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 Five phosphate accumulating bacteria strains, CU-PK1, CU-PK2, CU-PK3, CU-
PK4 and CU-PK 5 were isolated from wastewater samples of Si Praya wastewater 
treatment system by using wastewater medium. Polyphosphate synthesis activity was 
assessed by monitoring the activity of polyphosphate kinase. The result revealed that all 
five strains have polyphosphate kinase activity whereas the strain CU-PK2 shows the 
highest activity. After ppk amplification by polymerase chain reaction using degenerated 
primers specific to ppk, the 1300 bp product can be observed when using genomic DNA 
of CU-PK2, CU-PK5 and Escherichia coli JM109 as template. The PCR products were 
labeled with Digoxygenin and used as DNA probe for detection of ppk of the 5 bacterial 
strains using dot blot hybridization. Only genomic DNA from the strain CU-PK2, CU-PK5 
and E. coli JM109 showed the positive hybridization signals with those synthesized 
probes. The strain CU-PK2 and CU-PK5 were preliminary identified based on their 
morphological characteristics and 16S rDNA nucleotide sequences to be Klebsiella 
oxytoca and Enterobacter aerogenes, respectively. 
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°ซ   = องศาเซลเซยีส 
%   = เปอรเซ็นต 
µg   =  ไมโครกรัม 
µM   = ไมโครโมลาร 
µl   = ไมโครลิตร 
bp   =   คูเบส 
mM   = มิลลิโมลาร 
pg    = พิโครกรัม 
U   = ยูนิต (หนวยของเอนไซม) 

   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
 น้ํา เปนสิ่งจําเปนในการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ทวา  แหลงน้ํามีสิ่งเจือปนตางๆที่มา
จากแหลงกําเนิดแตกตางกัน เชน โรงงานอุตสาหกรรม กสิกรรม  และชุมชน ปจจุบันปญหา 
มลภาวะทางน้ํานี้ยิ่งทวีความรุนแรงเพิ่มข้ึนเนื่องจากความตองการบริโภคของประชากรทีเ่พิม่ข้ึน ทัง้
ปญหาจากแบคทีเรีย โลหะหนัก น้ํามัน รวมถึงปญหาจากธาตุอาหาร 
 
 ธาตุอาหาร ไดแก ฟอสฟอรัสซ่ึงกอใหเกิดปรากฏการณยูโทรฟเคชัน กลาวคือ  เมื่อมี
ฟอสฟอรัสปริมาณสูงในแหลงน้ําจะทําใหเกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วของสาหราย 
( Algae Bloom ) ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทําใหระดับออกซเิจนในน้ําลดลงมากในชวงกลางคืน อีกทั้ง
ทําใหเกิดวัชพืชน้ํา เปนปญหาแกการสัญจรทางน้ํา  และทัศนียภาพที่ไมชวนมองสงผลกระทบตอ
การทองเที่ยว 
 
 ปจจุบันประเทศไทยยังไมมีการกําหนดคาความเขมขนฟอสฟอรัสในน้ําทิ้ง แตมีรายงานวา
เกิดยูโทรฟเคชันในประเทศไทยหลายครั้งดวยกัน เชน พบในอางเก็บน้ําเขื่อนแมกวง อางเก็บน้ํา
เขื่อนแมงัด จังหวัดเชียงใหม กวานพระเยา จังหวัดพระเยา หนองหารจังหวัดสกลนคร อางเก็บน้ํา
เข่ือนลําตะคลอง จังหวัดนครราชสีมา และอางเก็บน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี เปนตน ( กรมควบคุม
มลพิษ, 2543) 
 
 การกําจัดฟอสฟอรัสในน้ําเสียทําไดโดย การตกตะกอนดวยสารเคมี (วิโรจน, 2541) กําจัด
โดยชีววิธี (Bond และคณะ, 1999)  และใช 2 วิธีนี้รวมกัน( Van Loosdrecht และคณะ, 1997 )การ
กําจัดฟอสฟอรัสโดยชีวภาพนี้เรียกวา Enchance Biological Phosphate Removal (EBPR) 
(Shapiro และคณะ, 1960) ทําไดโดยอาศัยแบคทีเรียที่มีความสามารถจับฟอสเฟตแลวสะสมในรูป
พอลิฟอสเฟตในระบบสลัดจกัมมันต) (Shapiro และคณะ, 1967)  วิธีนี้สามารถกําจัดฟอสฟอรัสได
อยางมีประสิทธิภาพ  ไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม อีกทั้งใชคาใชจายต่ํากวาวิธีกําจัดทางเคมี 
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 ในปจจุบันการกําจัดธาตุอาหารไดรับความสนใจจากหลายประเทศ เชนโรงบําบัดน้ําเสียใน
ประเทศสวิตเซอรแลนดและสวีเดน ประมาณรอยละ 90 เปนกระบวนการขั้นสูงชนิดกําจัด
ฟอสฟอรัส (Henze, 1990)  ในประเทศไทยก็เร่ิมสนใจกระบวนการนี้เชนกัน โดยระบบน้ําเสียยาน
นาวาของกรุงเทพมหานคร ซึ่งใชระบบบําบัดชนิด CASS หรือ Cyclic Activated Sludge System) 
 ระบบ EBPR เปนระบบที่สามารถกําจัดฟอสฟอรัสออกจากน้ําเสียไดอยางมีประสิทธิภาพ
จึงเปนที่ยอมรับในหลายประเทศ แต EBPR ยังมีปญหาเกี่ยวกับความเสถียรของระบบเนื่องจาก
บางครั้งไมสามารถกําจัดฟอสฟอรัสได ในขณะที่การกําจัดบีโอดี (Biochemical Oxygen 
Demand, BOD) และซีโอดี (Chemical Oxygen Demand, COD) การตรวจสอบที่ปฏิบัติกันคือวัด
ปริมาณฟอสเฟตในน้ําเขาและออกแลวนํามาเปรียบเทียบกัน (Park และคณะ ,1997) ซึ่งเปนวิธี
ลาชาเกินไปที่จะแกไขระบบที่ลมเหลว ดังนั้นการติดตามจํานวนแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟต 
นาจะเปนวิธีที่ชวยใหทราบสภาวะของระบบขณะนั้น และสามารถปองกันการลมเหลวของระบบ
บําบัดไดอยางรวดเร็ว 
  
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ (2544) ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 2 ทิศทาง จากบริเวณ
อนุรักษของ ppk ในเชื้อตางๆ ที่สะสมพอลิฟอสเฟต โดยอาศัยฐานขอมูลของ GenBank พบวาไพร
เมอรที่สังเคราะหไมสามารถเพิ่มจํานวน ppk  ของแบคทีเรียที่แยกจากโรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยา แต
สามารถตรวจพบการเพิ่มปริมาณ ppk ใน Escherichia coli JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมบวกโดยมี
ผลิตภัณฑขนาด 650 bp และเมื่อติดฉลากผลิตภัณฑดังกลาวดวย digoxigenin แลวใชเปนตัว
ติดตามตําแหนงของ ppk  (ตัวติดตาม PE) ในเชื้อตัวอยางที่แยกไดจากโรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยาทั้ง 
3 สายพันธุ พบวาปรากฎสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk  ของ E.coli JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุม
บวกและเชื้อตัวอยางที่แยกไดเพียง 2 จาก 3 สายพันธุ และยังไมไดทําการทดสอบกับแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆ ที่อยูในระบบบําบัดน้ําเสีย 
 
 งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อสรางตัวติดตามดีเอ็นเอที่จําเพาะตอ ppk โดยใชขอมูล
จากแบคทีเรียอื่นๆ เพื่อใหสามารถติดตามเชื้ออ่ืนๆ ที่อยูในระบบบําบัดน้ําเสียไดมากขึ้น 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 เพื่อสรางดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) จากลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตอยีนประมวล
รหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส (polyphosphate kinase, ppk) ของแบคทีเรียที่สามารถกําจัดฟอสฟอรัส
จากน้ําเสีย  
 
 
 
ขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 
 

1. คัดแยกแบคทีเรียที่มีฟอสเฟต 
2. จําแนกชนิดและศึกษาความสามารถในการสะสมฟอสเฟตของแบคทีเรียที่แยกได 

 3. สรางดีเอ็นเอติดตามซึ่งจําเพาะตอพอลิฟอสเฟตไคเนส  
 4. การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอติดตาม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ไดดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะตอยีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส เพื่อชวยตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียและเปนประโยชนตอการพัฒนาวิธีวิเคราะหที่มีประสิทธิภาพ
สูงในตอไป 
  
 
 

 
 
 



บทที่ 2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
 

 ฟอสฟอรัส เปนธาตุที่จําเปนในการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด เนื่องจากเปน
องคประกอบของกรดนิวคลีอิก คือ ดีเอ็นเอ (DNA) และ อารเอ็นเอ (RNA)    เปนองคประกอบของ
เยื่อเมมเบรนของสิ่งมีชีวิตโพรแคริโอต (prokaryote) และส่ิงมีชีวิตยูแคริโอต (eukaryote) รวมถึง
เปนองคประกอบของพลังงานภายในเซลลหรือ เอทีพี  (ATP) โดยทั่วไปเซลลแบคทีเรียมี
องคประกอบของฟอสฟอรัส 1.5 ถึง2.5 % ตอน้ําหนักแหงของเซลล ( Kornberg และคณะ, 1999 ) 
 
 ฟอสฟอรัส เปนธาตุอาหารจํากัดที่มักเกี่ยวของกับการเกิดยูโทรฟเคชันในแหลงน้ําจืดปด 
(Randall และคณะ, 1992)  หากมีฟอสฟอรัสในแหลงน้ําปดในปริมาณสูงอาจกระตุนใหมีการ
เจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วของสาหราย จนแหลงน้ําเปลี่ยนสีเปนสีเขียวหรือแดง โดย
คาเริ่มตนของปริมาณฟอสฟอรัสที่ทําใหเกิดยูโทรฟเคชั่นมีคาเทากับ 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร (ธงชัย 
พรรณสวัสด์ิ , 2544) 
 ยูโทรฟเคชันทําใหออกซิเจนลดลงในชวงกลางคืน  นอกจากน้ีเมื่อสาหรายตายและจมลงสู
กนแหลงน้ําแลวยอยสลายตามธรรมชาติ ทําใหคาออกซิเจนที่ละลายในน้ําหรือคาดีโอ (DO) ลดลง
มาก จนทําใหสัตวน้ําตาย  ยิ่งทําใหแหลงน้ําเนาเสียหากเปนแหลงน้ําในสถานที่ทองเที่ยวจะสงผล
กระทบตอการทองเที่ยวทําใหแหลงชุมชนขาดแคลนรายได 
 
 ฟอสฟอรัสในแหลงน้ําแบงไดเปน 4 กลุม คือ 

1. สารประกอบอนินทรียฟอสเฟตที่ละลายน้ํา คือ ออรโธฟอสเฟต (orthophosphate 
หรือ PO4 3-) ซึ่งเปนรูปที่พรอมใชของพืชและจุลินทรียสวนใหญ 

2.  สารประกอบอินทรียฟอสฟอรัสที่ดูดซับบนสารแขวนลอย เชน ฟอสฟอรัสที่ยึดอยู
กับเหล็ก  แคลเซียม หรืออลูมินัม ซึ่งความสามารถในการละลายจะขึ้นอยูกับคาความเปนกรดดาง
ของแหลงน้ํา 

3. สารประกอบอินทรียฟอสฟอรัสที่ละลายน้ําซึ่งสลายจากสิ่งมีชีวิต  เชน ฟอสโฟ
โปรตีน ฟอสโฟลิฟด 
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4. สารอินทรียฟอสฟอรัสที่อยูในเซลลสิ่งมีชีวิตทั้งที่ยังมีชีวิต หรือที่เพิ่งตายและยัง
ลอยแขวนอยู  ฟอสฟอรัสแบบนี้เปนสวนประกอบภายในเซลลจะที่ออกมาสูน้ําเมื่อเซลลแตก 
 

ฟอสฟอรัสแตละชนิดมีแหลงกําเนิดแตกตางกัน เชน 
1. น้ําเสียจากครัวเรือน 
2. ปศุสัตว  และ กสิกรรม 
3. อุตสาหกรรม 
4. การผลิตน้ําประปา 

 
วัฏจักรของฟอสฟอรัส 

 
 
 รูป  2.1 แสดงวัฏจักรของฟอสฟอรัส ( Pitocchelli, 2001 ) 
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ในธรรมชาติฟอสฟอรัสเปนธาตุที่พบในดินและน้ําเทานั้นไมพบในบรรยากาศ  ซึ่งฟอสฟอรัสที่แปร
กลับไปมาในรูปอินทรียและอนินทรียไดโดยอาศัยจุลินทรียบางชนิด เชน Bacillus subtilis,  
Arthrobacter,  Streptomyces,  Aspergillus  และ Penicillium  สามารถเปลี่ยนสารประกอบ
อินทรียฟอสเฟต เชน ไฟติน ( Phytin ) กรดนิวคลีอิก  และ  ฟอสโฟลิฟด  ใหเปนออรโธฟอสเฟตได
โดยใชเอนไซมฟอสฟาเทส   ( phosphatase )   ซึ่งออรโธฟอสเฟตนี้นําไปใชไดโดย พืชชนิดตางๆ        
จุลินทรียบางชนิดใชออรโธฟอสเฟตเพื่อสรางองคประกอบของเซลลและจุลินทรียบางชนิด เชน พีเอ
โอ ( polyphosphate accumulating organism, PAO )  มีความสามารถสะสมพลังงานไวในเซลล
โดยเก็บไวในรูปพอลิฟอสเฟตกรานูล ( polyphosphate granule ) หรือเมตาโครมาติกแกรนูล ( 
metachromatic granule ) (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ , 2544) 

 
 

 
 พอลิฟอสเฟต  ( polyphosphate )  เปนพอลิเมอรสายยาวของออรโธฟอสเฟตขนาดหลาย
สิบหรือหลายรอยโมเลกุลที่เชื่อมกันดวยพันธะฟอสโฟแอนไฮไดรด  ( phosphoanhydride bonds )  
โดยทั่วไปเกิดในรูปสารประกอบเชิงซอนรวมกับโปรตีน ลิพิด  กรดไรโบนิวคลีอิก โปแตสเซียม
ไอออน และแมกนีเซียมไอออน  ซึ่งกอรูปเปนโวลูทินแกรนูล  สามารถยอมติดดวยสียอม เมธิลีน บลู  
( methylene blue )  และ โทลูอิดีน บลู ( toluidine blue ) 
 

 
 
รูป 2.2 แสดงลักษณะโครงสรางของพอลิฟอสเฟต  ( Kornberg  และคณะ,1999 ) 
 

พอลิฟอสเฟตเปนสิ่งจาํเปนของสิ่งมีชวีิตทกุชนิด และมหีนาที่แตกตางกันขึ้นอยูกับแหลง
ของพอลิฟอสเฟตในไซโตพลาสซึม(Kornberg และคณะ, 1999) เชน 
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-เปนแหลงของพลังงาน กลาวคือ เปนองคประกอบของ ATP และเปนแหลงสะสมพลังงาน
ในรูปพอลิฟอสเฟต 

- เปนตัวคีเลต ( chelator ) ของโลหะไอออน ( Mn2+, Mg2+ และ Ca2+ ) 
- เปนบัฟเฟอรตานแอลคาไล ( alkali ) 
- เปนแคปซูล ( capsule )รอบๆเซลลของแบคทีเรีย  

 
  การกําจัดฟอสฟอรัสในน้ําเสีย 
 
 เนื่องจากการปนเปอนของฟอสฟอรัสในแหลงน้ําทําใหเกิดปญหาดานสิ่งแวดลอม คือ 
ปรากฏการณยูโทรฟเคชันดังที่กลาวมาแลวขางตน จึงตองมีการกําจัดฟอสฟอรัสออกจากน้ําเสีย 
กอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ ซึ่งการกําจัดฟอสฟอรัสทําได 3 วิธี ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) คือ 
 
 1. วิธีกําจัดฟอสฟอรัสทางเคมี 
 

ทําได 3 แบบ คือ การโคแอกกูเลชั่น ( coagulation ) การดูดซับ ( adsorption ) และ การ
ตกตะกอน ( precipitation )ดวยสารเคมี  ตัวอยางเชน การควบคุมสภาพน้ําใหเปนดาง แลวเติม
แคทไอออน  เชน  แคลเซียม เหล็ก  เกลืออลูมินัม ใหทําปฏิกริยากับฟอสฟอรัส เกิดตะกอนของ
โลหะฟอสเฟตที่ไมละลายน้ํา  แลวแยกออกดวยถังตกตะกอน ขอเสียของวิธีนี้  คือ  สารเคมีมีราคา
แพง และกากตะกอนเคมีกําจัดยาก 

 
2 .การกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพ 
 
เปนการกําจัดฟอสฟอรัสโดยอาศัยจุลินทรีย ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่ไดรับความนิยมมากเนื่องจาก   
2.1 ปริมาณสลัดจจากระบบบําบัดทางชีวภาพมีนอยกวาวิธีอ่ืน   
2.2 คุณคาทางปุยของสลัดจทางชีวภาพมีมากกวา เพราะมีสัดสวนของฟอสฟอรัสในสลัดจ    
สูง   
กระบวนการกําจดัฟอสฟอรัสทางชีวภาพ  มีทั้งกระบวนการที่กําจัดพอลิฟอสเฟตอยางเดียว 

