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ป่าชายเลนเป็นระบบนิเวศท่ีตั้งอยูบ่ริเวณรอยตอ่ระหวา่งแผน่ดินกบัทะเล เป็นพ้ืนท่ีชุม่น ้าท่ีมีน ้า

ขึ้นน ้าลงเป็นลกัษณะเฉพาะท าใหป่้ามีลกัษณะเป็นน ้ากร่อย ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสม็ด อ  า เภอสัต
หีบ จงัหวดัชลบุรี มีต  าแหนง่อยูใ่กลก้บัพ้ืนท่ีชุม่น ้าตน้ธูปฤาษี และมีต าแหนง่อยู ่ในพ้ืนที่ เ ขตพัฒนาพิเศษ
ภาคตะวนัออก (Eastern Economic Corridor; EEC) ใกลเ้มืองพัทยาซึ่ งเ ป็นแหล่งท่องเที่ยวที่ มีช่ือเ สียง
ระดบัโลก วตัถุประสงค์ของงานวิจยัน้ีคือ 1) เพ่ือศึกษากลุม่ประชากรแบคทีเรียในป่าชายเลน 2) เพ่ือศึกษา
ศกัยภาพของแบคทีเรียในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส ไลเปส และโปรตีเอส และ 3) เพ่ือส ารวจสถานะของ
ป่าชายเลน ตอ่การรองรับเป้าหมายอุตสาหกรรมการทอ่งเที่ยวเชิงนิเวศของเขตพฒันาพิเศษภาคตะวนัออก
หรือ EEC ผลการจ าแนกเช้ือแบคทีเรียกลุม่ Heterotrophic bacteria (n=71) ดว้ยวิธีการทดสอบคุณสมบัติ
ทางชีวเคมี พบว่า เ ป็นเ ช้ือแบคทีเ รียอยู ่ใน  24 จีนัส จาก 15 แฟมิลี่  ด ังน้ี Paenibacillaceae (31%) 
> Bacillaceae (18%) > Vibrionaceae (10%) > Lactobacillacea (9%) > Enterobacterieceae (7%) 
> Aeromonadaceae (6%) > Staphylococcaceae (5%) > Pasteurellaceae, Pseudomonadaceae, 
Yersiniaceae (แ ฟ มิ ลี่ ล ะ  3%) > Budviciaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Moraxellaceae, 
Streptococcaceae (แฟมิลี่ละ 1%) และไมพ่บแบคทีเรียในกลุ ่ม coliform การทดสอบการผลิตเอนไซม์
ส าคญัในอุตสาหกรรมพบแบคทีเรียที่มีศกัยภาพในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส คือ Pasteurella sp. โดยมีคา่ 
amylolytic index อยูท่ี่ 9.0 เอนไซม์ไลเปสคือ Serratia sp. มีคา่ lipolytic index อยูท่ี่ 10.0 และเอนไซม์โปร
ตีเอส คือ Bacillus sp. มีค ่า  proteolytic index อยู ่ที่  6.7 การวิเคราะห์ล  าด ับเบสยีน 16S rRNA ของเ ช้ือ
แบคทีเรียเสน้ใย แกรมบวกทั้งหมด 4 ไอโซเลท พบวา่มีความคล้ายคลึงกบัเ ช้ือ  Streptomyces platensis, 
Micromonospora sp. A38, Streptomyces sp. NA03103 และ Bacillus velezensis strain KKLW จากผล
การศึกษาน้ีพบวา่ป่าชายเลนคลองถูป มีความหลากหลายของจุลินทรีย์โดยพบแบคทีเรียที่มีศกัยภาพในการ
ผลิตเอนไซม์ส าคญัในอุตสาหกรรม นอกจากน้ียงัมีมลพิษทางน ้านอ้ยมาก จึงกลา่วไดว้า่สถานะของป่าชาย
เลนคลองถูป สามารถรองรับอุตสาหกรรมการทอ่งเที่ยวเชิงนิเวศ ในเขตพฒันาพิเศษภาคตะวนัออกและมี
ศกัยภาพทางเทคโนโลยีชีวภาพสูง 
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บทค ัด ย ่อ ภาษาอ ังกฤษ  
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Keyword : mangrove, amylase, lipase, protease, actinomycetes, Eastern Economic Corridor, EEC 

MR. Papon GANJANASIRIPONG : Microbial Status of Mangrove Forest in the 
Eastern Economic Corridor (EEC): A Case Study of Klong Tub Mangrove Forest, Chuk Samed 
Community, Sattahip District, Chonburi Province Thesis advisor : Assistant Professor Thanaporn 
Chuen-im, Ph.D. 

Mangrove forests are ecosystems located at the border between land and sea. The unique 
characteristic is tides leading to brackish water in the forest. Klong Tub mangrove forest, Chuk Samet 
Community, Sattahip District, Chonburi Province is located nearby a narrow cattail wetland near 
Pattaya city (a famous worldwide touring place), and within the Eastern Economic Corridor (EEC). The 
aims of this research were to 1) study bacterial community of the forest, 2) determine potentials of 
bacteria in term of amylase, lipase and protease production and 3) evaluate status of the forest in 
supporting ecotourism, one target industrial in EEC. Isolation and identification of heterotrophic 
bacteria (n=71) by biochemical approach revealed 24 genus in 15 families Paenibacillaceae (31%) 
> Bacillaceae (18%) > Vibrionaceae (10%) > Lactobacillacea (9%) > Enterobacterieceae (7%) 
> Aeromonadaceae (6%) > Staphylococcaceae (5%) > Pasteurellaceae, Pseudomonadaceae, 
Yersiniaceae (3% each family) > Budviciaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Moraxellaceae, 
Streptococcaceae (1% each family). No coliform detected. Investigation of bacteria with high potential 
in amylase production revealed Pasteurella sp. (amylolytic index at 9.0) and for lipase and protease 
production were Serratia sp.(lypolytic index at 10.0) and Bacillus sp.(proteolytic index at 6.7), 
respectively. Nucleotide analysis of 16S rRNA gene sequence of Gram-positive filamentous bacteria (4 
isolates) indicated that they were closely related to Streptomyces platensis, Micromonospora sp. A38, 
Streptomyces sp. NA03103 and Bacillus velezensis strain KKLW. From this study, Klong Tub forest 
contains microbial diversity with very little pollution, where bacteria have high potentials of essential 
enzyme-industrial production. Conclusively, the status of Klong Tub forest has high potentials in 
biotechnological application and is capable of supporting the ecotourism strategy of EEC. 
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บทที ่1 

บทน า 

1.ความเป็นมาของปัญหา 
ป่าชายเลนธรรมชาติพบไดต้ามแนวชายฝ่ังเขตร้อนหรือเขตกึ่งร้อนของโลก (Liang et al., 

2007) เป็นระบบนิเวศท่ีส าคญัตอ่ส่ิงมชีีวติโดยป่าท าหน้าท่ีเป็น แหลง่พกัพิงอาศยั แหลง่อาหาร 

รวมถึงเป็นแหลง่เพาะพนัธ์ุสัตวน์ ้ า นับวา่เป็นระบบนิเวศท่ีมคีวามหลากหลายทางชีวภาพ มมีวล

ชีวภาพสูงโดยมปีริมาณสารอินทรีย์เป็นจ านวนมากในรูปของเศษซากและส่ิงมชีีวติ กอ่ให้เกดิการ

หมนุเวยีนแรธ่าตุ ส่ิงท่ีมบีทบาทส าคญัมากท่ีสุดคือ แบคทีเรีย ท าหน้าท่ีเป็นผูย้อ่ยสลายซากพืชซาก

สัตว ์ (Klingfoong et al., 2022) ดงันั้นป่าชายเลนจึงถูกมองวา่เป็นแหลง่ธรรมชาติส าคญัในการ

คน้พบแบคทีเรียท่ีมคีวามสามารถผลิตเอนไซมไ์ดอ้ยา่งมปีระสิทธิภาพ เชน่ เอนไซมอ์ะไมเลสท่ีมี

บทบาทในอุตสาหกรรมอาหาร การผลิตส่ิงทอ เอนไซมไ์ลเปสในอุตสาหกรรมผงซกัฟอก เคร่ือง

หนัง เคร่ืองส าอาง (Gupta et al., 2003) และเอนไซมโ์ปรตีเอสในอุตสาหกรรมยาและกระบวนการ

การบ าบดัทางชีวภาพ (Naidu, 2011) ความหลากหลายของระบบนิเวศในป่าชายเลนมอิีทธิพลตอ่

การคน้พบแอคติโนมยัซีทท่ีมศีกัยภาพในการผลิตสารทุติยภูมท่ีิมฤีทธ์ิตา่งๆ เชน่ ยบัยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียและเชื้อรา โดยเฉพาะแบคทีเรียท่ีด้ือตอ่ยาปฏิชีวนะในปัจจุบนั ซ่ึงเป็นปัญหาท่ีระบาดไป

ทัว่โลกเน่ืองจากวา่ยงัไมส่ามารถหายาหรือการรักษาใหม ่ๆ ได ้ (Sangkanu et al., 2017) ดงันั้นการ

คน้พบแอคติโนมยัซีทท่ีสามารถสร้างสารทุติยภูมท่ีิมฤีทธ์ิใหม ่ๆ หรือมคีวามสามารถท่ีหลากหลาย

มากข้ึนในป่าชายเลนจึงเป็นเร่ืองท่ีนา่สนใจ 

ป่าชายเลนนอกจากจะเป็นแหลง่ท่ีพกัอาศยั แหลง่อาหาร และแหลง่เพาะพนัธ์ุสัตวน์ ้ า ยงั

เป็นแนวป้องกนัการกดัเซาะชายฝ่ังทะเลท่ีเกดิจากลมฟ้าอากาศ และยงัเป็นแหลง่ผลิตเชื้อเพลิง

เน่ืองจากตน้ไมใ้นป่าโกงกางปลูกงา่ยและโตเร็วจึงเหมาะแกก่ารน ้ ามาผลิตถา่นไม ้ และยงัเป็นแหลง่

ท่ีพบส่ิงมชีีวติใหม ่ๆ อีกดว้ย แตใ่นปัจจุบนั ป่าชายเลนมสีภาพท่ีเส่ือมโทรมมากข้ึน โดยมปัีจจยั

หลายอยา่ง เชน่ การเปล่ียนแปลงผงัเมอืงเน่ืองจากการเพิ่มข้ึนของประชากร การสร้างทา่เทียบเรือใน
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อุตสาหกรรม การท าเกษตรกรรมและการเพาะเล้ียงสัตวท่ี์มกีารท้ิงน ้ าเสียสูส่ิ่งแวดลอ้ม และการ

ทอ่งเท่ียวเชน่ร้านอาหารและท่ีพกัอาศยัท่ีกอ่ให้เกดิมลพิษได ้

โครงการเขตพฒันาพิเศษภาคตะวนัออก หรือ Eastern Economic Corridor (EEC) มี

จุดมุง่หมายในการขบัเคล่ือนการลงทุนคร้ังใหญข่องประเทศซ่ึงเป็นจุดเปล่ียนแปลงส าคญัท่ีสง่ผล

ให้เศรษฐกจิและภาคอุตสาหกรรมไทยสามารถเติบโตไดอ้ยา่งกา้วกระโดด ครอบคลุมพื้นท่ี 3 

จงัหวดัในภาคตะวนัออกของไทย ไดแ้ก ่ ระยอง ชลบุรี และฉะเชิงเทรา โดยหน่ึงในอุตสาหกรรม

เป้าหมายคือการทอ่งเท่ียว อาทิเชน่ พทัยา ซ่ึงเป็นเมอืงทอ่งเท่ียวหลกัท่ีเป็นเมอืงทอ่งเท่ียวระดบัโลก

และเป็นเสมอืนแมเ่หล็กดึงดูดดา้นการทอ่งเท่ียว เพื่อยกระดบัการทอ่งเท่ียวรวมไปถึงการพฒันา

คณุภาพของแหลง่ทอ่งเท่ียวอ่ืนๆท่ีอยูบ่ริเวณรอบพทัยา ทั้งชายหาด เกาะตา่งๆและป่าชายเลนให้อยู ่

ในสภาพท่ีดี โดยส าหรับกจิกรรมกลุม่เป้าหมายความสนใจพิเศษในแหลง่ทอ่งเท่ียวเขตพทัยานั้น 

คือ กจิกรรมประเภท soft adventure และ eco-tourism เชน่ การด าน ้ าดูปลาในเขตน ้ าลึกน ้ าต้ืน การ

ป่ันจกัรยานชมธรรมชาติ และการปลูกป่าชายเลน เป็นตน้ (ส านักงานคณะกรรมการนโยบายเขต

พฒันาพิเศษภาคตะวนัออก (2019) ; https://www.eeco.or.th/th/government-initiative ) 

ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ตั้งอยูใ่นพื้นท่ีของหนว่ย

บญัชาการตอ่สู้อากาศยานและรักษาฝ่ัง เป็นป่าพื้นท่ีขนาดเล็ก มตีน้ไมห้ลากหลายชนิด ตน้ไมม้ี

ขนาดกลาง น ้ าช ุม่ มคีลองไหลผา่น และมขียะเล็กน้อยท่ีเกดิจากการพดัพาของกระแสน ้ าบริเวณ

ใกลเ้คียงมบีา้นพกัขา้ราชการ สนามกอล์ฟ บา้นพกัตากอากาศและร้านอาหาร มกีจิกรรมทอ่งเท่ียว

เชิงธรรมชาติคือ การปลูกป่าชายเลน นอกจากน้ียงัอยูห่า่งจากพทัยาเพียง 36 กโิลเมตร ซ่ึงอาจไดรั้บ

ผลกระทบดา้นมลพิษจากการทอ่งเท่ียวเขตพทัยา แตด่ว้ยลกัษณะองค์ประกอบทางธรรมชาติเชน่ 

พนัธ์ุไมท่ี้หลากหลายชนิด กจิกรรมการปลูกป่าชายเลน ท่ีดูเหมอืนวา่ป่าชายเลนแหง่น้ียงัมี

สภาพแวดลอ้มท่ีบริสุทธ์ิ ปราศจากการปนเป้ือนมลพิษตา่งๆ และยงัไมม่ขีอ้มลูการส ารวจมากอ่นจึง

มคีวามนา่สนใจในการส ารวจ                                                                                                              

(ดินแดนทอ่งเท่ียวถ่ินทหารเรือ (2020) ; http://www.thainavyland.com/mangrove-forest-park01/) 

 งานวจิยัน้ีมคีวามสนใจในการส ารวจ Heterotrophic bacteria ท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 

เอนไซมไ์ลเปสและเอนไซมโ์ปรตีเอส และชนิดของแอคติโนมยัซีทในตวัอยา่งน ้ าและดินตะกอน

https://www.eeco.or.th/th/government-initiative
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บริเวณป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี เน่ืองจากป่าชายเลนแหง่น้ียงั

ไมม่กีารส ารวจมากอ่น มกีจิกรรมทอ่งเท่ียวเชิงธรรมชาติ เชน่ ปลูกป่าชายเลนและไมม่กีจิกรรมอ่ืนๆ

ท่ีกระทบตอ่สภาพแวดลอ้ม อีกทั้งยงัเป็นพื้นท่ีท่ีตั้งอยูใ่นสว่นหน่ึงของโครงการเขตพฒันาพิเศษ

ภาคตะวนัออก (EEC) ซ่ึงมเีป้าหมายในการยกระดบัการทอ่งเท่ียวในพื้นท่ี 3 จงัหวดั ซ่ึงอยูใ่กลก้บั

พื้นท่ีท่ีเป็นสถานท่ีทอ่งเท่ียวชื่อดงัอยา่งพทัยา ท่ีอาจไดรั้บผลกระทบดา้นมลพิษจากการทอ่งเท่ียว 

โดยการรวบรวมขอ้มลูน้ีสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูเพื่อพฒันาพื้นท่ีป่าชายเลนและสง่ผลให้เกดิการ

กระตุน้เศรษฐกจิการทอ่งเท่ียวเชิงธรรมชาติซ่ึงน าไปพฒันาให้เกดิประโยชน์สูงสุดโดยไมใ่ห้สง่ผล

เสียตอ่ระบบนิเวศ 
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2.วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

1. เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของ heterotrophic bacteria ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าและดินตะกอนจากป่าชาย

เลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 

2. เพื่อศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส เอนไซมไ์ลเปส และเอนไซมโ์ปรตีเอสข

องแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากน ้ าและดินตะกอนจากป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ 

จงัหวดัชลบุรี  

3. เพื่อศึกษาชนิดและปริมาณของเชื้อแอคติโนมยัซีทท่ีแยกไดจ้ากน ้ าและดินตะกอนจากป่าชายเลน

คลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี  

4. เพื่อใชผ้ลการส ารวจเป็นตวับง่ชี้หรือวเิคราะห์สถานะของป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ 

อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี เพื่อยกระดบัการทอ่งเท่ียวในพื้นท่ี 3 จงัหวดั ตามแผนโครงการเขต

พฒันาพิเศษภาคตะวนัออก (EEC) เน่ืองจากอยูใ่กลพ้ทัยา ซ่ึงอาจไดรั้บผลกระทบดา้นมลพิษจาก

กจิกรรมการทอ่งเท่ียว 

 

3.สมมติฐานของการศึกษา 

1. มคีวามหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในน ้ าและดินตะกอนจากป่าชายเลนคลองถูป ชมุชน

จุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 

2. แบคทีเรียในน ้ าและดินตะกอนจากป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดั

ชลบุรีมกีจิกรรมการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส เอนไซมไ์ลเปส และเอนไซมโ์ปรตีเอส 

3. มคีวามหลากหลายของแอคติโนมยัซีทในน ้ าและดินตะกอนจากป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุก

เสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 

4. ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรีไมม่กีารปนเป้ือนของเชื้อ

แบคทีเรียท่ีเป็นอนัตรายตอ่ส่ิงแวดลอ้มและส่ิงมชีีวิต 
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4.ขอบเขตของการศึกษา 

1. ตรวจสอบปริมาณเชื้อแบคทีเรียและเชื้อแอคติโนมยัซีทในน ้ าและดินตะกอนตวัอยา่งดว้ยวธีิ total 

plate count (CFU/ml) 

2. แยกเชื้อแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีทให้บริสุทธ์ิ 

3. ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียและแอคติโนมยัซีทท่ีแยกได้ 

4. ศึกษากจิกรรมการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส เอนไซมไ์ลเปส และเอนไซมโ์ปรตีเอสของแบคทีเรียท่ี

แยกได ้

5. จ าแนกและยืนยนัชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยวธีิ Biochemical test ตาม Bergey’s manual  

6. จ าแนกและยืนยนัชนิดของเชื้อแอคติโนมยัซีทดว้ยวธีิการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 

rRNA 
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บทที ่2 

งานวิจัยทีเ่กี่ยวข้อง 

1.ป่าชายเลนและแบคทเีรีย 

 ป่าชายเลนเป็นระบบนิเวศท่ีประกอบดว้ยชีวะนิเวศชายฝ่ังท่ีมตี าแหนง่ของป่าอยูบ่ริเวณ

รอยตอ่ระหวา่งแผน่ดินกบัทะเล พบไดต้ามแนวชายฝ่ังเขตร้อนหรือเขตกึ่งร้อนครอบคลุมพื้นท่ี

ประมาณ 60-75% ของโลก (Liang et al., 2007) เป็นพื้นท่ีช ุม่น ้ าท่ีมนี ้ าข้ึนน ้ าลงเป็นลกัษณะเฉพาะ 

(Dias et al., 2010) สว่นใหญพ่บในเขตปากน ้ า น ้ าน่ิง สันดอน ทะเลสาบ บึงหรือพื้นท่ีโคลน (Sahoo 

and Dhal, 2009) ป่าชายเลนยงัถือเป็นพื้นท่ีท่ีมคีวามหลากหลายทางชีวภาพท าหน้าท่ีเป็นแนว

ป้องกนัการกดัเซาะตามแนวชายฝ่ังทะเล แหลง่ท่ีพกัอาศยั แหลง่อาหาร แหลง่เพาะพนัธ์ุสัตวน์ ้ า 

แหลง่พืชทนเกลือ และมปีริมาณเศษซากพืชซากสัตวสู์ง สง่ผลให้มมีวลชีวภาพสูงทั้งในน ้ าและดิน

ตะกอนโดยส่ิงท่ีมบีทบาทส าคญัในการหมนุเวยีนแรธ่าตุและสารอาหาร คือจุลินทรีย์ โดยเฉพาะ

