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บทคดัย่อ 

 

 การแยก แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัของไทยชนิดต่างๆ  51 ตวัอยา่ง        

ได้จาํนวน 320 ไอโซเลท พบวา่มแีลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจาํนวน  151 ไอโซเลท (47.19%) ที่

เจรญิไดด้เียีย่มในอาหาร MRS (OD660 nm > 1.5) เมื่อเลีย้งครบ 18 ชัว่โมง  จงึนําเชือ้ดงักล่าว

มาคดัเลอืกต่อโดยนําน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลล์ มาทดสอบฤทธิ ์ตา้นจุลนิทรยีก่์อโรคในอาหาร

โดยวธิ ีagar well diffusion กบัแบคทเีรยีก่อโรคในอาหาร  2 ชนิด คอื Staphylococcus aureus 

ATCC25923 และ Salmonella Typhi. PSSCMI0034 กรณีทีไ่ม่มกีา รปรบั pH (ค่าเฉลีย่ pH  

3.83 ± 0.32) พบวา่ม ี76 ไอโซเลท ทีย่บัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 แต่มเีพยีง 34 ไอโซเลท ที่

ยบัย ัง้ S. aureus ATCC25923 และกรณีทีนํ่าน้ําเลีย้งเชือ้ ทีแ่ยกเซลล์ออกมาปรบั pH เป็น 6.5 

แล้วกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.22 และ  0.45 ไมโครเมตร  พบวา่มี แลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีเพยีง 5 ไอโซเลท  เท่านัน้  คอื ไอโซเลท N2, YA031, NCB3, NCB15 และ NNA7 ที่

สามารถยบัย ัง้เชือ้  S. Typhi PSSCMI0034 หรือ S. aureus ATCC25923 ได้ โดยทีไ่อโซเลท  

N2 และไอโซเลท NCB3 มคีวามสามารถดกีวา่ไอโซเลทอื่นๆจงึนําไปศกึษาต่อ อยา่งไรกต็ามน้ํา

เลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลท์ีป่รบั pH เป็น 6.5 ของทัง้สองไอโซเลทไม่สามารถยบัย ัง้ ยสีต์และเชือ้

ราทีท่ดสอบ  (Candida albicans ATCC10231 , Rhodotorula sp., Aspergillus sp. และ 

Penicillium sp.) แต่กรณีทีท่าํใหเ้ขม้ขน้เป็น 10 เท่าในรปู freeze dried sample ทีป่รบั pH เป็น 

6.5 ของไอโซเลท  N2 พบวา่สามารถยบัย ัง้  Aspergillus sp. C. albicans ATCC10231 , 

Rhodotorula sp. ไดเ้ลก็น้อยเมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม จากการศกึษาการเจรญิของ แลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีไอโซเลท N2 และ NCB3 พบวา่ทัง้ 2 ไอโซเลทเขา้สู่ช่วง log phase ในชัว่โมงที ่5-20 

และเขา้สู่ช่วง  stationary phase ตัง้แต่ชัว่โมงที ่ 20-35 และพบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried 

sample) ความเขม้ขน้ 10 เท่า ทีป่รบั pH เป็น 6.5 ของทัง้  2 ไอโซเลท แสดงฤทธิใ์นการยบัย ัง้

การเจรญิของเชือ้  S. Typhi PSSCMI0034 ไดใ้นชัว่โมงที่  15-20 (late log phase) ผลการ

เทยีบเคยีงเชือ้ ทัง้สอง โดยอาศยั ลกัษณะทางดา้นพนัธุศ์าสตรโ์มเลกุล ของ 16S rRNA gene 

พบวา่ไอโซเลท N2 จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus namurensis strain Ln-15 และไอโซเลท NCB3 

จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150  
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 เมื่อนําสารตวัอยา่ง ทีเ่ขม้ขน้  10 เท่า (10X Freeze dried sample) ของไอโซเลท  N2 

ปรบั pH ใหเ้หมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซม์ มา treat ดว้ยเอนไซม ์ pronase E และ 

catalase พบวา่ไม่เกดิการยบัย ัง้เชือ้ทดสอบ  S. Typhi PSSCMI0034 แสดงวา่สารทีไ่ดจ้าก ไอ

โซเลท  N2 เป็นสารกลุ่มโปรตนี และม ีH2O2 ร่วมดว้ย และพบวา่สารตวัอยา่ง  (Freeze dried 

sample) ของไอโซเลท  N2 มคีวามคงตวัดใีนช่วง  pH 2-6 สามารถทนความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ

63ºC เป็นเวลานาน 30 นาที โดยมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi PSSCMI0034 

ในช่วง pH และอุณหภมูดิงักล่าว และเทคนิค  SDS-PAGE ถูกนํามาใชเ้พื่อ วเิคราะห์หาโปรตนี

ในสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของไอโซเลท  N2 โดยแยกได้ 1 แบนเป็นโปรตนีที่มี

น้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 47 KDa ซึง่จากคุณสมบตัทิีก่ล่าวมาแสดงวา่เชือ้ผลติ แบคเทอรโิอซนิ

โมเลกุลตํ่าทีไ่ม่ทนความรอ้นจดัอยูใ่นกลุ่มแบคเทอรโิอซนิ class III จากนัน้ยงัไดนํ้าสารตวัอยา่ง 

(Freeze dried sample) ของไอโซเลท N2 สกดัดว้ย ethyl acetate พบวา่ค่า MIC ของสารสกดั

ต่อการยบัย ัง้  Clostridium perfringens และ  Listeria monocytogenes มค่ีาเท่ากบั  79 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  แต่กบั  Shigella sonneii และ S. Typhi PSSCMI0034 เท่ากบั 635 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  แต่กรณีของยสีต์ Rhodotorula sp. และ C. albican ATCC10231 มค่ีา

เท่ากบั 2.54 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร แ ต่สาํหรบั  Saccharomyces cerevisiae เท่ากบั 0.159 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร สาํหรบัค่า MBC ของสารสกดัต่อ C. perfringen, S. sonneii และ S. Typhi 

PSSCMI0034 เท่ากบั  1.27 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  แต่กรณียสีต์  Rhodotorula sp. และ C. 

albican ATCC10231 มค่ีาเท่ากบั 2.54 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึง่ มค่ีาเท่ากบั MIC เช่นเดยีวกบั  

L. monocytogenes ทีค่่า MIC เท่ากบัค่า MBC แต่ยสีต์  S. cere visiae มค่ีา  MBC 635 

ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร  และเมื่อตรวจหาชนิดของสารสกดัจากตวัอยา่งโดยใชเ้ครื่อง  GC-MS 

โดยสารทีพ่บ ปรมิาณ มากทีสุ่ด คอื  pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4dione, hexahydro-3-(pheny 

lmethyl) โดยมน้ํีาหนกัโมเลกุลเท่ากบั 244.289 และเมื่อ นําสารทีส่กดั ดว้ย ethyl acetate ของ

เชือ้ดงักล่าวมาแยกโดยใชเ้ทคนิค TLC แลว้นําแบนทีแ่ยกไดไ้ปทดสอบการยบัย ัง้เชือ้พบวา่มี  3 

แบนจาก 9 แบนทีม่ฤีทธิใ์นการยบัย ัง้ S. Typhi PSSCMI 0034 และเมื่อ นําไปวเิคราะหห์าชนิด

ของสารโดยใชเ้ครื่อง  GC-MS สามารถ วเิคราะหบ่์งชีช้นิดของสาร ไดเ้พยีง 1 แบน  คอื 

Octadecenamide ทีม่น้ํีาหนกัโมเลกุลเท่ากบั 281.477  

 ดงันัน้จากผลการทดลองพบวา่ Lactobacillus namurensis N2 ผลติสารโมเลกุลขนาด

เลก็หลายชนิดทีม่คีวามสามารถในการยบัย ัง้แบคทเีรยีก่อโรค รวมทัง้ยสีตแ์ละราเสน้ใย 
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Abstract 

 

  A total of 320 lactic acid bacteria (LAB) strains were isolated from 51 samples of 

Thai fermented food. Over 18 hr incubation, only 151 isolates (47.19%) of LAB were 

able to grow very well in MRS medium (OD660nm > 1.5) and they were secondary 

screened for their production of compounds that inhibited the growth of foodborne 

pathogens, Staphylococcus aureus ATCC25923 and Salmonella Typhi PSSCMI0034 

using an agar well diffusion assay. There were 76 LAB isolates that their cell free 

supernatants without adjustment of pH (average pH 3.83 ± 0.32) inhibited S. Typhi 

PSSCMI0034 but only 34 isolates inhibited S. aureus ATCC25923. In case culture 

supernatant of LAB were adjusted to pH 6.5 and then filtration using membrane filters 

with a pore size of either 0.45 µm or 0.22 µm found that only the following 5 LAB 

isolates; N2, NCB3, NCB15, NNA7 and YA031 exhibited antibacterial activity against S. 

Typhi PSSCMI0034 or S. aureus ATCC25923. However, there were only 2 isolates (N2 

and NCB3) were selected for further studies due to their higher antibacterial activities. 

Cell free supernatant of both isolates after adjustment pH to 6.5 could not inhibit the 

following fungi; Candida albicans ATCC10231, Rhodotorula sp., Aspergillus sp. and 

Penicillium sp. but 10X culture filtrate (freeze dried sample) of isolate N2 had a little 

antifungal activity toward Aspergillus sp. C. albicans ATCC10231 and Rhodotorula sp. 

when compared with the control. According to the growth curve of both isolates in MRS 

medium, they reached their log phase in a range of 5-20 hr and after that to stationary 

phase until 35 hr of incubation. Antibacterial activity of both isolates against the growth 

of S. Typhi PSSCMI0034 was observed when cells grew in a late log phase (15-20 hr). 

The analysis of 16S rRNA sequence was used for bacterial identification. The results 

showed that, N2 and NCBC3 isolates were identified as Lactobacillus namurensis strain 

Ln-15 and Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150, respectively. 
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  A 10X freeze dried sample from isolate N2 was adjusted pH corresponding to 

optimal pH of each enzyme activity as treating with pronase E and catalase. After 

treatment by both enzymes, no antibacterial activity remained as no inhibition of S. 

Typhi PSSCMI0034 was observed. This suggested that antibacterial substances could 

be protein and a little hydrogen peroxide. The freeze dried sample from isolate N2 

showed that its antibacterial activity was stable at pH 2-6 and the temperature at 63 ◌ํC 

for 30 min by inhibiting the growth of S. Typhi PSSCMI0034. Sodium Dodecyl Sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used to determine molecular 

masses of proteins in the freeze dried sample of isolate N2 and obtained one band with 

the molecular mass 47 KDa. Based on characteristics of freeze dried sample as 

described above the detected protein should be classified as bacteriocin class III due to 

its low molecular weight and heat labile. In addition, the freeze dried sample of isolate 

N2 was also extracted with ethyl acetate and the extract (EtOAc) was used to 

determine MIC and MBC values. The MIC value of EtOAC against the growth of C. 

perfringens and L. monocytogenes was 79 µg/ml but it was higher for S. sonneii, S. 

Typhi PSSCMI0034 (635 µg/ml). In contrast, a higher of MIC value was found in yeasts 

(C. albicans ATCC10231 and Rhodotorula sp.) as 2.54 mg/ml but it was only 0.159 

mg/ml for S. cerevisiae. The MBC value of EtOAc extract to control C. perfringen, S. 

sonneii and S. Typhi PSSCMI0034 was 1.27 mg/ml while it was 2.54 mg/ml in case of 

yeasts (C. albicans ATCC10231 and Rhodotorula sp.). However, S. cerevisiae was 

sensitive to EtOAc extract as its MBC was 635 µg/ml. L. monocytogenes was also 

sensitive to EtOAc extract as the values of MIC and MBC was equal. The EtOAc extract 

was further analyzed for antimicrobial compounds by GC-MS analysis. The major 

component of the EtOAc extract was identified as pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4 dione, hexa 

hydro-3-(phenylmethyl) (molecular weight 244.289). Moreover, the EtOAc-N2 was also 

separated by thin layer chromatography (TLC) and three of the nine bands showed 

ability to inhibit the growth of S. Typhi PSSCMI0034 and the compounds were identified 

by GC-MS analysis. However, only one band could identify as octadecenamide (MW. 

281.477). It can conclude that L. namurensis N2 produced low molecular weight com 

pounds to inhibit bacterial pathogens, yeasts and filamentous fungi.  

Keyword : lactic acid bacteria, Thai fermented food, antibacterial activity, antifungal 

      activity, bacteriocins 
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 บทท่ี 1 

 

บทนํา 

 

บทนําต้นเรื่อง 

 

 ในปจัจุบนันี้การใชย้าปฏชิวีนะยงัคงมมีากขึน้เรื่อยๆ และปญัหาหนึ่งทีเ่ กดิกบัการใชค้อื

การดือ้ยาของ แบคทเีรยีมากขึน้ ดงันัน้การศกึษาหาสารทีผ่ลติโดยจุลนิทรยีซ์ึง่มสีมบตัติา้น

จุลนิทรยีท์ีก่่อโรคเพื่อใหไ้ดส้ารชนิดใหม่จงึเป็นแนวทางห นึ่งทีจ่ะมปีระโยชน์อยา่งมากในการ

ต่อสูก้บัโรคตดิเชือ้และลดปญัหาการดือ้ยาปฏชิวีนะ สาํหรบัสารยบัย ัง้จุลนิทรยีก์ลุ่มเพปไทดซ์ึง่

เป็นสารทีม่โีมเลกุลเลก็รวมถงึสารโมเลกุลเลก็อื่นๆ ซึง่มกีารคน้พบมาเป็นระยะโดยสารในกลุ่มนี้

สามารถผลติไดจ้ากพชืและจุลนิทรยีจ์งึอาจมศีกัยภ าพทีส่ ามารถนําไปใชป้ระโยชน์ทาง

การแพทย์และอุตสาหกรรมอาหารในลกัษณะของสารถนอมกนัเสยีชวีภาพ  (biopreservative 

compounds) ไดใ้นอนาคตและจะช่วยลดปญัหาการดือ้ยาของเชือ้ได้ จากการปนเป้ือนของ ยา

ปฏชิวีนะในอาหาร และจากการทีอ่าหารเป็นแหล่งของจุลนิทรยีโ์ดยเฉพาะอาหารหมกัเป็นแหล่ง

ของจุลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์ เช่น แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี 

 แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเป็นแบคทเีรยีทีพ่บไดต้ามธรรมชาตแิละพบมากในอาหารหมกัที่

ทาํมาจาก ผกั ผลไม ้ธญัพชื และเนื้อสตัว ์แบคทเีรยีกลุ่มนี้สามารถสงัเคราะหส์ารอนิทรยีโ์ดย

บางสายพนัธุส์ามารถสรา้งสารแบคเทอรโิอซิน (bacteriocins) รวมทัง้โปรตนีหรอืเพปไทดห์รอื

สารทีม่โีมเลกุลเลก็อื่นๆ ทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีห์ลายชนิด โดยแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเหล่านี้มกั

แยกมาจากอาหารหมกั สามารถออกฤทธิย์บัย ัง้แบคทเีรยีก่อโรคบางชนิดได ้โดยเฉพาะเชือ้ก่อ

โรคทางเดนิอาหาร (Nes, Yoon, and Diep, 2007) ดงันัน้จงึมคีวามปลอดภยัและเหมาะทีจ่ะ

นําไปประยกุตใ์ชไ้ด ้อาหารหมกัของไทยทีน่ิยมบรโิภคกนัมาก เช่น แหนม ซึง่มกัมกีารตรวจพบ

เชือ้ก่อโรค เช่น Staphylococcus aureus และ Salmonella  spp. ทาํใหผ้ลติภณัทด์งักล่าวอาจ

เกดิความเสีย่งต่อผูบ้รโิภคได ้ (นิภา, 2552) นอกจากนี้ แลคตกิแอสดิแบคทเีรยียงัไดร้บัการ

ยอมรบัวา่เป็นแบคทเีรยีทีป่ลอดภยั (Generally Recognized As Safe ; GRAS status) 

(Duangjitcharoen et al., 2009) ดงันัน้จงึมคีวามปลอดภยัและเหมาะทีจ่ะนําไปประยกุตใ์ชเ้ป็น

กลา้เชือ้เพื่อผลติอาหารต่างๆได ้เช่น อาหารหมกัดองหรอืผ ลติภณัฑจ์ากนม เป็นตน้ เพื่อเป็น

การป้องกนัโรคตดิเชือ้ของระบบทางเดนิอาหาร 

 

1 



2 

 

 

 

 แบคเทอรโิอซนิ (Bacteriocin) เป็นสารกลุ่มโปรตนีทีม่ฤีทธิใ์นการยบัย ัง้แบคทเีรยีชนิด

อื่น มกีารจดัจาํแนกออกเป็นหลายกลุ่มแบ่งตามลกัษณะโครงสรา้งและกลไกลการออกฤทธิ ์

สาํหรบัสาร แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีส่วนใหญ่จะเป็นเชือ้ทีแ่ยกมาจาก

อาหาร มคีวามสามารถในการยบัย ัง้แบคทเีรยีอื่นและทนความรอ้น ดงันัน้จงึเหมาะแก่การนํามา

ประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร ซึง่ปจัจุบนัแบคเทอรโิอซนิทีน่ิยมนํามา ใชใ้นอุตสาหกรรม

อาหาร เช่น ไนซนิ (nisin) มกีารนําไปใชใ้นอาหารเป็นสารกนัเสยีทางชวีภาพช่วยยดือายขุอง

อาหารและเพิม่ความปลอดภยัในอาหาร  Coppola et al., (2000) พบว่า Lactobacillus sakei 

หรอื Lactobacillus curvatus ถูกนํามาใชเ้ป็นกลา้เชือ้ทางการคา้สาํหรบัใชใ้นอาหารหมกัจาํพวก

เนื้อสตัว ์เช่น ไสก้รอกโดยทีเ่ชือ้ดงักล่าวสามารถผลติแบคเทอรโิอซนิ  Budde et al., (2005) ได้

คดัแยกแลคตกิแอสดิแ บคทเีรยีจากอาหารหมกัประเภทเนื้อ พบวา่มี  2 ไอโซเลท ทีม่ ี

ประสทิธภิาพสงูสุดในการยบัย ัง้  S. aureus และมคีวาม ในการสรา้งแบคเทอรโิอซนิ เมื่อ

เทยีบเคยีงแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีแ่ยกไดพ้บวา่เป็นเชื้ อ Lactococcus lactis subsp. lactis 

และ Pediococcus pentosaceus ซึง่สามารถผลติไนซนิและเพดดโิอซนิไดต้ามลาํดบั โดย      

แบคเทอรโิอซนิทีเ่ชือ้สรา้งขึน้มสีมบตัใินการทนคว ามรอ้นไดด้แีละมคีวามคงตวัในช่วง pH 4-6 

เหมาะแก่การนําไปเป็นกลา้เชือ้ในอาหารหมกั 

  Kantachote et al., (2010) ไดค้ดัแยกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากน้ําหมกั

ชวีภาพจากพชืและอาหารหมกัชนิดต่างๆ พบวา่เชือ้ Lactobacillus plantarum DW3 ทีค่ดัแยก

ได้มคีวามสามารถยบัย ัง้ยสีต ์ Rhodotorula mucilaginosa DKA ทีป่นเป้ือนในน้ําหมกัชวีภาพ

จากพชืไดด้ ีและยงัสามารถยบัย ัง้แบคทเีรยีก่อโรคทีพ่บในอาหารได ้จากการศกึษาดว้ยเทคนิค  

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) พบวา่สารทีเ่ชือ้ดงักล่าวสรา้งคอืสาร 

phenyllactic acid (PLA) ซึง่มฤีทธิย์บัย ัง้แบคทเีรยี  ยสีต ์และราบางชนิดได้  โดยเชือ้ผลติ PLA 

ได ้31 mg/ml ในอาหาร MRS และเมื่อใชเ้ ป็นกลา้เชือ้ในการทาํน้ําหมกัสาหร่ายผมนาง พบวา่

เชือ้มบีทบาทในการควบคุมปรมิาณยสีตท์ีป่บเป้ือนมากบัวตัถุดบิโดยสามารถควบคุมยสีตใ์หต้ํ่า

กวา่ 100 CFU/ml เมื่อสิน้สุดการหมกัที ่60 วนั 

  ดงันัน้ในการวจิยัครัง้นี้จงึมุ่งศกึษาคดัเลอืกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหาร

หมกัทีผ่ลติสารกลุ่มเพปไทดห์รอืสารโมเลกุลเลก็ทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีก่์อโรค ในระบบทางเดนิ

อาหาร และทาํใหอ้าหารเน่าเสยีเพื่อควบคุมการเจรญิของเชือ้ก่อโรคทีอ่าจพบไดโ้ดยเฉพาะใน

อาหารเพื่อเป็นแนวทางในการประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมโดยเฉพาะอาหารหมกัต่อไป 
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การตรวจเอกสาร         

1. แลคติกแอสิดแบคทีเรีย  

 ลกัษณะทัว่ไป 

  แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเป็นแบคทเีรยียอ้มตดิสแีกรมบวก มรีปูร่างกลม หรอืรปู

ท่อน บางชนิดเรยีงตวักนัสีเ่ซลล์  ไม่สรา้งสปอร ์โดยทัว่ไปไม่เคลื่อนทีแ่ต่ถ้ามกีารเคลื่อนทีใ่ช้

แฟลกเจลลารอบตวั ไม่สรา้งเอนไซม ์catalase ตอ้งการอาหารทีซ่บัซอ้นในการเจรญิ (วลิาวณัย,์ 

2539) นอกจากนี้ยงัพบวา่แลคตกิแอสดิ แบคทเีรยีบางชนิดอาจสรา้งเอนไซม์  catalase เทยีม 

(pseudocatalase) และการจดัเรยีงตวัจะต่อไปในทศิทางเดยีวกนั ยกเวน้ Pediococcus sp. ที่

ต่อกนัเป็นคู่  ตอ้งการอากาศเลก็น้อย (microaerophilic) หรอื ไม่ตอ้งการอากาศ (facultative 

anaerobe) ในการเจรญิ  ใชค้ารโ์บไฮเดรตเป็นแหล่งคารบ์อน  ทนกรด อุณหภมูิทีเ่หมาะสมใน

การเจรญิอยูร่ะหวา่ง  30-44 องศาเซลเซยีส pH ทีเ่หมาะสม  5.58-6.2 แต่โดยทัว่ไปเจรญิไดท้ี ่

pH 5 อตัราการเจรญิลดลงเมื่ออยู่ ในสภาวะที่ เป็นกลางหรอืเป็นด่าง  ผลติกรดแลคตกิเป็น

ผลติภณัฑห์ลกัในกระบวนการหมกั (Salminen and Wright, 1993) แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเขา้

มามบีทบาทในการผลติอาหารหมกัชนิดต่างๆอยา่งมากโดยกจิกรรมหลกัของแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีต่อผลติภณัฑอ์าหารคอืหมกัคารโ์บไฮเดรตในส่วนผสมของอาหารให้ เป็นกรดแลค ตกิ 

กรดอะซติกิ เอทานอล และคารบ์อนไดออกไซด ์ซึง่สารเหล่านี้ทาํใหผ้ลิ ตภณัฑห์มกัทีไ่ดม้กีลิน่

รสเฉพาะ  นอกจากนัน้ยงัอาจมกีารสารผลติภณัฑบ์างอยา่งทีม่คุีณสมบตัเิป็นสารต่อตา้น

จุลนิทรยีช์นิดอื่น เช่น แบคเทอรโิอซนิ (Hammers, 1987 อา้งโดย อนุสรา, 2550) 

 แหล่งท่ีพบ 

  แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีมกัพบไดใ้นอาหารหมกัหลายชนิด ซึง่ส่วนใหญ่เป็น    

แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีป่นเป้ือนมาจากผลติผลทางการเกษตร และเครื่องมอืทีเ่กีย่วขอ้งกบั

การแปรรปูผลติผลทางการเกษตร นอกจากนี้ยงัพบแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีในผลติภณัฑน์ม 

ธญัพชื ปลา ไวน์ ผลไม้  น้ําผลไม ้และผกั ผลไมด้อง และยงัพบวา่เป็นจุลนิทรยีป์ระจาํถิน่ใน   

ช่องปาก ทางเดนิอาหารและอวยัวะสบืพนัธุ ์ (สุพรรษา , 2550) ไดม้กีารพฒันาอยา่งต่อเนื่องใน

การใชป้ระโยชน์ของแบคทเีรยีกลุ่มนี้ เพื่อใชเ้ป็นกลา้เชือ้ในการผลติอาหารหมกัหลายชนิด เช่น 

ไสก้รอกหมกั ผลติภณัฑน์มหมกั (ป่ินมณ,ี 2547)  
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 ความต้องการสารอาหาร 

  แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเป็นกลุ่มจุลนิทรยีท์ีต่อ้งการอาหารทีซ่บัซอ้นในการ

เจรญิ (fastidious microorganism) สามารถใชน้ํ้าตาลไดห้ลายประเภท เช่น monosaccharide 

ประเภท pentose (arabinose ribose และ xylose) และ hexose (fructose glucose และ 

mannose) disaccharide (maltose และ lactose) นอกจากนี้ยงัสามารถใชค้ารโ์บไฮเดรต พวก 

oligosaccharide ซึง่เป็นพรไีบโอตกิ (prebiotic) เช่น fructooligosacchairde ซึง่ในระบบทาง  

เดนิอาหารไม่มเีอนไซมท์ีจ่ะยอ่ยคารโ์บไฮเดรตชนิดนี้ได ้จงึเหลอืเป็ นอาหารใหแ้ลค ตกิแอสดิ

แบคทเีรยีในลาํไสใ้หญ่ได ้นอกจากนี้แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีตอ้งการอาหารทีม่ไีนโตรเจนเป็น

องคป์ระกอบ หากในอาหารขาดแหล่งไนโตรเจนจะทาํใหแ้ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีเจรญิไดน้้อย

มาก สาํหรบักรดอะมโินทีเ่ชือ้ ตอ้งการ คอื serine และ arginine วติามนิทีเ่ชือ้ใช้ ในการเจรญิ

ไดแ้ก่ thiamine (B1) riboflavin (B2) pyriodoxin (B6) cyanocobalamine (B12) และ nicotinic 

acid (สุพรรษา, 2550) 

 การจดัจาํแนกแลคติกแอสิดแบคทีเรีย   

  การจดักลุ่มของแลคตกิแอสดิแ บคทเีรยีในสกุลต่างๆ ขึน้อยูก่บั รปูร่างลกัษณะ 

รปูแบบการหมกัน้ําตาลกลโูคส กา รใชน้ํ้าตาลชนิดต่างๆ การใชอ้ะซเิต ต การสรา้งแอมโมเนีย

จากอารจ์นิีน การเจรญิทีอุ่ณหภมูต่ิางๆ การผลติกรดแลกตกิ การเจรญิในทีม่เีก ลอืความเขม้สงู 

การทนกรดหรอืด่าง (Axelsson, 2004) เมื่อพจิารณาจากการใชน้ํ้าตาลของแลคตกิแอสดิแบคที  

เรยีสามารถจาํแนกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (Hammes and Vogel, 1995; Axelsson, 2004) คอื 

 1. Facultatively heterofermentative 

  คอื แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีห่มกัน้ําตาลกลโูคสหรอืน้ําตาล pentose เช่น ara 

binose ribose และ xylose แลว้ใหผ้ลผลติเป็นกรดแลคตกิ กรดอะซติกิหรอืเอทานอลและก๊าซ

คารบ์อนไดออกไซดไ์ดท้ ัง้ในสภาพทีม่อีอกซเิจนและไม่มอีอกซเิจน แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีกลุ่ม

นี้สามารถผลติกรดแลคตกิผ่านวถิ ีphosphoketolase เพราะมเีอนไซม ์ phosphoketolase (รปูที่ 

1-1) และแบคทเีรยีในกลุ่มนี้ยงัมเีอนไซม ์ aldolase ทีผ่ลติกรดแลคตกิจากน้ําตาล hexose ได ้

โดยผ่านวถิ ี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) (รปูที ่1-2) ตวัอยา่งแบคทเีรยีในกลุ่มนี้ไดแ้ก่ 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentose, Pediococcus acidilactici และ Entero 

coccus faecium 
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2. Obligately heterofermentative  

  คอื แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีห่มกัน้ําตาลกลโูคสใหผ้ลผลติเป็นกรด แลคตกิ 

กรดอะซติกิหรอืเอทานอล และก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์สาํหรบัแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีในกลุ่มนี้

จะใชน้ํ้าตาลผ่านวถิ ี phosphogluconate หรอื phosphoketolase (รปูที ่1-1) เท่านัน้  เนื่องจาก

ไม่มเีอนไซม ์aldolase จงึไม่สามารถใชน้ํ้าตาลผ่านวถิ ี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ได ้

ตวัอยา่งแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีกลุ่มนี้ไดแ้ก่ กลุ่มของ Leuconostoc และกลุ่มของ  Lacto 

bacillus บางชนิด เช่น L. brevis และ L. buchneri ซึง่แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีกลุ่มนี้สามารถใช้

น้ําตาล hexose และ pentose ไดด้ ี

 3. Obligately homofermentative  

  คอื แลคตกิแ อสดิแบคทเีรยีทีห่มกัน้ําตาลกลโูคสผ่านวถิ ี Embden-Meyerhof-

Parnas (EMP) (รปูที ่1-2) แลว้ใหผ้ลผลติเป็นกรดแลคตกิเพยีงอยา่งเดยีว โดยใชเ้อนไซม์  1,6-

biphosphate aldolase สาํหรบัแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีในกลุ่มนี้สามารถผลติกรดแลคตกิได้

มากกวา่ 85% จากน้ําตาล hexose ตวัอย่างแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีในกลุ่มนี้  ไดแ้ก่ Pedio 

coccus danosus และ L. ruminis เป็นตน้ และเนื่องจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีกลุ่มนี้ไม่

สามารถผลติเอนไซม ์phosphoketolase จงึไม่สามารถใชน้ํ้าตาล pentose และ gluconate ได ้ 
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รปูท่ี 1-1 วถิ ีPhosphoketolase ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีกลุ่ม Heterofermentative  

    (Aarnikunnas, 2006 ดดัแปลงจาก Axelsson, 2004) 
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รปูท่ี 1-2 วถิ ีEmbden-Meyerhof-Parnas (EMP) ของแบคทเีรยีแลกตกิกลุ่ม Obligately  

    Homofermentative (Salminen et al., 1998) 
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2. สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ (Bioactive Compounds) 

 สารออกฤทธิท์างชวีภาพทีแ่ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีผลติออกมายบัย ัง้การเจรญิของ

แบคทเีรยีหรอืจุลนิทรยีช์นิดอื่นๆ ไดแ้ก่ 

2.1 กรดอินทรีย ์(organic acids) 

 กรดอนิทรยีท์ีส่รา้งจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีสามารถยบัย ัง้การเจรญิของ

จุลนิทรยีไ์ดห้ลายชนิด โดยกรดอนิทรยีท์ีเ่ชือ้สรา้งขึน้จะแพร่เขา้สู่เยือ่หุม้เ ซลล ์เกดิการแตกตวั

ในไซโตพลาสซมึ (cytoplasm) ทาํใหเ้กดิสภาวะทีเ่ป็นกรด ยบัย ัง้กระบวนการเมแทบอลซิมึทีจ่าํ 

เป็นต่อเซลลจ์งึทาํใหเ้กดิการยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยี ์(Fuller, 1989)  

 2.1.1 กรดแลคติก (lactic acid) 

  กรดแลคตกิเป็นกรดทีเ่กดิจากการทีแ่ลคตกิแอสิ ดแบคทเีรยีเปลีย่นน้ําตาลใน

อาหาร ทาํให ้pH ของอาหารลดลงมผีลยบัย ัง้การเจรญิเตบิโตของจุลนิทรยีช์นิดอื่นทีท่าํใหอ้า  

หารเน่าเสยี นอกจากนี้ยงัใชใ้นทางเภสชักรรมและอุตสาหกรรมอื่นๆอกีดว้ย กรดแลคตกิทีเ่กดิ