และกระบวนการที่ใชกําจัดฟอสฟอรัสควบคูกับการกําจัดไนโตรเจน 
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หลักการของการใชจุลินทรียในระบบกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพ  มีดังนี้ (ธงชัย  พรรณสวัสด์ิ, 
2544) 
 1. จุลินทรียใชฟอสฟอรัสเปนองคประกอบของการสรางเซลลใหม และใชเปนแหลงพลัง
งาน 
 2. จุลินทรียสะสมฟอสฟอรัสไวภายในเซลลในรูปของพอลิฟอสเฟต 
 3. จุลินทรียชวยในกระบวนการตกตะกอนดวยสารเคมีใหเกิดดีขึ้น   เนื่องจากสรางสารที่ทํา
ใหน้ํามีสภาวะเปนดาง 

 
3.การกําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีทางชีวภาพรวมกับวิธีทางเคมี 
 
โดยอาศัยหลักการที่จุลินทรียกลุม พีเอโอ กําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีทางชีวภาพรวมดวยการ

ตกตะกอนดวยสารเคมี เชน การตกตะกอนฟอสฟอรัสดวยปูนขาว 
 
 

ในปจจุบันความรูพื้นฐานเกี่ยวกับกลไกทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นในกระบวนการกําจัดฟอสฟอรัส
ทางชีวภาพยังไมเปนที่เขาใจดีนัก แตวิธีการกําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีนี้เปนที่นิยมมากในหลาย
ประเทศ วิธีที่นิยมใชมากที่สุด คือ   Enhanced  Biological  Phosphorus  Removal หรือ EBPR  
เพราะระบบนี้กําจัดฟอสฟอรัสไดมากกวาระบบอื่น ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) 

 
 

 
รูป  2.3 แสดงแผนภาพของEBPR ( Kealing และคณะ, 2000 ) 
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หลักการของระบบEBPR 
 

 Enhanced Biological Phosphorus Removal  ทําไดโดยการสรางสภาพแวดลอมใหเกิด
การคัดเลือกพันธุของแบคทีเรียชนิดพิเศษที่สามารถสะสมฟอสฟอรัสไดมาก  ซึ่งเรียกวาแบคทีเรีย
กลุม PAO โดยผานถังไรอากาศสลับกับถังใหอากาศ จนเกิดการคัดเลือกพันธุแบคทีเรียชนดินีข้ึน้  พี
เอโอเปนแบคทีเรียที่สามารถสะสมฟอสเฟตไดมากกวาปริมาณที่เซลลตองการใชในการเจริญเตบิโต 
หรือที่เรียกวา  การจับใชอยางฟุมเฟอย ( luxury phosphorus uptake )  โดยปกติเซลลแบคทีเรีย
จะตองการฟอสฟอรัสประมาณรอยละ 1.5 – 2 ของน้ําหนักเซลลแหง และสามารถกําจัดฟอสฟอรัส
ไดเพียงรอยละ  10 – 30 จากการระบายสลัดจสวนเกินออกจากระบบ  แตในกรณีของการจับใช
อยางฟุมเฟอยแบคทีเรียจะสามารถจับใชฟอสฟอรัสไดรอยละ 4 – 12 ของน้ําหนักเซลลแหง และ
สามารถกําจัดฟอสฟอรัสในระบบไดมากกวาระบบธรรมดาถึง 2.5 – 4 เทา  ( WEF manual of 
practice, 1992 )   โดยที่ EBPR ประกอบดวย ถังไรอากาศตอดวยถังใหอากาศ และถังตกตะกอน 
ซึ่งมีการปลอยน้ําที่ผานการบําบัดแลวทิ้งไป และมีการหมุนเวียนสลัดจมาใชใหม 
 

กลไกทางชีวเคมีของระบบEBPR 
 
ถังปฎิกิริยาที่ใชในกระบวนการกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพภายใตสภาพไรอากาศเรยีกวา  

ถังคัดพันธุ ( biological selector )  โดยสภาพแวดลอมในถังนี้มีประโยชนตอการแขงขันของ
แบคทีเรียกลุม PAO  เพราะแบคทีเรียกลุม PAO จะสามารถใชประโยชนจากสารอาหารไดกอน
แบคทีเรียชนิดอื่นๆในสภาพไรอากาศ ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) 

ในภาวะไรอากาศนี้แบคทีเรียจะสลายพอลิฟอสเฟตซึ่งเปนแหลงพลังงานภายในเซลล เพื่อ
การผลิต  ATP โดยอาศัยพอลิฟอสเฟตเอเอ็มพี  ฟอสโฟทรานส เฟอเรส  ( polyphosphate 
AMP:phosphotransferase )       ATP ที่สรางขึ้นจะนําไปใชในกระบวนการเปลี่ยนกรดไขมันระเหย
งายที่นําเขาสูเซลลใหกลายเปน Polyhydroxy butyrate (PHB) เนื่องจาก PHB เปนสารประกอบที่
ถูกรีดิวซไดงายกวากรดไขมันระเหยงายดังกลาว จึงตองอาศัยพลังสมมูลรีดิวซ ( reducing 
eqivalent  ) คือ เอ็นเอดีเอช (nicotinamide adenine dinucleotide, NADH ) ซึ่งไดมาจากการ
สลายไกลโคเจน ไปเปนกรดไพรูวิก ซึ่งจะเปลี่ยนไปเปนอะซิติลโคเอกอนที่จะผลิต PHB ไดตอไป   
จากการสลายพอลิฟอสเฟตในขั้นแรกทําใหเกิดการปลอยฟอสเฟตออกนอกเซลล 
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ในสภาวะใหอากาศ แบคทีเรียใชพลังงานใหมนี้ในการจับออรโธฟอสเฟตจากภายนอกเซลล เขา
สะสมภายในเซลลในรูปของพอลิฟอสเฟต  PHB จะถูกสลายไปเพื่อกระบวนการแอแนบอลิซึม และ
กระบวนการแคแทบอลิซึม  ในกระบวนการแอแนบอลิซึม พีเอชบีจะถูกเปลี่ยนไปเปนแหลงคารบอน 
สําหรับสังเคราะหเซลลใหมที่เกิดขึ้น สวนในกระบวนการแคแทบอลิซึมนั้น  PHB ถูกยอยใหเล็กลง
จนเปนอะซิติลโคเอเขาสูวัฏจักรทีซีเอ และวัฏจักรไกลออกซิเลต   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HAc คือ กรดอะซิติก, PHB คือ Polyhydroxy butyrate, gly คือ ไกลโคเจน, PP คือ พอลิฟอสเฟต     
  

Glycogen

PHB
Poly-P

Pi

HAc 
NADH2

A N A E R O B I C  P H A S E

      ANAEROBIC/AEROBIC PHASE  

Pi

Glycogen

PHB 
Poly-P

ATP NADH2 

H2O or N2 
O2 or NO3 

gly 
PHB

PP 

รูปที่ 2.4  กระบวนการเมแทบอลิซึม ( metabolism process ) ของ PAO ที่เกิดขึ้นใน
EBPR ( Van Loosdrecht และคณะ, 1997 )
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 ซึ่งพลังงานสมมูลจากทั้งสองวัฏจักรนี้จะถูกออกซิไดซ  ผานวิถีการขนถายอิเล็คตรอน 
เกิดฟอสโฟรีเลชั่นแบบออกซิเดทีพ  โดยมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอนทําใหเกิดการสราง ATP 
เพื่อนําไปใชเปนแหลงพลังงานตามความตองการของเซลลและใชเพื่อการเปลี่ยนออรโธฟอสเฟตที่
ถูกจับเขาเซลลใหกลายเปนพอลิฟอสเฟตเพื่อเก็บสะสมในเซลล  นอกจากนี้ PHB ยังถูกนําไป
สังเคราะหเปนคารโบไฮเดรตเพื่อเก็บสะสมในรูปของไกลโคเจน     ทั้งพอลิฟอสเฟตและไกลโคเจนที่ 
สะสมในเซลลจะถูกนําไปใชในสภาวะไรอากาศที่ตองหมุนเวียนตอไปในระบบEBPR 
 

 
 
 

 แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับEBPR 
 

 แบคทีเรียที่สามารถสะสมฟอสฟอรัสไดเปนพิเศษนั้นเดิมเชื่อวามีอยูประเภทเดียว คือ 
Acinetobaeter ( Fuhs และ Chen, 1975 และ Malnou และคณะ, 1984 ) จึงมีงานวิจัยอีกหลาย
ชิ้นที่ เกี่ ยวของกับ  Acinetobaeter  ( Deinema และคณะ , 1980 , Cloete และคณะ , 1985 , 
Groenestijn และคณะ, 1989 , Stereichen และคณะ, 1990 , Lotter และคณะ, 1992 , Beacham 
และคณะ, 1992 ) ตอมาพบวา Acinetobaeter ไมใชแบคทีเรียชนิดเดียวที่สามรถสะสมฟอสฟอรัส
ได  ยังมีแบคทีเรียชนิดอื่นอีกคือ Aeromonas และ Pseudomonas ซึ่งมีจํานวนมากกวารอยละ 50 
ของแบคทีเรียชนิดแอโรบิกทั้งหมดในระบบ โดยแบคทีเรีย  Acinetobaeter  มีจํานวนเพียงรอยละ 
15 เทานั้น  ( Karin และคณะ, 1983 )  ยิ่งไปกวานั้นยังพบวา Acinetobaeter  มีรูปแบบการใชและ
สะสมคารบอนและฟอสฟอรัสไมสอดคลองกับรูปแบบของแบคทีเรียในระบบ EBPR ( Ohtake และ
คณะ , 1985 , Groenestijin และคณะ , 1989 )   
 ตอมามีการศึกษาแบคทีเรียในระบบ EBPR ดวยเทคนิคอื่นๆ ที่แสดงวา Acinetobaeter  
เปนแบคทีเรียที่เปนประชาการสวนนอยในระบบ EBPR อาทิเชน Auling และคณะ ( 1995 ) ใชได
อะมิโนโปรเพน ( diaminopropane ) หรือ ดีเอพี ( DAP )เปนเครื่องหมายทางชีวภาพ ที่จําเพาะตอ 
Acinetobaeter พบวามี แบคทีเรียดังกลาวอยูเล็กนอยเทานั้น ผลที่ไดสอดคลองกันเมื่อใชเทคนิค 
fluorescent antibody รวมกับเทคนิค  in situ hybridization ( Cloete และคณะ ,1987 , Wagner 
และคณะ, 1993 ) นอกจากนั้น Bond และคณะ ( 1995 ) ใชเทคนิคของ 16S rDNA กับตัวอยางน้ํา
เสียที่ไดรับการบําบัดในระดับหองปฏิบัติการ พบวาในระบบบําบัดม ีAcinetobaeter อยูเพียง 2 %  



 12

 จากงานวิจัยที่ผานมา  Wagner และคณะ ( 1994 ) จึงเสนอวา Acinetobacter  ไมใช
แบคทีเรียในระบบ EBPR  เนื่องการศึกษาประชากรแบคทีเรียในระบบEBPRดวยเทคนิคการเพาะ
เลี้ยง ทําใหเกิดขอสรุปที่ผิดพลาด เนื่องจากวิธีนี้เปนการสงเสริมการเจริญของ Acinetobacter  
อีกทั้งแบคทีเรียหลายชนิดไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ 

 
 ดังนั้นงานวิจัยที่เกี่ยวกับระบบEBPRจึงมุงเนนการศึกษาแบคทีเรียดังกลาวดวยวิธีที่ไม
ตองใชวิธีการเพาะเลี้ยง ( culture-independent method )  ในการวิเคราะหสลัดจในระบบ EBPR  
เชน ในป 1994 Wagner และคณะ ทําการทดลองเปรียบเทียบระหวางการใชตัวติดตาม 16S rDNA 
ที่ติดสลากดวยสารเรืองแสงของเชื้อ Acinetobacter และแบคทีเรียอ่ืนๆ กับวิธีการยอมสีแบคทีเรีย
ที่ ได จ ากการ เพ าะ เลี้ ย งด วย  DAPI ( 4’,6-diamidono-2-phenylindol dihydrochloride ) ซึ่ ง
สามารถยอมติดพอลิฟอสเฟตกรานูลได พบวาเมื่อใชตัวติดตามพบ Acinetobacter ในระบบนอย
ก ว า  10 เป อ ร เซ็ น ต  และแบคที เรีย กลุ ม เด น คื อ  บี ต าซั บ ค ลาส  ( beta subclass )ขอ ง 
proteobacteria  และแบคทีเรียแกรมบวกที่มีปริมาณ G+C สูง แตเมื่อใชการยอมสีดวย DAPI พบ
วามี  แกมมา  ซับคลาส  ( gamma  subclass )ของ proteobacteria อยูมาก  และบงชี้ วาเปน 
Acinetobacter  ถึง 40 เปอรเซ็นต ดังนั้น Wagner และคณะ จึงสรุปวาแบคทีเรียที่มีความสําคัญ
ของ EBPR  นาจะเปนแบคทีเรียในกลุม บีตาซับคลาส ของ proteobacteria และแบคทีเรียแกรม
บวกที่มีปริมาณ G+C สูง  

 
 ขอสรุปดังกลาว ของ Wagner และคณะ ไดรับการยืนยันที่สอดคลองจากงานวิจัย

หลายชิ้น ที่ใชเทคนิคการวิเคราะหที่แตกตางกัน ไดแก  เทคนิค Flow cytometry ( Wallner และ
คณะ, 1995 )  เทคนิค 16S rDNA ( Bond และคณะ, 1995 )  เทคนิค 16S rRNA ที่จําเพาะตอกลุม
ของแบคทีเรียที่ติดฉลากดวยเตตระเมทธิลโรโดเอมีน-5-ไอโซไธโอไซยาเนต ( tetramethylrhoamine 
-5-isothiocyanate, TRITC ) (Kampfer และคณะ, 1996) เทคนิคหาเคาโครงของควิโนน ( Hiraishi 
 และคณะ, 1998 )   เทคนิคการตรวจหาดวย16S rRNA โดยใชเทคนิค Fluorescence In Situ 
Hybridization ,FISH ) (Bond และคณะ, 1999 )   เทคนิค 16S rRNA ที่ติดฉลากดวย TRITC รวม
กับการยอมสีดวย DAPI ( Kawaharasaki  และคณะ, 1999 )  เทคนิค 16S rRNA เพื่อตรวจหาและ
วัดปริมาณ  โดยใช FISH ( Crocetti  และคณะ, 2000 ) 
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 ในป 2002  McMahon และคณะ ศึกษาระบบ EBPR โดยใชเทคนิคหลายอยาง 
กลาวคือใชเทคนิค 16S rRNA และ FISH พบ Rhodocyclus ซึ่งเปนแบคทีเรียอยูในกลุม  บีตาซับ
คลาส ของ proteobacteria มีปริมาณประมาณ 80 เปอรเซนตของแบคทีเรียทั้งหมดในระบบบําบัด  

 
 จากงานวิจัยที่ศึกษาโดยนักวิทยาศาสตรหลายกลุมทําใหทราบขอมูลแบคทีเรียที่มีความ
สามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลดังตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 จุลินทรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล ( อุรัจฉวี     
อุณหเลขกะ, 2544 ) 

 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

Corynebacterium xerosis Muhammed ( 1961 ) 
Acinetobacter Fuhs และ chen ( 1975 ) 

Moraxella, Aeromonas, Pseudomonas Brodisch และ Joyner 
( 1983 ) 

Propionibacterium shermanii Robinson และคณะ ( 1984 ) 
Curtobacterium, Aureobacterium Bark และคณะ ( 1993 ) 
Salmonella Minnesota, Neisseria, 

Sulfolobus acidocaldarius 
 

Tinley และคณะ ( 1993 ) 
Microthix parvicella, Nocardia, 
Rhodococcus, Arthrobacter 

 
Wagner และคณะ ( 1994 ) 

Arthrobacter globiform, Pseudomonas, 
Microlunatus phosphovorus 

 
Nakamura และคณะ ( 1995 ) 

Agrobacterium tumefaciens, 
Agrobacterium radiobacter 

Aquaspirillum dispar, Klebsiella 

 
 

Merzouki และคณะ ( 1999 ) 
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ตารางที ่2.1 จุลินทรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล (ตอ) 
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Alcaligenes denitrificans, Enterobacter Sidat  และคณะ ( 1999 ) 

Tetrasphaera Maszenan และคณะ ( 2000 ) 
Candida humicola,Saccharomyces cerevisiae McGrath และ Quinn ( 2000 ) 

Lampropedia, Rhodocyclus Mino ( 2000 ) 
Hydrogenomonas eutropha, Myxococcus 

xanthus, Nitrosomonas spheroides, 
Rhodopseudomonas spheroides, 

Streptococcus SL-1 

 
 

ธงชัย พรรณสวัสด์ิ ( 2000 ) 

Rhodocyclus McMahon และคณะ ( 2002 ) 
Rhodocyclus Kong  และคณะ ( 2004 ) 

 
 

  
 
 เอนไซมที่เกีย่วของกับกระบวนการEBPR 
 
 แบคทีเรียในระบบEBPRตองการเอนไซมมาชวยเรงใหเกิดกระบวนการสะสมพอลฟิอสเฟต
เพื่อเก็บสะสมไวในเซลล  และการสลายพอลิฟอสเฟต  ซึ่งเอนไซมดงักลาวแบงเปน 2 กลุมคือ 
  