อยา่งย่ิง แบคทีเรียซ่ึงมคีวามหลากหลายของกจิกรรมเกีย่วกบัเมทาบอลิคเอนไซม ์ (Klingfoong et 

al., 2022) ป่าชายเลนมลีกัษณะเฉพาะคือน ้ าข้ึนน ้ าลงตา่งจากระบบนิเวศอ่ืน ท าให้ปัจจยัดา้น

ส่ิงแวดลอ้มเชน่ ความเค็มหรือสารอาหารมคีวามแปรผนัสูงท าให้แบคทีเรียมกีารปรับตวัหรือ

ววิฒันาการตามท่ีอยูอ่าศยัและสภาพแวดลอ้ม (Dias et al., 2010) สง่ผลให้เป็นระบบนิเวศท่ีให้

ผลผลิตสูงและเป็นแหลง่ท่ีมศีกัยภาพท่ีดีในการคน้พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมท่ี์มศีกัยภาพ

สูง ทั้งน้ีมงีานวจิยัหลายฉบบัท าการศึกษาความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียในป่าชายเลนจาก

ประเทศตา่งๆ อาทิเชน่ งานวจิยัของ Ramsay et al. (2000) ศึกษาแบคทีเรียในดินป่าโกงกาง บริเวณ

ทา่เรือ Gladstone ประเทศออสเตรเลีย พบ heterotrophic bacteria อยูใ่นชว่ง105 -106 cell / g ดิน

ตะกอน โดยกลุม่เชื้อแบคทีเรียท่ีพบสว่นใหญอ่ยูใ่นจีนัส Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, 

Micrococcus, Moraxella, Pseudomonas, Photobacterium, Serratia, Shewanella  และ Vibrio 

งานวจิยัของ Liang et al. (2007) ท าการส ารวจแบคทีเรียในดินตะกอนป่าชายเลนบริเวณ Futian 

National Nature Reverse Of Shenzhen Special Economic Zone ในประเทศจีนพบกลุม่เชื้อ 

Proteobacteria (67%) ซ่ึงประกอบไปดว้ยกลุม่เชื้อ Gammaproteobacteria (29%) รองลงมาคือ 

Epsilonproteobacteria (16%) และDeltaproteobacteria (8%) นอกจากน้ียงัพบ Cytophaga-

Flexibacter-Bacteroides group (9%), Actinobacteria (6%), Chloroflexi (5%), Firmicutes (4%), 



  7 

Fusobacteria (1%) และ Chlamydiae/Verrucomicrobia group, Fibrobacteres/Acidobacteria group 

และ Planctomycetes (แตล่ะกลุม่ < 1%) งานวจิยัของ Dias et al. (2010) ไดท้ าการส ารวจแบคทีเรียท่ี

ป่าชายแลน Ilha do Cardosa ประเทศบราซิล โดยพบกลุม่เชื้อ Alphaproteobactria (40.36%), 

Gammaproteobacteria (19.28%) และ Acidobacteria (27.72%) และกลุม่เชื้อท่ีพบรองลงมาเป็น

กลุม่เชื้อ Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria  และ Bacteroidetes 

งานวจิยัของ Castro et al. (2014) ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียจากป่าโกงกางในเขต Bertioga และ เขต 

Cananeia ของประเทศบราซิล โดยป่าในเขต Cananeia พบกลุม่เชื้อท่ีมากท่ีสุดคือ Bacillus (42.1%) 

รองลงมาคือ Enterobacter (10.5%), Chryseobacterium (10.5%), Xanthomonas (10.5%) และอ่ืนๆ 

ในขณะท่ีป่าในเขต Bertioga พบกลุม่เชื้อท่ีแตกตา่งคือ Bacillus (28.6%), Curtobacterium (14.3%), 

Alcaligenes (14.3%), Ochrobactrum (9.5%), Novosphingobium (9.5%) จากงานวจิยัท่ีไดก้ลา่วไป

ขา้งตน้ จะเห็นไดว้า่แบคทีเรียมกีารเจริญอยูใ่นป่าชายเลน มคีวามหลากหลายสูงมาก 

 

 2. เอนไซม์ทีมี่ความส าคัญในอุตสาหกรรม 

2.1 เอนไซม์อะไมเลส (amylase) 

เอนไซมอ์ะไมเลส จดัอยูใ่นกลุม่ประเภทเอนไซมไ์ฮโดรไลท์ (hydrolytic enzyme) ท่ียอ่ย

พนัธะไกลโคซิดิค (glycosidic bond) ในแป้ง ไกลโคเจนหรือโพลีแซคคาไรด์ (โมเลกลุใหญ)่ ได้

ผลิตภณัฑ์เป็นน ้ าตาลโมเลกลุเล็ก เชน่ น ้ าตาลกลูโคส น ้ าตาลมอลโตส หรือเดกตริน (Klingfoong et 

al., 2022) ในปัจจุบนัเอนไซมอ์ะไมเลสน้ีมคีวามส าคญัอยา่งย่ิงในเร่ืองของเทคโนโลยีชีวภาพท่ี

เกีย่วกบัอุตสาหกรรมดา้นอาหาร การหมกั ส่ิงทอรวมไปถึงกระดาษ ถึงแมว้า่การผลิตเอนไซมอ์ะ

ไมเลสจะพบไดใ้น พืช สัตวห์รือจุลินทรีย์ แตเ่อนไซมท่ี์ผลิตจากจุลินทรีย์ตอบสนองความตอ้งการ

ทางอุตสาหกรรมไดดี้ (Gupta et al., 2003) เน่ืองจากมกีระบวนการผลิตท่ีงา่ย มปีระสิทธิภาพของ

เอนไซมท่ี์ดี (My et al., 2021) ทั้งน้ีสามารถจ าแนกเอนไซมไ์ดเ้ป็น 3 ประเภท 

1.แอลฟา-อะไมเลส เป็นเอนไซมส์ลาย glycoside-bond ภายในสายพอลิเมอร์ของโมเลกลุ

แป้งและไกลโคเจนท่ีต าแหนง่ 1-4 แบบสุม่ไดเ้ป็นน ้ าตาล เชน่ มอลโทสและกลูโคสอยา่งรวดเร็ว  
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2.บีตา-อะไมเลส เป็นเอนไซมส์ลายแป้งท่ีต าแหนง่ แอลฟา1-4 ของ glycoside-bond ท่ี

เฉพาะสว่นปลายดา้นท่ีเป็น non reducing end เขา้มาทีละ 2 หนว่ย ท าให้ไดน้ ้ าตาลมอลโทส 

3.แกมมา-อะไมเลส หรือ อะมโินกลูโคซิเดส เป็นเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยโมเลกลุแป้งไดท้ั้ง

ท่ีต าแหนง่ glycoside-bond ต าแหนง่แอลฟา 1-4 และ แอลฟา 1-6 จึงสามารถยอ่ยโมเลกลุของอะ

ไมโลเพคตินซ่ึงมสีายแขนง โดยจะยอ่ยสลายสว่นปลาย non reducing end เขา้มาทีละ 1 หนว่ยได้

น ้ าตาลกลูโคส (Singh et al., 2011) 

มงีานวจิยัหลายฉบบัส ารวจพบแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสท่ีมปีระสิทธิภาพสูง

เชน่ งานวจิยัของ My et al. (2021) ท าการคดัแยกเชื้อแบคทีเรียจากป่าชายเลน Can Gio ประเทศ

เวยีดนาม พบวา่สามารถคดัแยกเชื้อกลุม่ Bacillus ตามลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและทางชีวเคม ี เมือ่

ศึกษาล าดบัเบสของยีน 16S rRNA ระบุไดว้า่เป็น Bacillus amyloliquefaciens (ความคลา้ยคลึงกนั 

100%) เมือ่น าไปบม่ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ มกีจิกรรมอะไมเลสสูงท่ีสุด คือ1,279 IU/ml (174.7 

IU/ml) งานวจิยัของ Mamangkey et al. (2021) ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียจากป่าชายเลนทางตอน

เหนือของเกาะสุมาตรา ประเทศอินโดนีเซีย และพบวา่ 17 ไอโซเลท จากทั้งหมด 35 ไอโซเลท ท่ี

สามารถสร้าง แอลฟา-อะไมเลส ไดสู้งภายใน 24 ช ัว่โมง โดยแบคทีเรียท่ีเหลือ 18 ไอโซเลท 

สามารถสร้างไดภ้ายใน 27 ช ัว่โมง และ 31 ไอโซเลท จาก 35 ไอโซเลทสามารถสร้าง บีตา-อะ

ไมเลส ไดสู้งภายใน 24 ช ัว่โมง แบคทีเรียท่ีเหลืออีก 4 ไอโซเลท สามารถสร้างไดภ้ายใน 27 ช ัว่โมง 

งานวจิยัของ Kanimozhi et al. (2014) ท าการคดัแยกเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีจิกรรมของเอนไซมอ์ะไมเล

สจากป่าชายเลน Muthupettai เมอืง TamiNadu ประเทศอินเดีย โดยเมือ่ท าการทดสอบเบ้ืองตน้พบ

แบคทีเรีย 4 ไอโซเลทท่ีมปีระสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส ซ่ึงพบผลการจ าแนก

ชนิดพบวา่เป็นของแบคทีเรียในกลุม่ Bacillus 

2.2 เอนไซม์ไลเปส (lipase) 

 เอนไซมไ์ลเปส หรืออีกชื่อหน่ึงคือ triacylglycerol acylhydrolase ซ่ีงจะเขา้ไปสลายพนัธะ

เอสเทอร์ (ester bond) (Chandra et al., 2020) ในโมเลกลุไตรกลีเซอไรด์ให้กลายเป็นกลีเซอรอล

และกรดไขมนัอิสระ นอกจากน้ีเอนไซมไ์ลเปสยงัเรง่ปฏิกริิยา hydrolysis (ปฏิกริิยาท่ีมนี ้ าเขา้ไป

สลายพนัธะ) และ transesterification (การเปล่ียนหมูเ่อสเทอร์) ของกลุม่เอสเทอร์อ่ืนๆ ตลอดจนการ
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สังเคราะห์เอสเทอร์และคณุสมบติัตา่งๆท่ีสามารถเปล่ียนแปลงคณุสมบติัทางเคมไีดเ้ฉพาะเจาะจง

มากข้ึน (biotransformation) ท าให้เอนไซมไ์ลเปสเป็นท่ีนิยมอยา่งย่ิงในอุตสาหกรรมอาหาร 

ผงซกัฟอก เคร่ืองหนัง เคร่ืองส าอาง การสังเคราะห์สารอินทรีย์ และเภสัชกรรม (Treichel et al., 

2010) เอนไซมไ์ลเปสสามารถพบไดใ้น สัตว ์ พืช และจุลินทรีย์ แตเ่อนไซมท่ี์ผลิตจากแบคทีเรียมี

ความส าคญัในเชิงพาณิชย์มากกวา่แหลง่อ่ืนๆ เน่ืองจากความสะดวกและงา่ยตอ่การเพาะเล้ียง รวม

ไปถึงการปรับปรุงสายพนัธ์ุเพื่อให้ไดผ้ลผลิตท่ีสูงท่ีสุด (Bharathi et al., 2019) กลุม่เชื้อแบคทีเรียท่ี

ส าคญัในการผลิตเอนไซมไ์ลเปส เชน่ Bacillus, Pseudomas และ Burkholderia เป็นตน้ (Gupta et 

al., 2004)  

ทั้งน้ีมงีานวจิยัหลายฉบบัส ารวจพบแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสท่ีมปีระสิทธิภาพ

สูงเชน่ จากงานวจิยัของ Ghanem et al. (2000) ท าการแยกเชื้อแบคทีเรียจากป่าชายเลนบริเวณอา่ว 

Tubil ประเทศบาห์เรน ผลการศึกษาพบวา่ ไอโซเลท B-M20 สามารถผลิตเอนไซมไ์ลเปสท่ีทน

ความร้อนและความเป็นดา่งไดดี้ ผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียพบวา่เป็นแบคทีเรียอยูใ่น

กลุม่ Bacillus งานวจิยั Thangaraj et al. (2018) ท าการศึกษาเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีจิกรรมของเอนไซม์

ไลเปสจากป่าชายเลนบริเวณปากแมน่ ้ า Vellar ประเทศอินเดีย พบเชื้อ Pseudomonas sp. AA1 ท่ีมี

กจิกรรมของเอนไซม์ไลเปสโดยมคีา่ pH และคา่ความเค็มท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 7 และ 5% ตามล าดบั 

2.3 เอนไซม์โปรตีเอส (protease) 

เอนไซมโ์ปรตีเอส จดัเป็นเอนไซมป์ระเภท ไฮโดรเลส (Hydrolase) ท าหน้าท่ียอ่ยสลาย

พนัธะเปบไทด์ ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็นกรดอะมโิน (Naidu, 2011) เอนไซมโ์ปรตีเอสแบง่ไดเ้ป็น 2 กลุม่

คือ เอ็กโซเปบตีเดส (exopeptidases) และ เอนโดเปบตีเดส (endopeptidase) (Mamo and Assefa, 

2018) เอนไซมโ์ปรตีเอสเป็นสว่นประกอบส าคญัของส่ิงมชีีวติบนโลกไมว่า่จะเป็นคน สัตวห์รือ

จุลินทรีย์ โดยเอนไซมจ์ากจุลินทรีย์เป็นเอนไซมท่ี์มกีารใชง้านมากในอุตสาหกรรม เชน่ ผงซกัฟอก 

เคร่ืองหนัง อาหาร ยา และกระบวนการบ าบดัทางชีวภาพ (Bioremediation) (Naidu, 2011) เน่ืองจาก

ให้ผลผลิตสูง ใชเ้วลาและพื้นท่ีในการผลิตน้อย รวมไปถึงการดดัแปลงพนัธ์ุกรรมและประหยดั

ตน้ทุน (Razzaq et al., 2019)  
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ทั้งน้ีมงีานวจิยัหลายฉบบัส ารวจพบแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสท่ีมปีระสิทธิ

ภาพสูงเชน่ งานวจิยัของ Foophow and Tangjitaroenkun (2014) ไดท้ าการคดัแยกแบคทีเรียท่ี

สามารถผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสไดจ้ากป่าชายเลนสถานีพฒันาทรัพยาการป่าชายเลนท่ี 2 ทา่สน 

จงัหวดัจนัทบุรี ซ่ึงพบแบคทีเรีย 23 ไอโซเลทท่ีมกีจิกรรมเอนไซมโ์ปรตีเอสบนอาหาร skimmed 

milk agar (SKA) ท่ีเติม 3%(w/v) NaCl เมือ่วเิคราะห์ล าดบัเบสบางสว่นของยีน 16S rRNA พบวา่ม ี

22 ไอโซเลทมคีวามใกลเ้คียงกบั Bacillus sp. และอีก 1 ไอโซเลท มคีวามใกลเ้คียงกบั Rhodococcus 

sp. เชื้อ 5 ไอโซเลทไดแ้ก ่ TS13, TS26, TS33, TS35 และ TS42 มกีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตีเอสสูง

เมือ่พิจารณาจากขนาดของเส้นผา่นศูนย์กลาง clear zone ท่ีมขีนาดมากกวา่ 10 mm. โดยท่ี 

TS13,TS33, TS35 และ TS42 มคีวามคลา้ยคลึงกนัอยา่งใกลช้ิดกบัเชื้อ B. aquimaris strain TF-12 

(99.05-99.49%) และ TS26 มคีวามคลา้ยคลึงกนัอยา่งใกลช้ิดกบัเชื้อ B. aryabhattai strain B8W22 

(100%) งานวจิยัของ Castro et al. (2014) ท าการศึกษาเชื้อแบคทีเรียจากป่าโกงกาง 2 แหลง่อยูใ่น

เขต Bertioga และ เขต Cananeia ประเทศบราซิล พบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีจิกรรมของเอนไซมโ์ปรตีเอ

สถึง 75% ของเชื้อท่ีท าการคดัแยกได ้ (n=40) นอกจากน้ี Venugopal and Saramma (2006) ท าการ

คดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสจากป่าชายเลน Cochin ประเทศอินเดีย คือ Vibrio 

fluvialis หลงัจากท าให้เอนไซมโ์ปรตีเอสมคีวามบริสุทธ์ิแลว้ทดสอบ casein zymography พบวา่

สามารถปรับปรุงและพฒันาเอนไซมโ์ปรตีเอสน้ีในการใชเ้ป็น additive ในผงซกัฟอกได ้ ในปีถดัมา 

Venugopal and Saramma (2007) สามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสจากป่า

ชายเลนเดิมคือป่าชายเลน Cochin ประเทศอินเดีย ท่ีมปีระสิทธิภาพอีก 1 ไอโซเลทคือ Bacillus 

circulans BM15 หลงัจากท าให้เอนไซมโ์ปรตีเอสมคีวามบริสุทธ์ิแลว้น าไปทดสอบ casein 

zymography พบวา่สามารถปรับปรุงและพฒันาเอนไซมโ์ปรตีเอสน้ีในการใชเ้ป็น additiveใน

ผงซกัฟอกได ้
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3. การจ าแนกเช้ือแบคทเีรียด้วยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test)  

กจิกรรมเมทาบอลิกของจุลินทรีย์เกดิจากการท างานรว่มกนัของเอนไซมช์นิดตา่งๆอยา่งมรีะบบ 

ซ่ึงเชื้อแตล่ะกลุม่จะมเีอกลกัษณ์ท่ีแตกตา่งกนัไปท าให้สามารถใชว้นิิจฉัยจ าแนกเชื้อได ้

3.1 Catalase test 

เป็นการตรวจหาเอนไซมย์อ่ยสลาย hydrogen peroxide (H2O2) พบไดใ้น aerobic bacteria และ 

facultative anaerobe ท าการทดสอบสอบโดยหยด 3-10% (v/v) H2O2 ลงบนแผน่สไลด์แลว้ป้ายดว้ย

เชื้อบริสุทธ์ิ หากเกดิฟองฟู่ ให้บนัทึกผลเป็น บวก หากไมเ่กดิให้บนัทึกผลเป็น ลบ 

3.2 Oxidase test 

เป็นการตรวจหา cytochrome c oxidase ซ่ึงเป็นเอนไซมใ์น cytochrome oxidase system เป็น

ตวัเรง่ปฏิกริิยา oxidation ของ reduced cytochrome ไดเ้ป็น oxidized cytochrome พบไดใ้น strict 

aerobe และ facultative anaerobe ท าการทดสอบโดยหยด oxidase reagent ลงบนกระดาษกรองแลว้

ป้ายดว้ยเชื้อบริสุทธ์ิ หากเกดิสีมว่งและคอ่ยๆเขม้ข้ึนจนเป็นสีด าภายใน 5-10 วนิาที ให้บนัทึกผล

เป็น บวก หากมองเห็นเป็นสีชมพ-ูมว่งของน ้ ายาให้บนัทึกผลเป็น ลบ 

3.3 Decarboxylase test 
เป็นการตรวจหา amino enzyme แตล่ะชนิดท่ีตอ้งการตรวจสอบซ่ึงแบคทีเรียสามารถสลาย

กรดอะมโินได ้ เอมนีและแกส็คาร์บอนไดออกไซต์ โดยอาหารท่ีใชท้ดสอบคือ Moeller 

decarboxylase medium เป็นแหลง่อาหารท่ีมอีะมโินท่ีตอ้งการทดสอบ (lysine, ornithine หรือ 

arginine) เป็นองค์ประกอบ และมนี ้ าตาลกลูโคสเป็นแหลง่พลงังานและแหลง่คาร์บอน นอกจากน้ี

ยงัม ี bromocresol purple เป็น pH indicator ในชว่งแรกเชื้อแบคทีเรียจะหมกักลูโคสไดก้รด ท าให้

อาหารเปล่ียนจากสีมว่งกลายเป็นสีเหลือง ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเหมาะกบัการท างานของ decarboxylase 

ถา้เชื้อแบคทีเรียสามารถสลายกรดอะมโินไดเ้อมนี (เบส) จะท าให้อาหารกลบัมาเป็นสีมว่งอีกคร้ัง 

แตถ่า้ไมส่ามารถสลายกรดอะมโินได ้ อาหารจะยงัคงสีเหลือง ท าการทดสอบโดยการเล้ียงเชื้อ

บริสุทธ์ิในอาหาร Moellor decarboxylase medium ท่ีปิดทบัผิวหน้าดว้ย mineral oil ถา้สีอาหาร

เปล่ียนจากสีมว่งไปเป็นสีเหลือง แลว้เปล่ียนกลบัมาเป็นสีมว่งอีกคร้ัง ให้บนัทึกผลเป็น บวก ถา้สี

อาหารยงัเป็นสีเหลืองให้บนัทึกผลเป็น ลบ 
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3.4 Oxidation-fermentation (OF) test 
เป็นการตรวจดูความสามารถการใชน้ ้ าตาล glucose เพื่อแยกความแตกตา่งของการสังเคราะห์

