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 การวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือแยกแบคทีเรียแลคติกจากกระบวนการผลิตเอทานอล 

ท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบ แลว้นาํมาระบุสปีชีส์ดว้ยวธีิวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 

16S rRNA และศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกแบบเช้ือเด่ียว 

บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม ASI 304 และการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือผสมในสภาวะการหมกั

จาํลองท่ีมียาปฏิชีวนะ Monensin X ความเขม้ขน้5 ppm เปรียบเทียบกบัเม่ือไม่เติมยาปฏิชีวนะ 

 พบวา่ตวัอยา่งมีปริมาณแบคทีเรียแลคติก อยูใ่นช่วง 6.91 ถึง 8.24 log CFU ต่อมิลลิลติร 

เม่ือนาํมาคดัแยกพบวา่ในจาํนวน 7 ไอโซเลต ประกอบดว้ยจีนสัเดียว คือ จีนสั Lactobacillus  

โดยสปีชีส์ท่ีพบไดแ้ก่ L. farraginis, L. pantheris, L. farciminis, L. formosensis และ L. plantarum 

group  แบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์แบบเช้ือเด่ียวและพบ 

ไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกผสมร่วมกบัยสีตใ์นสภาวะการหมกัจาํลอง และการเติม Monensin 

X ความเขม้ขน้ 5 ppm ทาํใหป้ริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกผสม มีค่าลดลงเฉล่ีย 81.13% 

เม่ือบ่มนาน 48 ชัว่โมง  แบคทีเรียแลคติกท่ีพบมากในไบโอฟิลม์ของเช้ือผสมมี 2 สปีชีส์ ไดแ้ก่  

L. farraginis และ L. parafarraginis   
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 The purposes of this study were to isolate lactic acid bacteria (LAB) from a commercial 

ethanol plant using molasses as the raw material and to identify LAB by 16S rRNA sequencing 

method and evaluate their abilities to form monoculture biofilm on ASI 304 stainless steel as well 

as formation of mixed LAB-yeast biofilm under simulated ethanol production with 5 ppm 

Monensin X antibiotic and without antibiotic addition. 

 The results showed that all samples were contaminated with LAB, ranging from 6.91  

to 8.24 log CFU/ml. Seven predominant LAB isolates were found to be to solely genus 

Lactobacillus  and were identified as L. farraginis, L. pantheris, L. farciminis, L.formosensis and  

L. plantarum group.  The seven Lactobacilli showed abilities to form monoculture biofilm on 

stainless steel. Moreover, mixed-biofilm of LAB and yeast was also observed under simulated 

ethanol production. The addition of  Monensin X reduced the amount of  biofilm by averaged  

81.13% after 48 incubation.  L. farraginis and L. parafarraginis were the most prevalent species 

in the mixed culture biofilm.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

 นํ้ามนัเช้ือเพลิงจากฟอสซิลถกูนาํมาใชเ้ป็นแหล่งพลงังานหลกัมานานกวา่ 200 ปี  ไม่วา่

จะเป็นทางดา้นอุตสาหกรรม ยานพาหนะส่วนตวัและขนส่งมวลชน  ประกอบกบัสถานการณ์ราคา

นํ้ ามนัดิบท่ีสูงข้ึนและปริมาณสาํรองท่ีลดลง  ปัญหาทางดา้นส่ิงแวดลอ้มจากการสะสมตวัของ

ปริมาณแกส๊คาร์บอนไดออกไซดท่ี์เกิดจากการเผาไหมข้องเช้ือเพลิงฟอสซิลในชั้นบรรยากาศโลกท่ี

เป็นสาเหตุทาํใหเ้กิดภาวะเรือนกระจกและภาวะโลกร้อนท่ีทวคีวามรุนแรงมากข้ึน (สถาบนัวจิยั

วทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2551) จึงมีผูใ้หค้วามสนใจพฒันาพลงังานทางเลือก

ต่างๆ เพ่ือใชเ้ป็นพลงังานทดแทนในอนาคต เช่น พลงังานความร้อนจากแสงอาทิตย ์พลงังานนํ้ า 

และพลงังานชีวมวล  

  เอทานอลจดัเป็นพลงังานชีวมวลชนิดหน่ึงท่ีไดรั้บความสนใจนาํมาใชเ้ป็นพลงังาน

ทดแทน สามารถผลิตไดจ้ากวตัถุดิบทางการเกษตรหลายชนิด ดว้ยกระบวนการหมกัของยสีตเ์พ่ือ

เปล่ียนคาร์โบไฮเดรตจากพืชใหเ้ป็นเอทานอลและกลัน่เป็นเอทานอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 95.5%  

(กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน, 2551) ซ่ึงเอทานอลท่ีไดอ้าจ

เรียกวา่ เอทานอลชีวภาพ (Bioethanol) โดยมีประเทศสหรัฐอเมริกาและบราซิลเป็นผูผ้ลิตและ

ส่งออกเอทานอล อนัดบั 1 และ 2 ของโลก ตามลาํดบั ประชากรประเทศบราซิลไดใ้ชพ้ลงังานจาก 

เอทานอลเป็นเช้ือเพลิงสาํหรับยานพาหนะส่วนตวัมากกวา่ 50% (Basso, Basso, & Rocha, 2011; 

Robert, 2012) สาํหรับประเทศไทย มีการผลิตเอทานอลเป็นอนัดบั 6 ของโลก (ธนาคารแห่ง 

ประเทศไทย สาํนกังานภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ, 2558) และมีการใชพ้ลงังานทดแทนเพ่ิมข้ึน 

อยา่งต่อเน่ือง ซ่ึงมีผลมาจากนโยบายการพฒันาพลงังานทดแทน โดยในปี พ.ศ. 2558  ประเทศไทย 

มีการใชพ้ลงังานทดแทนทั้งหมดถึง 10,956 พนัตนั  โดยมีการใชเ้อทานอลเป็นพลงังานทดแทน 

3.55 ลา้นลิตรต่อวนั (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน, 2558)  

ในประเทศไทยมีวตัถุดิบในการผลิตเอทานอล คือ ออ้ย มนัสาํปะหลงัและกากนํ้ าตาล โดย

กากนํ้ าตาลใชม้ากถึง 75% (อภิชาต จงสกลุ, 2555) ซ่ึงเอทานอลสามารถนาํไปผสมในนํ้ ามนัเบนซิน

ในอตัราส่วนท่ีเหมาะสม จึงเป็นการลดปริมาณและนาํเขา้นํ้ ามนัเช้ือเพลิงได ้รวมถึงช่วยลดปัญหา

มลพิษทางอากาศและช่วยยกระดบัราคาพืชผลทางการเกษตร เพ่ือความเป็นอยูท่ี่ดีข้ึนของเกษตรกร 

(Knittel & Smith,  2012) 
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  ปัญหาท่ีสาํคญัท่ีเกิดข้ึนในกระบวนการผลิตเอทานอลโดยใชย้สีตใ์นการหมกันั้นมีหลาย

ประการท่ีส่งผลต่อการเจริญและการผลิตเอทานอลของยสีต ์เช่น ความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีสูง 

ความเป็นกรดและปัญหาการปนเป้ือนจากจุลินทรียอ่ื์น (Basso et al., 2011) โดยเฉพาะอยา่งยิง่

ปัญหาการปนเป้ือนจากแบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria; LAB)  ซ่ึงถือวา่เป็นปัญหาหลกัท่ีพบ

ไดเ้สมอ เน่ืองจากกระบวนการหมกัเอทานอลดาํเนินการในสภาวะท่ีไม่ปลอดเช้ือ มีรายงานวา่

โรงงานผลิตเอทานอลของประเทศเกาหลีท่ีใชม้นัสาํปะหลงัเป็นวตัถุดิบ มีการปนเป้ือนจาก 

Lactobacillus fermentum, L. salivarius และ L. casei (Chang, Kim, Shin, & Lee, 1995)  โรงงาน 

เอทานอลในประเทศบราซิลพบการปนเป้ือนจาก L. fermentum และ L.vini  (Lucena et al., 2010) 

ในประเทศไทยโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบพบการปนเป้ือนของ  

L. plantarum,  L. brevis, L. rhamnosus, L. buchneri  และ Pediococcus damnosus (ศิริโฉม ทุ่งเกา้

และพิริยา พฒันาเจริญสุข, 2557) ซ่ึงการปนเป้ือนน้ีส่งผลใหป้ริมาณผลผลิตเอทานอลลดลง 

เน่ืองจากทาํใหค้วามสามารถในการหมกัและการเจริญของเซลลย์สีตล์ดลง (Basso et al., 2011) เป็น

ปัญหาเร้ือรังในโรงงานผลิตเอทานอล  ทาํใหต้อ้งมีวธีิการต่าง ๆ ในการควบคุม เช่น การใชย้า

ปฏิชีวนะเติมลงในถงัหมกั เช่น Penicilin, Virginiamycin รวมทั้งยาในกลุ่มโมเนนซิน (Monensin 

antibiotics) อยา่งไรกต็าม เน่ืองจากมีรายงานวา่แบคทีเรียท่ีพบในถงัหมกัเอทานอลสามารถก่อตวั

เป็นไบโอฟิลม์ (Biofilm)ได ้(Skinner-Nemec, Nichols, & Leathers, 2007; Joseph, Timothy, 

Melinda, & Kenneth, 2011; Leathers et al., 2014) ทาํใหส้ารฆ่าเช้ือรวมทั้งยาปฏิชีวนะทาํลาย

แบคทีเรียท่ีอยูภ่ายในโครงสร้างของไบโอฟิลม์ไดน้อ้ยลง จึงกาํจดัไดย้ากข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบั

จุลินทรียท่ี์ไม่ไดอ้ยูใ่นรูปไบโอฟิลม์ (Planktonic cell) (Gilbert & Brown,1995; Desai, Buhler, 

Weller, & Brown, 1998; Ceri et al., 1999; Stewart, Mukherjee, & Ghannoum, 2004) ในการศึกษา

น้ีจึงมีความสนใจศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกในโรงงานผลิต 

เอทานอลของไทย ซ่ึงใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบในการหมกั รวมถึงศึกษาผลของยาปฏิชีวนะในกลุ่ม

โมเนนซิน ซ่ึงมีการใชเ้พ่ือยบัย ั้งแบคทีเรียปนเป้ือนในโรงงานต่อการก่อตวัและการกาํจดัไบโอฟิลม์

บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม (Stainless steel) ซ่ึงเป็นวสัดุท่ีใชท้าํถงัหมกัเพ่ือใชเ้ป็นแนวทางใน 

การควบคุมการปนเป้ือนท่ีเกิดข้ึนและอาจมีส่วนช่วยเพ่ิมปริมาณผลผลิตเอทานอลอีกดว้ย 
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วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 1. เพ่ือแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียแลคติกจากถงัหมกัเอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาล

วตัถุดิบ 

 2. เพ่ือเปรียบเทียบความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกได ้

 3. เพ่ือศึกษาผลของยาปฏิชีวนะในกลุ่มของโมเนนซินต่อการยบัย ั้งการก่อตวัเป็น 

ไบโอฟิลม์บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม ASI 304   

 

สมมตฐิานของการวจิยั 

 1. มีแบคทีเรียแลคติกปนเป้ือนในขั้นตอนการผลิตเอทานอลของโรงงานท่ีนาํมาศึกษา 

 2. แบคทีเรียแลคติกแต่ละสปีชีส์ มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ท่ีแตกต่างกนั 

 3. ยาปฏิชีวนะในกลุ่มของโมเนนซิน ความเขม้ขน้ 5 ppm มีผลลดการก่อตวัของ 

ไบโอฟิลม์ในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลอง  

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิยั 

 1. ทราบความหลากหลายของแบคทีเรียแลคติกท่ีปนเป้ือนในถงัหมกัเอทานอล 

 2. ทราบถึงความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกแต่ละไอโซเลต 

และประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะในกลุ่มของโมเนนซิน ในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ในสภาวะ

การหมกัเอทานอลจาํลอง 

 3. สามารถนาํผลการสร้างไบโอฟิลม์และผลของยาปฏิชีวนะมาประยกุตใ์ชใ้นสภาวะ 

การหมกัจริง   

 

ขอบเขตของการวจิยั 

 คดัแยกแบคทีเรียแลคติกจากขั้นตอนต่างๆ ของกระบวนการผลิตเอทานอลของโรงงาน

แห่งหน่ึงท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบ โดยวธีินบัจาํนวนโคโลนี (Plate count) และระบุชนิดของ

แบคทีเรีย โดยวิธีวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  จากนั้นศึกษาความสามารถ 

ในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกแบบเช้ือเด่ียวและการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือผสม  

ในสภาวะการหมกัจาํลองท่ีมียาปฏิชีวนะในกลุ่มของโมเนนซิน ความเขม้ขน้ 5 ppm บนแผน่

เหลก็กลา้ปลอดสนิม ASI 304 เปรียบเทียบกบัเม่ือไม่เติมยาปฏิชีวนะ โดยหาปริมาณไบโอฟิลม์ดว้ย

วธีินบัจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวิต (Viable cell count) และศึกษาไบโอฟิลม์ดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอ์เิลก็ตรอน 

แบบส่องกราด (SEM)  
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บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

เอกสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการศึกษาจาํแนกไดด้งัน้ี 

 1. เอทานอล (Ethanol)  

 2. การปนเป้ือนของแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเอทานอล 

  3. ไบโอฟิลม์ (Biofilm) 

 4. ยาปฏิชีวนะในกลุ่มโมเนนซิน (Monensin antibiotic) 

 5. รายงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

 

1. เอทานอล (Ethanol)  

 เอทานอล หรือ เอทิลแอลกฮอล ์(Ethyl alcohol) เป็นแอลกฮอลช์นิดหน่ึง มีสูตรโมเลกลุ 

C2H5

การนาํเขา้พลงังานจากต่างประเทศดว้ย ขอ้ดีของการใชชี้วมวลท่ีมีความสาํคญัต่อส่ิงแวดลอ้ม คือ  

OH  มีนํ้ าหนกัโมเลกลุ 46.07 กรัมต่อโมล มีจุดเดือดประมาณ 78 องศาเซลเซียส เป็นของเหลว

ใส ไม่มีสี ติดไฟง่าย ใหเ้ปลวไฟสีนํ้ าเงินและไม่มีควนั สามารถละลายรวมตวักบันํ้ า อีเทอร์ หรือ

คลอโรฟอร์มไดทุ้กส่วน (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2551) ผลิตได้

จาก 2 กระบวนการ คือ กระบวนการสงัเคราะห์ทางเคมี ซ่ึงเป็นการผลิตจากอนุพนัธปิ์โตรเลียม เช่น 

เอทิลีน (Ethhylene) ดว้ยปฏิกิริยาเอทิลีน ไฮเดรชัน่ (Ethylene hydration)โดยอาศยักรดซลัฟิวริก 

(Sulfuric acid) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา และกระบวนการหมกัซ่ึงเป็นการเปล่ียนวสัดุทางการเกษตรท่ีมี

คาร์ไบไฮเดรต ใหเ้ป็นเอทานอล โดยอาศยักิจกรรมของจุลินทรียใ์นกลุ่มยสีต ์ซ่ึงเอทานอลท่ีไดอ้าจ

เรียกวา่ เอทานอลชีวภาพหรือไบโอเอทานอล (Bioethanol) เอทานอลถกูนาํมาใชอ้ยา่งกวา้งขวางทั้ง

ในรูปเคร่ืองด่ืมแอลกฮอล ์ ใชใ้นอุตสาหกรรมยา ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการสงัเคราะห์สารเคมีและสาร

ชีวเคมี รวมทั้งใชเ้ป็นเช้ือเพลิงและสารเพ่ิมค่าออกเทนในเช้ือเพลิง เป็นตน้ (นคร ทิพยาวงศ,์ 2553)    

 เช้ือเพลิงท่ีไดจ้ากเอทานอลชีวภาพจดัวา่เป็นพลงังานชีวมวล (Biomass energy) ชนิดหน่ึง

ท่ีสามารถใชท้ดแทนแหล่งพลงังานจากฟอสซิล  โดยพลงังานชีวมวลเป็นแหล่งพลงังานท่ีกกัเกบ็มา

จากแสงอาทิตยแ์ละเกิดข้ึนหมุนเวยีนซํ้าแลว้ซํ้าอีกตามธรรมชาติ สามารถนาํมาผลิตพลงังานเพ่ือใช้

ทดแทนพลงังานจากฟอสซิลซ่ึงมีอยูจ่าํกดัและใกลจ้ะหมดลงได ้ ชีวมวลท่ีนาํมาเป็นวตัถุดิบเพ่ือผลิต

เอทานอลชีวภาพ  เป็นผลผลิตทางการเกษตร การนาํมาผลิตเป็นเอทานอลจึงเป็นการสร้างรายได้

ใหแ้ก่เกษตรกรใหอี้กทางหน่ึง นอกจากนั้นการใชเ้อทานอลเพ่ือเป็นพลงังานทดแทนยงัช่วยลด 
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ไม่เพ่ิมปริมาณกา๊ซคาร์บอนไดออกไซดใ์นชั้นบรรยากาศโลก เน่ืองจากเม่ือมีการเพาะปลกูพืชหรือ

ชีวมวลทดแทนในอตัราท่ีเท่ากนั พืชเหล่านั้นกจ็ะดดูซบักา๊ซคาร์บอนไดออกไซดจ์ากบรรยากาศเพ่ือ

การเจริญเติบโตของตนเอง ผา่นทางกระบวนการสงัเคราะห์แสง ดงันั้น การใชเ้ช้ือเพลิงชีวมวลถือวา่

เป็นการใชพ้ลงังานท่ีไม่ทาํใหก้ารปล่อยกา๊ซคาร์บอนไดออกไซดอ์อกไซดข์องโลกเพิ่มข้ึน อีกทั้งยงั

มีปริมาณกาํมะถนัตํ่ากวา่เช้ือเพลิงฟอสซิลมาก (นคร ทิพยาวงศ,์ 2553) 

 ปัจจุบนัประเทศบราซิล ซ่ึงเป็นผูผ้ลิตเอทานอลชีวภาพรายใหญ่ของโลก อนัดบัสอง 

รองจากประเทศสหรัฐอเมริกา ไดมี้การใชเ้อทานอลเพ่ือทดแทนปริมาณนํ้ ามนัจากปิโตรเลียม  

(สุจิตรา วงศเ์กษมจิตต ์และเดโช ขุนนคร, ม.ป.ป.) โดยการผลิตเอทานอลของโลก มีปริมาณ  

97,800 ลา้นลิตร เพ่ิมข้ึนจากปี 2557  คิดเป็น 4.8%  (ธนาคารแห่งประเทศไทย สาํนกังานภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ, 2558) ในขณะท่ีบางประเทศรวมถึงประเทศไทย นาํเอทานอลผสมกบันํ้ ามนั

เบนซินเพ่ือใชเ้ป็นเช้ือเพลิง เรียกวา่ แก๊สโซฮอล ์(Gasohol) ซ่ึงการใชเ้อทานอลเป็นเช้ือเพลิง ช่วยลด

มลพิษจากยานพาหนะ เช่น ไฮโดรคาร์บอน คาร์บอนมอนนอกไซด ์คาร์บอนไดออกไซด ์ 

ไนตริกออกไซตแ์ละไนโตรเจนออกไซด ์ เน่ืองจากเกิดการเผาไหมอ้ยา่งสมบูรณ์  โดยเอทานอล 

มีส่วนประกอบของออกซิเจนถึง 35% ลดการปลดปล่อยสารท่ีเป็นอนัตรายต่อสุขภาพของมนุษย์

จากท่อไอเสียยานพาหนะ (Khan & Dwivedi, 2012) ในดา้นเคร่ืองยนต ์จะไม่มผีลกระทบต่อ

สมรรถนะเคร่ืองยนตแ์ละอตัราการเร่ง ไม่แตกต่างจากนํ้ ามนัเบนซินและไม่ตอ้งเสียค่าใชจ่้ายใน 

การดาํเนินการปรับแต่งเคร่ืองยนต ์(สุวฒัน์ หนูคีรี, ม.ป.ป.) 

 

 1.1 กระบวนการผลติเอทานอลชีวภาพ 

  กระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพ เร่ิมจากการเตรียมวตัถุดิบ  เพ่ือนาํมาใชเ้ล้ียงเช้ือ

ยสีต ์ การหมกัและการกลัน่แยกเอทานอลออกจากนํ้ าหมกั โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 

 

  1.1.1 วตัถุดิบ 

    วตัถุดิบท่ีใชผ้ลิตเอทานอลชีวภาพ สามารถแบ่งออกเป็น 3 ประเภทใหญ่ ๆ คือ 

วตัถุดิบท่ีมีนํ้ าตาล  วตัถุดิบท่ีมีแป้ง และวตัถุดิบท่ีมีเซลลโูลส โดยแป้งและเซลลโูลสตอ้งนาํไปผา่น

กระบวนการเปล่ียนใหเ้ป็นนํ้ าตาลก่อนท่ีจะนาํไปหมกัเป็นเอทานอล  

 

   1.1.1.1 วตัถุดิบประเภทนํา้ตาล  

     วสัดุทางการเกษตรและผลพลอยไดท่ี้มีนํ้ าตาลท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิต 

เอทานอลชีวภาพไดแ้ก่ ออ้ย กากนํ้ าตาล (Molasses) บีทรูทหรือหวัผกักาดหวาน ขา้วฟ่างหวาน  
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เป็นตน้ โดยประเทศบราซิลใชอ้อ้ยเป็นวตัถุดิบหลกั  ส่วนประเทศไทยใชอ้อ้ยและกากนํ้ าตาล เป็น

วตัถุดิบหลกัในการผลิตเอทานอล (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2551)  

เม่ือใชอ้อ้ยปริมาณ 12.7 – 14.3 กิโลกรัม  จะไดเ้อทานอล 1 ลิตร ส่วนกากนํ้ าตาลปริมาณ 4-6 

กิโลกรัม จะไดเ้อทานอล 1 ลิตร (ตารางท่ี 2-1) (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนุรักษพ์ลงังาน 

กระทรวงพลงังาน, ม.ป.ป.) ซ่ึงกากนํ้ าตาลจากออ้ย เป็นวตัถุดิบท่ีนิยมใชใ้นประเทศท่ีปลกูออ้ย เพ่ือ

ใชผ้ลิตเป็นนํ้ าตาลทราย  

 กากนํ้ าตาลหรือโมลาส เป็นของเหลวสีดาํท่ีเหนียวขน้ เป็นของท่ีเหลือจากการตกผลึก

นํ้ าตาลในการผลิตนํ้ าตาลทราย  ส่วนประกอบของกากนํ้ าตาลแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัพนัธุอ์อ้ย และ

กรรมวธีิการผลิต แต่ส่วนมากพบวา่ส่วนประกอบส่วนใหญ่ คือ นํ้ าตาลซูโครส กลโูคส ฟรุกโตส 

ประมาณ 50-55% และนํ้ า (นคร ทิพยวงศ,์ 2553; ปฎิพล ชยัเทพ, ไพรัช สาใจ และรัชฎาภรณ์  

ปวงก๋องตัน๋, 2555)   

    

    1.1.1.2 วตัถุดบิประเภทแป้ง    

     วตัถุดิบท่ีมีแป้งท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอลชีวภาพส่วนใหญ่ไดจ้ากผลผลิตทาง

การเกษตร จาํพวกธญัพืช เช่น ขา้วเจา้ ขา้วสาลี ขา้วโพด ขา้วบาร์เลย ์ขา้วฟ่าง และพวกพืชหวั เช่น 

มนัสาํปะหลงั มนัฝร่ัง มนัเทศ เป็นตน้ ประเทศสหรัฐอเมริกาใชข้า้วโพดเป็นวตัถุดิบหลกั ส่วน

ประเทศไทยใชส้าํปะหลงัเป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิตเอทานอล (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2551) โดยเอทานอล 1 ลิตร มาจากมนัสาํปะหลงั 5.45-6.50 กิโลกรัม 

(ตารางท่ี 2-1) 

   

   1.1.1.3 วตัถุดิบประเภทเซลลูโลส 

     วตัถุดิบประเภทน้ีส่วนใหญ่เป็นผลพลอยไดจ้ากวสัดุการเกษตร เช่น ฟางขา้ว  

ชานออ้ย ซงัขา้วโพด  เศษไม ้ เศษกระดาษ  ข้ีเล่ือย และวชัพืช (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2551) โดยวตัถุดิบประเภทน้ียงัไม่ม ีการนาํมาใชผ้ลิตเอทานอลในเชิง

การคา้ เน่ืองจากตน้ทุนการผลิตยงัค่อนขา้งสูงเม่ือเทียบกบัเอทานอลท่ีผลิตจากวตัถุดิบประเภท

นํ้ าตาลและแป้ง (ธนาคารเพ่ือการส่งออกและนาํเขา้แห่งประเทศไทย, 2550) 
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 ตารางท่ี 2-1  เปรียบเทียบชนิดและปริมาณของวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอล 1 ลิตร 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

   

 

 

 

 

  * ข้ึนอยูก่บัปริมาณของแป้งหรือนํ้ าตาลท่ีมีในวตัถุดิบ (กรมพฒันาพลงังานทดแทน    

  และอนุรักษพ์ลงังาน กระทรวงพลงังาน, ม.ป.ป.) 

 

 1.2 จุลนิทรีย์ที่ใช้ในการผลติเอทานอล 

  ในกระบวนการหมกัเอทานอลชีวภาพ จะอาศยักิจกรรมของจุลินทรียใ์นกลุ่มยสีต ์

เน่ืองจากยสีตส์ามารถเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถเปล่ียนกลูโคสไปเป็นเอทานอล ผา่นวถีิ 

ไกลโคไลซิส (Glycolysis) หรือ Embden – Meyerhof – Parnas  โดยยสีตท่ี์นิยมใชผ้ลิตเอทานอล

ไดแ้ก่ Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces uvaum (carlsbergensis), Shizosaccharomyces 

pombe และ Kluyveromyces sp. (เดือนรุ่ง เบญจมาศ, ถาวร ฉิมเล้ียง, นิพนธ ์วฒิุชยั และจิรพร 

สวสัดิการ, 2549) ในประเทศบราซิลใชย้สีต ์S. cerevisiae สายพนัธุต่์าง ๆ เช่น  S. cerevisiae PE-2 

และ S.cerevisiae CAT-1 ในการผลิตเอทานอลจากออ้ย (Stambuk, 2013; Romani, Pereirab, 

Johanssonb, & Dominguesa, 2015)  มีรายงานวา่ยสีตส่์วนมากท่ีพบในโรงงานผลิตเอทานอลของ

ประเทศบราซิล คือ S. cerevisiae และมีเพียงเลก็นอ้ยเท่านั้นท่ีใช ้S. pombe, Dekkera bruxellensis 

ชนิดของวตัถุดิบ  

 

ปริมาณวตัถุดิบ 

 (ก.ก./เอทานอล 1 ลติร)* 

ออ้ย 

กากนํ้ าตาล 

ขา้วฟ่างหวาน 

หวับีท 

มนัสาํปะหลงั 

มนัฝร่ัง  

12.7-14.3 

4-6 

14 

10.3 

5.45-6.50 

8.5 

ขา้วโพดโดยกระบวนการโม่เปียก (Wet milling) 3.68 

ขา้วโพดโดยกระบวนการโม่แหง้ (Dry milling) 2.58 

ขา้วสาลี  2.6 

ขา้วฟ่าง  2.3 

ขา้วเปลือก 2.25 

ไม ้ 3.85 
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และ Candida krusei  ซ่ึงมีนอ้ยกว่า 5% จากสายพนัธุย์สีตท่ี์พบทั้งหมด (Basso, Amorim, Oliveira, 

& Lopes, 2008) 

 

 1.3 อุตสาหกรรมเอทานอลในประเทศไทย  

  ในประเทศไทยอุตสาหกรรมเอทานอล  มีการใชว้ตัถุดิบในการผลิตเอทานอล 3 ชนิด 

คือ กากนํ้ าตาล 3.2 ลา้นตนั นํ้ าออ้ย 0.9 ลา้นตนั และมนัสาํปะหลงั 2.2 ลา้นตนั โดยกากนํ้ าตาลเป็น

วตัถุดิบท่ีใชม้ากท่ีสุด เน่ืองจากมีราคาถกู ในปัจจุบนัมีโรงงานเอทานอลชีวภาพท่ีเปิดดาํเนินการแลว้ 

21 แห่ง และมีโรงงานท่ีอยูร่ะหวา่งก่อสร้างเพ่ือเตรียมเปิดดาํเนินการ อีก 2 แห่ง มีกาํลงัการผลิตรวม 

4.4 ลา้นลิตรต่อวนั ซ่ึงคิดเป็นกาํลงัการผลิตท่ีผลิตจากกากนํ้ าตาล 63.7%  (2.8 ลา้นลิตรต่อวนั)  จาก

นํ้ าออ้ย 4.5%  (0.2 ลา้นลิตรต่อวนั) และจากมนัสาํปะหลงั 31.8% (1.4 ลา้นลิตรต่อวนั) ของกาํลงั 

การผลิตรวม สาํหรับปริมาณการผลิตเอทานอลของประเทศไทยปี 2558 มีปริมาณ 1,173.8 ลา้นลิตร 

หรือ 3.2 ลา้นลิตรต่อวนั คิดเป็นร้อยละ 72.7 ของกาํลงัการผลิตรวม  เพ่ิมข้ึนจากปี 2557 คิดเป็น 

10.9 % โดยเป็นเอทานอลท่ีผลิตจากกากนํ้ าตาล 759.2  ลา้นลิตร จากนํ้ าออ้ย 68.6 ลา้นลิตร และจาก

หวัมนัสาํปะหลงั 346.0 ลา้นลิตร คิดเป็นสดัส่วน 64.7: 5.8 : 29.5  ของผลผลิตรวม ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 2-2  (ธนาคารแห่งประเทศไทย สาํนกังานภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ, 2558)  

 

        ตารางท่ี 2-2  ปริมาณการผลิตเอทานอลจาํแนกตามวตัถุดิบ (ลา้นลิตร) 
 

ปี กากนํา้ตาล นํา้อ้อย มนัสําปะหลงั รวม 

2554 381.4 36.5 102.6 520.5 

2555 531.8 49.0 74.7 655.5 

2556 627.0 56.9 265.2 949.1 

2557 694.2 66.2 297.9 1,058.3 

2558 759.2 68.6 346.0 1,173.8 

        (ธนาคารแห่งประเทศไทย สาํนกังานภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ, 2558) 
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 1.4 กระบวนการผลติเอทานอลจากกากนํา้ตาล 

  ตวัอยา่งกระบวนการผลิตเอทานอลจากกากนํ้ าตาลในประเทศไทยท่ีใชก้ระบวน  

การแบบก่ึงต่อเน่ือง (Semi-continuous process) ซ่ึงประกอบดว้ยถงัหมกั 6 ถงั มีขั้นตอน 4 ส่วนหลกั 

ดงัน้ี 

 

  1.4.1 การเตรียมวตัถุดิบ 

   กากนํ้ าตาลท่ีเป็นวตัถุดิบในโรงงานผลิตเอทานอลจะมี ความเขม้ขน้ประมาณ 80 

องศาบริกซ ์นาํมาเจือจางดว้ยนํ้ าใหมี้ความเขม้ขน้ 12 – 16  องศาบริกซ ์สาํหรับใชเ้ล้ียงเช้ือยสีตเ์พ่ือ

เตรียมกลา้เช้ือ (ถงั Pre-fermenter) และใหมี้ความเขม้ขน้ 35 องศาบริกซ ์เพ่ือใชเ้ล้ียงเช้ือยสีต ์

สาํหรับผลิตเอทานอล โดยปรับค่าพีเอช ใหเ้ป็น 4.5 -5  ซ่ึงมีความเหมาะสมต่อการทาํงานของยสีต ์

นอกจากนั้นจะมีการเติมไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Diammonium hydrogen phosphate) 

และไดแอมโมเนียม ซลัเฟต (Diammonium sulfate) เพ่ือเป็นแหล่งไนโตรเจนเพิ่มเติม โดยเติมใหมี้

ความเขม้ขน้ 0.1%   

   

  1.4.2 การเตรียมหัวเชื้อ 

   ยสีตท่ี์ใชใ้นการผลิตเอทานอลจะใชย้สีตแ์หง้ (Dry yeast) โดยเล้ียงในถงั 

Pre-fermenter บ่มเป็นเวลาประมาณ 10-12 ชัว่โมง จนไดค้วามเขม้ขน้เซลลป์ระมาณ 108

   

  เซลลต่์อ

มิลลิลิตร โดยควบคุมอุณหภูมิไม่เกิน 35 องศาเซลเซียส และมีการใหอ้ากาศเพ่ือเพ่ิมออกซิเจนแก่

ยสีต ์ในขั้นตอนน้ีอาจมีการเติมยาปฏิชีวนะเพ่ือยบัย ั้งการปนเป้ือนแบคทีเรียดว้ย 

  1.4.3 การหมกั 

   ในขั้นตอนน้ีหวัเช้ือยสีตจ์ะถกูถ่ายเขา้สู่ถงัหมกัถงัแรกท่ีมีกากนํ้ าตาลเขม้ขน้

ประมาณ 35 องศาบริกซ ์ บ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายนํ้ าหมกัจากถงัท่ี 1 สู่ถงัหมกัท่ี 2 บ่ม 

เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ทาํการถ่ายนํ้ าหมกัต่อไปเป็นลาํดบัจนถึงถงัหมกัท่ี 6 รวมระยะเวลาการหมกั

ประมาณ 36 ชัว่โมง ซ่ึงถงัหมกัมีการกวนแต่ไม่มีการใหอ้ากาศ ในขั้นตอนน้ียสีตจ์ะเปล่ียนนํ้ าตาล

ใหเ้ป็นเอทานอล จนไดค้วามเขม้ขน้ประมาณ 8-12% 

   

  1.4.4 การแยกเอทานอลและทําให้บริสุทธิ ์

   เม่ือหมกัครบ 36 ชัว่โมง จะนาํนํ้ าหมกัจากถงัหมกันาํมาแยกยสีต ์เพ่ือนาํกลบัไปใช้

ใหม่ ส่วนนํ้ าหมกัถ่ายเก็บรวมในถงัเพ่ือรอกลัน่ โดยใชก้ระบวนการกลัน่ลาํดบัส่วนซ่ึงสามารถแยก
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เอทานอลใหไ้ดค้วามบริสุทธ์ิประมาณ 95% จากนั้นจึงเขา้สู่กระบวนการดึงนํ้ าออก ทาํใหไ้ด ้

เอทานอลท่ีมีความบริสุทธ์ิ 99.5% แผนผงัสรุปขั้นตอนการผลิตเอทานอลจากกากนํ้ าตาลแสดงใน

ภาพท่ี 2-1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-1  แผนผงัแสดงรายละเอียดกระบวนการผลิตเอทานอลจากกากนํ้ าตาล 

  

 1.5 การประเมนิวฏัจกัรและต้นทุนวฐัจกัรชีวติของการผลติเอทานอลบริสุทธิ ์99.5% 

  การประเมินผลกระทบทางส่ิงแวดลอ้มตลอดช่วงชีวติของการผลิตเอทานอลบริสุทธ์ิ 

99.5% โดยใชเ้ทคนิค Life Cycle Assessment (LCA) และอีกส่วนหน่ึงคือการประเมินตน้ทุน

ตลอดวฏัจกัรชีวติของการผลิตเอทานอล โดยแบ่งวฏัจกัรชีวติของเอทานอลท่ีทาํการศึกษาออกเป็น

สามช่วง คือ (1)  ขั้นตอนการทางการเกษตรซ่ึงไดแ้ก่ การเพาะปลกูออ้ย (2) ขั้นตอนการผลิต 

เอทานอล และ (3) ขั้นตอนการขนส่งในระหวา่งกระบวนการเพาะปลกูไปยงัโรงงานผลิตเอทานอล 

และในส่วนของการประเมินตน้ทุนตลอดวฏัจกัรชีวิตของการผลิตเอทานอลนั้นจะยดึตามวิธีการ

กาํหนด องคป์ระกอบตน้ทุน โดยนาํขอ้มลูทางดา้นกายภาพ การใชพ้ลงังาน และผลกระทบทางดา้น

ส่ิงแวดลอ้มท่ีเกิดข้ึนตลอดวฏัจกัรชีวติของระบบการผลิตเอทานอล  ซ่ึงประกอบไปดว้ยขอ้มลูดา้น

พลงังาน วตัถุดิบ ราคาในขั้นตอนต่าง  ๆวตัถุดิบผลกระทบทางส่ิงแวดลอ้ม และของเสีย (Waste 

processing) (นุชนาถ ลอยจ๋ิว, 2551) 

Molasses 

80 °Bx 

pH 5 – 5.5 Pre-fermenter  

12 – 16 °Bx 

เจือจาง 

ดว้ยนํ้า 

F1 

 

F2 

 

F3 

 

F4 

 

F5 

 

F6 

 

ถงัรอ

กลัน่ 

 

กลัน่ ดึงนํ้าออก 

Fermenter 

Molasses 30-35 °Bx, pH 4.5 -5  

Ethanol 95% 

เติมยาปฏิชีวนะ 

เติมยาปฏิชีวนะ 

ถ่ายนํ้าหมกัแต่ละถงั ทุกๆ 6 ชัว่โมง 

Ethanol  

99.5% 
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 โดยเร่ิมจากขั้นตอนการเพาะปลกูออ้ย ตั้งแต่การเตรียมดิน การปลกู การดแูลรักษา  

การเก็บเก่ียว เพ่ือใหไ้ดอ้อ้ยท่ีจะขนส่งไปยงัขั้นตอนการผลิตนํ้ าตาล ซ่ึงก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อ

ส่ิงแวดลอ้มจากการใชปุ๋้ยเคมี สารกาํจดัวชัพืช สูญเสียพลงังานไฟฟ้าและพลงังานนํ้ ามนั ดงัภาพท่ี  

2-2 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-2 การประเมินวฏัจกัรชีวิตผลิตภณัฑใ์นกระบวนการเพาะปลกูออ้ย (นุชนาถ ลอยจ๋ิว, 2551) 

 

 ขั้นตอนท่ีสอง เป็นขั้นตอนการขนส่งออ้ยจากไร่ของเกษตรกรไป ยงัโรงงานผลิตนํ้ าตาล 

ซ่ึงการขนส่งจะก่อใหเ้กิดมลพิษจากการเผาไหมเ้ช้ือเพลิงต่อส่ิงแวดลอ้ม ดงัภาพท่ี 2-3 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-3 การประเมินวฏัจกัรชีวิตผลิตภณัฑใ์นขั้นตอนการขนส่ง (นุชนาถ ลอยจ๋ิว, 2551) 

 

การเตรียมดิน 

การปลกู 

การดูแลรักษาและเก็บเก่ียว 

ออ้ย 

-วตัถุดิบ 

- พลงังาน 

- ออ้ย 

- ผลกระทบดา้น

ส่ิงแวดลอ้ม 

-ออ้ย 

- นํ้ามนัดีเซล การขนส่ง 

-ออ้ย 

- ผลกระทบต่อ

ส่ิงแวดลอ้มจากการเผา

ไหมข้องเสีย 

พนัธุอ์อ้ย 

ตน้ออ้ย 

ตน้ออ้ย 
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 ขั้นตอนท่ีสามคือ ขั้นตอนการผลิตนํ้ าตาลทราย เพ่ือใหไ้ดก้ากนํ้ าตาลมาใชเ้ป็นวตัถุดิบ 

ในการผลิตเอทานอล ซ่ึงประกอบดว้ยการสกดัหีบออ้ยเพ่ือเอานํ้ าออ้ย  จากนั้นเขา้สู่กระบวนการทาํ

นํ้ าออ้ยใหใ้สและเค่ียวใหไ้ดน้ํ้ าออ้ยใสเขม้ขน้ จนตกผลึกเป็นนํ้ าตาล และนาํไปป่ันเพ่ือใหไ้ดน้ํ้ าตาล

ทรายบริสุทธ์ิ โดยในขั้นตอนน้ีจะไดก้ากนํ้ าตาลเป็นผลพลอยได ้ซ่ึงกระบวนการผลิตนํ้ าตาลส่ง

ผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มทางดา้นการใชพ้ลงังานไฟฟ้า ดงัภาพท่ี 2-4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2-4  การประเมินวฏัจกัรชีวิตผลิตภณัฑใ์นกระบวนการผลิตนํ้ าตาล (นุชนาถ ลอยจ๋ิว, 2551) 

  

 ในขั้นตอนท่ีส่ี คือ ขั้นตอนการผลิตเอทานอลจากกากนํ้ าตาลท่ีเป็นผลพลอยไดจ้ากการ

ผลิตนํ้ าตาล ซ่ึงกระบวนการผลิตหลกัประกอบดว้ยการหมกัและการกลัน่เพ่ือเพ่ิมความเขม้ขน้ และ

การกาํจดันํ้ าออกจากเอทานอล ทาํใหไ้ดเ้อทานอลบริสุทธ์ิ 99.5%  โดยในขั้นตอนน้ีตอ้งใชพ้ลงังาน

ไฟฟ้า การเติมแหล่งไนโตรเจน และกรดซลัฟริูก ดงัภาพท่ี 2-5 

 

 

 

 

 

-วตัถุดิบ 

- พลงังาน 

การสกดัหีบออ้ย 

การทาํนํ้ าออ้ยใหใ้ส 

การเค่ียวตกผลึกนํ้ าตาล 

ถงัเกบ็นํ้ าตาลทราย 

- นํ้าตาลทราย 

- กากนํ้ าตาล 

- ผลกระทบดา้น

ส่ิงแวดลอ้ม 

นํ้าออ้ย 

นํ้าออ้ยใสเขม้ขน้ 

นํ้าตาลทราย 
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ภาพท่ี 2-5 การประเมินวฏัจกัรชีวิตผลิตภณัฑใ์นขั้นตอนการผลิตเอทานอลบริสุทธ์ิ 99.5% 

                 (นุชนาถ ลอยจ๋ิว, 2551) 

 

 จากการประเมินประเมินวฏัจกัรและตน้ทุนวฐัจกัรชีวติของการผลิตเอทานอลบริสุทธ์ิ 

99.5%  ไดแ้บ่งเป็น 4 ขั้นตอนหลกั คือ ขั้นตอนการเกษตร ขั้นตอนการขนส่ง ขั้นตอนการผลิต

นํ้ าตาลและขั้นตอนการทาํบริสุทธ์ิเอทานอล 99.5% ซ่ึงพบว่าในแต่ละขั้นตอนมีผลกระทบ

ส่ิงแวดลอ้มท่ีแตกต่างกนั เช่น ในขั้นตอนการเพาะปลกูออ้ย จะมีการใชปุ๋้ยเคมี สารกาํจดัวชัพืช นํ้ า 

และพลงังานไฟฟ้า ส่วนในขั้นตอนการผลิตเอทานอลและทาํเอทานอลใหบ้ริสุทธ์ิ มีทั้งผลกระทบ

จากการใชพ้ลงังานไฟฟ้า  การใชก้ากนํ้ าตาล นํ้ า ยสีต ์สารเคมีต่าง ๆ เช่น ยเูรีย กรดซลัฟิวริก เป็นตน้ 

  นุชนาถ ลอยจ๋ิว (2551) ไดท้าํการศึกษาพบวา่ การผลิตเอทานอลบริสุทธ์ิ 99.5%  ใน

ปริมาณ 1 ลิตร จะใชพ้ลงังานใน 3 ขั้นตอน คือ 1.1, 1.75 และ 8.67 เมกะจูล  และเม่ือทาํการประเมิน 

LCA ดว้ยวิธี Environmental design of industrial product  (EDIP) พบวา่ ในขั้นตอนการทาํบริสุทธ์ิ

เอทานอล 99.5% ก่อใหเ้กิดผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มมากท่ีสุด รองลงมาคือ กระบวนการทางเกษตร 

และลาํดบัสุดทา้ย คือ ขั้นตอนการขนส่ง โดยประเภทของค่าผลกระทบท่ีเกิดตลอดวฐัจกัรการผลิต

เอทานอล พบวา่เกิดมลพิษท่ีสะสมในดินท่ีส่งผลต่อมนุษย ์32%  เกิดมลพิษสะสมในนํ้ าท่ีส่งผลต่อ

มนุษย ์17% และเกิดการสะสมสารพิษต่อระบบนิเวศนใ์นนํ้ า 15%  

-วตัถุดิบ 

- พลงังาน 

กระบวนการหมกั 

การกลัน่เอทานอล 

กระบวนการกาํจดันํ้ า 

เกบ็เอทานอล 99.5% 

- เอทานอล 

- ผลกระทบดา้น

ส่ิงแวดลอ้ม 

กากนํ้ าตาล 

นํ้าหมกั 

เอทานอล 95% 

เอทานอล 99.5% 
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2. การปนเป้ือนของแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเอทานอล 

 2.1 แบคทีเรียปนเป้ือนและผลกระทบ 

  การปนเป้ือนแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเอทานอลเป็นปัญหาสาํคญัในกระบวน 

การผลิต ซ่ึงแบคทีเรียจาํนวนมากเหล่าน้ีเขา้สู่ระบบจากวตัถุดิบท่ีใชใ้นการผลิต (Paul, 2010)  

การปนเป้ือนส่งผลต่อประสิทธิภาพของการหมกั โดยอาจร้ายแรงจนตอ้งปิดระบบการหมกัและ 

ทาํความสะอาดอุปกรณ์ แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนน้ีส่วนใหญ่เป็นกลุ่มแบคทีเรียแลคติก (Skinner-Nemec 

et al., 2007)  โดยพบวา่ จีนสั Lactobacillus  เป็นจีนสัท่ีพบไดม้าก เน่ืองจากสามารถปรับตวัใน

สภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของเอทานอลท่ีสูง ค่าพีเอชตํ่า อุณหภมิูสูง และสภาวะออกซิเจนท่ีตํ่าใน

ระหวา่งการหมกัได ้(Narendranath, Hynes, Thomas, & Ingledew, 1997; Beckner, Lvey, & Phister, 

2011)  มีรายงานวา่โรงงานผลิตเอทานอลของประเทศเกาหลีท่ีใชม้นัสาํปะหลงัและขา้วบาร์เลยเ์ป็น

วตัถุดิบ มีการปนเป้ือนจาก Lactobacillus fermentum, L. salivarius และ L. casei (Skinner & 

Leather, 2004)  ในขณะท่ีโรงงานผลิตเอทานอลของประเทศบราซิลท่ีใชอ้อ้ยเป็นวตัถุดิบพบ 

การปนเป้ือนจาก L. fermentum และ L.vini  (Lucena et al., 2010) สาํหรับโรงงานในประเทศไทย 

ในโรงงานท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบพบการปนเป้ือนของ L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus,  

L. buchneri  รวมทั้ง Pediococcus damnosus (ศิริโฉม ทุ่งเกา้ และพิริยา พฒันาเจริญสุข, 2557) 

  แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนตอ้งการสารอาหารเพ่ือนาํมาใชใ้นการเจริญ เช่นเดียวกบัยสีตท่ี์ใช้

ในการผลิตเอทานอล ทาํใหเ้กิดการแข่งขนักบัยสีตใ์นการใชส้ารอาหาร ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพใน

การผลิตเอทานอลลดลง รวมถึงแบคทีเรียแลคติกจะผลิตกรดแลคติกและกรดอะซิติกเป็นผลิตภณัฑ์

สุดทา้ย ซ่ึงกรดเหล่าน้ีเป็นกรดอ่อน โดยกรดท่ีอยูใ่นรูปท่ีไม่แตกตวั สามารถแพร่ผา่นเยือ่หุม้เซลล์

ยสีตเ์ม่ือเขา้สู่ภายในเซลลแ์ลว้จะแตกตวัและปลดปล่อยไฮโดรเจนไออน (H+

L. coolinoide  และ L. coryniformis  มีผลต่อโปรตีนของเซลลย์สีต์ ทาํใหศ้กัยภาพการทาํงานของ

เซลลย์สีตแ์ละผลผลิตเอทานอลลดลง (Paul, 2010; Beckner et al., 2011)  มีรายงานวา่ การมี

แบคทีเรียแลคติกประมาณ 4.5 x 10

) ส่งผลทาํให้ 

ไซโตพลาซึมของเซลลย์สีตมี์ภาวะความเป็นกรด นอกจากนั้นยงัมีรายงานวา่สารประกอบอ่ืน ๆ  

ท่ีแบคทีเรียแลคติกสร้างข้ึน เช่น  Diacetyl (2,3-butandione), กรดไขมนั เช่น  Hydroxylated fatty 

acids ท่ีผลิตจาก L. plantarum มีผลต่อยสีต ์ท่ีความเขม้ขน้ตั้งแต่  10–100  ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

และ Reuterin (3-hydroxy propionaldehyde) ท่ีผลิตโดย L. reuteri, L. brevis, L. buchneri,  

8

เอทานอลลดลง 17% รวมถึงยสีตมี์การใชค้าร์โบไฮเดรตลดลงและนํ้ าหมกัมีความเป็นกรดสูงข้ึน 

(Makanjuola, Tymon, & Springham, 1992)  

 CFU ต่อมิลลิลิตร ท่ีการหมกั 30 ชัว่โมง ส่งผลต่อผลผลิต 
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 2.2 แบคทีเรียแลคตกิ (Lactic acid bacteria) 

  แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก รูปท่อน

หรือกลม ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่มีเอนไซมค์ะตะเลส แต่บางชนิดอาจมีเอนไซม ์

คะตะเลสเทียม (Pseudocatalase) ทนต่อความเป็นกรด และสร้างกรดแลคติก (Lactic acid) เป็น

ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยหลกัในระหว่างการหมกัคาร์โบไฮเดรต โดยท่ีอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกลุ่มน้ีมี

การเปล่ียนแปลงอยา่งมากในช่วงไม่ก่ีปีมาน้ี  โดยในปัจจุบนักลุ่มของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติก 

ประกอบดว้ย 12 จีนสั คือ Aerococcus, Carnobacterium, Enterococccus, Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus และ Weissella (Holzapfel, Haberer, Geisen, Bjorkroth, & Schillinger, 2001; 

Axelsson, 2004)  ซ่ึงแบคทีเรียกลุ่มน้ีมีบทบาทหนา้ท่ีในระบบทางเดินอาหารของสตัวเ์ลือดอุ่นและ

มนุษย ์  

 Axelsson (2004) กล่าววา่ การจาํแนกแบคทีเรียแลคติกในระดบัจีนสั จะอาศยัรูปร่างของ

เซลล ์เช่น รูปกลม รูปท่อน เป็นตน้ การเรียงตวัของเซลล ์เช่น คู่ส่ี โซ่ และคู่  การเจริญท่ีระดบัพีเอช 

4.4 หรือ 9.6  การทนต่อความเคม็ อุณหภมิูในการเจริญและการหมกันํ้ าตาลกลโูคส  เน่ืองจาก

แบคทีเรียแลคติก  มีวถีิการหมกันํ้ าตาลท่ีแตกต่างกนั โดยแบ่งเป็นแบบ Homolactic fermentation 

และ Heterolactic fermentation โดยกลุ่มท่ีทาํใหเ้กิดการหมกัแบบ Homolactic fermentation จะได้

กรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑเ์พียงชนิดเดียว หรือตั้งแต่ 80% จากการสลายนํ้ าตาลกลูโคส  ผา่นวถีิ 

ไกลโคไลซิส (Glycolysis หรือ Embden- Meyerhof-Parnas; EMP หรือ Embden-Meyerhof) 

ตวัอยา่งของแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มน้ี ไดแ้ก่  Pediococcus, Streptococcus และ Lactobacillus 

บางสปีชีส์  ส่วน Heterolactic fermentation  เป็นการหมกัท่ีไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นเอทานอล และ

ใหผ้ลผลิตอีกหลายชนิด คือ กรดแลคติก 50%  กา๊ซคาร์บอนไดออกไซด ์20 – 25% และกรดอะซิติก 

20 – 25% โดยผา่นวิถี Phospho ketolase (6-phosphogluconate) เช่น  Leuconostoc และ 

Lactobacillus บางสปีชีส์ (Axelsson, 2004; Endo & Dicks, 2014) อยา่งไรกต็าม วธีิการจดัจาํแนก 

สปีชีส์ตามลกัษณะของฟีโนไทป์และทางชีวเคมี ไม่สามารถจาํแนกในระดบัสปีชีส์ไดทุ้กจีนสั  จึง

นาํเทคนิคทางโมเลกลุมาใช ้โดยวิธีวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี16S rRNA  ซ่ึงเป็นวธิีจดั

จาํแนกท่ีมีความน่าเช่ือถือ ง่ายและรวดเร็ว (Balcazar et al., 2007)  

 

 2.3 การควบคุมการปนเป้ือน 

  การปนเป้ือนจากแบคทีเรียอ่ืนสามารถเกิดข้ึนไดใ้นแต่ละขั้นตอนของการหมกั 

เอทานอล แมจ้ะมีการลดการปนเป้ือน เช่น การทาํความสะอาดอุปกรณ์และถงัหมกัท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 
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70 องศาเซลเซียส  การใหค้วามร้อนกบัวตัถุดิบ การเติมสารฆ่าเช้ือชนิดต่าง ๆ ในนํ้ าหมกั เช่น 

Potassium metabisulfite, Hydrogen peroxide, 3,4,4’ Trichlorocarbanilide (Narendranath et al., 

1997)  รวมทั้งการใชย้าปฏิชีวนะ ไดแ้ก่ Penicillin G, Streptomycin, Tetracycline, Virginiamycin 

และ Monensin เป็นตน้ (Skinner & Leather, 2004) แต่กย็งัไม่ไดผ้ลมากนกั ซ่ึงสาเหตุหน่ึงกคื็อ 

แบคทีเรียสามารถก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนพ้ืนผวิถงัหมกัและอุปกรณ์การผลิต  ทนต่อสารฆ่าเช้ือ 

(Skinner-Nemec et al., 2007; Muthaiyan & Ricke, 2010; Joseph et al, 2011; Leathers et al., 2014) 

อีกทั้งไบโอฟิลม์ยงัเป็นแหล่งของการปนเป้ือนซํ้าในถงัหมกัเอทานอล  (Muthaiyan & Ricke, 2010) 

   

3. ไบโอฟิล์ม  

 ไบโอฟิลม์ (Biofilm) คือ กลุ่มชั้นของจุลินทรีย ์เช่น แบคทีเรีย เช้ือรา และโปรโตซวั  

ท่ีเจริญอยูบ่นพ้ืนผวิต่าง ๆ ทั้งเหลก็ ไม ้เน้ือเยือ่ส่ิงมีชีวติและอ่ืน ๆ  โดยมีแมททริกซข์อง 

โพลีแซคคาไรด ์ (Polysaccharide matrix) ปกคลุมเพ่ือยดึเกาะและอาศยั เพ่ิมจาํนวนอยูบ่นพ้ืนผวิ 

นั้น ๆ  โครงสร้างท่ีมีจุลินทรียม์ารวมตวักนั อาจมีจุลินทรียช์นิดเดียวหรือหลายชนิด  องคป์ระกอบ

สาํคญัของไบโอฟิลม์มี 3 องคป์ระกอบ คือ จุลินทรีย ์ สาร Glycocalyx และพ้ืนผวิ ซ่ึงสาร 

Glycocalyx ถือเป็นองคป์ระกอบสาํคญัท่ีทาํใหไ้บโอฟิลม์ไม่หลุดออกจากพ้ืนผวิ สารน้ีทาํหนา้ท่ี

คลา้ยกาว ส่งผลใหแ้บคทีเรียเจริญเป็นโคโลนีบนพ้ืนผวิไดอ้ยา่งรวดเร็วและเป็นจุดเร่ิมตน้ท่ี

ก่อใหเ้กิดโครงสร้างของ Exopolysaccharides หรือ Extracellular polymeric substances (EPS) ท่ีมี

ความซบัซอ้น นอกจากน้ียงัประกอบดว้ยกรดนิวคลีอิก โปรตีน ไขมนั แร่ธาตุ และสารอาหาร 

(Donlan, 2002; Kokare, Chakraborty, Khopade, & Mahadik, 2009) 

 ไบโอฟิลม์สามารถก่อตวัไดบ้นพ้ืนผวิหลากหลายชนิด เช่น แผน่เหลก็กลา้ไร้สนิม 

(Stainless steel) (Rossoni & Gaylarde, 2000) แผน่กระจก (Glass slide) (Kawarai et al., 2007)   

เป็นตน้ แต่หน่ึงในปัญหาของไบโอฟิลม์นั้นพบในโรงงานอุตสาหกรรม (Shunmugaperumal, 2010) 

เช่น การเกิดไบโอฟิลม์ในเคร่ืองจกัรผลิตกระดาษ ในถงัจ่ายนํ้ าเยือ่ (Head box)  ถงัผสม (Mixing 

tank)  ถงัเกบ็นํ้ าและสารเติมแต่ง (Storage tank of water and additives) (Rochex & Lebeault, 2007)  

การเกิดไบโอฟิลม์ในอุตสาหกรรมอาหาร (Van Houdt & Michiels, 2010) และการเกิดไบโอฟิลม์ใน

โรงงานอุตสาหกรรมผลิตเอทานอล (Josep et al., 2011; Leathers et al., 2014; Skinner-Nemece  

et al., 2007) 
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 3.1 กระบวนการก่อตวัของไบโอฟิล์ม  (Biofilm formation process) 

  การก่อตวัของไบโอฟิลม์นั้นเร่ิมจากการมีบริเวณพ้ืนผวิท่ีเหมาะสมและมีการสะสม

ของสารอินทรียแ์ละมีความช้ืน ทาํใหเ้กิดฟิลม์ท่ีปรับสภาพ (Conditioning film) บนพ้ืนผวิ จากนั้น

จุลินทรียท่ี์อยูใ่นระบบส่ิงแวดลอ้มนั้น ๆ ท่ีอยูใ่นรูป Planktonic cell  จะลงเกาะบนพ้ืนผวิท่ีถกูปรับ

สภาพ โดยใชโ้ครงสร้างท่ีเป็นระยางคภ์ายนอกเซลล ์เช่น ฟิมเบรีย (Fimbriae)  พิลไล (Pilli) หรือ

แฟลกเจลลา (Flagella) เรียกวา่ เซลลล์งเกาะ (Sessile cell) ซ่ึงในขั้นตอนน้ีเป็นการเกาะกนัดว้ยแรง

ยดึเกาะอ่อน ๆ และอาจหลุดได ้(Reversible attachment)  หลงัจากนั้นจุลินทรียเ์ร่ิมมีการแบ่งตวัและ

สร้างเป็นกลุ่มจุลินทรียบ์นพ้ืนผวิ (Colonization) โดยสร้างสาร Extracellular  polymeric matrix 

(EPS) เพ่ือปกคลุมโครงสร้างและช่วยปกป้องเซลลจุ์ลินทรียท่ี์อยูภ่ายใน โดยจุลินทรียท่ี์เกาะติดบน

พ้ืนผวิจะเกาะกนัดว้ยแรงยดึท่ีแขง็แรงข้ึน (Irreversible attachment) ซ่ึงจุลินทรียท่ี์อยูภ่ายใน 

ไบโอฟิลม์แต่ละชนิดนั้นจะมีการติดต่อส่ือสารระหว่างเซลล ์ซ่ึงเรียกว่า Quorum sensing system 

เพ่ือใชค้วบคุมการตอบสนองต่อส่ิงแวดลอ้มและควบคุมการแสดงออกของยนีหลายชนิด  เม่ือเวลา

ผา่นไปไบโอฟิลม์จะขยายตวัและมีความหนาเพิ่มมากข้ึน และเม่ือถึงระยะหน่ึงจะมีไบโอฟิลม์

บางส่วนหลุดออกจากพ้ืนผวิเดิม (Detachment) ซ่ึงทาํใหจุ้ลินทรียอ์ยูใ่นรูป Planktonic cell  และ

กระจายไปสู่พ้ืนผวิบริเวณอ่ืน เม่ือมีสภาวะท่ีเหมาะสมก็จะเกาะติดพ้ืนผวิก่อตวัเป็นโครงสร้าง 

ไบโอฟิลม์ (ณฐนนท ์ตราชู, 2551; Mattila, 2002; Shunmugaperumal, 2010) วงจรการเกิด 

ไบโอฟิลม์แสดงดงัภาพท่ี 2-6 
 

 

ภาพท่ี 2-6  กระบวนการเกิดไบโอฟิลม์ (Bryers & Ratner, 2004) 
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 3.2 การป้องกนัและกาํจดัไบโอฟิล์มในอุตสาหกรรม 

  ในโรงงานอุตสาหกรรม การทาํความสะอาดและการฆ่าเช้ือเป็นส่ิงจาํเป็นในส่วนของ

กระบวนการผลิตซ่ึงมีผลต่อคุณภาพของผลิตภณัฑ ์ ส่วนใหญ่การทาํความสะอาดมกัใชน้ํ้ าร้อนหรือ

นํ้ าเยน็ตามดว้ยการใชส้ารเคมีและสารฆ่าเช้ือ  ซ่ึงสารเคมีท่ีใชเ้ป็นสารลดแรงตึงผวิหรือมีส่วน 

ประกอบของอลัคาไลทช่์วยในการทาํลายโปรตีน ในการกาํจดัไบโอฟิลม์นั้นตอ้งมีการทาํลาย 

Extracellular polymeric matrix  เพ่ือใหส้ารฆ่าเช้ือสามารถเขา้ไปถึงเซลลจุ์ลินทรียท่ี์อยูภ่ายใน

โครงสร้างไบโอฟิลม์ 

  ในกระบวนการการทาํความสะอาดสามารถกาํจดัจุลินทรียท่ี์อยูบ่นพ้ืนผวิไดถึ้ง 90% 

แต่ไม่สามารถฆ่าจุลินทรียไ์ดท้ั้งหมด  แบคทีเรียจะสะสมตวัไดอี้กคร้ังในบริเวณอ่ืนและเม่ือมีสภาวะ

ท่ีเหมาะสมจะก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ อยา่งไรกต็าม การใชส้ารฆ่าเช้ือและยาปฏิชีวนะยงัคงเป็นส่ิงท่ี

จาํเป็นสาํหรับการควบคุมและกาํจดัไบโอฟิลม์  ซ่ึงในปัจจุบนัสารฆ่าเช้ือมีหลายชนิด เช่น คลอรีน 

(Chlorine) คลอรีนไดออกไซด ์(Chlorine dioxide) ไอโอดีน (Iodine) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

(Hydrogen peroxide) และกลตูา้อลัดีไฮด ์(Glutaraldehyde) เป็นตน้ หรือการใชย้าปฏิชีวนะ เช่น 

Ampicillin, Chloramphenicol, Penicillin, Tetracycline และ Virginiamycin  เป็นตน้ ดงันั้นการ

เลือกใชส้ารฆ่าเช้ือตอ้งมีประสิทธิภาพ ปลอดภยั  ใชง้านไดง่้าย และไม่ก่อใหเ้กิดส่ิงตกคา้งท่ีเป็นพิษ

ในผลิตภณัฑ ์ (Ferreira, Pereira, Melo, & Simões, 2010)   

 

 3.3 วธิีการตรวจสอบไบโอฟิล์ม 

  การตรวจสอบการสร้างไบโอฟิลม์บนพ้ืนผวิอาจใชว้ธีิการนบัจาํนวนเซลลท่ี์มีชีวติท่ี

อยูบ่นพ้ืนผวินั้น ๆ โดยวิธีนบัจาํนวนโคโลนี ซ่ึงเป็นวธีิแบบดั้งเดิม หรือใชว้ธีิการยอ้มสีเซลลท่ี์อยู่

ในไบโอฟิลม์ ซ่ึงมีทั้งแบบท่ีใชสี้ยอ้ม Crystal violet  และการยอ้มแบบ live/dead  ซ่ึงการยอ้มแบบ

ใชสี้ Crystal violet  เป็นตวัช้ีวดัมวลของไบโอฟิลม์ท่ีดี โดยจะยอ้มติดเซลลแ์บคทีเรียและ 

Extracellular matrix แต่ไม่สามารถวดัปริมาณเซลลท่ี์มีชีวติในไบโอฟิลม์ได ้และเป็นประโยชน์

สาํหรับการถ่ายภาพแผน่ไบโอฟิลม์ได ้นอกจากนั้นยงัมีวธิ ีMetabolic assays ซ่ึงเป็นวธีิท่ีสามารถ

บ่งช้ีถึงปริมาณของเซลลแ์บคทีเรียท่ีมีชีวติในไบโอฟิลม์  จดัเป็นวธีิการทางออ้มโดยอาศยัการตรวจ 

สอบการเกิดเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย (Welch, Cai, & Strømme, 2012) โดยทัว่ไปการตรวจสอบ

ความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียมกัทาํบนพ้ืนผวิ 96-well microtiter และตรวจ 

สอบโดยการยอ้มสี Crystal violet และนาํไปวดัค่าการดดูกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer 

เป็นวธีิท่ีไดรั้บความนิยม เน่ืองจากทาํไดอ้ยา่งรวดเร็ว (Kubota, Senda, Nomura, Tokuda, & 

Uchiyama, 2008) นอกจากนั้นยงัมีการตรวจสอบโดยการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอน 
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แบบส่องกราด (Scanning electron microscopy; SEM) จะไดภ้าพแบบสามมิติ (Marques et al., 

2007)  ในขณะท่ีการศึกษาโครงสร้างระดบัจุลภาคของไบโอฟิลม์ดว้ยกลอ้งฟลอูอเรสเซ็นตแ์ละใชสี้

ยอ้มภาพท่ีเห็นจะเป็นภาพแบบสองมิติ ทาํใหรั้บภาพไดเ้ฉพาะผวิหนา้ตวัอยา่งเท่านั้น และปัจจุบนั

ไดมี้การใชก้ลอ้งฟลอูอเรสเซ็นตท่ี์มีระบบส่องกราดดว้ยแสงเลเซอร์ท่ีสามารถรับภาพท่ีมีความลึกใต้

ผวิหนา้ (Confocal  laser scanning microscope; CLSM) ในการศึกษาไบโอฟิลม์ (ณฐนนท ์ตราชู, 

2551) 

 