1. เอนไซมที่ใชเพื่อสังเคราะหพอลิฟอสเฟต  คือ  พอลิฟอสเฟตไคเนส ซึง่ทาํหนาที่เรง
ปฏิกิริยาโดยถายโอนกลุมฟอสฟอริลตัวสุดทาย ของ ATP  ใหกับพอลิฟอสเฟต โดยอัตราสวนของ 
ATP-ADP ภายในเซลลจะเปนตัวควบคุมการเกิดปฏิกิริยาโดยตรง  ดงัสมการที่ 2.1  ( Harold, 
1966 ) 
 
 
 
 

nATP  +   poly Pn                                 poly Pn+1   +    nADP    (สมการที ่2.1) 
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2. เอนไซมในกลุมสลายพอลิฟอสเฟต ไดแก 
 
2.1 เอนไซมกลุมฟอสโฟทรานสเฟอเรส ซึง่ทาํหนาที่เรงปฏิกริิยาการใชพอลิฟอสเฟตในการ

สราง ATP หรือสารที่ทาํหนาที่แทน ATP โดยทํางานรวมกันของพอลิฟอสเฟต : เอเอม็พี ฟอสโฟ 
ทรานสเฟอเรส  ซึง่ทาํหนาที่เรงปฏิกิริยา การเติมกลุมฟอสฟอริลของพอลิฟอสเฟตใหกับ AMP  
( adenosine monophosphate ) 
 

 
ดังสมการที่ 2.2 กับพอลฟิอสเฟตไคเนสในปฏิกิริยาที่แปรผันกลับได ในสมการที่ 2.1  เมื่อมี

พอลิฟอสเฟตกลูโคไคเนส   ( polyphosphate glucokinase )ซึ่งทาํหนาที่เรงปฏิกิริยาการเติมกลุม
ฟอสฟอริลของพอลฟิอสเฟตใหกับกลูโคส  จะเกิดการสราง กลูโคส-6-ฟอสเฟตขึ้น  ดังสมการที่ 2.3  
โดยที่อะดนีิเลตไคเนส  ( adenylate kinase )  จะควบคมุสมดุลของ AMP, ADP และ ATP ดัง
สมการ  ที ่2.4  
 
 
 
 
 
 
 
 2.2. พอลิฟอสฟาเทส ( polyphosphatase ) ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการแยกสลายพอลิ
ฟอสเฟตในน้าํ ( hydrolysis ) ใหเปนฟอสฟอรัส ดวยแรงขับของพอลฟิอสเฟตกลโูคไคเนส  
( Bonting และคณะ, 1991 ) ดังสมการที ่2.5 
 
 
 
 
 

2ADP                                 AMP       +      nADP            (สมการที ่2.4) 

Glucose   +     poly Pn               G-6-P   +     poly Pn-1    +     nADP         (สมการที่ 2.3) Mg 2+ 
Neutral  salt 

poly Pn    +      AMP                    poly Pn-1    +     nADP         (สมการที ่2.2) Mg 2+ 

poly Pn    +      H20                      poly Pn-1     +        Pi     ( สมการที ่2.5 ) 
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เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส 
 
 เปนเอนไซมที่สกัดไดคร้ังแรกจาก E.coli ( Kornberg และคณะ, 1956 ) มี 4 subunit 
ขนาด 80 กิโลดาลตัน อยูที่เยื่อหุมเซลลชั้นใน ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาหลายชนิดดวยกัน โดยที่มี
แมกนีเซียม ( Mg 2+ ) เปน cofacter  ( Tzeng และคณะ, 2000 ) 

1. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยถายโอนกลุมฟอสฟอริลตัวสุดทาย ของ ATP  ใหกับพอลิ
ฟอสเฟต ดังแสดงในสมการที่ 2.1  

 
 
 
2. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยการเปลี่ยน ADP ใหเปน ATP โดยการสลายพอลิฟอสเฟต 
     ( ปฏิกิริยาผันกลับของ สมการที่2.1 )  ดังสมการที่ 2.6 
 
 

 
3. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยการเปลี่ยน Guanosine-diphosphate ( GDP ) ใหเปน GTP 

โดยการสลายพอลิฟอสเฟต ดังสมการที่ 2.7 
 
 

 
4. ทําหนาที่สังเคราะห linear Guanosine 5’-tetraphosphatekinase ( ppppG ) ดัง

แสดงในสมการที่ 2.8 
 
 
 
 
5. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา autophosphorylation ดังแสดงในสมการที่ 2.9 
 
 

ADP    +       poly Pn                             ATP +      poly Pn-1         (สมการที ่2.6) 

GDP    +       poly Pn                             GTP +      poly Pn-1         (สมการที ่2.7) 

GDP    +       poly Pn                             ppppG +      poly Pn-2       (สมการที ่2.8) 

PPK      +       ATP                             PPK-P      +      ATP         (สมการที ่2.9) 

nATP      +   poly Pn                            poly Pn+1     +      nADP         (สมการที ่2.1) 
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เนื่องจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนสมีบทบาทสําคัญในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายใน
เซลล จึงมีงานวิจัยรายงานการคนพบเอนไซมชนิดนี้ในแบคทีเรียอีกหลายชนิด เชน 
Corynebacteria xerosis, Azobacter vinelandii, Salmonella minnesota, Arthrobacter 
atrocyaneus, Propionibacterium shermanii, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 
johnsonii, Klebsiella aerogenes  และเชื้อกอโรคอีกหลายชนิด เปนตน ( Rashid และคณะ, 
2000 ) 

 
ในป 1964 Harold พบวากิจกรรมจําเพาะของพอลิฟอสเฟตไคเนสจะถูกกระตุนใหมีมาก

ขึ้นเมื่อ  Aerobacter aerogenes  ถูกเลี้ยงในสภาพที่มีฟอสเฟตจํากัด และยังคนพบเพิ่มเติมดวย
ในป 1965 วา เอนไซมดังกลาวจําเปนตอการสรางสายพอลิเมอรของพอลิฟอสเฟต โดยสังเกตวา 
Aerobacter aerogenes กลายพันธุ ( mutant ) ที่ไมมีเอนไซมพอลิฟอสเฟตไมสามารถสรางสาย
พอลิฟอสเฟตขึ้นได ( Harold และคณะ, 1965 ) 

 
 
ยีนที่เกีย่วของกับพอลฟิอสเฟตไคเนส 

 
 ในป 1966  Harold  ศึกษาเมตาบอลิซึมของพอลิฟอสเฟตของ Aerobacter aerogenes 
และเสนอวา  เอนไซมที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึมของพอลิฟอสเฟต  คือ  พอลิฟอสเฟตไคเนส         
( polyphosphate kinase, ppk ), พอลิฟอสฟาเทส ( polyphosphatase )  และอัลคาไลน ฟอสฟา
เทส ( alkaline phosphatase ) ซึ่งตอมาพบวา  ยีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส ( ppk ) 
และเอ็กโซพอลิฟอสฟาเทส   ( exopolyphosphatase, ppx )  อยูบนโอเปอรอน  (operon )  
เดียวกัน    ( Akiyama และคณะ, 1993 ) ซึ่งถูกควบคุมโดย Pho regulon ซึ่งประกอบดวยบริเวณ
โปรโมเตอร คือ Pho B box  ซึ่งถูกกระตุนโดยโปรตีน PhoB ซึ่งเปน regulatory protein .ใน Pho 
regulon    ซึ่ง Pho regulon จะมีการสนองตอบเมื่อในภาวะที่มีฟอสเฟตต่ํา    และจุลินทรียที่มียีน 
ppk  แสดงดังตารางที่ 2.3  
 
 เมื่อศึกษาการเจริญเติบโตของ E.coli  พบวา ใน stationary phase  มีกิจกรรมของ พอลิ
ฟอสเฟตไคเนสสูงสุด ในขณะที่มีกิจกรรมของเอ็กโซพอลิฟอสฟาเทสต่ําที่สุด แตยังไมมีหลักฐาน
ยืนยันวาการกระตุน ppk  ตางจากการกระตุน ppx  อยางไร   นอกจากนี้ E.coli ที่ทําใหกลายพันธุ 
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โดยปราศจากโอเปอรอนของ ppk และ ppx   ทําใหความสามารถของเซลลในการอยูรอดในระยะ 
stationary phase ลดลง และมีโคโลนีที่เล็กลง ( Kornberg และคณะ 1999 )  
 
 Kornberg และคณะ ( 1999 ) นําลําดับเบสของ ppk  ของจุลินทรีย 15 ชนิด ไดแก 
Deinococcus radiodurans, Synechocystis sp., Klebsiella aerogenes, vibrio cholerae, 
Acinetobacter calcoaceticus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria 
meningitidis, Salmonella Typhimurium, Campylobacter coli, Helicobacter pylori, 
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumoniae และ
Streptomyces coelicolor มาเทียบหาความเหมือนกัน  พบวามีสวนที่เหมือนกันอยางสมบรูณอยู
เพียง  14 เปอรเซนตเทานั้น เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของจุลินทรียขางตนมาเทียบหาความ
เหมือนกัน พบวาไดผลดังตารางที่ 2.2  ซึ่งความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโนดังกลาวนั้น
เกี่ยวของกับวิวัฒนาการของจุลินทรีย 
 
ตารางที ่2.2  ผลการเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมพอลิฟอสเฟตจาก 
จุลินทรีย 15 ชนิด ( Kornberg และคณะ,  1999 ) 
 

จุลินทรีย เปอรเซนตความเหมือน ( % identity ) 
Deinococcus radiodurans 
และ Synechocystis sp 

 
45 

Mycobacterium leprae  และ 
Mycobacterium tuberculosis 

 
92 

Campylobacter coli 
และ  Helicobacter pylori 

 
46 

Acinetobacter calcoaceticus, 
Pseudomonas aeruginosa, 
และ   Neisseria meningitidis 

 
 

39 
Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli 
และ Vibrio cholerae 

 
 

51 
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ตารางที่ 2.3  จุลินทรียที่มียีน ppk  
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
Klebsiella aerogenes Kato และคณะ, ( 1993 ) 

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Dudlin, 
Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, 

Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, 
Streptomyces coelicolor, Neisseria meningitidis 

Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae 
Mycobacterium leprae, Yersinia pestis, 

Bordetella pertussis, Enterococcus faecalis, 
Escherichia coli, Campylobacter coli, 

Propionibacterium shermanii, Myxococcus xanthus, 
Clostridium acebutylicum, Synechocystis sp. 

Deinococcus radiodurans, Dictyostelium discoideum 

Kornberg และคณะ ( 1999 ) 

Acinetobacter baumannii 252 Gavigan และคณะ ( 1999 ) 
Rhodocyclus McMahon และคณะ ( 2002 ) 

 
 
 Soung-Hee และคณะ ( 1999 )ไดทดลองใชวิธีการวิเคราะหดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสเพื่อตรวจหายีน ppk จากจุลินทรียหลายชนิดโดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากขอมูลลําดับอนุรักษ
ของยีน ppk ที่มีอยู พบวาสามารถเพิ่มปริมาณยีน ppk ไดในเชื้อกลุม Rhizobium, Enterobacter, 
Chlorogloea  และ Pseudomonas 
 
 Kuo และคณะ ( 2000 ) ไดศึกษาลําดับของยีน ppk  ในจุลินทรียทางทะเล ( marine 
microorganisms ) โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสรวมกับไพรเมอรที่ออกแบบจากลําดับอนุรักษ
ของกรดอะมิโนของยีน ppk พบวาไดขอมูลในแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ  Acinetobacter, Serratia 
fonticola และ Bacillus aquamarinus 
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 McMahon และคณะ ( 2002 ) ใชวิธีการวิเคราะหแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟตในระบบ
บําบ ัดEBPRดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยออกแบบดีเจเนอเรตไพรเมอร ( degenerate 
primer ) จากลําดับอนุรักษของกรดอะมิโนของยีน ppk ในแบคทีเรีย 12 ชนิด  พบยีน ppk  4 ชนิด 
โดยที่  type I และ type II ของ ppk มีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ Rhodocyclus tenuis 
ถึง 86 และ 87 เปอรเซนต ตามลําดับ  ซึ่ง R. tenuis เปนแบคทีเรียที่พบในระบบบําบัดมาก
ประมาณ 80 เปอรเซนต 
 

อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกิริยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยเปรียบเทยีบลําดับขอมูลกรดอะมิโนอนุรักษจากฐานขอมูล 
Genbank ของแบคทีเรีย 13 สายพันธุโดยอางอิงจากสาํดับกรดอะมิโนของยนี ppk ของแบคทีเรีย 4 
ชนิด คือ E.coli, Campylobacter coli, Klebsiella aerogenes และ Neisseria meningtidis        
( Lopez และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้ําเสียสีพ่ระยาพบวา ไม
เกิดผลิตภัณฑ PCR ในแบคทีเรียตัวอยางใดเลย แตเกิดผลิตภัณฑ PCR ใน E.coli  JM109 ซึ่งเปน
ตัวควบคุมผลบวก เนื่องจาก E.coli  เปนแบคทีเรียทีม่ี ppk ( Akiyama และคณะ, 1992) โดยมี
ขนาดประมาณ 650 bp และสรางตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพร
เมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดเีอ็นเอของ E.coli JM109 เปนแมแบบ นาํตัวติดตามที่ไดไปติดตามจีโน
มิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของจี
โนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 และ CUW-3ที่ถูกตัดดวย EcoRI โดยสัญญาณดังกลาวมีขนาด
ประมาณ 3 กโิลเบส และเกดิสัญญาณที่ขนาดประมาณ 10 กิโลเบสใน   จีโนมิดีเอ็นเอทีถู่กตัดดวย 
EcoRI ของE.coli  JM109 ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก เนีอ่งจากโดยทีย่งัไมทราบลาํดบันิวคลีโอไทด
ของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เกิดสญัญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 จึงยงัไมทราบขอบเขตใน
การติดตาม ppk  ของแบคทีเรียระบบบาํบัดของตัวติดตามดีเอ็นเอ PE  
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1.   เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท Sanyo, Japan. 
2.   ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
3    อางน้าํควบคุมอุณหภูมพิรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน WB 14  ของบริษัท  
      Memmert, Germany. 
4.   เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน Vortex Genie II G-560E ของบริษทั Scientific Industries,    
       USA. 
6.   ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE600 ของบริษทั Memmert, Germany. 
7.  เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico ของบริษัท Kendro, Germany. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท Kubota,  

Japan. 
     -   หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 
     -   หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

9.    ตูเขี่ยเชื้อรุน BV-124 ของบริษัท Dwyer Instruments, USA 
10.  ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model. H1 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
11.  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท   
       Thermo Spectronic, USA. 
12.  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lambda 25 UV/VIS  spectrometer    
       ของบริษทั  PerkinElmer, USA 
13. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ION-check10 ของบริษัท Radiometer, France. 
14.  ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่าํ (deep freezer) อุณหภูมิ –70 °ซ รุน REVCO ULT 1786 ของบริษทั  
       Forma Scientific, USA. 
15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 °ซ รุน  MDF-U536D ของบริษัท    
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SanyoElectric, Japan. 
16.  ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

16.1   Personal gel-electrophoresis apparatus รุน GelMate® 2000 ของบริษัท  
          TOYOBO,  Japan. 
16.2 Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad,     
          USA.   

17 ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000  
ของบริษัท Gilson, France. 