พลงังานจากน ้ าตาล glucose โดยกระบวนการ fermentation ของแบคทีเรียสามารถเกดิข้ึนได ้ 2 ทาง 

คือ 1.ผา่นทาง Embden-Meyerhof pathway และ 2.pentose phosphate pathway รว่มกบั Embden-

Meyerhof pathway สว่น oxidation ซ่ึงจะใช ้ ออกซิเจน (aerobic) หรือสารประกอบอนินทรีย์ 

(anaerobic) เป็นตวัรับอิเล็กตรอนตวัสุดทา้ย จึงมกีรดเกดิข้ึนน้อยกวา่การหมกั ท าการทดสอบโดย

การ stab เชื้อแบคทีเรียบริสุทธ์ิลงในอาหาร OF medium 2 หลอด โดยปิดผิวหน้าดว้ย mineral oil 1 

หลอด เพื่อทดสอบการ fermentation และอีก 1 หลอด เพื่อทดสอบการ oxidation (ไมปิ่ดทบัดว้ย 

mineral oil) หากอาหารเปล่ียนเป็นสีเหลืองให้บนัทึกผลเป็น A อาหารเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงินให้บนัทึก

ผลเป็น ลบ หากเกดิแกส็ให้บนัทึกผลเป็น G 

3.5 Triple sugar iron (TSI) agar slant 

เป็นการตรวจสอบความสามารถในการหมกัน ้ าตาลของเชื้อแบคทีเรีย โดยมนี ้ าตาลกลูโคส 

น ้ าตาลแลคโตสและน ้ าตาลซโูครสเป็นแหลง่คาร์บอนและม ี sodium thiosulfate เป็นแหลง่ก  ามะถนั 

นอกจากน้ียงัม ี phenol red เป็น pH indicator และม ี ferrous sulfate เป็น H2S indicator ท าการ

ทดลองโดยการ stab และ streak เชื้อบริสุทธ์ิลงบน TSI slant การบนัทึกผลจะแบง่เป็น 2 สว่นคือ 

slant/bottom โดยถา้อาหารเปล่ียนจากสีแดงเป็นเหลืองให้บนัทึกผลเป็น A ถา้เกดิรอยแตกของวุน้ท่ี

เกดิจากการหมกัแกส็ให้บนัทึกผลเป็น G ถา้เกดิH2S (สีด า) ให้บนัทึกผลH2S หากไมเ่กดิการ

เปล่ียนแปลงให้บนัทึกผลเป็น Alk 

3.6 Urease test 

Urease เป็น inducible enzyme ท่ีตอ้งการ urea เป็นตวัชกัน าให้เกดิการแสดงออกของยีน ซ่ึงท า

หน้าท่ีเรง่การสลาย urea เป็น ammonia และแกส็คาร์บอนไดออกไซด์ ท าการทดสอบโดย streak 

เชื้อแบคทีเรียบริสุทธ์ิลงบน Christensen urea agar slant ถา้มกีารสังเคราะห์ urease จะเกดิเบสจาก

การสลาย urea หากอาหารเปล่ียนเป็นสีชมพใูห้บนัทึกผลเป็น บวก แตถ่า้หากไมม่กีารสังเคราะห์ 

urease จะเกดิกรดจากการหมกั glucose ท าให้อาหารเปล่ียนเป็นสีเหลืองให้บนัทึกผลเป็น ลบ 
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3.7 Citrate utilization test 
การทดสอบน้ีจะใชอ้าหาร Simmon citrate agar ในการทดสอบโดยเป็นอาหารท่ีม ี citrate เป็น

แหลง่คาร์บอนและพลงังาน และมเีกลือแอมโมเนียม (NH4
+) เป็นแหลง่อนินทรีย์ไนโตรเจน และยงั

ม ี bromthymol blue เป็น pH indicator เน่ืองจากอาหารชนิดน้ีไมม่แีหลง่คาร์บอนและไนโตรเจน

ชนิดอ่ืน ดงันั้นถา้แบคทีเรียไมส่ามารถยอ่ยสลาย citrate ไดก้จ็ะไมส่ามารถเจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ

ชนิดน้ีได ้ ท าการทดสอบโดยการ streak เชื้อบริสุทธ์ิลงบน Simmon citrate agar slant ถา้แบคทีเรีย

สามารถใช ้ citrate ไดย้อ่มใชเ้กลือแอมโมเนียมแลว้เกดิเป็น ammonia (NH3) ได ้ อาหารจะ

เปล่ียนเป็นสีน ้ าเงินให้บนัทึกเป็น บวก ถา้อาหารไมเ่ปล่ียนสีหรือยงัคงเป็นสีเขียวให้บนัทึกผลเป็น 

ลบ  

3.8 Methyl red test and Voges-Proskauer test (MR-VP test) 
การทดสอบ MR test เป็นการทดสอบการหมกัแบบ mixed acid fermentation สว่นการทดสอบ 

VP test เป็นการทดสอบการหมกัแบบ butanediol fermentation ซ่ึงจะมแีกส็คาร์บอนไดออกไซด์ 

เกดิข้ึนมากกวา่ในการหมกัแบบ mixed acid fermentation และยงัสามารถตรวจพบ acetoin และ 

butanediol ได ้ ท าการทดสอบ MR test โดยการแบง่ culture broth มาหยดดว้ย methyl red ถา้ pH 

ของอาหาร <4.5 methyl red จะเปล่ียนเป็นสีแดงให้บนัทึกผลเป็น บวก ถา้ pH ของอาหาร >4.5 

methyl red จะเปล่ียนเป็นสีเหลืองให้บนัทึกผลเป็น ลบ สว่นการทดสอบ VP test ท าโดยการแบง่ 

culture broth มาหยดดว้ย 40%(w/v) KOH และ 1-naphthol โดย acetoin และ butanediol จะ

เปล่ียนเป็น diacetyl แลว้รวมตวักบั quinidine ใน peptone เกดิเป็นสารประกอบสีชมพ-ูแดง ภายใน

เวลา 15-30 นาที ให้บนัทึกผลเป็น บวก หากการทดสอบใน 2 วนัแรกไมเ่กดิอะไรให้บม่ culture 

broth ตอ่อีกจนครบ 5 วนัแลว้น ามาทดสอบซ ้า หากยงัไมม่กีารเปล่ียนแปลงให้บนัทึกผลเป็น ลบ 

3.9 Indole production test 
นอกจากคาร์โบไฮเดรตแลว้แบคทีเรียบางชนิดยงัสามารถใชก้รดอะมโิน tryptophan โดย 

tryptophanase ซ่ึงจะเปล่ียน tryptophan ไปเป็น แอมโมเนีย และ indole pyruvic acid ซ่ึงจะถูก

เปล่ียนตอ่ไปเป็น indole และ pyruvic acid สะสมอยูใ่นอาหาร ท าการทดสอบโดยเล้ียงเชื้อบริสุทธ์ิ

ในอาหารเล้ียงเชื้อท่ีม ี peptone หรือ tryptone แลว้หยด Kovacs indole reagent ซ่ึงม ี p-
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dimethylaminobenzaldehyde ท่ีสามารถท าปฏิกริิยากบั indole เกดิเป็นวงแหวนสารประกอบสีมว่ง-

แดงให้บนัทึกผลเป็น บวก หากไมม่ ี indole จะเกดิสีเหลืองของน ้ ายาให้บนัทึกผลเป็น ลบ 

3.10 Carbohydrate fermentation test 

กระบวนการหมกั (fermentation) จะเกดิข้ึนภายใตส้ภาวะท่ีไร้ออกซิเจน โดยใชต้วัรับ

อิเล็กตรอนตวัสุดทา้ยเป็นสารประกอบอินทรีย์ซ่ึงยงัคงมพีลงังานเคมใีนโมเลกลุอยูสู่ง การหมกั

น ้ าตาลกลูโคส จะได ้ pyruvic acid ซ่ึงเป็นสารมธัยนัตร์ (intermediate) ท่ีส าคญัในการสังเคราะห์

สารอ่ืนๆ โดย pyruvic acid จะถูกสลายตอ่ไปเป็น organic acid, alcohol, H2 และแกส็

คาร์บอนไดออกไซด์ ท าให้ pH ของอาหารลดลง แตใ่นสภาวะท่ีมอีอกซิเจน การสังเคราะห์พลงังาน

จาก pyruvic acid จะเกดิข้ึนผา่นทาง TCA cycle และ electron transport chain เกดิเป็นแกส็

คาร์บอนไดออกไซด์และน ้ า เป็นผลิตภณัฑ์ตวัสุดทา้ย จึงชว่ยลดความเป็นกรดของอาหารลง (pH 

สูงข้ึน) ท าการทดสอบโดยเล้ียงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธ์ิในอาหารเหลวท่ีมแีหลง่คาร์โบไฮเดรต และ 

pH indicator สว่นการตรวจหาแกส็จะใชห้ลอดแกว้เล็กๆ (durham tube) คว  า่ลงในหลอดอาหารเพื่อ

ใชด้กัแกส็ หากอาหารเหลวเปล่ียนจากสีแดงเป็นเหลืองให้บนัทึกผลเป็น บวก หากไมเ่ปล่ียนแปลง

ให้บนัทึกผลเป็น ลบ  

 

4. แอคติโนมัยซีท 

แอคติโนมยัซีทเป็นแบคทีเรียในกลุม่ โปรคาริโอต (prokaryotes) ลกัษณะสัณฐานคือ มเีส้นใย

คลา้ยรา (hypha) พบไดใ้นดินและมบีทบาทในการยอ่ยสลายเน้ือเย่ือพืช (saprophytes) 

(Taechowisan et al., 2003) แอคติโนมยัซีทเป็นแหลง่ของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหรือยาปฏิชีวนะ

ใหม ่ๆ ท่ีส าคญัในกลุม่ β-lactams, tetracyclines, rifamycins, aminoglycoside, macrolides และ 

glycopeptides (Genilloud, 2017) ในปัจจุบนัพบการติดเชื้อแบคท่ีเรียท่ีด้ือตอ่ยาปฏิชีวนะท่ีมกีารใช ้

ในปัจจุบนัในผูป่้วยเป็นจ านวนมากจนกลายเป็นปัญหาการรักษาพยาบาลทัว่โลก ยาปฏิชีวนะใหม ่ๆ

จึงมคีวามจ าเป็นส าหรับการรักษาโรคติดเชื้อแบคทีเรียแทนยาปฏิชีวนะเกา่ท่ีไมส่ามารถใชใ้นการ

รักษาได ้ (Sangkanu et al., 2017) แอคติโนมยัซีทโดยเฉพาะอยา่งย่ิงในกลุม่จีนัส Streptomyces 

สามารถผลิตสารทุติยภูมท่ีิออกฤทธ์ิทางชีวภาพส าหรับใชใ้นทางการแพทย์ เกษตรกรรม และสัตว์
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แพทย์ มสีารหลายตวัท่ีมกีารพฒันาเป็นยาท่ีใชใ้นการรักษา เชน่ amphotericin, daptomycin, 

doxorubicin, rapamycin และ vancomycin (Bae et al., 2013) ป่าชายเลนจดัเป็นแหลง่ธรรมชาติท่ี

นา่สนใจส าหรับการคน้พบสารทุติยภูมใิหม ่ๆ จากแอคติโนมยัซีท (Sangkanu et al., 2017) เน่ืองจาก

มงีานวจิยัจ านวนมากท่ีรายงานการพบเชื้อแอคติโนมยัซีทจากป่าชายเลนท่ีมกีารสร้างสารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพ อาทิเชน่ งานวจิยัของ Hong et al. (2009) ท าการแยกเชื้อแอคติโนมยัซีทจากป่าชายเลน 

8 แหง่ในประเทศจีนซ่ึงสามารถแยกไดก้วา่ 2,000 ไอโซเลท ผลการศึกษาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ

พบวา่ 5,10 และ 20 % ของเชื้อท่ีแยกไดส้ามารถยบัยั้งการเจริญของ Candida albican (เชื้อราในชอ่ง

คลอด) , Staphylococcus aureus (สาเหตุเชื้อแบคทีเรีย โรคติดเชื้อบนผิวหนัง) และ Human Colon 

Tumor 116 cells ตามล าดบั งานวจิยัของ Das et al. (2014) ท าการคดัแยกเชื้อแอคติโนมยัซีทจากป่า

ชายเลน Valapattanam เมอืง Kerala ประเทศอินเดีย ท าการแยกแอคติโนมยัซีทได ้ 25 ไอโซเลท ผล

การศึกษาการผลิตสารท่ีมฤีทธ์ิทางชีวภาพพบวา่ไอโซเลท หมายเลข I-1 สามารถยบัยั้งการเจริญของ

กลุม่เชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus, S. citreus, Bacillus cereus และ 

Serratia marcescens และยงัสามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา Penicillium sp., Candida clbicans, 

C. parapsilosis, และ Cryptococcus neoformans การวเิคราะห์ขอ้มลูล าดบัเบสจากยีน 16S rRNA 

พบวา่ ไอโซเลท I-1 มคีวามใกลเ้คียงกบั Streptomyces xiamensis งานวจิยัของ Sangkanu et al. 

(2017) ท าการแยกเชื้อแอคติโนมยัซีทจากป่าชายเลนในสวนประวติัศาสตร์พลเอกเปรม ติณสูลา

นนท์ จงัหวดัสงขลา พบวา่เชื้อแอคติมยัซีท 16 ไอโซเลทจาก 118 ไอโซเลท (13.6%) มกีารผลิตสาร

ทุติยภูมท่ีิมฤีทธ์ิตา้นตอ่แบคทีเรียอยา่งน้อยหน่ึงสายพนัธ์ุ โดยสารสกดั 5 ชนิดจาก ไอโซเลท 

AMA11, AMA12 และ AMA21 แสดงฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียแบบ broad spectrum ตอ่ Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 35984, methicillin-resistant S. aureus (MRSA) SK1, 

Acinetobacter baumannii NPRC004 และ Escherichia coli ATCC 25922 ผลการศึกษาล าดบัเบส

จากยีน 16S rRNA พบวา่มคีวามใกลเ้คียงกบัแบคทีเรียในกลุม่ Streptomyces จากงานวจิยัของ 

Srivibool et al. (2010) ท าการคดัแยกเชื้อแอคติโนมยัซีทจากป่าชายเลนบริเวณชายฝ่ังตะวนัออกของ

อา่วไทย โดยแยก CH54-4 ไดซ่ึ้งแสดงฤทธ์ิตา้นแบคทีเรียและเชื้อรา นอกจากน้ียงัมฤีทธ์ิอยา่งมาก

ในการตอ่ตา้นเซลล์มะเร็งเตา้นมดว้ยคา่ IC50 ท่ี 2.91 μg/ml ผลการศึกษาล าดบัเบสจากยีน 16S 

rRNA มคีวามใกลเ้คียงกบั Streptomyces thermocarboxydus 
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บทที ่3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

1.อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

อุปกรณ์      บริษทัผู้ผลิต(model) 

1.1 กลอ้งจุลทรรศน์     Olympus (CX23LEDRFS1) 

1.2 ขวดรูปชมพู ่      Kima 

1.3 เข็มเข่ียเชื้อปลายแหลม    Kima 

1.4 เคร่ืองเขยา่ผสมสารให้เขา้กนั    Shelton Scientific (VSM-3) 

1.5 เคร่ืองช ัง่สารละเอียดแบบดิจิตอล   Sartorius (BSA224S-CW) 

1.6 เคร่ืองถา่ยภาพเจลภายใตแ้สงยูว ี   BIO-RAD  

1.7 เคร่ืองน่ึงฆา่เชื้อดว้ยไอน ้ า    Hirayama (HVE-25/50) 

1.8 เคร่ืองป่ันเหวีย่งตกตะกอน    Thera trading (GP6000) 

1.9 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม   Eppendorf Mastercycler  

(nexus gradient,Germany) 

1.10 เคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมดว้ยไฟฟ้า   HorizonTM 

1.11 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง    Metrohm (827) 

1.12 เคร่ืองวดัคา่ความน าไฟฟ้าในน ้ า   Suntex (SC-110) 

1.13 เคร่ืองวดัคา่ดูดกลืนแสง    Thermo Scientific (Nanodrop 2000C) 

1.14 เคร่ืองหมนุเหวีย่ง     Eppendorf model 5804R 
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1.15 จานเพาะเชื้อชนิดแกว้    Kima 

1.16 ตะเกยีงแอลกอฮอลล์    Kima 

1.17 ตะแกรงหลอดทดลอง    Kima 

1.18 ตูแ้ชแ่ข็ง -20 องศาเซลเซียส    Sanyo 

1.19 ตูบ้ม่เชื้อ      Gallenkamp 

1.20 ตูบ้ม่เพาะเชื้อพร้อมเขยา่    N-Biotek (NB-202VL) 

1.21 ตูป้ลอดเชื้อ ระดบั 2     Ehret (V-190) 

1.22 ตูอ้บลมร้อน     Memmert (30-1060) 

1.23 เทอร์โมมเิตอร์     Sato 

1.24 แทง่แกว้เข่ียเชื้อแบบสามเหล่ียม   Kima 

1.25 บีกเกอร์      Kima 

1.26 ไมโครทิวป์ ขนาด 1,500 และ 200 μl    Tarsons 

1.27 ไมโครปิเปต ขนาด 1,000 และ 200 μl   Gilson 

1.28 ไมโครปิเปตทิป ขนาด 1,000 และ 200 μl  NEST 

1.29 หลอดเซนติฟิว ขนาด 15 และ 50 ml    Extragene 

1.30 หลอดทดลองแกว้     Kima 

1.31 หว่งเข่ียเชื้อ      Kima 

1.32 อา่งน ้ าควบคมุอุณหภูม ิ    Julabo (TW20) 
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2.สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 

สารเคมี      บริษทัผู้ผลิต 

2.1 100 bp + 3K DNA ladder    SMOBIO 

2.2 Absolute ethanol     HIMEDIA 

2.3 Agar       HIMEDIA 

2.4 Agarose      Vivantis 

2.5 Arginine      HIMEDIA 

2.6 Chloroform      HIMEDIA 

2.7 Christensen urea agar     HIMEDIA 

2.8 Decarboxylase broth base    HIMEDIA 

2.9 Ethidium bromide     HIMEDIA 

2.10 Glucose       HIMEDIA 

2.11 Glucose OF medium    HIMEDIA 

2.12 Lactose       HIMEDIA 

2.13 Lysine      HIMEDIA 

2.14 Lysozyme      Vivantis 

2.15 Malt extract     HIMEDIA 

2.16 Mannitol       HIMEDIA 

2.17 Methyl red      HIMEDIA 
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2.18 MR-VP broth     HIMEDIA 

2.19 Nutrient broth (NB)     HIMEDIA 

2.20 Oil emulsion      HIMEDIA 

2.21 Ornithine      HIMEDIA 

2.22 Peptone      HIMEDIA 

2.23 Phenol      Fisher 

2.24 Pronase      QUIGEN 

2.25 RNase A      Vivantis 

2.26 SDS      Vivantis 

2.27 Simmons citrate agar    HIMEDIA 

2.28 Sodium chloride (NaCl)    Qrec 

2.29 Sucrose       HIMEDIA 

2.30 Triple sugar iron agar    HIMEDIA 

2.31 Tryptone      HIMEDIA 

2.32 Yeast extract     HIMEDIA 
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3. วิธีการทดลอง 

3.1 การเก็บตัวอย่าง 

ท าการเกบ็ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนจากป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ 

อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรีโดยเกบ็ตวัอยา่งน ้ าในหลอดปราศจากเชื้อ ขนาด 15 ml เกบ็ตวัอยา่งดิน

ตะกอนในถุงพลาสติกปลอดเชื้อ ตวัอยา่งถูกเกบ็ไวใ้นกลอ่งโฟมท่ีมนี ้ าแข็งหรือท่ีอุณหภูม ิ 4°C 

ตลอดเวลาจนกระทัง่ใชใ้นการทดลอง (ไมเ่กนิ 10 ช ัว่โมง) ท าการวดัคา่อุณหภูม ิ ณ จุดเกบ็ตวัอยา่ง 

สว่นคา่ความเป็นกรด-ดา่งและคา่ความเค็มท าการวดัคา่ท่ีห้องปฏิบติัการจุลชีววทิยา                     

คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัศิลปากร 

 

3.2 การส ารวจ Heterotrophic bacteria ด้วยอาหาร Nutrient agar + 1% NaCl (NA+1% 

NaCl) 

ช ัง่ดินตะกอน 1 g ผสมกบั normal saline (0.85% NaCl) 9 ml ในหลอดปราศจากเชื้อขนาด 

15 ml จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนดว้ยเทคนิค 10-fold dilution ดว้ย 

normal saline ให้มคีา่การเจือจางถึง 10-3 กอ่นน าตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนปริมาตร 0.1 ml 