4. ยาปฏิชีวนะในกลุ่มโมเนนซิน  

 โมเนนซิน (Monensin) เป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มโพลีอีเทอร์ไอโอโนฟอร์  (Polyether 

ionophore antibiotics) ท่ีผลิตจากแบคทีเรีย Streptomyces cinnamonensis มีโครงสร้างแบบซบัซอ้น

ประกอบดว้ยวงแหวนหลายวง (Pseudomacrocyclic complexes) (ภาพท่ี 2-7) ประกอบด�้วยไอออน

ท่ีมีประจุบวก 1 ประจุ (Monovalent cations) และไอออนท่ีมีประจุบวก 2 ประจุ (Divalent cations) 

และมีคุณสมบติัขนส่งไอออนผา่นผนงัเซลลไ์ด ้ ยาปฏิชีวนะโมเนนซินมีผลยบัย ั้งแบคทีเรียแกรม

บวก  โดยจะมีผลรบกวนการขนส่งไอออน ทาํใหโ้ซเดียมไออน (Na+) 

การไหลออกของโพแทสเซียมไอออน (K

 ผ�่านเข�้าเซลลไ์ดม้ากกวา่ 
+) ดงันั้นโพแทสเซียมไอออนจึงแลกเปล่ียนกบัการไหล

เขา้ของไฮโดรเจนไอออน (H+

ส่วนในไก่งวงมีค่า 0.006-0.01%  ในร่างกายของสตัวส์ามารถดดูซึมยาปฏิชีวนะโมเนนซิน ซ่ึงถกู 

) ทาํให�้มีไฮโดรเจนไอออนภายในเซลลม์ากเกินไป เซลลต์อ้งใช�้

พลงังานในรูป ATP เพ่ือขบัไฮโดรเจนไอออนท่ีมากเกินไปออกนอกเซลล�์ (ภาพท่ี 2-8) จึง 

เป็�นสาเหตุใหแ้บคทีเรียถกูยบัย ั้งการเจริญ  แต่ถา้เป็นแบคทีเรียแกรมลบยาปฏิชีวนะโมเนนซินจะไป

กระตุน้การเจริญให�้เพ่ิมจาํนวนมากข้ึน โดยจะเพ่ิมการผลิตกรดโพรพิโอนิก และกรดซคัซินิกใน

กระเพาะรูเมนของสตัวเ์ค้ียวเอ้ือง โดยในประเทศสหรัฐอเมริกาเร่ิมมีการใชย้าปฏิชีวนะโมเนนซิน

ในปศุสตัว ์ตั้งแต่ปี 1977 ถกูใชเ้ป็นสารเร่งการเจริญเติบโต (Growth promoter) สาํหรับโค และใช้

เป็น Coccidiostat สาํหรับสตัวปี์ก โดยมีระดบัการใหย้าปฏิชีวนะในไก่อยูท่ี่ 0.01-0.0121%  

เมตาบอไลซแ์ละขบัออกไดอ้ยา่งรวดเร็ว และมีค่าระยะเวลาในการขบัออกของยา (Drug withdrawal 

time) อยูท่ี่ 3 วนั (Afifi, 2014) แต่กมี็รายงานการใชย้าปฏิชีวนะน้ีท่ีผดิวิธีก่อใหเ้กิดความเป็นพิษใน

สตัวไ์ด ้เช่น ไก่ นกกระทา สุกร และโค เป็นตน้ ซ่ึงในประเทศไทยยงัไม่ปรากฏรายงานการสะสม

ของยาปฏิชีวนะโมเนนซินในเน้ือสตัว ์(ปนนัท ์ธนเจริญวชัร และละณี สุขถ่ินไทย, 2547; รุจิรักษ ์

ธุระกิจ, 2552) 
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ภาพท่ี 2-7  โครงสร้างของโมเนนซิน  (Lopes, Almeida-Paz, & Gates, 2006) 

 

  

 
 

ภาพท่ี 2-8  การทาํงานของโมเนนซินท่ีมีผลต่อแบคทีเรียแกรมบวก (Russell, 1987) 
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  ยาปฏิชีวนะ Monensin X  เป็นหน่ึงในกลุ่มยาปฏิชีวนะโมเนนซิน มีลกัษณะเป็นผลึก

เกลือโซเดียม ละลายไดดี้ในนํ้ าและสารละลายอินทรีย ์มีจุดเดือดท่ี 267-269 องศาเซลเซียส พีเอช  

6-9  นาํมาใชเ้ป็นยาปฏิชีวนะในการควบคุมแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในการหมกัเอทานอล มีผลยบัย ั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกไดห้ลายชนิด ท่ีพบไดบ่้อยในกระบวนการผลิต โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในกลุ่มของ 

Lactobacillus และ Leuconostoc แต่ไม่มผีลต่อกิจกรรมของเซลลย์สีต ์(Paul, 2010) 

  Monensin X ละลายในเอทานอล เม่ืออยูใ่นถงัหมกัเอทานอลแลว้จะมีความเสถียร

อยา่งนอ้ย 20 วนั ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียสภายใตส้ภาวะการหมกัเอทานอลในเชิงพาณิชย ์ ใน

การทดสอบประสิทธิภาพของยาท่ีอุณหภมิูสูง ในกากนํ้ าตาล พบวา่ ยา Monensin X มีประสิทธิภาพ

ท่ี 2 ชัว่โมง เม่ือมีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส และท่ี 1.5 ชัว่โมง เม่ือมีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

(Paul, 2010) ปัจจุบนัโรงงานผลิตเอทานอลในประเทศไทยบางแห่ง ไดมี้การนาํยาปฏิชีวนะชนิดน้ี

มาใชค้วบคุมแบคทีเรียปนเป้ือนในกระบวนการผลิต โดยใชใ้นความเขม้ขน้ประมาณ 5 ppm  (Paul, 

2010) 

  Paul (2010) รายงานวา่ประสิทธิภาพของยา Monensin X ความเขม้ขน้ 0.5, 1.0, 1.5, 

2.0  และ 2.5 ppm ท่ีเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีปราศจากเช้ือ (Sterilized control) ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และชุดควบคุมท่ีไม่ปราศเช้ือ (Unsterilized control) ในทวปี

อเมริกาเหนือ  ซ่ึงใชแ้ป้งเป็นวตัถุดิบ โดยในแต่ละชุดการทดสอบจะมีหวัเช้ือยสีต ์ปริมาตร 1 

มิลลิลติร (ยสีต ์18 กรัม ในแป้งท่ีเป็นวตัถุดิบ 101.56 กรัม) และเติมสารละลายเอนไซม ์0.126 

มิลลิลติร (700 กรัม ต่อ 378,500 ลิตร) พบว่าเม่ือบ่มเป็นระยะเวลา 46.5 ชัว่โมง ชุดควบคุมท่ี

ปราศจากเช้ือมีความเขม้ขน้เอทานอลสูงกวา่ในชุดควบคุมท่ีไม่ปราศจากเช้ืออยู ่10%  นอกจากน้ี

พบว่าในชุดท่ีเติม Monensin X ทั้ง 5 ชุดทดสอบ รวมถึงชุดควบคุมท่ีปราศจากเช้ือจะมีความเขม้ขน้

ของกรดแลคติก ความเป็นกรดตํ่ากวา่ในชุดควบคุมท่ีไม่ปราศจากเช้ือ  

  ในทวปียโุรปไดศึ้กษาประสิทธิภาพของ Monensin X ความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0, 1.5, 

2.0, 2.5  และ 3.0 ppm โดยใชก้ากนํ้ าตาลจากหวับีทท่ีมีปริมาณความเป็นกรดเร่ิมตน้ คือ 1 กรัมต่อ

ลิตร และมีพีเอช 5.6 ซ่ึงทาํการทดลองในจานเพาะเช้ือ  ในแต่ละจานเพาะเช้ือมีหวัเช้ือของ 

Lactobacillus buchneri ท่ี 2x106 เซลลต่์อมิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ท่ีเม่ือความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะเพ่ิมข้ึน จาํนวนแบคทีเรียแลคติกจะ

ลดลง โดยท่ีความเขม้ขน้ 2.0 – 3.0 ppm ท่ี 24 ชัว่โมงของการบ่ม พบแบคทีเรียแลคติกนอ้ยกวา่ 

2x102 CFU ต่อมิลลิลิตร ขณะท่ีในชุดควบคุมท่ีไม่ไดเ้ติม Monensin X พบแบคทีเรียแลคติก 

4.10x10
6
 CFU ต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีพบว่าเม่ือใช ้Monensin X (ในทุกความเขม้ขน้) มีความเป็น

กรดลดลง และพีเอชมีค่าเพิ่มข้ึน  
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 มีการทดสอบความปลอดภยัของยา Monensin X ในหอ้งปฏิบติัการและในฟาร์มเล้ียง

สตัวส์ายพนัธุต่์าง ๆ เช่น หนู (Mouse) ตวัผูแ้ละตวัเมีย  มีค่า LD50 คือ 70.0 ± 9.0 และ 98.0 ± 12.0 

ตามลาํดบั   ในกระต่าย  แกะ แพะ หม ูและไก่ตอ๊ก มีค่า LD50

 Paul (2010) รายงานวา่การไดรั้บสมัผสัละอองของยาปฏิชีวนะโมเนนซินความเขม้ขน้ 

2.53±0.39 มิลลิกรัมต่อลิตร ในหนูตวัผูแ้ละตวัเมียอยา่งละ 10 ตวั  เป็นระยะเวลา 14 วนั พบวา่หนู

ทั้งหมดรอดชีวติหลงัจากไดรั้บสมัผสัน้ี แต่จะมีการเคล่ือนไหวท่ีชา้ลง ซ่ึงจะหายเป็นปกติภายใน 24 

ชัว่โมง  นอกจากน้ียงัพบวา่การสูดดมยาปฏิชีวนะโมเนนซินแบบก่ึงเร้ือรังในสุนขัพนัธุบี์เก้ิลในตวัผู ้

และตวัเมีย โดยใหรั้บสมัผสัยาปฏิชีวนะท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0, 0.08, 0.15 และ 0.84 ไมโครกรัมต่อ

ลิตร  ในเวลา 6 ชัว่โมงต่อวนั 5 วนัต่อสปัดาห์ เป็นระยะเวลา 90 วนั ซ่ึงจะไดรั้บการสมัผสัทั้งหมด 

65 คร้ัง และนาํมาหาค่านํ้ าหนกัตวั  นํ้ าหนกัอวยัวะ และระดบัยาปฏิชีวนะโมเนนซินในเลือด เป็นตน้ 

พบว่ายาปฏิชีวนะน้ีไม่มีผลต่อนํ้ าหนกัตวัและอวยัวะ  ส่วนระดบัโมเนนซินในเลือดกลบัไม่มี

ความสมัพนัธก์นักบัความเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะและในช่วงระยะเวลาของการทดสอบจะไม่

สามารถตรวจพบได ้โดยท่ีระดบัความเขม้ขน้ของยา 0.84 ไมโครกรัมต่อลิตร ถือวา่มีความเป็นพิษ

ต่อสุนขัแต่ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของยา 0.15 ไมโครกรัมต่อลิตร  ถือวา่ไม่มีพษิต่อสุนขั และพบว่ายา

ปฏิชีวนะโมเนนซินมีผลต่อหวัใจและหลอดเลือดในสุนขั ท่ีความเขม้ขน้ 0.035 และ 0.69 มิลลิกรัม

ต่อกิโลกรัมของนํ้ าหนกัตวั โดยฉีดเขา้เสน้เลือดดาํพบวา่ยาปฏิชีวนะทั้งสองความเขม้ขน้มีผลต่อ 

 คือ 41.7 ± 3.6, 11.9 ± 1.2, 26.4 ± 4.0, 

16.7 ±- 3.6  และ 95.0 ± 11.0  ตามลาํดบั    

การหดตวัของหวัใจ  ความดนัเลือด  อตัราการเตน้ของหวัใจและการไหลเวยีนของหลอดเลือดหวัใจ   

 ในการศึกษาความปลอดภยัของยาปฏิชีวนะโมเนนซินต่อส่ิงแวดลอ้ม พบวา่การยอ่ย

สลายยาปฏิชีวนะโมเนนซินท่ีระดบัความเขม้ขน้ของยาเร่ิมตน้ประมาณ 1 ppm ในดิน โดยพบว่ายา

ปฏิชีวนะสามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งรวดเร็วในดิน ซ่ึงในตวัอยา่งดินท่ีมีมลูสตัว ์พบวา่มีตวัอยา่งเพียง 

22% ท่ีตรวจพบยาปฏิชีวนะในดินหลงัจาก 5 วนั และไม่พบปฏิกิริยาจากยาปฏิชีวนะโมเนนซิน 

หลงัจาก 12-14 วนั ส่วนในตวัอยา่งดินท่ีไม่มีมลูสตัว ์พบวา่มีประมาณ 50% ท่ีพบยาปฏีชีวนะในดิน

หลงัจาก 5 วนั และไม่พบปฏิกิริยาจากยาปฏิชีวนะโมเนนซิน หลงัจาก 28 วนั โดยผลของยา

ปฏิชีวนะโมเนนซินในดินต่อพืชหลายชนิด เช่น ขา้ว ขา้วโพด ขา้วโอต๊ ขา้วบาร์เลย ์ตน้พริก และตน้

มะเขือเทศ เป็นตน้ พบว่ายาปฏิชีวนะท่ีอยูใ่นดินจะไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษเม่ืออยูท่ี่อตัรา 1.12 – 

2.24 กิโลกรัมต่อเฮกตาร์ โดยสงัเกตไดว้่าเม่ือมีอตัราของยาปฏิชีวนะอยูท่ี่ 4.48 – 8.96 กิโลกรัมต่อ

เฮกตาร์ ส่งผลใหพื้ชไดรั้บบาดเจบ็ในระดบัปานกลาง  นอกจากน้ียงัไดศึ้กษาการชะลา้งของดิน โดย

ศึกษาในคอลมัน์ภายในหอ้งปฏิบติัการเพ่ือตรวจสอบลกัษณะการชะลา้งของยาปฏิชีวนะโมเนนซิน 

ในดิน 4 ประเภท คือ ทราย  ดินร่วนปนทราย  ดินร่วนและดินร่วนเหนียวปนตะกอน  พบวา่ทราย
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และดินร่วนปนทรายมีการชะลา้งของยาปฏิชีวนะโมเนนซินไดม้ากกว่าในดินร่วนและดินร่วน

เหนียวปนตะกอน (Paul, 2010) 

 

5. งานวจิยัที่เกี่ยวข้อง 

 de Oliva-Neto and Yokoya (2001) ศึกษาผลของยาปฏิชีวนะต่อยสีต ์Saccharomyces 

cerevisiae  และแบคทีเรียปนเป้ือนท่ีแยกไดจ้ากโรงกลัน่เอทานอลของประเทศบราซิล คือ 

Lactobacillus fermentum และ Leuconostoc mesenteroides  โดยการหาค่า Minimal Inhibitory 

Concentration (MIC) พบวา่ยาปฏิชีวนะท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดในการยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ 

ภายใน 24 ชัว่โมง ไดแ้ก่ Acid penicillin V มีค่า MIC ระหวา่ง 0.10-0.20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร 

และ Clindamycin มีค่า MIC อยูท่ี่ 0.05-0.40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ในขณะท่ีสารเคมีท่ียบัย ั้งไดดี้

ท่ีสุดคือ Sodium sulphite (มีค่า MIC อยูท่ี่ 10-40 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร) Nitrite (มีค่า MIC <117 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร) และ Copper sulphate (มีค่า MIC ระหวา่ง 75-300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร)  

สาํหรับ Zinc, Manganese ethylene-bis-dithiocarbamate และ Dimethyldithiocarbamate ยบัย ั้ง

แบคทีเรียไดต้ ํ่า โดยมีค่า MIC > 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร  ในขณะท่ี Methyldithiocarbamate 

ยบัย ั้ง L. fermentum ท่ีค่า MIC 2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร และยบัย ั้ง S. cerevisiae ท่ีค่า MIC 5.0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ส่วน Thiocianate, Bromophenate และ n- alkyldimethylbenzylammonium 

chloride มีผลยบัย ั้ง S. cerevisiae ท่ีความเขม้ขน้ใกลเ้คียงกนักบั L. mesenteroides หรือ   

L. fermentum  โดยมีค่า MIC อยูท่ี่ 1.2-5.0, 9-18 และ 1-8  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั  

ในขณะท่ี Formaldehyde มีผลต่อแบคทีเรียมากกวา่ยสีต ์ ท่ีพีเอช 4.5 และ 6.5  โดยมีค่า MIC 

ระหวา่ง 11- 23 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 46-92 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั  

 

 Skinner and Leathers (2004) รายงานจาํนวนแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในขั้นตอนการผลิตเอ

ทานอลของโรงงานท่ีใชข้า้วโพดเป็นวตัถุดิบ ในระยะเวลา  9 เดือน โดยเกบ็ตวัอยา่งจากนํ้ าแช่

ขา้วโพด (Steep water) ก่อนและหลงัการพาสเจอไรซ ์และจากถงัหมกัเอทานอลท่ีใชก้ระบวนการ

แบบต่อเน่ืองของโรงงานท่ียอ่ยขา้วโพดดว้ยวธีิ Wet mill ตั้งแต่เดือนธนัวาคม ปี 2002 และในเดือน

กมุภาพนัธ ์เมษายน และตุลาคม ปี 2003  พบวา่จาํนวนแบคทีเรียในนํ้ าแช่ขา้วโพด มีประมาณ  

104-105 CFU ต่อมิลลิลิตร ส่วนในถงัหมกัพบว่ามีแบคทีเรีย 106 CFU ต่อมิลลิลิตร  ซ่ึงเม่ือนาํมาจดั

จาํแนกพบวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus  มากท่ีสุด ประมาณ 44-60% ของไอโซเลต

ทั้งหมด โดยสปีชีส์ท่ีพบไดแ้ก่  L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. acidophilus, L. crispatus และ

พบ  Bifidobacterium ในตวัอยา่งท่ีเกบ็ในเดือนกมุภาพนัธ ์ปี 2003 เท่านั้น นอกจากนั้นยงัพบ  
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Clostridium, Eubacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus และ Weisella  ในขณะท่ี

โรงงานท่ียอ่ยขา้วโพดดว้ยใชว้ธีิ  Dry grind โรงงานท่ี 1 ซ่ึงใชถ้งัหมกัแบบ batch 3 ถงั ทาํการเกบ็

ตวัอยา่งเดือนธนัวาคม และเมษายน ปี 2003 พบวา่ในถงัเล้ียงยสีต ์(Yeast propagation) ท่ีเติมยา

ปฏิชีวนะ Virginiamycin มีจาํนวนแบคทีเรียตํ่าคือ ประมาณ 3x103 – 2x104 CFU ต่อมิลลิลติร และ

ในระหวา่งการหมกัพบวา่มีจาํนวนของแบคทีเรียปนเป้ือนอยูท่ี่ 105 – 108

 L. delbrueckii subsp. lactis  มากท่ีสุด แต่ไม่พบ  L. delbrueckii subsp. delbrueckii ซ่ึงเป็นสปีชีส์ที่

พบมากในโรงงานท่ียอ่ยขา้วโพดโดยวธีิ  wet mill  ส่วนโรงงานท่ียอ่ยขา้วโพดดว้ยใชว้ธีิ  Dry grind  

แห่งท่ี 2 ซ่ึงใชถ้งัหมกัแบบ Batch เพียงถงัเดียวและใชย้าปฏิชีวนะ Virginiamycin ทาํการเกบ็

ตวัอยา่งในเดือนธนัวาคม ปี 2002 และเดือนกมุภาพนัธ ์พฤษภาคม และตุลาคม ปี 2003 พบวา่

จาํนวนแบคทีเรียเร่ิมตน้อยูท่ี่ 10

 CFU ต่อมิลลิลติร ใน

ชัว่โมงท่ี 12-18  และลดลงเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกั ท่ี 48 ชัว่โมง เม่ือนาํไอโซเลตทั้งหมดมาจดั

จาํแนกพบวา่เป็น Lactobacillus  มากท่ีสุด ประมาณ 37-39% ของไอโซเลตทั้งหมด  โดยพบ 

6 CFU ต่อมิลลิลิตร  และเจริญสูงสุดอยูท่ี่ 108 

โดยไอโซเลตท่ีพบเป็น Lactobacillus  มากท่ีสุด เช่นเดียวกนัโดยคิดเป็นสดัส่วนประมาณ 69-87% 

ของไอโซเลตทั้งหมด   

 

 Skinner-Nemece et al. (2007) ศึกษาแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนในโรงงานผลิตเอทานอล  โดย

ทาํการแยกแบคทีเรียแลคติกจากตวัอยา่งในถงัหมกัของโรงงานท่ีใชก้ระบวนการแบบต่อเน่ือง ซ่ึงใช้

ขา้วโพดท่ีผา่นการยอ่ยแบบ wet mill เป็นวตัถุดิบ ไดท้ั้งหมดจาํนวน 116 ไอโซเลต และนาํตวัอยา่ง

มาเตรียมไบโอฟิลม์บนพ้ืนผวิเหลก็กลา้ปลอดสนิมดว้ยเคร่ือง CDC biofilm reactor พบวา่ไอโซเลต

ท่ีแยกไดจ้ากบนพ้ืนผวิ (ไบโอฟิลม์) มี 129 ไอโซเลต  เม่ือนาํโคโลนีทั้งหมดจาํนวน 245 ไอโซเลต 

มาจาํแนกดว้ยชุดทดสอบทางชีวเคมี API 50 CHL และ Biolog พบวา่สปีชีส์ท่ีพบมากในตวัอยา่งจาก

ถงัหมกั ไดแ้ก่ Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus และ L. reutrei และในไบโอฟิลม์ ไดแ้ก่ L. amylovorus, L. vaginalis  และ L. fermentum 

ส่วนสปีชีส์ท่ีพบไดน้อ้ยในไบโอฟิลม์ ไดแ้ก่   L. delbruekii และ Leuconostoc mesenteroides  ซ่ึง 

CFU ต่อมิลลิลติร  

ไอโซเลตท่ีพบนั้นไม่สามารถจดัจาํแนกดว้ย 2 วธีิน้ีไดท้ั้งหมด จึงนาํวธีิจดัจาํแนกโดยใชล้าํดบั 

นิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA มาเปรียบเทียบกบัการใชว้ธีิ Phenotypic method ท่ีใชจ้าํแนก 

ไอโซเลตท่ีพบในตวัอยา่งถงัหมกัและในไบโอฟิลม์ พบวา่ไอโซเลตท่ีจดัจาํแนกไม่ได ้เม่ือใชว้ธีิ 

ทาง อณูพนัธุศาสตร์ สามารถจดัจาํแนกไดแ้ก่  Staphylococcus , Clostridium species และ L. panis  

ในขณะท่ี L. crispatus, L. citreum และ L. amylovorus  จดัจาํแนกไดเ้ป็น L. amylovorus ซ่ึงพบมาก

ท่ีสุดในตวัอยา่งของไบโอฟิลม์ 
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 Kawarai et al. (2007) ศึกษาการก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกจาํนวน 10 

สายพนัธุ ์คือ L. helveticus B-1, L. bulgaricus B-56, L. casei L-14, L. acidophilus L-54 และ 

S. cremoris H-61ซ่ึงแยกไดจ้ากตวัอยา่งโยเกิร์ต ส่วนอีก 5 สายพนัธุน์าํมาจากแหล่งรวบรวมสาย

พนัธุ ์คือ L. mesenteroides IAM 1064, P. acidilactici IAM 1233, L. paracasei subsp. paracasei 

IFO3533, L. sakei IFO3541 และ L. casei subsp. rhamnosus IFO3831  สายพนัธุย์สีตท่ี์นาํมาใช ้คือ 

Saccharomyces cerevisiae X2180-1A, Kyokai-6, Kyokai-7, Kyokai-9, Kyokai-10, Kyokai-11, 

Kyokai-12, Kyokai-13, IAM 4125, IAM 4140, IAM 4178, IAM 4274 และ IAM 4954 โดยนาํมา

ศึกษาการก่อตวัของไบโอฟิลม์แบบเช้ือเด่ียวและเช้ือผสม บนพ้ืนผวิของ Microtiter plate พบว่าเม่ือ

อยูแ่บบเช้ือเด่ียวทุกสายพนัธุส์ร้างไบโอฟิลม์ได ้ ในขณะท่ีเม่ืออยูร่่วมกบัยสีต ์ แบคทีเรียบางสาย

พนัธุเ์ท่านั้นท่ีสร้างไบโอฟิลม์ เช่น S. cerevisiae Kyokai-10 กบั L. casei subsp. rhamnosus 

IFO3831 จากนั้นนาํมาศึกษาการก่อตวัของไบโอฟิลม์ของเช้ือผสมระหวา่ง S. cerevisiae Kyokai-10 

และ L. casei subsp. rhamnosus IFO3831 บนพ้ืนแผน่แกว้ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนด์ว้ยวธิีการยอ้มสี

แกรม พบวา่เซลลแ์บคทีเรียเกาะติดกบัพ้ืนผวิ  ในขณะท่ีเซลลย์สีตเ์กาะอยูด่า้นบนของเซลล์

แบคทีเรีย และมี Protrusion ยืน่ออกมาจากพ้ืนผวิของเซลล ์นอกจากนั้นยงัตรวจสอบไบโอฟิลม์โดย

ใชก้ลอ้งจุลทรรศนอ์เิลก็ตรอนแบบส่องกราดอีกดว้ย   

 

 Lucena et al. (2010) แยกแบคทีเรียแลคติกท่ีปนเป้ือนในกระบวนการผลิตเอทานอล

ชีวภาพของโรงกลัน่ 4 แห่ง ท่ีตั้งอยูใ่นประเทศบราซิล ระหวา่งปี 2007 – 2008  โดยโรงกลัน่ 1 แห่ง 

ใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบ และอีก 3 แห่ง ใชน้ํ้ าออ้ยเป็นวตัถุดิบ พบวา่มีจาํนวนอยูท่ี่ 6x105- 8.9x108

ของยนี 16S rRNA  พบวา่แบคทีเรียแลคติกท่ีพบในวนัแรกและในวนัสุดทา้ยของกระบวนการผลิต

จากทั้ง 4 แห่งนั้น คือ L. fermentum, L. vini,  L. amylovorus, L. brevis, L. hilgardii, L. diolivorans-

like, L. ferintoshensis, L. plantarum, L. manihotivorans, L. mucosae, L. nagelii, Oenococcus 

kitaharae-like, Weissella paramesenteroides, Lactobacillus sp. และมีจาํนวนหน่ึงไม่สามารถระบุ 

 

CFU ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนาํมาจดัจาํแนกสปีชีส์ดว้ยเทคนิคพีซีอาร์และวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์

สปีชีส์ได ้ซ่ึงสปีชีส์ท่ีมีจาํนวนมากท่ีสุดในระยะเวลา 30 วนัของกระบวนการหมกั ในโรงกลัน่ 

Miriri และ Japungu คือ L. plantarum ส่วนในโรงกลัน่ Trapiche พบ Weissella paramesenteroides 

มากท่ีสุด และในวนัสุดทา้ยของกระบวนการหมกั (30 วนั) พบ L. fermentum และ L. vini  มากท่ีสุด  
 

 Rich, Leathers, Nunnally and Bischoff  (2011)  ศึกษาการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรีย

ท่ีปนเป้ือนในถงัหมกัเอทานอลของโรงงานท่ีใชข้า้วโพดท่ีผา่นการยอ่ยแบบ Dry grind  โดยศึกษา
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บนพ้ืนผวิเหลก็กลา้ไร้สนิม บนเคร่ือง CDC biofilm reactor นาํไอโซเลตท่ีไดม้าแยกแบคทีเรียและ

จดัจาํแนกดว้ยวธีิทางพีซีอาร์  พบวา่ทั้งหมด 10 ไอโซเลต โดยเป็น Lactobacillus fermantum 6  

ไอโซเลต L. johnsonii  2  ไอโซเลต  L. mucosae และ L. amylovorus  อยา่งละ 1 ไอโซเลต ซ่ึงในถงั

หมกัเอทานอลของโรงงานน้ีใชย้าปฏิชีวนะ Virginiamycin ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.13 ppm 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร)  โดยศึกษาค่า MIC ของยาปฏิชีวนะ Virginiamycin ต่อทั้ง 10 ไอโซเลต 

พบวา่ค่า MIC อยูใ่นช่วง 0.5-16 ppm โดยไอโซเลตท่ีไวต่อยาปฏิชีวนะไดแ้ก่ L. fermentum 

BR0315#1B, L. mucosae BR0315#2B, L. fermentum BR0315#5B, L. fermentum BR0315#9B และ 

L. fermentum BR0315#10B (MIC < 0.5 mg/ml) จากนั้นนาํมาศึกษาการเจริญของไบโอฟิลม์ดว้ย

วธิีการยอ้มสี crystal violet พบวา่ L. fermentum BR0315#6B, L. fermantum BR0315#8B และ  

L. fermantum BR0315#9B มีการก่อตวัของไบโอฟิลม์สูงสุด ณ ชัว่โมงท่ี 144  เม่ือนาํมาศึกษา ใน  

96 well plate  ท่ีมี Virginiamycin ความเขม้ขน้ 2 และ 32 ppm พบวา่ L. fermentum BR0315#6B 

และ L. fermantum BR0315#8B มีการสร้างไบโอฟิลม์สูงท่ีสุดทั้ง 2 ความเขม้ขน้ของยาหลงัจากนั้น

นาํมาศึกษาไบโอฟิลม์โดยการเติมยาปฏิชีวนะ ทั้ง 2 ความเขม้ขน้น้ี หลงัจากมีการเจริญของ 

ไบโอฟิลม์ท่ี 48 ชัว่โมง เติมยาปฏิชีวนะหลงัจากมีการเจริญของไบโอฟิลม์ท่ี 96 ชัว่โมง และเติมยา

ปฏิชีวนะหลงัจากมีการเจริญของไบโอฟิลม์ท่ี 144 ชัว่โมง พบวา่ทั้ง 3 สภาวะน้ี L. fermentum 

BR0315#6B และ L. fermantum BR0315#8B มีการสร้างไบโอฟิลม์สูงสุด ณ ชัว่โมงท่ี 144 

 

 Leathers et al. (2014) ศึกษาแบคทีเรียท่ีปนเป้ือนจากโรงงานผลิตเอทานอล ท่ีใชข้า้วโพด

ท่ีเตรียมแบบ Dry- grind  โดยนาํตวัอยา่งมาจากถงัยอ่ยแป้ง (Liquefaction tank) ถงัเตรียมหวัเช้ือ

ยสีต ์(Prop tank) ถงัหมกัระยะแรก (Early fermentor) และถงัหมกัระยะสุดทา้ย (Late fermentor)  

และนาํมาจาํแนกสปีชีส์โดยใช ้16S rRNA จากนั้นนาํไปศึกษาการสร้างไบโอฟิลม์บน microtiter 

plate โดยวดัการสร้างไบโอฟิลม์ดว้ยวธีิวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร ถา้มีค่ามากกวา่ 0.3 

แสดงวา่เซลลไ์บโอฟิลม์มีความหนาแน่นของแบคทีเรียประมาณ 6-7 log10 (cfu/cm2

นาโนเมตร มากกวา่ 0.3 ซ่ึงแสดงถึงความสามารถในการก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ คือ Lactobacillus  

fermentum BR0909#5.10, L. plantarum BR0909#5.11, และ L. brevis BR0909#5.19 จากนั้นนาํมา

ศึกษาถึงผลของแบคทีเรียปนเป้ือนต่อการยบัย ั้งการหมกัของยสีตท่ี์ใช ้corn mash เป็นวตัถุดิบ พบวา่

แบคทีเรียปนเป้ือนทั้ง 6 สายพนัธุ ์(L. fermentum BR0909#5.10, L. plantarum BR0909#5.11,  

) ซ่ึงจาก

การศึกษาพบวา่แบคทีเรียท่ีปนเป้ือนทั้ง 6 สายพนัธุ ์มี 3 สายพนัธุท่ี์มีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 600  

L. brevis BR0909#5.19, L. fermentum BR0909#6.24, L. plantarum BR0909#5.38 และ L. brevis 

BR0909#5.37) มีผลยบัย ั้งการหมกัของ Saccharomyces cerevisiae  โดยลดผลผลิตเอทานอลลง
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ประมาณ 15-30 กรัมต่อลิตร และทาํใหมี้นํ้ าตาลกลโูคสเหลืออยู ่(Residual glucose) ประมาณ 30-50 

กรัมต่อลิตร 

  

 จากงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งทั้งหมดจะเห็นไดว้า่ในกระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพ มกัพบ

การปนเป้ือนจากแบคทีเรียแลคติก ซ่ึงสามารถก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ได ้และมีแนวโนม้ท่ีจะทนต่อยา

ปฏิชีวนะ ซ่ึงส่งผลใหป้ริมาณผลผลิตเอทานอลลดลง เน่ืองจากทาํใหค้วามสามารถในการหมกัและ

การเจริญของเซลลย์สีตล์ดลง (Basso et al., 2011) 
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 บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วสัดุและอุปกรณ์ 

1. ตวัอยา่งนํ้ าหมกัจากขั้นตอนต่าง ๆ ของโรงงานผลิตเอทานอลแห่งหน่ึงท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็น