18. เครื่องควบคุมอุณหภูมแิละระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block)  
      รุน MylabTH ThermoBlock SL TDB-120 ของบริษทั SeouLin Bioscience, Korea. 
19.  ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
20.  กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
21. แผนกรองไนโตรเซลลูโลส ( Nitrocellulose filter membrane ) ขนาดรู 0.45ไมโครเมตร ของ   

บริษัท Millipore, U.S.A. 
22.  เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA.  
23..  ชุดคอมพิวเตอรสําหรับถายภาพ รุน UNIVERSAL HOOD ใชโปรแกรม Quantity One            
       version 4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบรษิัท Difco Laboratories, USA. 
3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท  Merck, Germany. 
5. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั  Merck, Germany. 
7. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
8. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท  Merck, Germany. 
9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
10. ฟนอล (phenol) ของบริษัท  Merk, Germany. 
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12. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
13. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane),(C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA. 
14. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2• 2H2O) ของบริษัท Sigma,     
      USA. 
15. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
16. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท  

TCI-EP, Japan. 
19.   1 kb DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
21.  Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA. 
22.   dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA. 
25.   Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
26.   Proteinase K ของบริษัท Qiagen, Germany. 
27. Lyzozyme ของบริษัท Sigma, USA. 
28. สียอมโทลูดิอิน  บลู ของบรษิัท Fluka, Germany. 
29. สียอมเมธิลนี บลู ของบริษทั Fluka, Switzerland. 
30. Sodium Phosphate glass ( n=35 )  ของบริษัท Sigma, USA. 
31. Bovine serum albumin ของบริษัท Sigma, USA. 
32. Alumina ของบริษัท Sigma, USA. 
33. ชุดสกัดดเีอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick® Gel Extraction Kit ของบริษัท QIAGEN, USA. 
34. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection  
      Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) หรือ
ดีกวา 
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3.3 แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย  
 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 
Escherichia coli JM109 บริษัท NewEngland Biolabs, USA 

Lactobacillus plantarum TISTR 850 ศูนยจุลนิทรีย สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

CUW-1 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) 

CU-PK1 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK2 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK3 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK4 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK5 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
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3.2 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 
 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง แสดงในตารางที ่3.2 
 
ตารางที ่3.2 โอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอไทด 

ไพรเมอร 
ลําดับนวิคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

NLDE-0199f 5’-CGTATGAATTTTCTTGGTATTTATTGTA 
CTAATCT(AGCT)GA(CT)GA(AG)TT(CT)T-3’   

McMahon และคณะ 
(2002) 

TGNY-1435r 5’-GTCGAGCAGTTTTTGCATGA(AT)A(AG) 
TT(AGCT)CC(AGCT)GT-3’ 

McMahon และคณะ 
(2002) 

27f 5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’          Widada และคณะ 
(2002) 

350f 5’-TACGGGAGGCAGCAG-3’                    Mueller และคณะ 
(1997) 

1240r 5’-CCATTGTAGCACGTGT-3’                 Achenbach และ
คณะ (2001) 

1492r 5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’     Widada และคณะ 
(2002) 
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3. 5 การเลี้ยงและเกบ็รักษาแบคทีเรีย 
 

3.5.1) แบคทีเรียทุกสายพันธุที่แยกไดจากน้ําเสีย เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 
(ภาคผนวก ก 5)  เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 30°ซ 

ในกรณีที่ตองการหาการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล และตองการหาความสามารถ
ของการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สังเคราะหชนิดเหลว ( ภาคผนวก ก 3 ) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 30°ซ 

 
 

3.5.2) แบคทีเรีย E.coli JM109, L. plantarum TISTR 850 และ CUW-1 เพาะเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (ภาคผนวก ก 5) เชนเดียวกันแตบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37°ซ  

 
 3.5.3) เก็บรักษาแบคทีเรียทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 
ตามลําดับ  นํามาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข 1) ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 
: 7 บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ -70°ซ 
เปนเวลา 1 ป 
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 วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.6 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟต 
 

3.6.1 การแยกแบคทีเรียทีส่ะสมพอลฟิอสเฟตจากตวัอยางน้าํเสยี 
 

เก็บตัวอยางน้าํเสียชุมชนจากบอที่มกีารใหอากาศ  และบอพักที่ไมมีการใหอากาศจากโรง
บําบัดน้าํเสียส่ีพระยา  กรุงเทพมหานคร  แลวนาํน้าํตัวอยางมาผานการสัน่สะเทือนดวยคลืน่
ความถี่สูง  ( sonication ) เพื่อทาํใหตะกอน  ( floc ) แตกออกและแบคทีเรียกระจายตัวกันอยาง
สม่ําเสมอ  ทําการเจือจางตวัอยางน้าํในน้าํกลั่นปราศจากเชื้อใหมีความเขมขนเปน 10-3, 10-4, 10-5  
และ 10-6  จากนัน้กระจาย ( spread ) ตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ของแตละความเขมขนลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้น้ําเสยีชนิดแข็ง ( waste water agar medium , ภาคผนวก ก 3 ) โดยใชแทงแกวงอ 
( spreader ) บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  แลวจึงนําโคโลนีเดี่ยวไปขีด ( streak 
) บนอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีชนิดแข็ง  เพื่อคัดแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์เปนโคโลนเีดี่ยว นาํไปบมที่สภาวะ
เดิมเปนเวลา  5  วัน  แลวนาํแบคทีเรียที่แยกไดมายอมดู โวลูทนิ แกรนูล ดวยสารละลายอัลคาไลน  
ลอฟเฟลอรส  เมธิลีนบลู  ( Alkaline  Loeffler’s  Methylene  Blue, ภาคผนวก  ข.3)  แลวเลือก
เฉพาะไอโซเลตที่มองเหน็โวลูทิน แกรนลู  ติดสีน้าํเงนิเขมอยูภายในเซลลเพือ่นําไปใชศึกษาใน
ขั้นตอนตอไป 

 
 
 

3.6.2 การตรวจสอบความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลจากไอโซ
เลตที่คัดแยกไดจากกระบวนการขางตนดังขอ 3.6.1 (  มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2538 ) 

 
นําไอโซเลตทีค่าดวานาจะมคีวามสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล ที่คัด

แยกไดจากขอ  3.6.1   มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อน้าํเสียสังเคราะหชนิดแข็งเอียง  ( synthetic 
waste water agar slant,  ภาคผนวก ก 2.) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  แลว
นําไอโซเลตดังกลาวปริมาณ  1  ลูปทดลอง (  loop ) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อน้าํเสียสังเคราะห
ชนิดเหลว  ( synthetic waste water medium, ภาคผนวก  ก 3 ) ที่มกีารเติมสารสกัดจากยีสต
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ปริมาณ  0.8 % เพื่อเพิ่มการเจริญของเชื้อ  ในหลอดทดลองปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  ดวยอัตราเร็ว  200 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 32  ชั่วโมง จงึปนเซลลให
ตกตะกอนที่ความเรว็  12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  15 นาท ี  จากนัน้จึงลางตะกอนเซลลที่ได
ดวยอาหารเลีย้งเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนดิเหลว  ปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิมอีกครั้งเพื่อทําใหเซลล
ตกตะกอน   เจือจางเซลลที่ไดดวยอาหารเลีย้งเชือ้น้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลวเพื่อใหมีคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่  600  นาโนเมตร  ประมาณ 0.5 แลวจึงลงเชื้อที่ปรับใหไดความเขมขน
ดังกลาวในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสในภาวะไรอากาศโดยใชหมอ
ที่ปราศจากออกซิเจน  ( anaerobic jar ) เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวจึงนําชุดการทดลองหนึ่งชุดไปวัด
ปริมาณฟอสเฟตในสารละลาย สวนอีกชุดนําไปบมตอในภาวะใหอากาศบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  ดวยอตัราเร็ว  200 รอบตอนาท ี  เปนเวลา  4  ชั่วโมงจึงนําไปวัดปริมาณ
ฟอสเฟตในสารละลาย โดยนําน้ําเลีย้งเซลลไปหมุนเหวีย่งที่ความ 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 
นาท ี แลวจึงตรวจวัดการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลโดย นําสวนใสที่ไดจากจากหมุนเหวี่ยง
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลายผสมสําหรับทดสอบฟอสเฟต ( ภาคผนวก ข 3 )  บม
ไว 5 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 885   นาโนเมตร  โดยมหีลอดควบคุม  คืออาหารเลี้ยง
เชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลว การเลีย้งแบคทีเรียในภาวะไรอากาศสลับกับใหอากาศนั้นทําเพื่อ
เลียนแบบภาวะในระบบอีพบีีอาร โดยที่แบคทีเรียสลายฟอสเฟตออกมานอกเซลลในภาวะไรอากาศ
และมีการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลลในภาวะใหอากาศ  

การตรวจวัดการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลอาศัยหลักการวัดปริมาณออโธฟอสเฟต
ในสารละลาย     โดยกรดซัลฟูริก      จะทําใหฟอสเฟตสามารถทําปฏิกิริยากับไอออนของโมลิบเดต   
( molybdate ion ) ไดเปนกรดโมลิบโดฟอสฟอริก  ( molybdophosphoric acid  แลวกรด
แอสคอบิก    ( ascobic  acid )       จะรีดิวซใหเปนฟอสโฟโมลิบดินัมบลู ( phosphomolybdenum 
blue ) ที่วัดปริมาณไดที่คาการดูดกลืนแสงเทากับ  885 นาโนเมตร 

จากการทดลองนี้จงึสามารถหาปริมาณของฟอสเฟตที่แบคทีเรียสะสมไวภายในเซลลได
โดยการเทียบคาการดูดกลนืแสงของตัวอยางที่วัดไดกับกราฟมาตรฐานที่ความเขมขนของฟอสเฟต 
( KH2PO4 ) เปน  1, 2, 3, 4 และ 5 ไมโครกรัมตอลิตร ( ภาคผนวก ค.) 
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3.7 การวิเคราะหความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยางดวย
เอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส  
 

 
3.7.1 การเตรียมเซลลของแบคทีเรียตัวอยาง 
 
เลี้ยงเซลลแบคทีเรียตัวอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเทรียนท ปริมาตร  50 มิลลิลิตร บม

ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที ที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส เพื่อเก็บสวนเซลลมาทํา
การเจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  
แลวนําสารละลายเซลลปริมาตร  1  มิลลิลิตรปลูกลงในน้ําเสียสังเคราะหสตูรดัดแปลงที่มีฟอสเฟต
จํากัด ( ภาคผนวก  ก 3 )  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  
เปนเวลา  6  ชั่วโมง    
  
 3.7.2 การเตรียมสารสกัดจากเซลล 
 
 นําชุดการทดลองไปปนเก็บเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
ความเร็ว  12,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  นําตะกอนที่ไดมาบดบนโกรงที่มีการเติม
อะลูมินา ( alumina )ในปริมาณเทากับเซลลเปยกเพื่อทําใหเซลลแตกเปนเวลา 10 นาที  จากนั้น
เติมสารละลายบัฟเฟอรทริส-อีดีทีเอ  ความเขมขน  0.05 โมลาร  คาความเปนกรดดางที่ 7.6 ( Tris-
EDTA buffer, ภาคผนวก ข 5 )  ปริมาณ  1  มิลลิลิตร  แยกกากเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ควบคุมอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส ความเร็ว  12,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  สวนน้าํใส
ที่ไดคือ  สารสกัดจากเซลล 
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 3.7.3 การหาความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยาง
ดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส ( Mullan  และคณะ, 2002 ) 
 
  
 จากหลักการที่พอลิฟอสเฟตไคเนสจะดึงหมูฟอสเฟตจากพอลิฟอสเฟตไปเติมใน ADP เกิด
เปน ATP  :ซึ่งปฏิกิริยานี้ผันกลับได ดังสมการ 

PPK 
  ATP + (พอลิฟอสเฟต)n            ADP +  (พอลิฟอสเฟต)n+1 

 

 พอลิฟอสเฟต เปนพอลิแอนอิออน ( polyanion )  ที่มีประจุลบ โดยที่พอลิฟอสเฟตจะมี
ประจุลบเพิ่มข้ึนเมื่อมีจํานวนพอลิฟอสเฟตเพิ่มมากขึ้น  ประจุของพอลิแอนอิออนที่เพิ่มข้ึนทาํใหการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดตอสียอมโทลูอิดิน บลู ( toluidine blue, ภาคผนวก ข 4 ) ของพอลิฟอสเฟต
เปลี่ยนจาก  630 นาโนเมตรไปเปน  530  นาโนเมตร ซึ่งอัตราสวนของ A530/630 จะมี
ความสัมพันธโดยตรงกับพอลิฟอสเฟตที่เกิดขึ้น ดังนั้นสามารถหาความสามารถในการสังเคราะห
พอลิฟอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนสไดโดยหาอัตราสวนของพอลิฟอสเฟตที่เพิ่มข้ึนตอ
เวลาที่ A530/630 
 
 เลี้ยงเซลลแบคทีเรียตัวอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเทรียนท ปริมาตร  50 มิลลิลิตร บม
ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  
12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาทีที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส เพื่อเก็บสวนเซลลมาทําการ
เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  แลวนํา
สารละลายเซลลปริมาตร  1  มิลลิลิตรปลูกลงในน้ําเสียสังเคราะหสูตรดัดแปลงที่มีฟอสเฟตจํากัด  
( ภาคผนวก ก 3 )  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  เปนเวลา  
6  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปเตรียมสารสกัดจากเซลลโดยวิธีเชนเดียวกับขอ 3.7.2   
 

นําสารสกัดที่ไดจากเซลลปริมาตร  50  ไมโครลิตรมาผสมกับพอลิฟอสเฟต ( n=35 ) 
เขมขน 0.6 กรัมตอลิตร  ปริมาตร  50  ไมโครกรัม  บมไวที่อุณหภมูิ  24  องศาเซลเซียส เปนเวลา 0 
,2, 4, 6, 8 และ 10 นาที  ตมเพื่อหยุดปฎิกิริยาเปนเวลา 2 นาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็งเพื่อหยุด
ปฎิกิริยา  จากนั้นนําสารที่ทําปฎิกิริยาแลวปริมาตร 10 ไมโครลิตรไปผสมกับสียอมโทลูดิอิน  บลู 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเปนเวลา 15 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 630 นาโนเมตร และ 530 นา
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โนเมตร   เพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงที่ 530 ตอ 630 นาโนเมตร  
ตอเวลาทําปฎิกริยา   

 
  

3.7.4. การตรวจวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry ( Lowry และคณะ, 
1951 ) 

 
ใสสารสกัดจากเซลลปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย Lowry C ปริมาณ 5 มิลลิลิตร 

บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Lowry D ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  
บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร  เทียบ
หาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของการดูดกลืนแสงของโบวาย ซีรัม อัลบูมิน ( 
ภาคผนวก จ.)  ที่ความเขมขน 0 ถึง 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
3.8 การเพิ่มจํานวน ppk  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  
 

3.8.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบ (template) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

    3.8.1.1  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียแกรมลบ 
 
 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมลบตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  
โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่
อุณหภูมิหองขามคนื (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไป   
ปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เทสวนน้ําใสทิ้ง             
นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 19) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 8) ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน   20  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข  
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27)    ปริมาตร   3 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของโปรตีนเนส
เคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 1 
ชั่วโมง  แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา  เติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข 20) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที  
จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 23) ดวยอัตราสวน
ปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งกลายเปน
อิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที    นําสวนน้ําใสที่อยู
เหนือช้ันตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/   ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  
(ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 22) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย ผสมโดยการ
เขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 
นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสใน
หลอดไมโครฟวจหลอดใหม   แลวเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลับหลอด
ไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ   ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 15 นาที เทสวนของไอโซโพรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็น
จัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 
นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิท  แลวละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร     เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก เก็บดี
เอ็นเอที่ไดที่อุณหภมูิ 4°ซ 
 
 

  3.8.1.2  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียแกรมบวก 
 

 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมบวกตามวิธีของ Sambrook และ Russell 
(2001)  โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไป
เขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ 
นําไป   ปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เทสวนน้าํใสทิง้         
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นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 18) ปริมาตร 425 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติม Lysozyme(ภาคผนวก ข 28) ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด
ไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 23) ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสม
ใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติม absolute ethanol ดวยอัตราสวนปริมาตร
เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  
นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  –70 °ซ เปนเวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 15 นาที เทสวนของ absolute ethanol ทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย
เอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยให
แหงสนิท  แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใส 
RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร     เพื่อกําจัด
อารเอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 

 
       3.8.2  การวิเคราะหความบรสิุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรจะอยูในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 
1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 
คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
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3.8.3 ปฏิกริยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  
 การทํา PCR ในงานวิจัยนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร  NLDE-0199f( forward primer ) 
และ TGNY-1435r( reward primer ) ( McMahon และคณะ , 2002 ) เพื่อเพิ่มจํานวน ppk โดย
สังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรดังกลาว โดยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเออัตโนมัติโดยหนวย
บริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU)  สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
(สวทช.)  

สวนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรมีความเขมขนสุดทายและ
ปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาของสารแตละตัวแสดงในตาราง 3.3 และทําการหาความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดที่เหมาะสม  โดยเติมแมกนีเซียมคลอไรดในแตละปฎิกริยาที่ความเขมขน
แตกตางกัน คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0  และ 2.5 มิลลิโมลาร 
 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน ppk 
 

สารเคมี ความเขมขน ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน
สุดทาย 

MgCl2 
Taq DNA polymerase buffer 
ไพรเมอร NLDE-0199f 
ไพรเมอร TGNY-1435r 
dNTP 
 
Taq DNA polymerase 
ดีเอ็นเอแมแบบ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

 
10 X 

50 µM 
50 µM 
2 mM 

(ของแตละตัว) 
1 U/ µl 

1 pg -1 µg/µl 

 
5 
1 
1 
5 
 

1.5 
1 
 

 
1 X 

1.0 µM 
1.0 µM 
200 µM 

(ของแตละตัว) 
1.5 U 

1 pg -1 µg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
hot start  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
denaturation  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
annealing  ทําการหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม 
                                      โดยทําการทดลองที่ 45, 46, 47,48 และ  49 °ซ  
                                      ที่  45 วินาที  
extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 2 นาที 
               
final extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 10 นาที 
 
ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 

3.8.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ทําโดยเตรียมอะกาโรสเขมขน 1.0% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE  เทลงในแบบพิมพที่มีหวี

เสียบอยู  ระวังอยาใหมีฟองอากาศ  ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วางชิ้นอะกา
โรสเจลท่ีไดลงใน แชมเบอร   เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย  ผสม
สารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข 24)  ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา  โดยอาจจะ
ปรับปริมาตรดวยน้ําในกรณีใชปริมาตรของดีเอ็นเอนอย  หยอดสารผสมลงในชองวิ่งและหยอดดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder  จากนั้นทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้      ชุดทําอิ
เล็กโทรโฟเรซิส  GelMate 2000  ใชความตางศักย 100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟ
นอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน      ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด
ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 23) เปนเวลา 5-10 นาที      ตรวจดูแถบดี
เอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร  

 
 
 
 

35 รอบ 
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3.8.5 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรส 
 
 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.8.3  มาแยกชิ้นผลิตภัณฑ
ที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส  จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp    ออก
จาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 7) ตามวิธีที่
ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้  ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกา
โรสเจลโดยใสไวในหลอดไมโครฟวจ  เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตรชิ้นอะกาโรส
เจล บมที่อุณหภูมิ 50 °ซ  เปนเวลา 10 นาที หรือกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมดไดเปนสารละลาย
ใสสีเหลือง นําสารละลายดังกลาวใสใน  QIAquick spin column นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้ง เติม
บัฟเฟอร QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร 
ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ
หอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดบัฟเฟอร PE ที่เหลือติดคอลมันออกให
หมด ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส
เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 °ซ  
 
 หาลําดับนิวคลีโอไทดโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย        
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.)    นําขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS และนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยู
ใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX version 2.2.10   
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3.9 การพิสจูนลักษณะของแบคทีเรียตัวอยาง  โดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ 
16S ribosomal DNA (16S rDNA) 
 
 3.9.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบ (template) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 การสกัด การวิเคราะหความบริสุทธิ์และการหาความเขมขนของจีโนมิกดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียตัวอยางที่สามารถเพิ่มจํานวน ppk  จากขอ 3.3 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ ,1999)  
ซึ่งอธิบายไวในขอ 3.8.1 โดยสุดทายใหละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 
30 ไมโครลิตร     และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29) ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
 
 3.9.2 ปฏิกริยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  
 

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร   คือ   forward primer 27f         
(5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)  และ  reverse primer  1492r (5’-ACGGCTACCTT 
GTTACG ACTT-3’)  นอกจากนี้ในตารางที่ 3.4 จะแสดงสวนผสมสารในปฏิกิริยา ความเขมขนสุด 
ทายและปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาของสารแตละตัว  
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ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน 16S ribosomal DNA  
 

สารเคมี ความเขมขน ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน
สุดทาย 

MgCl2 
Taq DNA polymerase buffer 
ไพรเมอร 27f 
ไพรเมอร 1492r 
dNTP 
 
Taq DNA polymerase 
ดีเอ็นเอแมแบบ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

25 mM 
10 X 

50 µM 
50 µM 
2 mM 

(ของแตละตัว) 
1 U/ µl 

1 pg -1 µg/µl 

3 
5 
1 
1 
5 
 

1.5 
1 

32.5 

1.5 mM 
1 X 

1.0 µM 
1.0 µM 
200 µM 

(ของแตละตัว) 
1.5 U 

1 pg –1 µg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  

 
โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
hot start  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
denaturation  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
annealing  ที่อุณหภูมิ  46°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
final extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
 

 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส    

35 รอบ 
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3.9.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.8.3  มาแยกชิ้นผลิตภัณฑ
ที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสในขอ 3.8.4  จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 
bp    ออกจาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข4) 
ตามวธิีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ตามที่กลาวมาแลวในขอ  3.8.5 

การหาลําดับนิวคลีโอไทดทําโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) โดยใชไพร
เมอรดังนี้คือ forward primer 27f, forward primer 350f, reverse primer 1240r และ reverse 
primer 1492r  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS และนําไป
เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastN   

 
 
 

3.10 การคนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ แบคทีเรียตัวอยางทีม่ี  ppk ดวย
เทคนิคไฮบรไิดเซชัน (hybridization) 
  
 3.10.1 การเตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) 
  
      3.10.1.1 การเตรียมผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  
 
  จากการทํา PCR เพ่ือใหไดชิ้นสวนที่มาจาก ppk ตองใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาและ
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรตามขอ 3.8.3 จากนั้นแยกชิ้นดีเอ็นเอในผลิตภัณฑที่ไดดังกลาว ดวย 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาด  1300 bp สําหรับ ppk ตามลําดับ ออก
จาก อะกาโรสเจลดวย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 7) ตามวิธีที่
ระบุโดยบริษัทผูผลิตที่อธิบายไวในขอ 3.8.5    
    3.10.1.2 การติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี Random 
labeling 
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 ติดฉลากดีเอ็นเอติดตาม ppk โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข 15) ตามวิธีของ
บริษัทผูผลิตดังนี้  ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.10.1.1 ปริมาตร 16 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอแลวแชในน้ําแข็งทันที  
เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ใหเขากัน 
บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้ําอุน 65°ซ เปนเวลา 10 
นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20°ซ 
 เรียกดีเอ็นเอติดตามที่ไดจากผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2 , CU-PK5 และ E.coli JM 
109  วา PP1, PP2 และ PP3 ตามลําดับ 
 

 3.10.2 การเตรียมไนลอนเมมเบรนทีม่ีจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย
ตัวอยางสําหรับการไฮบรไิดซ ( Sambrook และ Russell, 2001 ) 
 
 การเตรียมไนลอนเมมเบรนสําหรับการไฮบริไดซเพื่อติดตาม ppk บนจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
แบคทีเรียตัวอยางมีข้ันตอนดังนี ้
 
                    3.10.2.1 การสกัดจีโนมกิดีเอน็เอของแบคทเีรียตัวอยาง 
  
 สกัดและหาความเขมขนจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตวัอยางตามวิธขีอง Ausubel และ
คณะ ,1999) ดังอธิบายในขอที่ 3.8.1  นําสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางใหความเขมขนเทากับ 1.6 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร   
 
        3.10.2.2 การเตรียมไนลอนเมมเบรน 
 ตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตําแหนงดีเอ็นเอใหชัดเจน ระหวางนั้นแชไนลอน
เมมเบรนในน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อเพื่อไลฟองอากาศออก  ตมดีเอ็นเอในน้ําเดอืดเปนเวลา 10 
นาที  แลวแชอางน้ําแข็งทันที  นําเมมเบรนออกจากน้าํแลวตั้งทิง้ไวใหเมมเบรนแหงหมาด  จากนั้น
นําดีเอ็นเอดังกลาวมาหยดลงบนแตละชองที่ระบุตําแหนงไวคร้ังละ 1 ไมโครลิตร  รอใหแหงแลว
หยดซ้ําจนครบ 3-5 ไมโครลิตร  โดยใช PCR product ของตัวติดตามดีเอ็นเอเปนตัวควบคุมผลบวก 
( positive control )  และดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850 เปนตัวเปรียบเทยีบ 
เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่ไมมีการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส 
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  เมื่อหยดตัวอยางครบและแหงแลวนําเมมเบรนดานที่มดีีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลต
ประมาณ 3 นาท ีเพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดกับเมมเบรน 
 
  3.10.3) ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ ดวยดีเอ็นเอติดตาม ppk 
 
 ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนาํไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอน็เอมาใสถุง         
พลาสติกสาํหรับไฮบริไดเซชันและผนกึดานขางใหสนทิดวยเครื่องผนกึที่ใชความรอนดังรูปที ่  3.1  
เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข 15) ซึ่งทาํการอุนไวที่อุณหภูมทิี่จะทําไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42°ซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเซนติเมตร ไลฟองอากาศออกใหหมด 
จากนั้นผนึกปดใหสนทิ นําไปบมที่อุณหภมูิ 42°ซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1  ลักษณะการผนกึถุงพลาสติกสําหรับทาํไฮบริไดเซชัน 
 
 เตรียมสารละลายดีเอ็นเอตดิตาม ppk สําหรับการไฮบริไดซโดยนําดีเอ็นเอติดตาม ppk  
จากขอ 3.5.1 ไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี แลวแชในน้าํแข็งทนัที จากนัน้เติมลงใน
สารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ใหมีความเขมขน  5-25 นาโนกรัมตอสาร 

ถุงไฮบริไดซ 

แนวผนกึ 

ไนลอนเมมเบรน 

แนวผนกึ 
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ละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยูในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon tube)  
ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดเบาๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 68°ซ เปนเวลา 10 นาที กอนนําไปไฮ 
บริไดซ 
 
 เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลวตัดถุงพลาสติกออก เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้งแลว
ยายเมมเบรนมาที่ถุงพลาสติกใบใหม  จากนั้นทําการผนึกดานขางถุงเหมือนเดิม เทสารละลายดี
เอ็นเอติดตาม ppk ที่เตรียมไวขางตนลงไป  ไลฟองอากาศออกใหหมดแลวปดผนึกดานบน 2 คร้ัง 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 42°ซ ดวยการเขยาเบาๆ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) (สารละลายดีเอ็นเอ  
ติดตามที่ใชแลวกลับนํามาใชไดอีกหลายครั้งดวยการเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่
อุณหภูมิ      -20°ซ  เมื่อนํามาใชในครั้งตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามเพิ่มอีก 2-3 ไมโครลิตร และ
กอนใชตองทําการแยกสายดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ 68°ซ  เปนเวลา 10 นาที (ระวังอยานําไปตม
จนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเสียสภาพ) 
 
 เมื่อเสร็จสิ้นไฮบริไดเซชันแลว นําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก
โดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกับไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย 
2XSSC /0.1%SDS (ภาคผนวก ข 13) ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง พรอมกับการเขยา
เบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้นลางอีก 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข 14) ที่อุณหภมูิ 68°ซ  เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง 
 
 ตรวจหาตําแหนงดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยาง ที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม ppk ดวย
วิธี Enzyme immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling 
and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข 15) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้ 
(ทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง)  เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออกแลว
มาลางดวย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข 15) ในกลองพลาสติกโดยใชปริมาตรทวมไนลอน      
เมมเบรน เขยาเบาๆเปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข 
15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติม antibody 
solution    (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาค
ผนวก ข 15) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชใน
หลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1 : 5,000 ) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้งแลวลาง  
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Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 
เปนเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง  จากนั้นเตรียมซับสเตรท NBT/BCIP (ภาคผนวก ข 15) โดย
เจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุมใหมืด)  ยายไนลอนเมมเบรนมาใสถุง
พลาสติกแลวผนึกดานขางเชนเดียวกับข้ันไฮบริไดซ  จากนั้นเทซับสเตรทที่เตรียมไวลงในถุง ไลฟอง
อากาศออกแลวผนึกปดถุง นําไปบมในที่มืด (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวาจะเกิดแถบสีชัดเจน 
(ประมาณ 1 ชั่วโมง – 16 ชั่วโมง)  เมื่อเสร็จสิ้นการบมกับซับสเตรทแลวนําเมมเบรนออกจากถุง
พลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที ซับและตากใหแหงจึงเก็บใสถุง 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกิริยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยเปรียบเทียบลําดับขอมูลกรดอะมิโนอนุรักษจากฐานขอมูล 
Genbank ของแบคทีเรีย 13 สายพนัธุโดยเลือกลาํดับกรดอะมิโนอนุรักษที่ตําแหนง 515-521 
สําหรับ forward ไพรเมอร CUP-9 และตําแหนง 723-728 สําหรับ reverse ไพรเมอร CUP-10 แลว
เปลี่ยนไพรเมอรที่เปนดีเจเนอเรคใหกลายเปนโอลิโกนวิคลีโอไทดโดยอางอิงจากสาํดบักรดอะมิโน
ของยีน ppk ของแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ E.coli, Campylobacter coli, Klebsiella aerogenes และ 
Neisseria meningtidis ( Lopez และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้าํ
เสียสี่พระยาพบวา ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR ในแบคทเีรียตัวอยางใดเลย แตเกิดผลิตภัณฑ PCRใน 
E.coli  JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมผลบวก เนื่องจาก E.coli  เปนแบคทีเรียทีม่ี ppk ( Akiyama และ
คณะ, 1992) โดยมีขนาดประมาณ 650 bp และสรางตวัติดตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ E.coli JM 109 เปนแมแบบ นาํตัวติด
ตามที่ไดไปติดตามจีโนมิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 พบวาปรากฏสัญญาณแสดง
ตําแหนงของ ppk ของจีโนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 และ CUW-3ที่ถกูตัดดวย EcoRI โดยสัญญาณ
ดังกลาวมีขนาดประมาณ 3 กิโลเบส และเกิดสัญญาณที่ขนาดประมาณ 10 กิโลเบสใน   จีโนมิดี
เอ็นเอทีถู่กตัดดวย EcoRI ของE.coli  JM109 ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก เนี่องจากโดยที่ยงัไมทราบ
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนดีเอน็เอที่เกิดสัญญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 จึงยังไม
ทราบขอบเขตในการติดตาม ppk  ของแบคทีเรียระบบบาํบัดของตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE  
 
 งานวิจยันี้มจีดุประสงคเพื่อสรางตัวติดตามดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอยนีประมวลรหัสพอลิ
ฟอสเฟตไคเนส ( polyphosphatekinase, ppk ) ของแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟตในน้าํเสีย โดย
อาศัยขอมูลจากแบคทีเรียอืน่ๆเพิ่มเตมิ 
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4.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟต 
 

 จากการแยกแบคทีเรียจํานวน  197 สายพนัธุจากโรงบําบัดน้าํเสียสี่พระยา พบวาม ี 26 
สายพนัธุที่มกีารสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายในเซลลในรูปของ volutin granule จากนัน้นาํแบคทเีรีย
ตัวอยางที่ม ี volutin granule มาทําการทดสอบความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายใน
เซลล พบวาแบคทีเรียตัวอยาง 5 สายพนัธุมีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล 
เมื่อเปลี่ยนภาวะจากไรอากาศเปนใหอากาศดังแสดงในรูปที่ 4.1 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียดังกลาว
มีการสะสมและการใชพอลฟิอสเฟตเชนเดียวกับหลักการชีวเคมีของ EBPR ทั้งนี้พบวาแบคทเีรีย 
CU-PK2 มีการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล และมีเปอรเซ็นตการดูดซับพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลลสงูที่สุดในแบคทีเรียตัวอยางทั้ง 5 สายพันธุ ดังแสดงในตารางที่4.1 จงึคัดเลือกเฉพาะ
แบคทีเรีย 5 สายพนัธุนี้มาทําการทดลองตอไป ตารางแสดงจํานวนแบคทีเรียทีม่ี volutin granule 
และจํานวนแบคทีเรียทีม่ีการสะสมและปลดปลอยพอลฟิอสเฟตในภาวะที่แตกตางกนั ดังแสดงใน
ภาคผนวก จ  และลักษณะการเจริญและลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ CU-PK1, CU-PK2, CU-
PK3, CU-PK และ CU-PK5 แสดงในตารางที ่4.2 
 
ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลของแบคทีเรีย
คัดเลือก 5 ชนิด 
 
 

แบคทีเรีย ปริมาณพอลฟิอสเฟตที่สะสม 
ในเซลล 

( มิลลิกรัมตอลิตร ) 

เปอรเซ็นตการดูดซับฟอสเฟต
ไวภายในเซลล 

CU-PK1 26.7 7.80 
CU-PK2 54.0 12.41 
CU-PK3 31.9 7.36 
CU-PK4 31.5 2.20 
CU-PK5 51.5 9.00 

 
วิธีคํานวนหาเปอรเซ็นตการดูดซับฟอสเฟตไวภายในเซลล ดังแสดงใน ภาคผนวก ค 
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สภาวะไรออกซิเจนและมอีอกซิเจน  ของแบคทีเรียตัวอยาง 5 ชนิด 
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แบคทีเรียตัวอยางทั้ง 5 สายพันธุ มีลักษณะการเจริญ และลักษณะทางสัณฐานวิทยา ดังตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะการเจริญและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย  CU-PK1, CU-PK2, CU-PK3, CU-PK4, และ CU-PK5 
 

 
ลักษณะที่
ทดสอบ 

CU-PK1 CU-PK2 CU-PK3 CU-PK4 CU-PK5 

โคโลนีบน
อาหารแข็ง 
นิวเทรียนท 

โคโลนีสีเหลือง มีความ
โคงนนูเล็กนอย มนัวาว 
เสนผานศูนยกลาง 1.5-

2.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาวอมเหลือง 
มีความโคงนนูเล็กนอย 
มันวาว มีเมือกรอบเซลล 
เสนผานศูนยกลาง 2.0-

3.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว ผิวหนา
ขรุขระ ไมมันวาว 
เสนผานศูนยกลาง 
2.0-3.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว มคีวาม 
โคงนนูเล็กนอย มนั

วาวเสนผานศนูยกลาง 
1.0-1.5 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว มคีวาม
โคงนนูเล็กนอย มนั

วาวเสนผาน
ศูนยกลาง2.0 - 3.0 

มิลลิเมตร 
   เซลล 
 : รูปราง 
 : สีแกรม 
  : ขนาด 

 
กลม มกัอยูเปนกลุม 

บวก 
3.0 ไมโครเมตร 

 
แทงสัน้ 
ลบ 

0.7 ไมโครเมตร 

 
แทง ผอมเรียว 

บวก 
1.0 ไมโครเมตร 

 

 
แทง 
บวก 

0.8 ไมโครเมตร 

 
แทง 
ลบ 

0.9. ไมโครเมตร 

User
Text Box
47



 

 

48 

4.2   การวิเคราะหความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยาง
ดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส 
  

เมื่อวิเคราะหหาความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟต   
ไคเนสของแบคทีเรียตัวอยางทั้ง 5 สายพันธุ พบวา CU-PK2 เปนแบคทีเรียคัดเลือกที่มี
ความสามารถ ในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตสูงที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
ตารางที่4.3 ความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตของแบคทีเรียตวัอยางดวย
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนสและผลการวิเคราะหโปรตีนของสารสกัดจากเซลล 
 