ของแตล่ะความเขม้ขน้ (100-10-3) ไปเกล่ียบนอาหาร NA ท่ีมกีารเติม 1% NaCl บม่ท่ีอุณหภูม ิ 25°C 

เป็นเวลา 24-48 ช ัว่โมง บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนี ค านวณหาปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ในหนว่ย 

colony forming unit (CFU/ml) จากนั้นท าการแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธ์ิบนอาหาร NA+1% 

NaCl กอ่นท าการศึกษาสัณฐานวทิยาของเชื้อแบคทีเรียโดยการยอ้มแกรม (Gram staining) บนัทึก

การติดสีและลกัษณะรูปรา่งของเซลล์ท่ีพบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
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3.3 การส ารวจเช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์อะไมเลส เอนไซม์ไลเปส และเอนไซม์โปร

ตีเอส 

3.3.1 เช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

ช ัง่ดินตะกอน 1 g ผสมกบั normal saline (0.85% NaCl) 9 ml ในหลอดปราศจากเชื้อขนาด 

15 ml จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนดว้ยเทคนิค 10-fold dilution ดว้ย 

normal saline ให้มคีา่การเจือจางถึง 10-4 กอ่นน าตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนปริมาตร 0.1 ml 

ของแตล่ะความเขม้ขน้ (10-1-10-4) ไปเกล่ียบนอาหาร Starch agar ท่ีมกีารเติม 1% NaCl บม่ท่ี

อุณหภูม ิ 37°C เป็นเวลา 120 ช ัว่โมง บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนี หลงัจากบม่ท าการยอ้มดว้ย

สารละลายไอโอดีนจะเห็นเป็นบริเวณใส (clear zone) รอบๆโคโลนีบนพื้นสีน ้ าเงินของเชื้อ

แบคทีเรียมกีารผลิตเอนเอนไซมอ์ะไมเลส บนัทึกจ านวนโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์ ค านวณหา

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียในหนว่ย colony forming unit (CFU/ml) จากนั้นท าการแยกเชื้อแบคทีเรียให้

บริสุทธ์ิบนอาหาร NA+1% NaCl กอ่นท าการศึกษาสัณฐานวทิยาของเชื้อแบคทีเรียโดยการยอ้มแก

รม (Gram staining) บนัทึกการติดสีและลกัษณะรูปรา่งของเซลล์ท่ีพบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

 

3.3.2 เช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์ไลเปส 

ช ัง่ดินตะกอน 1 g ผสมกบั normal saline (0.85% NaCl) 9 ml ในหลอดปราศจากเชื้อขนาด 

15 ml จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนดว้ยเทคนิค 10-fold dilution ดว้ย 

normal saline ให้มคีา่การเจือจางถึง 10-4 กอ่นน าตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนปริมาตร 0.1 ml 

ของแตล่ะความเขม้ขน้ (10-1-10-4) ไปเกล่ียบนอาหาร Tween 80 agar ท่ีมกีารเติม 1% NaCl บม่ท่ี

อุณหภูม ิ 37°C เป็นเวลา 24 ช ัว่โมง บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนี สังเกต precipitation zone 

ของเชื้อแบคทีเรียมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปส บนัทึกจ านวนโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์ ค านวณหา

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียในหนว่ย colony forming unit (CFU/ml) จากนั้นท าการแยกเชื้อแบคทีเรียให้

บริสุทธ์ิบนอาหาร NA+1% NaCl กอ่นท าการศึกษาสัณฐานวทิยาของเชื้อแบคทีเรียโดยการยอ้มแก

รม (Gram staining) บนัทึกการติดสีและลกัษณะรูปรา่งของเซลล์ท่ีพบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
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3.3.3 เช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์โปรตีเอส 

ช ัง่ดินตะกอน 1 g ผสมกบั normal saline (0.85% NaCl) 9 ml ในหลอดปราศจากเชื้อขนาด 

15 ml จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนดว้ยเทคนิค 10-fold dilution ดว้ย 

normal saline ให้มคีา่การเจือจางถึง 10-4 กอ่นน าตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนปริมาตร 0.1 ml 

ของแตล่ะความเขม้ขน้ (10-1-10-4) ไปเกล่ียบนอาหาร NA+milk ท่ีมกีารเติม 1% NaCl บม่ท่ีอุณหภูม ิ

37°C เป็นเวลา 24 ช ัว่โมง บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนี สังเกต clear zone ของเชื้อแบคทีเรียมี

การผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส บนัทึกจ านวนโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์ ค านวณหาปริมาณเชื้อ

แบคทีเรียในหนว่ย colony forming unit (CFU/ml) จากนั้นท าการแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธ์ิบน

อาหาร NA+1% NaCl กอ่นท าการศึกษาสัณฐานวทิยาของเชื้อแบคทีเรียโดยการยอ้มแกรม (Gram 

staining) บนัทึกการติดสีและลกัษณะรูปรา่งของเซลล์ท่ีพบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

 

3.4 การจ าแนกเช้ือแบคทเีรียด้วยวิธีทดสอบทางชีวเคมี  

ท าการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธ์ิบนอาหาร NA+1%NaCl ท่ีอุณหภูม ิ 25°C เป็นเวลา 24 

ช ัว่โมง น าเชื้อบริสุทธ์ิมาท าการทดสอบทางชีวเคม ี (biochemical test) เพื่อตามคณุลกัษณะอา้งอิงใน 

The 8th edition of Bergy’s manual of determinative bacteriology ดงัน้ี Carbohydrate fermentation 

(Glucose, Lactose, Mannitol, Sucrose), Decarboxylase test (Arginine, Lysine, Ornithine), Urease 

test, Glucose OF medium, IMViC test, Triple sugar iron (TSI), Oxidase test, Catalase test  และ

จ าแนกเชื้อดว้ยโปรแกรม Bacterial identification – ABIS online บนเวบ็ไซต์ 

http://www.tgw1916.net/bacteria_logare_desktop.html 

 

 

 

 

http://www.tgw1916.net/bacteria_logare_desktop.html
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3.5 การส ารวจและแยกเช้ือแอคติโนมัยซีทให้บริสุทธิ์  

ช ัง่ดินตะกอน 1 g ผสมกบั normal saline (0.85% NaCl) 9 ml ในหลอดปราศจากเชื้อขนาด 

15 ml จากนั้นท าการเจือจางตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนดว้ยเทคนิค 10-fold dilution ดว้ย 

normal saline ให้มคีา่การเจือจางถึง 10-4 กอ่นน าตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนปริมาตร 0.1 ml 

ของแตล่ะความเขม้ขน้ (10-1-10-4) ไปเกล่ียบนอาหาร ISP-2 ท่ีมกีารเติม 1% NaCl บม่ท่ีอุณหภูม ิ

30°C เป็นเวลา 7-14 วนั บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนี สังเกตโคโลนีท่ีมลีกัษณะฝุ่นคลา้ย

ผงชอล์ค บนัทึกจ านวนและลกัษณะโคโลนีค านวณหาปริมาณเชื้อแบคทีเรียในหนว่ย colony 

forming unit (CFU/ml) หลงัจากนั้นท าการแยกเชื้อให้บริสุทธ์ิบนอาหาร ISP-2+1% NaCl  

 

3.6 การสกัดดีเอนเอของเช้ือแอคติโนมัยซีท 

เล้ียงเชื้อแอคติโนมยัซีทใน ISP-2 broth +1%(w/v) NaCl แลว้น าไปบม่ท่ี 30 °C เป็นเวลา 7-

14วนั ปิเปต culture broth ใสใ่น centrifuge tube ขนาด 50 ml แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 6,000 rpm ท่ี

อุณหภูม ิ 25°C เป็นเวลา 15 นาที เพื่อตกตะกอนเชื้อกอ่นบดในโกรง่ดว้ย liquid nitrogen ให้ละเอียด 

กอ่น re-suspend ตะกอนดว้ย lysozyme solution (2mg/ml) 0.4 ml ในหลอด eppendorf ดูดข้ึน-ลง 

ให้ตะกอนเซลล์กระจาย บม่ท่ีอุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 20 นาที เติม 25% (w/v) SDS 20 μl และ RNase 

A (100 mg/ml) 10 μl บม่ท่ีอุณหภูม ิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที เติม pronase (2 mg/ml) 40 μl (บม่ท่ี 

37°C 15 นาที กอ่นใชง้าน) แลว้น าไปบม่ท่ีอุณหภูม ิ 37°C อยา่งน้อย 2 ช ัว่โมง หลงัจากนั้นเติม 

phenol 1 volume ผสมสารโดยการกลบัหลอดไปมา น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 10 

นาที และดูด aqueous phase (upper phase) ใสห่ลอด eppendorf ใหม ่ เติม phenol-chloroform (1:1) 

1 volume ผสมสารโดยการกลบัหลอดไปมา น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที และ

ดูด aqueous phase (upper phase) ใสห่ลอด eppendorf ใหม ่ เติม absolute ethanol 2 volume และ 5 

M NaCl (ให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเทา่กบั 0.1 M) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เท 

supernatant ท้ิง เติม 70% ethanol 600 μl กลบัหลอดไปมา น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 rpm เป็นเวลา 

10 นาที เท supernatant ท้ิง เปิดฝาหลอด eppendorf ให้ตะกอน DNA แห้งท่ี อุณหภูมหิ้องและ

ละลาย ตะกอน DNA ใน TE buffer 50 μl และเกบ็ท่ีอุณหภูม ิ -20 °C 
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3.7 การระบุจ าแนกเช้ือของแอคติโนมัยซีทโดยการศึกษาล าดับเบสของยีน 16S rRNA 

 ท าการเพิ่มปริมาณชิ้นสว่น DNA ดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัเชื้อแบคทีเรียในกลุม่จีนัส 

Streptomyces sp. (A7-26f (5’-CCG TCG ACG AGC TCA GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3’) 

และ B1523-1504r  (5’-CCC GGG TAC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA GCC GCA-3’)) 

ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) โดยใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากเชื้อแอคติโนมยัซีทเป็น DNA template ท า

การเตรียม reaction mixture ดงัตาราง 

สารเคมี ปริมาตร (μl) 
Ultrapure water 15.30 
10X PCR buffer 2.50 

10mM dNTP 0.50 
25mM MgCl2 1.50 

Forward primer (10 pmole/μl) 1.25 
Reward primer (10 pmole/μl) 1.25 

5 U/μl Taq polymerase 0.20 
DNA template (100 ng/μl) 2.50 

Total volume 25.00 
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น าไปเขา้เคร่ือง DNA thermal cycle : Eppendorf master cycler nexus gradient โดยตั้ง

โปรแกรมดงัน้ี 

 โปรแกรมท่ี 1 (initial denaturation) ท่ี 94°C  4 นาที  1 รอบ 

 โปรแกรมท่ี 2 (denaturation)  ท่ี 94°C  1 นาที 

            (annealing)  ท่ี 56°C  30 วนิาที 35 รอบ 

            (extension)  ท่ี 72°C  1 นาที 

 โปรแกรมท่ี 3 (final extension)  ท่ี 72°C  5 นาที 

      ท่ี 4°C  ꚙ 

 น า PCR product ท่ีไดม้าตรวจสอบขนาดดว้ยวธีิ gel electrophoresis บน 1%(w/v) agarose 

gel เปรียบเทียบขนาด DNA กบั 100 bp + 3K DNA ladder marker หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งท่ีท าการ

ตรวจสอบแลว้สง่ไปท่ีบริษทั ยูทูไบโอ (ไทยแลนด์) จ ากดั เพื่อท าการวเิคราะห์ล าดบัเบสแลว้น า

ล าดบัเบสท่ีไดเ้ปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู The Nation Center for Biotechnology โดยใชอ้ลักอริทึม 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)(Morgulis et al., 2008; Zhang et al., 2000) , 

Ribosomal Database Project (RDP)(Wang et al., 2007) และ EzBioCloud (Yoon et al., 2017) 
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บทที ่4 

ผลการทดลอง 

4.1 ต าแหน่งทีต่ั้งและลักษณะทางกายภาพของตัวอย่างน ้าและดินตะกอนจากป่าชายเลน 

4.1.1 ต าแหน่งทีต่ั้ง 

 ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี เป็นป่าพื้นท่ีขนาดเล็กซ่ึง

ตั้งอยูใ่นพื้นท่ีของหนว่ยบญัชาการตอ่สู้อากาศยานและรักษาฝ่ัง (Air and coastal defense command) 

มบีา้นพกัขา้ราชการ สนามกอล์ฟ บา้นพกัตากอากาศส าหรับนักทอ่งเท่ียว และร้านอาหารอยูบ่ริเวณ

ใกลเ้คียง เป็นสถานท่ีทอ่งเท่ียวเชิงธรรมชาติซ่ึงอยูติ่ดกบัคลองถูป ประกอบดว้ยตน้ไมห้ลากหลาย

ชนิด ตน้ไมม้ขีนาดกลาง น ้ าช ุม่ มคีลองน ้ าไหลผา่น มขียะเล็กน้อยซ่ึงเกดิจากการพดัพาของ

กระแสน ้ า ในป่าเป็นน ้ าผสมระหวา่งน ้ าทะเลและน ้ าจืด 

 ผูว้จิยัท าการเกบ็ตวัอยา่งเพื่อการศึกษาทั้งหมด 4 ต าแหนง่ ในบริเวณป่าชายเลนคลองถูป 

ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ซ่ึงอยูใ่นชว่งระหวา่งเดือนสิงหาคม 2562 ถึงเดือน

สิงหาคม 2563 ดงัรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1 
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ตารางท่ี 1 ลกัษณะตวัอยา่งและพิกดัท่ีท าการเกบ็ตวัอยา่ง 
ต าแหนง่ เดือนท่ีเกบ็

ตวัอยา่ง 
ลกัษณะตวัอยา่ง พิกดั 

1 สิงหาคม 
2562 

มลีกัษณะน ้ าทว่มขงั สีของน ้ าขุน่เล็กน้อย ดินเปียกช ุม่มสีี
ด า 

12°38'47.0"N 
100°55'53.3"E 

2 กนัยายน 
2562 

น ้ ามคีวามขุน่เล็กน้อย ชว่งเวลาท่ีเกบ็ตวัอยา่งมฝีนตก
พอดี ดินมสีีด าแห้งและเหนียว จึงตอ้งท าการขดุให้ลึกลง
ไปในการเกบ็ตวัอยา่ง 

12°38'48.2"N 
100°55'53.6"E 

3 ธันวาคม 
2562 

มนี ้ าทว่มเน่ืองจากเป็นชว่งน ้ าข้ึน มนี ้ าทะเลไหลเขา้มา 
น ้ ามคีวามขุน่เล็กน้อย ดินมสีีด า มคีวามเปียกช ุม่ มเีศษ
ใบไมใ้นดินจ านวนมาก 

12°38'46.0"N 
100°55'52.5"E 

4 สิงหาคม 
2563 

มนี ้ าทว่มขงัประมาณ 2 ฟุต เป็นชว่งมฝีนตกทุกวนั น ้ าจืด
จึงไหลลงมาทะเลผา่นหน้าดินของป่า น ้ ามคีวามขุน่
เล็กน้อย ดินมสีีด าและมรีากไมป้นอยู ่

12°38'47.8"N 
100°55'50.6"E  
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ภาพท่ี 1 สถานท่ีเกบ็ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณป่าชายเลนคลองถูป ชมุชน
จุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (ท่ีมา : google map) 
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4.1.2 ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ความเค็ม (Salinity) และอุณหภูมิ (Temperature) ของ

ตัวอย่างน ้าและตัวอย่างดินตะกอน 

การศึกษาคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ความเค็ม (Salinity) และอุณหภูม ิ (Temperature) ของ

ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดั

ชลบุรี ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 2 พบวา่คา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) อยูใ่นชว่ง 7-9 โดยสูงท่ีสุดพบ

ในต าแหนง่ท่ี 1 และต ่าท่ีสุดพบในต าแหนง่ท่ี 3 คา่ความเค็ม (Salinity) พบวา่มคีา่ใกลเ้คียงกนัในทุก

ต าแหนง่ ยกเวน้ในต าแหนง่ท่ี 3 ท่ีมคีา่สูงจนเห็นไดช้ดัเจน เน่ืองจากชว่งท่ีท าการเกบ็ตวัอยา่งเป็น

เวลาน ้ าข้ึนสง่ผลให้มนี ้ าทะเลไหลเขา้มาในบริเวณป่าเป็นจ านวนมาก และคา่อุณหภูมมิคีา่ใกลเ้คียง

กนัโดยเฉล่ียอยูท่ี่ 26.8°C 

ตารางท่ี 2 คา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) ความเค็ม (Salinity) และอุณหภูม ิ (Temperature) 
ของตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ 
จงัหวดัชลบุรี 

ต าแหนง่ 

ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดิน 
ความเป็น
กรด-ดา่ง 
(pH) 

ความเค็ม 
(ppt) 

อุณหภูม ิ
(°C) 

ความเป็น
กรด-ดา่ง 
(pH) 

ความเค็ม 
(ppt) 

อุณหภูม ิ
(°C) 

1 9.23 0.53 26.0 9.55 0.50 26.0 
2 8.06 0.20 27.0 7.55 0.54 28.0 
3 7.34 6.00 27.0 8.12 7.90 26.5 
4 8.18 0.43 27.0 8.38 0.18 27.0 

  

 
 
 
 
 
 



  30 

4.2 ชนิดและปริมาณของ Heterotrophic bacteria บนอาหาร NA+ 1% NaCl 

จากการส ารวจชนิดและปริมาณของ Heterotrophic bacteria โดยใชอ้าหาร NA ท่ีมกีารเติม 

1% NaCl จากผลการศึกษาพบวา่ตวัอยา่งน ้ ามปีริมาณเชื้อแบคทีเรียอยูใ่นชว่ง 5.8x102 - 1.0x104 

CFU/ml และตวัอยา่งดินตะกอนมปีริมาณเชื้อแบคทีเรียอยูใ่นชว่ง 1.0x103 – 2.7x105 (ตารางท่ี 3 ) 

โดยต าแหนง่ท่ีพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยา่งน ้ ามากท่ีสุดคือ ต าแหนง่ท่ี 3, 2, 1 และ 4 

ตามล าดบั และต าแหนง่ท่ีพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียจากตวัอยา่งดินตะกอนมากท่ีสุดคือ ต าแหนง่ท่ี 3, 

2, 1 และ 4 ตามล าดบั นอกจากน้ียงัพบวา่ปริมาณเชื้อในตวัอยา่งดินตะกอนมมีากกวา่ในตวัอยา่งน ้ า

ทุกต าแหนง่  

ตารางท่ี 3 ปริมาณ Heterotrophic bacteria บนอาหาร NA + 1% NaCl  

ต าแหนง่ 
ปริมาณ Heterotrophic bacteria บนอาหาร NA + 1% NaCl 

(CFU/ml) 
ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดินตะกอน 

1 1.9x103 3.6x103 
2 5.3x103 9.2x103 
3 1.0x104 2.7x105 
4 5.8x102 1.0x103 
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จากผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมแีละ

โปรแกรม Bacterial identification – ABIS online ของ Heterotrophic bacteria จากตวัอยา่งน ้ าและ

ตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณป่าชายเลนคลองถูปชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ทั้งหมด 

71 ไอโซเลท  

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 15 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 2) ดงัน้ี Aeromonadaceae, Bacillaceae, 

Budviciaceae, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae, Lactobacillaceae, Moraxellaceae, 

Paenibacillaceae, Pasteurellceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae, 

Vibrionaceae, Yersiniaceae  

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 24 จีนัส (ภาพท่ี 3) ดงัน้ี Aeromonas, Aliivibrio, 

Aneurinibacillus, Bacillus, Brevibacillus, Citrobacter, Edwardsiella, Kluyvera, Lactobacillus, 

Lysinibacillus, Moraxella, Paenibacillus, Pantoea, Pasteurella, Pragia, Pseudomonas, Rahnella, 

Salinicoccus, Serratia, Shigella, Staphylococcus, Streptococcus, Vibrio, Viridibacillus  

โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Paenibacillaceae พบ 22 ไอโซเลท (31%) อนัดบัสองคือแฟมิ

ล่ี Bacillaceae พบ 13 ไอโซเลท (18%) และ Vibrionaceae พบ 7 ไอโซเลท (10%) และจีนัสท่ีพบ

มากท่ีสุด คือ Paenibacillus พบ 17 ไอโซเลท (24%) อนัดบัสองคือจีนัส Bacillus พบ 11 ไอโซเลท 