วตัถุดิบ   

    จาํนวน 8 ตวัอยา่ง 

2. กากนํ้ าตาลความเขม้ขน้ 80 องศาบริกซ ์

3. อาหารเล้ียงเช้ือ (ภาคผนวก ก) 

 3.1 de Man Rogosa and Sharpe agar (MRS agar)   

 3.2 de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS broth)  

 3.3 Potato Dextrose agar (PDA agar) 

 4. สารเคมี (ภาคผนวก ข) 

 4.1. สารเคมีและยาปฏิชีวนะสาํหรับเพาะแยกแบคทีเรียและหาปริมาณไบโอฟิลม์ 

  4.1.1 สารละลาย NaCl 0.85 % ปริมาตร 45 มิลลิลติร บรรจุในขวดฝาเกลียว 

  4.1.2 สารละลาย NaCl 0.85 % ปริมาตร 9 มิลลิลติร บรรจุในหลอดแกว้ฝาเกลียว

ขนาด 16x150 มิลลิเมตร 

  4.1.3 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ความเขม้ขน้ 3% (Hydrogen peroxide) 

   4.1.4 กลีเซอรอล (Glycerol) 

   4.1.5 สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (Phosphate buffer saline, PBS) 

  4.1.6  กรดฟอสฟอริก (Phosphoric acid) ความเขม้ขน้ 15% 

   4.1.7 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Sodium hydroxide) ความเขม้ขน้ 1% (W/V) พีเอช 12.5 

  4.1.8 ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (DiAmmonium hydrogen phosphate) 

  4.1.9  กรดซลัฟริูก (Sulfuric acid) 

  4.1.10 เอทานอล ความเขม้ขน้ 95% 

 4.2 ยาปฏิชีวนะ 

  4.2.1 Cycloheximide (Merck, US) (ภาคผนวก ค) 

  4.2.2 Monensin X (ไดรั้บมาจากโรงงานผลิตเอทานอล) 

 4.3 สารเคมีและวสัดุสาํหรับการจดัจาํแนกแบคทีเรีย 
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  4.3.1 ชุดสกดัดีเอน็เอ TIANamp (Tiangen Biotech, Beijing) 

   4.3.1.1 GB buffer 

   4.3.1.2 GD buffer 

   4.3.1.3 PW buffer 

  4.3.2 Enzymatic lysis buffer  

   4.3.2.1 Tris·HCl  

   4.3.2.2 Sodium EDTA  

   4.3.2.3 Lysozyme (Tiangen Biotech, Beijing)    

  4.3.3 Proteinase K (Tiangen Biotech, Beijing) 

  4.3.4 TE buffer   

  4.3.5 เอทานอลบริสุทธ์ิ (Absolute ethanol) 

  4.3.6 อะกาโรส เจล (Agarose gel) 

   4.3.7 เอธิเดียมโบรไมด ์(Ethidium bromide) 

  4.3.8 ไพร์เมอร์ LAC16F และ ไพร์เมอร์ LAC16R 

  4.3.9 พีซีอาร์บฟัเฟอร์ (PCR buffer)  

  4.3.10 แมกนีเซียมคลอไรด ์(Magnesium chloride)    

  4.3.11 Taq DNA polymerase  

  4.3.12 Nucleotide triphosphate (dNTP) 

  4.3.13 ชุดทาํบริสุทธ์ิผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ E.Z.N.A.®

5. อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

  5.1 เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex mixer) (Scientific industries, USA) 

  5.2 ฮีโมไซโตมิเตอร์ (Haemocytometer) (BOECO, Germany) 

  5.3 หลอดป่ันเหวีย่งพลาสติก (Centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลติร 

 5.4 หลอดป่ันเหวีย่งขนาดเลก็ (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลติร 

  5.5 แผน่เหลก็กลา้ไร้สนิม (Stainless steel) ASI 304 ขนาด 10x20x2 มิลลิเมตร 

  5.6 เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ (Automatic thermal cycler) (Biometra, Germany) 

  5.7 โถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) (Merck, USA) และซองสารเคมีกาํจดั   

 Cycle Pure Kit (Omega, USA)  

ออกซิเจน (Gas pack) (Becton Dickinson and company, USA) 

  5.8 ปิเปตอตัโนมติั (Autopipette) (Mettler Toledo, USA) 

  5.9 เคร่ืองกาํเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic cleaner) (Kudos, China) 
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 5.10 กลอ้งจุลทรรศนอ์เิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscopy,  

SEM) (LEO รุ่น LEO 1450 VP, UK) 

  5.11 กลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง (Light microscope) (Olympus, Japan) และชุด

บนัทึกภาพ (Moticam 2, China) 

 5.12 เคร่ืองวดัความหวาน (Refractometer) (ATAGO, USA) 

 5.13 เคร่ืองเคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมดว้ยกระแสไฟฟ้าแบบแนวนอน (Electrophoresis 

apparatus) (Bio-Rad, UK) 

 5.14 เคร่ืองป่ันเหวีย่งความเร็วสูง (High speed centrifuge) (Sartorius, Germany) 

 5.15 เคร่ืองทาํแหง้ ณ จุดวกิฤต (Critical point drying, CPD) (Polaron Range  

รุ่น SC 7501, UK)  

 5.16 เคร่ืองเคลือบตวัอยา่งดว้ยโลหะหนกั (Ion sputter coater) (Polaron Range  

รุ่น SC 7620, UK) 

 

วธีิการทดลอง 

1. การศึกษาจาํนวนและความหลากหลายของแบคทีเรียแลคตกิ 

 1.1 การเกบ็ตวัอย่างนํา้หมกัเอทานอลและการศึกษาด้วยวธิี Wet mount 

  เกบ็ตวัอยา่งนํ้ าหมกัเอทานอลจากกระบวนการหมกัเอทานอลขั้นตอนต่างๆ ไดแ้ก่  

ถงัเล้ียงยสีต ์ถงัหมกั และถงันํ้ าหมกัก่อนการกลัน่ ตวัอยา่งละ 250 มิลลิลติร บรรจุลงในขวด

พลาสติกท่ีมีฝาปิดสนิท โดยเกบ็รักษาบนนํ้ าแขง็ นาํตวัอยา่งมาศึกษาจุลินทรียโ์ดยวธีิ Wet mount  

ดว้ยวิธีของ Fankhauser (2002) ดงัน้ี 

  1.1.1  ใชปิ้เปตดดูตวัอยา่งกากนํ้ าตาล นาํมาหยดลงบนก่ึงกลางของแผน่สไลดท่ี์

สะอาด   

  1.1.2  ปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์โดยทาํมุม 45 องศา กบัแผน่สไลดแ์ลว้วางลงระวงั 

อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ  

   1.1.3 ตรวจดจุูลินทรียโ์ดยใชก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สง กาํลงัขยาย 400 เท่า และ

บนัทึกภาพ Moticam 2.0  
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 1.2 การเพาะแยกแบคทีเรียแลคตกิและการเกบ็รักษาเชื้อ  (ดัดแปลงจากวธิีของ Lucena  

et al., 2010) 

  1.2.1 การนับจาํนวนแบคทีเรียแลคตกิ 

   1.2.1.1 ถ่ายตวัอยา่งปริมาตร 5 มิลลิลติร ลงในขวดบรรจุสารละลาย NaCl 0.85%   

45 มิลลิลติร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสมสารละลาย จะไดต้วัอยา่งท่ีระดบัความเจือจาง 10-1

   1.2.1.2  ถ่ายตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลติร จากขอ้ 1.2.1.1 ลงในหลอด NaCl 0.85% 

ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัจะไดต้วัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจาง 10

  

-2 

   

   1.2.1.4 ถ่ายตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจางเหมาะสม 0.1 มิลลิลติร ลงบนจาน

อาหาร MRS agar ท่ีมี Cycloheximide 0.01 % ใชแ้ท่งแกว้เกล่ียใหท้ัว่ผวิหนา้ ทาํซํ้า 2 จาน บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในโถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน  

1.2.1.3 ทาํการเจือจางตวัอยา่งเช่นเดียวกนัเป็นลาํดบั จนไดร้ะดบัความเจือจางตาม

ตอ้งการ 

   1.2.1.5 นบัจาํนวนโคโลนี  บนัทึกลกัษณะโคโลนีท่ีพบ  

   1.2.1.6  เลือกโคโลนีท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนัมาอยา่งนอ้ย 2 โคโลนีต่อแบบ นาํมา2

ยอ้มแกรมและทดสอบ2ความสามารถในการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส 0

0

ดงัน้ี 1) การยอ้มแกรม นาํ 

0

โคโลนีมายอ้มแกรมตามวธีิมาตรฐานและตรวจดเูซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศนก์าํลงัขยาย 1,000 เท่า 

โดยแบคทีเรียแลคติกติดสีแกรมบวก รูปท่อน รูปกลม หรือรูปไข่ ไม่สร้างสปอร์  2) การทดสอบ 

คะตะเลส  นาํไมจ้ิ้มฟันปราศจากเช้ือเข่ียโคโลนีมาแตะบนสไลดท่ี์สะอาด  จากนั้นหยด0สารละลาย

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์0 โดยแบคทีเรียแลคติกจะใหผ้ลลบกบัการทดสอบน้ี (ไม่เกิดฟองฟู่ )  

  

   1.2.1.7 คาํนวณปริมาณแบคทีเรียแลคติก ในตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร และรายงานผล

เป็น log CFU ต่อมิลลิลติร 

0

0

  1.2.2 การเกบ็รักษาเชื้อ 

   1.2.2.1  เพาะเล้ียงแบคทีเรียแลคติกแต่ละไอโซเลตบนอาหาร MRS agar บ่มท่ี0

0

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในโถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน  

    1.2.2.2  เพาะโคโลนีเด่ียวลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 3.5 มิลลิลติร นาํไปบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 030 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

   1.2.2.3  เติมกลีเซอรอล ปริมาตร 1.5 มิลลิลติร (กลีเซอรอล 30%) แบ่งใส่หลอดป่ัน

เหวี่ยงขนาดเลก็ และนาํไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
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 1.3 การจดัจาํแนกแบคทีเรียแลคตกิ 

  จดั จาํแนกแบคทีเรียดว้ยวิธีวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA (สุดารัตน์ 

สวนจิตร, 2557) ดงัน้ี 

  1.3.1 การสกดัดีเอน็เอ โดยใช้ชุดสกดัสําเร็จรูป TIANamp (Tiangen Biotech, 

Beijing) 

   1.3.1.1 นาํแบคทีเรียท่ีเกบ็ไวแ้ต่ละไอโซเลตท่ีคดัแยกได ้เพาะเล้ียงบนอาหาร MRS 

agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

   1.3.1.2  ใชห่้วงเข่ียเช้ือขดูโคโลนีมาแขวนลอยใน TE buffer ใส่ในหลอดป่ันเหวีย่ง

ขนาดเลก็ ขนาด 1.5 มิลลิลติร  นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที (7,378 xg) เป็นเวลา 

2 นาที และเทส่วนใสท้ิง 

   1.3.1.3 แขวนลอยส่วนของตะกอนเซลลใ์น Enzymatic lysis buffer ปริมาตร 180

ไมโครลิตร (ประกอบดว้ย EDTA 2 มิลลิโมลาร์, Tris-HCl 20 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8.0 และ Lysozyme 

ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร) จากนั้นนาํมาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที 

   1.3.1.4  เติมเอนไซม ์Proteinase K (20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลติร) ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร และ GB buffer ปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปบ่มท่ีอุณหภมิู 70 

 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

   1.3.1.5  เติมเอทานอลปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นถ่ายสาร

ผสมลงสู่ Spin column CB3 ท่ีวางอยูใ่น Collectiom tube ขนาด 2 มิลลิลิตร และนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที (10,625 xg) เป็นเวลา 30 วนิาที ท้ิงส่วนของเหลวท่ีไหลออกจาก

คอลมัน ์และนาํคอลมันม์าวางใน Collection tube เช่นเดิม 

   1.3.1.6  เติม GD buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน ์และนาํไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที (10,625 xg) เป็นเวลา 30 วนิาที ท้ิงส่วนของเหลวท่ีไหลออก

จากคอลมัน ์และนาํคอลมันม์าวางใน Collection tube เช่นเดิม 

   1.3.1.7  เติม PW buffer  ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  ลงในคอลมัน ์และนาํไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที (10,625 xg) เป็นเวลา 30 วนิาที ท้ิงส่วนของเหลวท่ีไหลออก

จากคอลมัน ์และนาํคอลมันม์าวางใน Collection tube เช่นเดิม (ทาํซํ้า 2 คร้ัง) 

   1.3.1.8  นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที (10,625 xg) เป็นเวลา  

2 นาที เพ่ือใหเ้มมเบรนภายในคอลมันแ์หง้สนิท 
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   1.3.1.9  วางคอลมันล์งในหลอดป่ันเหวีย่ง ขนาด 1.5 มิลลิลติร และเติม TE buffer 

ปริมาตร 50-200 ไมโครลิตร ลงตรงกลางเมมเบรนเพ่ือละลายตะกอนจีโนมิกดีเอน็เอ จากนั้นนาํไป

วางท้ิงไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภมิูหอ้ง เป็นเวลา 2-5 นาที และนาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อ

นาที (10,625 xg) เป็นเวลา 2 นาที จะไดส้ารละลายจีโนมิกดีเอน็เอ สาํหรับนาํไปใชเ้ป็นแม่แบบใน

การทาํพีซีอาร์ 

  1.3.2 การออกแบบไพร์เมอร์ 

   1.3.2.1 นาํขอ้มลูลาํนบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกจีนสั

ต่างๆ มาเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์(Sequence alignment) ดว้ยโปรแกรม Bioedit (Version 

7.2.5)  และเลือกบริเวณเบสจาํเพาะร่วม (Consensus sequence) ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์  

   1.3.2.2 นาํบริเวณเบสจาํเพาะร่วมมาออกแบบไพร์เมอร์ดว้ยโปรแกรม Primer 3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)  

  1.3.3  การเพิม่ปริมาณยนี 16S rRNA และการทําบริสุทธิ์ 

   1.3.3.1 นาํสารละลายจีโนมิกดีเอน็เอมาเพ่ิมปริมาณยนี 16S rRNA โดยใช ้

คู่ไพร์เมอร์ คือ LAC16F  (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAGG -3’) และ LAC16R (5’- 

TACCTT GTTACGACT TCACCC-3’)   

   1.3.3.2 จดัเตรียมสารละลายในการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

ซ่ึงประกอบดว้ย พีซีอาร์บฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 1 เท่า  แมกนีเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1.5  

มิลลิโมลาร์  Nucleotide triphosphate ความเขม้ขน้ 0.2 มิลลิโมลาร์  ไพร์เมอร์ชนิดละ 0.5 ไมโคร 

โมลาร์ Taq DNA polymerase ปริมาตร 2.5 ยนิูต และดีเอน็เอแม่แบบความเขม้ขน้ 500 นาโนกรัม 

   1.3.3.3 นาํหลอดท่ีใส่สารละลายแลว้ลงเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ โดยตั้งค่า 

การทาํงานดงัน้ี ท่ีอุณหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที, อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

45 วนิาที, อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที, อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

1.30นาที ทั้งหมด 35 รอบ และขั้นตอนสุดทา้ยตั้งอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

   1.3.3.4 นาํสารละลายจากหลอดปฏิกิริยาพีซีอาร์ไปทาํบริสุทธ์ิ โดยใชชุ้ด 

E.Z.N.A.® 

  1.3.4 การอ่านและวเิคราะห์ข้อมูลลาํดับนิวคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA  

   1.3.4.1  นาํผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีทาํบริสุทธ์ิแลว้ ส่งไปอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ 

 1

Cycle Pure Kit   

st  Base Pte Co. Ltd. (ประเทศมาเลเซีย) โดยส่งผา่นหา้งหุน้ส่วนจาํกดั วอร์ด เมดิก (Ward medic 

ltd partnership) (ประเทศไทย)      
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   1.3.4.2 นาํขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการอ่านดว้ยไพร์เมอร์แต่ละเสน้มาสร้าง 

Contig เพ่ือเช่ือมต่อขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดว้ยโปรแกรม Bioedit (Version 7.2.5)     

   1.3.4.3  นาํขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์เช่ือมต่อแลว้ไปวเิคราะห์ความคลา้ยคลึง

ดว้ย EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) จากนั้นวเิคราะห์สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการ 

ดว้ยโปรแกรม MEGA software version 6.0  

2. การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียแลคตกิแบบเช้ือเดี่ยว 

 2.1 การเตรียมแผ่นเหลก็กล้าปลอดสนิม   

  เตรียมแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมตามวธีิท่ีดดัแปลงจาก Choi et al. (2012) ดงัน้ี 

   2.1.1 แช่แผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม ขนาด 10x20x2 มิลลิเมตร ในสารละลายกรด

ฟอสฟอริก เขม้ขน้ 15% ดว้ยเคร่ืองกาํเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูง ท่ีความถ่ี 40 กิโลเฮิร์ทซ (kHz) 

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที นาํออกมาลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ 

   2.1.2 แช่แผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์เขม้ขน้ 1% 

(W/V) พีเอช 12.5  และนาํไปใหค้ล่ืนเสียงความถ่ีสูง เช่นเดียวกบัในขอ้ 2.1.1  นาํออกมาลา้งดว้ยนํ้ า

กลัน่ 

   2.1.3 นาํแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภมู ิ121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

 2.2 การเตรียม Molasses medium 

  2.2.1 Molasses medium เข้มข้น 15 องศาบริกซ์ สําหรับเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรีย 

แลคตกิและยสีต์ 

   2.2.1.1 เจือจางกากนํ้ าตาลใหมี้ความเขม้ขน้ประมาณ 15 องศาบริกซ ์จากนั้น 

นาํไปแยกตะกอนออกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที (1,434 xg) เป็นเวลา  

5 นาที โดยทาํซํ้า 2 รอบ 

   2.2.1.2 เติมไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.1% เพ่ือเป็น

แหล่งไนโตรเจน และปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 4.5 ดว้ยกรดซลัฟริูก  

 

   2.2.1.3  บรรจุในหลอดป่ันเหวีย่งหลอดละ 20  มิลลิลิตร นาํไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 

110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

   

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon�
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  2.2.2 Molasses medium เข้มข้น 32 องศาบริกซ์ สําหรับทดสอบการสร้างไบโอฟิล์ม 

   2.2.2.1 เจือจางกากนํ้ าตาลใหมี้ความเขม้ขน้ประมาณ 32 องศาบริกซ ์ จากนั้น  

นาํไปแยกตะกอนออกดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที (1,434 xg) เป็นเวลา 5 นาที              

โดยทาํซํ้า 2 รอบ 

   2.2.2.2 เติมไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.1% เพ่ือเป็น

แหล่งไนโตรเจน และปรับพีเอชใหเ้ท่ากบั 4.5 ดว้ยกรดซลัฟริูก  

   

 

2.2.2.3  บรรจุในหลอดป่ันเหวีย่งหลอดละ 18 มิลลิลิตร และนาํไปฆ่าเช้ือท่ี

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

 2.3 การเตรียมเซลล์แบคทีเรียแลคตกิทดสอบ 

  2.3.1 เพาะ0เช้ือแบคทีเรียแลคติกแต่ละไอโซเลตลงบนอาหาร MRS agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส 0เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในโถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน 

  2.3.2  เพาะโคโลนี 1 ลปู ลงใน Molasses medium เขม้ขน้ 15 องศาบริกซ ์0(ขอ้ 2.2.1)

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 0เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

   2.3.3  นาํมาแยกเซลลแ์บคทีเรียดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที

(1,434 xg) เป็นเวลา 10 นาที และแขวนลอยเซลลใ์นสารละลาย NaCl 0.85% ปรับความขุ่นดว้ย

เคร่ืองวดัความขุ่น ใหเ้ท่ากบั MacFarland No. 0.5 จะไดป้ริมาณเช้ือเร่ิมตน้ประมาณ 108  CFU ต่อ

มิลลิลติร   

  2.3.4  ถ่ายหวัเช้ือแบคทีเรีย ปริมาตร 1 มิลลิลติร จากขอ้ 2.3.3. ลงในหลอดท่ีมี

สารละลาย NaCl 0.85% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จนไดค้วามเขม้ขน้ของแบคทีเรียใหไ้ด ้

106  CFU ต่อมิลลิลติร (ยนืยนัจาํนวนโคโลนีดว้ยวิธีเกล่ียเช้ือบนอาหาร MRS agar) 

 

 2.4 การทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียแลคตกิแบบเชื้อเดี่ยว  

  ทดสอบการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือเด่ียวตามวธีิท่ีดดัแปลงจาก Marques et al. (2007) 

ดงัน้ี 

  2.4.1 นาํแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ลงใน Molasses medium ท่ี

บรรจุในหลอดป่ันเหวีย่ง (ขอ้ 2.2.2 ) ความเขม้ขน้ 32 องศาบริกซ ์

  2.4.2 ถ่ายหวัเช้ือแบคทีเรีย (ขอ้ 2.3) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และเติมนํ้ ากลัน่ ปริมาตร  

1 มิลลิลติร ลงในหลอดป่ันเหวีย่ง  
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  2.4.3 นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เม่ือครบเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  นาํแผน่

เหลก็กลา้ปลอดสนิมมาหาปริมาณไบโอฟิลม์ตามวธีิในขอ้ 2.6 

 

 2.5 การหาปริมาณแบคทีเรียแลคตกิในไบโอฟิล์ม 

  หาปริมาณแบคทีเรียแลคติกในไบโอฟิลม์ โดยวธีินบัจาํนวนโคโลนี ตามวธีิท่ีดดัแปลง

จาก Kobayashi, Oethinger, Tuohy, Procop, and Bauer (2009) ดงัน้ี 

  2.5.1 นาํแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมจากขอ้ 2.4.3  มาลา้งดว้ยสารละลาย PBS 1 คร้ัง 

จากนั้นนาํแผน่มาใส่ในหลอดท่ีมีสารละลาย PBS ปริมาตร 20 มิลลิลติร 

    2.5.2 นาํไปเขา้เคร่ืองกาํเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูง ท่ีความถ่ี 40 กิโลเฮิร์ทซ (kHz) เป็น

เวลา 30 นาที   

   2.5.3 เจือจางส่วนของเหลวดว้ยสารละลาย NaCl 0.85 % จนมีระดบัความเจือจางท่ี

เหมาะสม    

  2.5.4 ถ่ายตวัอยา่งท่ีมีระดบัความเจือจางต่าง ๆ ปริมาตร 1 มิลลิลติร ลงในจานอาหาร 

  2.5.5 เทอาหาร MRS agar หลอมเหลว (อุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส) ลงใน

จานอาหารท่ีมีตวัอยา่ง ผสมใหเ้ขา้กนั และรอจนอาหารแขง็ 

  2.5.6 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในโถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน

  2.5.7 นบัจาํนวนโคโลนี  ยอ้มแกรมและทดสอบคะตะเลส เพ่ือยนืยนัแบคทีเรีย 

แลคติกเบ้ืองตน้ ตามวธิีในขอ้ 1.2.1.6 และคาํนวณปริมาณแบคทีเรียแลคติก (log CFU ต่อมิลลิลติร) 

  2.5.8  คาํนวณปริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกต่อพ้ืนท่ีเหลก็กลา้ปลอดสนิม 

(log CFU/cm2

   

3. การสร้างไบโอฟิล์มในสภาวะการหมกัจาํลอง 

 3.1 การเตรียมแผ่นเหลก็กล้าปลอดสนิมและกากนํา้ตาล 

  เตรียมแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมท่ีปราศจากเช้ือและ Molasses medium เขม้ขน้  

32 องศาบริกซ ์ปริมาตร 490 มิลลิลติร บรรจุในขวดแกว้ฝาเกลียวขนาด 1000 มิลลิลติร และ 

Molasses medium  เขม้ขน้ 15 องศาบริกซ ์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บรรจุในหลอดป่ันเหวี่ยงท่ีมี 

ไดแอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เขม้ขน้ 0.1%  และพีเอช 4.5  ตามวธิีเดียวกนักบัในขอ้ 2.1  

และ 2.2 

) 
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 3.2 การเตรียมสารละลายตั้งต้นยา Monensin X  

  3.2.1 ชัง่ยา Monensin X 0.01 กรัม ละลายในเอทานอล 95% ปริมาตร 10 มิลลิลติร  

จะไดค้วามเขม้ขน้ยา 1000 ppm  

  3.2.2  กรองยาดว้ยหวักรองขนาด 0.45 ไมครอน บรรจุลงในขวดแกว้ท่ี 

ปราศจากเช้ือ  

  3.2.3 ถ่ายสารละลายตั้งตน้ปริมาตร 1 มิลลิลติร เจือจางความเขม้ขน้ยาดว้ยเอทานอล 

95% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้ยา 100 ppm 
 

 3.3 การเตรียมเชื้อผสมของยสีต์และแบคทีเรียแลคตกิ 

  3.3.1  ผสมตวัอยา่งนํ้ าหมกัเอทานอลจากโรงงานเอทานอล ตวัอยา่งละ 2 มิลลิลติร 

  3.3.2  ถ่ายตวัอยา่งท่ีผสมแลว้ปริมาตร 10 มิลลิลติร ลงใน Molasses medium เขม้ขน้ 

32 องศาบริกซ ์ ปริมาตร 490 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  3.3.3  ถ่ายเช้ือลงใน Molasses medium เขม้ขน้ 32 องศาบริกซ ์ลงในขวดใหม่ จะได้

กากนํ้ าตาลท่ีมีเช้ือผสมของยสีตแ์ละแบคทีเรียแลคติกผสม และบ่มเช่นเดียวกบั ขอ้ 3.3.2 

  3.3.4  นบัจาํนวนเซลลย์สีตใ์นขอ้ 3.2.3 โดยใชฮี้โมไซโตมิเตอร์ และปรับใหไ้ด้

จาํนวนประมาณ 1x107 

  หมายเหตุ  หากมีเซลลย์สีตน์อ้ยกวา่ 1x10

เซลลต่์อมิลลิลติร  

7 

เป็นเวลา 10 นาที (806 xg) 

  3.3.5 นบัจาํนวนแบคทีเรียแลคติก โดยใชว้ิธีเกล่ียเช้ือบนอาหาร MRS agar ท่ีผสม 

Cycloheximide 0.01%    

เซลลต่์อมิลลิลติร ใหเ้ติมเซลลย์สีตท่ี์ไดจ้าก

การเล้ียง Active dry yeast  ในกากนํ้ าตาลเขม้ขน้ 15 องศาบริกซ ์นาํไปเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และแยกเซลลย์สีตด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที  

  3.3.6 บรรจุกากนํ้ าตาลท่ีมีเช้ือยสีตแ์ละแบคทีเรียแลคติกลงในหลอดป่ันเหวีย่ง  

หลอดละ 19 มิลลิลติร 

 

 3.4 การทดสอบการสร้างไบโอฟิล์มในสภาวะการหมกัจาํลอง 

  ทดสอบการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือผสม โดยวธีิท่ีดดัแปลงจาก Kawarai et al. (2007) 

ดงัน้ี 

  3.4.1 นาํแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมท่ีผา่นการลา้งและฆ่าเช้ือแลว้ ใส่ลงในหลอดท่ี

บรรจุกากนํ้ าตาลท่ีมีเช้ือผสม (ขอ้ 3.3.6) 
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  3.4.2 การทดสอบแบ่งเป็น 2 ชุด คือ  1) เติมยา Monensin X ความเขม้ขน้ 100 ppm 

(ขอ้ 2.4.1) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จะไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของยา 5 ppm  และ 2) เติมเอทานอล 95% 

ปริมาตร 1 มิลลิลติร แทนสารละลายยา Monensin X เป็นชุดควบคุม  

  3.4.3 นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบไบโอฟิลม์ของแบคทีเรีย 

แลคติก ทุก 24 ชัว่โมง จนครบ 96 ชัว่โมง นอกจากน้ีตรวจสอบปริมาณเซลลแ์บคทีเรียแลคติก 

ในรูป Planktonic cell ในนํ้ าหมกัเอทานอล ท่ี 24 ชัว่โมง ตามวธีิในขอ้ 3.5   

 

 3.5 การหาปริมาณไบโอฟิล์มและจดัจาํแนกเชื้อ 

  หาปริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติก และเซลลแ์บคทีเรียแลคติกในรูป 

Planktonic cell โดยวิธีนบัเซลลท่ี์มีชีวิตดว้ยวิธีเกล่ียเช้ือบนอาหาร MRS agar ท่ีมี Cycloheximide 

0.01 % และนาํโคโลนีของไบโอฟิลม์แบคทีเรียแลคติกท่ีพบจดัจาํแนกเช้ือโดยวธีิเช่นเดียวกบัขอ้ 1.3 

 

 3.6 การตรวจสอบการสร้างไบโอฟิล์ม โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด 

  ตรวจสอบการสร้างไบโอฟิลม์ภายใตก้ลอ้ง SEM โดยวธีิของจกัรพนัธ ์ถาวรธิรา และ

จนัทนีย ์นพรัตนอ์าภากลุ (2552) ดงัน้ี 

  3.6.1 เตรียมแผน่เหลก็กลา้ไร้สนิมท่ีมีไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียผสม เช่นเดียวกบั

การศึกษาในขอ้ท่ี 3.3   

  3.6.2 นาํมาตรึง Osmium tetroxide เขม้ขน้ 1% ใน สารละลาย PBS 0.1 โมลาร์ พีเอช 

7.4 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 

  3.6.3  ลา้งดว้ยสารละลาย PBS 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที   

  3.6.4  นาํมาดึงนํ้ าออกดว้ยเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ 50 70 80 และ 90% และใน 

เอทานอล ความเขม้ขน้ 100% อีก 2 คร้ัง คร้ังละ 30 นาที ตามลาํดบั 

  3.6.5 นาํไปทาํแหง้ ณ จุดวกิฤต ดว้ยเคร่ือง Critical point drying และเคลือบดว้ยโลหะ

หนกั 

  3.6.6 นาํไปตรวจดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เลก็ตรอนแบบส่องกราด (SEM)   
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 3.7  การวเิคราะห์ข้อมูล 

  ทาํการทดสอบการสร้างไบโอฟิลม์ของเช้ือเด่ียวและเช้ือผสม จาํนวน 3 รอบ   

โดยหาค่าเฉล่ียปริมาณไบโอฟิลม์  วิเคราะห์ขอ้มลูของปริมาณไบโอฟิลม์ดว้ยการวเิคราะห์ 

ความแปรปรวน (ANOVA) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 11.5  และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณ 

ไบโอฟิลม์ดว้ย Duncan tests ท่ีระดบันยัสาํคญั 0.05  นอกจากน้ีศึกษาความหลากหลายของเช้ือ

แบคทีเรียแลคติกท่ีปนเป้ือนในการผลิตเอทานอล 
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บทท่ี 4 

ผลการวจัิย 

 

4.1 การศึกษาจุลินทรีย์ในตวัอย่างน้ําหมักเอทานอล 

 ตวัอยา่งนํ้ าหมกัจากกระบวนการผลิตเอทานอลของโรงงานท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบ 

ท่ีนาํมาศึกษามีจาํนวน  8  ตวัอยา่ง ไดแ้ก่  ถงัเล้ียงยสีต ์1 ตวัอยา่ง  ถงัหมกัเอทานอล 6 ตวัอยา่ง (ถงัท่ี 

1- 6) และถงัเกบ็นํ้ าหมกัรอกลัน่ 1 ตวัอยา่ง เม่ือนาํมาตรวจดภูายใตก้ลอ้งจุลทรรศนท่ี์กาํลงัขยาย 400 

เท่า พบเซลลแ์บคทีเรียในทุกตวัอยา่ง โดยเซลลแ์บคทีเรียท่ีพบมีทั้งรูปร่างกลมและรูปร่างท่อน  ซ่ึงมี

ความหนาแน่นใกลเ้คียงกนักบัเซลลย์สีต ์ (ภาพท่ี 4-1) 
 

   

(A) (B) (C) 

   

(D) (E) (F) 

 
 

 

(G) (H) 

 

ภาพท่ี 4-1 เซลลย์สีตแ์ละแบคทีเรียในนํ้ าหมกัจากถงัเล้ียงยสีต ์(A), ถงัหมกัเอทานอลถงัท่ี 1-6

 (B-G, ตามลาํดบั) และถงัเกบ็นํ้ าหมกัรอกลัน่ (H)  เม่ือตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง

 จุลทรรศนก์าํลงัขยาย 400 เท่า 
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4.2 การแยกแบคทีเรียแลคตกิในตวัอย่างน้ําหมักเอทานอล  

 ในการหาปริมาณจาํนวนแบคทีเรียแลคติกในตวัอยา่งนํ้ าหมกัเอทานอลจากขั้นตอนต่าง ๆ 

โดยใชด้ว้ยวิธีนบัจาํนวนโคโลนีบน MRS agar ท่ีมี Cycloheximide 0.01% บ่มท่ีอุณหภูมิ 30  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน พบวา่ทุกตวัอยา่งมีแบคทีเรียแลคติก  

โดยมีปริมาณระหว่าง 6.91 – 8.24  log CFU ต่อมิลลิลติร โดยมีปริมาณสูงสุดในถงัเล้ียงยสีต ์ 

(Pre-fermenter) รายละเอียดแสดงในภาพท่ี 4-2   

 ทาํการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีมีลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนัอยา่งนอ้ย 2 โคโลนีต่อ

แบบมายอ้มแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส เพ่ือยนืยนัแบคทีเรียแลคติกขั้นตน้ พบวา่

ทั้งหมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  เซลลรู์ปร่างเป็นท่อน ไม่สร้างสปอร์ และใหผ้ลลบกบัการทดสอบ

คะตะเลส โดยคดัเลือกไอโซเลตท่ีเป็นตวัแทนแบคทีเรียแลคติกจาํนวน 7 ไอโซเลต ไดแ้ก่  KA 01, 

KA 02, KA 03, KA 04, KA 05, KA 06  และ KA 07  พบวา่เซลลมี์รูปร่างท่อนทั้งหมด ทั้งรูปท่อน

สั้น รูปท่อนปลายมน และรูปท่อนยาว (ตารางท่ี 4-1)  ซ่ึงพบวา่ไอโซเลต KA 01 เป็นไอโซเลตท่ีแยก

ได ้7 ใน 8 ตวัอยา่ง รองลงมาคือ ไอโซเลต KA 05 และ KA 07 ตามลาํดบั ดงัตารางท่ี 4-2 

 

 
 

ภาพท่ี 4-2   จาํนวนแบคทีเรียแลคติกท่ีปนเป้ือนในกระบวนการหมกัเอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาล 

                   เป็นวตัถุดิบ (log CFU ต่อมิลลิลติร) โดยใชว้ิธีนบัจาํนวนแบคทีเรียบน MRS agar  

   ท่ีมียาปฏิชีวนะ Cycloheximide 0.01%  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

    48  ชัว่โมง ในโถบ่มเช้ือไร้ออกซิเจน 
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ตารางท่ี 4-1 สณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องไอโซเลตท่ีคดัแยกไดจ้ากนํ้ าหมกัเอทานอล 
  

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

KA 01 

 

 

 

 

โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ ผวิ

มนั ขนาด 1-3 มม.  