แบคทีเรีย ความสามารถในการสงัเคราะหพอลฟิอสเฟตดวย 

เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส 
ปริมาณโปรตีน 

มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
CU-PK1 0.022 0.272 
CU-PK2 0.075 0.420 
CU-PK3 0.012 0.413 
CU-PK4 0.010 0.362 
CU-PK5 0.039 0.383 
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4.3 การเพิ่มจํานวน ppk  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชในการเพิ่มจํานวนยีน ppk  ของแบคทีเรียตัวอยาง 5 ชนิด
โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r โดยปรับภาวะตางๆ คือ การแปรผันอุณหภูมิที่ใช
ในขั้น annealing ตั้งแต 45, 46, 47,48 และ  49 °ซ ตามลําดับ   แปรผันความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดดวยตั้งแต 0.5, 1.0, 1.5. 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลารตามลําดับ โดยผลิตภัณฑ 
PCR ที่คาดหมายมีขนาด 1300 bp   

ผลการแปรผันภาวะตางๆในการทํา PCR แสดง ดังตารางที่ 4.4 
 

ตารางที่.4.4 แสดงผลการแปรผันปจจัยตางๆในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
ไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r 
 

แบคทีเรีย อุณหภูมิ
ในการ 

annealing 

ความ
เขมขนของ
แมกนีเซยีม
คลอไรด 

CU-
PK1 

CU-
PK2 

CU-
PK3 

CU-
PK4 

CU-
PK5 

E. coli 
JM109 CUW-1 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 

45Oซ 

2.5 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 

46Oซ 

2.5 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่.4.4 แสดงผลการแปรผันปจจัยตางๆในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
ไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r  ( ตอ ) 
 

แบคทีเรีย อุณหภูมิ
ในการ 

annealing 

ความ
เขมขนของ
แมกนีเซยีม
คลอไรด 

CU-
PK1 

CU-
PK2 

CU-
PK3 

CU-
PK4 

CU-
PK5 

E. coli 
JM109 CUW-1 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 

47Oซ 

2.5 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 

48Oซ 

2.5 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

0.5 
1.0 
1.5 
2.0 

49Oซ 

2.5 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

+  หมายถึงเกดิผลิตภัณฑ PCR 
-  หมายถึงเกิดผลิตภัณฑ PCR 
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จากการทดลองพบวาเกิดผลิตภัณฑ PCR   ของเชื้อตัวอยางในการดําเนนิการวิจัยครั้งนี้ 2 
สายพนัธุ คือ  CU-PK2  และ  CU-PK5   รวมทัง้เชื้อ  E.coli  JM109  ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก  
( positive control ) มีขนาดตรงตามที่คาดหมาย ดงัรูปที่ 4. 2 สวน CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 
และ CUW-1 ไมเกิดผลิตภัณฑเลยในการแปรผันภาวะตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  ภาพอะกาโรสเจลของผลิตภัณฑ  PCR ของแบคทีเรียตัวอยาง CU-PK2,  CU-
PK5 และE.coli  JM109   

1) 1Kb DNA ladder 
2) ผลิตภัณฑ PCR ของ E.coli JM109 เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 45O ซ  45 วินาที 
3) ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2       เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 47O ซ  45 วินาที 
4) ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK5       เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 45O ซ  45 วินาที 
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จากการแปรผันปจจัยขางตนพบวาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK2 คือ 
ใชความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 47o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

 
ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK5 และ E.coli  JM 109   คือ ใชความ

เขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 45o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

 
เมื่อทราบภาวะที่เหมาะสมในการทํา PCR ของ  CU-PK2,  CU-PK5 และ  E.coli  JM109  

จึงหาลําดับนวิคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f ไดลําดับนิวคลีโอไทด
บางสวน 485 bp, 423 bp และ 345 bp ตามลําดับ จากนั้นยืนยันความถูกตองของผลิตภัณฑ PCR  
โดยนาํขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX version 
2.2.10 ซึ่งจะทําการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลวนาํเขาไปเทียบความ
เหมือนกับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมลู    GenBank    ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5   

 
ตารางที่ 4.5 การเปรียบเทียบลาํดับกรดอะมิโนบางสวนกับลําดับกรดอะมิโนของยีนที่มีอยู
ใน GenBank  ( ภาคผนวก ฉ ) 

 
ผลิตภัณฑ PCR     ลําดับกรดอะมิโน           % ความเหมือน ( Homology )            เอกสารอางอิง 
ของแบคทีเรีย            ( bp ) 
 
 
CU-PK2                    485              92% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes    Kato และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1993 ) 
CU-PK5                    423             100% ตอ ppk ของ Escherichia coli K-12    Rao และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1998 ) 
E.coli  JM109           345                73% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes Kato และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1993 ) 
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ดังนัน้จะเห็นวา ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2 และ CU-PK5 ที่ไดจากการทาํปฏิกิริยาดวย
ภาวะเหมาะสมขางตน โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r ซึ่งมคีวามจาํเพาะกับ 
ppk นัน้มีลําดบันิวคลีโอไทดที่มีความเหมอืนกับยนีที่ตองการจรงิ ดังแสดงในภาคผนวก  ฉ     จงึนํา
ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 ที่ทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวย
ไพรเมอรดังกลาวมาสรางเปนตัวติดตามดีเอ็นเอ เรียกวา PP1, PP2 และPP3  ตามลําดับ 
 
 
 
4.4 การพสิูจนเอกลกัษณของ CU-PK2 และ CU-PK5 โดยการวเิคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด
ของ 16S ribosomal DNA 
 
 ทําการจําแนกแบคทีเรีย CU-PK2 และ CU-PK5 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 16 
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomol DNA)  ที่ไดจากปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส      จากการ
ทดลองในขอ  3.9  พบวาปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใช  ไพรเมอร 27f  และ 1492r จะให
ผลิตภัณฑจาก 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส  จากนั้นสงผลิตภัณฑ PCR ที่
ไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชบริการของหนวยบริการชีวภาพ สวทช. โดยใชไพรเมอร 4 สายคือ  
27f  350f  1240r และ 1492r เนื่องจากผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมีขนาด 1.5 กิโลเบส  ในการหาลาํดับ
นิวคลีโอไทดจงึตองใชไพรเมอรจํานวน 2 คู เพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความแมนยาํมากที่สดุ 
ซึ่งไดลําดับนวิคลีโอไทดของ CU-PK2 และ CU-PK5 บางสวนคือ 1445 และ 1437 bp ตามลําดับ  
( ภาคผนวก ช )    นําไปวเิคราะหโดยโปรแกรม BlastN เพื่อนาํลําดบันิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบ
ความเหมือนกบัลําดับนวิคลีโอไทดตางๆ ใน GenBank พบวา CU-PK2 และ CU-PK5  มีลําดับนิ
วคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอคลายกับลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของสายพนัธุ
ตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 ดังนี ้
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ตารางที่ 4.6 สายพันธุจุลนิทรียที่มลีําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA คลายกับ
ลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA ของ CU-PK2 และ CU-PK5 
 
 

จุลินทรีย 
คัดเลือก 

สายพันธุจุลนิทรีย % ความเหมอืน Accession number 
ใน Genbank 

CU-PK2 Klebsiella oxytoca 98 AJ8718559.1 
CU-PK5 Enterobacter aerogenes 99 AF395913 
 
 
4.5 การคนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ แบคทีเรียตัวอยางที่ม ี ppk ดวย
เทคนิคไฮบรไิดเซชัน (hybridization) 
 
 เมื่อนําผลิตภณัฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ  E.coli  JM 109 ที่ไดจากปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสกับไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r มาติดฉลาก เพื่อเปนดีเอน็เอ
ติดตาม PP1, PP2 และ PP3 ตามลาํดับ  แลวนํามาทํา Dot blot hybridization กับ จีโนมกิดีเอ็นเอ
ของ CU-PK1, CU-PK2, CU-PK3, CU-PK4, CU-PK5, E.coli  JM 109 และ CUW-1 ดงัรูปที่ 4.3, 
4.4 และ4.5 
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รูปที่ 4.3 Dot blot hybridization ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP1    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCR ยีน ppk ของเชื้อ CU-PK2 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM 109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 
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รูปที่ 4.4 Dot blot hybridization ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP2    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCR ยีน ppk ของเชื้อ CU-PK5 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 
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รูปที่ 4.5 Dot blot hybridization ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP3    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCRยีน ppk ของ E.coli JM109 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 

 
จากการใชตัวติดตามดีเอ็นเอทั้งสามคือ  PP1, PP2 และ PP3 ติดตามจีโนมิกดีเอน็เอของ

แบคทีเรียตัวอยางทัง้ 5 สายพันธุ รวมทั้ง  E.coli  JM109 และ  CUW-1     พบวาตัวติดตามดีเอ็นเอ
ทั้งสามเกิดสญัญาณจากการไฮบริไดเซชันกับ CU-PK2, CU-PK5  E.coli  JM109 และตัวควบคุม
ผลบวก แตไมเกิดสัญญาณบวกกับ จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850 ซึง่
เปนตัวควบคมุผลลบ แสดงวาตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 มีความสามารถติดตาม ppk 
ของ CU-PK2, CU-PK5 และ  E.coli  JM109  ได 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 อรัุจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยอางอิงจากสําดับกรดอะมิโนของยนี ppk ของแบคทีเรีย 4 ชนิด 
คือ E.coli, Campyrobacter.coli, Klebsiella aerogenes และNeisseria meningitidis( Lopez 
และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้าํเสียสี่พระยาพบวา ไมเกดิ
ผลิตภัณฑ PCRใน CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 แตเกิดผลิตภัณฑ PCRใน E.coli  JM 109 ซึ่ง
เปนตัวควบคมุผลบวก โดยมีขนาดประมาณ 650 bp และสรางตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกริิยา
ลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ E.coli JM109 เปนแมแบบ แลว
นําไปติดตามจีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 ดวยวธิี Southern hybridization 
พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของเชือ้ CUW-1 และ CUW-3 โดยสัญญาณ
ดังกลาวมีขนาดประมาณ 3 กิโลเบส จากโดยทีย่ังไมทราบลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
เกิดสัญญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 และเกิดสัญญาณทีข่นาดประมาณ 10 กิโลเบส 
ใน E.coli  JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมผลบวก  
 
 ในงานวิจัยนี้มวีัตถุประสงคเพื่อสรางตวัติดตามดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอยนีประมวลรหัส ppk 
โดยใชขอมูลจากแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เพิม่มากขึ้น เพื่อใหสามารถติดตามแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่อยูใน
ระบบบําบัดน้าํเสียไดมากขึ้น 
  
 จากตัวอยางน้าํเสียของโรงบาํบัดน้ําเสียสีพ่ระยา กรุงเทพมหานคร ดวยการยอมโวลทูิน 
แกรนูลของแบคทีเรียทีแยกไดดวยสารละลายอัลคาไลน ลอฟเฟอรส เมทิลีนบลู พบวาแบคทีเรีย 26 
สายพนัธุสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลในสภาวะที่มีการใหอากาศ  คิดเปน 13.2 เปอรเซนต
ของแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเสยีทัง้หมด 197 สายพนัธุ เมื่อทําการตรวจสอบความสามารถของ
การสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล  พบวามีแบคทเีรียคัดเลือก 5 ชนิดคือ CU-PK1, CU-PK2, 
CU-PK3, CU-PK4 และCU-PK5มีการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลลในภาวะใหอากาศและ
ปลดปลอยออกมาในภาวะไรอากาศ แบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลล
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สูงสุด คือ CU-PK2 มกีารสะสมฟอสเฟตเทากับ 12.41 เปอรเซ็นต จงึเลือกแบคทีเรียทั้ง 5 สายพนัธุ
ที่คัดเลือกไวมาทดสอบตอไป 
 
 นําแบคทีเรียดังกลาวมาศึกษาความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตดวยเอนไซม
พอลิฟอสเฟตไคเนส พบวา CU-PK2 มีความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตสูงที่สุดใน
แบคทีเรียตัวอยางทัง้ 5 ชนิด คือเทากับ 0.075 ดังแสดงในตารางที ่4.3  
 
 ในงานวิจัยนี้ทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่ม ppk ดวยดีเจเนอเรตไพรเมอร NLDE-
0199f ซึ่งออกแบบโดย      บริเวณดานปลาย5’เปนลําดับนิวคลีโอไทดที่ออกแบบจากขอมูล
ลําดับอะมิโนอนุรักษที่ตําแหนง 45-60 สวนบริเวณดานปลาย3’มีการแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดที่
ออกแบบจากลําดับอะมิโนอนุรักษ และ TGNY-1435r ซึ่งมีหลกัการออกแบบบริเวณดานปลาย5’ 
และ3’ เชนเดยีวกับ NLDE-0199f โดยทีบ่ริเวณดานปลาย5’เลือกอะมิโนอนุรักษทีต่ําแหนง 457-
466         ( Rose และคณะ 1998 ) การสรางดีเจเนอเรตไพรเมอรที่มกีารแปรผันลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ดานปลาย3 ’ เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนของ  ppk  มคีวามแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด  
( McMahon และคณะ 2002 ) 

เมื่อทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวย NLDE-0199f และ TGNY-1435r กับแบคทีเรีย
คัดเลือกทั้ง 5 สายพันธุ และ CUW-1 ทีค่ัดแยกไดโดยอุรัจฉวี ( อุรัจฉวี อุณหเลขกะ, 2544 ) สวน
แบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ ที่แยกไดโดยอุรัจฉวี คือ CUW-3 และ CUW-8 ไมสามารถนาํมาทดลอง
เนื่องจาก แบคทีเรียไมสามารถเติบโตไดเมื่อ  เก็บรักษาแบคทีเรียที่ไวอุณหภูม ิ –20 o ซ นานกวา 1 
ป  
 

ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส พบวาเมื่อปรับภาวะตางๆในการทดลอง คือ การแปรผัน
อุณหภูมิที่ใชในขั้น annealing ตั้งแต 45, 46, 47,48 และ 49 °ซ ตามลําดับ และแปรผันความ
เขมขนของแมกนีเซยีมคลอไรดดวยตั้งแต 0.5, 1.0, 1.5. 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลาร ตามลําดับ พบวา
เกิดผลิตภัณฑ PCR   ของเชื้อตัวอยางในการดําเนนิการวิจัยครั้งนี้ 2 สายพนัธุ คือ  CU-PK2  และ  
CU-PK5   รวมทั้งเชื้อ  E.coli  JM 109  ซึง่เปนตวัควบคมุผลบวก ( positive control ) มีขนาดตรง
ตามที่คาดหมาย คือ มีขนาดประมาณ 1300 เบสแพร ดังแสดงในรูปที ่4. 7 สวน CU-PK1, CU-
PK3, CU-PK4 และ CUW-1 ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR 
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โดยที่ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK2 คือ ใชความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่เหมาะสม คือ 47o ซ 
เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหถูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

 
ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK5 และ E.coli  JM 109   คือ ใชความ

เขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 45o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 
 

จากนั้นจาํแนกสกุลของ คือ  CU-PK2  และ  CU-PK5ดวยลักษณะทางสัณฐานวทิยารวม
ดวยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ ดวยโปรแกรม  DNASIS และ
โปรแกรม BlastN พบวาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอ ใน CU-PK2  
คือ 1445 bpมีความคลายคลึงกับ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอของ Klebsiella oxytoca เทากบั 
92% และลําดบันิวคลีโอไทดบางสวนของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอ ใน CU-PK5  คือ 1437 bp 
มีความคลายคลึงกับ 16 S rDNA ของ Enterobacter aerogenes เทากับ 99% 

 
ดังนัน้ CU-PK2 นาจะเปน Klebsiella oxytoca และ CU-PK5 นาจะเปน Enterobacter 

aerogenes  ซึ่งทัง้สองชนิดยังไมมีรายงานวาถูกพบในระบบบําบัด แต Klebsiella oxytoca และ 
Enterobacter aerogenes เปนแบคทีเรียจําพวก Gamma proteobacteria  ซึ่งมีความสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Wagner (Wagner และคณะ,1994 ) ซึ่งไดทําการทดลองยอมสีโวลูทินกรานูลของ
แบคทีเรียที่ไดจากการเพาะเลี้ยงดวย DAPI พบวา แบคทีเรียในระบบบําบัดสวนใหญอยูในแกมมา
ซับคลาสของ proteobacteria  

 
เนื่องจากพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อทาํปฏิกริยาลูกโซพอลเิมอรเรสของ CU-PK2   และ  CU-

PK5 และ E.coli  JM 109 กับไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r จึงนาํผลิตภัณฑ PCR
ดังกลาวซึ่งมีลาํดับนิวคลีโอไทดของ ppk บางสวนไปเทียบหาความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX 
version 2.2.10 ที่แปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลาํดับกรดอะมิโน และเทยีบความเหมือนกบั
ลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล  GenBank  

พบวาผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK2 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 485 bp มีความคลายของ
ลําดับกรดอะมิโน 92% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes  สวนผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK5 
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 423 bp มีความคลายของลําดับกรดอะมิโน 100% ตอ ppk ของ 
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Escherichia coli K-12 และผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK5 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 345 bp มีความ
คลายของกรดอะมิโน 73% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes   

 
ซึ่งผลการเทียบหาความเหมอืนดวยโปรแกรม BlastX ที่ไดของผลิตภัณฑ PCR ใน CU-

PK2 มีความสอดคลองกับผลการจําแนกสกุลดวยขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอล
อารเอ็นเอ กลาวคือ  CU-PK2  นาจะเปนแบคทีเรียในกลุม  Klebsiella sp.  และมชีิ้นสวนของ ppk 
บางสวนเหมือน ppk ของ Klebsiella aerogenes ซึ่งมีรายงานวามกีารสะสมพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลล ( Kuroda และคณะ, 1997 ) 

ผลการจําแนกสกุลดวยขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอน็เอของ 
CU-PK5 ทาํใหคาดวา CU-PK5 นาเปน Enterobacter aerogenes ซึ่งยังไมมีรายงานวาพบ
แบคทีเรียสายพันธุนี้ในระบบ EBPR แตผลการเทยีบหาความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน 423 bp 
ดวยโปรแกรม BlastX ของผลิตภัณฑ PCR  ใน CU-PK5 จะเหมือนกบั ppk ของ Escherichia coli 
K-12  ถึง 100% ซึ่งมีรายงานวาแบคทีเรียชนิดนี้มกีารสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายในเซลล ( Ault-
Riche และคณะ, 1998 ) 

สวนผลการเทยีบหาความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX ของผลิตภัณฑ PCRใน E.coli  JM 
109 ซึ่งมีลําดบันิวคลีโอไทด 345 bp นั้นมีความเหมือนกับ ppk ของ Klebsiella aerogenes ถึง 
73% เนื่องจากลําดับนวิคลโีอไทดของ ppk ใน E.coli  JM109 ที่นําไปเทียบความเหมือนเปนเพยีง
บางสวนของ ppk เทานั้น 
 

ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM 109  ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยา
ดวยภาวะเหมาะสมขางตน โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r ซึ่งมคีวามจาํเพาะกับ 
ppk นั้นมีลาํดับนิวคลีโอไทดที่มีความเหมือนกับยีนที่ตองการจริง จงึนําผลิตภัณฑ PCR ของ CU-
PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 ทีท่ําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสดวยไพรเมอรดังกลาวมาสราง
เปนตัวติดตามดีเอ็นเอ ดวยการติดฉลากดวย digoxygenin เรียกวา PP1, PP2 และPP3  
ตามลําดับ 
 นําตัวติดตามดีเอ็นทัง้สามมาติดตามจีโนมิกดีเอ็นเอของ CU-PK1, CU-PK2, CU-PK3, 
CU-PK4, CU-PK5, CUW-1 และ E.coli  JM109 ดวยวิธ ีdot blot hybridization พบวาตัวติดตาม
ดีเอ็นเอที่สรางขึ้นในงานวิจัยนี้สามารถติดตามแบคทีเรียที่มียนีประมวลรหัส ppk ไดจริง เนื่องจาก
ปรากฏสัญญาณไฮบริไดซของจีโนมิกดีเอ็นเอของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 เมื่อ
ติดตามจีโนมกิดีเอ็นเอของแบคทีเรียดังกลาวดวยดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นทัง้สาม ทั้งนี้เนื่องมาจาก
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ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีนประมวลรหัส ppk ของแบคทีเรีย CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  
JM109 มีความคลายคลงึกันแสดงโดย การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตวัติดตาม
ดีเอ็นเอทัง้สามดวยโปรแกรม ClustalX ดังแสดงในภาคผนวก ซ ซึง่มีรายงานวาลาํดับกรดอะมิโน
ของพอลิฟอสเฟตไคเนสของE. coli และ K. aerogenes มีความเหมอืนกันถึง 91% ( Kornberg 
และคณะ, 1999 )  

 ในป 2002 McMahon และคณะไดแบงกลุม ppk ตามความคลายคลึงลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดบัอะมิโนเปน 4 type ดังแสดงในรูปที ่ 5.1 ซึง่ดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในงานวิจัยนี้อาจมี
ความสามารถติดตามแบคทีเรียที่มียนีประมวลรหัส ppk type IV เทานัน้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.1 Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย 23 สายพันธุ ที่มียีนประมวลรหสั ppk  
( McMahon และคณะ, 2002 )  
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              จากผลการทดลอง dot blot hybridization ดวยตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และPP3 
ไมพบสัญญาณไฮบริไดซกับจีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 และ CUW-1 ทั้งๆที่
แบคทีเรียทัง้ 4 ตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส และมีการสะสมพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลลของแบคทีเรีย คาดวาแบคทีเรียดังกลาวอาจมยีีนประมวลรหัส ppk type อ่ืน
นอกเหนือจากtype IV หรือการสะสมพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียดังกลาวอาจเกิดจากปจจยัอื่นรวม
ดวยนอกเหนอืจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส กลาวคือมีรายงานวาแบคทีเรียบางชนิดมกีารสะสม
พอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลแตไมมียีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟต นอกจากนี้ยงัมกีารตรวจพบการ
สังเคราะหพอลิฟอสเฟตในแบคทีเรียหลายชนิด ซึ่งเปนแบคทีเรียกลายพนัธุที่บริเวณยีน ppk          
( Kornberg และคณะ, 1999 ) นอกจากนี้ยงัพบวามีเอนไซมอ่ืนที่เกยีวของกับการสังเคราะหพอลิ
ฟอสเฟต นัน่คือ Polyphosphate: AMP Phosphotransferase ( PAP ) ในแบคทีเรีย 
Acinetobacter johnsonii ซึ่งสังเคราะหพอลิฟอสเฟตโดยใช ADP เปนสับเสรต ดงัแสดงในสมการ
ที่ 5.1 ( Itoh และ Shiba, 2004 ) ซึ่งในอดีตเขาใจวา PAP มีแต forward activity เทานัน้ ( Van 
Groenestijin และคณะ, 1989 ) ( Bonting และคณะ, 1991 )  แต A. johnsonii เปนแบคทีเรียที่มี
ยีน ppk ดวย 
 
                         AMP                              Poly( P )n-1      +      ADP       สมการที ่5.1 
 
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) สรางตัวติดตามดีเอ็นเอ PE จากการติดฉลากผลิตภัณฑ 
PCR ของ E.coli  JM109 ที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ CUP 10 เมื่อทําการทดลอง dot blot 
hybridization พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของเชื้อ CUW-1 สวนงานวิจัยนี้สราง
ตัวติดตาม PP3 จากการติดฉลากผลิตภัณฑ PCR ของ E.coli  JM109 ที่ใชไพรเมอร NLDE-0199f 
และ TGNY-1435r แตไมพบสัญญาณไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 ทั้งนี้เปนเพราะ   
ไพรเมอร CUP-9 และ CUP-10 ออกแบบโดยเลือกลําดับกรดอะมิโนคนละตําแหนงกบัการ
ออกแบบ NLDE-0199f และ TGNY-1435r โดยที่การออกแบบไพรเมอร CUP-9 เลือกลําดับอะมโิน
อนุรักษที่ตําแหนง 515-521 และตําแหนง 723-728 สําหรับ CUP-10 สําหรับการออกแบบไพรเมอร 
NLDE-0199f เลือกลําดับอะมิโนอนุรักษทีต่ําแหนง 45-60 และตําแหนง 457-466 สําหรับ TGNY-
1435r ทําใหเกิดชิ้นสวนของผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดคนละสวนของ ppk  
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             งานวจิัยนี้ไดแยกแบคทีเรียทีม่ีการดูดซับพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล 5 สายพนัธุ และ
สรางตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1 และPP2 จากแบคทีเรียทีค่ัดแยกไดขางตน คือ Klebsiela oxytoca 
และ Enterobacter aerogenes ตามลําดับ นอกจากนีย้ังสรางตวัติดตามดีเอ็นเอ PP3 จาก 
Escherichia coli JM109 ซึ่งผลจากการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตวัติดตาม    
ดีเอ็นเอทัง้สามดวยโปรแกรม ClusterX ดังแสดงในภาคผนวก ซ ทาํใหทราบถึงความคลายคลงึกัน
ของลําดับยนีประมวลรหัส ppk ของแบคทีเรียทัง้สาม และตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 
ที่สรางขึน้คาดวาสามารถติดตามชิ้นสวนของยีนประมวลรหัส ppk ทีค่ลายกับ ppk type IV ได 
ดังนัน้งานวิจัยที่ควรศึกษาตอไป คือ พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 
และ CUW-1 โดยวิเคราะหลําดับของ16S rDNA ซึ่งทาํใหทราบวาแบคทีเรียดังกลาวเปนแบคทีเรียที่
มียีนประมวลรหัส ppk ในtypeใด  เพื่อทราบถึงขอบเขตในการติดตามของตัวติดตามดีเอ็นเอที่
สรางขึ้นในงานวิจยันีว้ามีความสามารถติดตามแบคทีเรียที่มยีีนประมวลรหัส ppk type อ่ืนๆได
หรือไม และพฒันาไปสูตัวตดิตามดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสงูขึ้นในตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีชนดิแข็ง  ( Waste  water  agar  medium  ) 
 
 น้ําเสยี              1000.0   มิลลิลิตร 
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโธฟอสเฟต     0.1     กรัม 
 วุนผง                   15.0    กรัม 
 ปนเหวี่ยงน้าํเสียเพื่อกาํจัดตะกอน  แลวจงึนาํน้าํเสียปริมาตร  500   มิลลิลิตร  มากรอง
ผานแผนกรองไนโตรเซลลูโลส  ( nitrocellulose  membrane  filter )  ที่มีขนาด  0.45 ไมโครเมตร
เพื่อใหปราศจากเชื้อ  น้าํเสยีสวนที่เหลืออีกสวนหนึ่งปริมาตร  500  มิลลิลิตร  นํามาละลายกับ
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและวุนผงจากนัน้จึงทาํใหปราศจากเชื้อดวยการนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  แลวจงึผสมน้ําเสียทัง้สองสวนเขาดวยกนัในสภาวะปราศจากเชือ้ 
 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสงัเคราะหชนิดแข็ง ( Synthetic  waste water  agar  medium ) 
 
             โซเดียมอะซิเตท  (CH3COONa.3H2O) 2.04       กรัม 
             แมกนีเซียมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O) 0.60       กรัม             

แอมโมเนยีมคลอไรด  (NH4Cl)                                                          0.32      กรัม 
             ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)                                     0.19      กรัม. 
             โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)                                         0.09      กรัม                                  
  แคลเซียมคลอไรด (CaCl2.2H2O)                                                     0.07      กรัม  
             ไดโซเดียมเอทธิลีนไดเอมีนอะซิเตท (EDTA)                                      0.10      กรัม 

สารละลายแรธาตุ                                                                            2.0        มิลลิลิตร 
             วุนผง                                                                                             15.0       กรัม 
             น้ํากลั่น                                                                                       1000.0      มิลลิลิตร 
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สารละลายแรธาตุตางๆ 
              เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O)                                                         1.50       กรัม 
              กรดบอริก (H3BO3)                                                                        0.15       กรัม 
. 
               โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O)                                               0.15       กรัม 
               แมงกานีสคลอไรด (MnCl2.4H2O)                                            0.12       กรัม 
               ซงิคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)                                                      0.12       กรัม 
               โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O)                                         0.06       กรัม 
               คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)                                              0.03       กรัม 
               โพแทสเซียมไอโอไดด (KI)                                                        0.03       กรัม 
               น้ํากลั่น                                                                             1000.0.        มิลลิลิตร 
 

  
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  สําหรับสารละลายแรธาตุตางๆ ทาํให

ปราศจากเชื้อดวยการกรองผานแผนกรองไนโตรเซลลูโลสที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร  แลวจึง
เติมลงในอาหารปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

 
 
 
3. อาหารเลีย้งเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลว  (Synthetic waste water  medium) 

 
     สูตรอาหารและวิธกีารฆาเชื้อเปนสูตรเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดแข็ง
แตไมมีการเติมวุนผง 
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4. อาหารแขง็นิวเทรียนท(Nutrient  agar) 
เนื้อสกัด                                                                          3.0          กรัม 
แบคโตเปปโทน                                                                5.0          กรัม. 

                       วุนผง                                                                             20.0          กรัม                                 
                       น้ํากลัน่                                                                       1000.0         มิลลิลิตร. 
 
                       นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
5. อาหารนิวเทรียนทเหลว (Nutrient  broth) 

สูตรอาหารและวิธีการฆาเชือ้เปนสูตรเดียวกับอาหารแขง็นวิเทรียนท แตไมมีการเติมวุนผง 
 

6.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 
  ทริปโตน (trytone)     10.0   กรัม 
  ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)       5.0 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0 กรัม 
 
 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1.  กลีเซอรอล 
 
นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน

เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชือ้ซํ้าอีกรอบหนึ่ง 
 
2. สารละลายอัลคาไลน ลอฟเฟอรส เมทิลีนบลู 

 
เมธิลีนบล ูคลอไรด     5.0    กรัม 
เอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต    10.0  มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น       10.0  มิลลิลิตร 
 
ผสมสารใหเขากันแลวปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 8.0 ดวยโปแตสเซียมไฮดรอกไซด

แลวเก็บในขวดสีชา 
 

3. สารละลายผสมสาํหรับทดสอบฟอสเฟต   
 

1.) สารละลายแอมโมเนียมพาราโมลิบเดต 
           Ammoniumparamolybdate  (NH4)6Mo7 O24.4H2O 15     กรัม            
             น้ํากลั่น        500     มิลลิลิตร 
            เก็บในขวดพลาสติก ไมใหโดนแสง 
 
2.) สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       140    มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น          900    มิลลิลิตร 
             เก็บในขวดแกวและเย็น 
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3.)สารละลายกรดแอสคอรบิค 
กรดแอสคอรบิค 27     กรัม 

        น้ํากลั่น        500    มิลลิลิตร 
เก็บใสขวดพลาสติกชนิดทนเย็นที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 

4.) สารละลายโพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต 
โพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต      0.34    กรัม 

       น้ํากลั่น        250     มิลลิลิตร 
       เก็บในขวดแกวหรือพลาสติก 

 
ผสมสารขางตนเขาดวยกนั ดังนี ้

                  Mixed reagent 
  1.) สารละลายแอมโมเนียมพาราโมลิบเดต    100    มิลลิลิตร 
   2) สารละลายกรดไฮโดรคลอริก     250    มิลลิลิตร 
   3.)  สารละลายกรดแอสคอรบิค     100    มิลลิลิตร 
   4.) สารละลายโพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต    50       มิลลิลิตร. 
             หมายเหตุ     
- ผสมใหเขากนั  และใชภายใน 4 ชั่วโมง  เนื่องจากผสมเขาดวยกนัแลว    สารเหลานี้ไมเสถียร 
-กอนทาํการทดลองแชเครื่องแกวทุกชิน้ดวยกรดไฮโดรคลอริก เขมขน10% ทิ้งไวขามคืน 
 

4. สียอมโทลูดิอินบล ู
โทลูดิอิน บลู       6    มิลลิกรัม 
กรดอะซิติก เขมขน 40 มิลลิโมลาร    1,000   มิลลิลิตร 

 
5. สารละลายบฟัเฟอรทริส-อีดีทีเอ เขมขน 0.05 โมลาร 

ทริสมา เบส       3.0275         กรัม 
อีดีทีเอ        0.7444    มิลลิลิตร 
น้ํากลัน่        450    มิลลิลิตร 
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ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 7.6 ดวยกรดไฮโดรคลอริก แลวปรบัปริมาตรใหเปน 500 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน 

 
6. สารละลาย Lowry 

ประกอบดวย 
1.) Lowry A 

โซเดียมคารโบเนต     60.0   กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด     12.0   กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต    0.6     กรัม 
น้ํากลัน่       3,000 มิลลิลิตร 
 

2.) Lowry B 
คอปเปอรซัลเฟต      5.0    กรัม 
น้ํากลัน่       1,000  มิลลิลิตร 
 

3.) Lowry C 
ผสม Lowry A      50    สวน 
        Lowry B      1      สวน 
 

4.) Lowry D 
สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท    1      สวน 
น้ํากลัน่       1      สวน 
 

7.  ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล  QIAquick® Gel Extraction kit  
 
 ประกอบดวย 
  Buffer QG 
  Buffer PE (concentrate) 
  Buffer EB 
  Collection tube  



 82

  QIAquick Spin colum 
 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลใหเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer 
PE       ทําการสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
8.  สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุทีอุ่ณหภูมิ      
60°ซ ปริมาตร 80 มล.  เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.       นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่ฆา
เชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสยีสภาพ) 
 
9 . Denaturation buffer 
 
  โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      1.5 โมลาร 
 
 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จนหมดแลวจึงละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
10. Neutralization buffer 
 
  Trismabase      0.5  โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      3.0 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจปุริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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11. สารละลาย 20XSSC 
 
  โซเดียมคลอไรด      3.0  โมลาร 
  โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
12. สารละลาย 2XSSC 
  
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. ผสมใหเขา
กัน  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
13. สารละลาย 2XSSC/0.1% SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นเติม
สารละลาย 0.1% SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
14. สารละลาย 0.5XSSC/0.1% SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นเติม
สารละลาย 0.1% SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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15. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection  
     starter kit I (Roche, Germany) 
 
 ประกอบดวย 
  หลอดหมายเลข 1. DIG-High Prime, 5Xconc. 
  หลอดหมายเลข 2.  DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
  หลอดหมายเลข 3. DNA dilution buffer 
  หลอดหมายเลข 4. Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5.  NBT/BCIP, 50X conc. 
  ขวดหมายเลข 6.  Blocking solution, 10X conc. 
  ขวดหมายเลข 7.  DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double  

distilled water, dissolve at 37°C) 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1  โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1 โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
16. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 
  Trismabase (C4H11NO3)    121.1  กรัม 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน          42  มล. 
 