(15%) และ Lactobacillus พบ 6 ไอโซเลท (8%) 
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ภาพท่ี 2 แฟมล่ีิและร้อยละของ Heterotrophic bacteria ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดิน
ตะกอนบริเวณสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอ
โซเลท) 
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ภาพท่ี 3 จีนัสและร้อยละของ Heterotrophic bacteria ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอน
บริเวณสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอโซเลท) 
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การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 1 ไอโซเลททั้งหมด 36 ไอโซเลท พบวา่เป็น

เชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 7 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 4A) และ10 จีนัส (ภาพท่ี 5A) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Paenibacillaceae พบ 14 ไอโซเลท (39%) อนัดบัสองคือ Vibrionaceae พบ 7 ไอโซเลท (9%) และ 

Lactobacillaceae พบ 6 ไอโซเลท (17%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Paenibacillus พบ 13 ไอโซ

เลท (36%) อนัดบัสองคือ Lactobacillus พบ 6 ไอโซเลท (17%) และจีนัส Aliivibrio, Aeromonas 

พบจีนัสละ 4 ไอโซเลท (จีนัสละ 11%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 2 ไอโซเลททั้งหมด 15 ไอโซเลท พบวา่เป็น

เชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 8 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 4B) และ 12 จีนัส (ภาพท่ี 5B) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Paenibacillaceae พบ 6 ไอโซเลท (40%) รองลงมาคือ Enterobacteriaceae, Bacillaceae พบแฟมล่ีิ

ละ 2 ไอโซเลท (แฟมล่ีิละ 13%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Aneurinibacillus พบ 3 ไอโซเลท 

(20%) รองลงมาคือ Paenibacillus พบ 2 ไอโซเลท (13%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 3 ไอโซเลททั้งหมด 17 ไอโซเลท พบวา่เป็น

เชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 5 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 4C) และ 6 จีนัส (ภาพท่ี 5C) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Bacillaceae พบ 11 ไอโซเลท (64%) รองลงมาคือ Paenibacillacea และ Staphylococcacea พบแฟ

มล่ีิละ 2 ไอโซเลท (แฟมล่ีิละ 12%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillus พบ 11 ไอโซเลท (64%) 

รองลงมาคือ Paenibacillus พบ 2 ไอโซเลท (12%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 4 ไอโซเลททั้งหมด 3 ไอโซเลท พบวา่เป็น

เชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 2 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 4D)  และ 2 จีนัส (ภาพท่ี 5D) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Pseudomonadaceae พบ 2 ไอโซเลท (67%) รองลงมาคือ Pasteurellaceae พบ 1 ไอโซเลท (33%) 

และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Pseudomonas พบ 2 ไอโซเลท (67%) รองลงมาคือ Pasteurella พบ 1 ไอ

โซเลท (33%) 
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ภาพท่ี 4 แฟมล่ีิและร้อยละของ Heterotrophic bacteria ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดิน

ตะกอนจากสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 1 
(B) ต าแหนง่ท่ี 2 (C) ต าแหนง่ท่ี 3 (D) ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
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ภาพท่ี 5 จีนัสและร้อยละของ Heterotrophic bacteria ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอน

จากสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 1 (B) 

ต าแหนง่ท่ี  2 (C) ต าแหนง่ท่ี 3 (D) ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
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4.3 ชนิดและปริมาณของเช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

การส ารวจชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสโดยใชอ้าหาร 

Starch ท่ีมกีารเติม 1% NaCl ถา้เชื้อแบคทีเรียมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์

จะยอ่ยสลายโมเลกลุแป้งให้มขีนาดเล็กลงไดเ้ป็น dextrin, oligosaccharide, maltose และ glucose 

ซ่ึงสารประกอบเหลา่น้ีจะไมเ่กดิสารเชิงซอ้นกบัไอโอดีน ดงันั้นเมือ่ยอ้มดว้ยสารละลายไอโอดีนจึง

เห็นเป็นบริเวณใส (clear zone) รอบๆโคโลนีบนพื้นสีน ้ าเงิน (ภาพท่ี 6)  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์บนอาหาร 
Starch agar+1%NaCl โดยแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตและหลัง่เอนไซมอ์ะไมเลสออกมานอกเซลล์ จะเกดิ
วงใสรอบโคโลนี (clear zone) 

 
 

 

 

 

 

 

Clear zone 

โคโลนี 



  38 

จากผลการศึกษาพบวา่ในต าแหนง่ท่ี 4 จากตวัอยา่งน ้ าพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิต

เอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ 7.22% และในตวัอยา่งดินตะกอนพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมี

การผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ 47.22% (ตารางท่ี 4) ขนาดของ amylolytic 

index อยูใ่นชว่ง 1.1-9.0 (ตารางท่ี 5) 

ตารางท่ี 4 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากต าแหนง่ตา่งๆ 

ต าแหนง่ 
จ านวนโคโลนีท่ีเกดิ clear zone 

(จ านวนโคโลนีทั้งหมดบนอาหารเล้ียงเชื้อ) 
ร้อยละของโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์

ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดินตะกอน ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดินตะกอน 
1 N/D N/D N/D N/D 
2 N/D N/D N/D N/D 
3 N/D N/D N/D N/D 
4 7(97) 17(36) 7.22 47.22 

หมายเหตุ N/D = not determined 

 

ตารางท่ี 5 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ใน
ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนในต าแหนง่ท่ี 4 และ amylolytic index 

กลุม่เชื้อท่ีพบ(จีนัส) จ านวนไอโซเลท
(ร้อยละ) 

ชว่งของ 
amylolytic index * 

Corynebacterium 3(36.5) 1.1-2.0 

Pseudomonas 1(12.5) 1.4 

Pasteurella 3(36.5) 5.5-9.0 

Photohabdus 1(12.5) 1.7-2.0 
รวมจ านวนไอโซเลททั้งหมด 8 ไอโซเลท 

หมายเหตุ  *ค านวณจากขนาดของ clear zone รวมขนาดโคโลนี(cm.)/ขนาดโคโลนี

(cm.) 
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จากผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมแีละ

โปรแกรม Bacterial identification – ABIS online ของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส

และหลัง่ออกนอกเซลล์ ทั้งหมด 8 ไอโซเลท  

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 4 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 7) ดงัน้ี Corynebacteriaceae, 

Morganellaceae, Pasteurellaceae, Pseudomonadaceae โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Corynebacteriaceae , Pasteurellceae พบแฟมล่ีิละ 3 ไอโซเลท (แฟมล่ีิละ 37%) รองลงมาคือ 

Pseudomonadaceae, Morganellaceae พบแฟมล่ีิละ 1 ไอโซเลท (แฟมล่ีิละ 13%) 

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 4 จีนัส (ภาพท่ี 8) ดงัน้ี Corynebacterium, Pasteurella, 

Photohabdus, Pseudomonas โดยจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Corynebacterium, Pasteurella พบจีนัสละ 

3 ไอโซเลท (จีนัสละ 37%) รองลงมาคือ Photohabdus, Pseudomonas พบจีนัสละ 1ไอโซเลท (จีนัส

ละ 13%) 
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ภาพท่ี 7 แฟมล่ีิและร้อยละของะเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่
ออกมานอกเซลล์บนอาหาร Starch agar+1% NaCl จากตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณ
สวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ในต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอ
โซเลท) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพท่ี 8 จีนัสและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสและหลัง่ออกมา

นอกเซลล์บนอาหาร Starch agar+1% NaCl จากตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณสวนป่า
ชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ในต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
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4.4 ชนิดและปริมาณเช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์ไลเปส 

การส ารวจชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสโดยใชอ้าหาร 

Tween 80 ท่ีมกีารเติม 1% NaCl ถา้เชื้อแบคทีเรียมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมานอก

เซลล์จะยอ่ยสลายไขมนัเกดิเป็นบริเวณใสรอบๆโคโลนีบนอาหารโดยขอบวงใสจะเกดิตะกอนขาว

ของเกลือแคลเซียมท าปฏิกริิยากบักรดไขมนั เรียกวา่ precipitation zone (ภาพท่ี 9)  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 9 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีจิกรรมการผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์บน
อาหาร Tween80 agar+1% NaCl โดยเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตและหลัง่เอนไซมไ์ลเปส จะมี
ตะกอนขาวขุน่ลอ้มรอบโคโลนี (precipitation zone) 
 

 

จากผลการศึกษาพบวา่ตวัอยา่งน ้ าพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่

ออกมานอกเซลล์มากท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 4 (23.08%) รองลงมาคือต าแหนง่ท่ี 2 (21.28%) และน้อย

ท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 3 (21.96%) (ตารางท่ี 6) ในตวัอยา่งดินตะกอนพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิต

เอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์มากท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 1 (8.97%) รองลงมาคือต าแหนง่ท่ี 

2 (5.26%) และน้อยท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 3 (4.86%) ทั้งน้ีปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ล

เปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ในตวัอยา่งน ้ าสูงกวา่ในตวัอยา่งดินตะกอนทุกต าแหนง่ จากการศึกษา

พบวา่ขนาดของ lipolytic index สูงท่ีสุดในต าแหนง่ท่ี 2 อยูใ่นชว่ง 1.2-10.0 (ตารางท่ี 7) รองลงมา

คือต าแหนง่ท่ี 3 อยูใ่นชว่ง 2.0-5.0 และน้อยท่ีสุดในต าแหนง่ท่ี 4 อยูใ่นชว่ง 1.3-5.0 

Precipitation zone 

โคโลนี 
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ตารางท่ี 6 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ท่ีคดัแยกได้
จากต าแหนง่ตา่งๆ 

ต าแหนง่ 
จ านวนโคโลนีท่ีเกดิ precipitation zone 

(จ านวนโคโลนีทั้งหมดบนอาหารเล้ียงเชื้อ) 
ร้อยละของโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์

ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดิน ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดิน 
1 N/D N/D N/D N/D 
2 30(141) 20(223) 21.28 8.97 
3 47(214) 3(57) 21.96 5.26 
4 15(65) 12(247) 23.08 4.86 

หมายเหตุ N/D = not determined 
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ตารางท่ี 7 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ในตวัอยา่ง
น ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนในต าแหนง่ตา่งๆและ lipolytic index 

ต าแหนง่ กลุม่เชื้อท่ีพบ(จีนัส) จ านวนไอโซเลท
(ร้อยละ) 

ชว่งของ 
lipolytic index * 

1 N/D N/D N/D 
2 Serratia 5(36) 2.0-10.0 

Vibrio 2(15) 2.5-3.3 
Paenibacillus 1(7) 3.7 

Lysinibacillus 1(7) 1.3 
Aeromonas 1(7) 4.5 

Proteus 1(7) 2.7 
Bacillus 1(7) 3.5 

Shigella 1(7) 3.0 

Photorhabdus 1(7) 2.0 
รวมไอโซเลททั้งหมด 14 ไอโซเลท 

3 Bacillus 6(86) 2.0-3.5 

Paenibacillus 1(14) 5.0 
รวมไอโซเลททั้งหมด 7 ไอโซเลท 

4 Pseudomonas 4(40) 5.0 

Pasteurella 3(30) 1.3 

Lactobacillus 2(20) 1.6 

Streptococcus 1(10) 1.0 
รวมไอโซเลททั้งหมด 10 ไอโซเลท 

รวมไอโซเลททั้งหมดทุกต าแหนง่ 31 ไอโซเลท 
หมายเหตุ  *ค านวณจาก ขนาดของ precipitation zone รวมขนาดโคโลนี(cm.)/ขนาด

โคโลนี(cm.) 

N/D = not determined 
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จากผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมแีละ

โปรแกรม Bacterial identification – ABIS online ของแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและ

หลัง่ออกมานอกเซลล์จากตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอน บริเวณป่าชายเลนคลองถูปชมุชนจุก

เสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี คดัเลือกไอโซเลททั้งหมด 31 ไอโซเลท  

ทั้งน้ีเป็นแบคทีเรียอยูใ่น 11 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 10) ดงัน้ี Aeromonaceae, Bacillaceae, 

Enterobacteriacea, Lactobacillaciaea, Morganellaceae, Paenibacillaceae, Pasteurallaceae, 

Pseudomonadaceae, Streptococcaceae, Vibrionaceae, Yesiniaceae โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ 

Bacillaceae พบ 8 ไอโซเลท (26%) อนัดบัสองคือ Yersiniaceae พบ 5 ไอโซเลท (16%) และ 

Pseudomonadaceae พบ 4 ไอโซเลท (13%) 

ทั้งน้ีเป็นแบคทีเรียอยูใ่น 13 จีนัส (ภาพท่ี 11) ดงัน้ี Aeromonas, Bacillus, Lactobacillus, 

Lysinibacillus, Paenibacillus, Pasteurella, Photorhabdus, Proteus, Pseudomonas, Serratia, 

Shigella, Streptococcus, Vibrio โดยจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillus พบ 7 ไอโซเลท (23%) 

รองลงมาคือ Serratia พบ 5 ไอโซเลท (16%) และ Pseudomonas พบ 4 ไอโซเลท (13%) 
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ภาพท่ี 10 แฟมล่ีิและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมา

นอกเซลล์ บนอาหาร Tween 80 agar+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณสวน
ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอโซเลท) 
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ภาพท่ี 11 จีนัสและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมา

นอกเซลล์ บนอาหาร Tween 80 agar+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณสวน

ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอโซเลท) 
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การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 2 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ล

เปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 14 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 7 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

12A) และ 9 จีนัส (ภาพท่ี 13A) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Yersiniaceae พบ 5 ไอโซเลท (6%) 

รองลงมาคือ Bacillaceae, Enterobacteriaceae, Vibrionaceae พบแฟมล่ีิละ 2 ไอโซเลท (แฟมล่ีิละ 

15%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Serratia พบ 5 ไอโซเลท (36%) รองลงมาคือ Vibrio พบ 2 ไอโซ

เลท (15%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 3 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ล

เปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 7 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 2 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

12B) และ 2 จีนัส (ภาพท่ี 13B) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillaceae พบ 6 ไอโซเลท (86%) 

และอนัดบัสองคือ Paenibacillaceae พบ 1 ไอโซเลท (14%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillus 

พบ 6 ไอโซเลท (86%) รองลงมาคือ Paenibacillus พบ 1 ไอโซเลท (14%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 4 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ล

เปสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 10 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 4 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

12C) และ 4จีนัส (ภาพท่ี 13C) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Pseudomonadaceae พบ ไอโซเลท 

(40%) รองลงมาคือ Pasteurellaceae พบ 3 ไอโซเลท (30%) และ Lactobacillaceae พบ 2 ไอโซเลท 

(20%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Pseudomonas พบ 4 ไอโซเลท (40%) อนัดบัสองคือ Pasteurella 

พบ 3 ไอโซเลท (30%) และ Lactobacillus พบ 2 ไอโซเลท (20%) 
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ภาพท่ี 12 แฟมล่ีิและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมา
นอกเซลล์ บนอาหาร Tween 80 agar+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนจากสวนป่า
ชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 2 (B) ต าแหนง่ท่ี 3 (C) 
ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
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ภาพท่ี 13 จีนัสและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสและหลัง่ออกมา
นอกเซลล์ บนอาหาร Tween 80 agar+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนจากสวนป่า
ชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 2 (B) ต าแหนง่ท่ี 3 (C) 
ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
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4.5 ชนิดและปริมาณเช้ือแบคทเีรียทีมี่การผลิตเอนไซม์โปรตีเอส 

การส ารวจชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสโดยใชอ้าหาร 

NA+milk ท่ีมกีารเติม 1% NaCl ถา้แบคทีเรียมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์

จะยอ่ยเคซีนในนมให้มขีนาดเล็กลงได ้ proteose peptone, peptide และ amino acid (แสงผา่นได)้ จึง

เกดิเป็นบริเวณใสรอบๆโคโลนี(clear zone) (ภาพท่ี 14) 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์บนอาหาร 
NA+milk+1% NaCl โดยเชื้อแบคทีเรียมกีารผลิตและหลัง่เอนไซมโ์ปรตีเอสออกมานอกเซลล์ จะ
เกดิวงใสรอบโคโลนี (clear zone) 

 
 

 

 

 

 

 

Clear zone 

โคโลนี 
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จากผลการศึกษาพบวา่ในตวัอยา่งน ้ าพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและ

หลัง่ออกมานอกเซลล์มากท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 4 (80.19%) รองลงมาคือต าแหนง่ท่ี 3 (24.52%) และ

น้อยท่ีสุดคือต าแหนง่ท่ี 2 (14.29%) (ตารางท่ี 8) ในตวัอยา่งดินตะกอนพบเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิต

เอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์มากท่ีสุดคือในต าแหนง่ท่ี 4 (97.14%) รองลงมาคือ

ต าแหนง่ท่ี 2 (4.32%) สว่นในต าแหนง่ท่ี 3 ไมพ่บเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและ

หลัง่ออกมานอกเซลล์ นอกจากน้ียงัพบวา่ในต าแหนง่ท่ี 2 และ 3 ปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิต

เอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ในตวัอยา่งน ้ าสูงกวา่ในตวัอยา่งดินตะกอน ซ่ึงตรงกนั

ขา้มกบัในต าแหนง่ท่ี 4 ท่ีมปีริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอก

เซลล์ในตวัอยา่งดินตะกอนสูงกวา่ในตวัอยา่งน ้ า จากการศึกษาพบวา่ขนาดของ proteolytic index 

สูงท่ีสุดในต าแหนง่ท่ี 2 อยูใ่นชว่ง 1.3-6.7 (ตารางท่ี 9) รองลงมาคือต าแหนง่ท่ี 3 อยูใ่นชว่ง 1.4-4.5 

และน้อยท่ีสุดในต าแหนง่ท่ี 4 อยูใ่นชว่ง 2.3-3.0  

 

ตารางท่ี 8 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ท่ีคดัแยก
ไดจ้ากต าแหนง่ตา่งๆ 

ต าแหนง่ 
จ านวนโคโลนีท่ีเกดิ clear zone 

(จ านวนโคโลนีทั้งหมดบนอาหารเล้ียงเชื้อ) 
ร้อยละของโคโลนีท่ีมกีารผลิตเอนไซม ์

ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดิน ตวัอยา่งน ้ า ตวัอยา่งดิน 
1 N/D N/D N/D N/D 
2 22(154) 6(139) 14.29 4.32 
3 51(208) 0 24.52 0 
4 85(106) 68(70) 80.19 97.14 

หมายเหตุ N/D = not determined 
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ตารางท่ี 9 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ใน
ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนในต าแหนง่ตา่งๆและ proteolytic index 

ต าแหนง่ กลุม่เชื้อท่ีพบ(จีนัส) จ านวนไอโซเลท
(ร้อยละ) 

 
 

ชว่งของ 
proteolytic index * 

1 
 

N/D 
 

N/D 
 

N/D 

2 Vibrio 8(21) 1.1-4.5 
Aeromonas 5(13) 2.8-3.5 

Citrobacter 3(8) 3.0-5.5 
Lactobacillus 3(8) 2.0-2.8 

Bacillus 3(8) 1.2-6.7 

Streptococcus 3(8) 2.3-3.5 

Macrococcus 3(8) 1.3-3.0 

Gemella 2(5) 2.3-4.5 

Photobacterium 1(3) 2.3 

Paenibacillus 1(3) 1.1 

Staphylococcus 1(3) 4.0 

Klebsiella 1(3) 4.5 

Brevibacterium 1(3) 7.0 

Corynebacterium 1(3) 3.0 

Xenohabdus 1(3) 3.0 
รวมไอโซเลททั้งหมด 37 ไอโซเลท 

3 Bacillus 8(61) 1.4-4.5 

Aeromonas 2(15) 3.3-5.0 
Pseudomonas 1(8) 4.0 

Paenibacillus 1(8) 3.0 
Staphylococcus 1(8) 4.0 
รวมไอโซเลททั้งหมด 13 ไอโซเลท 
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4 Bacillus 1(50) 2.3 
Neisseria 1(50) 3.0 

รวมไอโซเลททั้งหมด 2 ไอโซเลท 
รวมไอโซเลททั้งหมดทุกต าแหนง่ 52 ไอโซเลท 

หมายเหตุ  *ค านวณจาก ขนาดของ precipitation zone รวมขนาดโคโลนี(cm.)/ขนาด

โคโลนี(cm.) 