จากกระบวนการหมกัอาจอยูใ่นรู ป L หรอื D เป็นกรดทีน่ิยมนํามาใชใ้นอาหารโดยเฉพาะใน

ผลติภณัฑอ์าหารหมกัดองประเภทต่างๆ เพื่อเป็นสารใหก้ลิน่รส ควบคุม pH ของอาหาร และ

ช่วยในการถนอมอาหาร  (อรวนิทร์ , 2532) ไดม้รีายงานของเยาวลกัษณ์ (2536) พบวา่ผลติ  

ภณัฑพ์วกไสก้รอกทีเ่ตมิโซเดยีมแลกเตท รอ้ยละ 1.0 จะช่วยยดือายกุารเกบ็รกัษาไดเ้มื่อใชใ้น

เนื้อสตัวแ์ละผลติภณัฑจ์ากเนื้อสตัวส์ามารถลดจาํนวนจุลนิทรยีพ์วก Samonella sp. ไดเ้ป็น

อยา่งด ี

2.1.2 กรดอะซิติก (acetic acid) 

 กรดอะซติกินี้มผีลในการยบัย ัง้จุลนิทรยี ์จากรายงานของเยาวลกัษณ์ (2536) 

พบวา่ การใชก้รดอะซติกิใชใ้นผลติภณัฑห์มกัดองต่างๆ เช่น ไสก้รอกเปรีย้ว  โดยกรดอะซติกิมี

คุณสมบตัเิป็นสารยบัย ัง้การเจรญิของแบคทเีรยี เช่นการทดลองของ Dickson (1992) ไดใ้ชเ้นื้อ

ววัทีม่กีารเตมิ S. typhimurium มาทดสอบกบักรดอะซติกิทีม่คีวามเขม้ขน้รอ้ยละ  2 พบวา่มผีล

การลดจาํนวนของแบคทเีรยีดงักล่าวได ้ 
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2.2 ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(Hydrogen peroxide) 

 ในสภาวะทีม่อีอกซเิจนแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีสามารถสรา้งไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซดไ์ด ้ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดท์ีเ่ชือ้สรา้งขึน้สามารถยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีอ์ื่นได ้

โดยทาํใหเ้ยือ่หุม้เซลลส์ญูเสยีความสามารถในการซมึผ่ านเขา้และออกของสารต่างๆ และยงัมี

ผลทาํใหเ้กดิการทาํลายสารอื่นๆภายในเซลลด์ว้ย นอกจากนี้ยงัพบวา่เ มื่อไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด ์รวมกบั thiocyanate ภายในเซลลแ์ละมเีอนไซม ์lactoperoxidase เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา

จะทาํใหเ้กดิสารทีม่ฤีทธิย์บัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีไ์ด ้เรยีกกระบวนการเกดิสารยบัย ัง้ดงักล่าว

วา่ lactoperoxidase antibacterial system (อรวนิทร์ , 2532) ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดท์ีส่รา้ง

จาก L. acidophilus สามารถยบัย ัง้แบคทเีรยีทีท่าํใหอ้าหารเน่าเสยีไดเ้นื่องจากไม่สรา้งเอนไซม ์

catalase (ทีไ่ปเร่งปฏกิริยิาเปลีย่นไฮโดรเจนเปอรอ์ อกไซดเ์ป็นน้ําและออกซเิจน ) ทาํใหไ้ฮโดร  

เจนเปอรอ์อกไซดท์ีส่รา้งขึน้ถูกสะสมอยูใ่นอาหารเลีย้งเชือ้ และมผีลในการยบัย ัง้จุลนิทรยีช์นิด

อื่นๆได ้ (Gilland and Speck,1997) แต่สาํหรบั Lactobacilli สามารถตา้นทานต่อไฮโดรเจน

เปอรอ์อกไซด ์(Daeschel, 1998)  

2.3 คารบ์อนไดออไซด ์(CO2) 

 คารบ์อนไดออกไซดเ์ป็นเผลติภณัฑห์ลกัของ heterofermentative lactic acid 

bacteria กลไกการยบัย ัง้เชือ้ของ CO2 ปจัจุบนัยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่อยา่งไรกต็าม CO2 อาจมี

บทบาทในการเพิม่สภาวะไรอ้อกซเิจนซึง่ส่งผลยบัย ัง้การทาํงานของเอนไซมก์ลุ่ม enzymatic 

decarboxylation และทาํใหเ้กดิการสะสมของ CO2 บรเิวณ membrane lipid bilayer เป็นสาเหตุ

ทีท่าํใหก้ารควบคุมการเขา้ออกของสารมคีวามผดิพลาด จงึมผีลเสยีต่อการเจรญิของเชือ้ได ้

 2.4 ไดอะซิทิล (Diacetyl) 

  ไดอะซทิลิ หรอื 2,3-butanedione เป็นผลผลติสุดทา้ยทีไ่ดจ้ากกระบวนการเม

แทบอลซิมึของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ซึง่เป็นสารเฉพาะทีใ่หก้ลิน่ในนมหมกั (อรวนิทร์ , 2532) 

สามารถยบัย ัง้การเจรญิไดท้ ัง้จุลนิทรยีก่์อโรคในอาหารและจุลนิทรยีท์ีท่าํใหอ้าหารเน่าเสยี โดย

เกดิจากการไปรบกวนการใชอ้ารจ์นิิน (arginine) โดยไดอะซทิลิจะไปทาํปฏกิริยิากบั arginine -

binding protein ภายในเซลล ์(Ouwehand and Vesterlund, 2004) 
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 2.5 รเูทอริน ( Reuterin) 

 รเูทอรนิเป็นสารทีม่กีารศกึษากนัมากเป็นสารทีส่รา้งจากเชือ้ Lactobacillus 

reuteri รเูทอรนิมคุีณสมบตัทิีส่าํคญัคอื มน้ํีาหนกัโมเลกุลตํ่า ละลายน้ําได ้แต่ไม่ใช่โปรตนีเพราะ

ไม่ถูกทาํลายฤทธิโ์ดย  proteolytic enzyme จงึทาํใหร้เูทอรนิแตกต่างจากแบ คเทอรโิอซนิ  เมื่อ

ศกึษาคุณสมบตัทิางเคมขีองรเูทอรนิพบวา่เป็น ß-hydropropionaldehydeซึง่อาจอยูใ่นรปู 

monomer หรอื dimers โดยเกดิขึน้ในกระบวนการเมทาบอลซิมึของกลเีซอรอล  ความสามารถ

ในการยบัย ั ้งจุลนิทรยี์ ค่อนขา้งกวา้ง สามารถยบัย ัง้การเจรญิของแบคทเีรยีทัง้แกรมบว กและ   

แกรมลบ ยสีต ์รา และโปรโตซวั แบคทเีรยีทีถู่กยบัย ัง้การเจรญิโดยรเูทอรนิ  ไดแ้ก่ Salmonella 

sp., Shigella sp., Clostridium sp., Staphylococcus sp. และ Listeria sp. เป็นตน้ โดยเชื่อวา่ 

รเูทอรนิมฤีทธิย์บัย ัง้การทาํงานของเอนไซมบ์างชนิด เช่น ribonucleotide reductase จงึทาํให้

การสงัเคราะห ์DNA เสยีไป 

2.6 เพปไทด ์(peptide) 

 เพปไทดเ์ป็นสารโมเลกุลเลก็ ของโปรตนีทีผ่ลติไดจ้ากแบคทเีรยี  กลไกการ

ทาํงานของเพปไทดม์ฤีทธิใ์นการตา้น จุลลนิทรยี ์โดยเขา้สู่เยือ่หุม้เซลลแ์บค ทเีรยีเหนี่ยวนําให้

โครงสรา้งเยือ่หุม้เซลลเ์ปลีย่นแปลงทาํใหเ้กดิรบูนเยือ่หุม้เซลลแ์ละทาํใหเ้ยือ่หุม้เซลลข์อง

แบคทเีรยีแตกส่งผลใหแ้บคทเีรยีถูกทาํลาย  โดยแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีสามารถผลติสารเพป

ไทดท์ีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีไ์ด ้(Garneau et al., 2002)  

 จากรายงาน Broberg et al., (2002) พบวา่ Lactobacillus plantarum ทีแ่ยกได้

จากน้ําหมกัสามารถผลติ cyclic dipeptides cyclo (L-Phe–L-Pro) และ cyclo (L-Phe–trans-4-

OH-L-Pro) และมฤีทธิใ์นการตา้นเชือ้ราได ้และพบวา่ L. plantarum MiLAB393 ทีแ่ยกไดม้ฤีทธิ ์

ในการตา้นเชือ้ราในอาหารและเชือ้ ราทีป่นเป้ือนในอาหารสตัว ์และยสีต ์เช่น Fusarium 

sporotrichioides   Aspergillus fumigates ตามลาํดบั 

 จากรายงาน Magnusson et al., (2003) พบวา่ cyclic dipeptides, cyclo   

(Phe-Pro) และ cyclo(Phe-OH-Pro) ที ่P. pentosaceus และ L. coryniformis ผลติไดม้ฤีทธิใ์น

การตา้นเชือ้ราในระดบัความเขม้ขน้ µg/ml   
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 2.7 กรดไขมนัชนิดสายสัน้ (short chain fatty acid) 

 กรดไขมนัชนิดสายสัน้ โครงสรา้งโมเลกุลมจีาํนวนคารบ์อน 2-4 อะตอม ตวัอยา่งกรด

ไขมนัชนิดสายสัน้ทีจุ่ลนิทรยีส์ามารถสรา้งได ้เช่น acetic acid (acetate) propionic acid (propi 

onate) butyric acid (butyrate) เป็นตน้ 

  จากรายงาน Sjogren et al., (2003) พบวา่  L. plantarum MiLAB14 สรา้งกรด

ไขมนัชนิดสายสัน้  ไดแ้ก่  3-hydroxytetradecanoic acid, 3-hydroky-5-cisdodecenoic, 3-

hydrokylate fatty acid, 3-hydroxydocecanoic acid, และ 3-hydroxydecanoic acid (myrmi 

cacin, 3-HAD) มฤีทธิใ์นการตา้นเชือ้ราและยสีต ์โดย 3-hydroxydecanoic acid ใหค่้า MIC 

ในช่วง 10 และ 100 µg/ml  3-hydroxydocecanoic acid ใหค่้า MIC ในช่วง  10 และ 50 µg/ml 

และ 3-hydroxytetradecanoic acid ใหค่้า MIC ในช่วง  10 และ >100 µg/ml เมื่อเทยีบกบัยา

มาตรฐาน (amphoteracin B) ทีใ่ชย้บัย ัง้การเจรญิของเชือ้รา  

  จากรายงาน Bergsson et al., (2001) ฤทธิใ์นการยบัย ัง้เชือ้ราของกรดไขมนั

ขึน้กบัความยาวของจาํนวนคารบ์อนในโครงสรา้งโมเลกุล โดย  Candida albicans ทีถู่ก treat 

ดว้ยกรดไขมนัชนิดต่างๆ 10 mM พบวา่กรดไขมนัชนิด capric acid (C10) และ lauric acid 

(C12) มฤีทธิใ์นการยบัย ัง้แต่ในขณะที ่monoglycerides ไม่มผีลต่อการเจรญิของเชือ้  

  2.8 แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) 

 แบคเทอรโิอซนิเป็นสารทีผ่ลติไดจ้ากแบคทเีรยีโดยเป็นสารประกอบของโปรตนี

จงึถูกทาํลายไดด้ว้ยเอนไซมย์อ่ยสลายโปรตนี และมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของแบคทเีรยีที่

มคีวามใกลช้ดิกนั โดยแบคเทอรโิอซนิจดัเป็นสารยบัย ัง้การเจรญิของแบ คทเีรยีทีแ่ตกต่างจาก

สารปฏชิวีนะ  (antibiotic) เนื่องจากมฤีทธิก์ารยบัย ัง้แคบและเป็นพษิกบัแบคทเีรยีทีม่คีวาม  

สมัพนัธใ์กลเ้คยีงกนั (Hill et al., 2002) แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีส่รา้งแบคเทอรโิอซนิไดม้หีลาย

ชนิด (Choi et al., 2000) แบคทรีโิอซนิทีส่รา้งจาก แบคทเีรยีมกีลไกในการยบัย ัง้ จุลนิทรยีไ์ด้

แตกต่างกนัโดยทั ว่ไปมกัออกฤทธิต่์อเยือ่หุม้เซลล ์ กลไกการยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีโ์ดย  

แบคเทอรโิอซนิอาจมหีลายแบบขึน้อยูก่บัชนิดของแบคเทอรโิอซนิ กลไกลหนึ่ง คอื เยือ่หุม้เซลล์

ของจุลนิทรยีเ์ป้าหมายทีถู่กทาํลายโดยแบคเทอรโิอซนิจะตอ้งมทีีส่าํหรบัแบคเทอรโิอซนินัน้เกาะ

อยูบ่นผวิเซลล ์เมื่อแบคเทอรโิอซนิจบักบัตวั รบัแลว้จะทาํใหเ้กดิรทูีผ่วิเซลล์  ทาํใหก้ารผ่านเขา้

ออกของไอออนต่างๆระหวา่งในและนอกเซลลเ์สยีสมดุลไปทาํใหเ้ซลลต์ายไปในทีสุ่ด (Zacharof 

et al., 2012) อยา่งไรกต็ามแบคเทอรโิอซนิบางชนิดกอ็าจทาํใหเ้ซลลต์ายโดยเซลลย์งัคงสภาพ
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เดมิได ้ทัง้นี้เซลลท์ีส่รา้งแบคเทอรโิอซนิจะมภีมูคุิม้กนัต่อแบคเทอรโิอซนิชนิดทีต่นสรา้ง      

ดว้ยเหตุนี้ จงึทาํใหแ้บคเทอรโิอซนิทีส่รา้งออกมานั ้ นไม่เป็นอนัตรายต่อเซลลท์ีส่รา้ง  แบคเทอ    

รโิอซนินอกจากถูกสรา้งโดยแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีแลว้ยงัถูกสรา้งโดยแบคทเีรยีชนิดอื่นๆอกี 

เช่น Acetobacter sp., Bacillus sp., Brevibacterium sp., Clostridium sp.และ Staphylococcus 

sp. เป็นตน้ (Deegan et al., 2006) 

 แบคเทอรโิอซนิแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

 กลุ่มท่ี1  

  แบคเทอรโิอซนิในกลุ่มนี้จะมโีครงสรา้งเป็นเพปไทด ์มคุีณสมบตัทิีท่นต่อความ

รอ้น น้ําหนกัโมเลกุลน้อยกวา่ 5 กโิลดาลตนั  (Chatterjee et al., 2005) ลกัษณะโครงสรา้งมี

อนุพนัธข์อง กรดอะมโินแลนไธโอนีน (lanthionine) กลไกลการออกฤทธิข์องแบคเทอรโิอซนิ ใน

กลุ่มนี้มีหลายแบบ เช่น สามารถทาํใหเ้กดิรพูรุนทีเ่ยือ่หุม้เซลลข์องแบคทเีรยี ยบัย ัง้การสรา้ง

ผนงัเซลล ์ตวัอยา่งแบคเทอรโิอซนิในกลุ่มนี้ ไดแ้ก่ ไนซนิ (nisin) แลคตซินิ (lacticin) อพีเิดอมนิ 

(epidermin) เมอซาซดินิ (mersacidin) สเตรปตนิ (streptin) และ ซนินามยัซนิ (cinnamycin) 

เป็นตน้ (Cleeveland et al., 2001, Deegan et al., 2006) 

 กลุ่มท่ี  2 

  แบคเทอรโิอซนิ ในกลุ่มนี้ มโีครงสรา้งเป็น เพปไทด ์มคุีณสมบตัทิีท่นต่อความ

รอ้น น้ําหนกัโมเลกุลน้อยกวา่  10 กโิลดาลตัน ลกัษณะโครงสรา้งไม่มอีนุพนัธข์องกรดอะมโิน

แลนไธโอนีน (lanthionine) ตวัอยา่งแบคเทอรโิอซนิ ในกลุ่มนี้ทีม่กีารศกึษามากทีสุ่ด  คอื เพดดิ

โอซนิ (pediocin) เนื่องจากฤทธิใ์นการยบัย ัง้ไม่กวา้งเหมอืนไนซนิ (nisin) โดยจะยบัย ัง้เฉพาะ  

Listeria sp. เท่านัน้ จงึไม่ยบัย ัง้เชือ้ตัง้ตน้ทีใ่ชใ้นการหมกัอาหาร แต่อยา่งไรกต็ามขอ้จาํกดักค็อื

ไม่สามารถยบัย ัง้เชือ้ก่อโรคชนิดนี้ไดอ้ยา่งสมบรูณ์ในอาหาร (Sonomoto et al., 1999) 

 กลุ่มท่ี  3 

  ประกอบดว้ยแบคเทอรโิอซนิขนาดใหญ่  น้ําหนกัโมเลกุล มากกวา่ 30 กโิลดาล

ตนั มคุีณสมบตัไิม่ทนความรอ้น  ตวัอยา่งของกลุ่มนี้  เช่น helveticin I สรา้งโดย  Lactobacillus 

helveticus และ Enterolysin สรา้งโดย  Enterococcus faecium (Todorov et al., 2005, Lovit 

and Zacha rof, 2012) 
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 กลุ่มท่ี  4 

  โครงสรา้งของ แบคเทอรโิอซนิ ในกลุ่มนี้จะส่วนทีเ่ป็นโปรตนีและมหีมู่กลซูดิคิ 

(glucidic) หรอื ลปิิด ในโครงสรา้งดว้ย ตวัอยา่งของ แบคเทอรโิอซนิ กลุ่มนี้ เช่น มเีซน็เทอรซินิ 

52 (mesenterocin 52) ซึง่จะพบส่วนของลโิพโปรตนีในโครงสรา้ง เป็นตน้ (Delves-Broughton, 

1999) 

 2.8.1 กลไกการออกฤทธ์ิของแบคเทอริโอซิน 

        แบคเทอรโิอซนิทีผ่ลติจากแบคทเีรยีต่าง ชนิดกนัจะมคีวามสามารถในการยบัย ัง้หรอื

การทาํลายจุลนิทรยีท์ีแ่ตกต่างกนั สาํหรบักลไกการออกฤทธิข์องแบคเทอรโิอซนิชนิดต่างๆ 

ตวัอยา่งเช่น (E. Sablon, 2000) 

 2.8.1.1 ยบัย ัง้การสรา้งผนงัเซลล ์ซึง่เป็นส่วนทีม่คีวามแขง็แรงทาํหน้าทีป้่องกนัสิง่ทีอ่ยู่

ในเซลล ์แบคเทอรโิอซนิจะไปยบัย ัง้การสรา้ง pepidoglycan ซึง่ส่งผลใหห้ยดุการสรา้งผนงัเซลล ์

เมื่อผนงัเซลลถ์ูกทาํลายหรอืสรา้งไม่สมบรูณ์แบคทเีรยีจะตายได ้แบคเทอรโิอซนิพวกนี้จงึ

จดัเป็น bacteriocide 

    2.8.1.2 รบกวนการทาํงานของเยือ่หุม้เซลลใ์นการขนส่งสารเขา้ออกเซลล ์โดยมผีลต่อ 

Proton motive force ของเยือ่หุม้เซลล ์ทาํใหค้วามสมดุลของ K+ ของเซลลเ์ปลีย่นแปลงไป โดย

มกีารผ่านเขา้ไปในเซลลม์ากขึน้และเกดิการสะสมทาํใหแ้รงดนัในเซลลไ์ม่สมดุลเซลลจ์ะแตกและ

ตายในทีสุ่ด นอกจากนี้พบวา่การทาํลายแบคทเีรยีโดยใชไ้นซนิ (nisin) โดยเกดิจากการทีเ่ยือ่หุม้

เซลลด์ดูซบัไนซนิ (nisin) ไปยงัผนงัเซลล์ตามดว้ยการทาํลายกจิกรรมของ sulphydryl groups 

ทาํใหส้ญูเสยีความสามารถในก ารควบคุมการขนส่งสารเขา้ออกเซลล์ ทาํใหเ้ซลลแ์บคทเีรยีถูก

ทาํลาย  

 2.8.1.3 ยบัย ัง้การสงัเคราะหโ์ปรตนี จะเกดิจากแบคเทอรโิอซนิทีม่โีครงสรา้งแบบ  ami 

no glycoside คอืม ีamino sugar ในโมเลกุลทาํใหเ้กดิพนัธะ glycocidic ซึง่มคีวามสามารถจบั

กบั 30S ribosomal subunit ทาํใหไ้ปยบัย ัง้การสงัเคราะหโ์ปรตนีและลดความสามารถในกา ร

ขนส่งรหสัทางพนัธุกรรม  นอกจากนี้ยงัทาํใหก้ารอ่านรหสัในการสรา้ง mRNA ผดิพลาด 

เนื่องจากบางตาํแหน่งถูกบดบงั ส่งผลให้ ความสามารถในการสรา้งโปรตนีทีเ่ป็นเอนไซม์

ผดิพลาด เมื่อไม่มเีอนไซมก์ารทาํงานของเซลลจ์ะผดิปกตไิป ในกระบวนการสงัเคราะหโ์ปรตนี
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หลายขัน้ตอนทีแ่บคเทอรโิอซนิยบัย ัง้ไดน้ัน้ สามารถกลบัสู่สภาพเดมิไดเ้มื่อลดความเขม้ขน้ลง 

ดงันัน้แบคเทอรโิอซนิทีอ่อกฤทธิย์บัย ัง้การสงัเคราะหโ์ปรตนีส่วนใหญ่เป็น bacteriostatic 

 2.8.1.4 รบกวนกระบวนการเมตาบอลซิมึ โดยพบวา่กระบวนการเมตาบอลซิมึสามารถ

กลบัเขา้สู่สภาพเดมิไดเ้มื่อปรมิาณแบคเทอรโิอซนิลดลงจงึจดัเป็น bacteriostatic 

 

3. จลิุนทรียท่ี์พบในอาหาร  

 3.1 แบคทีเรียก่อโรคท่ีพบในอาหาร 

 Staphylococcus spp.   

  เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก มลีกัษณะรปูร่างค่อนขา้งกลม (cocci) การเรยีงตวัเป็น

กลุ่มคลา้ยพวงองุ่น มกัพบในอาหารทีม่นีมและเนื้อสตัวเ์ป็นองคป์ระกอบและอาหารทีผ่่านการ

สมัผสัหรอืเคลื่อนยา้ยดว้ยมอืของมนุษย ์รวมทัง้อาหารทีไ่ม่ไดท้าํใหสุ้กก่อนนํามาบรโิภค 

โดยเฉพาะ S. aureus พบวา่สามารถสรา้งสารพษิซึง่ขบัออกนอกเซลล ์เรยีกวา่ เอนเทอโรทอก

ซนิ ไดแ้ก่ สารพษิทีช่กันําใหเ้กดิการหลัง่ของเหลวขึน้ภายในลาํไสห้รอืทางเดนิอาหารเป็นผลให้

เกดิอาการทอ้งเดนิ ในอดตีโรคอาหารเป็นพษิจาํกดัอยูเ่ฉพาะสปีชสีเ์ดยีว  คอื S. aureus แต่ใน

ปจัจุบนัเป็นทีย่อมรบักนัวา่เชือ้สายพนัธุอ์ื่นกส็รา้งสารพษิขึน้ดว้ย แต่เนื่องจากการตรวจสอบเชือ้

ชนิดนี้อาศยัสมบตักิารสรา้งเอนไซมโ์คแอกเูลส และเทอรโ์มนิวคลเีอส ของแบคทเีรยีเป็นสาํคญั 

และการใชเ้ทคนิคในการตรวจวเิคราะห์ จงึมุ่งไปที่  S. aureus เพยีงสปีชสีเ์ดยีวหลงัจากเทคนิค

การตรวจหาเอนเทอโรทอกซนิในอาหารไดม้กีารพฒันาขึน้ ทาํใหส้ามารถตรวจพบเชือ้สปีชสีอ์ื่น

ทีส่รา้งเอนเทอโรทอกซนิดว้ยแต่มโีอกาสเกดิขึน้น้อยกวา่ S. aureus มาก (สุมณฑา, 2545) 

 Salmonella spp.  

 เป็นแบคทเีรยีรปูท่อน ตดิสแีกรมลบ ไมส่รา้งสปอร ์เคลื่อนทีไ่ดโ้ดยใชแ้ฟลกเจล

ลา ทีม่อียูร่อบเซลล์ เจรญิไดท้ ัง้ในสภาวะทีม่แีละไม่มอีากาศ โดยสปีชสีท์ีม่กัปนเป้ือนในอาหาร  

ไดแ้ก่ S. typhi, S. paratyphi A paratyphi B. และ S. typhimurium เป็นตน้ โดยเชือ้จะสรา้งสาร 

พษิชนิด endotoxin ซึง่จะปล่อยสารพษิออกมา มกัพบ Salmonella spp. ปนเป้ือนไดใ้นอาหาร

หลายชนิด เช่น เนื้อสตัว ์นม ไข ่และผกั การบรโิภคอาห ารหรอืน้ําดื่มทีม่เีชือ้ปนเป้ือน อาการ

ของโรคขึน้อยูก่บัความตา้นทานโรคของแต่ละบุคคล และชนิดของเชือ้วา่เป็นชนิดไหน อาการจะ
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แสดงออกหลงัจากรบัประทานอาหารทีม่เีชือ้เขา้ไป 12-36 ชัว่โมง มอีาการคลื่นไส ้อาเจยีน ปวด

ทอ้ง ทอ้งร่วง อาจมอีาการปวดศรีษะและหนาวสัน่ อ่อนเพลยี มไีข ้อาการจะเป็นอยู ่ 2-3 วนั จงึ

ทาํใหห้ายจากอาการอาหารเป็นพษิ (สุมณฑา, 2545)                                                                 

Listeria spp. 

 เป็นแบคทเีรยีตดิสแีกรมบวก ไม่สรา้งสปอร ์เซลลม์ี ขนาดเลก็ เสน้ผ่า น

ศนูยก์ลาง 0.4-0.5 ไมครอน มกัเรยีงตวัเป็นสายต่อกนั 3-5 เซลล ์หรอืมากกวา่นัน้ แต่ถ้าอายุ

มากๆ อาจตดิสแีกรมลบ เคลื่อนทีโ่ดยใชแ้ฟลกเจลารอบตวัที ่ 20-25 องศาเซลเซยีส แต่ที ่ 37 

องศาเซลเซยีส  แฟลกเจลลาทีพ่บน้อยมากโดยปกตมิกัเป็นแท่งแฟลกเจลลาทีข่ ัว้เส้ นเดยีว

บางครัง้อาจม ี2-4 หรอืไม่ม ีสรา้งกรดจากการใชก้ลโูคสแต่ไม่สรา้งก๊าซ โดย ปกตสิรา้งเอนไซม์

คะตะเลสเป็น พวกตอ้งการออกซเิจนในการเจรญิ เลก็น้อย เตบิโตในช่วงอุณหภมู ิ 4-38 องศา 

(วลิาวณัย ์เจรญิจระกระกลู, 2539) L. monocytogenes เป็นสาเหตุของโรค listeriosis ส่วนใหญ่

เกดิจากการบรโิภคอาหาร  เช่น อาหารทีม่สี่วนผสมของน้ํานมดบิ  เนยแขง็  เนื้อบด ผกัดบิ ทีม่ ี

เชือ้ปนเป้ือน (Piffaretti et al., 2002)  

 Clostridium spp. 

  เป็นแบคทเีรยีแกรมบวก เจรญิเตบิโตไดด้ใีนสภาวะแวดลอ้มทีไ่ม่มอีอกซเิจน

โดยมกีารสรา้งสปอ รท์าํใหค้งทนในสภาพแวดลอ้ม ไดด้มีาก  ในอาหารหมกัพบการปนเป้ือน

สปอรข์อง Clostridium botulinum เชือ้จะเจรญิและสรา้งสารพษิ ผลติภณัฑอ์าหารบรรจุกระป๋อง

หรอืในป๊ีบ อาจมคีวามเสีย่งต่อการปนเป้ือนสปอรข์องเชือ้มากกวา่อาหารอื่นๆ  อาหารเหล่านี้จงึ

จาํเป็นตอ้งไดร้บัการถนอมอยา่งถูกตอ้งและเคร่งครดัก่อนก ารบรรจุภาชนะปิดสนิทเพื่อการ

ถนอมอาหาร 
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3.2 เช้ือราท่ีพบในอาหาร 

Aspergillus spp. 

 เป็นเชือ้ราทีม่ ีconidiophores มลีกัษณะตัง้ตรงขึน้ บรเิวณตรงปลายขยายออก  

มา มรีปูร่างค่อนขา้งกลม บรเิวณดงักล่าวจะมโีครงสรา้งซึง่เป็นฐานของ conidia โดย conidia มี

รปูร่างกลม มหีลายส ีเช่น ดาํ เขยีว น้ําตาล เป็นตน้ บรเิวณตรงฐานของ conidiophores มเีซลล์

พเิศษเรยีกวา่ foot cells ซึง่เป็นลกัษณะพเิศษทีใ่ชใ้นการสงัเกต ส่วนใหญ่จดัเป็น saprophytic 

mold แต่กม็ ี2-3 สปีชสีเ์ป็น parasitic mold Aspergillus spp. บางชนิดก่อใหเ้กดิโรคทีเ่ป็น

ปญัหาในคนและสตัว ์ทีเ่ป็นทีรู่จ้กัดคีอื  A. fumigatus และ A. flavus โดยผลติอะฟลาทอกซนิ  

(aflatoxin) ซึง่เป็นสารก่อมะเรง็และคงทนในอาหารแหง้ เช่น ถัว่ กระเทยีมและขา้วโพด เป็นตน้ 

จะมอีาการคลา้ยกบัอาหารเป็นพษิมอีาการอาเจยีน ทอ้งเดนิต่อไปจะมอีาการทางสมอง ซมึ 

หมดสต ิเนื่องจากสารพษิไปทาํลายสมองจะตายภายใน  48-72 ชม. อาจถงึข ัน้เสยีชวีติได้ และ

พบวา่ Aspergillus sp. เป็นเชือ้ทีม่บีทบาทสาํคญัมากในทางอาหาร เช่น ทาํใหผ้ลไมม้สีดีาํ

โดยเฉพาะในสม้ เป็นราทีเ่ตบิโตไดบ้นแฮมและเบคอน แต่มบีางสายพนัธุท์ ีม่ปีระโยชน์ เช่น เชือ้ 

A. oryzae และ A. sojiae ใชใ้นการผลติอาหารหมกับางชนิด เช่น ซอีิว้ เทมเป้ เชือ้ A. niger 

สามารถสรา้งเอนไซม ์บตีา -กาแลกโตซเิดส กลโูคอะไมเลส (Glucoamylase) อะไมเลส  

(Amylase) และ เพกตเินส ส่วนเชือ้ A. oryzae สรา้งเอนไซมแ์อลฟา -อะไมเลสได ้เป็นตน้  (สุ

มณฑา, 2545) 

Penicillium spp. 

 เป็นเชือ้ราทีม่ ีconidiophore ตัง้ตรงขึน้มาจากฐานบรเิวณเกอืบถงึยอดจะมกีาร

แตกแขนงออกมาในลกัษณะคลา้ยไมก้วาด (brush-like) เพื่อเป็นฐานรองรบั conidia ทีจ่ะถูก

สรา้งอยูบ่น phialides conidia ไม่มสีหีรอือาจมสีทีีค่่อนขา้งสดใส รปูร่างค่อนขา้งกลมหรอืรปูไข ่

จดัเป็นทั ้ง parasitic (ก่อใหเ้กดิโรคเน่าในพชืโดยเฉพาะบรเิวณส่วนอ่อน ) และ saprophytic 

molds ไม่ม ีfoot cells จดัเป็นเชือ้ราชนิดทีม่ผีนงักัน้ สายราไม่มสี ีมกีา้นช ูปลายกา้นชมูตีิง่รปู

ขวดหลายๆอนัเป็นรปูคลา้ยแปรงหรอืนิ้วมอื  (fingers on hand) โดยพบวา่  P.dongerardii ที่

ปนเป้ือนในผลไมก้ระป๋อง จะมสีปอรท์ีท่นความรอ้นไดส้งู Penicillium sp. บางชนิดมปีระโยชน์

โดยใชใ้นการผลติอาหารหมกับางชนิด เช่น เนยคาเมมเบริท์ นอกจากนี้ ยงัเป็ นเชือ้ทีผ่ลติ

สารปฎชิวีนะ ได ้เช่น เพนิซลินิ (Panicillin) ในขณะที ่Penicillium sp. บางชนิดสรา้งสารพษิใน

อาหารได ้เช่น ซติรนิิน (Citrinin) โอคราทอกซนิ  เอ (Ochratoxin A) รบูราทอกซนิ  บ ี

(Rubartoxin B) และไมโครทอกซนิ (Mycotoxin) (สุมณฑา, 2545) 
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 Candida spp. 