 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
17. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 
  EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)       186.1     กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด             20     กรัม 
 
 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 
เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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18. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 
  Tris-HCl      10.0 มิลลิโมลาร 
  EDTA       1.0 มิลลิโมลาร 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล. 
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
19. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 
  Tris base      242 กรัม 
  กรดอะซีติกเขมขน     57.1 มล. 
  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เปนเวลา 20 นาที 
 
20. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 
  CTAB       10 กรัม 
  โซเดียมคลอไรด      0.7 โมลาร 
 
 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 °ซ ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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21. สารละลายฟนอล (phenol)  
 
 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 °ซ  จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%  แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  ความเปน
กรด-ดางเปน 8.0  ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวต้ังทิ้งไวเปนเวลา
ขามคืน นําชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด) ถายัง
ไมไดใหดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลง
ไปอีกครั้ง  ทําเชนน้ีตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางมากกวาหรือเทากับ 7.8    
สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ 
ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 
 
22. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
23. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1  (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
24. สีติดตาม 
 
  Bromphenolblue     0.025% 
  สารละลายซูโคส      40     % 
 
 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ   
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25. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE  ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
 
26. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2  
 
 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล. นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
27. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinaseK) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 
 ละลายผงโปรตีเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ –20°ซ 
.  
28. สารละลายไลโซไซม (lyzozyme) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผงไลโซไซม น้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. เก็บ
ที่อุณหภูมิ –20°ซ 
 
29. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ –20°ซ 
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30. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 
 ผสม dNTP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรสารละ 
10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 
ไมโครลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20°ซ 
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ภาคผนวก ค 
 

 แสดงกราฟมาตรฐานปริมาณฟอสเฟต ทีค่วามเขมขนเทากับ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร 
 
 

 
คํานวนหาเปอรเซนตการสะสมฟอสเฟตภายในเซลล ดังนี ้
 
ปริมาณฟอสเฟตที่สะสมในเซลล   =  ปริมาณฟอสเฟตในสารละลายในสภาวะไรอากาศ  -   
                                                      ปริมาณฟอสเฟตในสารละลายในสภาวะใหอากาศ 
                                                                         
เปอรเซนตการสะสมฟอสเฟตภายในเซลล  =   ปริมาณฟอสเฟตที่สะสมในเซลล   x  100 
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ภาคผนวก ง 
 

 แสดงกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน โบวาย ซีรัม อัลบูมิน ที่ความเขมขนเทากับ 
0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 และ200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 

y = 0.0024x
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ภาคผนวก จ 

 
  ตารางแสดงจาํนวนแบคทเีรียที่ม ีvolutin granule และจํานวนแบคทีเรียที่มีการสะสมและ
สลาย  พอลฟิอสเฟตในภาวะที่แตกตางกนั 
 
จํานวนแบคทีเรียที่มี volutin 

granule (สายพันธุ) 
แบคทีเรียที่มกีารสะสมพอลิ
ฟอสเฟตในภาวะใหอากาศ
และปลดปลอยพอลิฟอสเฟต
ในภาวะไรอากาศ (สายพนัธุ) 

แบคทีเรียที่มกีารสะสมพอลิ
ฟอสเฟตในภาวะไรอากาศและ
ปลดปลอยพอลิฟอสเฟตใน
ภาวะใหอากาศ (สายพันธุ) 

 
26 

 
5 

 
21 
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ภาคผนวก ฉ 
 

การเปรียบเทียบความคลายของกรดอะมิโนโดยโปรแกรม 
BlastX version 2.2.10 

 
Query  หมายถึง  ลําดับอะมิโนในงานวิจัยนี้ 
Sbjct   หมายถึง  ลําดับอะมิโนที่เปรียบเทียบใน Genbank 
+          หมายถึง  กรดอะมิโนกลุมเดียวกัน 
 
 
1. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจีในมิกดีเอ็นเอของ CU-PK2 โดยใชไพรเมอร NLDE-
0199f   
 
 
gi|286035|dbj|BAA03335.1|   polyphosphate kinase [Klebsiella aerogenes] 
 gi|730364|sp|Q07411|PPK_KLEAE   Polyphosphate kinase (Polyphosphoric acid 
kinase)(ATP-polyphosphate phosphotransferase) 
Length = 685 
 
 Score =  369 bits (947), Expect = e-101 
 Identities = 185/201 (92%), Positives = 185/201 (92%) 
 Frame = +2 
 
Query: 11  RFAELKRRIIISEEQGLNSHSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINE 190 
           RFAELKRRIIISEEQGLNSHSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINE 
Sbjct: 53  RFAELKRRIIISEEQGLNSHSRHLLGKIQSRVLKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINE 112 
 
Query: 191 RQLSVNQQNWLRHYFKQYLRQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGESIRYALL 370 
           RQLSVNQQNWLRHYFK YLRQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGESIRY LL 
Sbjct: 113 RQLSVNQQNWLRHYFKHYLRQHITPILINRETDLVQFLKDDYTYLAVEIIRGESIRYPLL 172 
 
Query: 371 EIPSDKVPRFVNLPPETPRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAE 550 
           EIPSDKVPRFVNLPPETPRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAE 
Sbjct: 173 EIPSDKVPRFVNLPPETPRRRKPMILLDNILRYCLDDIFKGFFDYDALNAYSMKMTRDAE 232 
 
Query: 551 YDLVHXXXXXXXXXXXXXXKQ 613 
           YDLVH              KQ 
Sbjct: 233 YDLVHEMEASLMELMSSSLKQ 253 
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2. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิรยิา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจีในมิกดีเอ็นเอของ CU-PK5 โดยใชไพรเมอร NLDE-
0199f   
 
 
gi|16130426|ref|NP_416996.1|  polyphosphate kinase [Escherichia coli K12] 
 gi|1788847|gb|AAC75554.1|  polyphosphate kinase; polyphosphate kinase, component of 
RNA degradosome [Escherichia coli K12] 
 
Length = 688 
 
 Score =  119 bits (298), Expect(4) = 7e-46 
 Identities = 57/57 (100%), Positives = 57/57 (100%) 
 Frame = +3 
 
Query: 111 LKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKQYLRQHITPILIN 281 
           LKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKQYLRQHITPILIN 
Sbjct: 85  LKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYFKQYLRQHITPILIN 141 
 
 

 
3. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิรยิา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจใีนมิกดีเอ็นเอของ E. coli JM 109 โดยใชไพรเมอร 
NLDE-0199f   
 
 
gi|286035|dbj|BAA03335.1|   polyphosphate kinase [Klebsiella aerogenes] 
gi|730364|sp|Q07411|PPK_KLEAE   Polyphosphate kinase (Polyphosphoric acid kinase)(ATP-
polyphosphate phosphotransferase)Length = 685 
 
 Score = 78.2 bits (191), Expect(2) = 3e-17 
 Identities = 42/61 (68%), Positives = 45/61 (73%) 
 Frame = +1 
 
Query: 73  LNSHSATSGGEKSSLAFMKADQELDGLYNELLLEMARNQICLINERQLSANQANWRRQYL 252 
           LNSHS    G+  S   +KADQE DGLYNELLLEMARNQI LINERQLS NQ NW R Y  
Sbjct: 69  LNSHSRHLLGKIQSRV-LKADQEFDGLYNELLLEMARNQIFLINERQLSVNQQNWLRHYF 127 
 
Query: 253 E 255 
           + 
Sbjct: 128 K 128 
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ภาคผนวก ช 
 

การเปรียบเทียบหาความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดโดยโปรแกรม BlastN 
 
1. ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดับนิวคลีโอไทด 16 เอส ไรโบโซมอลดีเอ็น
เอ ( 16S rDNA ) ของ CU-PK2 โดยโปรแกรม BlastN 
 
 
Query  หมายถึง  16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ   ( 16S rDNA ) ของ CU-PK2 
Sbjct   หมายถึง  16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ  ( 16S rDNA ) ของ Klebsiella oxytoca 
 
 
gi|60416689|emb|AJ871859.1|   Klebsiella oxytoca partial 16S rRNA gene, strain SB2908 
          Length = 1454 
 
 Score = 2730 bits (1377), Expect = 0.0 
 Identities = 1427/1445 (98%), Gaps = 1/1445 (0%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
                                                                         
Query: 6    tggcggcaggcctaacacatgcaagtcgaacggtagcacagagagcttgctctcgggtga 65 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 10   tggcggcaggcctaacacatgcaagtcgaacggtagcacagagagcttgctctcgggtga 69 
 
                                                                         
Query: 66   cgagtggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctgatggagggggataactactg 125 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 70   cgagtggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctgatggagggggataactactg 129 
 
                                                                         
Query: 126  gaaacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctct 185 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 130  gaaacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctct 189 
 
                                                                         
Query: 186  tgccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaacggctcacctaggcg 245 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 190  tgccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaacggctcacctaggcg 249 
 
                                                                         
Query: 246  acgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccaga 305 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 250  acgatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccaga 309 
 
                                                                         
Query: 306  ctcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgca-gcctgatgcagccat 364 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct: 310  ctcctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccat 369 
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Query: 365  gccgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggcgat 424 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 370  gccgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggcgat 429 
 
                                                                         
Query: 425  gaggttaataacctcatcgattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgc 484 
             |||||||||||||  || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 430  aaggttaataacctyrtcrattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgc 489 
 
                                                                         
Query: 485  cagcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgc 544 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 490  cagcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgc 549 
 
                                                                         
Query: 545  acgcaggcggtctgtcaagtcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcattc 604 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 550  acgcaggcggtctgtcaagtcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcattc 609 
 
                                                                         
Query: 605  gaaactggcaggctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatg 664 
            |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 610  gaaactggcaggctggagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatg 669 
 
                                                                         
Query: 665  cgtagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctc 724 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 670  cgtagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctc 729 
 
                                                                         
Query: 725  aggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgccgtaaacg 784 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||| 
Sbjct: 730  aggtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggtagtccacgctgtaaacg 789 
 
                                                                         
Query: 785  atgtcgacttggaggttgtgcccttgaggcgtggcttccggagctaacgcgttaagtcga 844 
            ||||||||||||||||||| ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 790  atgtcgacttggaggttgttcccttgaggagtggcttccggagctaacgcgttaagtcga 849 
 
                                                                         
Query: 845  ccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaa 904 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 850  ccgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaa 909 
 
                                                                         
Query: 905  gcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatc 964 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 910  gcggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatc 969 
 
                                                                         
Query: 965  cagagaactttccagagatggattggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatgg 1024 
            || |||||||  ||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 970  casagaacttagcagagatgctttggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatgg 1029 
 
                                                                         
Query: 1025 ctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttat 1084 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1030 ctgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttat 1089 
 
                                                                         
Query: 1085 cctttgttgccagcggtccggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactggagg 1144 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1090 cctttgttgccagcggtccggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactggagg 1149 
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Query: 1145 aaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctaca 1204 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1150 aaggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctaca 1209 
 
                                                                         
Query: 1205 atggcgcatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtgcgtcgt 1264 
            |||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||| 
Sbjct: 1210 atggcatatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtatgtcgt 1269 
 
                                                                         
Query: 1265 agtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggat 1324 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1270 agtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggat 1329 
 
                                                                         
Query: 1325 cagaatgccacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatggga 1384 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1330 cagaatgccacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatggga 1389 
 
                                                                         
Query: 1385 gtgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgatt 1444 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1390 gtgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtgatt 1449 
 
                  
Query: 1445 catga 1449 
            ||||| 
Sbjct: 1450 catga 1454 
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2. ผลจากการเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดับนิวคลีโอไทด 16 เอส ไรโบโซมอลดีเอ็น
เอ ( 16S rDNA ) ของ CU-PK5 โดยโปรแกรม BlastN 
 
Query  หมายถึง  16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ   ( 16S rDNA ) ของ CU-PK5 
Sbjct   หมายถึง  16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ  ( 16S rDNA ) ของ Enterobacter aerogenes 
  
gi|15042704|gb|AF395913.1|AF395913   Enterobacter aerogenes 16S ribosomal RNA gene, 
complete sequence 
          Length = 1510 
 
 Score = 2738 bits (1381), Expect = 0.0 
 Identities = 1426/1437 (99%), Gaps = 3/1437 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 
 
                                                                         
Query: 1    ggcaggcctaacacaatgcaagtcgaacgggtagcacagagagcttgctctcgggtgacg 60 
            ||||||||||||||| |||||||||| ||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1485 ggcaggcctaacaca-tgcaagtcgagcgg-tagcacagagagcttgctctcgggtgacg 1428 
 
                                                                         
Query: 61   agtggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctgatggagggggataactactgga 120 
            || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1427 agcggcggacgggtgagtaatgtctgggaaactgcctgatggagggggataactactgga 1368 
 
                                                                         
Query: 121  aacggtagctaataccgcataacgtcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttg 180 
            |||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1367 aacggtagctaataccgcataatgtcgcaagaccaaagagggggaccttcgggcctcttg 1308 
 
                                                                         
Query: 181  ccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaacggctcacctaggcgac 240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1307 ccatcagatgtgcccagatgggattagctagtaggtggggtaacggctcacctaggcgac 1248 
 
                                                                         
Query: 241  gatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccagact 300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1247 gatccctagctggtctgagaggatgaccagccacactggaactgagacacggtccagact 1188 
 
                                                                         
Query: 301  cctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgc 360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1187 cctacgggaggcagcagtggggaatattgcacaatgggcgcaagcctgatgcagccatgc 1128 
 
                                                                         
Query: 361  cgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggcgatga 420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct: 1127 cgcgtgtatgaagaaggccttcgggttgtaaagtactttcagcggggaggaaggcgataa 1068 
 
                                                                         
Query: 421  ggttaataacctcatcgattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgcca 480 
            ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1067 ggttaataaccttgtcgattgacgttacccgcagaagaagcaccggctaactccgtgcca 1008 
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Query: 481  gcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcac 540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1007 gcagccgcggtaatacggagggtgcaagcgttaatcggaattactgggcgtaaagcgcac 948 
 
                                                                         
Query: 541  gcaggcggtctgtcaagtcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcattcga 600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 947  gcaggcggtctgtcaagtcggatgtgaaatccccgggctcaacctgggaactgcattcga 888 
 
                                                                         
Query: 601  aactggcaggctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcg 660 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 887  aactggcaggctagagtcttgtagaggggggtagaattccaggtgtagcggtgaaatgcg 828 
 
                                                                         
Query: 661  tagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcag 720 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 827  tagagatctggaggaataccggtggcgaaggcggccccctggacaaagactgacgctcag 768 
 
                                                                         
Query: 721  gtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctggttagtccacgccgtaaacga 780 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct: 767  gtgcgaaagcgtggggagcaaacaggattagataccctgg-tagtccacgccgtaaacga 709 
 
                                                                         
Query: 781  tgtcgacttggaggttgtgcccttgaggcgtggcttccggagctaacgcgttaagtcgac 840 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 708  tgtcgacttggaggttgtgcccttgaggcgtggcttccggagctaacgcgttaagtcgac 649 
 
                                                                         
Query: 841  cgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaag 900 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 648  cgcctggggagtacggccgcaaggttaaaactcaaatgaattgacgggggcccgcacaag 589 
 
                                                                         
Query: 901  cggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatcc 960 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 588  cggtggagcatgtggtttaattcgatgcaacgcgaagaaccttacctactcttgacatcc 529 
 
                                                                         
Query: 961  agagaactttccagagatggattggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatggc 1020 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 528  agagaactttccagagatggattggtgccttcgggaactctgagacaggtgctgcatggc 469 
 
                                                                         
Query: 1021 tgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatc 1080 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 468  tgtcgtcagctcgtgttgtgaaatgttgggttaagtcccgcaacgagcgcaacccttatc 409 
 
                                                                         
Query: 1081 ctttgttgccagcggtccggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactggagga 1140 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 408  ctttgttgccagcggtccggccgggaactcaaaggagactgccagtgataaactggagga 349 
 
                                                                         
Query: 1141 aggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaa 1200 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 348  aggtggggatgacgtcaagtcatcatggcccttacgagtagggctacacacgtgctacaa 289 
 
                                                                         
Query: 1201 tggcgcatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtgcgtcgta 1260 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 288  tggcgcatacaaagagaagcgacctcgcgagagcaagcggacctcataaagtgcgtcgta 229 
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Query: 1261 gtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtggatc 1320 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct: 228  gtccggattggagtctgcaactcgactccatgaagtcggaatcgctagtaatcgtagatc 169 
 
                                                                         
Query: 1321 agaatgccacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatgggag 1380 
            ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 168  agaatgctacggtgaatacgttcccgggccttgtacacaccgcccgtcacaccatgggag 109 
 
                                                                      
Query: 1381 tgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtga 1437 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 108  tgggttgcaaaagaagtaggtagcttaaccttcgggagggcgcttaccactttgtga 52 
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ภาคผนวก ซ 
 
 

การเปรยีบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 ที่
สรางจาก CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli JM109 ตามลาํดับดวยโปรแกรม ClustalX 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปวีณา รัตนมาศ เกิดเมื่อวนัที ่ 23 พฤษภาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดสงขลา สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร ในปการศึกษา 2543 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต สาขา  จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   ในปการศึกษา 2544 
  
 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	รายการคำย่อ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 ปริทรรศน์วรรณกรรม
	บทที่ 3 อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย
	บทที่ 4 ผลการทดลอง
	บทที่ 5 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง
	รายการอางอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผูเขียน



