อนําผลจากการศึกษารูปแบบอะมิ
โนลิพิดมาวิเคราะหรวมกับการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา วิธีทางชีวเคมีและสรีรวิทยา 
พบวาทั้ง 6 สายพันธุ คือ แบคทีเรียในสกุล Bacillus เนื่องจากติดสีแกรมบวก รูปรางทอน มีการ
สรางสปอร เปน aerobe หรือ facultative anaerobe ทดสอบคะเลสใหผลบวก โดย Bacillus sp.สาย
พันธุ TB015 ถูกจัดใหอยูก้ํากึ่งระหวาง Bacillus sp. กลุม IA และ IB ขณะที่ Bacillus sp. สายพันธุ 
No.1, No.2, No.3, No.4 และ N3A จัดอยูใน Bacillus sp. กลุม III เนื่องจากมีการสรางสปอรรูปกลม
และทําใหเซลลโปงออก แต Bacillus sp. สายพันธุ N3A มีรูปแบบอะมิโนลิพิดที่แตกตางไปจาก 
Bacillus sp. สายพันธุ No.1, No.2, No.3, No.4 และแตกตางไปจาก Bacillus sp. กลุม III คือ                     
B. sphaericus และ B. fusiformis ดังนั้นจึงอาจสรุปไดวาสายพันธุ N3A  เปน Bacillus sp. กลุม III 
อาจเปนสายพันธุใกลชิดกับ B. sphaericus ที่ปจจุบันอาจถูกจัดแยกออกจากสกุล Bacillus ไปอยูใน
สกุลใหม ดังนั้น Bacillus sp. ทั้ง 6 สายพันธุยังไมสามารถจําแนกชนิดได 
 
 ดังนั้นการใชรูปแบบอะมิโนลิพิดโดยโครมาโทกราฟแผนเคลือบบางสามารถใชเปน 
Phenotypic characteristic อีกขอหนึ่งเพื่อชวยในการจําแนกแบคทีเรียในสกุล Bacillus ออกจาก
แบคทีเรียสกุลอ่ืนได และเปนอีกวิธีที่มีความสะดวกและรวดเร็วในการวิเคราะหผล ประหยัด และ
ไมตองใชเครื่องมือราคาแพง 
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ขอเสนอแนะ 
 

 1.  ควรเก็บขอมูลทันทีที่อบแผนซิลิกาเจล เสร็จแลวเนื่องจากจะทําใหไดภาพชัดที่สุด 
เพราะเมื่อเวลาผานไปสีชมพูของจุดที่ปรากฏอยูบนแผนซิลิกาเจลจะเริ่มจางหายไปอยางชาๆ 
 

 2.  การทดลองไมไดทําการตรวจสอบวาอะมิโนลิพิดทั้งหมดที่ปรากฏบนแผนซิลิกาเจล 
เปนอะมิโนลิพิดชนิดใดบาง ดังนั้นเพื่อใหทราบถึงชนิดอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกุล Bacillus 
จึงควรสกัดอะมิโนลิพิดในแตละจุดไปวิเคราะหดวยวิธี GLC หรือวิธีอ่ืนทางเคมี ซ่ึงชวยใหทราบถึง
องคประกอบของอะมิโนลิพิดของ Bacillus sp. ในแตละสปชีส  
 
                  3. จากการทดลองควรทําการศึกษาตอไปวาอะมิโนลิพิดที่คา Rf เทากับ 0.56 ที่ปรากฏใน
สกุล Bacillus นั้นเปนองคประกอบชนิดใดในเยื่อหุมเซลล Bacillus sp. เนื่องจากอะมิโนลิพิด
ดังกลาวทําใหสามารถแยกความแตกตางของรูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในสกุล Bacillus ได 2 กลุม
หลักๆ  
 