  เป็นเซลลย์สีตท์ีม่รีปูร่างกลมหรอืร ีเซลลม์ขีนาดความกวา้งและยาว 2-4 

ไมโครเมตร ตามลาํดบั มกีารแตกหน่อแบบ multilateral budding อยูแ่บบเดีย่วหรอืเรยีงตวัเป็น

สาย มที ัง้สายราแท ้ (true hyphae) และสายราเทยีม (pseudohyphae) โดยพบวา่  C. albicans 

ในสภาวะทีเ่ป็นยสีตม์คีวามสามารถในการก่อโรคไดม้ากกวา่ในสภาวะทีเ่ป็นสาย เมื่อเลีย้งบน

อาหาร Corn meal agar และบ่มไวท้ีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซี ยส จะปรากฏสายราแทแ้ละสาย

ราเทยีม มกีารแตกหน่อระหวา่งเซลลท์ีต่่อกนั C. albicans มกัก่อใหเ้กดิโรคบรเิวณผวิหนงั และ

ช่องปาก นอกจากนี้มกัจะพบ  C. krusei, C. vini, C. lipolytica, C. tropicalis ในอาหารประเภท

หมกัดอง โดยพบวา่ C. tropicalis สามารถใชเ้ป็น food yeasts ไดเ้ช่นกนั แต่ขณะเดยีวกนั

ก่อใหเ้กดิการเสื่อมเสยีของน้ํามนัในขา้ว (rice oil) ได ้ส่วน C. vini มกัแยกไดจ้ากเบยีร ์ โดยมนั

จะก่อใหเ้กดิผลเสยีเนื่องจากเจรญิเป็นแผ่นฟิลม์บนผวิหน้าของน้ําหมกั และพบวา่  C. lusitaniae 

หากมกีารปนเป้ือนในผลติภณัฑน์มมกัทาํใหน้มเป รีย้วมกีรดสงูขึน้ ส่งผลใหเ้กดิการเน่าเสยีได้

ง่ายขึน้ (สุมณฑา, 2545) 

 Rhodotorula spp. 

 เซลลม์รีปูร่างกลม  (spheroidal) รปูไข ่ (ovoidal) หรอืทรงยาว (elongate) 

สบืพนัธุโ์ดย multilateral budding ในบางสายพนัธุอ์าจมกีารสรา้งเซลลซ์ึง่มลีกัษณะคลา้ย  chla 

mydospore และ/หรอื pseudo หรอื true mycelium ไม่มกีารสรา้ง ascospores หรอื ballisto 

spores มกีารสรา้งสแีดงหรอืเหลอืงจากเมด็ส ี carotenoid เมื่อเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ malt 

agar ไม่สามารถใช ้inositol เป็นแหล่งคารบ์อน และขาดคุณสมบตัใินการหมกัมหีลายสายพนัธุ์

ทีม่เีมอืกเนื่องจากมกีารสรา้งแคปซลู R. glutinis ใชใ้นการผลติไขมนั Rhodotorula sp. มกัพบ

การปนเป้ือนในอาหารประเภทเนื้อ ผลติภณัฑน์ม  จากรายงานของ  Prachyakij (2008) ไดท้าํ

การแยกยสีตจ์ากตวัอยา่งน้ําหมกัชวีภาพจากแหล่งต่างๆ พบวา่มกีารปนเป้ือนของ  R. mucilagi 

nosa มากทีสุ่ด  
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4. เทคนิคการทาํบริสทุธ์ิของสารประกอบโปรตีน 

 4.1 อลัตราฟิวเตชนั (Ultrafiltration) 

  เป็นอกีวธิหีนึ่งทีใ่ชแ้ยกสารทีม่มีวลโมเลกุลตํ่าออกจากสารทีโ่มเลกุลสงูและเป็น

วธิทีีท่าํใหส้ารละลายโมเลกุลใหญ่มคีวามเขม้ขน้ขึน้ ภายใตส้ภาวะทีใ่ชแ้รงดนัเหนือสารละลาย 

โดยตวัทาํละลายและตวัถูกละลายขนาดเลก็ๆ ในสารละลายจะถูกดนัผ่านเยือ่กึง่ซมึได้  ทาํใหต้วั

ทาํละลายและตวัถูกละลายถูกกาํจดัออกจากสารโมเลกุลใหญ่อยา่งรวดเรว็และทาํใหส้ารละลาย

โมเลกุลใหญ่มคีวามเขม้ขน้มากขึน้ Holo (1991) ไดเ้พิม่ความเขม้ขน้ของแบคเทอรโิอซนิทีแ่ยก

ไดจ้าก Lactobacillus acidophilus LF221 โดยการนําน้ําหมกัทีไ่ดห้ลงัจากแยกเซลลอ์อกแลว้มา

กรองดว้ยกระดาษกรองขนาด 10 กโิลดาลตนั สามารถเพิม่ความเขม้ขน้ของแบคเทอรโิอซนิได้  

20 เท่า 

 4.2 การตกตะกอนโดยใช้เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต (Ammoniumsulfate       

       Precipitation) 

           การตกตะก อนเป็นวธิหีนึ่งทีจ่ะแยกโปรตนีออกมาโดยอาศยัคุณสมบตัใินการ

ละลายของโปรตนี สารละลายทีใ่ชใ้นการต กตะกอนอาจเป็นตวัทาํละลายอนิทรยี ์ เช่น 

แอลกอฮอล ์อเีทอร์  อะซโีตน หรื อสารละลายเกลอืแอมโมเนียมซลัเฟต  การเตมิเกลอืลงไปใน

ปรมิาณเลก็น้อยเพื่อทาํใหโ้ปรตนีละลายดยีิง่ขึน้เพราะเกลอืจะเกาะกบัโปรตนีแลว้รวมกบัน้ําไดด้ี

กระบวนการนี้เรยีกวา่ Salting in ในขณะเดยีวกนัการเตมิเกลอืในปรมิาณทีม่ ากเพื่อใหโ้ปรตนี

ตกตะกอนเรยีกวา่ Salting out (Klaenhammer et al., 1993)     

  การตกตะกอนแบคเทอรโิอซนิส่วนใหญ่มกัใชเ้กลอืแอมโมเนียมซลัเฟต  

เนื่องจากเป็น การเพิม่การไม่ ละลายระหวา่งโปรตนีกบัโปรตนี (hydrophobic protein-protein 

interaction) การมสี่วนทีล่ะลายน้ําไดแ้ละไม่ได้ จะทาํใหโ้ปรตนีจาํเพาะตกตะกอนในช่วงความ

เขม้ข ัน้เกลอืในช่วงแคบ เกลอืแอมโมเนียมซลัเฟตมคีวามสามารถในการละลายสงู  (70.6 กรมั/

ลติร) และมไีอออนทีม่ปีระจุ 4 ประจุ/โมเลกุล สารละลายอิม่ตวัมคีวามหนืดและความหนาแน่น

ตํ่า ทาํใหแ้ยกต ะกอนออกไดง้่ายโดยการหมุนเหวีย่ง การตกตะกอนดว้ยวธินีี้จะตอ้งทาํที่

อุณหภมูติํ่าเพื่อป้องกนัการสญูเสยีสภาพธรรมชาตขิองโปรตนี จากความรอ้นทีถู่กปล่อยออกมา

ในระหวา่งการผสมสารละลาย 
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 4.3 ไดอะไลซิส (Dialysis) 

           ไดอะไลซสิเป็นวธิกีารแยกโมเลกุลชนิดต่างๆ ออกจากกนัโดยอาศยัความ

แตกต่างของขนาดโมเลกุล ในการแยกโปรตนีออกจากสารโมเลกุลเลก็ๆดว้ยถุงไดอะไลซสิ 

(dialysis bag) ซึง่มคุีณสมบตัเิป็น  semipermeable membrane ทีม่รีพูรุนยอมใหส้ารโมเลกุ ล

เลก็ๆ เช่น เกลอื แพร่ผ่านเขา้ออกเมมเบรนได ้และโมเลกุลทีม่ขีนาดใหญ่กวา่เสน้ผ่านศนูยก์ลาง

ของรพูรุนจะคงอยูภ่ายในถุงไดอะไลซสิ เมมเบรนทีน่ิยมใช ้ไดแ้ก่ เซลโลเฟน (cellophane) และ

ไนโตรเซลลโูลส (nitrocellulose) นอกจากจะใชใ้นการแยกโมเลกุลต่างๆออกจากกนัแลว้ วธินีี้ยงั

ใชใ้นการทาํใหส้ารละลายมคีวามเขม้ขน้ขึน้  

 4.4 โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจ ุ(Ion-exchange chromatography) 

           เป็นวธิทีีใ่ชแ้ยกสารทีม่ปีระจุโดยอาศั ยหลกัของทีด่ดูซบัแบบผนักลบัได ้

(reversible adsorption) ไอออนในสารละลายจะแทนทีก่บัไอออนอื่นทีม่ปีระจุชนิดเดยีว กนัทีจ่บั

กบัหมู่ทีม่ปีระจุบนตวักลางแลกเปลีย่นไอออนดว้ยแรงทางไฟฟ้า (electrostatic force) 

 4.5 โครมาโทกราฟีแบบเจลฟิวเตชนั (Gel-filtration chromatography) 

            เป็นวธิแียกสารใหบ้รสิุทธิโ์ดยอาศยัความแตกต่างของมวลโม เลกุล มขีอ้ด ี คอื 

สามารถแยกสารทีไ่ม่เสถยีรได ้สญูเสยีสารน้อย ไดผ้ลด ีใชเ้วลาน้อย  วธินีี้คอลมัน์ถูกบรรจุดว้ย

เจล โดยเจลจะไม่ทาํปฏกิรยิากบัสารทีก่าํลงัวเิคราะหแ์ละไม่มปีระจุ เทคนิคเจลฟิวเตชัน่นิยมใช้

ในการกาํจดัเกลอืออกจากสารละลายโปรตนี ตวัอยา่งเช่น เมื่อตกตะกอนโปรตนีโดยใชเ้กลอื

แอมโมเนียมซลัเฟต การกาํจั ดเกลอืชนิดนี้ออกจากสารละลายโปรตนีทาํไดโ้ดยละลายตะกอน

โปรตนีในสารละลายบฟัเฟอรท์ีเ่หมาะสมปรมิาตรน้อยทีสุ่ด แลว้ปล่อยสารละลายนี้ลงในคอลมัน์

ทีบ่รรจุดว้ยเจลทีม่รีพูรุนขนาดเลก็กวา่โมเลกุลของโปรตนีเมื่อชะลา้งคอลั มน์ดว้ยบฟัเฟอร์

โปรตนีจะออกจากคอลมัน์ก่อนเกลอืแอมโมเนยีมซลัเฟตการกาํจดัเกลอืชนิดนี้ใช้  Sephadex G-

25 medium สามารถกาํจดัเกลอืไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ (Crider, 2010) 
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 4.6 เทคนิค High performance liquid chromatography (HPLC) 

          การแยกและการวเิคราะหส์ารด้ วยวธินีี้อาศยัหลกัของการดดูซบั การ

แลกเปลีย่นไอออน และ ขนาด วธินีี้ใชค้อลมัน์ขนาดเลก็แต่มคีวามยาว บรรจุดว้ยตวักลางทีท่าํ

ดว้ยแกว้หรอืพลาสตกิทีเ่คลอืบดว้ยตวัทาํละลายอยูก่บัทีเ่ป็นชัน้บางๆ ส่วนตวัทาํละลายเคลื่อนที่

เป็นระบบตวัทาํละลายทีถู่กดนัใหเ้ขา้สู่คอลมัน์ทีบ่รรจุดว้ยตวักลางอยา่งแน่น สารละลายที่

ตอ้งการวเิคราะหถ์ูกผ่านไปในคอลมัน์ แลว้ผ่านตวัทาํละลายเคลื่อนทีด่ว้ยแรงดนัสงู ซึง่ทาํใหล้ด

เวลาการแยกและการวเิคราะหส์ารอยา่งมาก การตรวจสอบสารละลายทีอ่อกจากคอลมัน์ทาํได้

โดยอาศยั การวดัการดดูกลนืแส งในช่วงอลัตราไวโอเลตดรรชนีหกัเห  (refractive index) หรอื

การวดัฟลอูอเรศเซนซ ์ขอ้ดขี องเทคนิค HPLC คอืสามารถแยกสารไดภ้ายในเวลาน้อยกวา่      

1 ชม. มปีระสทิธภิาพสงูสามารถตรวจสอบปรมิาณสารทีน้่อยกวา่ picomole ได ้แต่ขอ้เสยีคอื

ราคาค่อนขา้งสงู 

 4.7 Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis  

       (SDS-PAGE) 

            เป็นวธิี ทีด่ที ีสุ่ดวธิหีนึ่งในการแยกโปรตนีใหบ้รสิุทธิ ์นอกจากนี้ยงัใชใ้นการ

พสิจูน์ความบรสิุทธิข์องสาร โดยอาศยัหลกัทีว่า่สารทีม่ปีระจุไฟฟ้าจะเคลื่อนทีไ่ปในสนามไฟฟ้า

โดยเคลื่อนทีไ่ปยงัข ัว้ไฟฟ้าที่ มปีระจุตรงขา้มกนั และโมเลกุลขนาดเลก็จะเคลื่อนทีไ่ดเ้รว็กวา่

โมเลกุลขนาดให ญ่ทีม่ปีระจุ เท่ากนั โดยโซเดยีมโดดซิลิซลัเฟต (sodium dodecyl sulfate : 

SDS) ซึง่เป็นสารละลาย ชนิดหนึ่งทีม่ปีระจุลบจะจบักบัโปรตนีตรงบรเิวณทีเ่ป็นไฮโดรโฟบคิ 

(Hydrophobic) ทาํใหโ้ปรตนีคลายการขดมว้นออกเป็นสายยาวทีม่รีปูร่างเป็นแท่งและทาํให้

โมเลกุลของโปรตนีแยกออกจากการรวมตวักนักบัโปรตนีอื่นๆ ทาํใหโ้ปรตนีมปีระจุลบ เมื่อให้

สนามไฟฟ้าโปรตนีแต่ละชนิดจะเคลื่อนทีเ่ขา้หาข ัว้บวก ทาํใหโ้ปรตนีแยกออกจากกนัตามความ

แตกต่างของขนาดของโมเลกุลหรอืน้ําหนกัโมเลกุล     

  วธินีี้ใชใ้นการหาน้ําหนกัโมเลกุลโดยประมาณ เป็นวธิทีีใ่หผ้ลเรว็มปีระสทิธภิาพ

ในการแยกสงู โปรตนีทีแ่ยกออกจากกนัสามารถหาตาํแหน่งไดโ้ดยการยอ้มส ีถ้าโปตนีมคีวาม

เขม้ขน้ประมาณ 0.1 ไมโครกรมั สามารถใหแ้ถบทีช่ดัเมื่อยอ้มดว้ยโคแมสซบีล ู (Coomassie 

Brilliant Blue) ถ้าความเขม้ขน้ของโปรตนีตํ่ากวา่ 10 นาโนกรมั ตอ้งใชก้ารยอ้มดว้ยวธีกีารยอ้ม

ดว้ยซลิเวอร ์(silver staining)  
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 4.8 แมสสเปโทรเมตรี (Mass Spectrometry) 

  เป็นเทคนิคการตรวจสอบโครงสรา้งและมวลโมเลกุลของสารประกอบโดยอาศยั

หลกัการทาํใหโ้มเลกุลของสารแตกตั วเป็นไอออนและไอออนทีเ่กดิจะถูก วดัตามอตัรา ส่วนของ

มวลต่อประจุของไอออนนัน้ๆ  การวเิคราะหด์ว้ยเทคนิ คแมสสเปกโทรเมตร ีสารตวัอยา่งจะ

สญูเสยีไปแต่ขอ้ดขีองเทคนิค คอื มคีวามไว (Sensitivity) ในการวดัสงูทาํใหใ้ชส้ารตวัอยา่ง

ปรมิาณน้อยมาก (พมิพจ์ติ, 2548) 
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วตัถปุระสงค ์           

 1. แยกและคดัเลอืกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัทีผ่ลติสารกลุ่มเพปไทด ์    

    หรอืสารโมเลกุลเลก็อื่นๆ       

 2. ศกึษาฤทธิต์า้นจุลนิทรยีก่์อโรคและทาํใหอ้าหารเน่าเสยีของสารกลุ่มเพปไทดห์รอืสาร

     โมเลกุลเลก็อื่นๆ        

 3. ศกึษาสมบตับิางประการของสารสารกลุ่มเพปไทดห์รอืสารโมเลกุลเลก็อื่นๆ 

     ทีค่ดัเลอืกได ้        

 4. เทยีบเคยีงสายพนัธุแ์ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัทีค่ดัเลอืกได ้

           

ขอบเขตการวิจยั          

  สุ่มเกบ็ตวัอยา่งอาหารหมกัทัง้พชืและเนื้อสตัวเ์พื่ อคดัเลอืกแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยี จากนัน้นําแบคทเีรยีทีแ่ยกไดม้าทดสอบฤทธิต์า้นจุลนิทรยีก่์อโรคโดยกระบวนการคดั

วา่เป็นสารโมเลกุลเลก็หรอืสารกลุ่มเพปไทด ์ศกึษาสมบตัขิองสารและหาค่า Minimal Inhibitory 

Concentration (MIC) และ Minimal Bactericidal Concentration (MBC) ของสารตา้นจุลนิทรยี์

และเทยีบเคยีงสายพนัธุแ์ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัซึง่คดัเลอืกไดท้ีผ่ลติส าร

กลุ่มเป้าหมาย 

           

ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั        

  ผลทีไ่ดจ้ากการวจิยัสามารถคดัเลอืกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัที่

อาจผลติสารกลุ่มเพปไทดห์รอืสารโมเลกุลเลก็ทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยี์ ก่อโรค  ทราบชนิดของ      

แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกได ้สามารถนําไปสู่การศกึษาต่อเพื่อพจิารณาความเป็นไปได้

ในการนําไปประยกุตใ์ชโ้ดยเฉพาะกบัอาหาร 
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บทท่ี 2 

วสัด ุอุปกรณ์ และวิธีการ 

 

วสัดแุละอปุกรณ์ 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ (ภาคผนวก ก)     บริษทัผู้ผลิต  

 

 

 

 

 

 

 

 

2. สารเคมี 

Cooked Meat Medium Difco 

de Man Rogasa Sharp Agar (MRS agar) Merck 

de Man Rogasa Sharp Broth (MRS broth) Merck  

Lactose Broth  Difco 

Phenol Red Broth Base Difco  

Plate Count Agar (PCA) Merck 

Potato Dextrose Agar (PDA) Merck 

Trypticase soy agar (TSA) Merck 

Trypticase soy broth (TSB) Merck  

Sabouraud dextrose agar (SDA) Merck 

sabouraud dextrose broth (SDB)  Difco 

Acetic acid (glacial) Merck 

Absolute ethanol Merck 

Amygdalin Fluka 

Bromocresol purple   LABCHEM 

Catalase Sigma 

Citric acid Merck  

D(-)Arabinose Himedia 

D(+)Cellobiose  Fluka  
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2. สารเคมี (ต่อ)       บริษทัผู้ผลิต 

 

  

  

D-Fructose Univar 

D-Glucose Univar 

D-Maltose Labchem 

D(-)Ribose Labchem 

D-Sorbitol BD 

Ethanol Merck 

Ethyl acetate Merck  

Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) Merck  

Folin–Ciocalteau reagent Merck 

Galactose Fluka  

Gallic acid Sigma  

Glacial acetic acid Merck 

Gamma aminobutyric acid Merck 

Hydrochloric acid Labscan 

Hydrogen peroxide Merck  

L(+)Rhamnose Himedia 

L-ascobic acid (Vitamin C ) Sigma 

Indole-3-butyric acid Fluka 

n-butanol Merck 

Mannitol Merck 

Methanol Merck 

Ninhydrin Merck 

Peptone Difco 

Phenol  Merck 

Pronase Fluka 

Proteinase K Novagen 

Raffinose  Difco 
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2. สารเคมี (ต่อ)       บริษทัผู้ผลิต  

 

3. เครื่องมือและอปุกรณ์                     

ตูบ่้มเชือ้ (Incubator) Heraeus 

ตูป้ลอดเชือ้ (laminar air flow carbinet) Microflow 

ตูอ้บไอรอ้น (hot air oven) Venticell 

หมอ้นึ่งความดนั (autoclave) Tomy 

เครื่องหมุนเหวีย่ง (Centrifuge)  Harrier 

เตาแม่เหลก็ (stirring heating plate) stuart 

เครื่องชัง่ (balance) Mettle toledo 

เครื่องวดัพเีอช Mettle toledo 

กลอ้งจุลทรรศน์ Olympus 

API 50 CH  BioMrieux 

Filter paper Whatman No.1 

Micropipette   Eppendorf 

Syring-diven filter unit (0.22 และ 0.45 ไมโครเมตร) Millipore 

Syring (5 และ 10มลิลลิติร) Nipro 

Spectrophotometer Thermo Spectronic 

Vortex mixer Scientifc  

Water bath Julabo   

Sodium acetate Merck 

Sodium bicarbonate Merck 

Sodium chloride Merck 

Sodium hydroxide Merck 

Sucrose  Merck 

Sulfuric acid  Merck 

TLC plate silica gel plate (60 F254, 0.25 มลิลเิมตร) Merck  

Trehalose Fluka 
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วิธีการทดลอง 

 1. การแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารหมกั 

 1.1 การเกบ็ตวัอย่าง  

  สุ่มเกบ็ตวัอยา่งอาหารหมกัซึง่ผลติจากพชืและเนื้อสตัวช์นิดต่างๆ ทีเ่ป็นอาหาร

หมกัของไทย ไดแ้ก่ แหนม , ปลาสม้ , ไขป่ลาสม้ , หน่อไมด้อง , ปลาแป้งแดง , ไสก้รอกอสีาน , 

หนางเนื้อววัหมกั และ หอยดอง โดยเกบ็ตวัอยา่งจากตลาดสดและศนูยก์ารคา้ในภาคใต้ รวม

ทัง้หมด 51 ตวัอยา่ง 

 1.2 การแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารหมกั 

  ชัง่ตวัอยา่งอาหาร 25 กรมั เจอืจางในสารละลายน้ําเกลอืปราศจากเชือ้ 0.85 % 

(0.85% normal saline dilution) ปรมิาตร 225 มลิลลิติร ใส่ลงในถุงพลาสตกิจากนัน้นําไปตปีน่

ผสมใหเ้ขา้กนัดโีดยใชเ้ครื่อง stomacher นาน 2 นาท ีใชปิ้เปตตด์ดู แต่ละตวัอยา่งปรมิา ตรละ   

1 มลิลลิติร ทาํการ pour plate และ 0.1 มลิลลิติร สาํหรบัการ spread plate ใส่ลงในจานอาหาร

เลีย้งเชือ้  de Man Rogosa and Sharp (MRS) agar ทีเ่ตมิ Bromcresol purple 0.004% และ 

Sodium azide 0.02% นําไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ30°C 18-24 ชัว่โมง กรณีทีต่วัอยา่งเป็นอาหารเหลว

สามารถนํามา streak โดยตรงบนอาหาร MRS agar ทีเ่ตมิ Bromcresol purple 0.004% และ 

Sodium azide 0.02% รวมทัง้การดดูตวัอยา่งมา 0.1 มลิลลิติร สาํหรบัการ spread plate 

คดัเลอืกโคโลนีซึง่มสีเีหลอืงลอ้มรอบโคโลนี  ตรวจสอบความบรสิุทธิโ์ดยยอ้มสแีบคทเีรยีเพื่อดู

การตดิสแีกรม รปูร่างและการเรยีงตวั ซึง่แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจะตดิสแีกรมบวก นําแลคตกิ

แอสดิแบคทเีรยีทีบ่รสิุทธิแ์ลว้มาทดสอบการสรา้งเอนไซม ์ catalase โดยการหยด 3% 

ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ลงบนสไลด ์1 หยด แลว้เขีย่แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่ป็นโค โลนีเดีย่ว

ทีม่ลีกัษณะโคโลนีแตกต่างกนัจากอาหารเลีย้งเชือ้  MRS agar ลงไป 1 loop อ่านผลทนัท ีถ้ามี

ฟองอากาศเกดิขึน้แสดงวา่ใหผ้ล catalase เป็นบวก และไม่มฟีองอากาศจะใหผ้ล catalase เป็น

ลบ ซึง่แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจะใหผ้ล catalase เป็นลบ (Alexsson, 1993) เกบ็ stock culture

ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรี ยทีค่ดัแยกไดโ้ดยการ stab ลงบนอาหาร MRS agar slant เกบ็ที่

อุณหภมู ิ4°C และทาํการถ่ายเชือ้ทุก 2 สปัดาห ์และเกบ็เชือ้ไวใ้นสารละลายกรเีชอรอลทีม่คีวาม

เขม้ขน้ 20% ทีอุ่ณหภมู ิ-80°C 
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 2. คดัเลือกเช้ือท่ีมีการเจริญได้ดี  

  ถ่ายแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี อาย ุ24 ชัว่โมง 1 loopful จากหลอดอาหาร MRS 

agar ลงในหลอดอาหาร MRS broth ปรมิาตร 5 มลิลติร เชือ้ละ 3 หลอด บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30ºC 

เป็นเวลา 18 ชัว่โมง นํามาวดัการเจรญิโดยการวดัความขุน่ทีม่คีวามยาว คลื่น 660 นาโนเมตร 

ดว้ยเครื่อง spectrophotometer โดยใชอ้าหารชนิดเดยีวกนัเป็น blank คดัเลอืกเชือ้ทีม่กีารเจรญิ

ไดด้มีากโดยมค่ีา OD660nm > 1.0 เพื่อนําไปคดัเลอืกต่อไป 

 

 3. การคดัเลือกเช้ือท่ีมีฤทธ์ิต้านจลิุนทรีย ์

 3.1 การทดสอบฤทธ์ิต้านแบคทีเรียก่อโรค 

 3.1.1 แบคทีเรีย        

   

  แบคทเีรยีก่อโรคหรอืทีท่าํใหอ้าหารเน่าเสยีที่ นํามาทดสอบจาํนวน  5 ไอโซเลท

จากหอ้งปฏบิตักิารจุลชวีวทิยา ภาควชิาจุลชวีวทิยา  คณะวทิยาศาสตร ์ม .สงขลานครนิทร์    

ไดแ้ก่  Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella Typhi PSSCMI0034, 

Clostridium perfringens, Shigella sonneii และ Listeria monocytogenes ส่วนแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีทีใ่ชเ้พื่อยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยีท์ดสอบคดัเลอืกไดต้ามทีก่ล่าวมาแลว้ 

 3.1.2 การเตรียมน้ําเลี้ยงแลคติกแอสิดแบคทีเรีย 

  เตรยีมแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีที่ คดัเลอืกไดจ้ากตวัอยา่งอาหารหมกั โดยเลีย้ง

ในอาหาร MRS broth บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30°C เป็นเวลา 18 ชัว่โมง  เพื่อใหเ้ชือ้อ ยูใ่นช่วง  log 

phase ซึง่เชือ้จะสรา้งสารปฐมภมู ิ(primary metabolite) ทีม่โีอกาสไดส้ารแบคเทอรโิอซนิ นํามา

ทดสอบฤทธิใ์นการยบัย ัง้โดยนําแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่ลีย้งในอาหาร MRS broth ป ัน่แยกที่

ความเรว็ 6000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 นาท ีโดยแยกเอาเฉพาะส่วนใส (culture superna 

tant) นําส่วนใสทีไ่ดป้รบั pH เป็น 6.5 ดว้ย 1N NaOH แลว้ทาํใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรอง

ผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.2 และ 0.45 ไมโครเมตร 
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3.1.3 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค       

  ในเบื้องตน้การทดสอบใชเ้ฉพาะ  S. aureus ATCC25923  และ S. Typhi 

PSSCMI0034 ซึง่เป็นเชือ้ทีม่โีอกาสปนเป้ือนในอาหารไดส้งู เช่น แหนม ในการทดลองเลีย้งเชือ้

ในอาหาร Tryptic soy broth (TSB) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ35ºC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพื่อใหเ้ชือ้เจรญิ

ก่อนทีจ่ะนํามาทดสอบ 

 3.1.4 การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือแบคทีเรียโดยใช้วิธี Agar well diffusion assay 

  นําเชือ้แบคทเีรยีทีเ่ลีย้งไวม้าปรบัความขุน่ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland standard 

(1.5×108  cell/ml) โดยใชน้ํ้าเกลอืทีป่ราศจากเชือ้และเจอืจางใหไ้ดร้ะดบัความเขม้ขน้ 106 

cell/ml เป็นเชือ้ตัง้ตน้ จากนัน้ใช ้ cotton swab จุ่มเชือ้ตัง้ตน้แลว้บดิใหห้มาด swab ลงบน

ผวิหน้าของอา หาร Tryptic soy agar (TSA) ใหท้ ัว่ โดยอาหารเลีย้งแต่ละ  plate มปีรมิาตร

อาหาร 22 ml ทิง้ไวใ้หแ้หง้แลว้ทาํการเจาะหลุมขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางประมาณ 4 มลิลเิมตร 

หยดสารส่วนใส (culture supernatant) ทีไ่ดจ้ากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่ตรยีมไวห้ลุมละ 140 

ไมโครลติร ซึง่เติมหลุมพอด ีบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 35°C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง วดัขนาดวงใสของการ

ยบัย ัง้ทีเ่กดิขึน้โดยใช ้ Vernier caliper เพื่อดคูวามสามารถในการยบัย ัง้ และเปรยีบเทยีบกนั

ระหวา่งการทดสอบกบัส่วนใสทเีป็นชุดควบคุม ทาํการทดลอง 3 ซํ้า โดยกาํหนดให ้

ชุดควบคุมทางลบ (negative control) คอื อาหารเลีย้งเชือ้ (TSA) +  MRS broth pH 6.5   

ชุดควบคุมทางบวก (positive control) คอื อาหารเลีย้งเชือ้ (TSA) + culture supernatant  

        ทีไ่ม่ปรบั pH   
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3.2 เช้ือราและยีสต ์

  เชือ้ราและยสีต์ ทีนํ่ามาทดสอบจาํนวน 5 ไอโซเลท  จากหอ้งปฏบิตักิารจุล

ชวีวิทยาภาควชิาจุลชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์ม .สงขลานครนิทร ์ไดแ้ก่ Candida albicans 

ATCC10231, Saccharomyces cerevisiae, Penicillium sp., Rhodotorula sp. และ Asper 

gillus sp.  