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวัแบบ

อยูเ่ด่ียว หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 

 

KA 02 โคโลนีสีเทาขุ่น กลม นูน ขอบหยกั ผวิ

มนั ขนาด 1-2 มม. 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวัแบบ

อยูเ่ด่ียว หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 

 

KA 03 โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ  

ผวิมนั ขนาด 0.5-1 มม. 

แกรมบวก รูปท่อนสั้น เกือบกลม เรียงตวั

แบบอยูเ่ด่ียว ไม่สร้างสปอร์ 



43 
 

ตารางท่ี 4-1 (ต่อ) 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

KA 04 โคโลนีสีเทาขุ่น แบน ขอบหยกั ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 1-3 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อนยาว เรียงตวัแบบอยู่

เด่ียวและแบบเป็นสายไม่สร้างสปอร์ 
 

 

 

KA 05 

 

โคโลนีสีขาวขุ่น แบน  ผวิหนา้ไม่เรียบ 

ขนาด 1-3 มม. 
 

 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวั 

แบบอยูเ่ด่ียว หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 
 

KA 06 

 

โคโลนีสีครีมขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ 

ผวิมนั ขนาด 2-4 มม.  
 

 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวัแบบ

อยูเ่ด่ียว ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-1 (ต่อ) 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

KA 07 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั ตรงกลางนูน

สีขาวขอบสีเทา ขนาด 1 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวัแบบ

อยูเ่ด่ียวไม่สร้างสปอร์ 
  

 

  

ตารางท่ี 4-2  ความชุกของไอโซเลตแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในตวัอยา่งนํ้ าหมกั 
 

 

ตวัอย่างที ่ ช่ือตวัอย่าง ไอโซเลตที่พบ 

1 ถงัเล้ียงยสีต์ KA03-1, KA06-1 

2 ถงัหมกั ถงัท่ี 1 KA01-1, KA02-1, KA06-2 

3 ถงัหมกั ถงัท่ี 2 KA01-2 

4 ถงัหมกั ถงัท่ี 3 KA01-3, KA05-1, KA07-1 

5 ถงัหมกั ถงัท่ี 4 KA01-4, KA03-2, KA05-2, KA07-2 

6 ถงัหมกั ถงัท่ี 5 KA01-5, KA03-3, KA05-3, KA07-3 

7 ถงัหมกั ถงัท่ี 6 KA01-6, KA03-4, KA05-4, KA07-4 

8 ถงันํ้ าหมกัก่อนการกลัน่ KA01-7, KA05-5, KA07-5 

 

4.3  การจดัจาํแนกแบคทีเรียแลคตกิจากกระบวนการผลิตเอทานอล 

 นาํตวัแทนไอโซเลตของแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าหมกัเอทานอล 7 ไอโซเลต มา

เพ่ิมปริมาณยนี 16S rRNA ดว้ยคู่ไพร์เมอร์ LAC16F และ LAC16R โดยใชว้ิธีพีซีอาร์ (ภาพท่ี 4-3) 

และนาํผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ท่ีไดไ้ปอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์ ไดข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S 

rRNA ของแบคทีเรียแลคติก ความยาวประมาณ 1,440 นิวคลีโอไทด ์(ภาคผนวก ง) เม่ือเปรียบเทียบ
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กบัขอ้มลูท่ีปรากฏอยูใ่นฐานขอ้มลูของ  EzTaxon พบวา่ ทั้ง 7 ไอโซเลตอยูใ่นจีนสั  Lactobacillus  

ซ่ึงขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง KA 01 และ KA 06  แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด กบั L. plantarum 

group (99.79% - 100.00% และ 99.23% - 99.44% ตามลาํดบั) ซ่ึงประกอบดว้ย L. pentosus JCM 

1558(T) (D79211)  L. plantarum subsp. plantarum ATCC 14917(T)  L. plantarum subsp. 

argentoratensis DK 022(T) และ L. paraplantarum DSM 10667(T)  ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 

KA 02 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (99.93%) กบั L. farciminis  KCTC 3681(T) (AEOT01000034) 

ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง KA 03 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (100.00%) กบั L. pantheris  

A24-2-1(T) (AF413523) ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง KA 04 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด 

(99.93%) กบั L. formosensis S215 (T) (AB794060) ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง KA 05 และ  

KA 07 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (100.00 และ 99.86% ตามลาํดบั) กบั  L. farraginis JCM 

14108(T) (BAKI01000097) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-3 

 

 

 
 

 

ภาพท่ี 4-3 ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ของแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดจ้ากนํ้ าหมกัในกระบวนการผลิต 

 เอทานอลจากกากนํ้ าตาล โดยเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน VC 100 plus bp (Lane M),  

 KA 01 (Lane 1), KA 02 (Lane 2), KA 03 (Lane 3), KA 04 (Lane 4), KA 05 (Lane 5), 

 KA 06 (Lane 6), KA 07 (Lane 7), Positive control (Lane 8) และ Negative control 

 ( Lane 9)    

 

 

 

M     1      2       3      4       5      6       7      8       9 
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ตารางท่ี 4-3 ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติก  

    ท่ีคดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งนํ้ าหมกัเอทานอล เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูของ  EzTaxon  
 
 

ไอโซเลต Max  

coverage 

%Max  

identity 

แทกซอน หมายเลข  

Accession 

KA 01* 100 

100 

 

99.9 

 

100 

100.00 

99.93 

 

99.86 

 

99.79 

Lactobacillus pentosus JCM 1558(T) 

Lactobacilus  plantarum  

subsp. plantarum ATCC 14917(T) 

Lactobacillus plantarum  

subsp. argentoratensis DK 022(T) 

Lactobacillus  paraplantarum  

DSM 10667(T) 

D79211 

ACGZ01000098 

 

AJ640078 

 

AJ306297 

KA 02 100 99.93 Lactobacillus farciminis KCTC 3681(T) AEOT01000034 

KA 03 100 100.00 Lactobacillus pantheris A24-2-1(T) AF413523 

KA 04 100 99.93 Lactobacillus formosensis S215(T) AB794060 

KA 05 100 100.00 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

KA 06* 100 

100 

 

99.9 

 

100 

99.44 

99.37 

 

99.30 

 

99.23 

Lactobacillus pentosus JCM 1558(T) 

Lactobacilus  plantarum  

subsp. plantarum ATCC 14917(T) 

Lactobacillus plantarum  

subsp. argentoratensis DK 022(T) 

Lactobacillus  paraplantarum  

DSM 10667(T) 

D79211 

ACGZ01000098 

 

AJ640078 

 

AJ306297 

KA 07 100 99.86 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 
 

หมายเหตุ

 * ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  มีความคลา้ยคลึงกนัจนไม่สามารถจาํแนกเป็น 

 แสดงค่าความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดสู์งสุดจากผลการเปรียบเทียบ เขา้ถึง

 ขอ้มลู ณ วนัท่ี 20 ตุลาคม 2559 โดยค่า Identity มากกวา่หรือเท่ากบั 99% จดัวา่ เป็น 

 สปีชีส์เดียวกนั  

 สปีชีส์ได ้จึงจดัอยูใ่น L. plantarum group 
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 เม่ือนาํขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกแต่ละไอโซเลต 

มาวเิคราะห์สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการร่วมกบัขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียแลคติก 

สายพนัธุต่์าง ๆ จาํนวน 27 ขอ้มลู ซ่ึงปรากฏอยูใ่นฐานขอ้มลู EzTaxon และ GenBank (ตารางท่ี 4-4)  

สาํหรับแทกซอนนอกกลุ่มท่ีใชใ้นการวิเคราะห์น้ีเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของ 

Lactobacillus amylotrophicus LMG 11400 (NR042511) พบวา่แบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลตถกู

จดัวางตาํแหน่งบนแผนภูมิแยกออกจากกนัเป็น 2 คลสัเตอร์ (ภาพท่ี 4-4) โดยในคลสัเตอร์แรกเป็น

กลุ่มท่ีประกอบดว้ยไอโซเลต KA 01, KA 02, KA 03, KA 04 และ KA 06  ซ่ึงไอโซเลต KA 01 และ 

KA 06 ถกูจดัวางอยูใ่นกลุ่มของ Lactobacillus plantarum group ซ่ึงประกอบดว้ย L. pentosus,  

L. plantarum subsp. plantarum และ L. plantarum  subsp. argentoratensis โดยมีความใกลชิ้ดกบั  

L. pentosus สายพนัธุ ์JCM 1558 (T)  (D79211) และ L. plantarum subsp. argentoratensis สายพนัธุ ์

DK 022(T) (AJ640078) มากท่ีสุด มีค่า Sequence identity ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยูใ่นเคลด

น้ีมีค ่าอยู ่0.935-0.988  (ตารางท่ี 4-5)  ไอโซเลต KA 02 และ KA 04 แสดงสายววิฒันาการท่ีมี 

บรรพบุรุษร่วมกนั ซ่ึง KA 02 มีความใกลชิ้ดกบั L. farciminis สายพนัธุ ์KCTC 3681(T) และ  

L. farciminis สายพนัธุ ์BCRC 14043 ซ่ึงมีค่า Sequence identity  ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยู่

ในเคลดน้ีมีค่าอยูใ่นช่วง 0.935-0.943  และ KA 04 มีความใกลชิ้ดกบั L. formosensis สายพนัธุ ์

S215(T) (AB794060) มีค่า Sequence identity ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยูใ่นเคลดน้ีคือ 0.943 

ตามลาํดบั (ตารางท่ี 4-5) และไอโซเลต KA 03 ถกูจดัวางกบั L. pantheris ซ่ึงมีค่า Bootstrap ท่ีสูงถึง 

100%  โดยมีความใกลชิ้ดกบั L. pantheris สายพนัธุ ์A24-2-1(T) (AF413523) และ L.pantheris  

สายพนัธุ ์LMG 21017 (NR025189) ซ่ึงมี Sequence identity ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยูใ่น 

เคลดน้ีมีค่าอยูใ่นช่วง 0.927-1.000 (ตารางท่ี 4-5)   

 สาํหรับไอโซเลต KA05 และ KA07 นั้นถกูจดัวางอยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั  L. farraginis 

และมีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดท่ีสุดกบั L. farraginis สายพนัธุ ์JCM 14108(T) (BAKI01000097) 

L. farraginis สายพนัธุ ์NRIC 0676 (NR041467) โดยมี Sequence identity ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดั

วางอยูใ่นเคลดน้ีมีค่าอยูใ่นช่วง 0.940-0.995 (ตารางท่ี 4-5) เม่ือพิจารณาขอ้มลูดา้นสณัฐานและขอ้มลู

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต ร่วมกบัขอ้มลูสาย

สมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของแบคทีเรียแลคติกสายพนัธุต่์าง  ๆซ่ึงสอดคลอ้งกบัตาราง ท่ี 4-3  จึง

สามารถระบุแทกซอนของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต ไดใ้นระดบัสปีชีส์ 
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ตารางท่ี 4-4  แทกซอนต่าง ๆ ของแบคทีเรียจีนสั Lactobaciilus ท่ีนาํมาใชใ้นการวเิคราะห์ 

      สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการร่วมกบัไอโซเลต KA 01, KA 02, KA 03, KA 04, KA05,  

       KA 06 และ KA 07 
 

 

 

 

หมายเลข แทกซอน หมายเลข 

Accession  

แหล่งท่ีมา 

1 KA 01 - งานวจิยัน้ี 

2 KA 02 - งานวจิยัน้ี 

3 KA 03 - งานวจิยัน้ี 

4 KA 04 - งานวจิยัน้ี 

5 KA 05 - งานวจิยัน้ี 

6 KA 06 - งานวจิยัน้ี 

7 KA 07 - งานวจิยัน้ี 

8 Lactobacillus pentosus JCM 1558(T) D79211 EzTaxon 

9 Lactobacillus plantarum CIP 103151 NR104573 GenBank 

10 Lactobacillus plantarum  

subsp.  plantarum ATCC 14917(T) 

ACGZ01000098 EzTaxon 

11 Lactobacillus plantarum subsp. 

argentoratensis DK 022(T) 

AJ640078 EzTaxon 

12 Lactobacillus paraplantarum DSM 10667(T) AJ306297 EzTaxon 

13 Lactobacillus xiangfangensis 3.1.1(T) HM443954 EzTaxon 

14 Lactobacillus xiangfangensis NBRC 108914 AB907194 GenBank 

15 Lactobacillus formosensis S215(T) AB794060 EzTaxon 

16 Lactobacillus farciminis KCTC 3681(T) AEOT01000034 EzTaxon 

17 Lactobacillus farciminis BCRC 14043 NR114398 GenBank 

18 Lactobacillus crustorum LMG 123699(T) AM285450 EzTaxon 
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ตารางท่ี 4-4 (ต่อ) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเลข แทกซอน หมายเลข 

Accession  

แหล่งท่ีมา 

19 Lactobacillus crustorum R-27957 NR042533 GenBank 

20 Lactobacillus pantheris A24-2-1(T) AF413523 EzTaxon 

21 Lactobacillus pantheris LMG 21017 NR025189 GenBank 

22 Lactobacillus thailandensis MCH5-2(T) AB257863 EzTaxon 

23 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 EzTaxon 

24 Lactobacillus farraginis NRIC 0676 NR041467 GenBank 

25 Lactobacillus hilgardii ATCC 8290(T) ACGP01000200 EzTaxon 

26 Lactobacillus hilgardii NBRC 15886 NR113817 GenBank 

27 Lactobacillus amylotrophicus LMG 11400(T) NR042511 EzTaxon 
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ภาพท่ี 4-4  แผนภมูแิสดงสายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของแบคทีเรียแลคติก 7 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจ้าก

 กระบวนการผลิตเอทานอล แผนภมิูน้ีสร้างข้ึนดว้ยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม 

 MEGA 6 โดยอาศยัขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA (จาํนวนทั้งหมด 1401 

 ตาํแหน่ง) และใช ้Tamura 3-parameter ในการคาํนวณระยะห่างทางววิฒันาการ ซ่ึง

 ปรากฏเป็นความยาวก่ิงของแต่ละแทกซอน โดยมีหน่วยเป็นอตัราการแทนท่ีคู่เบสใน 

 แต่ละตาํแหน่งบนยนีเคร่ืองหมาย อตัราการแปรผนัทางพนัธุกรรมบนยนีเคร่ืองหมาย

 คาํนวณโดยใชโ้มเดล Gamma distribution และทดสอบความน่าเช่ือถือของแผนภมูิ 

 โดยใชว้ิธี Bootstrap test (1000 ซํ้า)  ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 27 ขอ้มลู ถกูนาํมาใชใ้น 

 การวเิคราะห์และสร้างสายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการ โดยมี Lactobacillus amylotrophicus 

  LMG11400 (NR042511) เป็นแทกซอนนอกกลุ่ม  
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ตารางท่ี 4-5  Sequence identity matrix ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้งหมดท่ีนาํมาวเิคราะห์ 

     สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการร่วมกบัแบคทีเรียแลคติกท่ีแยกจากนํ้ าหมกัเอทานอล 7 ไอโซเลต 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 
1 ID                                                     

2 0.912 ID                                                   

3 0.907 0.883 ID                                                 
4 0.919 0.980 0.888 ID                                               

5 0.910 0.889 0.899 0.896 ID                                             
6 0.986 0.910 0.896 0.908 0.899 ID                                           

7 0.906 0.886 0.896 0.893 0.995 0.895 ID                                         

8 0.951 0.869 0.863 0.882 0.866 0.938 0.863 ID                                       
9 0.946 0.864 0.859 0.878 0.862 0.933 0.859 0.983 ID                                     

10 0.946 0.866 0.860 0.880 0.862 0.934 0.859 0.977 0.963 ID                                   
11 0.947 0.866 0.860 0.880 0.865 0.935 0.862 0.988 0.979 0.970 ID                                 

12 0.960 0.879 0.874 0.893 0.876 0.947 0.873 0.984 0.970 0.982 0.976 ID                               
13 0.965 0.900 0.891 0.900 0.900 0.956 0.897 0.942 0.937 0.937 0.938 0.952 ID                             

14 0.958 0.882 0.878 0.896 0.886 0.946 0.883 0.971 0.956 0.966 0.963 0.981 0.970 ID                           

15 0.872 0.928 0.840 0.943 0.845 0.860 0.842 0.902 0.889 0.915 0.896 0.907 0.871 0.899 ID                         
16 0.723 0.935 0.698 0.780 0.702 0.713 0.700 0.760 0.765 0.765 0.755 0.753 0.722 0.745 0.818 ID                       

17 0.880 0.943 0.848 0.950 0.853 0.868 0.850 0.898 0.885 0.919 0.892 0.911 0.879 0.907 0.980 0.821 ID                     
18 0.880 0.934 0.846 0.942 0.847 0.868 0.844 0.924 0.913 0.906 0.917 0.914 0.877 0.905 0.964 0.817 0.965 ID                   

19 0.880 0.934 0.846 0.942 0.847 0.868 0.844 0.924 0.913 0.906 0.917 0.914 0.877 0.905 0.964 0.817 0.965 1.000 ID                 

20 0.847 0.820 0.927 0.834 0.834 0.836 0.831 0.891 0.898 0.890 0.884 0.883 0.848 0.875 0.868 0.757 0.867 0.875 0.875 ID               
21 0.847 0.820 0.927 0.834 0.834 0.836 0.831 0.891 0.898 0.890 0.884 0.883 0.848 0.875 0.868 0.757 0.867 0.875 0.875 1.000 ID             

22 0.853 0.826 0.930 0.840 0.841 0.842 0.838 0.874 0.862 0.894 0.868 0.885 0.854 0.881 0.870 0.728 0.877 0.854 0.854 0.951 0.951 ID           
23 0.867 0.842 0.851 0.856 0.943 0.856 0.940 0.897 0.884 0.917 0.892 0.903 0.872 0.901 0.892 0.747 0.895 0.876 0.876 0.881 0.881 0.886 ID         

24 0.877 0.852 0.861 0.866 0.954 0.866 0.951 0.895 0.882 0.905 0.890 0.908 0.883 0.912 0.885 0.736 0.895 0.874 0.874 0.876 0.876 0.881 0.987 ID       
25 0.790 0.765 0.773 0.778 0.839 0.780 0.838 0.830 0.837 0.836 0.826 0.823 0.795 0.821 0.816 0.790 0.813 0.814 0.814 0.839 0.839 0.809 0.890 0.879 ID     

26 0.890 0.862 0.871 0.877 0.945 0.878 0.944 0.904 0.891 0.900 0.899 0.914 0.896 0.925 0.880 0.729 0.887 0.883 0.883 0.869 0.869 0.874 0.960 0.971 0.887 ID   

27 0.874 0.848 0.859 0.862 0.871 0.862 0.869 0.876 0.863 0.872 0.869 0.887 0.865 0.887 0.852 0.708 0.861 0.857 0.857 0.846 0.846 0.851 0.874 0.884 0.793 0.892 ID 

 

หมายเหตุ 

 

 หมายเลข 1-27 แทนแต่ละแทกซอน 
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4.4 การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียแลคตกิแบบเช้ือเดี่ยว 

 จากการศึกษาการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกแบบเช้ือเด่ียว จาํนวน 7 ไอโซเลต 

(KA 01-KA 07) ซ่ึงระบุสปีชีส์ไดเ้ป็น L. plantarum  group จาํนวน 2 ไอโซเลต,  L. farciminis,  

L. pantheris, L. formosensis อยา่งละ 1 ไอโซเลต และ L. farraginis จาํนวน 2 ไอโซเลต บนแผน่

เหลก็กลา้ปลอดสนิมท่ีอยูใ่นกากนํ้ าตาลความเขม้ขน้ 32 องศาบริกซ ์ท่ีเติมไดแอมโมเนียม

ไฮโดรเจนฟอสเฟต ความเขม้ขน้ 0.1% พีเอช 4.5 เม่ือมีเซลลค์วามเขม้ขน้เร่ิมตน้ประมาณ 106

ไบโอฟิลม์ไดม้ากท่ีสุด (3.26 ± 0.02 log CFU/cm

 CFU 

ต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ใน 24 ชัว่โมงแรก

ของการบ่ม ทุกไอโซเลตสร้างไบโอฟิลม์ได ้ยกเวน้ L. plantarum group (KA 06) และท่ี 48 ชัว่โมง

ของการบ่ม พบไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียทุกไอโซเลต โดย L. plantarum group #1 (KA 01) สร้าง 
2

L. farciminis (KA 02) ท่ีสร้างไบโอฟิลม์ไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p > 0.05) และพบ 

) รองลงมาคือ L. farraginis #1  (KA 05) และ  

ไบโอฟิลม์นอ้ยท่ีสุดใน L. plantarum group #2 (KA 06) รายละเอียดแสดงในภาพท่ี 4-5 

 

 
 

ภาพท่ี 4-5  ปริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ  

   30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง  

หมายเหตุ

 

  ตวัอกัษรภาษาองักฤษท่ีแตกต่างกนั (a, b, c, d หรือ e) หมายถึงปริมาณไบโอฟิลม์  

   ท่ี 48 ชัว่โมง ของแต่ละไอโซเลต มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p < 0.05) 
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4.5 การสร้างไบโอฟิล์มของแบคทีเรียแลคตกิและการหาปริมาณเซลล์แบคทีเรีย 

ในรูป Planktonic cell ในสภาวะการหมักจาํลอง 

 การศึกษาการสร้างไบโอฟิลม์บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมของแบคทีเรียแลคติก 

แบบสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลองในกากนํ้ าตาลท่ีมีแบคทีเรียผสมและยสีต ์เร่ิมตน้อยูท่ี่ 

1.3x108 CFU ต่อมิลลิลติร และ 1.3x107 

ท่ีเติมยา Monensin X ความเขม้ขน้ 5 ppm  และไม่เติมยา Monensin X (ชุดควบคุม) ท่ีอุณหภูมิ  

เซลลต่์อมิลลิลติร ตามลาํดบั เปรียบเทียบในสภาวะ 

30 องศาเซลเซียส พบวา่ในชุดท่ีเติมยา Monensin X ปริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติก 

นอ้ยกว่าในชุดควบคุม ท่ีระดบันยัสาํคญั  (p < 0.05)  ในทุกช่วงเวลา โดยใน 24 ชัว่โมงแรกของ 

การบ่ม มีปริมาณไบโอฟิลม์อยูท่ี่ 0.83 ± 0.06 log CFU/cm2  และมีปริมาณไม่เพ่ิมข้ึนท่ี 48 ชัว่โมง 

จากนั้นปริมาณไบโอฟิลม์จะเพ่ิมข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญัท่ี 72 ชัว่โมง เป็น 2.64 ± 0.05 log CFU/cm2  

และมีปริมาณไม่เปล่ียนแปลงท่ี 96 ชัว่โมงของการบ่ม ในขณะท่ีชุดควบคุม พบไบโอฟิลม์ของ

แบคทีเรียแลคติก  4.23 ± 0.03 log CFU/cm2

ท่ี 72  จากนั้นจะมีปริมาณลดลง ซ่ึงจะเห็นไดว้า่การเติมยา Monensin X สามารถลดปริมาณ

แบคทีเรียแลคติกในรูปไบโอฟิลม์ไดท่ี้ 24 ชัว่โมง และท่ี 48 ชัว่โมง ได ้3.40 log CFU/cm

  หลงับ่ม 24 ชัว่โมง และมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในชัว่โมง 

2

3.36 log CFU/cm

 และ  
2

 เม่ือทาํการหาปริมาณเซลลแ์บคทีเรียแลคติกท่ีอยูใ่นส่วนกากนํ้ าตาลท่ี 24 ชัว่โมง พบวา่

ในชุดท่ีเติมยา  Monensin X มีจาํนวน 6.72 ± 0.05 log CFU ต่อมิลลิลติร ตํ่ากวา่ในชุดควบคุมซ่ึงมี

ปริมาณ 7.98 ± 0.01 log CFU ต่อมิลลิลติร ท่ีระดบันยัสาํคญั  p < 0.05   แสดงใหเ้ห็นวา่การเติมยา 

Monensin X ทาํใหจ้าํนวนแบคทีเรียท่ีแขวนลอยลดลง 1.26 log CFU ต่อมิลลิลติร หรือคิดเป็น 

15.79 % ของชุดควบคุม รายละเอียดแสดงดงัภาพท่ี 4-7   

 ตามลาํดบั หรือคิดเป็นอตัราการยบัย ั้ง 80.38% และ 81.13% ตามลาํดบั 

รายละเอียดแสดงในภาพท่ี 4-6   
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ภาพท่ี 4-6  ปริมาณไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลอง ท่ีมียา   

   Monensin X ความเขม้ขน้ 5 ppm เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม  เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ  

   30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ชัว่โมง โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของ   

   ปริมาณไบโอฟิลม์ ดว้ยวิธี  Duncan's multiple range test ท่ี p < 0.05  ตวัอกัษร   

   ภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ ( a, b, c, d หรือ e)  แสดงความแตกต่างกนัของปริมาณไบโอฟิลม์

   ของแต่ละชุดทดลองท่ีเวลาต่าง ๆ และสญัลกัษณ์ดอกจนั ( * หรือ **) แสดง 

   ความแตกต่างกนัของปริมาณไบโอฟิลม์ภายในชัว่โมงของการบ่มของชุดทดลอง  

   กบัชุดควบคุม  
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ภาพท่ี 4-7  ปริมาณแบคทีเรียแลคติกแขวนลอยในกากนํ้ าตาลท่ีมียา Monensin X ความเขม้ขน้  

   5 ppm เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม เม่ือบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

   24 ชัว่โมง โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของปริมาณแบคทีเรียแลคติกดว้ยวิธี Duncan's    

    multiple range test ท่ี p < 0.05  ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ (a หรือ b) แสดง 

   ความแตกต่างกนัของปริมาณแบคทีเรียแลคติกของแต่ละชุดทดลอง  

 

 เม่ือทาํการคดัเลือกโคโลนีของแบคทีเรียบน MRS agar ท่ีแยกไดจ้ากไบโอฟิลม์ จากชุด

เติมยา Monensin X และชุดควบคุม ท่ีมีลกัษณะแตกต่างกนัอยา่งนอ้ย 2 โคโลนีต่อแบบท่ีพบใน 

แต่ละอายขุองไบโอฟิลม์ มาศึกษาลกัษณะสณัฐานวทิยา พบวา่เป็นแกรมบวก เซลลรู์ปร่างเป็นท่อน 

ไม่สร้างสปอร์และไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส ซ่ึงเป็นลกัษณะของแบคทีเรียแลคติก โดยคดัเลือก

โคโลนีจากไบโอฟิลม์อาย ุ24 ชัว่โมง ได ้4 ไอโซเลต ไดแ้ก่  BK 01, BK 02, BK 03 และ BK 04 

อาย ุ48 ชัว่โมง คดัเลือกได ้5 ไอโซเลต ไดแ้ก่  BK 05, BK 06, BK 07, BK 08 และ BK 09  ในอาย ุ

72 ชัว่โมง ได ้4 ไอโซเลต ไดแ้ก่  BK 10, BK 11, BK 12 และ BK 13   และท่ีอาย ุ96 ชัว่โมง 

คดัเลือกได ้3 ไอโซเลต ไดแ้ก่  BK 14, BK 15 และ BK 16 ดงัตารางท่ี 4-6  โดยรายละเอียดลกัษณะ

สณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องแต่ละไอโซเลต  แสดงดงัตารางท่ี 4-7 
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ตารางท่ี 4-6  ไอโซเลตของแบคทีเรียแลคติกบน MRS agar ท่ีแยกไดจ้ากไบโอฟิลม์ 
 

อายุไบโอฟิล์ม ชุดทดลอง ไอโซเลต 

24 ช่ัวโมง ชุดควบคุม BK 01 

ชุดเติมยา Monensin X BK 02 

ชุดควบคุม BK 03 

ชุดควบคุม BK 04 

   

48 ช่ัวโมง ชุดเติมยา Monensin X BK 05 

ชุดควบคุม BK 06 

ชุดควบคุม BK 07 

ชุดควบคุม BK 08 

ชุดควบคุม BK 09 

   

72 ช่ัวโมง ชุดเติมยา Monensin X BK 10 

ชุดเติมยา Monensin X BK 11 

ชุดควบคุม BK 12 

ชุดควบคุม BK 13 

   

96 ช่ัวโมง ชุดเติมยา Monensin X BK 14 

ชุดควบคุม BK 15 

ชุดควบคุม BK 16 
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ตารางท่ี 4-7  ลกัษณะโคโลนีและลกัษณะใตก้ลอ้งของไอโซเลตท่ีก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนแผน่ 

       เหลก็กลา้ปลอดสนิม ในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลอง  
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 01 โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ  

ขนาด 1-2 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวั

แบบอยูเ่ด่ียว ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 02 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั แบน  

ผวิหนา้ไม่เรียบ ขนาด  2  มม. 
 

 

 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวั

แบบอยูเ่ด่ียว หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 03 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั นูน ผวิมนั 

ขนาด 1-2 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน  เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-7  (ต่อ) 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 04 โคโลนีสีครีม ขอบหยกั แบน ผวิมนั 

ขนาด 1-2 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 05 โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ 

ขนาด 0.5 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 
 

BK 06 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 2 มม.  
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน ปลายมน เรียงตวั

แบบอยูเ่ด่ียว หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-7  (ต่อ) 
 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 07 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั นูน ผวิมนั

ขนาด 1-2 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

เป็นคู่ หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 08 โคโลนีสีครีม ขอบหยกั แบน ผวิมนั 

ขนาด 1-2 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

ไม่สร้างสปอร์ 
 

 
 

BK 09 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั นูน ผวิมนั 

ผวิหนา้ไม่เรียบ ขนาด 1-2 มม.  
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-7  (ต่อ) 
 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 10 โคโลนีสีขาวขุ่น กลม นูน ขอบเรียบ 

ขนาด 0.5-1 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือต่อกนัเป็นสาย ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 11 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 2-4 มม. 
 

 
 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวักระจดั

กระจาย ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 12 โคโลนีสีเทาขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 1-2 มม.  
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-7 (ต่อ) 
 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 13 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 1 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

BK 14 โคโลนีสีขาวขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด  2-4 มม. 
 

 
 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 
 

BK 15 โคโลนีสีเทาขุ่น ขอบหยกั แบน ผวิหนา้

ไม่เรียบ ขนาด 1 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อนยาว เรียงตวัแบบอยู่

เด่ียว หรือต่อกนัเป็นสาย ไม่สร้างสปอร์ 
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ตารางท่ี 4-7  (ต่อ) 
 
 

ไอโซเลต โคโลน ี เซลล์ 

BK 16 โคโลนีสีครีม ขอบหยกั แบน ผวิมนั 

ขนาด 1-2 มม. 
 