   4. ในการทดลองแตละครั้งคา Rf จะไมคงที่ จึงควรทําพรอมกับเชื้อ type strain ที่รู
รูปแบบอะมิโนลิพิดชัดเจนแลว เชน B. megaterium ATCC 14581T และ B. subtilis ATCC 6051T 
เปนตน 
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ภาคผนวก ก 
รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบในแบคทีเรียสกลุ Bacillus  
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ภาพผนวกที่ ก1  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium DMKU                        
                            OriBa-4-2, lane 2: B. megaterium DMKU OriBa12, lane3: B. megaterium  
                            DMKU OriBa 14-2, lane 4: B. megaterium DMKU OriBa 15-2 และ lane 5: 
                            B. megaterium DMKU6482 (2)/2                       
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก2   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium DMKU                          
                             Oriba-5-2 lane 2: B. megaterium DMKU C1 lane 3: B. megaterium DMKU C5               
                             lane 4: B. megaterium DMKU C6 และ lane 5: B. megaterium DMKU C7 
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ภาพผนวกที่ ก3   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P001                            
                             lane 2: B. megaterium P002  lane 3: B. megaterium P007 และ lane 4 :                            
                             B. megaterium P008   
 

 
 
ภาพผนวกที่ ก4   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium   
                            BKRP5,  lane 2: B. megaterium ExIII1,  lane 3: B. megaterium P009,  lane 4 :                                
                            B. megaterium LDD4 และ lane 5: B. megaterium BKRP10 
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ภาพผนวกที่ ก5   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P011,                                 
                            lane 2: B. megaterium P021 และlane 3: B. megaterium DMKU Oriba-5-1   
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก6   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium P028                             
                            lane 2: B. megaterium P029  lane 3: B. megaterium K002, lane 4: B. megaterium  
                            K003 และ lane 5: B. megaterium K004 
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ภาพผนวกที่ ก7   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium K005,                             
                             lane 2: B. megaterium K009, lane 3: B. megaterium K014 และ lane 4:                      
                             B. megaterium K018  
 

 
 
ภาพผนวกที่ ก8   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium K024                              
                             lane 2: B. megaterium DMKU A228 และ lane 3: B. megaterium DMKU C216                              
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ภาพผนวกที่ ก9   รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium C46                                  
                             lane 2: B. megaterium KORP17 และ lane 3: B. megaterium KORP23  
 
 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ก10  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. megaterium; lane 1: B. megaterium                              
                              KORP24  lane 2: B. megaterium T1RP13 และ lane 3: B. megaterium DMKU  
                              1234 (3)/1                         
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ภาพผนวกที่ ก11  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis JC349, 
                              lane 2: B. thuringiensis Fong184, lane 3: B. thuringiensis KJP3A, lane 4:                              
                              B. thuringiensis KJP3B, lane 5: B. thuringiensis P006 และ lane 6:  
                              B. thuringiensis P010 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก12  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis  
                              P012, lane 2: B. thuringiensis P023, lane 3: B. thuringiensis P024, lane 4:   
                              B. thuringiensis P026, lane 5: B. thuringiensis P027 และ lane 6:             
                              B. thuringiensis P030 
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ภาพผนวกที่ ก13  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis  
                              P031, lane 2: B. thuringiensis KJP4A, lane 3: B. thuringiensis KJP4B และ 
                              lane 4: B. thuringiensis P033 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก14  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis                      
                              K006, lane 2: B. thuringiensis K011, lane 3: B. thuringiensis K015 และ 
                              lane 4: B. thuringiensis K026 
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ภาพผนวกที่ ก15  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. thuringiensis; lane 1: B. thuringiensis K031                        
                              lane 2: B. thuringiensis K032 และ lane 3: B. thuringiensis K033 
                            

 
 

ภาพผนวกที่ ก16  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1: B. amyloliquefaciens 
                              DSM7T,  lane 2: B. amyloliquefaciens DMKU A6, lane 3: B. amyloliquefaciens                            
                              DMKU HB2/3,  lane 4: B. amyloliquefaciens DMKU HB3/4 และ lane 5: 
                              B. amyloliquefaciens DMKU HB4 
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ภาพผนวกที่ ก17  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1: B. amyloliquefaciens               
                              DMKU HB5/7,  lane 2: B. amyloliquefaciens DMKU HB7, lane 3:   
                              B. amyloliquefaciens P014,  lane 4: B. amyloliquefaciens P016, lane 5: 
                              B. amyloliquefaciens P018 และ lane 6: B. amyloliquefaciens K021 
 

 
 