 3.2.1 การเตรียมเช้ือรา 

  ใชเ้ชือ้รา Aspergillus sp. และ Penicillium sp. เลีย้งบนอาหาร  Potato dex 

trose agar (PDA) slant บ่มทีอุ่ณหภมู ิ25°C เป็นเวลา 3 วนั เพื่อใหเ้ชือ้สรา้งสปอรแ์ลว้นํามา

เตรยีม spore suspention โดยเตมิ sterile 0.85% normal saline solution (NSS) ลงในอาหาร 

PDA slant 5 มลิลลิติร ใชเ้ขม็เขีย่ spore รา แลว้นําไป vortex จากนัน้จงึ ใช ้Dropper หรอื 

Loop หยด spore suspension หยดลงบน Haemacytometer ขา้งละ 1 หยด จากนัน้ใช ้ Cover 

slip ปิดทบักดเบาๆ นบัสปอรร์าแลว้นํามาคาํนวณ โดยใชส้ตูร 4B x 106 cell (โดย B คอื

ค่าเฉลีย่จาํนวนสปอรร์าทีน่บัไดใ้น 10 ช่อง) ปรบัใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ที ่105 spore/ml    

 3.2.2 การเตรียมเช้ือยีสต ์

  ใชเ้ชือ้ยสีต ์Rhodotorula sp. และ C. albican ATCC10231 และ S. cerevisiae 

เลีย้งในอาหาร Sabouraud Dextrose agar (SDB) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ35°C สาํหรบัเชือ้ C. albican 

ATCC10231 และ 30°C สาํหรบัเชือ้ Rhodotorula sp. และ S. cerevisiae เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

นํายสีต์ที่เลีย้งไวม้าปรบัความขุน่ใหไ้ด ้ 0.5 McFarland standard (1.5×108  cell/ml) โดยใช้

น้ําเกลอืทีป่ราศจากเชือ้และเจอืจางใหไ้ดร้ะดบัความเขม้ขน้ 104 cell/ml เป็นเชือ้ตัง้ตน้ 
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 3.2.3 ทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือราและยีสต ์

  การทดสอบฤทธิต์า้น เชือ้ราและยสีต ์โดยหยดสารส่วนใส (supernatant) ทีไ่ด้

จากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี  (ขอ้ 3.1.2) ผสมสารทดสอบกบัอาหาร PDA โดยเตมิสารทดสอบ 

2,3 และ 4% ในอาหาร PDA ที ่sterile แลว้เท plate แลว้นําเชือ้ทดสอบทีเ่ตรยีมไวข้า้งตน้  

(3.2.1 และ 3.2.2) spread ลงบนผวิหน้าอาหาร PDA บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 35°C สาํหรบั  C. albican 

ATCC10231 และ 30°C สาํหรบั  Rhodotorula sp. และ S. cerevisiae เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  ดู

การเจรญิของเชือ้บนผวิหน้าอาหาร ทาํการทดลอง 3 ซํ้า โดยกาํหนดให ้

ชุดควบคุมทางลบ (negative control) คอื อาหาร PDA + 2,3 และ 4%MRS broth           

ชุดควบคุมทางบวก (positive control) คอื อาหาร PDA + 2-4% supernatant ทีไ่ม่ปรบั pH 

  นําสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืก

ไดท้ีม่คีวามเขม้ขน้ 10X ของน้ําเลีย้งเชือ้ มาทดสอบเช่นเดยีวกบัขา้งบน 

 

 4. ศึกษาการเจริญของเช้ือท่ีคดัเลือกได้และการสร้างสารต้านจลิุนทรีย ์

  เลีย้งแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกได ้โดยเตมิ 1% ของเชือ้ในอาหาร MRS 

broth 115 ml ในขวด serum bottom (120 ml) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30°C เกบ็ตวัอยา่งทีเ่วลา 0, 5, 

10, 15, 20, 25, 30 และ 35 ชัว่โมง เพื่อศกึษาการเจรญิโดยวดัค่าการดดูกลนืแสงที ่ 660 นาโน

เมตร และค่า  pH นําตวัอยา่ง ไปหมุนเหวีย่งจากนัน้นํา  culture supernatant ทีเ่วลาต่างๆ  ไป

ปรบัเป็น pH 6.5 เพื่อนําไปทาํใหอ้ยู่ ในรปูผงแหง้ (Freeze dried) และทดสอบฤทธิต์า้น

แบคทเีรยี (ขอ้ 3.1.4) 
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 5. ผลของเอนไซม ์พีเอช และอณุหภมิูต่างๆต่อความทนของสารต้านจลิุนทรีย ์ 

 5.1 ศึกษาผลของเอนไซมช์นิดต่างๆ 

  นําสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample ของน้ําเลีย้งเชือ้) ความเขม้ขน้ 10 เท่า 

ปรบั pH เป็น 7.0 สาํหรบัทดสอบดว้ยเอน็ไซม ์catalase และปรบั pH เป็น 7.8 สาํหรบัทดสอบ

ดว้ยเอน็ไซม ์ pronase E โดยใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเอน็ไซมแ์ต่ละชนิดเท่ากบั 0.1 mg/ml 

ทาํใหป้ราศจากเชือ้โดยการกรองผ่านแ ผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.45 ไมโครเมตร นําสารละลาย

ส่วนใส (supernatant) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สาํหรบัสารตวัอยา่งทีเ่ตมิ

เอนไซม ์pronaseE และ catalase บ่มทีอุ่ณหภมู ิ25ºC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้ทาํการทดสอบ

ฤทธิต์า้นแบคทเีรยีโดยใชว้ธิ ี Agar well diffusion assay (ขอ้ 3.2.1) เปรยีบเทยีบกบัชุดความ

คุมทีไ่ม่มกีารเตมิเอน็ไซม ์

 5.2 ศึกษาผลของอณุหภมิู 

  นําสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample ของน้ําเลีย้งเชือ้) ความเขม้ขน้ 10 เท่า 

ปรมิาตร 10 ml ปรบั pH เป็น 6.5 นําไปใหค้วามรอ้นความรอ้นทีอุ่ณหภมูต่ิางๆกนั คอื 63, 80 

และ 100ºC โดยทีแ่ต่ละอุณหภมูทิดสอบทีเ่วลา 10, 20 และ 30 นาท ีและทีอุ่ณหภมู ิ 121ºC 15 

นาท ีตวัอยา่งถูกทาํใหเ้ยน็ก่อนนําไปทดสอบฤทธิต์า้น แบคทเีรยีโดยใชว้ธิ ี Agar well diffusion 

assay (ขอ้ 3.2.1) กาํหนดให ้ชุดควบคุม คอื สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) pH 6.5 ของ

แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 แต่ไม่ผ่านความรอ้น 

 5.3 ศึกษาผลของ pH   

  นําสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample ของน้ําเลีย้งเชือ้) ความเขม้ขน้ 10 เท่า 

ปรมิาตร 10 ml ปรบั pH ใหม้คีวามแตกต่างกนั คอื 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 โดยใช ้1M 

HCl หรอื 1M NaOH ก่อนทาํการทดสอบฤทธิต์า้น แบคทเีรยีโดยใชว้ธิ ี Agar well diffusion 

assay (ขอ้ 3.14) กาํหนดให้ชุดควบคุม คอื สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ของแลคตกิ

แอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 ทีม่ ีpH 5.2 
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 6. วิเคราะหน้ํ์าหนักโมเลกลุของสารต้านจลิุนทรียโ์ดยใช้เทคนิค Sodium   

     Dodecyl Sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

  วเิคราะหน้ํ์าหนกัโมเลกุลของสารตา้นจุลนิทรยีใ์นตวัอยา่ง (Freeze dried 

sample) ของเชือ้ไอโซเลท  N2 โดยใชเ้ทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE), (Laemmli, 1970) 

  

 6.1 การเตรียมตวัอย่าง       

  สารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของเชือ้ไอโซเลท  N2 pH 6.5 ปรบัความ

เขม้ขน้เป็น 10 เท่า ดว้ย 0.05 mM Tris-HCl pH 6.8 ก่อนนําไป Dialysis ดว้ย 0.05 mM Tris-

HCl pH 6.8 และทาํใหเ้ขม้ขน้โดยใช ้CM-cellulose จากนัน้ผสมตวัอยา่งกบัสารละลายบฟัเฟอร ์

(4X Sample buffer; 0.2 M Tris-HCl, pH 6.8, 4% SDS, 40% glycerol, 4% β-mercap 

toethanol, 0.04% bromophenol blue) ในอตัรส่วน 3:1 ตม้สารละลายโปรตนีตั วอยา่งในน้ํา

เดอืดเป็นเวลา 2 นาท ีก่อนนําไปใช ้

 6.2 การเตรียมเจล (polyacrylamide gel)   

  ประกอบชุดแผ่นแกว้สาํหรบัเตรยีมเจล  เตรยีมสารละลายของส่วน 12% 

separating gel (6 มลิลลิติร ) (ภาคผนวก ข ) ผสมใหเ้ขา้กนัเทลงในชุดแผ่นแกว้ทีเ่ตรยีมไว ้

ค่อยๆหยดน้ํากลัน่ใหค้ลุมผวิเจล ทิง้ไว้ ใหเ้จลแขง็ตวัและเตรยีมสารละลายของส่วน 3% 

stacking gel (ภาคผนวก ข) เทน้ํากลัน่ทีค่ลุมผวิเจลออกและซบัใหแ้หง้เตมิสารละลายของส่วน  

stacking gel ทีเ่ตรยีมไวแ้ลว้ค่อยๆสอด comb ลงในแผ่นกระจกเพื่ อใหเ้กดิช่องสาํหรบัเตมิ

ตวัอยา่ง ระวงัอยา่ใหเ้กดิฟองอากาศทิง้ไวใ้หเ้จลแขง็ตวัแลว้ดงึ comb ออก 

 6.2.3 วิธีการ run gel electrophoresis 

  นําเจล (polyacrylamide gel) ทีเ่ตรยีมไวใ้ส่ลงใน chamber เตมิสารละลาย  

อเิลก็โทรบฟัเฟอร ์ใหท้่วมผวิเจล ค่อยๆเตมิสารละลายโปรตนีตวัอยา่งทีเ่ตรยีมไวล้งในช่องเจล 

จากนัน้ต่อกระแสไฟฟ้ากบั  chamber โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 15 มลิลแิอมป์ 45 นาท ีสงัเกตเมื่อ

ตวัอยา่งเคลื่อนทีม่าถงึส่วนปลายของ separating gel ปิดกระแสไฟฟ้าแลว้นําแผ่นเจลออกจาก 

chamber นําแผ่นเจลใส่ในภาชนะเตมิสยีอ้ม (staining solution) ใหท้่วมแผ่นเจล ทาํการเขยา่ 

เป็นเวลา  1 ชัว่โมง หรอืทิง้ไวข้า้มคนื แล้ วเทสยีอ้มออก จากนัน้นําแผ่นเจลแช่ใน destaining 

solution I ทาํการเขยา่เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้แช่ต่อใน destaining solution II สงัเกตแถบสน้ํีา

เงนิของโปรตนีทีเ่กดิขึน้เปรยีบเทยีบขนาดของโปรตนีตวัอยา่งกบัโปรตนีมาตรฐาน (protein 

marker) ของบรษิทั GE Healthcare: phosphorylase b (94 kDa), ovalbumin (43 kDa), 

carbonic anhydrase (30 kDa), trypsin inhibitor (20 kD), α-lactalbumin (14 kDa) 
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 7. การเทียบเคียงชนิดของแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 

  การเทยีบเคยีงชนิดของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีม่คีวามสามารถในการผลติ

สารตา้นจุลนิทรยีน์อกเหนือจากกรดอนิทรยีซ์ึง่คดัเลอืกจากขอ้ 3 ในระดบัสปีชสี ์(Species) ดว้ย

การทดสอบดงันี้ 

  

 7.1 การศึกษาทางสณัฐานวิทยา 

  โดยอาศยัลกัษณะการตดิสแีกรม การจดัเรยีงตวัของเซลล์  รปูร่างและลกั ษณะ

ทางสรรีวทิยา ทดสอบทางชวีเคมี และตรวจสอบชนิดของเชือ้ตามวธิขีอง Bergey’s Manual of 

Systematic Bacteriology Volume 2 (Kandler and Weiss, 1986)    

   

 7.2 การทดสอบความสามารถในการหมกัน้ําตาลและการเกิดกา๊ซ 

  ถ่ายแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีอาย ุ 24 ชัว่โมง จาํนวน 1 loop ลงในอาหารเลีย้ง

เชือ้สาํหรบัทดสอบการใชน้ํ้าตาล (phenol red broth base) โดยใชน้ํ้าตาลความเขม้ขน้ 1% 

จาํนวน 16 ชนิด ไดแ้ก่  amygdalin, arabinose, cellobiose, esculin, fructose, galactose, 

glucose, lactose, maltose, mannitol, raffinose, rhamnose, ribose, sorbitol, sucrose และ 

trehalose บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30°C เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง บนั ทกึผลการใชค้ารโ์บไฮเดรตโดยดู

การเปลีย่นสใีนอาหารจากสมี่วงเป็นสเีหลอืงและดกูารสรา้งก๊าซในหลอดดกัก๊าซ ถ้ามก๊ีาซ

จดัเป็นกลุ่ม heterofermentative ถ้าไม่มก๊ีาซหรอืมก๊ีาซเลก็น้อยจดัเป็นกลุ่ม homofermentative 

  

 7.3 การบ่งช้ีชนิดโดยใช้ชุดทดสอบทางการค้า (Commercial test kit) 

  การบ่งชีช้นิดของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีโดยใช้ ชุดจาํแนกแบคทเีรยีชนิด

สาํเรจ็รปู API 50 CH (BioMerieux, France) ประกอบดว้ย API 50 CHL medium เป็นอาหาร

เลีย้งเชือ้ทีใ่ชร้่วมกบัชุดทดสอบ API 50 CH strip ในการศกึษากระบวนการหมกัคารโ์บไฮเดรต 

49 ชนิด ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ทาํการทดสอบไดโ้ดยการถ่ายแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีอาย ุ

24 ชัว่โมง ลงในน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้ปรมิาตร 3 มลิลลิติร ปรบัความขุน่มากกวา่ 2 McFarland 

ในอาหาร API 50 CHL medium จากนัน้ถ่ายเชือ้ทีเ่ตรยีมไวล้งใน API 50 CH strip ช่องละ 120 

ไมโครลติร โดยพยายามไม่ใหม้ฟีองอากาศเกดิขึน้ กาํหนดใหช้่องแรกของ API 50 CH strip คอื 

control (อาหาร basal medium ทีไ่ม่มแีหล่งคารบ์อน) บ่มทีอุ่ณหภมู ิ30°C อ่านผลการทดสอบ

ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง เนื่องจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจะมกีารใชน้ํ้าตาลและผลติกรด  

ออกมามผีลทาํใหพ้เีอชในอาหารเ ลีย้งเชือ้ลดลง  สงัเกตการเปลีย่นสขีองอนิดเิคเตอรใ์นอาหาร

จากม่วงเป็นสเีหลอืง สาํหรบัช่องที ่ 25 ของ API 50 CH strip คอื Esculin ถ้าเชือ้สามารถยอ่ย 
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Esculin ไดอ้าหารจะเปลีย่นเป็นสดีาํ นําผลการทดสอบทีไ่ดม้าเทยีบเคยีงชนิดของแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีโดยใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร ์API Web Stand Alone V.5.0  

 7.4 การบ่งช้ีชนิดโดยใช้ 16S rRNA gene 

  การบ่งชีช้นิดของเชือ้โดยใช ้ 16S rRNA gene โดยส่งวเิคราะหท์ีโ่ครงการ

พฒันาวชิาการ KU-VECTOR ภาควชิาจุลชวีวทิยาคณะวทิยาศาสตรม์หาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์

เริม่ดว้ยการสกดัดเีอน็เอจากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี โดยเขีย่เชือ้จากอาหารแขง็ใส่ใน TE buffer 

400 µl แลว้เตมิ lysozyme (50 mg/ml) 8 µl ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 37°C เป็นเวลา 30 

นาท ีจากนัน้เตมิเอนไซม ์ proteinase K (20 mg/ml) 4 µl, 10% SDS 20 µl และ RNase (100 

mg/ml) 4 µl  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มทีอุ่ ณหภมู ิ37°C เป็นเวลา 30 นาท ีแลว้เตมิ 5M NaCl 70 

µl ผสมใหเ้ขา้กนัเพื่อตกตะกอนดเีอน็เอ  จากนัน้เตมิ 10% CTAB (10% CTAB/0.7M NaCl) 55 

µl บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 65°C เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้เตมิ chloroform ปรมิาตร 1 เท่าของสาร  

ละลายและกลบัหลอดไปมา ป ัน่เหวีย่งที ่12000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีถ่ายสารละลายส่วนใสลง

ในหลอดใหม่แลว้ทาํข ัน้ตอนนี้ทาํซํ้าอกีรอบ จากนัน้เตมิ phenol/chloroform ปรมิาตร 1 เท่าของ

สารละลายและกลบัหลอดไปมา ป ัน่เหวีย่งที ่12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีถ่ายสารละลายส่วน

ใสลงในหลอดใหม่แลว้เตมิ isopropanol และกลบัหลอดไปมา ป ัน่เหวีย่งที ่8,000 rpm เป็นเวลา 

2 นาท ีลา้งตะกอนดว้ย 70% ethanol ปรมิาตร 1 ml ป ัน่เหวีย่งที ่ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาท ี

ทาํซํ้าอกีรอบ เทส่วนใสทิง้เกบ็ตะกอนดเีอน็เอ ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้หง้ ละลายตะกอน DNA ดว้ยน้ําหรอื 

TE 20 µl สงัเคราะหด์เีอน็เอเป้าหมาย (PCR product) โดยใชเ้ทคนิคเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ 

(Polymerase chain reaction, PCR) ดว้ยเครื่อง Thermalcycler PCR โดยใชด้เีอน็เอจากแล

คตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่ตรยีมเป็นดเีอน็เอแม่แบบ ปฏกิริยิา PCR ประกอบดว้ย    นิวคลโีอไทด ์

(2 mM dNTP) 5 µl, แมกนีเซยีมคลอไรด์  (25 mM MgCl2) 5 µl, ดเีอน็เอแม่แบบ (≈ 50 ng/µl) 

10 µl, เอนไซม์  Tag Polymerase 0.25 µl, สารละลายบฟัเฟอร ์ (10x buffer) 5µl   และไพร

เมอร ์FW:520:5’CAGCMGCCGCGGTAATWC3’, 900:5’CGTCAATTCMTTTGGTT 3’,750: 

5’TACCAGGGTATCTAATCC3’, RV: 1389; 5’ACGGGCGGTGTGTACAAG3’) ชนิดละ 2.5 

µl ปรบัปรมิาตรเป็น 50 ไมโครลติร ดว้ยน้ําดไีอออไนซป์ลอดเชือ้ผสมใหเ้ขา้กนัก่อนนําเขา้

เครื่อง  Thermalcycler PCR และใชโ้ปรแกรมในการเพิม่จาํนวนดเีอน็เอ  โดยใชส้ภาวะดงันี้ 

ในช่วงปฏกิริยิา Denaturation ทีอุ่ณหภมู ิ 94°C 3 นาท ีจาํนวน 1 รอบ แลว้เขา้สู่ช่วงเพิม่

จาํนวนดเีอน็ เอโดยทาํปฏกิริยิาจาํนวน 35 รอบ ในแต่ละรอบจะทาํปฏกิริยิา  Denaturation ที่

อุณหภมู ิ94°C 30 วนิาท ีAnnealing ทีอุ่ณหภมู ิ55°C 30 วนิาที และ Extension ทีอุ่ณหภมู ิ

72°C 2 นาที หลงัจากนัน้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ 72°C 5 นาที เพื่อใหท้าํปฏกิริยิาอยา่งสมบรณ์ู 
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จากนัน้นํา PCR Product วเิคราะหห์าลาํดบัเบสของดเีอน็เอดว้ยเครื่อง Automated DNA 

Sequencing นําลาํดบัเบสของดเีอน็เอทีไ่ดเ้ปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลูจากเวบ็ไซดข์อง National 

Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) และสรา้ง Phylogene 

tic tree ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีแ่ยกได ้โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 4 

 

8. การสกดัสารจากน้ําเลี้ยงเช้ือแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีมีฤทธ์ิต้านจลิุนทรีย ์

  นําน้ําเลีย้งเชือ้แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ทีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีม์าทาํการสกดัแยก

สารตา้นจุลชพีดว้ยตวัทาํละลาย ethyl acetate โดยนํา Freeze dried sample ความเขม้ขน้ 10 

เท่า 5 กรมั ละลายในน้ํา 200 มลิลลิติร และปรบั pH เป็น 6.5 ดว้ย 1N NaOH นํามาสกดัโดยใช ้

ethyl acetate 100 มลิลลิติร  ในกรวยแยกรอจนชัน้ของน้ําและ  ethyl acetate แยกออกจากกนั

อยา่งสมบรูณ์ ในขัน้ตอน การสกดัอาจเกดิฟองขึน้ระหวา่งชัน้ของน้ําและ ethyl acetate กาํจดั

โดยการเตมิ NaCl เลก็น้อยและเขยา่เบาๆ เมื่ อชัน้ของน้ําและ ethyl acetate แยกออกจากกนั

อยา่งสมบรูณ์ ไขชัน้น้ําออกทางดา้นล่างของกรวยแยก ส่วนชัน้ของ ethyl acetate เทออก

ทางดา้นบนเพื่อป้องกนัการปนเป้ือน เก็ บชัน้ของ ethyl acetate ใส่ฟลาสกเ์ป็นส่วนที่  1 นําชัน้

น้ําทีไ่ขออกมาสกดัดว้ยethyl acetate 100 มลิลลิติร อกีครัง้ รอจนชัน้ของน้ําและ ethyl acetate 

แยกออกจากกนัอยา่งสมบรูณ์ เกบ็ชัน้ของ ethyl acetate ใส่ฟลาสกเ์ป็นส่วนที ่ 2 นําชัน้น้ําทีไ่ข

ออกมาสกดัดว้ย ethyl acetate 100 มลิลลิติร อกีครัง้รอจนชัน้ของน้ําและ ethyl acetate แยก

ออกจากกนัอยา่งสมบรูณ์เกบ็ชัน้น้ําส่วนนี้ไวเ้ป็นชัน้น้ําส่วนที ่1 ส่วนชัน้ของ ethyl acetate เกบ็

ใส่ฟลาสกเ์ป็นส่วนที ่3 นําชัน้ของ ethyl acetate ทีเ่กบ็ใส่ฟลาสกส์่วนที ่ 1, 2 และ 3 มารวมกนั

ในกรวยแยกเขยา่ใหเ้ขา้กนัและวางทิง้ไวเ้พื่อใหเ้กดิการแยกชัน้อยา่งสมบรูณ์ ไขชัน้น้ําออกมา

นําไปรวมกบัชัน้น้ํา (ชัน้น้ําส่วนที่ 1) ทีเ่กบ็ไว ้ส่วนชัน้ของ ethyl acetate เกบ็ใส่ฟลาสกเ์ตมิ 

sodium sulfate anhydrous เพื่อเอาน้ําทีเ่หลอือยูอ่อกจากนัน้กรองเอา sodium sulfate anhy 

drous (แผนผงัที ่ 1, ภาคผนวก ข ) โดยใชก้รวยกรองทีม่ชี ัน้สาํลทีีผ่่านการลา้งดว้ย ethyl 

acetate นําสารละลายทีไ่ดร้ะเหยเอา ethyl acetate ออกจะไดส้ารสกดันําไปใชใ้นการทดลอง

ต่อไป และส่วนของชัน้น้ําเกบ็ในรปูผงแหง้ (Freeze dried) แลว้นําไปทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยี 

(ขอ้ 3.1.4) 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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9. การหาค่า Minimal inhibitory concentration (MIC) Minimal bactericidal    

    concentration (MBC) และ Minimum fungicidal concentration (MFC) ของ    

    สารสกดัต้านจลิุนทรีย ์   

 9.1 จลิุนทรียท่ี์ใช้ทดสอบ       

  จุลนิทรยีท์ีนํ่ามาทดสอบจาํนวน 8 isolates จากห้องปฏบิตักิารจุลชวีวทิยา 

ภาควชิาจุลชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์ม .สงขลานครนิทร ์ไดแ้ก่ S. aureus ATCC25923, S. 

Typhi PSSCMI0034, C. perfringens, L. monocytogenes, S. sonneii, Rhodotorula sp., C. 

albicans ATCC10231 และ S. cerevisiae 

 9.2 การทดสอบหาค่า MIC ต่อเช้ือแบคทีเรียและยีสต ์

  โดยนําแบคทเีรยีและยสีตม์าปรบัความขุน่ใหไ้ด ้0.5 McFarland standard แลว้

เจอืจางใหไ้ดร้ะดบัความเขม้ขน้ 106 cell/ml สาํหรบั แบคทเีรยี  และเจอืจางใหไ้ดร้ะดบัความ

เขม้ขน้ 104 cell/ml สาํหรบั ยสีต ์เป็นเชือ้ตัง้ตน้ ในการทดสอบ ใชย้า  vancomycin และ  

gentamicin เป็นยามาตรฐานสาํหรบัแบคทเีรยี และใชย้า amphotericin B สาํหรบัยสีตเ์พื่อใช้

ควบคุมในการทดสอบ สาํหรบัสารสกดัหยาบจะปรบัความเขม้ขน้ 10 เท่า จาก stock solution 

แลว้เจอืจางแบบ serial 2-fold dilution ดว้ย 10% DMSO (Dimethyl sulfoxide) ทัง้หมด 9 

ความเขม้ขน้ ดูดสารลงใน 96-well plate หลุมละ 20 ไมโครลติร เตมิอาหาร Mueller Hinton 

Broth (MHB) / Sabouraud Dextrose Broth (SDB) หลุมละ 80 ไมโครลติร แลว้เตมิเชือ้หลุมละ 

100 ไมโครลติร แต่ละความเขม้ขน้ทาํการทดลอง 3 ซํ้า สาํหรบัแบคทเีรยีบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 35°C 

เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เตมิสี  resazurin (1:30) ปรมิาตร 30 ไมโครลติร บ่มต่อจนครบ 24 

ชัว่โมง และบ่มทีอุ่ณหภมู ิ 35°C สาํหรบั C. albicans ATCC10231  และ 30°C สาํหรบั 

Rhodotorula sp และ S. cerevisiae เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เตมิสี  resazurin (1:30) ปรมิาตร 30 

ไมโครลติร แลว้อ่านผลการทดสอบ โดยค่า MIC คอื ค่าความเขม้ขน้ตํ่าสุดของสารสกั ดที่

สามารถยบัย ัง้เชือ้ทดสอบได ้(ส ีresazurin ยงัคงเป็นสน้ํีาเงนิหรอืม่วง)     

โดยกาํหนดให ้Growth control คอื อาหาร MHB/SDB + เชือ้ทดสอบ + 10% DMSO แทนสาร

สกดัและ Media control คอื อาหาร MHB/SDB/Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 
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 9.3 การหาค่า MBC และ MFC ของสารต้านจลิุนทรียท่ี์แยกได้ 

  ใช ้ sterile loop จุ่มในหลุมทีใ่หผ้ลการยบัย ัง้การเจรญิของจุลนิทรยี ์ (ส ี

resazurin ยงัคงเป็นสน้ํีาเงนิหรอืม่วง) ลงบนผวิหน้าของอาหาร Tryptic soy agar (TSA) บ่มที่

อุณหภมู ิ35°C 24 ชัว่โมง สาํ หรบัแบคทเีรยีและ streak ลงบนผวิหน้าของอาหาร Sabouraud 

Dextrose agar (SDA) สาํหรบัยสีต ์บ่มทีอุ่ณหภมู ิ 30°C เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง เมื่อครบ

กาํหนดอ่านผลการทดสอบ ความเขม้ขน้ทีไ่ม่มกีา รเจรญิของจุลนิทรยีบ์นอาหารแขง็ ใหผ้ลการ

ทดสอบเป็นค่า MBC หรอื MFC 

 

 

 10. การใช้เทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) เพ่ือศึกษาคณุสมบติัของ

       สารต้านจลิุนทรีย ์

 

 10.1 การเตรียมสารตวัอย่าง (Freeze dried sample) 

  เตรยีมโดยนําแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีเ่ลีย้งในอาหาร MRS broth ป ัน่แยกที่

คว ามเรว็ 6000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา  15 นาท ีโดยแยกเอาเ ฉพาะส่วนใส ( culture 

supernatant) นําส่วนใสทีไ่ดป้รบั pH เป็น 6.5 ดว้ย 1N NaOH เกบ็ในรปูผงแหง้ (Freeze 

dried) ก่อนนําไปใชท้ดสอบปรบัความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ทีม่ี

ความเขม้ขน้ 10 เท่า ดว้ยน้ํากลัน่ปราศจากเชือ้แลว้กรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.45 

ไมโครเมตร 

 10.2 การแยกสารต้านจลิุนทรียจ์าก Freeze dried sample 

  หยด 3 ไมโครลติร ของสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ความเขม้ขน้ 10 

เท่า ลงบนแผ่น TLC ทีเ่คลอืบดว้ยสาร Silica gel นําแผ่น TLC ใส่ในถงั (tank) ทีเ่ตมิ n-butanol 

: acetic acid : water (4:1:1) เมื่อสารผสมเคลื่อนทีข่ ึน้มาเกอืบถงึขอบของแผ่น TLC นําแผ่น 

TLC ออกจากถงั (tank) ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้หง้ ส่องผ่านใตแ้สงยวูทีีค่วามยาวเคลื่อน 365 และ 254 

ก่อนนําไปสเปรยด์ว้ยสาร ninhydrin (ninhydrin 1.5 กรมั, n-butanol 100 มลิลลิติร  และ glacial 

acetic acid 3 มลิลิลติร) อบทีอุ่ณหภมู ิ 100°C 10 นาท ีหากมสีารกลุ่มเพปไทดจ์ะเกดิสขีอง

สารประกอบเชงิซอ้นขึน้ สทีีเ่ป็น positive ได ้2 ส ีคอื สี น้ําเงนิหรอืม่วง คาํนวณหาค่า  retar 

dation factor (R f) (Masanobu and Ken’ichi., 2003)  
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การคาํนวณหาค่า Retardation factor (R f) 

 Retardation factor (R f)    =      ระยะทางทีต่วัถูกละลายเคลื่อนที ่ 

                                      ระยะทางทีต่วัทาํละลายเคลื่อนที ่

 

 10.3 การแยกสารสกดัท่ีมีฤทธ์ิต้านจลิุนทรีย ์

 สาํหรบัส่วนของสารสกดัของเชือ้ไอโซเลท N2 หยด 10 µl ของสารสกดัลงบนแผ่น TLC 

นําแผ่น TLC ใส่ใน tank ทีเ่ตมิ ethyl acetate:chloroform (1:9 v/v) เมื่อสารผสมเคลื่อนทีข่ ึน้มา

เกอืบถงึขอบของแผ่น TLC นําแผ่น TLC ออกจาก  tank ตัง้ทิง้ไวใ้หแ้หง้ ส่องผ่านใตแ้สงยวูทีี่

ความยาวเคลื่อน 254 nm spots ตาํแหน่งทีเ่กดิขึน้ คาํนวณหาค่า retardation factor (R f) ขดู

แผ่น TLC บรเิวณ spots ทีเ่กดิขึน้ละลายดว้ย 10% DMSO ก่อนนําไปทดสอบฤทธิก์ารยบัย ัง้ S. 