 

แกรมบวก รูปท่อน เรียงตวัแบบอยูเ่ด่ียว 

หรือเป็นสายสั้น ๆ ไม่สร้างสปอร์ 
 

 

 

4.6  การจดัจาํแนกแบคทีเรียแลคตกิที่พบในไบโอฟิล์ม 

 นาํแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในไบโอฟิลม์บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมในสภาวะการหมกั

เอทานอลจาํลอง จาํนวน 16 ไอโซเลต มาเพ่ิมปริมาณยนี 16S rRNA ดว้ยคู่ไพร์เมอร์ LAC16F  และ 

LAC16R ซ่ึงไดผ้ลิตภณัฑพี์ซีอาร์เปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน ดงัภาพท่ี 4-8  และนาํผลิตภณัฑ์

ท่ีไดไ้ปอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์ ไดข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรีย 

แลคติก  ความยาวประมาณ 1,440 นิวคลีโอไทด ์(ภาคผนวก ง) และเปรียบเทียบกบัขอ้มลูท่ีปรากฏ

อยูใ่นฐานขอ้มลู EzTaxon เช่นเดียวกบัในขอ้ 4.3  พบวา่ทุกไอโซเลตอยูใ่นจีนสัของ  Lactobacillus  

ซ่ึงจากขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง BK 01 ถึง BK 16  (ยกเวน้ BK 09) แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด 

(99.38 – 100.00 %) กบั L. farraginis JCM 14108(T) (BAKI01000097) ส่วนขอ้มลูลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์อง BK 09 แสดงความคลา้ยคลึงสูงสุด (99.86%) กบั  L. parafarraginis NRIC 

0677(T) (AB262734) ดงัแสดงในตารางท่ี 4-8 
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ภาพท่ี 4-8 ผลิตภณัฑพี์ซีอาร์ของแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถสร้างไบโอฟิลม์ โดยเทียบกบัดีเอน็เอ

 มาตรฐาน  (A): VC 100 plus bp (Lane M), BK 01 (Lane 1), BK 02 (Lane 2), BK 03  

 ( Lane 3), BK 04 (Lane 4), BK 05 (Lane 5), BK 06 (Lane 6), BK 07 (Lane 7), BK 08   

 (Lane 8), Positive control (Lane 9) และ Negative control (Lane 10) 

 (B): BK0 9 (Lane 11), BK 10 (Lane 12), BK 11 (Lane 13), BK 12 (Lane 14), BK 13 

 (Lane 15),BK 14 (Lane 16), BK 15 (Lane 17), BK 16 (Lane 18), Positive control 

 (Lane 19) และ Negative control (Lane 20) 

 

ตารางท่ี 4-8 ความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกจาก 

    ไบโอฟิลม์ท่ีสร้างในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลองเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มลูของ  

     EzTaxon  
 

ไอโซเลต Max 

coverage 

Max  

identity 

แทกซอน หมายเลข 

Accession  

BK 01 100 99.59 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 02 100 99.52 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 03 100 99.45 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 04 100 99.65 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 
 

  

  
(A) (B) 

M      1       2       3      4        5      6       7       8        9     10 M     11    12     13     14     15      16     17    18     19     20 
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ตารางท่ี 4-8 (ต่อ) 
 

ไอโซเลต Max 

coverage 

Max  

identity 

แทกซอน หมายเลข 

Accession  

BK 05 100 99.86 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 06 100 99.52 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 07 100 99.59 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 08 100 99.65 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 09 100 99.86 Lactobacillus parafarraginis 

 NRIC 0677(T) 

AB262734 

BK 10 100 99.86 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 11 100 99.38 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 12 100 99.52 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 13 100 99.52 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 14 100 99.45 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 15 100 99.52 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 

BK 16 100 100.00 Lactobacillus farraginis JCM 14108(T) BAKI01000097 
 

หมายเหตุ

 

 แสดงค่าความคลา้ยคลึงของลาํดบันิวคลีโอไทดสู์งสุดจากผลการเปรียบเทียบ เขา้ถึงขอ้มลู 

 ณ วนัท่ีขอ้มลู 5 ตุลาคม 2559 

 เม่ือนาํขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S RNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 16 ไอโซเลต

มาวเิคราะห์สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการร่วมกบัขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียแลคติกสาย

พนัธุต่์าง ๆ จาํนวน 33 ขอ้มลู ซ่ึงปรากฏอยูใ่นฐานขอ้มลู GenBank (ตารางท่ี 4-9)  สาํหรับแทกซอน

นอกกลุ่มท่ีใชใ้นการวิเคราะห์น้ีเป็นลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของ Lactobacillus  

curieae สายพนัธุ ์S1L19(T) (JQ086550) (ตารางท่ี 4-9) พบวา่แบคทีเรียแลคติกทั้ง 16 ไอโซเลต ถกู

จดัวางตาํแหน่งบนแผนภมิูใน 2 คลสัเตอร์ (ภาพท่ี 4-9) โดยในคลสัเตอร์แรก ประกอบดว้ยไอโซเลต 

BK 01, BK 02, BK 03, BK 04, BK 05, BK 06, BK 07, BK 08, BK 10, BK 11, BK 12, BK 13, BK 

14 , BK 15 และ BK 16 ถกูจดัวางอยูใ่นเคลดเดียวกบั  L. farraginis โดยมีความใกลชิ้ดกบั  
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L. farraginis  สายพนัธุ ์JCM 14108(T) (BAKI01000097), L. farraginis  สายพนัธุ ์JCM 8627 

(AB690214) และ L. farraginis สายพนัธุ ์JCM 8638 (AB690223) ซ่ึงมีค่า Sequence identity 

ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยูใ่นเคลดน้ีมีค่าอยูใ่นช่วง 0.940-0.998 (ตารางท่ี 4-10) โดยไอโซเลต 

BK 15 ทั้ง 15 ไอโซเลต มีความเหมือนกนัของขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ค่อนขา้ง

สูง (Sequence identity เท่ากบั 0.908-1.000, ตารางท่ี 4-10) จึงมีโอกาสท่ีจะเป็นสปีชีส์เดียวกนั 

 ในขณะท่ี ไอโซเลต BK 09 ถกูจดัวางอยูใ่นเคลดเดียวกบั L. parafarraginis และมี

ความสมัพนัธใ์กลชิ้ดท่ีสุด Lactobacillus  parafarraginis สายพนัธุ ์NRIC 0677(T) (AB262734) 

โดยค่า Sequence identity ระหวา่งแทกซอนท่ีถกูจดัวางอยูใ่นเคลดน้ีมีค่า 0.919 (ตารางท่ี 4-10) เม่ือ

พิจารณาขอ้มลูดา้นสณัฐานและลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ร่วมกบัขอ้มลูสายสมัพนัธ์

เชิงววิฒันาการ ทาํใหส้ามารถระบุแทกซอนของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 16 ไอโซเลตไดใ้นระดบัสปีชีส์ 

 

ตารางท่ี 4-9 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติก จากฐานขอ้มลูของ   

    GenBank และ EzTaxon 
 

หมายเลข แทกซอน หมายเลข 

Accession 

แหล่งที่มา 

1 BK 01 - งานวจิยัน้ี 

2 BK 02 - งานวจิยัน้ี 

3 BK 03 - งานวจิยัน้ี 

4 BK 04 - งานวจิยัน้ี 

5 BK 05 - งานวจิยัน้ี 

6 BK 06 - งานวจิยัน้ี 

7 BK 07 - งานวจิยัน้ี 

8 BK 08 - งานวจิยัน้ี 

9 BK 09 - งานวจิยัน้ี 

10 BK 10 - งานวจิยัน้ี 

11 BK 11 - งานวจิยัน้ี 

12 BK 12 - งานวจิยัน้ี 

13 BK 13 - งานวจิยัน้ี 

14 BK 14 - งานวจิยัน้ี 
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ตารางท่ี 4-9 (ต่อ) 
 

 

หมายเลข แทกซอน หมายเลข 

Accession 

แหล่งที่มา 

15 BK 15 - งานวจิยัน้ี 

16 BK 16 - งานวจิยัน้ี 

19 Lactobacillus farraginis  NRIC 0678 AB262732 GenBank 

20 Lactobacillus farraginis   JCM 8627 AB690214 GenBank 

21 Lactobacillus farraginis  JCM 8638 AB690223 GenBank 

22 Lactobacillus  hilgardii DSM 20176(T) ACGP01000200 EzTaxon 

23 Lactobacillus  hilgardii NBRC 15886 NR113817 GenBank 

24 Lactobacillus  parafarraginis NRIC 0677(T) AB262734 EzTaxon 

25 Lactobacillus  parafarraginis FQ 066 KF418824 GenBank 

26 Lactobacillus  parafarraginis TCP 024 KF312685 GenBank 

27 Lactobacillus diolivorans JKD6 (T) AF264701 EzTaxon 

28 Lactobacillus diolivorans IMAU11153 KR858807 GenBank 

29 Lactobacillus  kefiri LMG 9480(T) AJ621553 EzTaxon 

30 Lactobacillus  kefiri A/K  NR042230 GenBank 

31 Lactobacillus  parakefiri LMG 15133(T) AY026750 EzTaxon 

32 Lactobacillus  parakefiri NBRC 15890 NR113819 GenBank 

33 Lactobacillus  curieae S1L19(T) JQ086550 EzTaxon 
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ภาพท่ี 4-9 แผนภมูแิสดงสายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการของแบคทีเรียแลคติก 16 ไอโซเลต แผนภูมิน้ี

 สร้างข้ึนดว้ยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA6 โดยอาศยัขอ้มลูลาํดบั 

 นิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA (จาํนวนทั้งหมด 1343 ตาํแหน่ง) และใช ้Tamura 3-

 parameter ในการคาํนวณระยะห่างทางววิฒันาการ ซ่ึงปรากฏเป็นความยาวก่ิงของ

 แต่ละแทกซอน โดยมีหน่วยเป็นอตัราการแทนท่ีคู่เบสในแต่ละตาํแหน่งบนยนี

 เคร่ืองหมาย อตัราการแปรผนัทางพนัธุกรรมบนยนีเคร่ืองหมายคาํนวณโดยใชโ้มเดล 

 Gamma distribution และทดสอบความน่าเช่ือถือของแผนภูมิโดยใชว้ิธี Bootstrap test 

 (1000 ซํ้า) ลาํดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 33 ขอ้มลู ถกูนาํมาใชใ้นการวเิคราะห์และสร้าง

 สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการ โดยมี Lactobacillus curieae S1L19 (T) (JQ086550) เป็น 

 แทกซอนนอกกลุ่ม
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ตารางท่ี 4-10  Sequence identity matrix ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ขอ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้งหมดท่ีนาํมาวเิคราะห์ 

    สายสมัพนัธเ์ชิงววิฒันาการร่วมกบัแบคทีเรียแลคติกจากไบโอฟิลม์ท่ีสร้างในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลอง16 ไอโซเลต 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

1 ID                                                                 

2 0.991 ID                                                               

3 0.990 0.999 ID                                                             

4 0.992 0.997 0.996 ID                                                           

5 0.993 0.991 0.992 0.993 ID                                                         

6 0.991 0.994 0.993 0.994 0.993 ID                                                       

7 0.988 0.994 0.993 0.994 0.988 0.991 ID                                                     

8 0.991 0.996 0.997 0.997 0.995 0.995 0.993 ID                                                   

9 0.959 0.960 0.960 0.957 0.959 0.958 0.955 0.957 ID                                                 

10 0.995 0.992 0.993 0.993 0.998 0.992 0.989 0.994 0.959 ID                                               

11 0.987 0.996 0.997 0.993 0.989 0.991 0.991 0.994 0.957 0.990 ID                                             

12 0.987 0.996 0.995 0.993 0.988 0.991 0.997 0.993 0.956 0.988 0.993 ID                                           

13 0.987 0.996 0.995 0.993 0.988 0.991 0.997 0.993 0.956 0.988 0.993 1.000 ID                                         

14 0.990 0.999 1.000 0.996 0.992 0.993 0.993 0.997 0.960 0.993 0.997 0.995 0.995 ID                                       

15 0.990 0.999 0.998 0.996 0.991 0.993 0.993 0.995 0.959 0.991 0.995 0.995 0.995 0.998 ID                                     

16 0.995 0.994 0.993 0.995 0.996 0.994 0.991 0.995 0.960 0.996 0.991 0.991 0.991 0.993 0.993 ID                                   

17 0.911 0.910 0.910 0.911 0.913 0.911 0.909 0.912 0.986 0.913 0.911 0.908 0.908 0.910 0.910 0.914 ID                                 

18 0.951 0.950 0.949 0.951 0.953 0.951 0.948 0.952 0.922 0.953 0.951 0.947 0.947 0.949 0.949 0.954 0.852 ID                               

19 0.926 0.924 0.924 0.926 0.928 0.926 0.922 0.926 0.897 0.928 0.926 0.922 0.922 0.924 0.924 0.928 0.872 0.973 ID                             

20 0.953 0.951 0.951 0.953 0.955 0.953 0.949 0.953 0.923 0.955 0.953 0.949 0.949 0.951 0.951 0.955 0.851 0.996 0.971 ID                           

21 0.940 0.944 0.944 0.945 0.942 0.944 0.942 0.946 0.914 0.942 0.946 0.942 0.942 0.944 0.944 0.944 0.853 0.983 0.973 0.986 ID                         

22 0.837 0.838 0.838 0.837 0.839 0.840 0.835 0.838 0.829 0.839 0.840 0.836 0.836 0.838 0.838 0.838 0.907 0.879 0.900 0.878 0.883 ID                       

23 0.943 0.945 0.944 0.943 0.946 0.946 0.941 0.944 0.934 0.946 0.946 0.942 0.942 0.944 0.944 0.945 0.828 0.971 0.945 0.972 0.963 0.887 ID                     

24 0.904 0.906 0.906 0.905 0.906 0.908 0.904 0.906 0.919 0.906 0.908 0.904 0.904 0.906 0.906 0.906 0.854 0.947 0.962 0.948 0.953 0.901 0.943 ID                   

25 0.964 0.964 0.964 0.962 0.964 0.965 0.960 0.964 0.990 0.964 0.961 0.960 0.960 0.964 0.963 0.964 0.792 0.928 0.903 0.929 0.921 0.835 0.941 0.926 ID                 

26 0.966 0.967 0.966 0.965 0.967 0.968 0.964 0.966 0.984 0.966 0.965 0.964 0.964 0.966 0.966 0.967 0.796 0.933 0.908 0.935 0.926 0.840 0.946 0.931 0.993 ID               

27 0.941 0.940 0.939 0.939 0.942 0.942 0.938 0.940 0.937 0.942 0.941 0.937 0.937 0.939 0.939 0.941 0.817 0.957 0.931 0.959 0.948 0.865 0.970 0.935 0.944 0.949 ID             

28 0.956 0.957 0.956 0.955 0.957 0.957 0.956 0.955 0.953 0.957 0.953 0.956 0.956 0.956 0.956 0.958 0.781 0.916 0.891 0.917 0.908 0.827 0.932 0.895 0.957 0.958 0.955 ID           

29 0.952 0.952 0.952 0.953 0.954 0.953 0.950 0.954 0.946 0.954 0.952 0.949 0.949 0.952 0.952 0.954 0.791 0.928 0.903 0.929 0.920 0.833 0.939 0.910 0.952 0.955 0.949 0.956 ID         

30 0.952 0.952 0.952 0.953 0.954 0.953 0.950 0.954 0.946 0.954 0.952 0.949 0.949 0.952 0.952 0.954 0.791 0.928 0.903 0.929 0.920 0.833 0.939 0.910 0.952 0.955 0.949 0.956 1.000 ID       

31 0.894 0.894 0.894 0.894 0.895 0.891 0.891 0.895 0.912 0.894 0.893 0.891 0.891 0.894 0.893 0.895 0.760 0.891 0.867 0.892 0.884 0.800 0.901 0.870 0.906 0.903 0.918 0.899 0.896 0.896 ID     

32 0.930 0.931 0.930 0.932 0.933 0.930 0.929 0.932 0.926 0.932 0.932 0.928 0.928 0.930 0.930 0.932 0.817 0.958 0.932 0.959 0.950 0.859 0.968 0.936 0.934 0.939 0.970 0.932 0.949 0.949 0.926 ID   

33 0.900 0.901 0.901 0.900 0.900 0.904 0.898 0.901 0.896 0.900 0.903 0.899 0.899 0.901 0.901 0.901 0.832 0.946 0.947 0.944 0.951 0.875 0.937 0.940 0.901 0.906 0.931 0.890 0.902 0.902 0.865 0.927 ID 

 

หมายเหตุ

 

  หมายเลข 1- 33 แทนแต่ละแทกซอน ดงัท่ีระบุไวใ้นตารางท่ี 4-9 
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4.7  การศึกษาไบโอฟิล์ม โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็ดตรอนแบบส่องกราด 

 ทาํการตรวจดแูผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมท่ีแช่ในกากนํ้ าตาลในสภาวะการหมกัเอทานอล

จาํลองท่ีมียสีตแ์ละแบคทีเรียผสม  เม่ือมี Monensin X ความเขม้ขน้ 5 ppm  เปรียบเทียบกบัชุด

ควบคุม โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบส่องกราด พบวา่ ใน 24 ชัว่โมงแรกของการบ่ม พบเซลลย์สีต์

และเซลลแ์บคทีเรียเกาะบนพ้ืนผวิของแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมทั้ง 2 ชุดการทดสอบ (ภาพท่ี 4-10 A 

และ 4-10 B) โดยเซลลแ์บคทีเรียเป็นรูปท่อนอยูเ่ป็นกลุ่มขนาดเลก็ และใน 72 ชัว่โมง ของการบ่ม 

พบเซลลแ์บคทีเรียและเซลลย์สีตอ์ยูร่่วมกนัเป็นกลุ่มขนาดใหญ่ข้ึน (ภาพท่ี 4-10 C และ 4-10 D)  

โดยในชุดทดสอบท่ีเติมยา Monensin X (ภาพท่ี 4-10 C) กลุ่มของไบโอฟิลม์ท่ีพบจะมีขนาดเลก็กว่า

ชุดควบคุม (ภาพท่ี 4-10 D) และเม่ือตรวจดูท่ีกาํลงัขยายเพิ่มข้ึนเป็น 3,000 เท่า  (ภาพท่ี 4-10 E และ  

4-10 F) จะเห็นกลุ่มเซลลแ์บคทีเรียและยสีตอ์ยูร่วมกนัแบบไม่หนาแน่นในชุดเติมยา ส่วนในชุด

ควบคุมกลุ่มเซลลมี์ความหนาแน่นและยดึเกาะกนัหลายชั้นเป็นโครงสร้างไบโอฟิลม์ขนาดใหญ่   
 

 
(A)  

 
(B)  

 
(C) 

 
(D) 

 
(E) 

 
(F) 

ภาพท่ี  4-10   ลกัษณะของไบโอฟิลม์ในสภาวะการหมกัจาํลองบนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม  

  เม่ือตรวจสอบโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศนอ์เิลด็ตรอนแบบส่องกราด ( SEM), (A) ชุดเติม 

  ยา  Monensin X เม่ือบ่ม 24 ชัว่โมง ท่ีกาํลงัขยาย 2,000 เท่า, (B) ชุดควบคุม เม่ือบ่ม  

  24 ชัว่โมง ท่ีกาํลงัขยาย 2,000 เท่า, (C) ชุดเติมยา Monensin X เม่ือบ่ม 72 ชัว่โมง  

  ท่ีกาํลงัขยาย 2,000 เท่า, (D) ชุดควบคุม เม่ือบ่ม 72 ชัว่โมงท่ีกาํลงัขยาย 2,000 เท่า,  

  ( E) ชุดเติมยา Monensin X เม่ือบ่ม 72 ชัว่โมง ท่ีกาํลงัขยาย 3,000 เท่า และ  

  ( F) ชุดควบคุม เม่ือบ่ม 72 ชัว่โมงท่ีกาํลงัขยาย 3,000 เท่า 



70 
 

บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผล 

 

สรุปผลการวจิยั 

 จากผลการศึกษาทั้งหมดสรุปไดด้งัน้ี 

  1. โรงงานผลิตเอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบท่ีนาํมาศึกษาพบแบคทีเรีย 

แลคติกปนเป้ือนในทุกขั้นตอนของกระบวนการผลิต โดยมีปริมาณอยูใ่นช่วง 6.91 ถึง 8.24 log CFU 

ต่อมิลลิลติร ซ่ึงแบคทีเรียแลคติกท่ีพบมากมีเพียงจีนสัเดียว คือ จีนสั Lactobacillus เม่ือจดัจาํแนก

โดยวิธีวิเคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA พบวา่ประกอบดว้ย  L. farraginis, 

 L. pantheris, L. farciminis, L. formosensis และ L. plantarum group 

  2. แบคทีเรียแลคติกท่ีแยกไดท้ั้งหมดสร้างไบโอฟิลม์บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมได ้

แตกต่างกนั โดยเม่ือบ่มนาน 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่ใน 24 ชัว่โมงแรกของการบ่ม ทุกไอโซเลต 

สร้างไบโอฟิลม์ได ้ยกเวน้ L. plantarum group (KA 06) และท่ี 48 ชัว่โมงของการบ่ม พบไบโอฟิลม์

ของแบคทีเรียของแบคทีเรียแลคติกทุกไอโซเลต โดย L. plantarum group (KA 01) สร้างไบโอฟิลม์

ไดม้ากท่ีสุด รองลงมาคือ L. farraginis (KA 05) และ L. farciminis (KA 02) ท่ีสร้างไบโอฟิลม์ได ้

ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p > 0.05) 

  3. ยาปฏิชีวนะ Monensin X ความเขม้ขน้ 5 ppm สามารถลดปริมาณไบโอฟิลม์ของ

แบคทีเรียแลคติกท่ีสร้างในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลองได ้เฉล่ีย 3.36 log CFU/cm2

  4.  แบคทีเรียแลคติกท่ีพบในไบโอฟิลม์ท่ีในสภาวะการหมกัเอทานอลจาํลอง  

 หรือคิดเป็น 

81.13 % เม่ือบ่มนาน 48 ชัว่โมง 

มี 2 สปีชีส์ คือ L. farraginis และ L. parafarraginis  โดยเป็นสปีชีส์ L. farraginis  คิดเป็นสดัส่วน 

93.75%  ของไอโซเลตทั้งหมด   

 

อภปิรายผล  

 การปนเป้ือน จากแบคทีเรียถือว่าเป็นปัญหาสาํคญัท่ีพบในกระบวนการผลิตเอทานอล

ชีวภาพ เน่ืองจากกระบวนการผลิตไม่ไดด้าํเนินการในสภาวะปลอดเช้ือ  โดยแบคทีเรียแลคติกเป็น

กลุ่มแบคทีเรียท่ีพบไดม้ากและพบไดบ่้อยท่ีสุด เน่ืองจากสามารถปรับตวัในสภาวะท่ีมีความเขม้ขน้

ของเอทานอลท่ีสูง ค่าพีเอชตํ่า อุณหภมิูสูง และสภาวะออกซิเจนท่ีตํ่าในระหวา่งการหมกัเอทานอล

ได ้(Narendranath et al., 1997; Beckner et al., 2011)  ซ่ึงส่งผลต่อปริมาณผลผลิตเอทานอล 
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เน่ืองจากความสามารถในการหมกัและการเจริญของเซลลย์สีตล์ดลง (Basso et al., 2011)  

นอกจากนั้นแบคทีเรียแลคติกยงัก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนผวิวสัดุท่ีใชท้าํถงัหมกัและอุปกรณ์ต่าง ๆ 

ได ้ทาํใหน้ํ้ ายาทาํความสะอาด สารฆ่าเช้ือ รวมถึงยาปฏิชีวนะผา่นเขา้ไปทาํลายแบคทีเรียท่ีอยูภ่ายใน

โครงสร้างของไบโอฟิลม์ไดน้อ้ยลง จึงกาํจดัไดย้ากเม่ือเปรียบเทียบกบัจุลินทรียท่ี์ไม่ไดอ้ยูใ่น 

รูปไบโอฟิลม์ (Ceri et al., 1999) อีก ทั้งแบคทีเรียท่ีอยูใ่นรูปไบโอฟิลม์จะแพร่กระจายไปยงัพ้ืนผวิ

บริเวณอ่ืนและก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์เม่ือมีสภาวะท่ีเหมาะสม ไบโอฟิลม์จึงเป็นแหล่งของ 

การปนเป้ือนซํ้าในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมต่าง  ๆ

 งานวจิยัน้ีศึกษาการปนเป้ือนแบคทีเรียแลคติกในโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาล

เป็นวตัถุด ิบ ซ่ึงกากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบหลกัในการผลิตเอทานอลชีวภาพของประเทศไทย (อภิชาต 

จงสกลุ, 2555)  เน่ืองจากมีราคาถกู ซ่ึงในโรงงานน้ีไดมี้การใชย้าปฏิชีวนะในกลุ่มโมเนนซินใน 

การควบคุมแบคทีเรียปนเป้ือนและใชก้ระบวนการผลิตเอทานอลแบบก่ึงต่อเน่ืองท่ีใชถ้งัหมกั

จาํนวน 6  ถงั  ผลการศึกษาพบวา่ในทุก ๆ ตวัอยา่งตั้งแต่ถงัเล้ียงยสีต ์ถงัหมกัเอทานอล ถงัท่ี 1- 6 

และถงัเกบ็นํ้ าหมกัรอกลัน่ มีแบคทีเรียแลคติก โดยในถงัเล้ียงยสีตพ์บจาํนวนแบคทีเรียแลคติก 

สูงท่ีสุด คือ 8.24 log CFU ต่อมิลลิลติร (ภาพท่ี 4-2) ซ่ึงการผลิตเอทานอลจากกากนํ้ าตาลจะนาํ

กากนํ้ าตาลซ่ึงมีความเขม้ขน้สูง (ประมาณ 80 องศาบริกซ)์ มาเจือจางดว้ยนํ้ าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้  

12-16 องศาบริกซ ์เพ่ือใชใ้นขั้นตอนการเล้ียงยสีต ์ โดยไม่ไดผ้า่นการฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน จึงทาํให้

แบคทีเรียท่ีอาจปนเป้ือนอยูใ่นกากนํ้ าตาลเขม้ขน้ซ่ึงไม่สามารถเพ่ิมจาํนวนได ้ เน่ืองจากถกูยบัย ั้ง

ดว้ยแรงดนัออสโมติก นอกจากนั้นแบคทีเรียแลคติกส่วนหน่ึงอาจมาจากยสีตแ์หง้ท่ีใชเ้ป็นหวัเช้ือ 

(Takeda, Okada, & Kozaki, 1984) ในการหมกัเอทานอล อีกทั้งยงัพบแบคทีเรียแลคติกในถงัหมกั

ทั้ง 6 ถงั ซ่ึงคาดวา่เกิดจากมีการถ่ายนํ้ าหมกัจากถงัหน่ึงสู่ถงัหน่ึงต่อเน่ืองกนั รวมทั้งพบแบคทีเรีย 

แลคติกในถงัรอกลัน่ดว้ย จึงน่าจะเป็นสาเหตุท่ีทาํใหพ้บแบคทีเรียแลคติกสปีชีส์ท่ีคลา้ยคลึงกนัใน

ทุก ๆ ถงั เช่นเดียวกบังานวิจยัอ่ืนท่ีรายงานวา่วตัถุดิบตั้งตน้ท่ีใชใ้นการผลิตเอทานอล เช่น นํ้ าออ้ย  

มีการปนเป้ือนจากแบคทีเรียอยูท่ี่ 7.4×107 - 6.0×108 

 Lactobacillus เป็นจีนสัของแบคทีเรียแลคติกท่ีพบไดบ่้อยในโรงงานเอทานอล

เช่นเดียวกบัในการศึกษาน้ี ซ่ึงพบวา่ใน 7 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจ้ดัอยูใ่นจีนสัน้ีและจากการระบุสปีชีส์

ของแบคทีเรีย โดยใชว้ธีิการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA  พบทั้งหมด 5 สปีชีส์ 

ไดแ้ก่ L. farraginis, L. pantheris, L. farciminis, L. formosensis และ L. plantarum group  (ตารางท่ี 

4-3, ภาพท่ี 4-4) ซ่ึง 4 สปีชีส์แรกไม่เคยมีรายงานการพบในโรงงานเอทานอลมาก่อน  

CFU ต่อมิลลิลติร (Lucena et al., 2010)  

ความหลากหลายของแบคทีเรียแลคติกในโรงงานผลิตเอทานอลเก่ียวขอ้งกบัหลายปัจจยั รวมทั้ง

ท่ีตั้ง ชนิดและขั้นตอนการเตรียมวตัถุดิบ มีรายงานวา่โรงงานท่ีใชข้า้วโพด หรือเสน้ใยไฮโดรไลเซต 
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(Fiber hydrolysates) เป็นวตัถุดิบในการผลิตเอทานอลประเทศสหรัฐอเมริกา พบการปนเป้ือน 

Lactobacillus acidophilus, L. agilis, L. amylovorus, L. brevis, L. casei, L. hilgardii, L. fermentum, 

L. plantarum และ Weissella paramesenteroides  (Skinner & Leather, 2004; Schell et al., 2007) 

ในขณะท่ีโรงงานผลิตเอทานอลของประเทศเกาหลีท่ีใชม้นัสาํปะหลงัเป็นวตัถุดิบ มีการปนเป้ือน

จาก Lactobacillus fermentum, L. salivarius และ L. casei (Chang et al., 1995)  นอกจากนั้นความ

แตกต่างของสปีชีส์ท่ีพบอาจเก่ียวขอ้งกบัเทคนิคท่ีใชใ้นการจดัจาํแนกเช้ือ มีรายงานวา่โรงงานผลิต

เอทานอลท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบแห่งเดียวกบัในการศึกษาคร้ังน้ีพบ  Lactobacillus plantarum, 

L. buchneri, L. brevis, L. pantosus, L. rhamnosus, L. fermentum และ Pediococcus damnosus  ซ่ึง

ในการจดัจาํแนกสปีชีส์อาศยัลกัษณะทางชีวเคมีท่ีอยูใ่นฐานขอ้มลูของ API50 CHL (ศิริโฉม ทุ่งเกา้

และพิริยา พฒันาเจริญสุข, 2557; ศิริโฉม ทุ่งเกา้ และนนัทพร เหรียญเจริญ; 2558) การระบุสปีชีส์

โดยใชชุ้ดทดสอบ API50 CHL เป็นวธิ ีการทางชีวเคมีท่ีอาศยัความสามารถในการหมกั

คาร์โบไฮเดรตในการจดัจาํแนกแบคทีเรียแลคติก ซ่ึงในระดบัสปีชีส์อาจใหผ้ลไม่แม่นยาํ สอดคลอ้ง

กบั Balcazar et al. (2007) ท่ีระบุว่าแบคทีเรียแลคติกจาํนวน 13 ไอโซเลต ท่ีแยกไดจ้ากปลา 

แซลมอน เมื่อจดัจาํแนกโดยใชชุ้ดทดสอบ API50 CHL เปรียบเทียบกบัการวิเคราะห์ ยนี16S rRNA  

การวิเคราะห์ยนี 16S rRNA บริเวณ V1 และ V2 ซ่ึงเป็นบริเวณแปรผนั (Viable regions) ใหค่้าความ

คลา้ยคลึงของการจดัจาํแนกสูงถึง 99.70-100.00%  ในขณะท่ีการใชชุ้ดทดสอบ API50 CHL ใหค่้า

ความคลา้ยคลึงเพียง 57.70-90.00%  และในการจดัจาํแนกแบคทีเรียแลคติกท่ีพบในช่องคลอดของ

ผูห้ญิง จาํนวน 135 คน ดว้ยชุดทดสอบ API50 CHL พบ Lactobacillus acidophilus (34.8%),  

L. crispatus (27.2%) และ L. fermentum (13%)  ในขณะท่ีเม่ือใชว้ธีิทางพีซีอาร์ พบ L. crispatus 

(32.6%), L. jensenii (25%) และ  L. gasseri (20.6%)  นอกจากนั้นยงัใชชุ้ดทดสอบ API50 CHL กบั 

L. jensenii (ATCC 252580) และ L. gasseri (ATCC 9857) ซ่ึงเป็นสายพนัธุม์าตรฐานจะถกูจาํแนก

เป็น L. acidophilus ส่วน L. reuteri (ATCC 53608) จดัจาํแนกเป็น L. fermentum ในขณะท่ี  

L. rhamnosus (ATCC53103) ไม่สามารถระบุสปีชีส์ได ้อาจมีสาเหตุจากขอ้มลูทางชีวเคมีของ

แบคทีเรียแลคติกเหล่าน้ีมีความคลา้ยคลึงกนัมากจนไม่สามารถจดัจาํแนกได ้ (Brolazo et al., 2011)  

 แบคทีเรียแลคติกทั้ง 4 สปีชีส์ ไดแ้ก่ L. farciminis, L. pantheris, L. formosensis และ  

L. farraginis ท่ีพบในโรงงานผลิตเอทานอลในการศึกษาคร้ังน้ียงัไม่เคยมีรายงานการพบในโรงงาน

เอทานอลมาก่อน โดย L. farciminis, L. pantheris และ L. formosensis จดัเป็นแบคทีเรียแลคติกใน

กลุ่ม Homolactic fermentation  ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีสลายนํ้ าตาลกลโูคสไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกรดแลคติกเพียง

ชนิดเดียว โดยใชว้ถิไีกลโคไลซิส (Paul et al., 2009; Chang, Chen, Lee, Chang, & Yu, 2015)  