ภาพผนวกที่ ก18  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. amyloliquefaciens; lane 1: B. amyloliquefaciens             
                              K027,  lane 2: B. amyloliquefaciens P020,  lane 3: B. amyloliquefaciens K016            
                              และ lane 4: B. amyloliquefaciens K019 
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ภาพผนวกที่ ก19  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. licheniformis; lane 1: B. mojavensis                    
                             TISTR1047T,  lane 2: B. licheniformis K008, lane 3:  B. licheniformis                     
                             K013, lane 4: B. licheniformis K025 และ lane 5: B. licheniformis LDD2                                
                             

 
 

ภาพผนวกที่ ก20  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis; lane 1: B. subtilis ExIV6,  lane 2:   
                              B. subtilis ExIII1,  lane 3: B. subtilis ExIII3 และ lane 4: B. subtilis LDD1                    
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ภาพผนวกที่ ก21  รูปแบบอะมิโนลิพิดที่พบใน B. subtilis; lane 1: B. subtilis LDD3a และ  
                              lane 2: B. subtilis LDD3b 
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ภาคผนวก ข 

คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรรีวิทยาของ Bacillus sp. 
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ตารางผนวกที่ ข1  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus megaterium กลุมที่ไมสามารถ 
                              รีดิวสไนเตรท 
 

กลุมที่สามารถยอยสลาย carbofuran ได  
 

คุณสมบัติ 

B.
 m

eg
ate

riu
m*

 

DS
M

32
28

 

DM
KU

78
10

0 

P0
01

 

P0
02

 

P0
07

 

P0
08

 

P0
09

 

P0
21

 

P0
29

 

K0
14

 

K0
18

 

K0
24

 

ขนาดของเซลล (μm) 
 

1.2-
1.5 

>1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

แกรนูลภายในเซลล + + + + + + + + + + + + + 
การทดสอบVP - - - - - - - - - - - - - 
พีเอชในอาหารVP 4.5-

6.8 
5.21 5.24 มีคา pH อยูในชวง 4.4-6.18 

การเจริญใน anaerobic  
agar 

- - - - - - - - - - - - - 

การรีดิวสไนเตรทเปนไน
ไตรท 

- - - - - - - - - - - - - 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - + - + + + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต  - - - + - - - + - + + - - 
การเจริญที่พีเอช 5.7 + + + + + + + + + + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + ND + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส a - - - - - + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + + + + + + + 
     แลคโตส b + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
การใช 
     Citrate 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     Propionate ND - - - - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     Starch 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     Aesculin + + + + + + + + + + + + + 
     Phenylalanine     
     deaminase 

+ + + + + + + + + + + + + 

     Urease + + + + + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, b  =  15-49% ใหผล  

                 positive,  -  =  0-14% ใหผล negative,  ND  =  ไมพบขอมูล,  
                  *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข1  (ตอ)  
 

กลุมที่สามารถละลายฟอสเฟตอนินทรยี  
 

คุณสมบัต ิ
B.

 m
eg

ate
riu

m*
 

DM
KU

 A
22

8 

DM
KU

 C
21

6 

DM
KU

 C
46

 

DM
KU

 C
41

1 

KO
RP

16
 

KO
RP

17
 

KO
RP

23
 

KO
RP

24
 

T1
RP

13
 

T2
RP

13
 

BK
RP

5 

BK
RP

 10
 

ขนาดของเซลล (μm) 
 

1.2-
1.5 

>1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

แกรนูลภายในเซลล + + + + + + + + + + + + + 
การทดสอบVP - - - - - - - - - - - - - 
พีเอชใน อาหารVP 4.5-

6.8 
5.0-
5.29 

5.0-
5.29 

5.0-
5.41 

5.0-
5.32 

5.0-
5.32 

5.0-
5.41 

5.0-
5.32 

5.0-
5.32 

5.0-
5.41 

5.0-
5.29 

5.10 5.0-
5.41 

การเจริญใน anaerobic 
agar 

- - - - - - - - - - - - - 

การรีดิวสไนเตรทเปน
ไนไตรท 

- - - - - - - - - - - - - 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - + + + + + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต  - + + + + + + + + + + + + 
การเจริญที่พีเอช 5.7 + + + + + + + + + + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ด(ี+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส a + + + - - + - - + + - + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + + + + + + + 
     แลคโตส b - - - - - - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เอสคิวรีน + + + + + + + + + + + + + 
     ฟนิลอะลานีน     + + + + + + + + + + + + + 
     ยูเรีย + - - + - - + - - + - + + 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, a = 50-84% ใหผล positive, b = 15-49% ใหผล positive,  
                   -  = 0-14% ใหผล negative, ND = ไมพบขอมูล, * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 