Typhi PSSCMI0034 นอกจากนี้นําบรเิวณ  spots ทุกจุดทีเ่กดิขึน้ละลายดว้ย  ethyl acetate 

ก่อนนําไปวเิคราะหห์าชนิดของสารโดยใชเ้ทคนิค  Gas chromatography-mass spectrometry 

(GC-MS) ดงัวธิกีารทดลองขอ้ 10.1 

 11. ตรวจหาชนิดของสารสกดัต้านจลิุนทรียโ์ดยใช้เทคนิคGas chromatography 

       mass spectrometry (GC-MS) 

 วเิคราะหห์าชนิดของสารสกดัจากตวัอยา่งโดยใชเ้ทคนิค Gas chromatography-mass 

spectrometry (GC-MS) นําสารสกดัละลายใน ethyl acetate ฉีดเขา้เครื่ อง GC-MS โดยใช้

สภาวะในการทดลองดงันี้ คอลมัน์ทีใ่ช ้คอื HP-5MS ความยาว 30 เมตร เสน้ ผ่านศนูยก์ลาง

ภายใน 0.25 มลิลติร  และความหนาของฟิลล ์ 0.25 ไมโครเมตร โดยใชอุ้ณหภมูขิองหวัฉีด

เท่ากบั 250°C และก๊าซ helium เป็นตวัพา สาํหรบัอุณหภมูทิีใ่ช ้คอื อุณหภมูเิริม่ตน้ที่  50°C 1 

นาท ีแลว้เพิม่ขึน้ดว้ยอตัรา 30°C ต่อนาท ีจนถงึ 280°C และเพิม่ขึน้ดว้ยอตัตรา 15°C ต่อนาที

จนถงึ 310°C เป็นเวลา 5 นาท ีสาํหรบั mass range ของเครื่อง mass spectrometer อยูใ่นช่วง 

30-550 amu และเกบ็บนัทกึขอ้มลูระบุสารประกอบดว้ยคอมพวิเตอรท์ีม่ ี Standard library 

spectra พรอ้มโปรแกรมคน้หาเพื่อใชเ้ทยีบเคยีง  mass spectrum กบั GC-MS database ชื่อ 

Wiley 7n.L ส่งวเิคราะหท์ีห่อ้งปฏบิตักิารทดสอบอาหาร  บรษิทัหอ้งปฏบิตักิารกลาง  (ประเทศ

ไทย) จาํกดั (สาขาสงขลา)  
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

 

 1.การแยกเแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารหมกั 

  จากอาหารหมกัของไทยชนิดต่างๆ จาํนวน  51 ตวัอยา่ง  สามารถแยกแลคตกิ

แอสดิแบคทเีรยีได ้ 320 ไอโซเลท  (ตารางที ่ 3-1) พบวา่ตวัอยา่ง แหนมสามารถแยก แลคตกิ

แอสดิแบคทเีรยีไดม้ากทีสุ่ด  คอื 8.44 ไอโซเลท /ตวัอยา่ง หน่อไมด้อง  7.60 ไอโซเลท /ตวัอย่าง

และหอยดอง 6.80 ไอโซเลท/ตวัอยา่ง       

 ตารางท่ี 3-1  จาํนวนไอโซเลทของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีส่ามารถแยกไดจ้าก 

   อาหารหมกัของไทย 

อาหารหมกั จาํนวนตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลท จาํนวนไอโซเลท/ตวัอยา่ง 

Nham (แหนม) 16 135 8.44 

Plasom (ปลาสม้) 11 52 4.73 

Plapangdang (ปลาแป้งแดง) 7 40 5.71 

Nhang (หนาง) 2 9 4.50 

Hoy Dong (หอยดอง) 

Isan sausage (ไสก้รอกอสีาน) 

5 

2 

34 

7 

6.80 

3.50 

Spawn plasom (ไขป่ลาสม้) 1 4 4.00 

Nowmaidong (หน่อไมด้อง) 3 23 7.60 

Kung som (กุง้สม้) 4 16 4.00 

รวม 51 320  
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 2. คดัเลือกเช้ือท่ีมีการเจริญได้ดี 

  จากการแยกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัของไทยชนิดต่างๆ              

51 ตวัอยา่ง พบวา่ประมาณ 47% (ตารางที ่3-2) ของเชือ้ทีแ่ยกไดม้คีวามสามารถในการ เจรญิ

ระดบัดเียีย่ม โดยพจิารณาจากการโตเรว็ในอาหาร MRS ทีม่ค่ีา OD660 เกนิ 1.5 นําไปคดัเลอืก

ต่อเพื่อหาเชือ้ทีม่ฤีทธิต์า้นแบคทเีรยีก่อโรคไดด้ี  ขณะทีเ่ชือ้ 52.81% มกีารเจรญิในระดบัดมีาก

   

 ตารางท่ี 3-2 การเจรญิของ แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีค่ดัแยกจากอาหารหมกัชนิด

   ต่างๆ เมื่อเลีย้งในอาหาร MRS broth เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

การเจรญิ 

(OD660nm) 
ระดบัการเจรญิ จาํนวนไอโซเลท เปอรเ์ซน็ต ์

        > 1.5 เจรญิดเียีย่ม 151 47.19 

        > 1.0-1.5 เจรญิดมีาก 169 52.81 

ทัง้หมด  320 100 
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3. การคดัเลือกเช้ือท่ีมีฤทธ์ิต้านจลิุนทรีย ์

 3.1 การยบัยัง้แบคทีเรีย 

  จากการนํา แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกไดจ้าํนวน 151 ไอโซเลท  

(OD660nm > 1.5) มาทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยีก่อโรคในอาหารโดยวธิ ีagar well diffusion โดย

ใชเ้ชือ้ก่อโรค 2 ชนิด คอื S. Typhi PSSCMI0034 และ S. aureus ATCC 25923 พบวา่น้ําเลีย้ง

เชือ้ปราศจากเซ ลลท์ีไ่ม่ผ่านการปรบั pH จาํนวน 76 ไอโซเลท  (50.33%) สามารถยบัย ัง้  S. 

Typhi PSSCMI0034 (ตารางที ่3-3) และมเีพยีง 34 ไอโซเลท  (22.52%) สามารถยบัย ัง้  S. 

aureus ATCC 25923 ได ้(ตารางที ่3-4) โดยพบวา่ไอโซเลท NN13 มฤีทธิย์บัย ัง้ได้ ดทีีสุ่ดโดย

สามารถยบัย ัง้  S. aureus ATCC 25923 และ  S. Typhi PSSCMI0034 มขีนาดเสน้ผ่าน

ศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ คอื 19.4 และ 24.3 มลิลเิมตร ตามลาํดบั (รปูที ่3-1) กรณีทีนํ่าน้ําเลีย้ง

เชือ้ปราศจากเซลลป์รบั pH เป็น 6.5 และกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.22 และ 0.45 

ไมโครเมตร  พบวา่มแีลคตกิแอสดิแบคทเีรยี จาํนวน 5 ไอโซเลท  คอื ไอโซเลท N2, YA031, 

NCB3, NCB15 และ NNA7 สามารถยบั ย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 หรอื S. aureus ATCC 

25923 ได ้(ตารางที ่3-5) และพบวา่มเีพยีงไอโซเลท NCB3 และ NNA7 ทีส่ามารถยบั ย ัง้ไดท้ ัง้

เชือ้ S. Typhi PSSCMI0034 และ S. aureus ATCC25923 น้ําเลีย้งเชือ้ทีผ่่านแผ่นกรองขนาดรู

พรุน 0.45 ไมโครเมตร  ของไอโซเลท NCB3 สามารถยบัย ัง้  S. Typhi PSSCMI0034 ได้โดยมี

ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ คอื 15.50 มลิลเิมตร (ตารางที ่3-5) และพบวา่มเีพยีงไอ

โซเลท N2, YA031 และ NCB3 ซึง่กรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.22 ไมโครเมตร สามารถ

ยบัย ัง้  S. Typhi PSSCMI0034 ได้โดยมขีนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ คอื 18.50, 

18.50 และ 14.87 มลิลเิมตร ตามลาํดบั (ตารางที ่3-5) จากผลการทดลองแสดงวา่สภาพความ

เป็นกรดของน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลล ์(เฉลีย่ pH 3.83±0.32) มคีวามสามารถยบัย ัง้เชือ้ก่อโรค

ไดด้แีต่มคีวามแตกต่างกนัเพราะไอโซเลท NN13 (pH 3.6) ใหผ้ลการยบัย ัง้ดทีีสุ่ด  แต่กรณีของ

ไอโซเลท N2, YA031 และ NCB3 นอกจากสภาพความเป็นกรดแลว้พบวา่ยงัมสีารออกฤทธิท์าง

ชวีภาพอื่นๆดว้ยทีไ่ม่ใช่กรด (pH ถูกปรบัเป็น 6.5) ทีย่บัย ัง้  S. Typhi PSSCMI0034 และน่าจะ

เป็นสารทีม่ขีนาดโมเลกุลเลก็และอยูใ่นรปูสารละลายหรอืคอลลอยดจ์งึผ่านการกรองทีใ่ชข้นาดรู

พรุน 0.22 และ 0.45 ไมโครเมตรได ้(ตารางที ่3-5 และรปูที ่3-2) 
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 ตารางท่ี 3-3 ฤทธิต์า้น S. Typhi PSSCMI0034 ของน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลล ์

   แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีไ่ม่ผ่านการปรบั pH 

 หมายเหตุ (++++) : ดมีาก, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้มากกวา่ 21 มลิลเิมตร 

     (+++) : ด,ี ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 18.0 – 20.0 มลิลเิมตร 

       (++) : ปานกลาง, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 14.0 – 17.0 มลิลเิมตร 

                   (+) : น้อย, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 10.0 – 13.0 มลิลเิมตร  

         (-) : ไมส่ามาถรยบัยัง้เชือ้กอ่โรคได ้  

 

 

 ตารางท่ี 3-4 ฤทธิต์า้น Staphylococcus aureus ATCC 25923 ของน้ําเลีย้งเชือ้

   ปราศจากเซลลแ์ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีทีไ่ม่ผ่านการปรบั pH 

  หมายเหตุ (++++) : ดมีาก, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้มากกวา่ 21 มลิลเิมตร 

    (+++) : ด,ี ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 18.0 – 20.0 มลิลเิมตร 

                (++) : ปานกลาง, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 14.0 – 17.0 มลิลเิมตร 

                 (+) : น้อย, ขนาดเสน้ผา่นศนูย์กลางของการยบัยัง้ 10.0 – 13.0 มลิลเิมตร  

                  (-) : ไมส่ามาถรยบัยัง้เชือ้กอ่โรคได ้  

ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง

ของการยบัย ัง้ (มลิลเิมตร) 
(++++) (+++) (++) (+) (-) 

จาํนวนไอโซเลท 7 15 13 41 75 

เปอรเ์ซน็ต ์ 4.64 9.93 8.61 27.15 49.67 

ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง

ของการยบัย ัง้ (มลิลเิมตร) 
(++++) (+++) (++) (+) (-) 

จาํนวนไอโซเลท - 4 13 17 117 

เปอรเ์ซน็ต ์ - 2.65 8.61 11.26 77.48 
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 ตารางท่ี 3-5 ฤทธิต์า้น Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ S. Typhi  

   PSSCMI0034 ของไอโซเลททีค่ดัแยกไดโ้ดยน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจาก

   เซลลป์รบั pH เป็น 6.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลท 

ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ (มลิลเิมตร) 

S. typhi S.aureus 

แผ่นกรองขนาด      

0.45 

ไมโครเมตร 

แผ่นกรองขนาด 

0.22 

ไมโครเมตร 

แผ่นกรองขนาด      

0.45 

ไมโครเมตร 

แผ่นกรองขนาด 

0.22 

ไมโครเมตร 

NNA7 18.75  - 14.00 - 

NCB3 15.50 14.87 - 12.00 

N2 19.00 18.50 - - 

YA031 - 18.50 - - 

NCB15 18.00 - - - 
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    (a)      (b) 

 รปูท่ี 3-1 ฤทธิต์า้น Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella Typhi. 

    PSSCMI0034 (a: 19.4 และ b: 24.3 มลิลเิมตร ) จากน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจาก

    เซลลข์องไอโซเลท NN13 ทีไ่ม่มกีารปรบั pH (3.6) 

 

 

 

 

   

 

   a (ก่อนปรบั pH)                                      b (หลงัปรบั pH) 

 รปูท่ี 3-2 ฤทธิต์า้น Salmonella Typhi. PSSCMI0034 จากน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลล์

    ก่อนและหลงัปรบั pH เป็น 6.5 และกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.45 

    ไมโครเมตร ตามลาํดบั โดยไอโซเลท N2 (a, 21.6: c, 19.0 มลิลเิมตร) และ 

     YA031 (b, 20.5: d, 18.5 มลิลเิมตร)      

(A) 

(D) (B) 

(C) 
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3.2 การยบัยัง้เช้ือราและยีสต ์

  สาํหรบัการทดสอบฤทธิต์า้นเชือ้ราและยสีตท์ีพ่บในอาหาร โดยใช้  C. albicans 

ATCC10231, Rhodotorula sp., Aspergillus sp. และ Penicillium sp. เป็นเชือ้ทดสอบ ดงั

วธิกีารทดลองที ่ 3.2.3 โดยนําน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลท์ีผ่่านการปรบั pH เป็น 6.5 ของแล

คตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 และ NCB3 มาทดสอบพบวา่ไม่สามารถยบัย ัง้เชือ้ทดสอบได้  

นอกจากนี้ได้นําสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ความเขม้ขน้ 10 เท่า ของแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีไอโซเลท  N2 ปรบั pH เป็น 6.5 เพื่อยบัย ัง้ เชือ้ราและยสีต์ ดงัวธิกีารทดลองที ่ 3.2.3 

พบวา่สามารถยบั ย ัง้ Aspergillus sp. C. albicans ATCC10231 และ Rhodotorula sp. ได้เลก็ 

น้อยเมื่อเทยีบกบัชุดควบคุม (รปูที ่3-3, 3-4 และ 3-5) กรณีของไอโซเลท NCB3 ไม่ไดศ้กึษาใน

รปูแบบสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) เนื่องจากผลที่ ได้จากการทดสอบน้ําเลีย้งเชือ้

ปราศจากเซลลท์ีผ่่านการปรบั pH เป็น 6.5 ไม่พบการยบัย ัง้เลยเมื่อเทยีบกบัไอโซเลท N2 ซึง่

กรณีของไอโซเลท N2 มกีารยบัย ัง้บา้ง แต่ในรปู (Freeze dried Sample) ความเขม้ขน้  10 เท่า

กย็งัคงยบัย ัง้เพยีงเลก็น้อย 

 

รปูท่ี 3-3 ฤทธิต์า้น เชือ้รา Aspergillus sp. จากสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) 

    ความเขม้ขน้ 10 เท่า ของไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 

    0.45 ไมโครเมตร  (a; 4% 10xMRS, b; 4% 10xFDS ทีไ่ม่ปรบั pH, c-d; 3 

    และ 4% 10xFDS pH 6.5)  

 

 

(a) (b) (c) (d) 
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รปูท่ี 3-4 ฤทธิต์า้น Candida albicans ATCC 10231 จากสารตวัอยา่ง (Freeze dried 

    Sample) ความเขม้ขน้ 10 เท่า ของเชือ้ไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรอง

    ขนาดรพูรุน 0.45 ไมโครเมตร (a; 4%10xMRS, b; 4% 10xFDS ทีไ่ม่ปรบั 

    pH, c-d; 3 และ 4% 10xFDS pH 6.5) 

 

  

 รปูท่ี 3-5 ฤทธิต์า้น  Rhodotorula sp. จากสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ความ

    เขม้ขน้ 10 เท่า ของเชือ้ไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 

    0.45 ไมโครเมตร  (a; 4%10xMRS, b; 4% 10xFDS ทีไ่ม่ปรบั pH, c-d; 3 

    และ 4% 10xFDS pH 6.5) 

 

 

(a) (b) (c) (d) 

(a) (b) (c) (d) 
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 4. การเจริญของเช้ือท่ีคดัเลือกได้และการสร้างสารต้านจลิุนทรีย ์

   

  จากการศกึษาการเจรญิของ แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท  N2 และ NCB3 

ในอาหาร MRS broth เป็นเวลา 35 ชัว่โมง และวดัการเจรญิจากค่าการดดูกลนืแสงที ่660 นาโน

เมตร พรอ้มตดิตามการเปลีย่นแปลงของค่าพเีอชทุกๆ 5 ชัว่โมง และกจิกรรมการยบัย ัง้เชือ้อนิดิ

เคเตอร ์พบวา่ไอโซเลท N2 และ NCB3 เขา้สู่ช่วง log phase ในชัว่โมงที ่5 ส่วน log phase อยู่

ในช่วง 5-20 ชัว่โมง โดยมค่ีา OD660 ก่อนเขา้สูช้่วง stationary phase ประมาณ 1.3 และเขา้สู่

ช่วง stationary phase ตัง้แต่ชัว่โมงที ่ 20-35 และค่าพเีอ ชมแีนวโน้มลด ลงเรื่อย ๆตลอด

ระยะเวลาการบ่มเชือ้  ในกรณีของ ไอโซเลท  N2 ค่าพเีอชลดลงจาก  5.6 เป็น 4.7 และค่าพเีอช

ของไอโซเลท NCB3 ลดลงจาก 5.8 เป็น 4.0 เมื่อสิน้สุดการเลีย้ง (รปูที ่3-6)  

 

 รปูท่ี 3-6 การเจรญิและค่าพเีอชของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี N2 และ NCB3 ที่เลีย้งใน

    อาหาร MRS broth  

  

 สาํหรบัการสรา้งสารตา้นจุลนิทรยีจ์ากการนํา  culture supernatant ทีเ่วลาต่าง ๆ ปรบั

เป็น pH 6.5 และทาํใหอ้ยูใ่นรปูผงแหง้ (Freeze dried) ก่อนนําไปทดสอบการยบัย ัง้การเจรญิ

ของ S. Typhi PSSCMI0034 และ S. aureus ATCC25923 ดงัขอ้ 3.1.4 พบวา่ไอโซเลท N2 

สามารถยบัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 ไดใ้นช่วงชัว่โมงที ่15-20 โดยมขีนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลาง
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ของการยบัย ัง้ คอื 12.4 และ 14.3 มลิลเิมตร ตามลาํดบั แต่หลงัจากนัน้มกีารยบัย ัง้น้อยลงจนไม่

เกดิการยบัย ัง้ทีช่ ัว่โมง 35 

 

 5. ผลของเอนไซม ์พีเอช และอณุหภมิูต่างๆต่อความทนของสารต้านจลิุนทรีย ์

 5.1 ผลของเอนไซมช์นิดต่างๆ 

 จากการศกึษาผลของเอนไซมต่์อความคงตวัของสารในการยบัย ัง้การเจรญิของ

แบคทเีรยีอนิดเิคเตอร ์ของไอโซเลท  N2 และ NCB3 พบวา่เมื่อนําสารตวัอยา่ง  (Freeze dried 

sample) ของไอโซเลท N2 มา treat ดว้ยเอนไซม ์pronase E และ catalase ก่อนนําไปทดสอบ

ฤทธิก์ารยบัย ัง้แบคทเีรยีก่อโรคพบวา่ไม่เกดิการยบัย ัง้เชือ้ทดสอบเมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวัอยา่งที่

ไม่ได ้treat ดว้ยเอนไซม ์แสดงวา่สารทีไ่ดจ้ากไอโซเลท N2 ถูกทาํลายดว้ยเอนไซมย์่ อยโปรตนี

และ catalase แสดงวา่สารทีย่บัย ัง้เชือ้ทดสอบเป็นสารกลุ่มโปรตนี และม ีH2O2 ซึง่พบวา่ไอโซ

เลท N2 สามารถยบัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 ไดใ้นช่วงชัว่โมงที ่15-20 (รปูที ่3-7) 

 

 

 

 

 

   (a)      (b)  

รปูท่ี 3-7  ผลของเอนไซมต่์อฤทธิต์า้น  S. Typhi PSSCMI0034 ในช่วงชัว่โมงที ่ 15 (a) 

  และ 20 (b) ของ Freeze dried sample ทีไ่ดจ้ากไอโซเลท N2 (1; 10xMRS, 2; 

  10xFDS (12 มลิลเิมตร), 3; 10xFDS pH 6.5 (14 มลิเิมตร), 4; 10xFDS  

  pH7.0 + Catalase, 5; 10xFDS pH7.8+ Pronase) 
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  สาํหรบัเชือ้ไอโซเลท  NCB3 มา treat ดว้ยเอนไซมพ์บวา่ ไม่เกดิการยบัย ัง้เชือ้

ทดสอบเมื่อเปรยีบเทยีบกบัตวัอยา่งทีไ่ม่ได ้treat ดว้ยเอนไซม ์และพบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze 

dried sample) pH 6.5 ไม่สามารถยบัย ัง้เชือ้ทดสอบไดเ้ช่นกนั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3-8  ผลของเอนไซมต่์อฤทธิต์า้น S. Typhi PSSCMI0034 (a) และ S. aureus  

  ATCC 25923 (b) ของ Freeze dried sample ทีไ่ดจ้ากไอโซเลท NCB3 (1; 

  10xMRS, 2; 10xFDS, 3;10xFDS pH 6.5, 4; 10xFDS pH7.0 + Catalase, 5; 

  10xFDS pH7.8 + Pronase) 

(a) 

(b) 
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 5.2 ผลของอณุหภมิู 

  จากการนําสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซ

เลท N2 ปรบั pH เป็น 6.5 และใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ63, 80, 100 และ 121ºC เป็นเวลาต่างๆ  

กนั ก่อนนําไปทดสอบการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi PSSCMI0034 โดยวธิ ีagar well 

diffusion assay เปรยีบเทยีบกบัสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) pH 6.5 ทีไ่ม่ไดผ้่าน

ความรอ้น (ชุดควบคุม) พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอ

โซเลท N2 สามารถทนความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ 63ºC และมฤีทธิใ์นก ารยบัย ัง้การเจรญิของ  S. 

Typhi PSSCMI0034 ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ คอื 14.17, 11.83 และ 11.67 

มลิลเิมตร เมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ63ºC เป็นเวลา 10,20 และ 30 นาท ีตามลาํดบั (ตารางที ่

3-6) แต่เมื่อใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภมูมิากกวา่ 63ºC คอื 80ºC พบวา่สญูเสยีความสามารถในการ

ยบัย ัง้การเจรญิของ S. Typhi PSSCMI0034 

 

 5.3 ผลของ pH   

  จากการนําสารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซ

เลท N2 ปรบั pH ใหอ้ยูใ่นช่วง 2-10 ก่อนนําไปทดสอบการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi 

PSSCMI0034 โดยวธิ ีagar well diffusion assay เปรยีบเทยีบกบัสารตวัอยา่ง (Freeze dried 

Sample) ทีไ่ม่ไดผ้่านการปรบั pH พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) แลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีไอโซเลท N2 มคีวามคงตวัดใีนช่วง pH 2-6 และมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิข อง S. 

Typhi PSSCMI0034 ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้อยูใ่นช่วง 16.00-16.75 มลิลเิมตร  

แต่เมื่อระดบั pH 7 ขึน้ไป  พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ของแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีไอโซเลท N2 สญูเสยีความสามารถในการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi 

PSSCMI0034 (ตารางที ่3-7) 
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ตารางท่ี 3-6 ผลของอุณหภมูต่ิอฤทธิต์า้นแบคทเีรยีของสารตวัอยา่ง (Freeze dried  

  Sample) ความเขม้ขน้ 10 เท่า ทีไ่ดจ้ากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 

  ในการยบัย ัง้ การเจรญิของ  S. Typhi PSSCMI0034 เมื่อทดสอบโดยวธิ ี agar 

  well diffusion assay 

ชุดทดสอบ       

(อุณหภมู/ิเวลา) 

ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ 

(มลิลเิมตร) 

Control 14.25 

63 ◌ํC 10 min 14.17 

63 ◌ํC 20 min 11.83 

63 ◌ํC 30 min 11.67 

80 ◌ํC 10 min 0 

80 ◌ํC 20 min 0 

80 ◌ํC 30 min 0 

100 ◌ํC 10 min 0 

100 ◌ํC 20 min 0 

100 ◌ํC 30 min 0 

121 ◌ํC 15 min 0 

 Control = สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี 

     ไอโซเลท N2 pH 6.5 ไม่ผ่านการใหค้วามรอ้น 
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ตารางท่ี 3-7 ผลของpH ต่อฤทธิต์า้น แบคทเีรยีของสารตวัอ ยา่ง (Freeze dried Sample) 

  ทีม่คีวามเขม้ขน้ 10 เท่า ทีไ่ดจ้ากแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 ในการ

  ยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi PSSCMI0034 เมื่อทดสอบโดยวธิ ี agar well 

  diffusion assay 

pH 
ขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ 

(มลิลเิมตร) 

Control 16.75 

2 16.00 

3 16.20 

4 16.20 

5 16.70 

6 16.5 

7 0 

8 0 

9 0 

10 0 

 Control = สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี 

     ไอโซเลท N2 pH 5.2  
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 6. เทคนิค Sodium Dodecyl Sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis 

         (SDS-PAGE) 

  จากการวเิคราะหน้ํ์าหนกัโมเลกุลของสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของ                 

L. namurensis N2 โดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE พบวา่สารจากตวัอยา่งมน้ํีาหนกัโมเลกุล

ประมาณ 47 KDa เมื่อเทยีบกบั Low Molecular Weight marker ดงัแสดงในรปูที ่3-9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3-9  ผลการวเิคราะหน้ํ์าหนกัโมเลกุลของสารตวัอยา่ง  (Freeze dried sample) ความ

  เขม้ขน้  10 เท่า ของ Lactobacillus namurensis N2 โดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE 

  แถบที่: M, Low Molecular Weight markers; 1, 2 และ 3 สารตวัอยา่ง (Freeze 

  dried sample) ละลายดว้ย 50 mM Tris-HCl pH 6.8 

  

 

 

14.4 

20.1 

30 

66 

97 

KDa 

45 

3 2 1 M 
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 7. การเทียบเคียงชนิดของแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 

 7.1 การเทียบเคียงแบบวิธีดัง้เดิมและการบ่งช้ีชนิดโดยใช้ชุดทดสอบทางการค้า 

  นําแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 ทีแ่ยกไดจ้ากแหนม และไอโซเลท 

NCB3 ทีแ่ยกไดจ้ากปลาสม้ เทยีบเคยีงลกัษณะทางสณัฐานวทิยา สรรีวทิยาและชวีเคมี  พบวา่

แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 ติดสแีกรมบวก รปูร่างแท่ง  ทดสอบการสรา้งเอนไซม์     

คะตะเลสใหผ้ลลบ และเมื่อบ่งชีช้นิดของเชือ้ทีค่ดัเลอืกไดต้าม Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology Volume 2 (Kandler and Weiss, 1986) ดงัแสดงผลในตารางที ่(3-8) จากการนํา

แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท  N2 ทีแ่ยกไดจ้ากแหนม โดยทดสอบการใชน้ํ้าตาล  16 ชนิด 

เป็นแหล่งพลงังาน สามารถใชน้ํ้าตาลได ้ 6 ชนิด ไดแ้ก่ Fructose, Galactose, Glucose, 

Maltose, Mannitol และ Ribose มคีวามใกลเัคยีง กบั Lactobacillus coryniformis subsp. 

torquens และเมื่อจดัจาํแนกในระดบัสปีชสีโ์ดยใชชุ้ดจาํแนก  แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีชนิด

สาํเรจ็รปู API 50 CH (BioMerieux, France) ทดสอบการใชน้ํ้าตาล  49 ชนิด พบวา่ไอโซเลท  

N2 สามารถใชน้ํ้าตาลได ้ 11 ชนิด ไดแ้ก่  D-Ribose, β-Methyl-xyloside, D-Galactose, D-

Glucose, D-Fructose, Mannitol, N-Acetyl glucosamine, Esculine, D-Maltose, D-Melibiose 

และ Gluconate ดงัแสดงในตารางที ่ 3-9 พบวา่ไอโซเลท N2 ถูกจดัจาํแนกเป็น Lactobacillus 

acidifarinae โดยมรีะดบัความเหมอืน (% identity) 98.5 ขณะทีก่รณีของ ไอโซเลท NCB3 ทัง้

สองวธิตีามทีก่ล่าวมา สอดคลอ้งกบั  Lactobacillus farciminis โดยมีระดบัความเหมอืน (% 

identity) 99.7 เปอรเ์ซน็ต ์ตามลาํดบั ดงัแสดงในตารางที ่3-10 
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ตารางท่ี 3-8 การเทยีบเคยีงโดยวธิกีารแบบดัง้เดมิตาม Bergey’s Manual of Systematic  

        Bacteriology Volume 2 (1986) 

Characteristic 

Isolates  

N2 

Lactobacillus 

coryniformis 

subsp. 

torquens 

NCB3 

Lactobacillus 

farciminis 

Shape rod rod rod rod 

Gram Stain + + + + 

Catalase test - - - - 

Growth at 15/45˚C +/- +/- +/- +/- 

10% NaCl + ND + + 

Amygdalin - - + + 

Arabinose - - - - 

Cellobiose - - + + 

Esculin - - + + 

Fructose + - + + 

Galactose + + + + 

Glucose + + + + 

Lactose - - + + 

Maltose + + + + 

Mannitol + + - - 

Raffinose - - - - 

Rhamnos - - - - 

Ribose + + - - 

Sorbitol - - + + 

Sucrose - - + + 

Trehalose - - + + 

  เครื่องหมาย : + = เจรญิและผลติกรด, - = ไม่เจรญิ   

   ND: not determined 
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56 

59 

ตารางท่ี 3-9 การเทยีบเคยีงแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีโดยใช ้API 50 CH 

เครือ่งหมาย: + = เจรญิและผลติกรด, - = ไมเ่จรญิ 

Active ingredients 
Isolates 

Active ingredients 
Isolates 

Active ingredients 
Isolates 

N2 NCB3 N2 NCB3 N2 NCB3 

Control - - Inositol - - D-Raffinose - + 

Glycerol  - - D-Sorbitol - - Amidon - - 

Erythritol - - α-Methyl-D-mannoside - - Glycogen - - 

D-Arabinose - - α-Methyl-D-glucoside - + Xylitol - - 

L-Arabinose - - N-Acetyl glucosamine + + β-Gentiobiose - - 

D-Ribose  + - Amygdalin - - D-Turanose - + 

D-Xylose - - Arbutin - + D-Lyxose - - 

L-Xylose - - Esculine + + D-Tagatose - + 

D-Adonitol - - Salicine - + D-Fucose - - 

β-Methyl-xyloside + + D-Cellobiose - + L-Fucose - - 

D-Galactose + + D-Maltose + + D-Arabitol - - 

D-Glucose + + D-Lactose - + L-Arabitol - - 

D-Fructose  + + D-Melibiose + - Gluconate + - 

D-Mannose - + D-Saccharose (sucrose) - + 2-keto-gluconate - - 

L-Sorbose - - D-Trehalose - + 5-keto-gluconate - - 

L-Rhamnose - - Inulin - -    

Dulcitol  - - D-Melezitose - -    
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 ตารางท่ี 3-10 เปอรเ์ซน็ตบ่์งชีช้นิดของแบคทเีรยีแลกตกิโดยใชชุ้ดทดสอบ API 50 CH   

  

 

 

 

 7.2 การบ่งช้ีชนิดโดยใช้ 16S rRNA gene 

   จากการศกึษาลกัษณะทางดา้นพนัธุศาสตรโ์มเลกุลโดยใช ้ 16S rRNA gene พบวา่

ไอโซเลท N2 จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus namurensis strain Ln-15 มค่ีา % Similarity เท่ากบั 

100% (ตารางท ี3-11) ซึง่ตรงกบั Accession number คอื HM130541 และไอโซเลท NCB3 จดัอยู่

ในสกุล Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150 มค่ีา %Similarity เท่ากบั 100% (ตารางท ี

3-11) ซึง่ตรงกบั  Accession number คอื AB626064 และรปูที ่3-10 เป็นแผนภมูติน้ไมข้อง ไอโซ

เลท N2 และ NCB3 โดยม ีout group คอื Listeria monocytogenes 

 

 ตารางท่ี 3-11 การเทยีบเคยีงสายพนัธุแ์ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 และไอโซเลท  

  NCB3 โดยใช ้16S rDNA sequence analysis 

Isolates Specific for bacteria % similarity 

N2 Lactobacillus acidifarinae 98.5 

NCBC3 Lactobacillus farciminis 99.7 

Sample 

Name 
Closets sequence % Similarity 

Accession 

number 

    

N2 Lactobacillus namurensis strain Ln-15 898/898 (100%) HM130541 

 Length=1476 Score = 1620 bits (1796),   

 Expect = 0.0, Gaps = 0/898 (0%)   

 Strand=Plus/Plus   

    

NCB3 Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150 993/993 (100%) AB626064 

 Length=1492 Score = 1792 bits (1986),   

 Expect = 0.0, Gaps = 0/993 (0%)   

 Strand=Plus/Plus   
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 รปูท่ี 3-10 แผนภมูติน้ไม ้(Phylogenic tree) จากลาํดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ของ 

   แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 และไอโซเลท NCB3  
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8. การหาค่า MIC, MBC และ MFC ของสารสกดัต้านจลิุนทรีย ์

  จากตวัอยา่งน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลล์ ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ไอโซเลท N2   

1 ลติร สกดัดว้ยตวัทาํละลาย ethyl acetate ไดส้ารสกดั 0.508 g เมื่อนํามาทดสอบหาค่า Minimal 

inhibitory concentration (MIC), Minimal bactericidal concentration (MBC) และ Minimal 

fungicidal  concentration (MFC) ของสารสกดั จากต ารางที ่3-12 พบวา่ค่า  MIC ของสารสกดัต่อ

การยบัย ัง้ C. perfringens, L. monocytogenes มค่ีาเท่ากบั  79 ไมโครกรมั ต่อมลิลลิติร  และมค่ีาค่า  

MIC ของสารสกดัต่อการยบัย ัง้ S. sonneii และ S. Typhi PSSCMI0034 เท่ากบั 635 ไมโครกรมั ต่อ

มลิลลิติร สาํหรบัค่า MIC ของสารสกดัต่อการยบัย ัง้  Rhodotorula sp. และ C. albican มค่ีาเท่ากบั 

2.54 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และค่า  MIC ของสารสกดัต่อการยบัย ัง้  S. cerevisiae เท่ากบั 0.159 

มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร  สาํหรบัค่า MBC ของสารสกดัต่อ  C. perfringen, S. sonneii และ S. Typhi 

PSSCMI0034 เท่ากบั  1.27 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร และค่า MBC ของสารสกดัต่อ  Rhodotorula sp. 

และ C. albican มค่ีาเท่ากบั 2.54 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ซึง่มค่ีาเท่ากบั MIC ส่วนค่า MBC ของสาร

สกดัต่อ  L. monocytogenes และ S. cerevisiae มค่ีาเท่ากบั  79 และ 635 ไมโครกรมั ต่อมลิลลิติร  

ตามลาํดับ สาํหรบัยาปฏชิวีนะ ทีใ่ชเ้ป็นชุด ควบคุมทางบวกพบวา่มคีวามสามารถยบัย ัง้เชือ้ก่อโรค

ดกีวา่สารสกดัหยาบ 

 ตารางท่ี 3-12 ค่า MIC, MBC และ MFC ของสารสกดัหยาบของ L. namurensis N2 

  

  

Test microorganisms 
MIC 

(mg/ml) 

MBC/MFC 

(mg/ml) 

Standard antibiotics              

(MIC/MBC or MFC) 

Van 

 (µg/ml) 

Gen 

(µg/ml) 

Amp 

(µg/ml) 

 C.  perfringens 0.079 1.27 0.5/2   

L.  monocytogenes 0.079 0.079 0.5/1   

S.  sonnei 0.635 1.27  0.5/1  

S. Typhi  0.635 1.27  1/2  

 S.  cerevisiae 0.159 0.635   0.125/4 

Rhodotorula sp. 2.54 2.54   0.25/2 

C. albican 2.54 2.54   0.25/2 
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 9. ผลของสารต้านจลิุนทรียท่ี์ศึกษาโดยใช้เทคนิค TLC 

  จากการทดสอบความสามารถในการผลติสาร ตา้นจุลนิทรยีข์อง L. namurensis N2 

โดยใชเ้ทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried sample)       

pH ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ไอโซเลท  N2 มค่ีา retardation factor (Rf) เท่ากบั 0.37 และ 0.56

ในขณะทีส่ารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) pH 6.5 มค่ีา retardation factor (Rf) เท่ากบั 0.35, 0.53, 

0.67 และ 0.76 (รปูที ่3-11) บ่งชีไ้ดว้า่ในสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) มอีงคป์ระกอบของสารที่

แตกต่างกนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3-11 ลกัษณะของแถบบนแผ่น Thin Layer Chromatography (TLC) ซึง่ทดสอบการ 

  สรา้งสารสารตา้นจุลนิทรยีแ์ถบที ่1; MRS, 2; 10xFDS, 3; 10xFDS pH 6.5, 4;  

  supernatant pH 5.2, 5; supernatant pH 6.5 
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  จากการนําสารสกดั ดว้ย ethyl acetate ของเชือ้แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท  N2 

ทดสอบความสามารถในการผลติสารตา้นจุลนิทรยี ์โดยใชเ้ทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 

พบวา่สารสกดั ถูกแยกเป็น 9 จุด โดยมค่ีา retardation factor (Rf) เท่ากบั 0.09, 0.14, 0.29, 0.33, 

0.49, 0.59, 0.71, 0.82 และ 0.92 (รปูที ่3-12) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รปูท่ี 3-12 ลกัษณะของแถบบนแผ่น Thin Layer Chromatography (TLC) ซึง่ทดสอบ 

   ความสามารถในการผลติสารตา้นจุลนิทรยี ์(แถวที ่1, 2 และ 3; สารสกดั 

   ของเชือ้แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2, 4; สารสกดัจากอาหารเลีย้ง 

   เชือ้ MRS broth) 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 
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  จากการ นําบรเิวณ  spots ทีเ่กดิขึน้ละลาย ละลายดว้ย 10% DMSO ก่อนนําไป

ทดสอบฤทธิก์ารยบัย ัง้  S. Typhi PSSCMI0034 (ขอ้ 3.1.4) พบวา่สารสกดัจุดที ่ 7, 8 และ 9 โดยมี

ค่า retardation factor (Rf) เท่ากบั  0.71, 0.82 และ 0.92 ตามลาํดบั สามารถยบัย ัง้ไดท้ ัง้  S. Typhi 

PSSCMI0034 โดยมขีนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้ คอื  14.00, 17.25 และ 16.25 

มลิลเิมตร ตามลาํดบั (รปูที ่3-13) 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3-13 ฤทธิต์า้น S. Typhi PSSCMI0034 ของสารทีแ่ยกไดบ้นแผ่น TLC (c; สารสกดัของ 

  แลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2, b7, b8 และ b9; สารสกดัจุดที ่7, 8 และ 9  

  ตามลาํดบั)    
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 10. ตรวจหาชนิดและปริมาณของสารตวัอย่าง 

 10.1 เทคนิค Gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) 

  จากการนําสารสกดั ดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 ตรวจหาชนิดของ

สารสกดัจากตวัอยา่งโดยใชเ้ครื่อง GC-MS สามารถตรวจพบสาร 6 ชนิด แสดง peak retention 

time ทีเ่วลา  498, 7.05, 7.94, 8.28, 8.33, 9.86 และ 11.09 นาที (รปูที ่3-14) โดยพบวา่ปรมิาณ

สารทีม่ากทีสุ่ดแสดงค่า retention time ทีเ่วลา 9.86 นาท ีและใหผ้ลการวเิคราะหบ่์งชีช้นิดของสาร

คอื pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4dione,hexahydro-3-(phenylmethyl) โดยมโีคร งสรา้งของสารดงั

แสดงในรปูที ่3-15 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3-14 โครมาโตแกรมของสารสกดัดว้ย ethyl acetate ของ Lactobacillus namurensis  

  N2 จากการวเิคราะหด์ว้ยเครื่อง GC-MS 

N
HN

O

O  

รปูท่ี 3-15 โครงสรา้งของสาร pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,hexahydro-3(phenylmethyl) 
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  จากการนําสา รสกดัดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 มาแยกโดยใช้

เทคนิค TLC แลว้นําบรเิวณ spots ทีเ่กดิขึน้ทัง้ 9 จุด ละลายดว้ย ethyl acetate ก่อนนําไปวเิคราะห์

หาชนิดของสารโดยใชเ้ครื่อง GC-MS สามารถวเิคราะหผ์ลไดเ้พยีงตาํแหน่งเดยีวคอื บรเิวณ  spots 

จุดที ่9 โดยพบวา่บรเิวณ  spots จุดที ่9 มปีรมิาณสารทีม่ากทีสุ่ดแสดงค่า retention time ทีเ่วลา 

15.10 นาท ีดงัแสดงในรปูที ่ 3-16 และใหผ้ลการวเิคราะหบ่์งชีช้นิดของสารคอื Octadecenamide 

โดยมโีครง สรา้งของสารดงัแสดงใน รปูที ่ 3-17 ซึง่เป็นบรเิวณ  spots จุดที ่9 ซึง่สามารถยบัย ัง้  S. 

Typhi PSSCMI0034 (รปูที ่3-13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 รปูท่ี 3-16 โครมาโตแกรมของสารสกดัดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 ที ่

   ผ่านการแยกชนิดของสารโดยใชเ้ทคนคิ TLC ก่อนนําไปวเิคราะหด์ว้ย 

   เครื่อง GC-MS 

 

 รปูท่ี 3-17 โครงสรา้งของสาร Octadecenamide 
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 บทท่ี 4 

วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

 1. การแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียจากอาหารหมกั 

  การแยกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกัของไทยชนิดต่างๆจาํนวน 51 

ตวัอยา่ง สามารถแยกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีได ้ 320 ไอโซเลท  (ตารางที ่3-1) พบวา่ตวัอยา่ง

แหนมสามารถแยกแลคตกิแอสดิแบคทีเรยีไดม้าก ทีสุ่ด คอื 8.44 ไอโซเลท /ตวัอยา่ง  ทัง้นี้อาจมี

สาเหตุมาจากอายกุารหมกัของผลติภณัฑท์ีเ่กบ็มาประเภทของอาหารหมกัทีม่แีหล่ง               

อาหารต่างกนัและจาํนวนของตวัอยา่ง ต่อผลติภณัฑแ์มว้า่มกีารแสดงเป็นค่าเฉลีย่ต่อตวัอยา่ง 

อยา่งไรกต็ามทุกตวัอยา่งของอาหารหมกัยงัคงมแีลคตกิแอสดิแบคทเีรยีอยู ่

  

 2. การคดัเลือกเช้ือท่ีมีฤทธ์ิต้านจลิุนทรีย ์

  จากการที่ น้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลแ์ลคตกิแอสดิแบคทเีรยีมคีวามสามารถ

ยบัย ัง้การเจรญิของ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhi PSSCMI0034 ไดด้เีป็นจาํนวนไม่

สงูมากประมาณ 15% สาํหรบั  S. Typhi PSSCMI0034 และ 3% สาํหรบั S. aureus ATCC 

25923 (ตารางที ่3-3 และ 3-4) แสดงวา่เชือ้ก่อโรคทัง้สองตา้น ต่อความเป็นกรดไดด้ี  โดยจาก

การศกึษาพบวา่น้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลท์ีไ่ม่ผ่านการปรบั pH ของไอโซเลท NN13 สามารถ

ยบัย ัง้ S. aureus ATCC 25923 และ S. Typhi PSSCMI0034 ไดด้ทีีสุ่ด (รปูที่ 3-1) อาจเป็นผล

มาจากกรดอนิทรยีท์ีแ่ลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ผลติขึน้ สงูมาก เช่น กรดแลคตกิ  ซึง่มฤีทธิต์า้น

จุลนิทรยีก่์อโรคในอาหาร ดงัรายงาน เช่น แบคทเีรยี Escherichia coli ATCC 25922 , 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus 

cereus (ศศธิร , 2548) Staphylococcus aureus PSSCMI 0004, Salmonella sp. PSSCMI 

0002 และ Vibrio parahaemolyticus VP4 (Kantachote and Charernjiratrakul, 2008) แต่

กรณีของเชือ้ไอโซเลท N2, YA031 และ NCB3 นอกจากสภาพความเป็นกรดแลว้พบวา่ยงัมสีาร

ออกฤทธิท์างชวีภาพอื่นๆดว้ยทีไ่ม่ใช่กรด (pH ถูกปรบัเป็น 6.5) ทีย่บัย ัง้  S. aureus ATCC 

25923 และ S. Typhi PSSCMI0034 ซึง่ น่าจะเป็นสารทีม่ขีนาดโมเลกุลเลก็และอยูใ่นรปู

สารละลายหรอืคอลลอยดจ์งึผ่านการกรองทีใ่ชข้นาดรพูรุน 0.22 และ 0.45 ไมโครเมตรได ้

(ตารางที ่3-5 และรปูที ่3-2) (Thermo Fisher Scientific, 2008) นอกจากนี้พบวา่ขนาดของรู

พรุนมผีลต่อฤทธิต์า้นจุลนิทรยี ์จากตารางที ่3-5 พบวา่ น้ําเลีย้งเชือ้ทีผ่่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 

0.22 ไมโครเมตร ของไอโซเลท NCB3 สามารถยบัย ัง้  S. Typhi PSSCMI0034 แต่ไม่สามารถ
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ยบัย ัง้เชือ้ดงัก ล่าวไดเ้มื่อผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.45 ไมโครเมตร อาจเป็นผลมาจากเมื่อ

ผ่านแผ่นกรองรพูรุนขนาดใหญ่มกีารรวมตวัของสารแลว้ทาํใหฤ้ทธิอ่์อนลง (antagonistic reacti 

on) ส่งผลใหป้ระสทิธภิาพในการยบัย ัง้เชือ้ลดลงแต่เมื่อผ่านแผ่นกรองทีม่ขีนาดรพูรุนเลก็ลง  คอื 

0.22 ไมโครเมตร ซึง่มขีนาดเลก็ลงอาจทาํใหส้ารทีผ่่านมาไดอ้ยูใ่นรปูอสิระส่งผลใหป้ระสทิธภิาพ

ในการยบัย ัง้เชือ้เกดิขึน้ไดด้ ีแต่ไอโซเลท N2 และ NCB3 ซึง่นําไปทดสอบการยบัย ัง้การเจรญิ

ของยสีตแ์ละราโดยการปรบั pH เป็น 6.5 พบวา่ไม่ยบัย ัง้ (ไม่ไดแ้สดงผลการทดลอง ) และเมื่อ

ทาํใหอ้ยูใ่นรปูความเขม้ขน้ 10 เท่า (Freeze dried sample) ของไอโซเลท N2 กพ็บการยบัย ัง้

เพยีงเลก็น้อยกวา่เท่านัน้ แสดงวา่ไอโซเลท N2 ไม่มกีารผลติสารตา้นเชือ้ราและยสีต ์

 

 3. การเจริญและการสร้างสารต้านจลิุนทรียข์องเช้ือท่ีคดัเลือกได้ 

  จากการศกึษาการเจรญิของแลคตกิแอสดิแบคทเีรี ยไอโซเลท  N2 และ NCB3 

พบวา่ทัง้ 2 ไอโซเลท เจรญิอยูใ่นช่วง log phase ในช่วง 5-20 ชัว่โมง และเขา้สู่ช่วง stationary 

phase ตัง้แต่ชัว่โมงที ่20-35 (รปูที ่3-6) พบวา่ทัง้ 2 ไอโซเลท มฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ  

S. Typhi PSSCMI0034 ไดใ้นชัว่โมงที ่ 15 และ 20 แต่เมื่อเขา้สู่ช ัว่โมงที ่ 30 สูญเสยีฤทธิใ์น

การยับ้ย ัง้เชือ้ไป ซึง่สาเหตุอาจเป็นเพราะสารตา้นแบคทเีรยีทีเ่ชือ้ผลติขึน้มาเป็นสารปฐมภมู ิ

(primary metabolite) ไม่ใช่สารทุตยิภมู ิ(secondary metabolite) ซึง่จะสรา้งในช่วง stationary 

phase ดงันัน้แสดงวา่สารทีไ่อโซเลท  N2 สรา้งขึน้เป็นสารปฐมภมู ิซึง่อาจเป็ นแบคเทอรโิอซนิ

ไม่ใช่สารปฎชิวีนะ  ซึง่คลา้ยกบั การศกึษาของ Sathe et al.(2007) พบวา่  Lb. plantarum 

CUK501 มปีระสทิธภิาพในการยบัย ัง้แบคทเีรยีทดสอบได ้ (512-1280 AU/ml) ในช่วง  18-24 

ชัว่โมง ซึง่เป็นช่วงการเพาะเลีย้งเชือ้ในระย ะสุดทา้ยของ  log phase (late log phase) และเมื่อ

ทาํการเพาะเลีย้งเชือ้มากกวา่ 48 ชัว่โมง  ซึง่สิน้สุดระยะ stationary phase พบวา่ฤทธิใ์นการ

ยบัย ัง้เชือ้แบคทเีรยีทดสอบลดลง  
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4. ผลของเอนไซม ์พีเอช และอณุหภมิูต่างๆต่อความทนของสารต้านจลิุนทรีย ์

   

  4.1 ผลของเอนไซม ์

 จากการศกึษาผลของเอนไซมย์อ่ยโปรตนีต่อความคงตวัของสาร ทีผ่ลติจาก เชือ้

ไอโซเลท  N2 และ NCB3 พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) จากเชือ้ ไอโซเลท  N2   

เมื่อผ่านการ  treat ดว้ยเอนไซม์ ยอ่ยโปรตนี ทาํใหส้ญูเสยีฤทธิใ์น การยบัย ัง้แบคทเีรยีก่อโรค  

เนื่องจากสารทีไ่ดจ้ากเชือ้ไอโซเลท N2 ถูกทาํลายดว้ยเอนไซมย์อ่ยโปรตนีและ  catalase แสดง

วา่สารจากเชือ้ไอโซเลท N2 ทีย่บัย ัง้เชือ้ทดสอบเป็นสารกลุ่มโปรตนี และมี Hydrogen peroxide 

(H2O2) ร่วมดว้ยแต่ไม่น่าจะมาก เพราะ H2O2 ถูกสรา้งไดน้้อยในสภาพไม่มอีากาศ (Kantachote 

and Charernjiratrakul, 2008) จากการศกึษาของ Garneau et al., 2002 พบวา่มแีลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีบางสายพนัธุ ์เช่น  Lc. lactis subsp. lactis, Lb. casei sub sp. Pseudoplantarum, 

Pedicococcus pentosaceous ทีส่ามารถผลติสารเพปไทดท์ีม่ฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีไ์ด้  ดงันัน้จงึ

เป็นไปไดท้ีเ่ชือ้ไอโซเลท N2 ผลติสารเพปไทดท์ีต่า้นแบคทเีรยี สาํหรบัเชือ้ไอโซเลท NCB3 เมื่อ

ผ่านการ treat ดว้ยเอนไซม์ยอ่ยโปรตนี พบวา่ไม่เกดิการยบัย ัง้เชือ้ทดสอบเมื่อเปรยีบเทยีบกบั

ตวัอยา่งทีไ่ม่ได ้treat ดว้ยเอนไซม ์และพบวา่สารตวัอยา่ง  (Freeze dried sample) pH 6.5 ไม่

สามารถยบัย ัง้เชือ้ทดสอบไดเ้ช่นกนั  ซึง่ทัง้นี้อาจเป็นไปไดว้า่ฤทธิย์บัย ัง้ส่วนใหญ่ของเชือ้นี้มา

จากกรดอนิทรยีท์ีเ่ชือ้สรา้ง 

 

  4.2 ผลของอณุหภมิู 

   

  จากการศกึษาผลของอุณหภมูต่ิอความคงตวัของสารทีผ่ลติจาก เชือ้ไอโซเลท  

N2 พบวา่สามารถทนความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ 63ºC เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ีตามลาํดบั 

(ตารางที ่3-6) และมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ S. Typhi PSSCMI0034แต่เมื่อใหค้วามรอ้น

ทีอุ่ณหภมูมิากกวา่ 63ºC คอื 80ºC พบวา่สญูเสยีความสามารถในการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. 

Typhi PSSCMI0034 ดงันัน้การใชส้ารตา้น  S. Typhi PSSCMI0034 ไอโซเลท N2 กบัผลติ 

ภณัฑอ์าหารเป็นไปไดโ้ดยการ pasteurization ทีอุ่ณหภมู ิ63ºC และจากรายงานของ Siripoke 

et al., 2007 ศกึษาสมบตัเิบือ้งตน้ของแบคทรีโิอซนิทีผ่ลติจาก Lactococcus lactis subsp. 

lactis FFL17-2 พบวา่สามารถทนความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ 100 ºC ไดน้าน  10 นาท ีแต่ถ้าใชเ้วลา

มากกวา่ 10 นาท ีฤทธิใ์นการยบัย ัง้เชือ้ทดสอบค่อยๆ ลดลงและถ้าใชอุ้ณหภมู ิ121 ºC 15 นาท ี 
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สญูเสยีความสามารถในการยบัย ัง้เชือ้ แบคทเีรยีทดสอบ อยา่งสมบรูณ์  เนื่องจากสารกลุ่ม        

แบคเทอรโิอซนิทีส่รา้งโดยแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีมหีลายกลุ่มและไอโซเลท N2 น่าจะสรา้ง        

แบคเทอรโิอซนิ class III ซึง่เป็นพวกทีไ่ม่ทนความรอ้น (heat labile protein) สาํหรบัแบคเทอริ

โอซนิ class III มโีครงสรา้งเป็นเพปไทดท์ีม่น้ํีาหนกัโมเลกุล >30 kDa ตวัอยา่งแบคเทอรโิอซนิ  

กลุ่มนี้ เช่น helveticin I สรา้งโดย  Lactobacillus helveticus และ  Enterolysin สรา้งโดย  

Enterococcus faecium (Todorov et al., 2005, Zacharof and Lovit, 2012) 

 

 

  4.3 ผลของ pH   

  จากการนําสารทีผ่ลติจากเชือ้ไอโซเลท N2 มาศกึษาผลของ pH ต่อความคงตวั

ของสาร พบวา่สารตา้นแบคทเีรยีของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 มคีวามคงตวัดใีนช่วง 

pH 2-6 และมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ S. Typhi PSSCMI0034 แต่เมื่อระดบั pH 7 ขึน้ไป 

พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried Sample) ของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 สญูเสยี

ความสามารถในการยบัย ัง้การเจรญิของ  S. Typhi PSSCMI0034 (ตารางที ่3-7) ทัง้นี้อาจเป็น

เพราะสารตา้นแบคทเีรยีเป็นสารกลุ่มแบคเทอรโิอซนิซึง่เป็นโปรตนี  ดงันัน้ pH จงึมผีลต่อการ

ทาํงานคอืการยบัย ัง้ ซึง่ผลการทดลองนี้คลา้ยกบัของ Garneau et al., 2002 ทีพ่บวา่ pH มผีล

อยา่งมากต่อการเปลีย่นแปลงของสาร antimicrobial compound ทีผ่ลติจาก  Lc. lactis subsp. 

diacetylactis และจากการศกึษาของ  Siripoke et al., 2007 พบวา่ Lactococcus lactis subsp. 

lactis FFL17-2 ซึง่แยกจากปลาสม้มฤีทธิต์า้นจุลลนิทรยีไ์ดด้ใีนช่วง pH 5-7 โดยสามารถ ยบัย ัง้ 

S. aureus, B. cereus และ L.  monocytogenes ไดม้ากทีสุ่ดที ่pH 5 
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 5. การเทียบเคียงชนิดของแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได้ 

 

  จากการนําแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท N2 ทีแ่ยกไดจ้ากแหนม  บ่งชีช้นิด

ของเชือ้ทีค่ดัเลอืกได้ เบือ้งตน้ตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 2 

(Kandler and Weiss, 1986) และเมื่อจดัจาํแนกในระดบัสปีชสีโ์ดยใชชุ้ดจาํแนก  แลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยีชนิดสาํเรจ็รปู API 50 CH (BioMerieux, France) พบวา่ไอโซเลท  N2 มคีวามใกลั 

เคยีงกบั Lactobacillus coryniformis subsp. torquens และ Lactobacillus acidifarinae (% 

identity) 98.5 ตามลาํดบั แต่ จากการศกึษาลกัษณะทางดา้นพนัธุ ศาสตรโ์มเลกุลโดยใช ้ 16S 

rRNA gene พบวา่ไอโซเลท N2 จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus namurensis strain Ln-15 (100% 

identity) ซึง่อาจเป็นเชือ้สายพนัธุ์ ใหม่จากการศกึษาของ Scheirlinck et al., 2007 ซึง่ศกึษา

ความหลากหลายทางชวีภาพของ แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี ทีแ่ยกจากตวัอย่ างแป้งหมกั พบเชือ้

สายพนัธุ์ ใหม่ คอื Lactobacillus namurensis ทีม่คีวามใกล้เคยีงกบั  Lactobacillus zymae, 

Lactobacillus acidifarinae (ซึง่กรณีใกลเ้คยีงกบัการใชชุ้ดทดสอบทีม่คีวามเหมอืน 98.5%) และ 

Lactobacillus spicheri ดงันัน้ไอโซเลท N2 จงึจดัเป็น  L. namurensis เพราะมคีวามเหมอืน 

100% ตามทีก่ล่าวมา 

  สาํหรบัแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท NCB3 ทีแ่ยกไดจ้ากปลาสม้พบวา่ถูก

จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150 โดยไม่มปีญัหาในการเทบียเคยีง

เพราะผลการทดสอบแบบดัง้เดมิและการใช้  16S rRNA gene ใหผ้ลตรงกนัโด ยมคีวามเหมอืน

อยูท่ ี ่99.7% และ 100% ซึง่เป็นปกตทิีเ่ชือ้ชนิด (species) เดยีวกนัยอ่มมคีวามแตกต่างกนับา้ง 

จากการศกึษาของ Halami et al., 2000 พบวา่ L. farciminis MD ทีแ่ยกไดจ้ากอาหารหมกั

ประเภทเหด็ มคีวามไวต่อสารแบคเทอรโิอซนิทีผ่ลติจากเชือ้สายพนัธุ์  Lactobacilli, 

Leuconostoc และ Pediococci และพบวา่ L. farciminis MD มคีวามไวต่อยาปฎชิวีนะ  ไดแ้ก่ 

ampicillin, cefazoline, chloramphenicol และ nitrofurantoin ทีค่วามเขม้ขน้ 30 ไมโครกรมั 

โดยมขีนาดเส้ นผ่านศนูยก์ลางของการยบัย ัง้เท่ากบั  30 มลิลเิมตร  จากคุณสมบตัขิอง L. 

farciminis MD ทีม่คีวามไวต่ อสารแบคเทอรโิอซนิและยาปฏชิวีนะ จงึสามารถนํามาใชเ้ป็น ตวั

บ่งชีก้ารผลติแบคเทอรโิอซนิได ้
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 6. ผลของสารต้านจลิุนทรียข์องเช้ือ L. namurensis N2 

 

  จากการนํา สารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) pH 6.5 และสารสกดัดว้ย ethyl 

acetate ของ L. namurensis N2 ทดสอบความสามารถในการผลติสารตา้นจุลนิทรยีโ์ดยใชเ้ทคนิค 

Thin Layer Chromatography (TLC) บ่งชีไ้ดว้า่สารทีผ่ลติจาก L. namurensis N2 มหีลายชนิด

แตกต่างกนัโดยเมื่อพจิารณาจากค่า retardation factor (Rf) พบวา่มคีวามแตกต่างกนั ทัง้นี้การแยก

ของสารขึน้กบัชนิดของตวัทาํละลายทีใ่ชใ้นการแยกกบัความมีข ัว้และไม่มขี ัว้ของสารตา้นจุลนิทรยี์

ซึง่ส่งผลต่อประสทิธภิาพในการแยกของสาร 

  จากการนําสารสกดัดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 ตรวจหาชนิดของ

สารสกดัจากตวัอยา่งโดยใชเ้ครื่อง GC-MS สามารถตรวจพบสารหลากหลายชนิดโดยพบวา่ปรมิาณ

สารทีส่ามารถตรวจพบไดม้ากทีสุ่ดโดยการวเิคราะหบ่์งชีช้นิดของสารคอื  pyrrolo[1,2-a] pyrazine-

1,4dione,hexahydro-3-(phenylmethyl) มน้ํีาหนกัโมเลกุลเท่ากบั 244.289 ซึง่สอดคลอ้งกบั การ 

ศกึษาของ Hairong et al., 2009 พบวา่ Cladosporium sp. F14 สามารถผลติสารปฏชิวีนะและสาร

ตา้นเชือ้รา ไดภ้ายใตส้ภาวะทีม่สีารอาหารทีแ่ตกต่างกนั โดยพบวา่เมื่อเตมิ glucose หรอื xylose 

ช่วย เพิม่ประสทิธภิาพการผลติสารปฏชิวีนะและสารตา้นเชือ้ราได ้เมื่อนําสารสกดัจาก 

Cladosporium sp. F14 วเิคราะหโ์ดยใชเ้ครื่อง GC-MS พบวา่มสีารตา้นจุลนิทรยี์หลายชนิด  ไดแ้ก่             

Methanephrine, cis-1-Chloro-9-octadecene, Nitrobicyclo [10.4.0] hexadecane-1-ol-13-one, 

13-Bromotetradecanoic acid, 2-Phenazinol, 6-amino, Morphinan-2,4-diol-6-one,N-formyl-, 

Pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione, hexahydro-3-(phenylmethyl). โดยมงีานวจิยั พบวา่สารใน

กลุ่ม  Pyrrolo [1,2-b] pyridazine มฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีแ์ละยบัย ัง้การสรา้งเอนไซม ์ (Florea et al., 

2008) นอกจากนี้ พบวา่สารในกลุ่ม phenylacetic acid, pyrrolidine carboximidamide, 

pyrrolopyrazines, tetra methyl pyrazine และ phenolic compounds มฤีทธิต์า้นแบคทเีรยีและเชือ้

รา (fungistatic) โดยจบักบั ergosterol ของเชือ้รา ทาํใหเ้กดิรพูรุนบนผนงัเซลล ์ส่งผลใหเ้กดิการ

สญูเสยีความสามารถในการผ่านเขา้ออกของสาร (permeability) และทาํใหเ้ซลลต์ายในทีสุ่ด  (Kim 

et al., 2004; Somers et al., 2005; Chaudhary et al., 2006; Kumar et al., 2008; Farzaliev et 

al., 2009; Roy et al., 2010)  

 จากการนําสารสกดัดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 มาแยกโดยใชเ้ทคนิ คTLC 

แลว้นําบรเิวณ  spots ทีเ่กดิขึน้ ไปทดสอบฤทธิก์ารยบัย ัง้และพบวา่สามารถยบัย ัง้  S. Typhi 

PSSCMI0034 มาละลายดว้ย ethyl acetate ก่อนนําไปวเิคราะหห์าชนิดของส ารโดยใชเ้ครื่ อง        

GC-MS สามารถวเิคราะหผ์ลไดเ้พยีงตาํแหน่งเดยีว ดงัแสดงในรปูที ่ 3-14 และใหผ้ลกา รวเิคราะห์

บ่งชีช้นิดของสารคอื Octadecenamide มน้ํีาหนกัโมเลกุลเท่ากบั 281.477 จากการศกึษาของ  

Kaneshiro et al.,1994 พบวา่  Bacillus megaterium NRRL B3437 สามารถผลติสา รtetra 
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decenamide, 9(Z)-Octadecenamide, hexadecenamide และtetradecanamide จาก oleic acid 

ได ้และจากการศกึษาของ Imelouane et al., 2010 พบวา่น้ํามนัหอมระเหย ทีไ่ดจ้ากตน้ สมุนไพร  

herba-alba มฤีทธิต์า้นจุลนิทรยีโ์ดยจะเขา้ไปทาํลายเยือ่หุม้เชลลแ์ละโครงสรา้งของเชลล ์ (Sikkema 

et al.,1995) พบวา่สารสกดัทีไ่ดส้ามารถยบัย ัง้เชือ้ก่อโรคทัง้แกรมบวก (S. pneumonia, S. aureus, 

S. epidermidis, L. monocytogenes.) และแกรมลบ (N. meningitides, H. influezae, E. cloacae,  

E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonia, Proteus mirabilis, Pantoea sp.) และจากการ   วเิคาระห์

องคป์ระกอบของ น้ํามนัหอมระเหย โดยใช้ เครื่อง  GC/FID และ GC-MS พบวา่มสีาร 9-

Octadecenamide เป็นส่วนประกอบอยูด่ว้ย 

 จากการวเิคราะหน้ํ์าหนกัโมเลกุลของสารโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE สารตวัอยา่ง  (Freeze 

dried sample) ของ L. namurensis N2 มน้ํีาหนกัโมเลกุลประมาณ 47 KD ซึง่จดัอยูใ่นกลุ่มแบ

คเทอรโิอซนิ class III สาํหรบัแบคเทอรโิอซนิ class III มโีครงสรา้งเป็นเพปไทดท์ีม่น้ํีาหนกัโมเลกุล 

>30 kDa ตวัอยา่งแบคเทอรโิอซนิกลุ่มนี้ เช่น helveticin I สรา้งโดย Lactobacillus helveticus และ 

Enterolysin สรา้งโดย Enterococcus faecium (Todorov et al., 2005, Zacharof and Lovit, 2012) 
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บทท่ี 5 

สรปุผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

 1. สามารถคดัเลอืกแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีได ้320 ไอโซเลท  จากอาหารหมกัของไทย

ชนิดต่างๆ จาํนวน 51 ตวัอยา่ง พบวา่น้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลท์ีไ่ม่ผ่านการปรบั pH ของแล

คตกิแอสดิแบคทเีรยีจาํนวน 76 ไอโซเลท สามารถยบัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 และ 34 ไอโซ

เลท สามารถยบัย ัง้ S. aureus ATCC 25923 ได ้และเมื่อนําน้ําเลีย้งเชือ้ปราศจากเซลลป์รบั pH 

เป็น 6.5 และกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรพูรุน 0.22 และ0.45 ไมโครเมตร  พบวา่มีแลคตกิแอสดิ

แบคทเีรยี เพยีง 5 ไอโซเลท  คอื ไอโซเลท N2, YA031, NCB3, NCB15 และ NNA7 สามารถ

ยบัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 หรอื S. aureus ATCC 25923 ได ้

 2. จากการศกึษาการเจรญิของแลคตกิแอสดิแบคทเีรยีไอโซเลท  N2 และ NCB3 พบวา่

ทัง้ 2 ไอโซเลท เจรญิอยูใ่นช่วง log phase ในช่วง 5-20 ชัว่โมง และเขา้สู่ช่วง stationary phase 

ตัง้แต่ชัว่โมงที ่20-35 และพบวา่ทัง้ 2 ไอโซเลท มฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ S. Typhi PSS 

CMI0034 ไดใ้นชัว่โมงที ่15-20 (late log phase) 

 3. เมื่อนําสารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของไอโซเลท N2 มา treat ดว้ยเอนไซม ์    

pronase E และ catalase พบวา่ไม่เกดิการยบัย ัง้เชือ้ทดสอบแสดงวา่สารทีไ่ดจ้ากเชือ้ ไอโซเลท 

N2 เป็นสารกลุ่มโปรตนีและม ีH2O2 ร่วมดว้ย 

 4. พบวา่สารตวัอยา่ง (Freeze dried sample) ของไอโซเลท  N2 มคีวามคงตวัดใีนช่วง 

pH 2-6 และสามารถทนความรอ้นที่ อุณหภมู ิ63ºC เป็นเวลา 10, 20 และ 30 นาท ีตามลาํดบั

และมฤีทธิใ์นการยบัย ัง้การเจรญิของ S. Typhi PSSCMI0034 ในช่วง pH และอุณหภมูดิงักล่าว 

 5. จากการศกึษาลกัษณะทางดา้นพนัธุศาสตรโ์มเลกุลโดยใช ้ 16S rRNA gene พบวา่

ไอโซเลท  N2 จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus namurensis strain Ln-15 และไอโซเลท NCB3 จดั 

อยูใ่นสกุล Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150 
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 6. จากการนําสารสกดั ดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 ตรวจหาชนิดของ

สารสกดัจากตวัอยา่งโดยใชเ้ครื่อง GC-MS ทีพ่บมากทีสุ่ดคอื pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4dione, 

hexahydro-3-(phenylmethyl) และเมื่อนํา สารสกดัดว้ย ethyl acetate ของ L. namurensis N2 

มาแยกโดยใชเ้ทคนิค TLC แลว้นําไปทดสอบการยบัย ัง้เชือ้พบวา่  มฤีทธิใ์นการยบัย ัง้  S. Typhi 

PSSCMI0034 เมื่อนําไปวเิคราะหห์าชนิดของสารโดยใชเ้ครื่อง GC-MS ใหผ้ลการวเิคราะหบ่์งชี้

ชนิดของสารคอื Octadecenamide 

 7. จากการวเิคราะหน้ํ์าหนกัโมเลกุลของสารโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE สารตวัอยา่ง  

(Freeze dried sample) ของ L. namurensis N2 มน้ํีาหนกัโมเลกุ ลประมาณ 47 KDa และรวม 

ถงึคุณสมบตัอิื่นๆทีก่ล่าวมาในขอ้ 3 และ 4 กล่าวไดว้า่เป็นสาร แบคเทอรโิอซนิ ซึง่จดัอยู่ในกลุ่ม

แบคเทอรโิอซนิ class III 

 

ข้อเสนอแนะ 

1. ศกึษาเพิม่เตมิเกีย่วกบัชนิดของแบคเทอรโิอซนิทีไ่ดจ้าก L. namurensis N2  

 2. จากการศกึษาพบวา่ L. namurensis N2 ทีแ่ยกไดจ้ากแหนม  สามารถสรา้งสารทีม่ี

ฤทธิย์บัย ัง้ S. Typhi PSSCMI0034 ทีก่่อโรคในอาหารไดแ้ละมคีวามคงตวัดใีนช่วง pH 2-6 และ

สามารถทนความรอ้นทีอุ่ณหภมู ิ 63ºC จงึเป็นที่ น่าสนใจทีจ่ะนําไปใชเ้ป็ นกลา้เชือ้ในการผลติ

อาหารหมกั เช่น แหนม และสามารถประยกุตใ์ชก้บัผลติภณัฑอ์าหารแช่แขง็รวมถงึอาหารทีต่อ้ง

ผ่านกระบวนการ pasteurization ได ้  
 



74 
 

รายการเอกสารอ้างอิง 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ  

de Man Rogosa and Sharpe agar (MRS agar, Merck) 

 Agar        14.0  กรมั 

 di-Ammonium hydrogen citrate    2.0 กรมั  

 di-Potassium hydrogen phosphate    2.0  กรมั 

 D(+)Glucose      20.0  กรมั 

 Magnesium sulfate      0.2  กรมั 

 Manganeses sulfate      0.04  กรมั 

 Peptone from casein     10.0 กรมั 

 Yeast extract       4.0 กรมั 

 Meat extract       8.0 กรมั 

 Sodium citrate       5.0  กรมั 

 Tween 80       1.0 กรมั 

 เตรยีมโดยละลายอาหารเลีย้งเชือ้แขง็ MRS 68.2 กรมั ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน้ํา

กลัน่ 1,000 มลิลลิติร และนําไปตัง้ไฟจนส่วนผสมเขา้กนั แลว้นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C 

ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี 

 

de Man Rogosa and Sharpe broth (MRS broth, Merck) 

 D(+)Glucose      20.0  กรมั 

 di-Ammonium hydrogen citrate    2.0 กรมั  

 di-Potassium hydrogen phosphate    2.0  กรมั 

 Meat extract       8.0 กรมั 

 Magnesium sulfate      0.2  กรมั 

 Manganeses sulfate      0.04  กรมั 

 Peptone from casein     10.0 กรมั 

 Sodium citrate       5.0  กรมั 

 Tween 80       1.0 กรมั 

 Yeast extract       4.0 กรมั 
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 เตรยีมโดยละลายอาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth 52.2 กรมั ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน้ํา

กลัน่ 1,000 มลิลลิติร แลว้นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาท ี 

 

Potato Dextrose Agar (PDA, Merck) 

 Agar        15.0  กรมั 

 Glucose       20.0  กรมั 

 Potato extracts      4.0  กรมั 

 เตรยีมโดยละลายอาหาร PDA 39 กรมั ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่ 1,000 

มลิลลิติร แลว้นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 

นาท ี 

 

Plate Count Agar (PCA, Merck) 

 Agar        15.0  กรมั 

 Glucose       1.0  กรมั 

 Tryptone       5.0  กรมั 

 Yeast extract       2.5  กรมั 

 เตรยีมโดยละลายอาหาร 22.5 กรมั ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่ 1,000 มลิลลิติร 

แลว้นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ121°C ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี 

 

Tryptic soy agar (TSA, Merck) 

 Pancreatic Digest of casein    15 กรมั 

 Enzymatic Digest of Soybean Meal    5 กรมั 

 NaCl        5 กรมั 

 Agar       15 กรมั 

 ละลายส่วนผสมทัง้หมดในน้ํากลัน่ 1,000 มลิลลิติร แลว้นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ทีอุ่ณหภมู ิ

121°C ความดนั 1.5 ปอนด/์ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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Tryptic soy broth (TSB, Merck) 

 Pancreatic Digest of casein                                              17 กรมั 

 Enzymatic Digest of Soybean Meal                                      3 กรมั 

 Dextrose                                                                      2.5 กรมั 

 NaCl                                                                              5 กรมั 

 Dipotassium phosphate                                                   2.5 กรมั 

 ละลายส่วนผสมในน้ํากลัน่ 1,000 มลิลลิติร นําไปเขา้ autoclave ทีค่วามดนั 15 ปอนด/์

ตร.นิ้ว อุณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส นาน 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 

 

ตารางท่ี 13 แสดงส่วนประกอบเจล (polyacrylamide gel)  

 

ส่วนประกอบ 
3% Stacking gel 

(5 ml) 

12% Separating gel 

(6 ml) 

30 % Acrylamide-0.8% bis 0.5 ml 2.4 ml 

0.5M Tris-HCl pH 6.8 1.25 ml - 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 - 1.50 ml 

0.2 M EDTA 50 µl 60 µl 

10% Sodium Dodecyl Sulfate 50 µl 60 µl 

10% ammonium persulfate 50 µl 60 µl 

TEMED 5 µl 6 µl 

Distilled water 3.10 ml 1.92 ml 
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แผนภมิูแสดงขัน้ตอนการสกดัสารตวัอย่างด้วย EtoAc  

ขัน้ตอนการสกดั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ชัง่ Freeze dried sample 5 g ละลายใน

น้ํา 200 ml  

     สกดัดว้ย EtoAc 100 ml (สกดัคร ัง้ที ่1) 

เขย่า 10 ครัง้ คร ัง้ละ 10 ครัง้ จากนัน้รอจนชัน้ของน้ําและ EtoAc 

แยกออกจากกนัอย่างสมบรูณ์ (สงัเกตชัน้ EtoAc จะใส)  

ระหวา่งนัน้ใหปิ้ดฝากรวยแยกดว้ย เพื่อป้องกนัการระเหยของ 

 

ชัน้ของน้ํา ชัน้ของ EtoAc 

(เกบ็เป็นสว่นที ่1 ) 

      สกดัดว้ย EtoAc อกีคร ัง้ 100 ml 

(โดยนํา flask ทีเ่กบ็ชัน้น้ําเทใสในกรวยแยก) 

ชัน้ของน้ํา ชัน้ของ EtoAc 

(เกบ็เป็นสว่นที ่2 ) 

สกดัดว้ย EtoAc  

อกีคร ัง้ 100 ml 

        ชัน้ของน้ํา     ชัน้ของ EtoAc  

(เกบ็เป็นสว่นที ่3 ) 
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          ชัน้ของน้ํา  

 

EtoAc สว่นที ่3 

เกบ็ชัน้ของ EtoAc 

 

เตมิ sodium sulfate anhydrous เพื่อกาํจดัน้ํา

สว่นทีเ่หลอืออก คอ่ยๆเตมิทีล่ะน้อยแลว้เขย่า 

กรองเอา Na2SO4 ออก โดยใชก้รวยกรอง 

ทีม่ชี ัน้กรองเป็นสาํลทีีผ่า่นการลา้งดว้ย organic solvent 

นําชัน้ของ EtoAc ทัง้ 3 สว่นมารวมกนั สกดัดว้ยน้ํากลัน่อกีคร ัง้ 50 ml 

สารสกดั 

 

นําไประเหยเอา EtoAc ออกที ่30 OC 
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ผลการจดัจาํแนกแลคติกแอสิดแบคทีเรีย 

 ผลการจดัจาํแนก แลคตกิแอสดิแบคทเีรยี โดยวธิี  partial 16S rDNA sequencing 

electropheogram จากหน่วยโครงการพฒันาวชิาการ KU-VECTOR ภาควชิาจุลชวีวทิยา คณะ

วทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตรข์องไอโซเลท N2 และ NCB3 

Lactobacillus namurensis strain Ln-15 

Length = 1476 

Score = 1620 bits (1796),  Expect = 0.0 

Identities = 898/898 (100%), Gaps = 0/898 (0%) 

Strand=Plus/Plus 

Accession number HM130541 
 
Report of Microbial Identification by partial 16S rDNA sequence analysis 
Sample Name : N2 
 
 
898 bp Identification 
Homology Search with BLASTn program from NCBI database 
 
Sequences producing significant alignments:   SCORE  E VALUE 
 
HM130541  Lactobacillus namurensis strain Ln-15  1620    0.0   
AB626072  Lactobacillus namurensis strain: NBRC 107158 1615    0.0   
AM259119  Lactobacillus namurensis strain LMG 23584T  1615    0.0   
AM259118  Lactobacillus namurensis strain LMG 23583T  1615    0.0   
AB626069  Lactobacillus spicheri  strain: NBRC 107155  1579    0.0   
 
BLASTN 2.2.25+  
Reference: 
Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A. 
Schäffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and 
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new 
generation of protein database search programs", Nucleic 
Acids Res. 25:3389-3402. 
 
RID: 3R7SE6DM012 
 
Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, 
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) 
           14,409,272 sequences; 37,064,856,589 total letters 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296788341?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3R7SE6DM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#296788341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025386?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=3R7SE6DM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#329025386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116054477?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=3R7SE6DM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#116054477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116054476?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=3R7SE6DM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#116054476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025383?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=3R7SE6DM012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#329025383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&list_uids=9254694&dopt=Citation
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Query=  Length=898 
>N2 CONTIG 
GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC 
ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA 
CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA 
AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA 
GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA 
ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG 
TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG 
GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG 
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG 
TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA 
GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG 
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT 
TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC 
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG 
TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG 
 
Alignment and Phylogenic tree by MEGA 4  
Unweighted pair-group method using arithmetic averages (UPGMA) 
 

 AM259119

 AM259118

 AB626072

 N2 

 HM130541

 AB626069
 

 
 

 
>gi|296788341|gb|HM130541.1|  Lactobacillus namurensis strain Ln-15 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1476 
 
 Score = 1620 bits (1796),  Expect = 0.0 
 Identities = 898/898 (100%), Gaps = 0/898 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  411   GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  470 
 
Query  61    ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  471   ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  530 
 
Query  121   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  531   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  590 
 
Query  181   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  591   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  650 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296788341?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=3R7SE6DM012
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Query  241   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  651   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  710 
 
Query  301   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  711   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  770 
 
Query  361   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  771   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  830 
 
Query  421   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  831   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  890 
 
Query  481   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  891   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  950 
 
Query  541   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  951   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  1010 
 
Query  601   GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1011  GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  1070 
 
Query  661   TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1071  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  1130 
 
Query  721   TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1131  TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  1190 
 
Query  781   AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1191  AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  1250 
 
Query  841   TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  898 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1251  TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  1308 
 
 
>gi|329025386|dbj|AB626072.1|  Lactobacillus namurensis gene for 16S rRNA, 
partial sequence, strain: NBRC 107158 
Length=1491 
 
Score = 1615 bits (1790),  Expect = 0.0 
Identities = 897/898 (99%), Gaps = 0/898 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  413   GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  472 
 
Query  61    ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  473   ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  532 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025386?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=3R7SE6DM012
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Query  121   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  533   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  592 
 
Query  181   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  593   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  652 
 
Query  241   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  653   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  712 
 
Query  301   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  360 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  713   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  772 
 
Query  361   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  773   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  832 
 
Query  421   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  833   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  892 
 
Query  481   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  893   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  952 
 
Query  541   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  953   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  1012 
 
Query  601   GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1013  GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  1072 
 
Query  661   TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1073  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  1132 
 
Query  721   TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1133  TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  1192 
 
Query  781   AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1193  AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  1252 
 
Query  841   TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  898 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1253  TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  1310 
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>gi|116054477|emb|AM259119.1|  Lactobacillus namurensis partial 16S rRNA gene, 
type strain LMG 23584T 
Length=1518 
 
 Score = 1615 bits (1790),  Expect = 0.0 
 Identities = 897/898 (99%), Gaps = 0/898 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  413   GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  472 
 
Query  61    ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  473   ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  532 
 
Query  121   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  533   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  592 
 
Query  181   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  593   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  652 
 
Query  241   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  653   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  712 
 
Query  301   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  360 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  713   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  772 
 
Query  361   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  773   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  832 
 
Query  421   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  833   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  892 
 
Query  481   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  893   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  952 
 
Query  541   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  953   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  1012 
 
Query  601   GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1013  GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  1072 
 
Query  661   TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1073  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  1132 
 
Query  721   TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1133  TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  1192 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116054477?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=3R7SE6DM012
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Query  781   AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1193  AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  1252 
 
Query  841   TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  898 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1253  TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  1310 
>gi|116054476|emb|AM259118.1|  Lactobacillus namurensis partial 16S rRNA gene, 
type strain LMG 23583T 
 
 
 
Length=1518 
Score = 1615 bits (1790),  Expect = 0.0 
Identities = 897/898 (99%), Gaps = 0/898 (0%) 
Strand=Plus/Plus 
Query  1     GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  413   GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  472 
 
Query  61    ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  473   ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  532 
 
Query  121   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  533   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  592 
 
Query  181   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  593   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  652 
 
Query  241   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  653   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  712 
 
Query  301   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  360 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  713   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  772 
 
Query  361   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  773   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  832 
 
Query  421   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  833   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  892 
 
Query  481   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  893   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  952 
 
Query  541   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  953   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  1012 
 
Query  601   GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1013  GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  1072 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/116054476?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=3R7SE6DM012
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Query  661   TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1073  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  1132 
 
Query  721   TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1133  TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  1192 
 
Query  781   AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1193  AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  1252 
 
Query  841   TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  898 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1253  TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  1310 
 
 
 
>gi|329025383|dbj|AB626069.1|  Lactobacillus spicheri gene for 16S rRNA, 
partial sequence, strain: NBRC 107155 
Length=1491 
 
 Score = 1579 bits (1750),  Expect = 0.0 
 Identities = 889/898 (99%), Gaps = 0/898 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  413   GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGAC  472 
 
Query  61    ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  473   ATCGTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA  532 
 
Query  121   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTA  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  533   CGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTA  592 
 
Query  181   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGGAACTTGA  240 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  |||||| 
Sbjct  593   AGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGA  652 
 
Query  241   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  653   GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGA  712 
 
Query  301   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  360 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  713   ACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGG  772 
 
Query  361   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTG  420 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  773   TAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTG  832 
 
Query  421   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  480 
             |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  833   GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG  892 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025383?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=3R7SE6DM012
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Query  481   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  893   ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG  952 
 
Query  541   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  953   TTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTAAGA  1012 
 
Query  601   GATAAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  660 
             ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1013  GATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG  1072 
 
Query  661   TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1073  TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCAT  1132 
 
Query  721   TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1133  TCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC  1192 
 
Query  781   AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1193  AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAG  1252 
 
Query  841   TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGG  898 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  1253  TCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGG  1310 
 
 
 
LOCUS       HM130541                1476 bp    DNA     linear   BCT 30-MAY-2010 
DEFINITION  Lactobacillus namurensis strain Ln-15 16S ribosomal RNA gene, 
            partial sequence. 
ACCESSION   HM130541 
VERSION     HM130541.1  GI:296788341 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lactobacillus namurensis 
  ORGANISM  Lactobacillus namurensis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1476) 
  AUTHORS   Sheng,H.-Y., Guo,Y.-P., Chang,Y. and Zhang,M. 
  TITLE     The biodiversity of lactic acid bacteria from the traditional 
            fermented vegetable 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1476) 
  AUTHORS   Sheng,H.-Y., Guo,Y.-P., Chang,Y. and Zhang,M. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (16-APR-2010) College of Life Science, Anhui Agriculture 
            University, Changjiang West Road, Hefei, Anhui 230036, China 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1476 
                     /organism="Lactobacillus namurensis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="Ln-15" 
                     /db_xref="taxon:380393" 
     rRNA            <1..>1476 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/296788341?from=1&to=1476&report=gbwithparts
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ORIGIN       
        1 gtaggcagct ggcggctgcc tatacatgca agtcgaacga gttcccgttg attgacgtgc 
       61 ttgcactgat ttcaacattg gaacgagtgg cgaactggtg agtaacacgt ggaaaacctg 
      121 cccagaagca ggggataaca cttggaaaca ggtgctaata ccgtataaca acaaaaaccg 
      181 catggttttt gtttgaaagg tggcttcggc tatcacttct ggatggttcc gcggcgcatt 
      241 agcttgttgg tggggtaacg gctcaccaag gcgatgatgc gtagccgacc tgagagggta 
      301 atcggccaca ttgggactga gacacggccc agactcctac gggaggcagc agtagggaat 
      361 cttccacaat ggacgcaagt ctgatggagc aatgccgcgt gagtgaagaa gggtttcggc 
      421 tcgtaaaact ctgttgttga agaagaacgg gtgtcagagt aactgttgac atcgtgacgg 
      481 tattcaacca gaaagccacg gctaactacg tgccagcagc cgcggtaata cgtaggtggc 
      541 aagcgttgtc cggatttatt gggcgtaaag cgagcgcagg cggtttctta agtctgatgt 
      601 gaaagccttc ggcttaaccg aagaagtgca tcggaaactg gggaacttga gtgcagaaga 
      661 ggacagtgga actccatgtg tagcggtgga atgcgtagat atatggaaga acaccagtgg 
      721 cgaaggcggc tgtctagtct gcaactgacg ctgaggctcg aaagcatggg tagcgaacag 
      781 gattagatac cctggtagtc catgccgtaa acgatgagtg ctaggtgttg gagggtttcc 
      841 gcccttcagt gccgcagcta acgcattaag cactccgcct ggggagtacg accgcaaggt 
      901 tgaaactcaa aggaattgac gggggcccgc acaagcggtg gagcatgtgg tttaattcga 
      961 agctacgcga agaaccttac caggtcttga catcttctgc caatcttaga gataagacgt 
     1021 tcccttcggg gacagaatga caggtggtgc atggttgtcg tcagctcgtg tcgtgagatg 
     1081 ttgggttaag tcccgcaacg agcgcaaccc ttattatcag ttgccagcat tcagttgggc 
     1141 actctggtga gactgccggt gacaaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aaatcatcat 
     1201 gccccttatg acctgggcta cacacgtgct acaatggacg gtacaacgag tcgcaaagtc 
     1261 gcgaggctaa gctaatctct taaagccgtt ctcagttcgg attgcaggct gcaactcgcc 
     1321 tacatgaagt tggaatcgct agtaatcgcg gatcagcatg ccgcggtgaa tacgttcccg 
     1381 ggccttgtac acaccgcccg tcacaccatg agagtttgta acacccaaag ccggtgaggt 
     1441 aacctttgga gccagccgtc taaggtgaca gattgt 
 
LOCUS       AB626072                1491 bp    DNA     linear   BCT 16-APR-2011 
DEFINITION  Lactobacillus namurensis gene for 16S rRNA, partial sequence, 
            strain: NBRC 107158. 
ACCESSION   AB626072 
VERSION     AB626072.1  GI:329025386 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lactobacillus namurensis 
  ORGANISM  Lactobacillus namurensis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Miyashita,M. 
  TITLE     NITE Biological Resource Center (NBRC) 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1491) 
  AUTHORS   Miyashita,M. and Nakagawa,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (15-APR-2011) Contact:Mika Miyashita National Institute 
            of Technology and Evaluation, NITE Biological Resource Center 
            (NBRC); Kazusakamatari, Kisarazu, Chiba 292-0818, Japan URL 
            :http://www.nbrc.nite.go.jp/ 
COMMENT     Please visit our web site 
            http://www.nbrc.nite.go.jp/. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1491 
                     /organism="Lactobacillus namurensis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="NBRC 107158" 
                     /db_xref="NBRC:107158" 
                     /db_xref="taxon:380393" 
                     /note="type strain of Lactobacillus namurensis" 
     rRNA            <1..>1491 
                     /product="16S ribosomal RNA" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.nbrc.nite.go.jp/
http://www.nbrc.nite.go.jp/NBRC2/NBRCCatalogueDetailServlet?ID=NBRC&CAT=107158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/329025386?from=1&to=1491&report=gbwithparts
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ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gagttcccgt tgattgacgt 
       61 gcttgcactg atttcaacat tggaacgagt ggcgaactgg tgagtaacac gtggaaaacc 
      121 tgcccagaag caggggataa cacttggaaa caggtgctaa taccgtataa caacaaaaac 
      181 cgcatggttt ttgtttgaaa ggtggcttcg gctatcactt ctggatggtt ccgcggcgca 
      241 ttagcttgtt ggtggggtaa cggctcacca aggcgatgat gcgtagccga cctgagaggg 
      301 taatcggcca cattgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga 
      361 atcttccaca atggacgcaa gtctgatgga gcaatgccgc gtgagtgaag aagggtttcg 
      421 gctcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac gggtgtcaga gtaactgttg acatcgtgac 
      481 ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg 
      541 gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agcgagcgca ggcggtttct taagtctgat 
      601 gtgaaagcct tcggcttaac cgaagaagtg catcggaaac tggggaactt gagtgcagaa 
      661 gaggacagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag atatatggaa gaacaccagt 
      721 ggcgaaggcg gctgtctagt ctgtaactga cgctgaggct cgaaagcatg ggtagcgaac 
      781 aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag tgctaggtgt tggagggttt 
      841 ccgcccttca gtgccgcagc taacgcatta agcactccgc ctggggagta cgaccgcaag 
      901 gttgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc 
      961 gaagctacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcttct gccaatctta gagataagac 
     1021 gttcccttcg gggacagaat gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
     1081 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc agttgccagc attcagttgg 
     1141 gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1201 atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatgga cggtacaacg agtcgcaaag 
     1261 tcgcgaggct aagctaatct cttaaagccg ttctcagttc ggattgcagg ctgcaactcg 
     1321 cctacatgaa gttggaatcg ctagtaatcg cggatcagca tgccgcggtg aatacgttcc 
     1381 cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg taacacccaa agccggtgag 
     1441 gtaacctttt ggagccagcc gtctaaggtg ggacagatga ttagggtgaa g 
 
 
 
LOCUS       AM259119                1518 bp    DNA     linear   BCT 02-FEB-2007 
DEFINITION  Lactobacillus namurensis partial 16S rRNA gene, type strain LMG 
            23584T. 
ACCESSION   AM259119 
VERSION     AM259119.1  GI:116054477 
KEYWORDS    16S ribosomal RNA; 16S rRNA gene. 
SOURCE      Lactobacillus namurensis 
  ORGANISM  Lactobacillus namurensis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Scheirlinck,I., Van der Meulen,R., Van Schoor,A., Cleenwerck,I., 
            Huys,G., Vandamme,P., De Vuyst,L. and Vancanneyt,M. 
  TITLE     Lactobacillus namurensis sp. nov., isolated from a traditional 
            Belgian sourdough 
  JOURNAL   Int. J. Syst. Evol. Microbiol. 57 (PT 2), 223-227 (2007) 
   PUBMED   17267954 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1518) 
  AUTHORS   Scheirlinck,I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-APR-2006) Scheirlinck I., Laboratory of Microbiology, 
            University Ghent, 9000, Ghent, BELGIUM 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1518 
                     /organism="Lactobacillus namurensis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="type strain: LMG 23584 = R-30099" 
                     /isolate="Nx9 = D09ME01T02-009" 
                     /isolation_source="sourdough" 
                     /db_xref="taxon:380393" 
                     /country="Belgium:Namur" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17267954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
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     gene            <1..>1518 
                     /gene="16S rRNA" 
     rRNA            <1..>1518 
                     /gene="16S rRNA" 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gagttcccgt tgattgacgt 
       61 gcttgcactg atttcaacat tggaacgagt ggcgaactgg tgagtaacac gtggaaaacc 
      121 tgcccagaag caggggataa cacttggaaa caggtgctaa taccgtataa caacaaaaac 
      181 cgcatggttt ttgtttgaaa ggtggcttcg gctatcactt ctggatggtt ccgcggcgca 
      241 ttagcttgtt ggtggggtaa cggctcacca aggcgatgat gcgtagccga cctgagaggg 
      301 taatcggcca cattgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga 
      361 atcttccaca atggacgcaa gtctgatgga gcaatgccgc gtgagtgaag aagggtttcg 
      421 gctcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac gggtgtcaga gtaactgttg acatcgtgac 
      481 ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg 
      541 gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agcgagcgca ggcggtttct taagtctgat 
      601 gtgaaagcct tcggcttaac cgaagaagtg catcggaaac tggggaactt gagtgcagaa 
      661 gaggacagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag atatatggaa gaacaccagt 
      721 ggcgaaggcg gctgtctagt ctgtaactga cgctgaggct cgaaagcatg ggtagcgaac 
      781 aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag tgctaggtgt tggagggttt 
      841 ccgcccttca gtgccgcagc taacgcatta agcactccgc ctggggagta cgaccgcaag 
      901 gttgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc 
      961 gaagctacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcttct gccaatctta gagataagac 
     1021 gttcccttcg gggacagaat gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
     1081 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc agttgccagc attcagttgg 
     1141 gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1201 atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatgga cggtacaacg agtcgcaaag 
     1261 tcgcgaggct aagctaatct cttaaagccg ttctcagttc ggattgcagg ctgcaactcg 
     1321 cctacatgaa gttggaatcg ctagtaatcg cggatcagca tgccgcggtg aatacgttcc 
     1381 cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg taacacccaa agccggtgag 
     1441 gtaacctttt ggagccagcc gtctaaggtg ggacagatga ttagggtgaa gtcgtaacaa 
     1501 ggtagccgta ggagaacc 
 
 
 
LOCUS       AM259118                1518 bp    DNA     linear   BCT 02-FEB-2007 
DEFINITION  Lactobacillus namurensis partial 16S rRNA gene, type strain LMG 
            23583T. 
ACCESSION   AM259118 
VERSION     AM259118.1  GI:116054476 
KEYWORDS    16S ribosomal RNA; 16S rRNA gene. 
SOURCE      Lactobacillus namurensis 
  ORGANISM  Lactobacillus namurensis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Scheirlinck,I., Van der Meulen,R., Van Schoor,A., Huys,G., 
            Vandamme,P., Swings,J., De Vuyst,L. and Vancanneyt,M. 
  TITLE     Lactobacillus namurensis sp. nov., from a traditional Belgian 
            sourdough 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1518) 
  AUTHORS   Scheirlinck,I. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-APR-2006) Scheirlinck I., Laboratory of Microbiology, 
            University Ghent, 9000, Ghent, BELGIUM 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1518 
                     /organism="Lactobacillus namurensis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/116054477?from=1&to=1518&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/116054477?from=1&to=1518&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
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                     /strain="type strain: LMG 23583 = R-27965" 
                     /isolate="N24 = D09ME01T01-024" 
                     /isolation_source="sourdough" 
                     /db_xref="taxon:380393" 
                     /country="Belgium:Namur" 
     gene            <1..>1518 
                     /gene="16S rRNA" 
     rRNA            <1..>1518 
                     /gene="16S rRNA" 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gagttcccgt tgattgacgt 
       61 gcttgcactg atttcaacat tggaacgagt ggcgaactgg tgagtaacac gtggaaaacc 
      121 tgcccagaag caggggataa cacttggaaa caggtgctaa taccgtataa caacaaaaac 
      181 cgcatggttt ttgtttgaaa ggtggcttcg gctatcactt ctggatggtt ccgcggcgca 
      241 ttagcttgtt ggtggggtaa cggctcacca aggcgatgat gcgtagccga cctgagaggg 
      301 taatcggcca cattgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga 
      361 atcttccaca atggacgcaa gtctgatgga gcaatgccgc gtgagtgaag aagggtttcg 
      421 gctcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac gggtgtcaga gtaactgttg acatcgtgac 
      481 ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg 
      541 gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agcgagcgca ggcggtttct taagtctgat 
      601 gtgaaagcct tcggcttaac cgaagaagtg catcggaaac tggggaactt gagtgcagaa 
      661 gaggacagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag atatatggaa gaacaccagt 
      721 ggcgaaggcg gctgtctagt ctgtaactga cgctgaggct cgaaagcatg ggtagcgaac 
      781 aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag tgctaggtgt tggagggttt 
      841 ccgcccttca gtgccgcagc taacgcatta agcactccgc ctggggagta cgaccgcaag 
      901 gttgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc 
      961 gaagctacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcttct gccaatctta gagataagac 
     1021 gttcccttcg gggacagaat gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
     1081 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc agttgccagc attcagttgg 
     1141 gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1201 atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatgga cggtacaacg agtcgcaaag 
     1261 tcgcgaggct aagctaatct cttaaagccg ttctcagttc ggattgcagg ctgcaactcg 
     1321 cctacatgaa gttggaatcg ctagtaatcg cggatcagca tgccgcggtg aatacgttcc 
     1381 cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg taacacccaa agccggtgag 
     1441 gtaacctttt ggagccagcc gtctaaggtg ggacagatga ttagggtgaa gtcgtaacaa 
     1501 ggtagccgta ggagaacc 
 
 
 
LOCUS       AB626069                1491 bp    DNA     linear   BCT 16-APR-2011 
DEFINITION  Lactobacillus spicheri gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: 
            NBRC 107155. 
ACCESSION   AB626069 
VERSION     AB626069.1  GI:329025383 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lactobacillus spicheri 
  ORGANISM  Lactobacillus spicheri 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Miyashita,M. 
  TITLE     NITE Biological Resource Center (NBRC) 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1491) 
  AUTHORS   Miyashita,M. and Nakagawa,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (15-APR-2011) Contact:Mika Miyashita National Institute 
            of Technology and Evaluation, NITE Biological Resource Center 
            (NBRC); Kazusakamatari, Kisarazu, Chiba 292-0818, Japan URL 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=380393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/116054476?from=1&to=1518&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/116054476?from=1&to=1518&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=216463
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            :http://www.nbrc.nite.go.jp/ 
COMMENT     Please visit our web site 
            http://www.nbrc.nite.go.jp/. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1491 
                     /organism="Lactobacillus spicheri" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="NBRC 107155" 
                     /db_xref="NBRC:107155" 
                     /db_xref="taxon:216463" 
                     /note="type strain of Lactobacillus spicheri" 
     rRNA            <1..>1491 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gagttcncgt tgattgacgt 
       61 gcttgcactg atttcaacat tggaacgagt ggcgaactgg tgagtaacac gtgggaaatc 
      121 tgcccagaag caggggataa cacttggaaa caggtgctaa taccgtataa caacaaaatc 
      181 cgcatggatt ttgtttgaaa ggtggtttcg gctatcactt ctggatgatc ccgcggcgta 
      241 ttagttagtt ggtagggtaa tggcttacca agacgatgat acgtagccga cctgagaggg 
      301 taatcggcca cattgggact gagacacggc ccagactcct acgggaggca gcagtaggga 
      361 atcttccaca atggacgaaa gtctgatgga gcaatgccgc gtgagtgaag aagggtttcg 
      421 gctcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac gggtgtcaga gtaactgttg acatcgtgac 
      481 ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg 
      541 gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agcgagcgca ggcggttttt taagtctgat 
      601 gtgaaagcct tcggcttaac cgaagaagtg catcggaaac tgggagactt gagtgcagaa 
      661 gaggacagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag atatatggaa gaacaccagt 
      721 ggcgaaggcg gctgtctagt ctgtaactga cgctgaggct cgaaagcatg ggtagcgaac 
      781 aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag tgctaagtgt tggagggttt 
      841 ccgcccttca gtgctgcagc taacgcatta agcactccgc ctggggagta cgaccgcaag 
      901 gttgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc 
      961 gaagctacgc gaagaacctt accaggtctt gacatcttct gccaatctaa gagattagac 
     1021 gttcccttcg gggacagaat gacaggtggt gcatggttgt cgtcagctcg tgtcgtgaga 
     1081 tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc agttgccagc attcagttgg 
     1141 gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc 
     1201 atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatgga cggtacaacg agtcgcaaag 
     1261 tcgcgaggct aagctaatct cttaaagccg ttctcagttc ggattgtagg ctgcaactcg 
     1321 cctacatgaa gttggaatcg ctagtaatcg cggatcagca tgccgcggtg aatacgttcc 
     1381 cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg taacacccaa agccggtgag 
     1441 ataaccttcg ggagtcagcc gtctaaggtg ggacagatga ttagggtgaa  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.nbrc.nite.go.jp/
http://www.nbrc.nite.go.jp/NBRC2/NBRCCatalogueDetailServlet?ID=NBRC&CAT=107155
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=216463
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/329025383?from=1&to=1491&report=gbwithparts
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Lactobacillus farciminis strain NBRC 107150   

Length=1492 

Score = 1792 bits (1986)bits, Expect = 0.0 

Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 

Strand = Plus/Plus 
 
Report of Microbial Identification by partial 16S rDNA sequence analysis 
Sample Name : NCB3 
 
 
993 bp Identification 
Homology Search with BLASTn program from NCBI database 
 
Sequences producing significant alignments:               SCORE  E VALUE 
 
AB626064  Lactobacillus farciminis strain: NBRC 107150 1792    0.0   
AM275437  Uncultured bacterium clone AP07K.42   1792    0.0   
DQ056424  Uncultured Lactobacillus sp. clone Al2-6c   1792    0.0   
DQ056421  Lactobacillus farciminis strain Al2-3i   1792    0.0   
AJ417499  Lactobacillus farciminis strain DSM 20185  1792    0.0   
 
BLASTN 2.2.25+  
Reference: 
Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro A. 
Schäffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and 
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new 
generation of protein database search programs", Nucleic 
Acids Res. 25:3389-3402. 
 
 
RID: 4M39A50E014 
 
 
Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, 
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences) 
           14,469,546 sequences; 37,160,998,122 total letters 
  
Query= NCB3 Length=993 
>NCB3 
AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC 
ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA 
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT 
TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT 
GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA 
GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG 
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT 
TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA 
CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT 
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA 
GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG 
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC 
ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG 
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG 
TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=4M39A50E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#329025378
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148473733?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=4M39A50E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#148473733
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/66866681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=4M39A50E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#66866681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/66866678?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=4M39A50E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#66866678
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16549054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=4M39A50E014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi#16549054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&cmd=Retrieve&list_uids=9254694&dopt=Citation
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CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG 
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT 
 
Alignment and Phylogenic tree by MEGA 4  
Unweighted pair-group method using arithmetic averages (UPGMA) 
 

 

 DQ056421

 AJ417499

 DQ056424

 AM275437

 AB626064

 NCB3
 

 
>gi|329025378|dbj|AB626064.1|  Lactobacillus farciminis gene for 16S rRNA, 
partial sequence, strain: NBRC 107150 
Length=1492 
 
 Score = 1792 bits (1986),  Expect = 0.0 
 Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  410   AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  469 
 
Query  61    ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  470   ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  529 
 
Query  121   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  530   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  589 
 
Query  181   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  590   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  649 
 
Query  241   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  650   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  709 
 
Query  301   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  710   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  769 
 
Query  361   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  770   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  829 
 
Query  421   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  830   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  889 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/329025378?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=4M39A50E014
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Query  481   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  890   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  949 
 
Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  950   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  1009 
 
Query  601   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1010  GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1069 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1070  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  1129 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1130  ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  1189 
 
Query  781   TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1190  TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  1249 
 
Query  841   TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1250  TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  1309 
 
Query  901   CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1310  CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  1369 
 
Query  961   AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  993 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1370  AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  1402 
 
 
>gi|148473733|emb|AM275437.2|  Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, 
clone AP07K.42 
Length=1519 
 
 Score = 1792 bits (1986),  Expect = 0.0 
 Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  410   AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  469 
 
Query  61    ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  470   ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  529 
 
Query  121   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  530   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  589 
 
Query  181   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  590   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  649 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148473733?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=4M39A50E014
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Query  241   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  650   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  709 
 
Query  301   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  710   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  769 
 
Query  361   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  770   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  829 
 
Query  421   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  830   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  889 
 
Query  481   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  890   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  949 
 
Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  950   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  1009 
 
Query  601   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1010  GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1069 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1070  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  1129 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1130  ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  1189 
 
Query  781   TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1190  TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  1249 
 
Query  841   TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1250  TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  1309 
 
Query  901   CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1310  CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  1369 
 
Query  961   AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  993 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1370  AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  1402 
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>gi|66866681|gb|DQ056424.1|  Uncultured Lactobacillus sp. clone Al2-6c 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1450 
 
 Score = 1792 bits (1986),  Expect = 0.0 
 Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  371   AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  430 
 
Query  61    ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  431   ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  490 
 
Query  121   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  491   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  550 
 
Query  181   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  551   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  610 
 
Query  241   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  611   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  670 
 
Query  301   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  671   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  730 
 
Query  361   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  731   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  790 
 
Query  421   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  791   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  850 
 
Query  481   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  851   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  910 
 
Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  911   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  970 
 
Query  601   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  971   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1030 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1031  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  1090 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1091  ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  1150 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/66866681?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=4M39A50E014
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Query  781   TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1151  TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  1210 
 
Query  841   TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1211  TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  1270 
 
Query  901   CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1271  CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  1330 
 
Query  961   AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  993 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1331  AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  1363 
 
 
>gi|66866678|gb|DQ056421.1|  Lactobacillus farciminis strain Al2-3i 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Length=1450 
 
 Score = 1792 bits (1986),  Expect = 0.0 
 Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  371   AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  430 
 
Query  61    ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  431   ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  490 
 
Query  121   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  491   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  550 
 
Query  181   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  551   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  610 
 
Query  241   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  611   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  670 
 
Query  301   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  671   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  730 
 
Query  361   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  731   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  790 
 
Query  421   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  791   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  850 
 
Query  481   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  851   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  910 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/66866678?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=4M39A50E014
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Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  911   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  970 
 
Query  601   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  971   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1030 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1031  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  1090 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1091  ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  1150 
 
Query  781   TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1151  TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  1210 
 
Query  841   TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1211  TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  1270 
 
Query  901   CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1271  CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  1330 
 
Query  961   AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  993 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1331  AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  1363 
 
 
>gi|16549054|emb|AJ417499.1|  Lactobacillus farciminis 16S rRNA gene, strain 
DSM 20185 
Length=1563 
 
 Score = 1792 bits (1986),  Expect = 0.0 
 Identities = 993/993 (100%), Gaps = 0/993 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  430   AAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGAAGAAGAACATGCGTGAGAGTAACTGTTC  489 
 
Query  61    ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  490   ACGTACTGACGGTATTCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA  549 
 
Query  121   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  550   TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAATGTAGGCGGTTTAT  609 
 
Query  181   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  610   TAAGTTTGAAGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAGTGCTTCGAAAACTGGTAAACTT  669 
 
Query  241   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16549054?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=4M39A50E014
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Sbjct  670   GAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAA  729 
 
Query  301   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  730   GAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGATTCGAAAGCATG  789 
 
Query  361   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  790   GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGT  849 
 
Query  421   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  850   TGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA  909 
 
Query  481   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  910   CGATCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  969 
 
Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  970   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACCATGACAAACTAA  1029 
 
Query  601   GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1030  GAGATTAGTCTTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1089 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1090  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGC  1149 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1150  ATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACG  1209 
 
Query  781   TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1210  TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAACG  1269 
 
Query  841   TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1270  TGTTGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCACTTAAAACCGATCTCAGTTCGGATTGCAGG  1329 
 
Query  901   CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1330  CTGCAACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTG  1389 
 
Query  961   AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  993 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1390  AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT  1422 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



107 
 

LOCUS       AB626064                1492 bp    DNA     linear   BCT 16-APR-2011 
DEFINITION  Lactobacillus farciminis gene for 16S rRNA, partial sequence, 
            strain: NBRC 107150. 
ACCESSION   AB626064 
VERSION     AB626064.1  GI:329025378 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lactobacillus farciminis 
  ORGANISM  Lactobacillus farciminis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Miyashita,M. 
  TITLE     NITE Biological Resource Center (NBRC) 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1492) 
  AUTHORS   Miyashita,M. and Nakagawa,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (15-APR-2011) Contact:Mika Miyashita National Institute 
            of Technology and Evaluation, NITE Biological Resource Center 
            (NBRC); Kazusakamatari, Kisarazu, Chiba 292-0818, Japan URL 
            :http://www.nbrc.nite.go.jp/ 
COMMENT     Please visit our web site 
            http://www.nbrc.nite.go.jp/. 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1492 
                     /organism="Lactobacillus farciminis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="NBRC 107150" 
                     /db_xref="NBRC:107150" 
                     /db_xref="taxon:1612" 
                     /note="type strain of Lactobacillus farciminis" 
     rRNA            <1..>1492 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gaaccatcct gaagattgaa 
       61 gcttgcttca tgattcagac cttggtgagt ggcggacggg tgagtaacac gtgggtaacc 
      121 tgcccaaaag tgggggataa catttggaaa caagtgctaa taccgcataa caactacttt 
      181 cacatgatcg tagcttgaaa gatggctctg ctatcgcttt tggatggacc cgcggcgtat 
      241 tagctagttg gtgaggtaat agctcaccaa ggcaatgata cgtagccgac ctgagagggt 
      301 aatcggccac attgggactg agacacggcc caaactccta cgggaggcag cagtagggaa 
      361 tcttccacaa tgggcgaaag cctgatggag caatgccgcg tgagtgaaga aggttttcgg 
      421 atcgtaaaac tctgttgttg aagaagaaca tgcgtgagag taactgttca cgtactgacg 
      481 gtattcaacc agaaagccac ggctaactac gtgccagcag ccgcggtaat acgtaggtgg 
      541 caagcgttgt ccggatttat tgggcgtaaa gagaatgtag gcggtttatt aagtttgaag 
      601 tgaaagccct cggctcaacc gaggaagtgc ttcgaaaact ggtaaacttg agtgcagaag 
      661 aggaaagtgg aactccatgt gtagcggtgg aatgcgtaga tatatggaag aacaccagtg 
      721 gcgaaggcgg ctttctggtc tgtaactgac gctgagattc gaaagcatgg gtagcaaaca 
      781 ggattagata ccctggtagt ccatgccgta aacgatgagt gctaagtgtt ggagggtttc 
      841 cgcccttcag tgctgcagct aacgcattaa gcactccgcc tggggagtac gatcgcaaga 
      901 ttgaaactca aaggaattga cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg gtttaattcg 
      961 aagcaacgcg aagaacctta ccaggtcttg acataccatg acaaactaag agattagtct 
     1021 ttcccttcgg ggacatggat acaggtggtg catggttgtc gtcagctcgt gtcgtgagat 
     1081 gttgggttaa gtcccgcaac gagcgcaacc cttattatca gttgccagca ttcagttggg 
     1141 cactctggtg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggacgacgt caaatcatca 
     1201 tgccccttat gacctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaacgt gttgcgaact 
     1261 cgcgagggca agcaaatcac ttaaaaccga tctcagttcg gattgcaggc tgcaactcgc 
     1321 ctgcatgaag ctggaatcgc tagtaatcgc ggatcagcat gccgcggtga atacgttccc 
     1381 gggccttgta cacaccgccc gtcacaccat gagagtttgt aacacccaaa gtcggtgggg 
     1441 taacccttcg gggaactagc cgcctaaggt gggacaaatg attagggtga ag 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1612
http://www.nbrc.nite.go.jp/
http://www.nbrc.nite.go.jp/NBRC2/NBRCCatalogueDetailServlet?ID=NBRC&CAT=107150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/329025378?from=1&to=1492
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LOCUS       AM275437                1519 bp    DNA     linear   ENV 22-JUL-2008 
DEFINITION  Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone AP07K.42. 
ACCESSION   AM275437 
VERSION     AM275437.2  GI:148473733 
KEYWORDS    ENV; 16S ribosomal RNA; 16S rRNA gene. 
SOURCE      uncultured bacterium 
  ORGANISM  uncultured bacterium 
            Bacteria; environmental samples. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Kassinen,A., Krogius-Kurikka,L., Makivuokko,H., Rinttila,T., 
            Paulin,L., Corander,J., Malinen,E., Apajalahti,J. and Palva,A. 
  TITLE     The fecal microbiota of irritable bowel syndrome patients differs 
            significantly from that of healthy subjects 
  JOURNAL   Gastroenterology 133 (1), 24-33 (2007) 
   PUBMED   17631127 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1519) 
  AUTHORS   Krogius-Kurikka,L.K. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (31-MAY-2006) Krogius-Kurikka L.K., Basic Veterinary 
            Sciences, University of Helsinki, P.O. Box 66, 00014 University of 
            Helsinki, FINLAND 
  REMARK    revised by Kassinen A.H. [20-SEP-2006] 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1519 
                     /organism="uncultured bacterium" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /isolation_source="human faecal sample" 
                     /db_xref="taxon:77133" 
                     /clone="AP07K.42" 
                     /clone_lib="AP07K" 
                     /environmental_sample 
                     /country="Finland" 
     gene            <1..>1519 
                     /gene="16S rRNA" 
     rRNA            <1..>1519 
                     /gene="16S rRNA" 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac gaaccaaact gaagattgat 
       61 gcttgcatca tgattcagac cttggtgagt ggcggacggg tgagtaacac gtgggtaacc 
      121 tgcccaaaag tgggggataa catttggaaa caagtgctaa taccgcataa caactacttt 
      181 cacatgatcg tagcttgaaa gatggctctg ctatcgcttt tggatggacc cgcggcgtat 
      241 tagctagttg gtgaggtaat agctcaccaa ggcaatgata cgtagccgac ctgagagggt 
      301 aatcggccac attgggactg agacacggcc caaactccta cgggaggcag cagtagggaa 
      361 tcttccacaa tgggcgaaag cctgatggag caatgccgcg tgagtgaaga aggttttcgg 
      421 atcgtaaaac tctgttgttg aagaagaaca tgcgtgagag taactgttca cgtactgacg 
      481 gtattcaacc agaaagccac ggctaactac gtgccagcag ccgcggtaat acgtaggtgg 
      541 caagcgttgt ccggatttat tgggcgtaaa gagaatgtag gcggtttatt aagtttgaag 
      601 tgaaagccct cggctcaacc gaggaagtgc ttcgaaaact ggtaaacttg agtgcagaag 
      661 aggaaagtgg aactccatgt gtagcggtgg aatgcgtaga tatatggaag aacaccagtg 
      721 gcgaaggcgg ctttctggtc tgtaactgac gctgagattc gaaagcatgg gtagcaaaca 
      781 ggattagata ccctggtagt ccatgccgta aacgatgagt gctaagtgtt ggagggtttc 
      841 cgcccttcag tgctgcagct aacgcattaa gcactccgcc tggggagtac gatcgcaaga 
      901 ttgaaactca aaggaattga cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg gtttaattcg 
      961 aagcaacgcg aagaacctta ccaggtcttg acataccatg acaaactaag agattagtct 
     1021 ttcccttcgg ggacatggat acaggtggtg catggttgtc gtcagctcgt gtcgtgagat 
     1081 gttgggttaa gtcccgcaac gagcgcaacc cttattatca gttgccagca ttcagttggg 
     1141 cactctggtg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg gggacgacgt caaatcatca 
     1201 tgccccttat gacctgggct acacacgtgc tacaatggtc ggtacaacgt gttgcgaact 
     1261 cgcgagggca agcaaatcac ttaaaaccga tctcagttcg gattgcaggc tgcaactcgc 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=77133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17631127
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=77133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/148473733?from=1&to=1519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/148473733?from=1&to=1519
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     1321 ctgcatgaag ctggaatcgc tagtaatcgc ggatcagcat gccgcggtga atacgttccc 
     1381 gggccttgta cacaccgccc gtcacaccat gagagtttgt aacacccaaa gtcggtgggg 
     1441 taacccttcg gggaactagc cgcctaaggt gggacaaatg attagggtga agtcgtaaca 
     1501 aggtagccgt aggagaacc 
 
 
 
LOCUS       DQ056424                1450 bp    DNA     linear   ENV 20-JUN-2006 
DEFINITION  Uncultured Lactobacillus sp. clone Al2-6c 16S ribosomal RNA gene, 
            partial sequence. 
ACCESSION   DQ056424 
VERSION     DQ056424.1  GI:66866681 
KEYWORDS    ENV. 
SOURCE      uncultured Lactobacillus sp. 
  ORGANISM  uncultured Lactobacillus sp. 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus; environmental samples. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1450) 
  AUTHORS   Wang,X., Haruta,S., Wang,P., Ishii,M., Igarashi,Y. and Cui,Z. 
  TITLE     Diversity of a stable enrichment culture which is useful for silage 
            inoculant and its succession in alfalfa silage 
  JOURNAL   FEMS Microbiol. Ecol. 57 (1), 106-115 (2006) 
   PUBMED   16819954 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1450) 
  AUTHORS   Wang,X., Cui,Z., Haruta,S., Ishii,M. and Igarashi,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-MAY-2005) College of Agronomy and Biotechnology, 
            China Agricultural University, Yuanmingyuan-xilu 2, Beijing 100094, 
            China 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1450 
                     /organism="uncultured Lactobacillus sp." 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /db_xref="taxon:153152" 
                     /clone="Al2-6c" 
                     /environmental_sample 
     rRNA            <1..>1450 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cgaaccatcc tgaagattga agcttgcttc atgattcaga ccttggtgag tggcggacgg 
       61 gtgagtaaca cgtgggtaac ctgcccaaaa gtgggggata acatttggaa acaagtgcta 
      121 ataccgcata acaactactt tcacatgatc gtagcttgaa agatggctct gctatcgctt 
      181 ttggatggac ccgcggcgta ttagctagtt ggtgaggtaa tagctcacca aggcaatgat 
      241 acgtagccga cctgagaggg taatcggcca cattgggact gagacacggc ccaaactcct 
      301 acgggaggca gcagtaggga atcttccaca atgggcgaaa gcctgatgga gcaatgccgc 
      361 gtgagtgaag aaggttttcg gatcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac atgcgtgaga 
      421 gtaactgttc acgtactgac ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca 
      481 gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agagaatgta 
      541 ggcggtttat taagtttgaa gtgaaagccc tcggctcaac cgaggaagtg cttcgaaaac 
      601 tggtaaactt gagtgcagaa gaggaaagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag 
      661 atatatggaa gaacaccagt ggcgaaggcg gctttctggt ctgtaactga cgctgagatt 
      721 cgaaagcatg ggtagcaaac aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag 
      781 tgctaagtgt tggagggttt ccgcccttca gtgctgcagc taacgcatta agcactccgc 
      841 ctggggagta cgatcgcaag attgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg 
      901 tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt accaggtctt gacataccat 
      961 gacaaactaa gagattagtc tttcccttcg gggacatgga tacaggtggt gcatggttgt 
     1021 cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc 
     1081 agttgccagc attcagttgg gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt 
     1141 ggggacgacg tcaaatcatc atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatggt 
     1201 cggtacaacg tgttgcgaac tcgcgagggc aagcaaatca cttaaaaccg atctcagttc 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=153152
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     1261 ggattgcagg ctgcaactcg cctgcatgaa gctggaatcg ctagtaatcg cggatcagca 
     1321 tgccgcggtg aatacgttcc cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg 
     1381 taacacccaa agtcggtggg gtaacccttc ggggaactag ccgcctaagg tgggacaaat 
     1441 gattagggtg 
 
 
 
LOCUS       DQ056421                1450 bp    DNA     linear   BCT 20-JUN-2006 
DEFINITION  Lactobacillus farciminis strain Al2-3i 16S ribosomal RNA gene, 
            partial sequence. 
ACCESSION   DQ056421 
VERSION     DQ056421.1  GI:66866678 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Lactobacillus farciminis 
  ORGANISM  Lactobacillus farciminis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 1450) 
  AUTHORS   Wang,X., Haruta,S., Wang,P., Ishii,M., Igarashi,Y. and Cui,Z. 
  TITLE     Diversity of a stable enrichment culture which is useful for silage 
            inoculant and its succession in alfalfa silage 
  JOURNAL   FEMS Microbiol. Ecol. 57 (1), 106-115 (2006) 
   PUBMED   16819954 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1450) 
  AUTHORS   Wang,X., Cui,Z., Haruta,S., Ishii,M. and Igarashi,Y. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (11-MAY-2005) College of Agronomy and Biotechnology, 
            China Agricultural University, Yuanmingyuan-xilu 2, Beijing 100094, 
            China 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1450 
                     /organism="Lactobacillus farciminis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="Al2-3i" 
                     /db_xref="taxon:1612" 
     rRNA            <1..>1450 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 cgaaccatcc tgaagattga agcttgcttc atgattcaga ccttggtgag tggcggacgg 
       61 gtgagtaaca cgtgggtaac ctgcccaaaa gtgggggata acatttggaa acaagtgcta 
      121 ataccgcata acaactactt tcacatgatc gtagcttgaa agatggctct gctatcgctt 
      181 ttggatggac ccgcggcgta ttagctagtt ggtgaggtaa tagctcacca aggcaatgat 
      241 acgtagccga cctgagaggg taatcggcca cattgggact gagacacggc ccaaactcct 
      301 acgggaggca gcagtaggga atcttccaca atgggcgaaa gcctgatgga gcaatgccgc 
      361 gtgagtgaag aaggttttcg gatcgtaaaa ctctgttgtt gaagaagaac atgcgtgaga 
      421 gtaactgttc acgtactgac ggtattcaac cagaaagcca cggctaacta cgtgccagca 
      481 gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgttg tccggattta ttgggcgtaa agagaatgta 
      541 ggcggtttat taagtttgaa gtgaaagccc tcggctcaac cgaggaagtg cttcgaaaac 
      601 tggtaaactt gagtgcagaa gaggaaagtg gaactccatg tgtagcggtg gaatgcgtag 
      661 atatatggaa gaacaccagt ggcgaaggcg gctttctggt ctgtaactga cgctgagatt 
      721 cgaaagcatg ggtagcaaac aggattagat accctggtag tccatgccgt aaacgatgag 
      781 tgctaagtgt tggagggttt ccgcccttca gtgctgcagc taacgcatta agcactccgc 
      841 ctggggagta cgatcgcaag attgaaactc aaaggaattg acgggggccc gcacaagcgg 
      901 tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt accaggtctt gacataccat 
      961 gacaaactaa gagattagtc tttcccttcg gggacatgga tacaggtggt gcatggttgt 
     1021 cgtcagctcg tgtcgtgaga tgttgggtta agtcccgcaa cgagcgcaac ccttattatc 
     1081 agttgccagc attcagttgg gcactctggt gagactgccg gtgacaaacc ggaggaaggt 
     1141 ggggacgacg tcaaatcatc atgcccctta tgacctgggc tacacacgtg ctacaatggt 
     1201 cggtacaacg tgttgcgaac tcgcgagggc aagcaaatca cttaaaaccg atctcagttc 
     1261 ggattgcagg ctgcaactcg cctgcatgaa gctggaatcg ctagtaatcg cggatcagca 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16819954
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/66866678?from=1&to=1450
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     1321 tgccgcggtg aatacgttcc cgggccttgt acacaccgcc cgtcacacca tgagagtttg 
     1381 taacacccaa agtcggtggg gtaacccttc ggggaactag ccgcctaagg tgggacaaat 
     1441 gattagggtg 
 
 
 
LOCUS       AJ417499                1563 bp    DNA     linear   BCT 29-OCT-2001 
DEFINITION  Lactobacillus farciminis 16S rRNA gene, strain DSM 20185. 
ACCESSION   AJ417499 
VERSION     AJ417499.1  GI:16549054 
KEYWORDS    16S ribosomal RNA; 16S rRNA gene. 
SOURCE      Lactobacillus farciminis 
  ORGANISM  Lactobacillus farciminis 
            Bacteria; Firmicutes; Lactobacillales; Lactobacillaceae; 
            Lactobacillus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Ehrmann,M.A., Mueller,M.R.A. and Vogel,R.F. 
  TITLE     Lactobacillus mindensis sp. nov., The molecular analysis of 
            sourdough revealed a new species 
  JOURNAL   Unpublished 
REFERENCE   2  (bases 1 to 1563) 
  AUTHORS   Ehrmann,M.A. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (24-OCT-2001) Ehrmann M.A., Lehrstuhl fuer Technische 
            Mikrobiologie, Technische Universitaet Muenchen, Weihenstephaner 
            Steig 16, 85350 Freising, GERMANY 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..1563 
                     /organism="Lactobacillus farciminis" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /strain="DSM 20185" 
                     /db_xref="taxon:1612" 
     gene            1..1563 
                     /gene="16S rRNA" 
     rRNA            1..1563 
                     /gene="16S rRNA" 
                     /product="16S ribosomal RNA" 
     primer_bind     1..21 
     primer_bind     complement(1547..1563) 
ORIGIN       
        1 agagtttgat ymtggctcag gacgaacgct ggcggcatgc ctaatacatg caagtcgaac 
       61 gaaccatcct gaagattgaa gcttgcttca tgattcagac cttggtgagt ggcggacggg 
      121 tgagtaacac gtgggtaacc tgcccaaaag tgggggataa catttggaaa caagtgctaa 
      181 taccgcataa caactacttt cacatgatcg tagcttgaaa gatggctctg ctatcgcttt 
      241 tggatggacc cgcggcgtat tagctagttg gtgaggtaat agctcaccaa ggcaatgata 
      301 cgtagccgac ctgagagggt aatcggccac attgggactg agacacggcc caaactccta 
      361 cgggaggcag cagtagggaa tcttccacaa tgggcgaaag cctgatggag caatgccgcg 
      421 tgagtgaaga aggttttcgg atcgtaaaac tctgttgttg aagaagaaca tgcgtgagag 
      481 taactgttca cgtactgacg gtattcaacc agaaagccac ggctaactac gtgccagcag 
      541 ccgcggtaat acgtaggtgg caagcgttgt ccggatttat tgggcgtaaa gagaatgtag 
      601 gcggtttatt aagtttgaag tgaaagccct cggctcaacc gaggaagtgc ttcgaaaact 
      661 ggtaaacttg agtgcagaag aggaaagtgg aactccatgt gtagcggtgg aatgcgtaga 
      721 tatatggaag aacaccagtg gcgaaggcgg ctttctggtc tgtaactgac gctgagattc 
      781 gaaagcatgg gtagcaaaca ggattagata ccctggtagt ccatgccgta aacgatgagt 
      841 gctaagtgtt ggagggtttc cgcccttcag tgctgcagct aacgcattaa gcactccgcc 
      901 tggggagtac gatcgcaaga ttgaaactca aaggaattga cgggggcccg cacaagcggt 
      961 ggagcatgtg gtttaattcg aagcaacgcg aagaacctta ccaggtcttg acataccatg 
     1021 acaaactaag agattagtct ttcccttcgg ggacatggat acaggtggtg catggttgtc 
     1081 gtcagctcgt gtcgtgagat gttgggttaa gtcccgcaac gagcgcaacc cttattatca 
     1141 gttgccagca ttcagttggg cactctggtg agactgccgg tgacaaaccg gaggaaggtg 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1612
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/16549054?from=1&to=1563
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     1201 gggacgacgt caaatcatca tgccccttat gacctgggct acacacgtgc tacaatggtc 
     1261 ggtacaacgt gttgcgaact cgcgagggca agcaaatcac ttaaaaccga tctcagttcg 
     1321 gattgcaggc tgcaactcgc ctgcatgaag ctggaatcgc tagtaatcgc ggatcagcat 
     1381 gccgcggtga atacgttccc gggccttgta cacaccgccc gtcacaccat gagagtttgt 
     1441 aacacccaaa gtcggtgggg taacccttcg gggaactagc cgcctaaggt gggacaaatg 
     1501 attagggtga agtcgtaaca aggtagccgt aggagaacct gcggctggat cacctccttt 
     1561 ntg 
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	(+++) : ดี, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 18.0 – 20.0 มิลลิเมตร
	(++) : ปานกลาง, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 14.0 – 17.0 มิลลิเมตร
	(+) : น้อย, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 10.0 – 13.0 มิลลิเมตร
	(-) : ไม่สามาถรยับยั้งเชื้อก่อโรคได้
	ตารางที่ 3-4 ฤทธิ์ต้าน Staphylococcus aureus ATCC 25923 ของน้ำเลี้ยงเชื้อ    ปราศจากเซลล์แลคติกแอสิดแบคทีเรียที่ไม่ผ่านการปรับ pH
	หมายเหตุ (++++) : ดีมาก, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้งมากกว่า 21 มิลลิเมตร
	(+++) : ดี, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 18.0 – 20.0 มิลลิเมตร
	(++) : ปานกลาง, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 14.0 – 17.0 มิลลิเมตร
	(+) : น้อย, ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง 10.0 – 13.0 มิลลิเมตร
	(-) : ไม่สามาถรยับยั้งเชื้อก่อโรคได้
	ตารางที่ 3-5 ฤทธิ์ต้าน Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ S. Typhi     PSSCMI0034 ของไอโซเลทที่คัดแยกได้โดยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจาก    เซลล์ปรับ pH เป็น 6.5
	(a)      (b)
	รูปที่ 3-1 ฤทธิ์ต้าน Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Salmonella Typhi.     PSSCMI0034 (a: 19.4 และ b: 24.3 มิลลิเมตร) จากน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจาก    เซลล์ของไอโซเลท NN13 ที่ไม่มีการปรับ pH (3.6)
	a (ก่อนปรับ pH)                                      b (หลังปรับ pH)
	รูปที่ 3-2 ฤทธิ์ต้าน Salmonella Typhi. PSSCMI0034 จากน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์    ก่อนและหลังปรับ pH เป็น 6.5 และกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรูพรุน 0.45     ไมโครเมตร ตามลำดับ โดยไอโซเลท N2 (a, 21.6: c, 19.0 มิลลิเมตร) และ      YA031 (b, 20.5: d, 18.5 มิลลิ...
	3.2 การยับยั้งเชื้อราและยีสต์
	รูปที่ 3-3 ฤทธิ์ต้านเชื้อรา Aspergillus sp. จากสารตัวอย่าง (Freeze dried Sample)     ความเข้มข้น 10 เท่า ของไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรูพรุน     0.45 ไมโครเมตร (a; 4% 10xMRS, b; 4% 10xFDS ที่ไม่ปรับ pH, c-d; 3     และ 4% 10xFDS pH 6.5)
	รูปที่ 3-4 ฤทธิ์ต้าน Candida albicans ATCC 10231 จากสารตัวอย่าง (Freeze dried     Sample) ความเข้มข้น 10 เท่า ของเชื้อไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรอง    ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร (a; 4%10xMRS, b; 4% 10xFDS ที่ไม่ปรับ     pH, c-d; 3 และ 4% 10xFDS pH 6.5)
	รูปที่ 3-5 ฤทธิ์ต้าน Rhodotorula sp. จากสารตัวอย่าง (Freeze dried Sample) ความ    เข้มข้น 10 เท่า ของเชื้อไอโซเลท N2 โดยกรองผ่านแผ่นกรองขนาดรูพรุน     0.45 ไมโครเมตร (a; 4%10xMRS, b; 4% 10xFDS ที่ไม่ปรับ pH, c-d; 3     และ 4% 10xFDS pH 6.5)
	4. การเจริญของเชื้อที่คัดเลือกได้และการสร้างสารต้านจุลินทรีย์
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