ในขณะท่ี L. farraginis เป็นแบคทีเรียแลคติกในกลุ่ม Heterolactic fermentation ซ่ึงหมกันํ้ าตาล
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กลโูคส  ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก กรดอะซิติก กา๊ซคาร์บอนไดออกไซด ์และเอทานอล 

โดยผา่นวิถี Phospho ketolase  นอกจากน้ีสามารถสลายนํ้ าตาลโมเลกลุเด่ียวชนิดอ่ืนไดอี้กหลาย

ชนิด  ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก (Endo & Okada, 2007)  ดงันั้นการมีแบคทีเรียแลคติก 

ท่ีเจริญร่วมกบัยสีตใ์นการหมกัเอทานอล นอกจากจะทาํใหเ้กิดการแข่งขนักบัยสีตใ์นการใช้

สารอาหารแลว้ กรดแลคติกและกรดอะซิติกท่ีแบคทีเรียเหล่าน้ีผลิต อาจมีผลยบัย ั้งการเจริญของยสีต์

ดว้ย (Maiorella, Blanch, & Wilke, 1983)  

 มีหลายรายงานกล่าววา่แบคทีเรียแลคติกท่ีพบในถงัหมกัเอทานอลสามารถก่อตวัเป็น 

ไบโอฟิลม์ได ้(Skinner-Nemec et al., 2007; Muthaiyan & Ricke, 2010) ซ่ึงเซลลใ์นไบโอฟิลม์มี

ความตา้นทานต่อสารฆ่าเช้ือไดดี้กวา่เซลลท่ี์อยูใ่นรูป Planktonic cell จึงอาจเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีทาํให้

ปัญหาการปนเป้ือนแบคทีเรียในถงัหมกัเอทานอลมีความรุนแรงข้ึน (Stewart et al., 2004)  เน่ืองจาก

โครงสร้างน้ีทาํใหแ้บคทีเรียทนต่อสภาวะท่ีไม่เหมาะสมจากสภาวะท่ีไม่เหมาะสมในถงัหมกั   

ส่งผลต่อเช้ือปนเป้ือนท่ียงัคงอยูใ่นระบบการผลิตแบบเร้ือรัง (Skinner-Nemec, et al., 2007) ซ่ึงจาก

การทดสอบความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ของตวัแทนแบคทีเรียแลคติกคดัแยกไดจ้าํนวน  

7 ไอโซเลต บนแผน่เหลก็กลา้ ชนิด ASI 304 แบบเช้ือเด่ียว พบวา่แบคทีเรียแลคติกทุกไอโซเลต

สร้างไบโอฟิลม์ได ้ เม่ือบ่มในกากนํ้ าตาลนาน 24-48 ชัว่โมง โดยแต่ละสปีชีส์มคีวามสามารถใน

การก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ท่ีแตกต่างกนัและข้ึนอยูก่บัระยะเวลา  ความสามารถในการก่อตวัเป็น 

ไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียเก่ียวขอ้งกบัหลายปัจจยั เช่น ชนิดของพ้ืนผวิ สภาวะการทดสอบ   

แหล่งของคาร์บอนและสารอาหาร รวมถึงสปีชีส์และสายพนัธุข์องแบคทีเรีย มีหลายงานวจิยัท่ีพบวา่

แบคทีเรียสปีชีส์เดียวกนั แต่มีความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์แตกต่างกนัซ่ึงอาจเกิดจากปัจจยั

ทางพนัธุกรรม เช่น ความสามารถในการสร้าง EPS (Extracellular polymeric substances)  เน่ืองจาก 

EPS เป็นสารท่ีแบคทีเรียขบัออกมาภายนอกเซลล ์ทาํหนา้ท่ีเป็นสารเช่ือมระหวา่งเซลลด์ว้ยกนัเอง

และเซลลก์บัพ้ืนผวิวสัดุส่งผลทาํใหเ้กิดการรวมตวัในรูปของโคโลนีท่ีแขง็แรง และความสามารถ 

ในการสร้างกรด Lipoteichoic  (LTA) ซ่ึงเป็นกรด Teichoic ชนิดหน่ึง ซ่ึงมีส่วนประกอบของ  

กลีเซอรอล ฟอสเฟตในผนงัเซลลข์องแบคทีเรียแกรมบวก มีหนา้ท่ีในการจบักนัของไอออนบวก  

การยดึเกาะของโปรตีนท่ีผนงัเซลล ์และทนต่อเปปไทดต์า้นจุลชีพ (Antimicrobial peptides)  มีส่วน

สาํคญัในการยดึเกาะของเซลลแ์ละการก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ โดยท่ีกรด Teichoic เป็นส่ิงจาํเป็นท่ีใช้

ในการยดึเกาะเร่ิมตน้ของแบคทีเรียกบัพ้ืนผวิ (กลุสุชา ป่ินเงิน และคณะ, 2559; Lebeer, Verhoeven, 

Ve´lez,Vanderleyden, & Keersmaecker, 2007; Andersson, Rajarao, Land, & Dalhammar, 2008; 

Bremer, Flint, Brooks, & Palmer, 2015) สอดคลอ้งกบัการศึกษาน้ีท่ีพบวา่ปริมาณไบโอฟิลม์ของ 



74 
 

Lactobacillus สปีชีส์เดียวกนั คือ L. farraginis (ไอโซเลต KA 05 และ KA 07) มีความแตกต่างกนั

เม่ือบ่มท่ีระยะเวลาเท่ากนั 

 เน่ืองจากกระบวนการผลิตเอทานอลสามารถดาํเนินในสภาวะไม่ปลอดเช้ือได ้ ดงันั้นเพ่ือ

ควบคุมระดบัของแบคทีเรียปนเป้ือนไม่ใหเ้กิดผลเสียต่อการผลิต  โรงงานเอทานอลจึงมีการใช้

วธีิการต่างๆ ในการจดัการกบัปัญหารวมทั้งการเติมยาปฏิชีวนะ โดยโรงงานเอทานอลท่ีนาํมาศึกษา

เลือกใชย้า Monensin X เติมลงในถงัหมกัใหมี้ความเขม้ขน้ประมาณ 5 ppm ดงันั้นในการศึกษาขั้น

ต่อไป จึงทดสอบประสิทธิภาพของยาชนิดน้ีในการยบัย ั้งการสร้างไบโอฟิลม์ในสภาวะการหมกั 

เอทานอลจาํลอง ซ่ึงพบวา่เม่ือแบคทีเรียแลคติกอยูร่่วมกบัยสีตส์ามารถสร้างไบโอฟิลม์บนแผน่

เหลก็กลา้ปลอดสนิมไดเ้ช่นเดียวกนั โดยไบโอฟิลม์ประกอบดว้ยเซลลแ์บคทีเรียและเซลลย์สีต ์ 

เม่ือเปรียบเทียบในสภาวะท่ีไม่มียา Monensin X  พบวา่ไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกในนํ้ าหมกั 

ท่ีเติมยา Monensin X มีความหนาแน่นนอ้ยกว่าในสภาวะท่ีไม่ไดเ้ติมยาปฏิชีวนะ โดยมีปริมาณ

นอ้ยลงถึง 80.38% ภายในเวลา 24 ชัว่โมงแรก และยบัย ั้งไดจ้นถึง 96 ชัว่โมง รวมถึงการใชย้า 

Monensin X ทาํใหค้วามหนาแน่นของเซลลล์ดลง และปริมาณเซลลแ์บคทีเรียแลคติกในรูป 

Planktonic cell ในนํ้ าหมกัท่ีเติมยา Monensin X มีปริมาณเซลลล์ดลง 15.79 % แสดงใหเ้ห็นวา่ยา 

Monensin X สามารถลดปริมาณการก่อตวัของไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกได ้ซ่ึงอาจเกิดจาก 

ท่ี Monensin X มีฤทธ์ิยบัย ั้งและทาํลายแบคทีเรียแลคติก ทาํใหมี้จาํนวนในกากนํ้ าตาลลดลง ส่งผล

ใหก้ารก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนพ้ืนผวิของแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิมลดลง สอดคลอ้งกบัการศึกษา

การใชย้าปฏิชีวนะชนิดหน่ึงในกลุ่มโมเนนซินของโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใชน้ํ้ าออ้ยเป็นวตัถุดิบใน

อเมริกาใต ้ เม่ือใชย้าปฏิชีวนะความเขม้ขน้ 3 ppm สามารถควบคุมปริมาณแบคทีเรียแลคติกจาก  

108 CFU ต่อมิลลิลิตร อยูท่ี่ 106 CFU ต่อมิลลิลติร ภายใน 96 ชัว่โมงและมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง

แบคทีเรียแลคติกลดลงเม่ือมีระยะเวลาในการหมกันานข้ึน โดยมี ปริมาณอยูท่ี่ 1.5x107

การสร้างไบโอฟิลม์  

 CFU ต่อ

มิลลิลติร เม่ือหมกัเป็นระยะเวลา 168 ชัว่โมง (7 วนั) (Paul, 2010)  อยา่งไรกต็ามจะเห็นไดว้า่การใช้

ยาปฏิชีวนะมีผลเพียงลดการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติก แต่ไม่สามารถป้องกนั 

 แบคทีเรียแลคติกท่ีพบมากในไบโอฟิลม์ของเช้ือผสมมี 2 สปีชีส์ ไดแ้ก่ L. farraginis และ  

L. parafarraginis (ตารางท่ี 4-7 และภาพท่ี 4-8) คิดเป็นสดัส่วน 93.75% และ 6.25% ของไอโซเลตท่ี

นาํมาระบุสปีชีส์ ตามลาํดบั การท่ีพบสปีชีส์ของแบคทีเรียแลคติกท่ีมีสร้างไบโอฟิลม์ในสภาวะ 

การหมกัจาํลองเพียง 2 สปีชีส์นั้น อาจมีสาเหตุมาจากความจาํเพาะในการก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์

ร่วมกนัของเซลลแ์บคทีเรียแลคติกและเซลลย์สีต ์ซ่ึงจากการศึกษาของ Furukawa, Yoshida, 

Ogihara, Yamasaki, & Morinaga (2010) พบว่ามีแบคทีเรียแลคติกเพียง 13 สปีชีส์ จาก 76 สปีชีส์  
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ท่ีก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์ร่วมกนักบัเซลลย์สีตไ์ด ้และมีเพียงยสีตบ์างสปีชีส์เท่านั้น ท่ีสามารถเกิด 

ไบโอฟิลม์ร่วมกนักบัแบคทีเรียเช่นเดียวกนั  เน่ืองจากกระบวนการก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์นั้น ตอ้ง

อาศยัการเกาะกนัของเซลล ์(Cell-cell adhesion) ระหว่างโปรตีน DnaK บนพ้ืนผวิของเซลล์

แบคทีเรียแลคติกและนํ้ าตาลแมนโนส (Mannose-rich polysaccharide) หรือแมนแนน ท่ีอยูบ่น

พ้ืนผวิของเซลลย์สีต ์เกิดเป็นกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียและเซลลย์สีต ์(Co-aggregation)  

(Furukawa et al., 2011)   

 โรงงานผลิตเอทานอลชีวภาพท่ีใชก้ากนํ้ าตาลเป็นวตัถุดิบท่ีนาํมาศึกษามีการใชย้า 

Monensin X ในการควบคุมแบคทีเรียปนเป้ือน ซ่ึงแมว้่ายาปฏิชีวนะน้ีจะไดรั้บการประเมินผล

กระทบในดา้นส่ิงแวดลอ้ม เช่น การยอ่ยสลายของยาในดิน และผลของยาปฏิชีวนะต่อพืช พบวา่ 

Monensin X สามารถยอ่ยสลายไดอ้ยา่งรวดเร็วในดิน โดยไม่ก่อใหเ้กิดความเป็นพิษต่อพืช เม่ืออยู ่
ท่ีอตัรา 1.12 – 2.24 กิโลกรัมต่อเฮกตาร์ (Paul, 2010) แต่ผลการศึกษายนืยนัไดว้า่ยาปฏิชีวนะชนิดน้ี 

ไม่สามารถกาํจดัแบคทีเรียปนเป้ือนใหห้มดไปจากกระบวนการผลิตได ้ซ่ึงอาจเกิดจากแบคทีเรีย

พฒันาการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ เม่ือใชเ้ป็นระยะเวลานาน ถา้หากมียาปฏิชีวนะจากกระบวน 

การผลิตลงสู่ส่ิงแวดลอ้มก็มีโอกาสจะมียาปฏิชีวนะตกคา้งอยูด่ว้ยอาจไปกระตุน้ใหแ้บคทีเรียใน

ส่ิงแวดลอ้มเกิดการด้ือยาข้ึนมาและแบคทีเรียเหล่าน้ีกมี็โอกาสจะถ่ายทอดการด้ือยาไปสู่แบคทีเรีย

อ่ืนๆ ได ้จึงตอ้งมีการบาํบดันํ้ าเสียจากกระบวนการผลิตก่อนปล่อยสู่ส่ิงแวดลอ้ม รวมทั้งแบคทีเรีย

แลคติกยงัสามารถก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนพ้ืนผวิของแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม ซ่ึงเป็นวสัดุชนิด

เดียวกบัท่ีใชใ้นถงัหมกัของโรงงาน ซ่ึงอาจทาํใหป้ระสิทธิภาพในการทาํความสะอาดและฆ่าเช้ือ

อุปกรณ์การผลิตลดลงและเกิดการปนเป้ือนซํ้าภายในโรงงาน  ในขณะท่ีการใช ้ยนี 16S rRNA  

จดัจาํแนกแบคทีเรียแลคติก พบวา่มีบางไอโซเลต (KA 01 และ KA 06) จดัอยูใ่น L. plantarum 

group  และไม่สามารถระบุเป็นสปีชีส์ได ้เน่ืองจากแบคทีเรียแลคติกมีความหลากหลายและมี 

ความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมสูง อาจไม่สามารถจาํแนกเป็นสปีชีส์ไดด้ว้ยเพียงใชย้นี 16S rRNA 

เพียงอยา่งเดียว ในหลายการศึกษาจึงไดมี้การใชเ้ทคนิคอ่ืน ๆ มาจดัจาํแนกสปีชีส์ดว้ย เช่น การใช ้

DNA hybridization หรือใชก้ารวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นยนี 16S rRNA ร่วมกบั ยนี atpA 

(Song & Leff, 2005; Ao et al., 2012) 

 อยา่งไรกต็ามงานวจิยัน้ีเป็นงานวจิยัแรกท่ีมีการใชว้ธีิการทางชีวโมเลกลุมาจดัจาํแนก

ชนิดของแบคทีเรียแลคติก รวมทั้งศึกษาความสามารถในการสร้างไบโอฟิลม์ เพ่ือนาํขอ้มลูจาก

การศึกษามาหาแนวทางในการควบคุมการปนเป้ือนจากแบคทีเรียแลคติกดว้ยวธีิอ่ืนๆ นอกเหนือ 

จากการใชย้าปฏิชีวนะหรือใชใ้นปริมาณท่ีนอ้ยลง เพ่ือลดการสูญเสียผลผลิตและเพ่ิมประสิทธิภาพ 

ในการผลิตเอทานอลชีวภาพ รวมถึงส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มใหน้อ้ยท่ีสุด 
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ข้อเสนอแนะ 

 ในการศึกษาการสร้างไบโอฟิลม์ของแบคทีเรียแลคติกและปริมาณเซลลแ์บคทีเรียแลคติก

ในสภาวะการหมกัจาํลองท่ีเติมยา Monensin X และไม่ไดเ้ติมเป็นชุดควบคุม ควรติดตามผล

ปริมาณไบโอฟิลม์และปริมาณเซลลใ์นนํ้ าหมกัควบคู่กนัจนถึง 96 ชัว่โมง เพ่ือดแูนวโนม้และ

ลกัษณะการเปล่ียนแปลงในกระบวนการสร้างไบโอฟิลม์ 
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การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ  

 

1. การเตรียมอาหาร de Man Rogosa and Sharpe agar  (MRS agar) (Oxoid, 1998) 

  Proteose  peptone     10   กรัม 

  Beef  extract     10    กรัม  

  Yeast extract     5      กรัม  

  Dextrose      20   กรัม 

  Polysorbate     80    กรัม  

  Ammonium  citrate     2     กรัม  

  Magnesium  sulfate     0.1    กรัม  

  Manganese  sulfate     0.05   กรัม  

  Dipotassium  phosphate    2  กรัม 

  Agar       15  กรัม 

  Distilled water     1,000  มิลลิลติร 

  

  ชัง่ส่วนผสมทั้งหมดละลายดว้ยนํ้ ากลัน่ ใหค้วามร้อนจนวุน้ละลาย นาํไปฆ่าเช้ือใน

หมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. การเตรียมอาหาร de Man Rogosa and Sharpe broth  (MRS broth) (Oxoid, 1998) 

  Proteose  peptone     10   กรัม 

  Beef  extract     10    กรัม  

  Yeast extract     5      กรัม  

  Dextrose      20   กรัม 

  Polysorbate     80    กรัม  

  Ammonium  citrate     2     กรัม  

  Sodium  acetate     5  กรัม 

  Magnesium  sulfate     0.1    กรัม  

  Manganese  sulfate     0.05   กรัม  

  Dipotassium  phosphate    2  กรัม 

  Distilled water     1,000  มิลลิลติร 
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 ชัง่ส่วนผสมทั้งหมดละลายดว้ยนํ้ ากลัน่ นาํไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว อุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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การเตรียมสารเคมี  
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การเตรียมสารเคม ี 

 

1. Ethylene diamine tetraacetic (EDTA) 0.5 โมลาร์ 

 EDTA (disodium salt, MW = 372.24)   18.6  กรัม  

 Distilled water      100  มิลลิลติร  

 ละลาย EDTA ในนํ้ ากลัน่ปริมาตร 80 มิลลิลิตร กวนสารละลายดว้ยแม่เหลก็ค่อยๆ เติม

เกลด็ NaOH ลงจนกระทัง่ไดพี้เอชเท่ากบั 8.0 ซ่ึงเป็นพีเอชท่ีละลายหมดพอดี ปรับปริมาตรใหไ้ด ้

100 มิลลิลิตร และนาํไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภมิู 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. Tris-HCl (พเีอช 8.0) 1 โมลาร์ 

 Tris-base       121.1  กรัม  

 Distilled water      1,000  มิลลิลติร  

 ละลาย Tris-base ในนํ้ ากลัน่ 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับพีเอชดว้ย HCl เขม้ขน้ จนมีพีเอช

เท่ากบั 8.0 (ใช ้HCl เขม้ขน้ ปริมาตร 42 มิลลิลติร) เติมนํ้ ากลัน่จนครบ 1,000 มิลลิลิตร นาํไปฆ่าเช้ือ

ในหมอ้น่ึงความดนัไอนํ้ า 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว อุณหภมิู 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. TE buffer (Tris-Cl 10 มิลลิโมลาร์, EDTA 1 มิลลิโมลาร์ พีเอช 8.0) 

 Tris-Cl  1 โมลาร์     1  มิลลิลติร 

 EDTA 0.5 โมลาร์     2  มิลลิลติร  

 เติมนํ้ ากลัน่ปริมาตร 97 มิลลิลิตร เพ่ือปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลติร และผสมใหเ้ขา้

กนั (สุดารัตน์ สวนจิตร, 2557) 

 

4. สารเคมสํีาหรับเตรียมตวัอย่างเพือ่ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอน  

  4.1 Osmium tetroxide เขม้ขน้ 1% 

   4.2 สารละลาย  PBS 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 

  4.3 เอทานอลความเขม้ขน้ 50, 70, 80, 90 และ 100%  
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การเตรียมยาปฏิชีวนะ 
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การเตรียมยาปฏชีิวนะ 

 

1. การเตรียมยา Stock ยาปฏิชีวนะ Cycloheximide 0.01% (0.1 กรัม ต่ออาหาร 1 ลติร) 

 1.1  ชัง่ยาปฏิชีวนะ Cycloheximide 0.5 กรัม นาํมาละลายในนํ้ า ปริมาตร 50 มิลลิลติร 

 1.2  กรองยาปฏิชีวนะดว้ยหวักรองขนาด 0.45 ไมครอน บรรจุลงในขวดแกว้ท่ีปราศ              

จากเช้ือ  

 1.3  เติมยาปฏิชีวนะลงในอาหาร MRS agar โดยท่ี ยาปฏิชีวนะ 1 มิลลิลิตร มีความเขม้ขน้

ของยาอยูท่ี่ 0.01 กรัม 
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การอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์
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การอ่านลาํดบันิวคลโีอไทด์ 

 

 จากการเพ่ิมปริมาณยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกซ่ึงแยกไดจ้ากกระบวนการผลิต

เอทานอลชีวภาพ  จาํนวน 7 ไอโซเลต คือ KA 01, KA 02, KA 03, KA 04, KA 05, KA 06 และ KA 

07 โดยใชคู้่ไพร์เมอร์ LAC16F และ LAC16R และนาํไปอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์ ไดข้อ้มลูลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต ความยาว 1,445, 1,431, 

1,446, 1,447, 1,447, 1,434 และ 1,449 นิวคลีโอไทด ์ตามลาํดบั ดงัแสดงรายละเอียดต่อไปน้ี 

 

(1) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 01  ความยาว 1,445 นิวคลีโอไทด ์

 

 

 

1 ATACATGCAA GTCGAACGAA CTCTGGTATT GATTGGTGCT TGCATCATGA 

51 TTTACATTTG AGTGAGTGGC GAACTGGTGA GTAACACGTG GGAAACCTGC 

101 CCAGAAGCGG GGGATAACAC CTGGAAACAG ATGCTAATAC CGCATAACAA 

151 CTTGGACCGC ATGGTCCGAG TTTGAAAGAT GGCTTCGGCT ATCACTTTTG 

201 GATGGTCCCG CGGCGTATTA GCTAGATGGT GGGGTAACGG CTCACCATGG 

251 CAATGATACG TAGCCGACCT GAGAGGGTAA TCGGCCACAT TGGGACTGAG 

301 ACACGGCCCA AACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC TTCCACAATG 

351 GACGAAAGTC TGATGGAGCA ACGCCGCGTG AGTGAAGAAG GGTTTCGGCT 

401 CGTAAAACTC TGTTGTTAAA GAAGAACATA TCTGAGAGTA ACTGTTCAGG 

451 TATTGACGGT ATTTAACCAG AAAGCCACGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC 

501 GCGGTAATAC GTAGGTGGCA AGCGTTGTCC GGATTTATTG GGCGTAAAGC 

551 GAGCGCAGGC GGTTTTTTAA GTCTGATGTG AAAGCCTTCG GCTCAACCGA 

601 AGAAGTGCAT CGGAAACTGG GAAACTTGAG TGCAGAAGAG GACAGTGGAA 

651 CTCCATGTGT AGCGGTGAAA TGCGTAGATA TATGGAAGAA CACCAGTGGC 

701 GAAGGCGGCT GTCTGGTCTG TAACTGACGC TGAGGCTCGA AAGTATGGGT 

751 AGCAAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC ATACCGTAAA CGATGAATGC 

801 TAAGTGTTGG AGGGTTTCCG CCCTTCAGTG CTGCAGCTAA CGCATTAAGC 

851 ATTCCGCCTG GGGAGTACGG CCGCAAGGCT GAAACTCAAA GGAATTGACG 

901 GGGGCCCGCA CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA GCTACGCGAA 

951 GAACCTTACC AGGTCTTGAC ATACTATGCA AATCTAAGAG ATTAGACGTT 

1001 CCCTTCGGGG ACATGGATAC AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT 

1051 CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TATTATCAGT 

1101 TGCCAGCATT AAGTTGGGCA CTCTGGTGAG ACTGCCGGTG ACAAACCGGA 

1151 GGAAGGTGGG GATGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA CCTGGGCTAC 

1201 ACACGTGCTA CAATGGATGG TACAACGAGT TGCGAACTCG CGAGAGTAAG 

1251 CTAATCTCTT AAAGCCATTC TCAGTTCGGA TTGTAGGCTG CAACTCGCCT 

1301 ACATGAAGTC GGAATCGCTA GTAATCGCGG ATCAGCATGC CGCGGTGAAT 

1351 ACGTTCCCGG GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCATGA GAGTTTGTAA 

1401 CACCCAAAGT CGGTGGGGTA ACCTTTAGGA ACCAGCCGCC TAAGG 
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(2) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 02  ความยาว 1,431 นิวคลีโอไทด ์

 

(3) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 03  ความยาว 1,446 นิวคลีโอไทด ์

1 AGTCGAACGA ACCATCCTGT TGATTGAAGC TTGCTTCATG ATTCAGATTT 

51 TGGTGAGTGG CGGACGGGTG AGTAACACGT GGGTAACCTG CCCAAAAGTG 

101 GGGGATAACA TTTGGAAACA AGTGCTAATA CCGCATAACA ACTACTTTCA 

151 CATGATCGTA GCTTGAAAGA TGGCTCTGCT ATCGCTTTTG GATGGACCCG 

201 CGGCGTATTA GCTAGTTGGT GAGGTAATGG CTCACCAAGG CAATGATACG 

251 TAGCCGACCT GAGAGGGTAA TCGGCCACAT TGGGACTGAG ACACGGCCCA 

301 AACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC TTCCACAATG GGCGAAAGCC 

351 TGATGGAGCA ATGCCGCGTG AGTGAAGAAG GTTTTCGGAT CGTAAAACTC 

401 TGTTGTTGAA GAAGAACATG CGTGAGAGTA ACTGTTCACG TACTGACGGT 

451 ATTCAACCAG AAAGCCACGG CTAACTACGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC 

501 GTAGGTGGCA AGCGTTGTCC GGATTTATTG GGCGTAAAGA GAATGTAGGC 

551 GGTTTATTAA GTTTGAAGTG AAAGCCCTCG GCTCAACTGA GGAAGTGCTT 

601 CGAAAACTGG TAAACTTGAG TGCAGAAGAG GAAAGTGGAA CTCCATGTGT 

651 AGCGGTGGAA TGCGTAGATA TATGGAAGAA CACCAGTGGC GAAGGCGGCT 

701 TTCTGGTCTG TAACTGACGC TGAGATTCGA AAGCATGGGT AGCAAACAGG 

751 ATTAGATACC CTGGTAGTCC ATGCCGTAAA CGATGAGTGC TAAGTGTTGG 

801 AGGGTTTCCG CCCTTCAGTG CTGCAGCTAA CGCATTAAGC ACTCCGCCTG 

851 GGGAGTACGA CCGCAAGGTT GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCCGCA 

901 CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAA GCAACGCGAA GAACCTTACC 

951 AGGTCTTGAC ATACCATGAA AAGCTAAGAG ATTAGTCTTT CCCTTCGGGG 

1001 ACATGGATAC AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT 

1051 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TATTATCAGT TGCCAGCATT 

1101 CAGTTGGGCA CTCTGGTGAG ACTGCCGGTG ACAAACCGGA GGAAGGTGGG 

1151 GACGACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA CCTGGGCTAC ACACGTGCTA 

1201 CAATGGTCGG TACAACGTGT TGCGAACTCG CGAGGGCAAG CAAATCACTT 

1251 AAAACCGATC TCAGTTCGGA TTGCAGGCTG CAACTCGCCT GCATGAAGCT 

1301 GGAATCGCTA GTAATCGCGG ATCAGCATGC CGCGGTGAAT ACGTTCCCGG 

1351 GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCATGA GAGTTTGTAA CACCCAAAGT 

1401 CGGTGGGGTA ACCCTTCGGG AACTAGCCGC C  

1 ATGCAGTCGA GCGAACTTAA CTAAATGAAT GCGGTGCTTG CACCAAGTGA 

51 TTTTAGAGCG GTGAGCGGCG GATGGGTGAG TAACACGTGG GTAACCTGCC 

101 TCTAAGCAGG GGATAACATT TGGAAACAGA TGCTAATACC GTATAAATCC 

151 TAAAACCACA TGGTTTTAGG CTGAAAGGCG GCTTCGGCTG TCACTTAGAG 

201 ATGGACCCGC GGCGTATTAG CTAGTTGGTG AGGTAATGGC TCACCAAGGC 

251 AATGATACGT AGCCGAACTG AGAGGTTGAT CGGCCACATT GGGACTGAGA 

301 CACGGCCCAA ACTCCTACGG GAGGCAGCAG TAGGGAATCT TCCACAATGG 

351 ACGCAAGTCT GATGGAGCAA CGCCGCGTGA GTGAAGAAGG CTTTCGGGTC 

401 GTAAAACTCT GTTGTTGAAG AAGAACACGT TTGAGAGTAA CTGTTCAGAC 

451 GTTGACGGTA TTCAACCAGA AAGCCACGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG 

501 CGGTAATACG TAGGTGGCAA GCGTTATCCG GATTTATTGG GCGTAAAGCG 

551 AGCGCAGGCG GTTTTTTAAG TCTGATGTGA AAGCCCTCGG CTTAACCGAG 

601 GAAGTGCATC GGAAACTGGG AAACTTGAAT GCTGAAGAGG ACAGTGGAAC 

651 TCCATGTGTA GCGGTGAAAT GCGTAGATAT ATGGAAGAAC ACCAGTGGCG 

701 AAGGCGGCTG TCTGGTCAGT TATTGACGCT GAGGCTCGAA AGCATGGGTA 
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(4) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 04  ความยาว 1,447 นิวคลีโอไทด ์

 

 

751 GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA TGCCGTAAAC GATGAATACT 

801 AGGTGTTGGA GGGTTTCCGC CCTTCAGTGC CGCAGCTAAC GCATTAAGTA 

851 TTCCGCCTGG GGAGTACGAC CGCAAGGTTG AAACTCAAAG GAATTGACGG 

901 GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGAAG CAACGCGAAG 

951 AACCTTACCA GGTCTTGACA TCTTCTGCTA TTTCTAGAGA TAGAAAGTTC 

1001 CCTTCGGGGA CGGAATGACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC 

1051 GTGAGATGTT GGGTTAAGTC CCGCAACGAG CGCAACCCTT ATGACTAGTT 

1101 GCCAGCATTA AGTTGGGCAC TCTAGTAAGA CTGCCGGTGA CAAACCGGAG 

1151 GAAGGTGGGG ACGACGTCAA ATCATCATGC CCCTTATGAC CTGGGCTACA 

1201 CACGTGCTAC AATGGTTGGT ACAACGAGTT GCGAACTCGC GAGGGTAAGC 

1251 TAATCTCTTA AAGCCAATCT CAGTTCGGAC TGTAGGCTGC AACTCGCCTA 

1301 CACGAAGTCG GAATCGCTAG TAATCGCGGA TCAGCATGCC GCGGTGAATA 

1351 CGTTCCCGGG CCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCATGAG AGTTTGTAAC 

1401 ACCCAAAGCC GGTGGGGCAA CCCTTCGGGG AGCTAGCCGT CTAAGG 

1 TGCCTATAAT GCAGTCGACG AACCATCCTG AAGATTGAAG CTTGCTTCAT 

51 GATTCAGATC TTGGTGAGTG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCAAAAGT GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AAGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACTACTTTC ACATGATCGT AGCTTAAAAG ATGGCTCTGC TATCACTTTT 

201 GGATGGACCC GCGGCGTATT AGCTAGTTGG TGAGGTAATG GCTCACCAAG 

251 GCAATGATAC GTAGCCGACC TGAGAGGGTA ATCGGCCACA TTGGGACTGA 

301 GACACGGCCC AAACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTAGGGAAT CTTCCACAAT 

351 GGGCGAAAGC CTGATGGAGC AATGCCGCGT GAGTGAAGAA GGTTTTCGGA 

401 TCGTAAAACT CTGTTGTTGA AGAAGAACAT GCGTGAGAGT AACTGTTCAC 

451 GTACTGACGG TATTCAACCA GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC 

501 CGCGGTAATA CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC CGGATTTATT GGGCGTAAAG 

551 AGAATGTAGG CGGTTTATTA AGTTTGAAGT GAAAGCCCTC GGCTCAACCG 

601 AGGAAGTGCT TCGAAAACTG GTAAACTTGA GTGCAGAAGA GGAAAGTGGA 

651 ACTCCATGTG TAGCGGTGGA ATGCGTAGAT ATATGGAAGA ACACCAGTGG 

701 CGAAGGCGGC TTTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGATTCG AAAGCATGGG 

751 TAGCAAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CATGCCGTAA ACGATGAGTG 

801 CTAAGTGTTG GAGGGTTTCC GCCCTTCAGT GCTGCAGCTA ACGCATTAAG 

851 CACTCCGCCT GGGGAGTACG ACCGCAAGGT TGAAACTCAA AGGAATTGAC 

901 GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCAACGCGA 

951 AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATACCATGA CAAGCTAAGA GATTAGTCTT 

1001 TCCCTTCGGG GACATGGATA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG 

1051 TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTATTATCAG 

1101 TTGCCAGCAT TCAGTTGGGC ACTCTGGTGA GACTGCCGGT GACAAACCGG 

1151 AGGAAGGTGG GGACGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG ACCTGGGCTA 

1201 CACACGTGCT ACAATGGTCG GTACAACGTG TTGCGAACTC GCGAGGGCAA 

1251 GCAAATCACT TAAAACCGAT CTCAGTTCGG ATTGCAGGCT GCAACTCGCC 

1301 TGCATGAAGC TGGAATCGCT AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA 

1351 TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG AGAGTTTGTA 

1401 ACACCCAAAG TCGGTGGGGT AACCCTTCGG GAACTAGCCG CCTAAGG 
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(5) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 05  ความยาว 1,447 นิวคลีโอไทด ์