N/D = not determined 
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จากผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการทดสอบคณุสมบติัทางชีวเคมแีละ

โปรแกรม Bacterial identification – ABIS online ของแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและ

หลัง่ออกมานอกเซลล์จากตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณป่าชายเลนคลองถูปชมุชนจุก

เสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ทั้งหมด 52 ไอโซเลท  

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 13 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 15) ดงัน้ี Aeromodanaceae, Bacillaceae, 

Brevibacteriaceae, Corynebacteriaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillacea, Morganellaceae, 

Neiseriaceae, Paenibacillaceae, Pseudomonadaceae, Staphylococcaceae, Streptococcaceae, 

Vibrionaceae โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillaceae พบ 12 ไอโซเลท (23%) อนัดบัสองคือ 

Vibrionaceae พบ 9 ไอโซเลท (17%) และ Aeromonaceae, Staphylococcaceae พบแฟมล่ีิละ 7 ไอ

โซเลท (แฟมล่ีิละ13%) 

ทั้งน้ีเป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 17 จีนัส (ภาพท่ี 16) ดงัน้ี Aeromonas, Bacillus, 

Brevibacterium, Citrobacter, Corynebacterium, Gemella, Klebsiella, Lactobacillus, 

Macrococcus, Neisseria, Paenibacillus, Photobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, 

Streptococcus, Vibrio, Xenohabdus โดยจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillus พบ 12 ไอโซเลท (23%) 

รองลงมาคือ Vibrio พบ 8 ไอโซเลท (15%) และ Aeromonas พบ 7 ไอโซเลท (13%) 
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ภาพท่ี 15 แฟมล่ีิและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่

ออกมานอกเซลล์ บนอาหาร NA+milk+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณสวน
ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอโซเลท) 
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ภาพท่ี 16 จีนัสและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมา
นอกเซลล์ บนอาหาร NA+milk+1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบริเวณสวนป่าชาย
เลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (n= จ านวนไอโซเลท) 
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Photobacterium 
2% 

Pseudomonas 
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Staphylococcus 
4% 

Streptococcus 
6% 
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15% Xenohabdus 

2% 

n = 52 
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การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 2 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตี

เอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 37 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 11 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

17A) และ 15 จีนัส (ภาพท่ี 18A) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ Vibrionaceae พบ 9 ไอโซเลท (24%) 

อนัดบัสองคือ Staphylococcaceae พบ 6 ไอโซเลท (16%) และ Aeromonaceae พบ 5 ไอโซเลท 

(13%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Vibrio พบ 8 ไอโซเลท (21%) อนัดบัสองคือ Aeromonas พบ 5 

ไอโซเลท (13%) และ Citrobacter, Lactobacillus, Bacillus, Streptococcus, Macrococcus พบจีนัส

ละ 3 ไอโซเลท (จีนัสละ 8%)  

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 3 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตี

เอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 13 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 5 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

17B) และ 5 จีนัส (ภาพท่ี 18B) โดยแฟมล่ีิท่ีพบมากท่ีสุดคือ  Bacillaceae พบ 8 ไอโซเลท (61%) 

รองลงมาคือคือ Aeromonaceae พบ 2 ไอโซเลท (15%) และจีนัสท่ีพบมากท่ีสุดคือ Bacillus พบ 8 

ไอโซเลท (61%) รองลงมาคือ Aeromonas พบ 2 ไอโซเลท (15%) 

การจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต าแหนง่ท่ี 4 คดัเลือกไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตี

เอสและหลัง่ออกมานอกเซลล์ทั้งหมด 2 ไอโซเลท พบวา่เป็นเชื้อแบคทีเรียอยูใ่น 2 แฟมล่ีิ (ภาพท่ี 

17C) และ 2 จีนัส (ภาพท่ี 18C) โดยพบ Bacillaceae, Neiseriaceae พบแฟมล่ีิละ 1 ไอโซเลท (แฟมล่ีิ

ละ 50%) และจีนัสท่ีพบคือ Bacillus, Neisseria พบจีนัสละ 1 ไอโซเลท (จีนัสละ 50%) 
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ภาพท่ี 17 แฟมล่ีิและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่
ออกมานอกเซลล์ บนอาหาร NA+milk +1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนจากสวนป่า
ชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 2 (B) ต าแหนง่ท่ี 3 (C) 
ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 
 

Vibrionaceae 
24% 

Staphylococcaceae 
16% 

Aeromonaceae 
13% 

Enterobacteriaceae 
11% 

Bacillaceae 
8% 

Lactobacillaceae 
8% 
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8% 
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3% 

Corynebacteriaceae 
3% 

Morganellaceae 
3% 

Paenibacillaceae 
3% 

(A) n=37 

Bacillaceae 
61% 

Aeromonaceae 
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Pseudomonadaceae 
8% 

Paenibacillaceae 
8% 

Staphylococcaceae 
8% 

(B) n=13 

Bacillaceae 
50% 

Neiseriaceae 
50% 

(C) n=2 
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ภาพท่ี 18 จีนัสและร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสและหลัง่ออกมา
นอกเซลล์ บนอาหาร NA+milk +1% NaCl ในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนจากสวนป่าชาย
เลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี (A) ต าแหนง่ท่ี 2 (B) ต าแหนง่ท่ี 3 (C) 
ต าแหนง่ท่ี 4 (n= จ านวนไอโซเลท) 

Vibrio 
21% 

Aeromonas 
13% 

Citrobacter 
8% 

Lactobacillus 
8% 

Bacillus 
8% 

Streptococcus 
8% 

Macrococcus 
8% 

Gemella 
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3% 
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3% 

Staphylococcus 
3% 

Klebsiella 
3% Brevibacterium 

3% 

Corynebacterium 
3% 

Xenohabdus 
3% 

n = 37 (A) 

Bacillus 
61% 

Aeromonas 
15% 

Pseudomonas 
8% 

Paenibacillus 
8% 

Staphylococcus 
8% 

n = 13 (B) 

Bacillus 
50% 

Neisseria 
50% 

n = 2 (C) 
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4.6 ศักยภาพของเช้ือแบคทเีรียในป่าชายเลนต่อการผลิตเอนไซม์อะไมเลส เอนไซม์ไลเปส

และเอนไซม์โปรตีเอส 

 จากการศึกษาความสามารถของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดิน

ตะกอนจากสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี พบวา่เชื้อแบคทีเรีย

สามารถผลิตเอนไซมท์ั้งสามชนิดได ้ อยา่งไรกต็ามเมือ่พิจารณาร้อยละของเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิต

เอนไซมแ์ตล่ะชนิดในป่าชายเลนแตล่ะต าแหนง่ พบวา่มสัีดสว่นของเชื้อแบคทีเรียแตกตา่งกนั

ออกไป ดงัน้ี 

 ศกัยภาพของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส ในต าแหนง่ท่ี 4 พบจ านวน

แบคทีเรีย 133 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 24 ไอโซเลท คิดเป็น 18.1% 

(ภาพท่ี 19) 

 ศกัยภาพของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปส ในต าแหนง่ท่ี 2 พบแบคทีเรียจ านวน 

364 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปส 50 ไอโซเลท คิดเป็น 13.7% ในต าแหนง่ท่ี 

3 พบแบคทีเรียจ านวน 271 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปส 50 ไอโซเลท คิด

เป็น 18.5% ในต าแหนง่ท่ี 4 พบแบคทีเรียจ านวน 312 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซม์

ไลเปส 27 ไอโซเลท คิดเป็น 8.7% (ภาพท่ี 20) 

 ศกัยภาพของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส ในต าแหนง่ท่ี 2 พบแบคทีเรีย

จ านวน 293 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส 28 ไอโซเลท คิดเป็น 9.6% ใน

ต าแหนง่ท่ี 3 พบแบคทีเรียจ านวน 208 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส 51 

ไอโซเลท คิดเป็น 24.5% ในต าแหนง่ท่ี 4 พบแบคทีเรียจ านวน 176 ไอโซเลทโดยมแีบคทีเรียท่ีมกีาร

ผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส 153 ไอโซเลท คิดเป็น 86.9% (ภาพท่ี 21) 
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ศกัยภาพเชื้อแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมส์ าคญัในอุตสาหกรรม ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งน ้ าและ

ตวัอยา่งดินตะกอน ในแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส พบแบคทีเรีย 133 ไอโซเลท โดยพบ

แบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสได ้ 24 ไอโซเลท คิดเป็น 18.1% ในแบคทีเรียท่ีมกีารผลิต

เอนไซมไ์ลเปส พบแบคทีเรีย 947 ไอโซเลท โดยพบแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสได ้ 127 

ไอโซเลท คิดเป็น 13% และในแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส พบแบคทีเรีย 677 ไอโซเลท 

พบแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสได ้ 232 ไอโซเลท คิดเป็น 32.3% (ภาพท่ี 22) 

 

 

 

 

ภาพท่ี 19 ร้อยละของไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 20 ร้อยละของไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปส 
 

ต าแหน่ง 4 

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

แบคทีเรียท่ีไม่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

24 ไอโซเลท 

18.1% 

n = 133 

ต าแหน่ง 2 

50 ไอโซเลท 

ต าแหน่ง 3 

50 ไอโซเลท 

ต าแหน่ง 4 

27 ไอโซเลท 

แบคทเีรียทีม่ีการผลิตเอนไซม์ไลเปส 

 
แบคทเีรียทีไ่ม่มีการผลิตเอนไซม์ไลเปส 

13.7% 18.5% 

8.7% 

n = 364 n = 271 

n = 312 
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ภาพท่ี 21 ร้อยละของไอโซเลทท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ภาพท่ี 22 ร้อยละของไอโซเลทท่ีผลิตเอนไซมส์ าคญัในอุตสาหกรรม ท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่ง
น ้ าและตวัอยา่งดินตะกอน 

ต าแหน่ง 2 ต าแหน่ง 3 

ต าแหน่ง 4 
แบคทีเรียท่ีมีการผลิตเอนไซม์โปรตเีอส 

 
แบคทีเรียท่ีไม่มีการผลิตเอนไซม์โปรตเีอส 

28 ไอโซเลท 51 ไอโซเลท 

153 ไอโซเลท 

9.6 % 24.5 % 

86.9 % 

n = 176 

n = 293 n = 208 

อะไมเลส ไลเปส 

โปรตีเอส แบคทเีรียทีม่ีการผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

แบคทเีรียทีไ่ม่มีการผลิตเอนไซม์อะไมเลส 

แบคทเีรียทีม่ีการผลิตเอนไซม์ไลเปส 

แบคทเีรียทีไ่ม่มีการผลิตเอนไซม์ไลเปส 

แบคทเีรียทีม่ีการผลิตเอนไซม์โปรตเีอส 

แบคทเีรียทีไ่ม่มีการผลิตเอนไซม์โปรตเีอส 

18.1 % 13 % 

32.3 % 

n = 133 n = 133 

n = 677 

24 ไอโซเลท 127 ไอโซเลท 

232 ไอโซเลท 
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 จากการส ารวจ พบวา่ความหลากหลายของเชื้อแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมม์ากท่ีสุด

คือเอนไซมโ์ปรตีเอส อนัดบัสองคือเอนไซมไ์ลเปส และน้อยท่ีสุดคือเอนไซมอ์ะไมเลส จากผลการ

ทดลองพบวา่ ในการศึกษาแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสได ้ ในต าแหนง่ท่ี 4 พบ

ปริมาณเชื้อท่ีมากท่ีสุดคือจีนัส Corynebacterium และ Pasteurella ในการศึกษาแบคทีเรียท่ีสามารถ

ผลิตเอนไซมเ์ปสได ้ พบปริมาณเชื้อมากท่ีสุด ในต าแหนง่ท่ี 2 คือจีนัส Serratia ในต าแหนง่ท่ี 3 คือ

จีนัส Bacillus และในต าแหนง่ท่ี 4 คือจีนัส Paeudomonas และแบคทเรียท่ีม ี lipolytic index สูงท่ีสุด

คือจีนัส Serratia ในต าแหนง่ท่ี 2 ในการศึกษาแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสได ้ พบ

ปริมาณเชื้อมากท่ีสุด ในต าแหนง่ท่ี 2 คือจีนัส Vibrio ในต าแหนง่ท่ี 3 คือจีนัส Bacillus และใน

ต าแหนง่ท่ี 4 คือจีนัส Bacillus และแบคทเรียท่ีม ี proteolytic index สูงท่ีสุดคือจีนัส Bacillus ใน

ต าแหนง่ท่ี 2  
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ตารางท่ี 10 เชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซม์ส าคญัในอุตสาหกรรมท่ีพบในแตล่ะ
ต าแหนง่ 
ต าแหนง่ เอนไซมอ์ะไมเลส เอนไซมไ์ลเปส เอนไซมโ์ปรตีเอส 

2 0 (n=14) 
Aeromonas, Bacillus 
Lysinibacillus 
Paenibacillus 
Photorhabdus, Proteus, 

Serratia, Shigella, 

Vibrio 

(n=37) 
Aeromonas, Bacillus 
Brevibacterium 
Citrobacter 
Corynebacterium 
Gemella, Klebsiella 
Lactobacillus 
Macrococcus 
Paenibacillus 
Photobacterium 
Staphylococcus 
Streptococcus 
Vibrio, Xenohabdus 

3 0 (n=7) 
Bacillus, Paenibacillus 

(n=13) 
Aeromonas, Bacillus 
Paenibacillus 
Pseudomonas 
Staphylococcus 

4 (n=8) 
Corynebacterium 
Pasteurella,Photohabdus 
Pseudomonas 

(n=10) 
Lactobacillus, 
Pasteurella 
Pseudomonas 
Streptococcus 

(n=2) 
Bacillus, Neisseria 

หมายเหตุ n= จ านวนไอโซเลท 
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4.7 การศึกษาเช้ือแอคติโนมัยซีทในตัวอย่างน ้าและตัวอย่างดินตะกอนจากสวนป่าชายเลน

คลองถูป ชุมชนจุกเสม็ด อ าเภอสัตหีบ จังหวัดชลบุรี 

จากการส ารวจชนิดและปริมาณของเชื้อแอคติโนมยัซีทโดยใชอ้าหาร ISP-2 ท่ีมกีารเติม 1% 

NaClและศึกษาสัณฐานวทิยาโดยสังเกตโคโลนีท่ีมลีกัษณะฝุ่นคลา้ยผงชอล์ค สามารถคดัแยกเชื้อ

แบคทีเรียไดท้ั้งหมด 4 ไอโซเลท ผลการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียดว้ยการศึกษาล าดบัเบสของ

ยีน 16S rRNA โดยวเิคราะห์ล าดบัเบสเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลู The Nation Center for 

Biotechnology โดยใชอ้ลักอริทึม Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), Ribosomal 

Database Project (RDP) และ EzBioCloud พบวา่เป็น Streptomyces spp. จ านวน 2 ไอโซเลท 

Bacillus sp. 1 ไอโซเลท และพบ rare actinomycetes 1 ไอโซเลท คือ Micromonospora sp.(ตารางท่ี 

11) 

Isolate A โคโลนีมลีกัษณะ สีขาวทึบ ไมโ่ปรง่ใส ขอบขรุขระและมสีปอร์สีด าข้ึนบริเวณ

ผิวหน้าและขอบของโคโลนี ซ่ึงผลจากการจ าแนกชนิดคือ Streptomyces platensis (ภาพท่ี 20A)  

Isolate B โคโลนีมขีนาดเล็กสีส้ม ขรุขระเป็นรอยหยกั ขอบขรุขระ มสีีด าเกดิข้ึนบา้งสว่น

ของบริเวณโคโลนี ซ่ึงผลจากการจ าแนกชนิดคือ Micromonospora sp A38. (ภาพท่ี 20B)  

Isolate C โคโลนีมขีนาดใหญสี่ขาวและสีแดง ตรงกลางมกีลุม่สปอร์สีเทา ขอบขรุขระเป็น

รอยหยกั เมือ่มอีายุมากข้ึนตรงกลางมรีอยแตกของโคโลนีท าให้เห็นสีแดงชดัเจนข้ึน ซ่ึงผลจากการ

จ าแนกชนิดคือ Streptomyces sp. NA03103 (ภาพท่ี 20C)  

Isolate D โคโลนีขนาดเล็ก มสีีขาวเกอืบโปรง่ใส ตรงกลางมลีกัษณะรอยหยกั ขอบกลม

และเรียบ ซ่ึงผลจากการจ าแนกคือ Bacillus velezensis strain KKLW (ภาพท่ี 20D) 
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ตารางท่ี 11การจ าแนกเชื้อแอคติโนมยัซีทโดยเปรียบเทียบความเหมอืนของยีนสว่น 16S 
rRNA ในฐานขอ้มลู BLAST database , EzBiocloud และ RDP classifier 
Isolate Best blast match with 

known taxa by BLAST 
(% identity) 

Top-hit taxon by 

EzBioCloud (% similarity) 

Genus predicted by RDP 

classifier at 95% 
confidence threshold  

(% probability) 
A Streptomyces plantensis 

strain ATCC 23948 
(100.00%) 

Streptomyces platensis JCM 
4662 (99.93%) 

Streptomyces (100%) 

B Micromonospora sp. A38 
(100.00%) 

Micromonospora fluminis 
A38 (100.00%) 

Micromonospora (100%) 

C Streptomyces sp. NA03103 
(100.00%) 

Streptomyces ardesiacus 
(99.65%) 

Streptomyces (100%) 

D Bacillus velezensis strain 
KKLW (100.00%) 

Bacillus velezensis CR-502 
(99.86%) 

Bacillus (100%) 
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ภาพท่ี 23 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีมีการสร้าง aerial mycelium บนอาหาร ISP-2 

+1% NaCl อายุ 7 วนั ท่ีแยกไดจ้ากน ้ าและดินตวัอยา่งบริเวณสวนป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุก

เสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี โดยแสดงลกัษณะโคโลนีของ (A) Streptomyces platensis (B) 

Micromonospora sp. A38 (C) Streptomyces sp. NA03103 (d) Bacillus velezensis strain KKLW  

(           = 0.1 mm)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

(A) (B) 

(C) (D) 
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บทที ่5 

สรุปและอภิปรายผลทดลอง 

 การศึกษาน้ีท าการส ารวจสถานะดา้นจุลชีววทิยาของป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ 

อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ซ่ึงตั้งอยูใ่กลก้บับริเวณแหลง่ทอ่งเท่ียวชื่อดงัอยา่งพทัยาและยงัตั้งอยูใ่น

โครงการเขตพฒันาพิเศษภาคตะวนัออก (EEC) โดยป่าชายเลนน้ียงัตั้งอยูใ่นบริเวณรอยตอ่ระหวา่ง

พื้นท่ีช ุม่น ้ าท่ีมตีน้ธูปฤาษี(Typga angustifolia L.)กบัอา่วสัตหีบ โดยในงานวจิยัของเราใชอ้าหาร 

NA ท่ีมกีารเติม 1% NaCl เพื่อคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมคีวามสามารถในการทนตอ่ความเค็มได ้ ซ่ึงจาก

ผลการทดลองพบวา่มคีวามแตกตา่งของกลุม่แบคทีเรียในแตล่ะต าแหนง่ และยงัพบความแตกตา่ง

ของกลุม่แบคทีเรียในแตล่ะต าแหนง่โดยในต าแหนง่ท่ี 1(n=36) พบแบคทีเรียท่ีโดดเดน่ไดแ้ก ่

Paenibacillus (36%), Lactobacillus (17%), Aeromonas (11%) และAliivibrio(11%) ในต าแหนง่ท่ี 

2 (n=66)พบแบคทีเรียท่ีโดดเดน่คือ Vibrio (15%), Aeromonas (9%), Serratia (9%), Bacillus (6%), 

Citrobacter (6%) และ Paenibacillus (6%) ซ่ึงในต าแหนง่ท่ี 1 และ 2 ยงัเป็นพื้นท่ีในบริเวณใกลก้บั

พื้นท่ีชมุน ้ าท่ีมตีน้ธูปฤาษี โดยมกีารรายงานวา่สามารถแยกเชื้อจีนัส Paenibacillus และจีนัส 

Aeromonas ไดจ้ากบริเวณพื้นชมุน ้ าท่ีมตีน้ธูปฤาษีอยู ่ (Kong et al., 2013; Li et al., 2013) ใน

ต าแหนง่ท่ี 3 (n=37)พบแบคทีเรียท่ีโดดเดน่ไดแ้ก ่ Bacillus (67%), Paenibacillus (11%), 

Aeromonas (5%) และ Staphylococcus (5%) ในต าแหนง่ท่ี 4 (n=23)พบแบคทีเรียท่ีโดดเดน่ไดแ้ก ่

Pasteurella (31%), Pseudomonas (31%), Corynebacterium (13%) และ Lactobacillus (9%) ซ่ึงใน

ต าแหนง่ท่ี 3 และ 4 เป็นบริเวณท่ีอยูใ่กลก้บัปากแมน่ ้ ากบัทะเลของป่าชายเลนแหง่น้ี และไดม้กีาร

รายงานวา่แบคทีเรียเหลา่น้ีมกัพบในสภาพแวดลอ้มทางทะเลและปากแมน่ ้ า (Evangelista-Barreto et 

al., 2010; Frette et al., 2004; Gunn and Colwell, 1983)ทั้งน้ีเชื้อแบคทีเรียในตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่ง

ดินตะกอนจ านวนมากอยูใ่นกลุม่ phosphate-solubilizing bacteria เชน่แบคทีเรียในจีนัส Bacillus, 

Kluyvera, Paenibacillus, Pseudomonas และ Vibrio (Teymouri et al., 2016; Thatoi et al., 2013; 

Vazquez et al., 2000) 

จากการส ารวจของผูว้จิยัระหวา่งการเกบ็ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนพบการอาศยั

ของสัตวน์ ้ า เชน่ ปูและปลาชนิดตา่งๆเป็นจ านวนมาก ซ่ึงเป็นหลกัฐานท่ีบง่ชี้ ถึงสถานะของป่าชาย

เลนในดา้นความหลากหลายทางชีวภาพท่ียงัคอ่นขา้งสูง จากขอ้มลูลกัษณะทางกายภาพของป่าชาย
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เลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี พบวา่มตี าแหนง่อยูใ่กลห้รืออยูใ่นแหลง่

ชมุชนท่ีมกีารตั้งบา้นเรือน ร้านอาหาร หรือใกลก้บัสถานท่ีทอ่งเท่ียวท่ีมนีักทอ่งเท่ียวเป็นจ านวน

มาก ผลการส ารวจดว้ยอาหาร Eosin methylene blue (EMB) และการจ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย 

ผลปรากฏวา่ไมพ่บแบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มไดแ้ก ่ enterococci และ Escherichia coli แสดงให้เห็น

วา่ป่าชายเลนแหง่น้ีมกีารปนเป้ือนของน ้ าท้ิงจากครัวเรือนหรือจากชมุชนน้อย (Abbu and Lyimo, 

2007) 

จากการส ารวจชนิดและปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสพบวา่ สามารถ

คดัแยกเชื้อจีนัส Pseudomoas โดยมคีา่ amylolytic index อยูท่ี่ 1.4 มวีจิยัของ Klingfoong et al. 

(2022) ท าการคดัแยกและจ าแนกเชื้อแบคทีเรียจากป่าชายเลนพระเจดีย์กลางน ้ า จงัหวดัระยอง 

พบวา่สามารถจ าแนกไดเ้ป็น จีนัส Pseudomonas โดยมคีา่ amylolytic index อยูท่ี่ 3.79 นอกจากน้ีมี

งานวจิยัท่ีคดัแยกเชื้อจาก Luang-In et al. (2019) จ าแนกเชื้อในป่านาสีนวน จงัหวดัมหาสารคาม 

โดยสามารถจ าแนกเชื้อไดเ้ป็นเชื้อจีนัส Bacillus โดยมชีว่ง amylolytic index อยูใ่นชว่ง 1.18-.171 

นอกจากน้ีงานวจิยัของ Castro et al. (2014) คดัแยกเชื้อในป่าชายเลนประเทศบราซิล โดยสามารถ

จ าแนกเชื้อไดเ้ป็นจีนัส Novosphingobium ซ่ึงมคีา่ amylolytic index สูงสุดอยูท่ี่ 2.78 แตใ่นงานวจิยั

ของเรานั้นสามารถคดัแยกและจ าแนกเชื้อไดคื้อ เชื้อจีนัส Pasteurella โดยมคีา่ amylolytic index 

สูงสุดอยูท่ี่ 9.0 

จากการส ารวจชนิดและปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสพบวา่ สามารถคดั

แยกเชื้อจีนัส Serratia โดยมคีา่ lipolytic index อยูท่ี่ 10.0 มงีานวจิยัของ Kumar and Thakur (2020) 

ท่ีท าการคดัแยกเชื้อจากป่าชายเลนในประเทศบราซิล โดยสามารถจ าแนกเชื้อไดเ้ป็นเชื้อจีนัส 

Erwinia โดยมคีา่ lipolytic index สูงท่ีสุดอยูท่ี่ 6.83  

จากการส ารวจชนิดและปริมาณเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสพบวา่ สามารถ

คดัแยกเชื้อจีนัส Bacillus โดยมคีา่ proteolytic index สูงสุดอยูท่ี่ 6.7 มงีานวจิยัของ Castro et al. 

(2014) ท่ีท าการคดัแยกเชื้อจากป่าชายเลนในประเทศบราซิล โดยสามารถจ าแนกเชื้อไดเ้ป็นจีนัส 

Curtobacterium โดยมคีา่ proteolytic index สูงท่ีสุดอยูท่ี่ 2.75 นอกจากน้ีในประเทศไทยมงีานวจิยัท่ี

ศึกษาศกัยภาพของ Bacillus spp. จากป่าชายเลน เชน่ Bacillus aquimaris strain TF-12 และ B. 
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arabhattai strain B8W22 ซ่ึงมกีารผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสไดป้ริมาณสูง (clear zone > 10 mm.) 

(Foophow and Tangjitaroenkun, 2014)  

 จากการส ารวจเชื้อแอคติโนมยัซีทพบวา่ไอโซเลท A มคีวามใกลเ้คียงกบั Streptomyces 

platensis ไดม้กีารรายงานวา่สามารถผลิตสาร iso-migrastation เป็นผลิตภณัฑ์หลกั รวมถึงกลุม่สาร

ตา้นจุลชีพอ่ืนๆ ไดแ้ก ่ oxytetracyclin, platensimycin, magrastatin, isomigrastatin, platencin, 

dorrigocin A&B และ terramycine การทดสอบฤทธ์ิการท างานของ platencin พบวา่สามารถยบัยั้ง

การเจริญของแบคทีเรียกลุม่ Gram-positive ไดห้ลายชนิด (Ju et al., 2005; Smanski et al., 2012) 

และยงัสามารถยบัยั้งเชื้อรา Rhizoctonia solani และ Sclerotinia sclerotiorum ท่ีเป็นสาเหตุของโรค

ขอบใบแห้งในตน้ขา้วและผกักาดกา้นขาว อีกทั้งยงัสามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา Botrytis 

cinerea ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคผลเนา่ในสตรอเบอร์ร่ี (Wan et al., 2008) 

 จากการส ารวจเชื้อแอคติโนมยัซีทพบวา่ไอโซเลท B มคีวามใกลเ้คียงกบั Micromonospora 

sp.A38 ถูกจ าแนกเป็นสปีชีส์ใหมคื่อ Micromonospora fluminis sp. nov. (Camacho Pozo et al., 

2020) เชื้อแบคทีเรียน้ีถูดแยกไดค้ร้ังแรกจากแมน่ ้ า Carpintero ประเทศคิวบา แตใ่นการศึกษาน้ี

คน้พบจากสภาพแวดลอ้มทางทะเล ซ่ึงบง่ชี้วา่เชื้อชนิดน้ีมคีวามสามารถในการปรับตวัให้เขา้กบั

สภาพแวดลอ้มท่ีตา่งกนัไดดี้ อยา่งไรกต็ามยงัไมพ่บการรายงานถึงการศึกษาเกีย่วกบัการศึกษายีโน

มของแบคทีเรียหรือการผลิตสารทุติยภูมขิองแบคทีเรีย จึงจดัวา่เป็นสายพนัธ์ุท่ีนา่สนใจเป็นอยา่ง

มากท่ีอาจจะพบสารประกอบท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพใหม ่ๆ  

จากการส ารวจเชื้อแอคติโนมยัซีทพบวา่ไอโซเลท C มคีวามใกลเ้คียงกบั Streptomyces sp. 

NA03103 พบorphan nonribosomal peptide synthetase (NRPS) gene cluster (asm) ท่ีให้ผล

ผลิตภณัฑ์เป็น ashimides A และ B ท่ีเป็นสารกลุม่ cyclopeptides ชนิดใหมซ่ึ่งมฤีทธ์ิ cytotoxicity 

(Shi et al., 2019) นอกจากน้ีผลการวเิคราะห์ยีโนมของแบคทีเรียดว้ยโปรแกรม antiSMASH v5.2.0 

ยงัพบยีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัการสังเคราะห์สารทุติยภูมอ่ืินๆ เชน่ nonribosomal peptides, terpenes, 

lathipeptides และสารตา้นจุลชีพชนิด pluramycin ซ่ึงอยูใ่นกลุม่ polyketides ทั้งน้ี Streptomyces sp. 

NA03103 ถูกจดัวา่เป็น potential rich producer ส าหรับ marine natural product ท่ีนา่จบัตาอีกสาย

พนัธ์ุหน่ึง 
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จากการจ าแนกชนิดพบวา่ไอโซเลท D มคีวามใกลเ้คียงกบั Bacillus velezensis โดยมี

รายงานหลายฉบบัรายงานถึงผลิตภณัฑ์ท่ีนา่สนใจท่ีผลิตโดย B. velezensis เชน่ สารท่ีมฤีทธ์ิเป็น 

surfactant สารตา้นการเจริญของเชื้อกอ่โรคในพืช สารเรง่การเจริญเติบโตของพืช สารตา้นจุลชีพ 

สารประกอบ iron chelators สารตา้นอนุมลูอิสระ และสารตา้นมะเร็ง (Aloo et al., 2019; Meena et 

al., 2018; Rabbee et al., 2019; Ruiz-Garcia et al., 2005) 

 จากผลการทดลองในงานวจิยัน้ีพบวา่ แมว้า่จะมตี าแหนง่หา่งจากพทัยา 36 กโิลเมตร แตป่่า

ชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี ยงัมสีถานะท่ีบริสุทธ์ิ กลา่วคือไมพ่บ

แบคทีเรียกลุม่โคลิฟอร์มท่ีเป็นสาเหตุจากการปนเป้ือนของน ้ าท้ิงจากครัวเรือนหรือจากชมุชนน้อย 

ซ่ึงสามารถสง่เสริมนโยบายการพฒันาแหลง่ทอ่งเท่ียว โดยเป็นไปตามแนวทางแผนพัฒนาเศรษฐกจิ

ภาคตะวนัออก (EEC) นอกจากน้ี ป่าชายเลนคลองถูป ชมุชนจุกเสมด็ อ าเภอสัตหีบ จงัหวดัชลบุรี 

ยงัมศีกัยภาพของจุลินทรีย์ในเชิงเทคโนโลยีชีวภาพ ในดา้นการเป็นแหลง่ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส 

เอนไซมไ์ลเปสและเอนไซมโ์ปรตีเอส ท่ีมศีกัยภาพ และการคน้พบเชื้อแอคติโนมยัซีทสายพนัธ์ุใหม ่

ท่ีอาจจะมกีารผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีนา่สนใจ 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ (Culture medium) 

1. Carbohydrate fermentation broth 

 A. Phenol red broth base, pH 7.2-7.6 

  Peptone       10 g 

  Beef extract      1 g 

  Sodium chloride      5 g 

  Phenol red      0.018 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 900 ml ปรับ pH เป็น 7.4  

 B. Carbohydrates 

 เตรียมสารละลายท่ีตอ้งการทดสอบให้มคีวามเข้มขน้ (10% w/v) ชนิดละ 100 ml ไดแ้ก ่

Glucose (Dextrose), Lactose, Sucrose และ Mannitol หรือคาร์โบไฮเดรตอ่ืนๆ แลว้ท าให้ปลอดเชื้อ

โดยวธีิกรองผา่นแผน่กรองท่ีมรูีขนาด 0.45 μm 

 ผสม A (900 ml) กบั B (100 ml) ให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของคาร์โบไฮเดรตแตล่ะชนิด

เป็น 1.0%เตรียมเป็น broth ในหลอดทดลองหลอดละ 3-5 ml ท่ีมหีลอดดกัแกส็ (durham tube) แลว้

ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 110 °C เป็นเวลา 20 นาที ท่ี

ความดนั 15 psi 
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2. Christensen urea agar, pH 6.6-7.0 

 A. Urea broth base 

  Peptone       1 g 

  Sodium chloride      5 g 

  Monopotassium hydrogen phosphate (KH2PO4)  2 g 

  Glucose       1 g 

  Phenol red      0.012 g 

  Agar       15 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 900 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า 

(Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 B. 2% Urea solution 

 ละลาย urea 2 g ในน ้ ากลัน่ 100 ml แลว้ท าให้ปลอดเชื้อโดยกรองผา่นแผน่กรองท่ีมรูี 0.45 

μm 

 ผสม B (100 ml) และ A (900 ml) จนเขา้กนัดีแลว้เทใสห่ลอดปลอดเชื้อ (3-4 ml/หลอด) 

ดว้ย aseptic technique เอียงเป็น agar slant ทนัที 
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3.Decarboxylase broth base (Moller), pH 6.0 

  Peptone       5 g 

  Beef extract      5 g 

  Glucose       0.5 g 

  Pyridoxal      5.0 g 

  Bromocresol purple     0.1 g 

  Cresol red      0.005 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml (ทุก 100 ml ของ base เติมกรดอะมโินท่ีใช ้

ทดสอบ (L-lysine, L-ornithine หรือ L-arginine) ชนิดละ 1 g (1%)) ปรับ pH เป็น 6.0 หรือจน

อาหารมสีีเหลืองอมมว่ง เตรียมเป็น broth ในหลอดทดลองหลอดละ 3 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อ

ดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 
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4.Glucose OF medium (semisolid agar tall), pH 6.6-7.0 

  Peptone       2 g 

  Glucose       10 g 

  Sodium chloride      5 g 

  Dipotassium hydrogen phosphate    0.3 g 

  Bromothymol blue     0.03-0.08 g 

  Agar       2-3 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น semisolid agar tall ในหลอดทดลอง

หลอดละ 5 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 110 °C 

เป็นเวลา 20 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

5.International Streptomyces Project-2 (ISP-2) agar 

  Yeast extract      4 g 

  Malt extract      10 g 

  Glucose       4 g 

  Agar       15 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น agar plate(20 ml) ในกรณีท่ีตอ้งการ

เติม NaCl ควรเติมให้มคีวามขน้สุดทา้ยในอาหารเทา่กบั 1% (w/v) แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้

น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 
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6.MR-VP broth, pH 6.9 

  Polypeptone หรือ buffer peptone    7 g 

  Glucose       5 g 

  Dipotassium hydrogen phosphate    5 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น broth ในหลอดทดลองหลอดละ 5-7 

ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 

นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

7.NA+milk 

  NA       1 l 

  U.H.T.milk (low fat)     250 ml 

  Agar       4.5 g 

  Distilled water      150 ml 

 เตรียมเป็น agar plate 2 ช ั้น โดย : 

i. เตรียม NA แลว้เทอาหารใสจ่านเพาะเชื้อ 15-20 ml/จาน ปลอ่ยให้อาหารแข็งตวั 

ii. ละลายวุน้ 4.5 g ในน ้ ากลัน่ 150 ml แลว้ autoclave ท่ี อุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 

นาที ท่ีความดนั 15 psi 

iii. ผสม U.H.T 250 ml ลงในวุน้เปลา่ปลอดเชื้อ แลว้น าไปเทบน NA ขา้งตน้ 8-10 ml/

จาน จะไดอ้าหารท่ีมชี ั้นของนมอยูบ่นช ั้นของ NA 

ในกรณีท่ีตอ้งการเติม NaCl ควรเติมให้มคีวามขน้สุดทา้ยในอาหารเทา่กบั 1% (w/v) 
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8.Nutrient agar (NA) 

  Nutrient broth      13 g 

  Agar       15 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น agar plate (20 ml)หรือ agar slant (7 

ml) ในกรณีท่ีตอ้งการเติม NaCl ควรเติมให้มคีวามขน้สุดท้ายในอาหารเทา่กบั 1% (w/v) แลว้ท าให้

ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความ

ดนั 15 psi 

 

9.Peptone หรือ tryptone broth (indole production medium), pH 7.0-7.4 

  Peptone หรือ tryptone     15 g 

  Sodium chloride      5 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น broth ในหลอดทดลองหลอดละ 3 ml 

แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที 

ท่ีความดนั 15 psi 
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10.Simmons citrate agar, pH 6.6-7.0 

  Magnesium sulfate     0.2 g 

  Monoammonium phosphate    1 g 

  Dipotassium hydrogen phosphate    1 g 

  Sodium chloride      2 g 

  Sodium citrate      2 g 

  Bromothymol blue     0.08 g 

  Agar       15 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น agar slant ในหลอดทดลองหลอดละ 

5 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 

นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

11.Starch agar 

  Soluble starch      20 g 

  NA       1 l 

 เตรียมเป็น agar plate (20 ml) ในกรณีท่ีตอ้งการเติม NaCl ควรเติมให้มคีวามขน้สุดทา้ยใน

อาหารเทา่กบั 1% (w/v) แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ

121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 
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12.Triple sugar iron agar (TSI) agar, pH 7.2-7.6 

  Beef extract      3 g 

  Yeast extract      3 g 

  Peptone       15 g 

  Protease peptone      5 g 

  Lactose       10 g 

  Sucrose       10 g 

  Glucose       1 g 

  Ferrous sulfate      0.2 g 

  Sodium thiosulfate     0.3 g 

  Sodium chloride      5 g 

  Phenol red      0.024 g 

  Agar       12 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น agar bottom slant ในหลอดทดลอง

หลอดละ 7 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C 

เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

 

 



  86 

13.Tween 80 agar, pH 6.8-7.2 

  Peptone       10 g 

  Sodium chloride      5 g 

  Calcium chloride (CaCl2.2H2O)    0.1 g 

  Tween 80      10 ml 

  Agar       15 g 

 ละลายสว่นประกอบในน ้ ากลัน่ 1,000 ml เตรียมเป็น agar plate (20 ml) ในกรณีท่ีตอ้งการ

เติม NaCl ควรเติมให้มคีวามขน้สุดทา้ยในอาหารเทา่กบั 1% (w/v) แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้

น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมี (Reagent) 

1. 0.5 M EDTA, pH 8.0 

Na2EDTA       18.6 g  

น ้ ากลัน่        80 ml  

กวนให้ละลายโดยใช ้magnetic stirrer บน hot plate เติม NaOH 1 g  ปรับ pH ให้เทา่กบั 8.0 

ดว้ยสารละลายกรด HCl เจือจางหรือสารละลายดา่ง NaOH เจืองจาง ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ใส่

ขวดฝาเกลียวขนาด 250 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ี

อุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

2. 1 M Tris-HCl, pH 7.6 

Tris base      12.1 g  

น ้ ากลัน่       80 ml  

HCl (conc.)      6 ml  

(ท าในตูดู้ดควนั) 

ตั้งท้ิงไวใ้ห้สารละลายเย็นลงถึงอุณหภูมหิ้อง ปรับ pH ให้เทา่กบั 7.6 ดว้ยสารละลายกรด 

HCl เจือจาง หรือสารละลายดา่ง NaOH เจือจาง ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ใสข่วดแกว้ฝาเกลียว

ขนาด 250 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C 

เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 
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3. 1 M Tris-HCl, pH 8.0 

Tris base      12.1 g 

น ้ ากลัน่       80 ml 

HCl (conc.)      6 ml  

(ท าในตูดู้ดควนั) 

ตั้งท้ิงไวใ้ห้สารละลายเย็นลงถึงอุณหภูมหิ้อง ปรับ pH ให้เทา่กบั 8.0 ดว้ยสารละลายกรด 

HCl เจือจาง หรือสารละลายดา่ง NaOH เจือจาง ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ใสข่วดแกว้ฝาเกลียว

ขนาด 250 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C 

เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

4. 1.0% (w/v) Agarose  

Agarose       0.5 g 

1X TAE buffer      50 ml 

ผสมสารละลายให้เขา้กนัตม้ให้เดือด รอให้เย็นถึงประมาณ 60°C แลว้จึงน ามาเทใสบ่ล็อก

เซ็ตเจล 

 

5. 1X TAE buffer 

50X TAE buffer      20 ml 

น ้ ากลัน่       950 ml 

ผสมสารละลายให้เขา้กนั ปรับปริมาตรเป็น 1,000 ml ใสข่วดฝาเกลียว 1,000 ml 
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6. 6X agarose gel-loading dye 

  Bromophenol blue     0.25% 

  Sucrose       40% 

 ละลาย sucrose ในน ้ ากลัน่ จากนั้นจึงละลาย bromophenol blue ลงไป ผสมให้เขา้กนัแลว้ 

ท าให้ปลอดเชื้อ โดยการกรองผา่นตวักรองขนาด 0.2 μm ใสใ่นขวดท่ีปลอดเชื้อแลว้ในตูป้ลอดเชื้อ 

 

7. 25% SDS (sodium dodecyl sulfate) 

Sodium dodecyl sulfate (SDS)    25 g 

น ้ ากลัน่       80 ml 

อุน่ให้ละลายท่ี 65°C ใน water bath ใชแ้ทง่แกว้คนให้ละลาย ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ใส่