 100 

ตารางผนวกที่ ข2  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus megaterium กลุมที่ไมสามารถ 
                              รีดิวสไนเตรท และสามารถเจริญไดที่พีเอช 4.5 
 

กลุมที่สามารถเจริญไดที่พีเอช 4.5  
 

คุณสมบัต ิ

B.
 m

eg
ate

riu
m*

 

DM
KU

 
Or

iba
-5-

1 

DM
KU

 
Or

iba
-5-

2 

DM
KU

 
64

82
(1)

/1 

 
DM

KU
 C

6 

 
DM

KU
 C

7 

ขนาดของเซลล (μm) 1.2-1.5 >1 >1 >1 >1 >1 
แกรนูลภายในเซลล + + + + + + 
การทดสอบVP - - - - - - 
พีเอชใน อาหารVP 4.5-6.8 4.67 4.54 5.12 4.86 5.24 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไน
ไตรท 

- - - - - - 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - + + + - + 
     10 เปอรเซ็นต - + + + - + 
การเจริญที่พีเอช 4.5 - + + + + + 
การเจริญที่พีเอช 5.7 - + + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส a + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + - - - - - 
     แลคโตส b + + + + + 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

     โพรพิโอเนต ND ND ND ND ND ND 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

 
ND 

     เอสคิวรีน + + + + + + 
     ฟนิลอะลานีน     + + + + + + 
     ยูเรีย + + + + + + 

     
 หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, a = 50-84% ใหผล positive, b = 15-49% ใหผล positive,   
                    - = 0-14% ใหผล negative, ND = ไมพบขอมูล * = คณุสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข3  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus megaterium กลุมที่สามารถ 
                              รีดิวสไนเตรท 
 

กลุมที่สามารถยอยสลายคารโบฟูแรน 
 
 
คุณสมบัติ 

B.
 m

eg
ate

riu
m*

 
 DM

KU
 O

riB
a-4

-2 

DM
KU

 O
riB

a1
2 

DM
KU

 O
riB

a 1
4-2

 

DM
KU

 O
riB

a1
5-2

 

DM
KU

64
82

 (1
)/1

 

DM
KU

 C
1 

DM
KU

 C
5 

P0
11

 

P0
28

 

K0
02

 

K0
03

 

K0
04

 

K0
05

 

K0
09

 

ขนาดของเซลล   (μm) 
1.2-
1.5 

>1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 

แกรนูลภายในเซลล + + + + + + + + + + + + + + + 
การทดสอบVP - - - - - - - - - - - - - - - 

พีเอชในอาหารVP 
4.5-
6.8 

5.12 4.70 5.24 4.84 4,89 4.97 4.87 
มีคา pH อยูในชวง 4.4-6.18 

การเจริญใน anaerobic 
agar 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

การรีดิวสไนเตรทเปน
ไนไตรท 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - + - + + + + + - - - - - + + 
     10 เปอรเซ็นต - - - - - + + + - - - - - - - 
การเจริญที่พีเอช 5.7 + ND + ND + ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + + + + + - - - - - - + 
     ดี(+)-ไซโลส a + + + + + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + + + + + + + + + 
     แลคโตส b - + - ND + - + - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เอสคิวรีน + + + + + + + + ND ND ND ND ND ND ND 
  ฟนิลอะลานีน + + + + + + + + ND ND ND ND ND ND ND 

    ยูเรีย + + + + + + + + ND ND ND ND ND ND ND 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, a =  50-84% ใหผล positive, b  =  15-49% ใหผล positive,  
                  -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล, * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข4  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus  megaterium และสายพันธุ 
                              ใกลชิด 
 

 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 m

eg
ate

riu
m*

 

DM
KU

 
12

34
(3)

/1 

LD
D4

 

Ex
III

1 

    
  B

. fl
ex

us
    

    
    

    
    

  D
SM

 13
20

 T
 

  B
. s

im
ple

x  
    

    
    

  
    