 

(6) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 06  ความยาว 1,434 นิวคลีโอไทด ์
 

1 GCTATAATGC AGTCGAACGA ACTCTGGTAT TGATTGGTGC TTGCATCATG 

51 ATTTACATTT GAGTGAGTGG CGAACTGGTG AGTAACACGT GGGAAACCTG 

101 CCCAGAAGCG GGGGATAACA CCTGGAAACA GATGCTAATA CCGCATAACA 

151 ACTTGGACCG CATGGTCCGA GTTTGAAAGA TGGCTTCGGC TATCACTTTT 

201 GGATGGTCCC GCGGCGTATT AGCTAGATGG TGGGGTAACG GCTCACCATG 

251 GCAATGATAC GTAGCCGACC TGAGAGGGTA ATCGGCCACA TTGGGACTGA 

301 GACACGGCCC AAACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTAGGGAAT CTTCCACAAT 

351 GGACGAAAGT CTGATGGAGC AACGCCGCGT GAGTGAAGAA GGGTTTCGGC 

401 TCGTAAAACT CTGTTGTTAA AGAAGAACAT ATCTGAGAGT AACTGTTCAG 

451 GTATTGACGG TATTTAACCA GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC 

501 CGCGGTAATA CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC CGGATTTATT GGGCGTAAAG 

551 CGAGCGCAGG CGGTTTTTTA AGTCTGATGT GAAAGCCTTC GGCTCAACCG 

601 AAGAAGTGCA TCGGAAACTG GGAAACTTGA GTGCAGAAGA GGACAGTGGA 

651 ACTCCATGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAT ATATGGAAGA ACACCAGTGG 

701 CGAAGGCGGC TGTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGCTCG AAAGTATGGG 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGATT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CACCTGGTTT TGGTTTGAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTCAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GGGCCAGCCG TCTAAGG 
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751 TAGCAAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CATACCGTAA ACGATGAATG 

801 CTAAGTGTTG GAGGGTTTCC GCCCTTCAGT GCTGCAGCTA ACGCATTAAG 

851 CATTCCGCCT GGGGAGTACG GCCGCAAGGC TGAAACTCAA AGGAATTGAC 

901 GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCTACGCGA 

951 AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATACTATGC AAATCTAAGA GATTAGACGT 

1001 TCCCTTCGGG GACATGGATA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG 

1051 TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTATTATCAG 

1101 TTGCCAGCAT TAAGTTGGGC ACTCTGGTGA GACTGCCGGT GACAAACCGG 

1151 AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG ACCTGGGCTA 

1201 CACACGTGCT ACAATGGATG GTACAACGAG TTGCGAACTC GCGAGAGTAA 

1251 GCTAATCTCT TAAAGCCATT CTCAGTTCGG ATTGTAGGCT GCAACTCGCC 

1301 TACATGAAGT CGGAATCGCT AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA 

1351 TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG AGAGTTTGTA 

1401 ACACCCAAAG TCGGTGGGGT AACCTTTAGA ACCA  
 

(7) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต KA 07  ความยาว 1,449 นิวคลีโอไทด ์
 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGATTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC ACCTGGTTTT GGTTTGAAAG ACGGTCTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCATGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCCAGTGA GATGTTGGGT TAAGTCCCGC AACGAGCGCA ACCCTTATTG 

1101 TCAGTTGCCA GCATTCAGTT GGGCACTCTG GCGAGACTGC CGGTGACAAA 

1151 CCGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG 

1201 GCTACACACG TGCTACAATG GACGGTACAA CGAGTCGCGA AACCGCGAGG 

1251 TCAAGCTAAT CTCTGAAAGC CGTTCTCAGT TCGGATTGCA GGCTGCAACT 

1301 CGCCTGCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGTGGATCAG CATGCCACGG 

1351 TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGAGAGTT 

1401 TGTAACACCC AAAGCCGGTG AGGTAACCTT CGGGGCCAGC CGTCTAAGG 
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 จากการเพ่ิมปริมาณยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกซ่ึงแยกไดจ้ากแบคทีเรียแลคติก

ท่ีสามารถก่อตวัเป็นไบโอฟิลม์บนแผน่เหลก็กลา้ปลอดสนิม จาํนวน 16 ไอโซเลต คือ BK 01, BK 

02, BK 03, BK 04, BK 05, BK 06, BK 07, BK 08, BK 09,BK 10, BK 11, BK 12, BK 13, BK 14, 

BK 15 และ BK 16 โดยใชคู้่ไพร์เมอร์ LAC16F และ LAC16R และนาํไปอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์ 

ไดข้อ้มลูลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียแลคติกทั้ง 16 ไอโซเลต ความยาว 

1,447, 1,446, 1,446, 1,446, 1,448, 1,448, 1,447, 1,447, 1,432, 1,448, 1,450, 1,447, 1,447, 1,446, 

1,447 และ 1,445 นิวคลีโอไทด ์ตามลาํดบั ดงัแสดงรายละเอียดต่อไปน้ี 

 

(1) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 01  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์

 

 

 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGGTTG 

51 ATTTAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC ACCTGGTTTT GGTTTGAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTCAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG GTGCCAGCGT TCTAGGG 
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(2) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 02  ความยาว 1,446  นิวคลีโอไทด ์

 

(3) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 03  ความยาว 1,446  นิวคลีโอไทด ์

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGACTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC TCCTGGTTTT GGTTTAAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTTAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG AATCAGCCGT CTAAGG 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGACTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC TCCTGGTTTT GGTTTAAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 
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(4) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 04  ความยาว 1,446 นิวคลีโอไทด ์

 

 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTTAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG AATCAGCCGT TTAAGG 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGATTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC TCCTGGTTTT GGTTTAAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCC TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTCAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG AACCAGCCGT CTAAGG 



104 
 

(5) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 05  ความยาว 1,448  นิวคลีโอไทด ์

 

(6) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 06  ความยาว 1,448  นิวคลีโอไทด ์

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCA GGTTGATGAA GTTGAGTGCT TGCACTTGAT 

51 TGATTTAACT TGGTGACGAG TGGCGAACTG GTGAGTAACA CGTGGGTAAC 

101 CTGCCCCGAA GCGGGGGATA ACATTTGGAA ACAGGTGCTA ATACCGCATA 

151 ACAACCAAAA CCACCTGGTT TTGGTTTGAA AGACGGCTTC GGCTGTCACT 

201 TTGGGATGGA CCCGCGGCGT ATTAGCTAGT TGGTGAGGTA ACGGCTCACC 

251 AAGGCGATGA TACGTAGCCG ACCTGAGAGG GTAATCGGCC ACATTGGGAC 

301 TGAGACACGG CCCAAACTCC TACGGGAGGC AGCAGTAGGG AATCTTCCAC 

351 AATGGACGCA AGTCTGATGG AGCAACGCCG CGTGAGTGAT GAAGGGTTTC 

401 GGCTCGTAAA ACTCTGTTGT TGGAGAAGAA CGGGTGTCAG AGTAACTGTT 

451 GACATCGTGA CGGTATCCAA CCAGAAAGCC ACGGCTAACT ACGTGCCAGC 

501 AGCCGCGGTA ATACGTAGGT GGCAAGCGTT GTCCGGATTT ATTGGGCGTA 

551 AAGCGAGCGC AGGCGGTTTT TTAGGTCTGA TGTGAAAGCC TTCGGCTTAA 

601 CCGGAGAAGT GCATCGGAAA CCGGGAGACT TGAGTGCAGA AGAGGACAGT 

651 GGAACTCCAT GTGTAGCGGT GAAATGCGTA GATATATGGA AGAACACCAG 

701 TGGCGAAGGC GGCTGTCTGG TCTGCAACTG ACGCTGAGGC TCGAAAGCAT 

751 GGGTAGCGAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA GTCCATGCCG TAAACGATGA 

801 GTGCTAAGTG TTGGAGGGTT TCCGCCCTTC AGTGCTGCAG CTAACGCATT 

851 AAGCACTCCG CCTGGGGAGT ACGACCGCAA GGTTGAAACT CAAAGGAATT 

901 GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT CGATGCTACG 

951 CGAAGAACCT TACCAGGTCT TGACATCTTC TGCTAACCTA AGAGATTAGG 

1001 CGTTCCCTTC GGGGACGGAA TGACAGGTGG TGCATGGTTG TCGTCAGCTC 

1051 GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA CCCTTATTGT 

1101 CAGTTGCCAG CATTCAGTTG GGCACTCTGG CGAGACTGCC GGTGACAAAC 

1151 CGGAGGAAGG TGGGGATGAC GTCAAATCAT CATGCCCCTT ATGACCTGGG 

1201 CTACACACGT GCTACAATGG ACGGTACAAC GAGTCGCGAA ACCGCGAGGT 

1251 CAAGCTAATC TCTGAAAGCC GTTCTCAGTT CGGATTGCAG GCTGCAACTC 

1301 GCCTGCATGA AGTTGGAATC GCTAGTAATC GTGGATCAGC ATGCCACGGT 

1351 GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACACC ATGAGAGTTT 

1401 GTAACACCCA AAGCCGGTGA GGTAACCTTC GGGGCCAGCC GTTTAAGG 

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGATT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTGAAA GATGGTTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 
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(7) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 07  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์

 

 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GTTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTTAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GGAACCAGCC GTCTAAGG 

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCG GTTGATGAGG TTGAGTGCTT GCACTTGATT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTAAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTTAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GAACCAGCCG TCTAAGG 
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(8) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 08  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์

 

(9) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 09  ความยาว 1,432  นิวคลีโอไทด ์

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGATT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTAAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTCAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GAACCAGCCG TTTAAGG 

1 CTATAATGCA GTCGACGCGT CTTGGTTAAT GATGTTAGGT GCTTGCATTT 

51 AACTGATTTA ACATTGAGAC GAGTGGCGAA CTGGTGAGTA ACACGTGGGT 

101 AACCTGCCCT GAAGTGGGGG ATAACACTTG GAAACAGGTG CTAATACCGC 

151 ATAACAACGA AAACCACATG GTTTTCGTTT GAAAGATGGC TTCGGCTGTC 

201 ACTTTTGGAT GGACCCGCGG CGTATTAGCT TGTTGGTGAG GTAACGGCTC 

251 ACCAAGGCCA TGATACGTAG CCGACCTGAG AGGGTAATCG GCCACATTGG 

301 GACTGAGACA CGGCCCAAAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC 

351 CACAATGGAC GAAAGTCTGA TGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGGT 

401 TTCGGCTCGT AAAACTCTGT TGTTGGAGAA GAACAGGTGA TAGAGTAACT 

451 GTTATCATCT TGACGGTATC CAACCAGAAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC 

501 AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGTGGCAAGC GTTGTCCGGA TTTATTGGGC 

551 GTAAAGCGAG CGCAGGCGGT TTTTTAGGTC TGATGTGAAA GCCTTCGGCT 

601 TAACCGGAGA AGGGCATCGG AAACCGGGAG ACTTGAGTGC AGAAGAGGAC 

651 AGTGGAACTC CATGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGATATAT GGAAGAACAC 

701 CAGTGGCGAA GGCGGCTGTC TGGTCTGTAA CTGACGCTGA GGCTCGAAAG 
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(10) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 10  ความยาว 1,448  นิวคลีโอไทด ์

 

 

751 CATGGGTAGC GAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCATG CCGTAAACGA 

801 TGAGTGCTAA GTGTTGGAGG GTTTCCGCCC TTCAGTGCTG CAGCTAACGC 

851 ATTAAGCACT CCGCCTGGGG AGTACGACCG CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA 

901 ATTGACGGGG GCCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGATGCT 

951 ACGCGAAGAA CCTTACCAGG TCTTGACATC TTCTGCTAAC CTAAGAGATT 

1001 AGGCGTTCCC TTCGGGGACG GAATGACAGG TGGTGCATGG TTGTCGTCAG 

1051 CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG CAACCCTTAT 

1101 TGTCAGTTGC CAGCATTTAG TTGGGCACTC TGGCGAGACT GCCGGTGACA 

1151 AACCGGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAAT CATCATGCCC CTTATGACCT 

1201 GGGCTACACA CGTGCTACAA TGGACGGTAC AACGAGTCGC GAAACCGCGA 

1251 GGTCAAGCTA ATCTCTTAAA GCCGTTCTCA GTTCGGATTG CAGGCTGCAA 

1301 CTCGCCTGCA TGAAGTTGGA ATCGCTAGTA ATCGTGGATC AGCATGCCAC 

1351 GGTGAATACG TTCCCGGGCC TTGTACACAC CGCCCGTCAC ACCATGAGAG 

1401 TTTGTAACAC CCAAAGCCGG TGAGGTAACC TT  

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCAG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGATT 

51 GATTTAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CACCTGGTTT TGGTTTGAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTCAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GGGGCCAGCC GTTTAAGG 
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(11) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 11  ความยาว 1,450  นิวคลีโอไทด ์

 

(12) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 12  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์
 

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGACT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTAAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

1 ATGCAAGTCG ACGCGTCCCG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGACT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTAAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAA GAGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTTAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GAATCAGCCG TTTAAGGGGG 
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751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTTAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGG CTGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GAATCAGCCG TCTAAGG 
 

 (13) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 13  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์

 

 

1 ATGCAGTCGA ACGCGTCCCG GTTGATGAAG TTGAGTGCTT GCACTTGACT 

51 GATTCAACTT GGTGACGAGT GGCGAACTGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC 

101 TGCCCCGAAG CGGGGGATAA CATTTGGAAA CAGGTGCTAA TACCGCATAA 

151 CAACCAAAAC CTCCTGGTTT TGGTTTAAAA GACGGCTTCG GCTGTCACTT 

201 TGGGATGGAC CCGCGGCGTA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA CGGCTCACCA 

251 AGGCGATGAT ACGTAGCCGA CCTGAGAGGG TAATCGGCCA CATTGGGACT 

301 GAGACACGGC CCAAACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCACA 

351 ATGGACGCAA GTCTGATGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGGTTTCG 

401 GCTCGTAAAA CTCTGTTGTT GGAGAAGAAC GGGTGTCAGA GTAACTGTTG 

451 ACATCGTGAC GGTATCCAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA 

501 GCCGCGGTAA TACGTAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGATTTA TTGGGCGTAA 

551 AGCGAGCGCA GGCGGTTTTT TAGGTCTGAT GTGAAAGCCT TCGGCTTAAC 

601 CGGAGAAGTG CATCGGAAAC CGGGAGACTT GAGTGCAGAAG AGGACAGTG 

651 GAACTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA GAACACCAGT 

701 GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGCAACTGA CGCTGAGGCT CGAAAGCATG 

751 GGTAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATGCCGT AAACGATGAG 

801 TGCTAAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGCTGCAGC TAACGCATTA 

851 AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGACCGCAAG GTTGAAACTC AAAGGAATTG 

901 ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC GATGCTACGC 

951 GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCTTCT GCTAACCTAA GAGATTAGGC 

1001 GTTCCCTTCG GGGACGGAAT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 

1051 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTC 

1101 AGTTGCCAGC ATTTAGTTGG GCACTCTGGC GAGACTGCCG GTGACAAACC 

1151 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

1201 TACACACGTG CTACAATGGA CGGTACAACG AGTCGCGAAA CCGCGAGGTC 

1251 AAGCTAATCT CTGAAAGCCG TTCTCAGTTC GGATTGCAGGC TGCAACTCG 

1301 CCTGCATGAA GTTGGAATCG CTAGTAATCG TGGATCAGCA TGCCACGGTG 

1351 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTTG 

1401 TAACACCCAA AGCCGGTGAG GTAACCTTCG GAATCAGCCG TCTAAGG 
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(14) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 14  ความยาว 1,446  นิวคลีโอไทด ์

 

(15) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 15  ความยาว 1,447  นิวคลีโอไทด ์
 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGACTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC TCCTGGTTTT GGTTTAAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGACTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC TCCTGGTTTT GGTTTAAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTTAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG AATCAGCCGT TTAAGG 
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751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTTAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAT GCCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG AATCAGCCGT CCTAAGG 

 

(16) ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA ของไอโซเลต BK 16  ความยาว 1,445  นิวคลีโอไทด ์

 

 

1 ATGCAGTCGA CGCGTCCCGG TTGATGAAGT TGAGTGCTTG CACTTGATTG 

51 ATTCAACTTG GTGACGAGTG GCGAACTGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT 

101 GCCCCGAAGC GGGGGATAAC ATTTGGAAAC AGGTGCTAAT ACCGCATAAC 

151 AACCAAAACC ACCTGGTTTT GGTTTGAAAG ACGGCTTCGG CTGTCACTTT 

201 GGGATGGACC CGCGGCGTAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA 

251 GGCGATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC ATTGGGACTG 

301 AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA TCTTCCACAA 

351 TGGACGCAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGATGA AGGGTTTCGG 

401 CTCGTAAAAC TCTGTTGTTG GAGAAGAACG GGTGTCAGAG TAACTGTTGA 

451 CATCGTGACG GTATCCAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC GTGCCAGCAG 

501 CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT TGGGCGTAAA 

551 GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AGGTCTGATG TGAAAGCCTT CGGCTTAACC 

601 GGAGAAGTGC ATCGGAAACC GGGAGACTTG AGTGCAGAAG AGGACAGTGG 

651 AACTCCATGT GTAGCGGTGA AATGCGTAGA TATATGGAAG AACACCAGTG 

701 GCGAAGGCGG CTGTCTGGTC TGCAACTGAC GCTGAGGCTC GAAAGCATGG 

751 GTAGCGAACA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCATGCCGTA AACGATGAGT 

801 GCTAAGTGTT GGAGGGTTTC CGCCCTTCAG TGCTGCAGCT AACGCATTAA 

851 GCACTCCGCC TGGGGAGTAC GACCGCAAGG TTGAAACTCA AAGGAATTGA 

901 CGGGGGCCCG CACAAGCGGT GGAGCATGTG GTTTAATTCG ATGCTACGCG 

951 AAGAACCTTA CCAGGTCTTG ACATCTTCTG CTAACCTAAG AGATTAGGCG 

1001 TTCCCTTCGG GGACGGAATG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 

1051 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTCA 

1101 GTTGCCAGCA TTCAGTTGGG CACTCTGGCG AGACTGCCGG TGACAAACCG 

1151 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GACCTGGGCT 

1201 ACACACGTGC TACAATGGAC GGTACAACGA GTCGCGAAAC CGCGAGGTCA 

1251 AGCTAATCTC TGAAAGCCGT TCTCAGTTCG GATTGCAGGC TGCAACTCGC 

1301 CTGCATGAAG TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCATG CCACGGTGA 

1351 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTTGT 

1401 AACACCCAAA GCCGGTGAGG TAACCTTCGG GCCAGCCGTC TAAGG 
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ABSTRACT 
 

A commercial ethanol plant using molasses as the raw 

material was surveyed for contamination of lactic acid bacteria 

(LAB). Molasses samples were obtained from one yeast 

propagation unit, six fermentation tanks, and one  fermented 

mash storage tank in March 2015. The numbers of LAB in the 

samples were determined by colony counting on MRS agar 

supplemented with 0.01% cycloheximide. It was found that all 

samples were contaminated with LAB, ranging from 6.91 to 8.24 

log CFU/mL. Seven predominant LAB isolates were subjected to  

16S rRNA gene analysis. According to the degree of sequence 

similarity and phylogenetic relationships, Lactobacillus 

farraginis, Lactobacillus pantheris, Lactobacillus farciminis, 

Lactobacillus formosensis and Lactobacillus plantarum group 

were identified. 

 

Keywords: Lactic acid bacteria, Lactobacillus, 16S rRNA gene 

analysis, Ethanol production 
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INTRODUCTION 
 

In Thailand, the utilization of renewable sources of energy 

including biofuel has continuously increased. By the year 2016, 

usage of 3.55 million liters/day bioethanol as fuel has been targeted 

(Department of Alternative Energy Development and Efficiency, 

2016).  

Bioethanol is produced from fermentation of agricultural 

materials, such as corn, cassava, and sugarcane by certain yeast 

strains, particularly Saccharomyces cerevisiae. At present, about 

21 commercial ethanol plants are being operated in Thailand, 14 of 

which use molasses as raw material and a sum of about 3.2 million 

liters ethanol are produced daily (Bank of Thailand, 2016; 

Department of Alternative Energy Development and Efficiency, 

2015). Although the fermentation technology for ethanol 

production has been well-developed, microbial contamination 

remains the major obstacle limiting the production efficiency by 

inhibiting yeast growth and lower ethanol yield (Beckner et al., 

2011). 

Among the contaminants, lactic acid bacteria (LAB) are 

considered a primary rival due to their great adaptation to high 

ethanol concentration, low pH and low oxygen derived in ethanol 

fermentation conditions (Basso et al., 2011). Several reports have 

stated Lactobacillus as the main genus of LAB found in ethanol 

production process ( Lucena et al., 2010) . In industry, regular 

cleaning of fermenters and equipment has been adopted to reduce 

the contamination. In some cases, addition of selected chemical 

sanitizers as well as antibiotics in the fermenters has been reported. 

However, continual application of these agents may result in 

bacterial resistance development and reduce the efficacy of 

sanitization. 

Since information on LAB contamination in the commercial 

ethanol plants in Thailand has not been widely reported, our 

research will focus on isolation and identification of LAB 
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contaminants in a plant producing ethanol from molasses in order 

to address the problem and to gain basic knowledge on their 

diversity for further implementation of appropriate control 

measures to this issue. 
 

MATERIAL AND METHODS 
 

Sample Collection 

 The ethanol plant employed in our study was a molasses-

based plant located in the north east of Thailand. A total of eight 

samples were collected in March, 2015. They comprised one 

sample from yeast propagation tank ( pre-fermenter) , six samples 

from each fermenter, and one sample from fermented mash tank. 

Each sample (about 200 ml per sample) was stored in a plastic 

bottle and was analyzed within 24 hours after collection. 
 

Direct Observation and Enumeration of LAB 

First, the samples were examined directly using wet 

mounted technique and observed microscopically with a light 

microscope. Then, the samples were serially diluted in 0.85% 

normal saline and spread on de Man Rogosa and Sharpe agar (MRS 

agar; Difco, USA) containing 0.01% cycloheximide (Merck, US) 
for yeast growth suppression (Lucena et al., 2010). The MRS agar 

plates were incubated at 30 °C anaerobically for 48 hours. After 

incubation, the colonies were counted and randomly checked for 

Gram characteristic and catalase. All LAB colonies displayed 

Gram-positive, non-spore forming rod, coccobacilli or cocci and 

exhibited catalase-negative. The LAB counts were reported as 

colony forming units per mL sample (CFU/mL) and were 

converted to log10CFU/mL. LAB isolates with distinguishing 

colony and cell morphology were selected and were purified by 

streaking on the same medium. The pure isolates were maintained 

in 30% glycerol at -80 °C for further studies. 
 

Identification of LAB 
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Genomic DNA of each pure culture was extracted by 

TIANamp Bacteria DNA Kit (Tiangen Biotech, Beijing). Genomic 

DNA of each isolate was used as a template for PCR amplification 

of 16S rRNA gene using a pair of primers MAS2F (5’-

TCCTGGCTCAGATTGAACGCT-3’) and MAS1R (5’CTTG 

TTACGACTTCACCCCAG-3’) ( Saunjit, 2014). The reaction 

mixture comprised of 50 µl, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 

mM each of dNTP, 0.5 µM forward primer and reverse primer, 

0.05 units/µl Taq polymerase and template DNA (500 ng). PCR 

amplifying procedure was as follows: 3 min at 94 °C, 35 cycles of 

45 sec at 94 °C, 30 sec at 55 °C, 1.30 min at 72 °C and then 10 min 

at 72 °C and was carried out on the automatic thermal cycler 

(Biometra, Germany). The PCR productswere purified with 

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega, USA). The nucleotide 

sequences of 16S rRNA gene were determined (First BASE 

Laboratories SdnBhd, Malaysia).  Editing and contig assembly of 

the DNA sequences were performed using BioEdit software 

(Version 7.2.5).  Sequence similarity searching was conducted on 

GenBank database using the standard nucleotide-nucleotide 

BLAST search algorithm (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

The evolutionary relationships among species of LAB was 

analyzed and phylogenetic tree was reconstructed using MEGA 

software version 6.0.  The identities of LAB were specified to the 

genus and species levels according to the criteria of similarity 

cutoff at 97% and 99%, respectively, as well as their evolutionary 

lineages. 
 

RESULTS  
 

Direct Observation and Enumeration of LAB  
 Bacteria of diverse cell shapes along with yeast cells were 

microscopically observed in all collected samples, as shown in 
Figure 1.  This revealed bacterial contamination throughout the 
entire fermentation process of this ethanol plant. The density of 
yeast cells in six fermenter tanks (Figure 1 B-G) varied with lesser 
in fermenter No. 4 and 5 (Figure 1 E and F, respectively).  
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 The viable counts of LAB obtained on MRS agar containing 
0.01% cycloheximide were in accordance with the results of direct 
observation. The numbers varied from 6.91 log CFU/mL in 
fermenter No. 2 to 8.24 log CFU/mL in pre-fermenter (Figure 2).  

 

 
 

 
 

Figure 1.  Wet mount microscopic observation of molasses samples from   

pre-fermenter; (A), Fermenter No.1 to Fermenter No.6; (B-G, respectively) 

and Fermented mash tank; (H). 
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Figure 2. Numbers of LABs (log CFU/mL) in samples from pre-fermenter, 

fermenters and fermented mash tank of a molasses-based ethanol plant. 

Counts were obtained by plating the samples on MRS agar containing 0.01% 

cycloheximide and incubated anaerobically at 30 °C for 48 hours. 

 

According to the colony and microscopic appearance, seven 

LAB isolates were selected for species identification and were 

designated as KA01, KA02, KA03, KA04, KA05, KA06, and 

KA07.  KA01 was the most prevalent isolate, followed by KA05 

and KA07, as shown in Table 1. 
 

Table 1. Prevalence of LAB isolates found in various steps of the 

represent ethanol production plant. 
 

Sources of sample Isolate found 

Pre-fermenter KA03, KA06 

Fermenter No.1 KA01, KA02, KA06 

Fermenter No.2 KA01 

Fermenter No.3 KA01, KA05, KA07 

Fermenter No.4 KA01, KA03, KA05, KA07 

Fermenter No.5 KA01, KA03, KA05, KA07 

Fermenter No.6 KA01, KA03, KA05, KA07 

Storage tank KA01, KA05, KA07 
 

Identification of LAB 

An approximately 1,200 bp of 16S rRNA gene sequence was 

obtained from each isolate of LAB.  BLASTn results suggested that 

all isolates belong to the genus Lactobacillus ( Table 2) . 

Subsequently, the identities of these LAB isolates were 

consolidated by analyzing their phylogeny with taxa of high-scored 

rRNA sequences in BLAST searches. The Neighbor-Joining (NJ) 

tree of 16S rRNA gene sequence (n=29) showed clearly 

relationships among species of LAB.  The seven isolates of 

lactobacilli were separated into two clusters.  The more diverse 

cluster comprises isolates KA01, KA02, KA04, KA05, KA06, and 

KA07.  The isolates KA01 and  KA06  were  placed  in  the  

L. plantarum group, which included L. pentosus, L. plantarum 
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subsp. plantarum, L. plantarum   subsp. argentoratensis, and  

L. paraplantarum.  Isolates KA02 and KA04 shared the same 

common recent ancestor which announced L. farciminis and  

L. formosensis, respectively, as a closest relatives, while KA05 and 

KA07 were grouped with strains of L. farraginis, which were 

highly supported with a bootstrap value of 100%.  Remarkably, 

KA03 was the solely isolate distantly descended into another 

cluster and its closest neighbor was strains of L. pantheris  (Figure 

3) 

 
 

Figure 3. Phylogenetic tree inferred from 16S rRNAgene 

sequences of LAB. The tree were reconstructed by Neighbor-

Joining method using Tamura 3-parameter algorithm in MEGA6. 
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Branch lengths, which indicated evolutionary distance, are 

proportional to the scale given. The strengths of the internal 

branches of the resultant trees were statistically evaluated by 

bootstrap analysis with 1000 replications.  The analysis involved 

29 nucleotide sequences by which Lactobacillus amylotrophicus 

LMG11400 (NR042511) was used as the outgroup taxon. 

 

Table 2. BLAST results of isolates from the ethanol production 

plant. 
 

Isolate Closest taxon Accession no. % Similarity 
KA 01 L. plantarum strain C2 KF806535 99 

KA 02 L. farciminis strain 14CK2 KR055478 99 

KA 03 L. pantheris strain 61J1 KT722831 100 

KA 04 L.formosensis AB794060 99 

KA 05 L. parafarraginis strain 

56LAB7 

KR055510 100 

KA 06 L. plantarum stain NL-1 LC164155 99 

KA 07 L. parafarraginis strain 

56LAB7 

KR055510 100 

 

DISCUSSION 
 

Lactic acid bacteria are described as the most common 

bacterial contaminants in bioethanol production process (Beckner 

et al., 2011). Raw materials are considered the main source of 

contamination as they usually enter the process in non-steriled 

state. In Thailand, molasses is a cost-effective feedstock for 

industrial ethanol production and is used without heat treatment. 

As a result, chances of bacterial contamination in the process are 

obvious. 

 From the direct observation of the samples and the viable 

plate counts, LAB were found in all samples, starting from yeast 

propagation tank to fermented mash tank (Figure 1 and 2). To 

produce ethanol from cane molasses, the raw molasses (about 80 

°Brix) is diluted with water to 12-16 °Brix and 30-35 °Brix for 

yeast starter cultivation and ethanol production, respectively, and 

are used without heat sterilization. Usually, raw molasses is not a 
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good substrate to support microbial growth due to its high osmotic 

pressure and presence of concentrated inhibitors. However, when 

subjecting to dilution, chances of microbial multiplication are 

likely to occur. Hence, LAB contamination in the ethanol 

production line is possibly the result of molasses dilution and direct 

use without pasteurization. Moreover, a relatively high level of 

LAB at 8.24 log CFU/mL found in the pre-fermenter revealed 

contamination carried over from this unit to the fermenters. 

The content and diversity of LAB in a bioethanol plant rely  

on many factors such as types and preparation of raw materials, 

plant location as well as sanitation practices. A study in corn 

ethanol facilities in US showed LAB contamination reaching 8 log 

CFU/mL ( Skinner and Leather, 2004) . In sugar cane juice and 

sugar molasses ethanol plant in Brazil, ca. 5-8 log CFU/mL of LAB 

were found (Lucena et al., 2010). In our study, a range of 6.91 to 

8.24 log CFU/mL LAB was detected along the production line 

( Figure 2) . Since we were informed by the producer that a 

monensin antibiotic has been used to control bacterial 

contamination in this ethanol plant, resistance to this antibiotic by 

LAB may be emerged, as evidenced by the relatively high numbers 

of LAB existing in the process. 

 Interestingly, our results of LAB identification were not in 

agreement with other authors who also investigated LAB 

contamination in Thailand’s molasses ethanol production plants 

( Thungkao and Pattanachareonsuk, 2014; Thungkao and 

Roeancharoen, 2015). In these reports, Lactobacillus plantarum, L. 

buchneri, L. brevis, L. rhamnosus, L. pantosus, L. fermentum and 

Pediococcus damnosus were found whereas L. farraginis,  

L. pantheris, L. farciminis, L. formosensis and L. plantarum group 

were identified in our study. Furthermore, L. pantheris,  

L. farciminis and L. formosensis were first reported as LAB 

contaminant in the bioethanol process. The difference in LAB 

diversity at species level revealed here may relate to many factors 

including plant location, sampling interval and identification 
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technique. While the other authors employed API 50 CHL which 

is a biochemical- based method to identify LAB, we used 16S 

rRNA gene sequencing. Phenotypic identification based on 

carbohydrate fermentation profiles such as the API 50CHL may 

give some doubts to lactobacilli identification  at the species level 

and genetic analyses of bacteria may be more reliable (Brolazo et 

al., 2011) . Using both API 50CHL and 16S rRNA methods, some 

differences in species of lactic acid bacteria isolated from 

Indonesian fermented foods were reported by some authors 

(Suhartatik et al., 2014).  

Although, there are some enquiry about species diversity of 

lactic acid bacterial flora dominating in the commercial molasses 

ethanol plants in Thailand, our report is the first to apply molecular 

method to identify the LAB. More researches such as a molecular 

fingerprint of bacterial contaminants should be performed in the 

future to provide better information on the LAB community in this 

type of fermentation process, and therefore, to effectively control 

the contamination problem. 

 
 

CONCLUSION 

 
 

Lactic acid bacteria ranging from 6.91 to 8.24 log CFU/mL 

were contaminated along the production line of a molasses 

bioethanol commercial plant. Seven represent major isolates were 

shown to be the genus Lactobacillus and according to the 16S 

rRNA gene analysis L. farraginis, L. pantheris, L. farciminis,  

L. formosensis and L. plantarum group were identified. 
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