ขวดฝาเกลียวขนาด 250 ml 

 

8. 5 M NaCl 

Sodium chloride (NaCl)     29.2 g  

น ้ ากลัน่       80 ml 

ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ใสข่วดฝาเกลียวขนาด 250 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ยหมอ้

น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

 

 



  90 

9. 50X TAE buffer 

Tris base      48.4 g 

น ้ ากลัน่       100 ml 

0.5M EDTA, pH 8.0     20 ml 

Glacial acetic acid     11.42 ml 

(ท าในตูดู้ดควนั) 

ปรับปริมาตรเป็น 200 ml ใสข่วดแกว้ฝาเกลียวขนาด 250 ml แลว้ท าให้ปราศจากเชื้อดว้ย

หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (Autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที ท่ีความดนั 15 psi 

 

10. Barritt’s VP-Reagent 

 Napthol reagent 

  1-Napthol      5 g 

  Absolute ethanol      100 ml 

 40% Potassium hydroxide 

  Potassium hydroxide     40 g 

  น ้ ากลัน่       100 ml 
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11. Catalase reagent 

  3% Hydrogen peroxide     100 ml 

 

12. Ethidium bromide (10 mg/ml) 

  Ethidium bromide     1 g 

  น ้ ากลัน่       100 ml 

 ผสมโดยการใช ้ magnetic stirrer บน hot plate เป็นเวลาหลายช ัว่โมง เพื่อให้แนใ่จวา่สี

ละลาย หอ่ภาชนะบรรจุดว้ยอะลูมเินียมฟอล์ยหรือชวดสีชา เกบ็ไวท่ี้อุณหภูมหิ้อง  

 ขอ้ควรระวงั Ethidium bromide เป็นสารกอ่มะเร็ง ใสถุ่งมอืเมือ่ท างานกบัสารละลายน้ี 

 

13. Gram crystal violet 

 Solution A 

  Crustal violet (90% dye content)    10 g 

  95% Ethanol      100 ml 

 Solution B 

  Ammonium oxalate     4 g 

  น ้ ากลัน่       400 ml 

 ผสม solution A กบั B เขา้ดว้ยกนั ตั้งท้ิงไว ้24 ช ัว่โมง แลว้กรองกอ่นใชง้าน 
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14. Gram iodine (mordant) 

  Iodine       2 g 

  Potassium iodide (KI)     4 g 

  น ้ ากลัน่       600 ml 

 ละลาย KI ในน ้ ากลัน่ บด iodine แลว้ละลายในสารละลาย KI กวนจนละลายหมดและเกบ็

ในขวดสีชา 

 

15. Gram safranin O (counter stain) 

  Safranin O      0.25 g 

  95% Ethanol      10 ml 

  น ้ ากลัน่       100 ml 

 ละลายสีใน ethanol (กวนดว้ยแทง่แกว้หรือ magnatic bar) แลว้เติมน ้ ากลัน่ กรองแลว้เกบ็

ไวใ้นขวด 

 

16. Kovac indole reagent 

  Pure amyl หรือ isoamyl alcohol    150 ml 

  p-Dimethylaminobenzaldehyde    10 g 

  HCl (conc.)      50 ml 

 ละลาย aldehyde ใน alcohol แลว้คอ่ยๆเติม HCl เกบ็ในขวดสีชา 4-10°C 
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17. Lysozyme solution (50mM glucose, 25mM Tris, 10mM EDTA, lysozyme 2 mg/ml) 

  1M Glucose      500 μl\ 

  1M Tris HCl, pH 8.0     250 μl 

  0.5M EDTA, pH 8.0     200 μl 

  Lysozyme (100 mg/ml)     200 μl 

 ผสมสารให้เป็นเน้ือเดียวกนัในหลอดท่ีปลอดเชื้อ ปรับปริมาตรเป็น 10 ml ดว้ยน ้ ากลัน่

ปลอดเชื้อ 

 

18. Methyl red indicator 

  Methyl red      0.1 g 

  95% Ethanol      200 ml 

 

19. Normal saline (0.85% NaCl) 

  Sodium chloride      0.85 g 

  น ้ ากลัน่       100 ml 
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20. Oxidase reagent (Carpenter,Suhrland and Morrison) 

  p-Aminodimethylaniline oxalate    0.3 g 

  น ้ ากลัน่       30 ml 

 ละลายสารในน ้ ากลัน่ อุน่จนไมม่ตีะกอน เกบ็ไวใ้นขวดสีชา (เกลือ oxalate จะเสถียรกวา่

เกลือ chloride) ควรเตรียมสดใชภ้ายใน 2-3 วนั 

 

21. Phenol 

 หลอม phenol โดยแชข่วดใน water bath ท่ี 60°C รอให้ละลายหมด เติม Tris-base 1 g ตอ่ 

phenol 100 ml เทน ้ ากลัน่ปลอดเชื้อทบัผิวหน้า 

 

22. Phenol : Chloroform (1:1) 

 ผสม phenol และ chloroform ในอตัราสว่น 1:1 โดยปริมาตร (100 ml : 100 ml) เกบ็ในขวด

สีชา 

 

23. Pronase หรือ proteinase (2 mg/ml ใน TEN buffer) 

  Pronase หรือ proteinase     0.02 g 

  TEN buffer      10 ml 

 ผสมสารในหลอดปลอดเชื้อขนาด 15 ml vortex ให้สารละลายหมด แบง่ใสห่ลอด 

eppendorf ละ 1 ml เกบ็ท่ีอุณหภูม ิ -20°C 
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24. Rnase A (100 mg/ml) 

  Rnase A      1 g 

  Rnase buffer      10 ml 

 ผสมสารในหลอดปลอดเชื้อขนาด 15 ml vortex ให้สารละลายหมด แบง่ใส ่eppendorf ละ 

1 ml เกบ็ท่ีอุณหภูม ิ -20°C 

 

25. TE buffer (10mM Tris-HCl, pH 7.6, 1mM EDTA) 

  1M Tris-HCl, pH 7.6     1 ml\ 

  0.5M EDTA, pH 8.0     0.2 ml 

 ผสมสารให้เขา้กนัในขวดแกว้ปลอดเชื้อ ปรับปริมาตรเป็น 100 ml ดว้ยน ้ ากลัน่ปลอดเชื้อ 
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลผลการทดลอง 

ตารางท่ี 12 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
100 10-1 10-2 10-3 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 147 10 0 0 
1.9x103 

2 223 42 0 0 

ดิน 
1 >300 32 7 0 

3.6x103 
2 >300 39 3 2 

2 
น ้ า 

1 >300 64 4 3 
5.3x103 

2 >300 42 8 0 

ดิน 
1 >300 >300 10 1 

9.2x103 
2 >300 84 9 6 

3 

น ้ า 
1 >300 183 6 0 

1.0x104 
2 173 10 3 1 

ดิน 
1 >300 >300 288 45 

2.7x105 2 >300 >300 245 13 
2 121 7 1 0 

4 
น ้ า 

1 56 25 1 0 
5.8x102 

2 60 26 10 0 

ดิน 
1 157 14 1 0 

1.0x103 
2 51 22 1 0 
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ตารางท่ี 13 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร Starch agar+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

3 

น ้ า 
1 139 9 ND ND 

9.4x103 
2 48 2 ND ND 

ดิน 
1 >300 183 ND ND 

1.9x105 2 >300 188 ND ND 
2 125 23 20 3 

4 
น ้ า 

1 32 32 5 0 
3.0x103 

2 28 0 0 0 

ดิน 
1 15 1 0 4 

1.4x103 
2 12 4 0 0 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 14 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมอ์ะไมเลสบนอาหาร Starch 
agar+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

3 

น ้ า 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 2 ND ND ND ND 
2 ND ND ND ND 

4 
น ้ า 

1 2 0 5 0 
2.0x102 

2 0 0 0 0 

ดิน 
1 15 0 0 0 

1.5x103 
2 0 2 0 0 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 15 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร Tween 80 agar+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 70 1 ND ND 
6.7x103 

2 63 7 ND ND 

ดิน 
1 183 3 ND ND 

1.1x104 
2 37 0 ND ND 

3 

น ้ า 
1 65 0 ND ND 

1.1x104 
2 148 1 ND ND 

ดิน 
1 52 1 ND ND 

5.2x103 2 >300 4 ND ND 
2 59 20 2 0 

4 
น ้ า 

1 32 3 0 0 
5.2x103 

2 27 3 0 0 

ดิน 
1 147 0 0 0 

7.9x103 
2 10 2 0 88 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 16 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซมไ์ลเปสบนอาหาร Tween 80 
agar+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 15 0 ND ND 
1.5x103 

2 14 1 ND ND 

ดิน 
1 12 1 ND ND 

9.5x102 
2 7 0 ND ND 

3 

น ้ า 
1 9 0 ND ND 

2.4x103 
2 38 0 ND ND 

ดิน 
1 3 0 ND ND 

3.0x102 2 >300 0 ND ND 
2 0 0 0 0 

4 
น ้ า 

1 5 0 0 0 
7.5x102 

2 10 0 0 0 

ดิน 
1 4 0 0 0 

6.0x102 
2 8 0 0 0 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 17 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA+milk+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 100 5 ND ND 
6.9x103 

2 39 10 ND ND 

ดิน 
1 116 23 ND ND 

1.2x104 
2 >300 0 ND ND 

3 

น ้ า 
1 125 31 ND ND 

8.8x103 
2 50 2 ND ND 

ดิน 
1 >300 116 ND ND 

1.2x105 2 >300 114 ND ND 
2 >300 22 1 1 

4 
น ้ า 

1 24 4 0 54 
2.1x103 

2 18 4 0 2 

ดิน 
1 10 3 0 0 

8.5x102 
2 7 2 5 43 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 18 จ านวนโคโลนีแบคทีเรียท่ีมีการผลิตเอนไซมโ์ปรตีเอสบนอาหาร 
NA+milk+1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 12 0 ND ND 
9.0x102 

2 6 4 ND ND 

ดิน 
1 0 6 ND ND 

6.0x102 
2 ป้ืน 0 ND ND 

3 

น ้ า 
1 28 5 ND ND 

2.4x103 
2 20 1 ND ND 

ดิน 
1 >300 ป้ืน ND ND 

- 2 >300 ป้ืน ND ND 
2 ป้ืน 1 1 1 

4 
น ้ า 

1 23 2 0 40 
1.9x103 

2 15 3 0 2 

ดิน 
1 9 3 0 0 

8.0x102 
2 7 1 5 43 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 19 จ านวนโคโลนีเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร ISP-2 +1% NaCl 

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

3 

น ้ า 
1 65 3 ND ND 

6.5x103 
2 7 1 ND ND 

ดิน 
1 >300 >300 ND ND 

1.5x105 2 >300 154 ND ND 
2 66 29 26 0 

4 
น ้ า 

1 19 1 0 0 
1.7x103 

2 15 0 42 0 

ดิน 
1 12 22 0 0 

1.0x103 
2 8 1 3 1 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 20 จ านวนโคโลนีเชื้อแอคติโนมยัซีทบนอาหาร ISP-2 +1% NaCl  

ต าแหนง่ ตวัอยา่ง ซ ้า 
จ านวนโคโลนี 

ระดบัความเขม้ขน้ (serieal dilution) 
10-1 10-2 10-3 10-4 CFU/ml 

1 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

2 
น ้ า 

1 ND ND ND ND 
- 

2 ND ND ND ND 

ดิน 
1 ND ND ND ND 

- 
2 ND ND ND ND 

3 

น ้ า 
1 0 0 ND ND 

0 
2 0 0 ND ND 

ดิน 
1 1 0 ND ND 

1.0x102 2 0 0 ND ND 
2 0 0 0 0 

4 
น ้ า 

1 0 0 0 0 
0 

2 0 0 0 0 

ดิน 
1 1 0 0 0 

1.0x102 
2 0 0 0 0 

 ND = ไมไ่ดเ้กบ็ตวัอยา่งทดสอบ 
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ตารางท่ี 21 ชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกได้จากตัวอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดิน
ตะกอนบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA+ 1% NaCl ในแตล่ะต าแหนง่ 

ต าแหนง่ กลุม่เชื้อท่ีพบ (จีนัส) 
จ านวนไอโซเลท 

(ร้อยละ) 
จ านวนทั้งหมด 
(ไอโซเลท) 

1 Paenibacillus 13(36) 36 
Lactobacillus 6(17) 

Aliivibrio 4(11) 
Aeromonas 4(11) 

Vibrio 3(8) 
Kluyvera 2(5) 

Shigella 1(3) 
Serratia 1(3) 

Aneurinibacillus 1(3) 

Pasteurella 1(3) 
2 Aneurinibacillus 3(20) 15 

Paenibacillus 2(13) 

Brevibacillus 1(6) 

Viridibacillus 1(6) 

Lysinibacillus 1(6) 

Staphylococcus 1(7) 

Citrobacter 1(7) 

Pantoea 1(7) 

Edwardsiella 1(7) 

Serratia 1(7) 

Pragia 1(7) 

Rahnella 1(7) 
3 Bacillus 11(64) 17 

Paenibacillus 2(12) 
Salinicoccus 1(6) 
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Moraxella 1(6) 
Staphylococcus 1(6) 

Streptococcus 1(6) 
4 Pseudomonas 2(67) 3 

Pasteurella 1(33) 
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ตารางท่ี 22 ชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกได้จากตัวอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดิน
ตะกอนบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA+ 1% NaCl (ภาพรวมทั้งหมด) 

กลุม่เชื้อท่ีพบ (จีนัส) จ านวนไอโซเลท 
(ร้อยละ) 

จ านวนทั้งหมด  
(ไอโซเลท) 

Aeromonas 4(6) 71 
Aliivibrio 4(6) 

Aneurinibacillus 4(6) 
Bacillus 11(15) 

Brevibacillus 1(1) 
Citrobacter 1(1) 

Edwardsiella 1(1) 
Kluyvera 2(3) 

Lactobacillus 6(8) 

Lysinibacillus 1(1) 
Moraxella 1(1) 

Paenibacillus 17(24) 
Pantoea 1(1) 

Pasteurella 2(3) 
Pragia 1(1) 

Pseudomonas 2(3) 
Rahnella 1(1) 

Salinicoccus 1(1) 
Serratia 2(3) 

Shigella 1(1) 
Staphylococcus 2(3) 

Streptococcus 1(1) 
Vibrio 3(4) 

Viridibacillus 1(1) 
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ตารางท่ี 23 ชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซม์ไลเปสท่ีแยกได้จาก
ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบนอาหารเล้ียงเชื้อ Tween 80 agar+1% NaCl (ภาพรวมทั้งหมด) 

กลุม่เชื้อท่ีพบ(จีนัส) จ านวนไอโซเลท
(ร้อยละ) 

จ านวนทั้งหมด  
(ไอโซเลท) 

Aeromonas 1(3) 31 
Bacillus 7(23) 

Lactobacillus 2(7) 
Lysinibacillus 1(3) 

Paenibacillus 2(7) 
Pasteurella 3(10) 

Photorhabdus 1(3) 
Proteus 1(3) 

Pseudomonas 4(13) 

Serratia 5(16) 
Shigella 1(3) 

Streptococcus 1(3) 
Vibrio 2(6) 
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ตารางท่ี 24 ชนิดและปริมาณของเชื้อแบคทีเรียท่ีมกีารผลิตเอนไซม์ไลเปสท่ีแยกได้จาก
ตวัอยา่งน ้ าและตวัอยา่งดินตะกอนบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA+milk agar+1% NaCl (ภาพรวมทั้งหมด) 

กลุม่เชื้อท่ีพบ(จีนัส) จ านวน 
(ไอโซเลท) 

จ านวนทั้งหมด (ไอ
โซเลท) 

Aeromonas 7(13) 52 
Bacillus 12(23) 

Brevibacterium 1(2) 
Citrobacter 3(6) 

Corynebacterium 1(2) 
Gemella 2(4) 

Klebsiella 1(2) 
Lactobacillus 3(6) 
Macrococcus 3(6) 

Neisseria 1(2) 
Paenibacillus 2(4) 

Photobacterium 1(2) 
Pseudomonas 1(2) 

Staphylococcus 2(4) 
Streptococcus 3(6) 

Vibrio 8(15) 
Xenohabdus 1(2) 
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ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ Isolate A  

GCTCAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACG

ATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTTC

ACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATACGACTACCGACCGCATGGTCTGGT

GGTGGAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATGGCC

TACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCG

ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTG

ACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGC

AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAG

CCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGA

ATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCT

GGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT

CCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACG

CATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACAT

ACACCGGAAACGTCTGGAGACAGGCGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCG

TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCA

GCATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGG

GACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAT

GAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGC

AACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTTGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTT

CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCA

ACCCCTTGTGGGAGGGAATCGTCGAAGGTGGGACTGGCGATTGGGACGAAGTCGTAACAAGGTA

GCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTAAGCT  
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ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ Isolate B 

AGCTTAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTCCCAATCG

CCAGCCCCACCTTCGACGGCTCCCTCCACAAGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTGCCGACTTT

CGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCG

ATTACTAGCGACTCCGACTTCACGGGGTCGAGTTGCAGACCCCGATCCGAACTGAGACCGGCTTTT

TGGGATTCGCTCCACCTCACGGTATCGCAGCCCATTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTGAAGCCC

TGGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCAGTCTT

CGATGAGTCCCCGCCATAACGCGCTGGCAACATCGAACGAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA

CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTGACCGCCCCCGAAGGACCT

GCCATCTCTGACAGTTTTGCGGCCATGTCAAACCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA

TCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACT

CCCCAGGCGGGGCGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACAGGGAACCGGAGAGGCCCCCCACACCTAG

CGCCCAACGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCC

TCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGACCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTT

CACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGACTGCAGGCC

CGCAGTTGAGCTGCGGGTTTTCACAGTCGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATA

AATCCGGACAACGCTCGCGCCCTACGTCTTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTGGCCGGCGCTTCT

TCTGCAGGTACCGTCACTTACGCTTCGTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATC

CCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTCCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT

AGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTC

GCCTTGGTAGGCCATCACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGCCCATCCCAAGCCGAAAAAC

TTTCCACCACCAACCATGCGATCGGAGGTCATATTCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGGGTTATCC

CAAAGCCTGGGGCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTCGAGTACCCCGAAGGGCCT

TTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCAAACTCTGA

GCT 
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ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ Isolate C 

AGCTTAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTCCGGTACGGCTACCTTGTTACGACTTCGTCCCAATCG

CCAGTCCCACCTTCGACAGCTCCCTCCCACAAGGGGTTGGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCGACT

TTCGTGACGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTG

CGATTACTAGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCT

TTTTGAGATTCGCTCCACCTTGCGGTATCGCAGCTCATTGTACCGGCCATTGTAGCACGTGTGCAG

CCCAAGACATAAGGGGCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGAGTTGACCCCGGCGGT

CTCCCGTGAGTCCCCAACCTCCGAAGAGTTGCTGGCAACACGGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCG

GGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTACACCGACCAC

AAGGGGGGCACCATCTCTGATGCTTTCCGGTGTATGTCAAGCCTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCG

TCGAATTAAGCCACATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGC

GGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGCGTTAGCTGCGGCACGGACAACGTGGAATGTTGCC

CACACCTAGTGCCCACCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGC

TTTCGCTCCTCAGCGTCAGTATCGGCCCAGAGATCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCT

GCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCGATCTCCCCTACCGAACTCTAGCCTGCCCGTATCGAC

TGCAGACCCGGGGTTAAGCCCCGGGCTTTCACAACCGACGCGACAAGCCGCCTACGAGCTCTTTA

CGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCC

GGCGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTGAAAGAGGTTTACAACCCGAAG

GCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCT

GCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCGCCCTCTCAGGCCGGCTA

CCCGTCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGGGCTCATCCTGCAC

CGCCGGAGCTTTCGACCCGCCAAGATGCCTTGGCAGGTCAGTATCCGGTATTAGACCCCGTTTCCA

GGGCTTGTCCCAGAGTGCAGGGCAGATTGCCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATCCCCAC

CCGAAGGTGGTTCATCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAGG

ATCAAACTCTGAGCT 
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ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสของ Isolate D 

AGCTTAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTCCGATACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCCAATCA

TCTGTCCCACCTTCGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCT

CGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGA

TTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGT

GGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAG

GTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCT

TAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA

ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGT

CCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA

CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTC

CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCA

CTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCA

GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCAC

CGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCG

GTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTC

CGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGT

TAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACG

ATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCC

CTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAG

GTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCA

TCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAGACAACCATCCGGTAT

TAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCC

GCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCA

GCGTTCGTCCTGAGCCAGGATCAAACTC 
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