DS
M

 13
21

T  

ขนาดของเซลล (μm) 1.2-1.5 >1 >1 >1 0.9 0.8-1.0 
แกรนูลภายในเซลล + + + + + + 
การทดสอบVP - - - - - - 
พีเอชใน อาหารVP 4.5-6.8 6.99 5.04 4.69 5.7 6.5 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - - + - + 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - - + + + + 
     10 เปอรเซ็นต - - + ND ND - 
การเจริญที่พีเอช 5.7 + + + + - + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + - - + 
     ดี(+)-ไซโลส a - + - - + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + - + + 
     แลคโตส b - ND - ND          ND 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เอสคิวรีน + + ND ND - - 
     ฟนิลอะลานีน     + + + + - - 
     ยูเรีย + + ND + + - 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, b  =  15-49% ใหผล positive,   
                  -  =  0-14% ใหผล negative,  ND  =  ไมพบขอมูล, * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข5  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus thuringiensis กลุมที่สามารถใช 
                              น้ําตาลดี(+)-ไซโลส 
 

                            คุณสมบัติ 

B.
 th

ur
ing

ien
sis

* 

KJ
P3

A 

KJ
P3

B  
KJ

P4
A  

KJ
P4

B 

ขนาดของเซลล (μm) 1.0-1.2 >1 >1 >1 >1 
แกรนูลภายในเซลล + + + + + 
Crystalline parasporal bodies + + + + + 
การทดสอบVP + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 4.3-5.6 5.26 5.24 5.44 5.38 
การเจริญใน anaerobic agar + + + + + 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท + + + + + 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - - - - 
     แลคโตส ND - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + 
     เจลาติน ND + + + + 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข6  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus thuringiensis กลุมที่สามารถ 
                              ยอยสลายสารคารโบฟูแรน 
 

 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 th

ur
ing

ien
sis

* 

P0
10

 

P0
12

 

P0
23

 

P0
24

 

P0
26

 

P0
27

 

P0
30

 

P0
31

 

P0
33

 

ขนาดของเซลล (μm) 1.0-1.2 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 
แกรนูลภายในเซลล + + + + + + + + + + 
Crystalline parasporal 
bodies 

+ + + + + + + + + + 

การทดสอบVP +  + + + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 4.3-5.6 อยูในชวง 4.5-4.97 
การเจริญใน anaerobic 
agar 

+ + + + + + + + + + 

การรีดิวสไนเตรทเปน 
ไนไตรท 

+ + + + + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND + + + + + + + + - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - - - - - - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - - - - - - - - - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - - - - - - - - - 
     แลคโตส ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + + + 
     เจลาติน ND + + + + + + + + + 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข6  (ตอ)  
 

 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 th

ur
ing

ien
sis

* 

K0
06

 

K0
11

 

K0
15

 

K0
26

 

K0
31

 

K0
32

 

 K
03

3 

ขนาดของเซลล (μm) 1.0-1.2 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 
แกรนูลภายในเซลล + + + + + + + + 
Crystalline parasporal 
bodies 

+ + + + + + + + 

การทดสอบVP + + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 4.3-5.6 อยูในชวง 4.5-4.97  
การเจริญใน anaerobic 
agar 

+ + + + + + + + 

การรีดิวสไนเตรทเปน 
ไนไตรท 

+ + + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND + + + + + + - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - - - - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - - - - - - - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - - - - - - - 
     แลคโตส ND - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + 
     เจลาติน ND + + + + + + + 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข7  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus subtilis  
 

 
 

คุณสมบัต ิ
B.

 su
bti

lis
* 

DM
KU

 A
3 

DM
KU

 A
5 

DM
KU

 A
7(2

) 

DM
KU

 H
A3

 

DM
KU

 H
A8

 

Ex
III

3 

Ex
IV

6 

LD
D1

 

LD
D3

a 

LD
D3

b 

ขนาดเซลล (μm) 0.7-0.8 0.5-0.7 <1 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - - - - - - - 
การทดสอบVP + + + + + + - + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 5.4-8.0 7.14 8.09 4.93 6.45 6.19 5.40 5.80 5.49 5.39 5.52 
การเจริญใน 
anaerobic agar 

- - - - - - + - - - - 

การรีดิวสไนเตรท
เปนไนไตรท 

+ + + + + + - + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + - - - - - - - + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND - - - - - - - + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิ
โนส 

+ + + + + + + + + + + 

     ดี(+)-ไซโลส + + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + + + + + 
     แลคโตส - - - - - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต - - - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + + + + 
     เจลาติน + + + + + + - + + + + 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive,  -  =  0-14% ใหผล negative , ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   * = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข8  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus amyloliquefaciens  
 
 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 am

ylo
liq

ue
fac

ien
s*

 

B.
 am

ylo
liq

ue
fac

ien
st  

P0
14

 

P0
16

 

P0
18

 

K0
21

 

K0
27

 

P0
20

 

K0
16

 

K0
19

 

ขนาดของเซลล (μm) 0.7-0.8 0.8-0.9 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - - - - - - 
การทดสอบVP + + + + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP ND 5.20 คา pH อยูในชวง 5.4-6.23 5.74 4.99 5.77 
การเจริญใน anaerobic 
agar 

- - - - - - - - - - 

การรีดิวสไนเตรทเปน
ไนไตรท 

+ + + + + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
ND 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND + + + + + + - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล a + + + + + + + + + 
     แลคโตส + + + + + + + + + + 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + + + 
     เลซิติน - - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative,  
                  ND = ไมพบขอมูล, *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข8  (ตอ)  
 

 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 am

ylo
liq

ue
fac

ien
s*

 

DM
KU

 A
1 

DM
KU

 A
6 

DM
KU

 H
A1

 

DM
KU

 H
A4

 

DM
KU

 H
A6

 

DM
KU

 H
A8

 

DM
KU

 H
B2

/3 

DM
KU

 H
B3

/4 

ขนาดของเซลล (μm) 0.7-0.8 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - - - - - 
การทดสอบVP + + + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP ND 7.24 7.41 6.83 6.38 6.92 6.92 5.45 5.38 
การเจริญใน anaerobic 
agar 

- - - - - - - - - 

การรีดิวสไนเตรทเปนไน
ไตรท 

+ + + + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
ND 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + - - - - - - + + 
     10 เปอรเซ็นต ND - - - - - - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล a + + + + + + + + 
     แลคโตส + + + + + + + + + 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - - - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + + 
     เลซิติน - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative,  
                   ND  =  ไมพบขอมูล, *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข8  (ตอ)  
 
 
 

คุณสมบัต ิ

Ba
cil

lus
 

am
ylo

liq
ue

fac
ien

s*
 

DM
KU

 H
B4

 

DM
KU

 H
B5

/7 

DM
KU

 H
B7

 

ขนาดของเซลล (μm) 0.7-0.8 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - 
การทดสอบVP + + + + 
พีเอชใน อาหารVP ND 6.73 7.15 5.59 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท + + + + 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
ND 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + - + - 
     10 เปอรเซ็นต ND - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส a + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล a + + + 
     แลคโตส + + + + 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต ND - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + 
     เลซิติน - - - - 

 
หมายเหตุ : + = 85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไม  
                  พบขอมูล, *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข9  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus pumilus  
 
 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 pu

mi
lus

* 

B.
 pu

mi
lus

    
    

    
  

AT
CC

 70
61

T  

KJ
P (

1)/
8 

DM
KU

 A
2 

ขนาดของเซลล (μm) 0.6-0.7 0.7 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - 
การทดสอบVP + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 4.8-5.6 5.02 4.98 4.93 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - - - 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต - + - - 
     10 เปอรเซ็นต ND + - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + - + 
     แลคโตส - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     โพรพิโอเนต - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
- 

 
- 

 
- 

 
ND 

     เคซีน + + + + 
     เลซิติน - - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข10  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus licheniformis  
 

 
คุณสมบัต ิ

B.
 lic

he
nif

or
mi

s*
 

TI
ST

R1
10

9 

TI
ST

R1
11

0 

P0
13

 

P0
15

 

P0
17

 

P0
19

 

K0
08

 

K0
13

 

K0
25

 

LD
D2

 

ขนาดของเซลล (μm) 0.6-
0.8 

<1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 

แกรนูลภายในเซลล - - - - - - - - - - - 
การทดสอบVP + + + + + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 5.0-

6.5 
6.4 5.20 คา pH อยูในชวง 5.32-5.98 5.96 5.78 5.32 5.35 

การเจริญใน anaerobic 
agar 

+ + + + + + + + + + ND 

การรีดิวสไนเตรทเปนไน
ไตรท 

+ + + + + + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
ND 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต + + + + + + + + + + + 
     10 เปอรเซ็นต ND + + + + + + + + + + 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส + + + + + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + + + + - + + - 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + + + + + 
     แลคโตส ND - - - - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
ND 

     โพรพิโอเนต + + + + + + + + + + + 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + + + + + 
     เลซิติน - - - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล  
                  *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข11  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus atrophaeus  
 

 
คุณสมบัต ิ

B.
 at

ro
ph

ae
us

* 

B.
 at

ro
ph

ae
us

 
DS

M
 51

51
T  

DM
KU

 H
A2

 

DM
KU

 H
A7

 

DM
KU

 H
A9

 

DM
KU

 H
A1

0 

DM
KU

 H
A1

1 

ขนาดของเซลล (μm) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - - - 
การทดสอบVP + + + + + + + 
พีเอชใน อาหารVP 5.1-5.52 5.56 5.93 6.42 6.59 7.08 6.24 
การเจริญใน anaerobic agar - - - - - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปน 
ไนไตรท 

+ + + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต ND - + - + - - 
     10 เปอรเซ็นต ND - - - - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส + + + + + + + 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + + + + 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + + + + 
     แลคโตส - - - - - - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

     โพรพิโอเนต + + + + + + + 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     เคซีน + + + + + + + 
     เจลาติน + + + + + + + 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล  
                  *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ตารางผนวกที่ ข12  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus กลุม IB  
 

 
คุณสมบัต ิ

B.
 ba

diu
s T

E1
**

* 

B.
 fir

mu
s K0

29
 

B.
 fir

mu
s* LD

D7
 

B.
 fir

mu
s* LD

D9
 

B.
 fir

mu
s*  

ขนาดของเซลล (μm) 0.6 <1 <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - - - 
การทดสอบVP - - - - - 
พีเอชใน อาหารVP 7.12 6.0-6.8 5.9 6.13 4.5-6.0 
การเจริญใน anaerobic agar - - ND ND - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - + + - 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
ND 

     7 เปอรเซ็นต ND + + + + 
     10 เปอรเซ็นต - - + + ND 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - - - - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - + + + 
     แลคโตส - - - - ND 
การใช 
     ซิเตรท 

 
- 

 
- 

 
ND 

 
ND 

 
- 

     โพรพิโอเนต ND - - - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
+ 

     เคซีน + + + + + 
     เลซิติน - - - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล  
                   *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
                   * ** = คุณสมบัติจาก อุบลพรรณ (2550) 
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ตารางผนวกที่ ข13  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus กลุม II  
 
 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 ci

rcu
lan

s*
 

B.
 ci

rcu
lan

s J
CM

 
25

04
 

P.
 po

lym
yx

a N
-10

 

P.
 po

lym
yx

a*
* 

Br
ev

iba
cil

lus
 

ch
os

hie
ns

is 
TB

2*
**

 

B.
sp

or
oth

erm
od

ur
an

 
SB

4*
**

 

ขนาดของเซลล (μm) <1 <1 <1 0.7-1.0 <1 0.6 
แกรนูลภายในเซลล - - + - - - 
การทดสอบVP - - + + - - 
พีเอชใน อาหารVP 4.5-6.6 5.43 5.5 <6 5.5 5.6 
การเจริญใน anaerobic agar ND + + + - - 
การรีดิวสไนเตรทเปน 
ไนไตรท 

b + + + + + 

การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
a 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

     7 เปอรเซ็นต a - - - ND ND 
     10 เปอรเซ็นต - - - - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

     แอล(-)-อะราบิโนส + + + + - - 
     ดี(+)-ไซโลส + + + + - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล + + + + - - 
     แลคโตส + + ND ND - - 
การใช 
     ซิเตรท 

 
b 

 
+ 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

     โพรพิโอเนต ND - - - ND ND 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
- 

     เคซีน + + + + ND ND 
     เลซิติน - - - - ND ND 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, a  =  50-84% ใหผล positive, b  =  15-49% ใหผล  
                   positive,  -  =  0-14% ใหผล negative, ND  =  ไมพบขอมูล,  
                   *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
                   ** = คุณสมบัติจาก Claus and Berkeley (1986) และ Gordon (1989) 
                   *** = คุณสมบัติจาก อุบลพรรณ (2550) 
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ตารางผนวกที่ ข14  คุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของ Bacillus sp. กลุม III  
 
 

คุณสมบัต ิ

B.
 sp

ha
eri

cu
s*

 

B.
 sp

ha
eri

cu
s 

AT
CC

 14
57

7T  

K0
22

 

ขนาดของเซลล (μm) <1 <1 <1 
แกรนูลภายในเซลล - - - 
การทดสอบVP - - - 
พีเอชใน อาหารVP 7.4-8.6 7.3 8.11 
การเจริญใน anaerobic agar - - - 
การรีดิวสไนเตรทเปนไนไตรท - - - 
การเจริญใน NaCl 
     5 เปอรเซ็นต 

 
b 

 
+ 

 
+ 

     7 เปอรเซ็นต b - - 
     10 เปอรเซ็นต - - - 
การผลิตกรดจาก  
     ดี(+)-กลูโคส 

 
- 

 
- 

 
- 

     แอล(-)-อะราบิโนส - - - 
     ดี(+)-ไซโลส - - - 
     ดี(+)-แมนนิทอล - - - 
     แลคโตส - - + 
การใช 
     ซิเตรท 

 
b 

 
- 

 
- 

     โพรพิโอเนต ND - - 
การยอยสลาย 
     แปง 

 
- 

 
- 

 
- 

     เคซีน b + + 
     เลซิติน - - - 

 
หมายเหตุ : + =  85 – 100% ใหผล positive, b  =  15-49% ใหผล positive,  -  =  0-14% ใหผล negative,  
                  ND  =  ไมพบขอมูล, *  = คุณสมบัติจาก Gordon (1989) 
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ภาคผนวก ค 

อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 
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1.  อาหารเลี้ยงเชื้อ  
 
 1.1 King’s medium B  
 

1) Proteose peptone  20 g/l 
2) K2HPO4.3H2O          2.5 g/l 
3) MgSO4.7H2O   6.0 g/l 
4) Agar    15.0 g/l 
5) Glycerol   15.0 ml/l 
 

 ปรับ pH ใหไดเทากับ 7.2 ± 0.2 จากนั้นนําไปเขา autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที  

 
 1.2  Nutrient agar (NA) 
 

1) Peptone   5 g/l 
2) Beef extract           3 g/l 
3) Agar    15.0 g/l 
 

 นําไปเขา autoclave ที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
 
 
2.  การเตรียมสารเคมี 
 

2.1  Extraction solvent  
 

                         ใช Chloroform (CH3Cl) - methanol (CH3OH) - 0.3%NaCl solution (2:1:0.2, v:v:v) 
โดยจะใสสารทีละอยางตามลําดับลงในขวดสีชา ระวังสาร chloroform ซ่ึงเปนสารอันตรายมาก การ
สูดดมเขาไปมากๆจะเปนพิษกับรางกาย ภาชนะที่ใสตองปดสนิท สวน NaCl 0.3% solution เตรียม
โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย โดยใชน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ผสมกับ NaCl 0.3 กรัม  
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2.2  Mobile solvent  
 

                        ใช Chloroform (CH3Cl) – methanol (CH3OH) - 0.2% CaCl2.2H2O solution 
(55:35:8, v:v:v) โดยจะใสสารตามลําดับขางตนลงในขวดสีชา ภาชนะที่ใสตองปดสนิท สวน 
CaCl2.2H2O 0.2% solution เตรียมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย โดยใชน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร ผสมกับ 
NaCl 0.2 กรัม  
 

2.3  ซิลิกาเจลเพลต 
 

                         เตรียมแผนซิลิกาเจล โดยใชดินสอจุดทําเครื่องหมายลงบนแผนโดยใหจุดหางจาก
ขอบลางและขอบดานขางเปนระยะ 1.5 เซนติเมตร และระยะหางระหวางจุดเปนระยะ 1.5 
เซนติเมตร ทั้งนี้ขึ้นอยูกับขนาดของแผนซิลิกาเจลที่ใชในการทดสอบ  
 
 2.4  0.3% ninhydrin 
 
        ชั่ง ninhydrin 0.3 กรัม เตรียมโดยใชอะซีโตนเปนตัวทําละลาย 100 มิลลิลิตร เตรียม
เสร็จใสลงในขวดสีชา ภาชนะที่ใสตองปดสนิท  
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