






 i

ชื่อโครงการวจัิย  การคัดแยกเชือ้และการวเิคราะหบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอของเชือ้คลอส 
ทริเดียมที่สามารถผลิตอะซีโตน บิวทานอล และ เอทานอล   

ชื่อผูวิจัย  รองศาสตราจารย ดร. วรวฒุิ จุฬาลักษณานกุูล 
เดือนและป  25 ธันวาคม 2550 

      

บทคัดยอ 
 

แบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม เปนแบคทีเรียแอนแอโรบส (Anaerobes) แกรมบวก (Gram 
positive) ลักษณะเปนรูปทอน (Rod shape) สามารถสรางสปอรไดในสภาวะที่ไมมีอากาศ ปญหา
สําคัญที่เกิดขึ้นคือการจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียในกลุมนี้คอนขางยาก งานวิจยันี้จึงใชลําดับเบส
บน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ เพื่อวเิคราะหและเปรียบเทียบแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมที่คัด
แยกได กับฐานขอมูลที่ไดมีการศึกษามาแลว โดยเริ่มจากการคัดแยกแบคทีเรีย ทดสอบ
ความสามารถในการยอยเซลลูโลส ทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟด การ
สรางเอ็นโดสปอร จากนั้นทาํการสกัดดีเอน็เอดวยวิธีตมเดือด เพิ่มปริมาณ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็น
เอ ดวยวิธีการพีซีอาร หาลําดับเบส และนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหและเปรียบเทยีบดวยโปรแกรม 
blastn แลวนําคลอสทริเดียมมาวิเคราะหปริมาณสารละลายที่เกิดขึน้จากการหมักโดยวิธีแกสโคร-
มาโทกราฟ ผลการวิจัยพบวาไอโซเลต DECO-THA DECOM-PA DECOM-PE MIX-P2 และ SC-
THA มีเปอรเซ็นตความคลายคลึง (%identities) กับ Clostridium diolis strain DSM 5431 เทากับ 98 
98 99 99 และ 99 ตามลําดับ และ DECOM-PB กับ FEA-PC มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกับ 
Clostridium sp. Kas106-4 เทากับ 99 ซ่ึงทั้ง 7 ไอโซเลต มีความสามารถในการยอยเซลลูโลสและ
สรางเอ็นโดสปอร แต DECOM-PB กับ SC-THA ไมพบความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปน
ซัลไฟด และจากการวิเคราะหตวัทําละลายอินทรียและกรดอินทรียที่เกิดขึ้นในอาหารที่เลี้ยงเชื้อไว 
96 ช่ัวโมง พบวาอาหารที่ใสกลูโคสเปนแหลงคารบอน ทั้ง 7 ไอโซเลตผลิต เอทานอล อะซีโตน บิว
ทานอล และกรดบวิทิริค สวนอาหารที่ใสเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนพบวา DECO-THA 
DECOM-PA DECOM-PB และ DECOM-PE ผลิตเอทานอล FEA-PC MIX-P2 และ SC-THA ผลิต
เอทานอลและบิวทานอล จากงานวจิัยนี้สรุปไดวา การวิเคราะหบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ 
ของคลอสทริเดียม ไดผลที่นาเชื่อถือ สะดวกและรวดเร็วมากกวาการจัดจําแนกโดยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 
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ABSTRACT 
The clostridia are rod-shape anaerobes, Gram positive, spore-forming bacteria. 

However, there is a problem with the identification of the Clostridium which is hard to 

identify. Thus, this project uses the sequences of 16S ribosomal DNA to analyze 

screened Clostridia with the database because this method is comfortable and reliable. 

First, Clostridia were screened by selective medium and then tested the abilities to 

reduce sulfite and to form the endospore. Next, DNA were extracted by boiling assay 

and amplified by PCR (Polymerase chain reaction), and 16S rDNA were sequenced and 

analyzed by program blastn. Acid and solvent productions by Clostridium were 

analyzed by gas chromatrography. There are 5 isolates: DECO-THA, DECOM-PA, 

DECOM-PE, MIX-P2 and SC-THA, which similar to Clostridium diolis strain DSM 5431 

and the %identities are 98, 98, 99, 99 and 99 respectively. DECOM-PB and FEA-PC are 

similar to Clostridium sp. Kas106-4 and the %identities are 99. All of 7 isolates can use 

cellulose and form the endospore. Only DECOM-PB and SC-THA can’t reduce sulfite. 

The acid and solvent productions in the broth incubated with Clostridium for 96 hrs were 

analyzed. All of 7 isolates in the medium which has glucose as carbon source produce 

ethanol, acetone, butanol and butyric acid. In the medium which has cellulose as 

carbon source, DECO-THA, DECOM-PA, DECOM-PB and DECOM-PE produce ethanol 

and FEA-PC, MIX-P2 and SC-THA produce ethanol and butanol. According to this 

project, the conclusion is the identification of Clostridium by 16S ribosomal DNA 

sequence analysis is more trustworthy and comfortable than the morphological analysis. 
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บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1 บทนํา 
 แบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม เปนแบคทีเรียแอนแอโรบส (Anaerobes) แกรมบวก (Gram positive) มี

ลักษณะเปนรูปทอน (Rod shape) สามารถสรางสปอรไดในสภาวะที่ไมมีอากาศ คลอสทริเดียมมักพบทั่วไปใน

ดิน ฝุนละออง น้ํา และบางชนิดเปนแบคทีเรียประจําถิ่นบริเวณลําไส (Morris, 1993) 

 

คลอสทริเดียม มีทั้งชนิดที่เปน pathogenic (กอใหเกิดโรคทั้งในคนและสัตว) และ non-pathogenic มี

การคนพบคลอสทริเดียมตั้งแตชวง ค.ศ.1880 -1900 ตัวอยางของคลอสทริเดียมที่ทําใหเกิดโรคในคนที่พบคือ 

- C. tetani      ทําใหเกิดโรคบาดทะยัก (tetanus) 

- C. perfringens     เกิด gas gangrene บาดแผลที่ติดแบคทีเรียนี้ gas gangrene จะ 

ทําใหเลือดไปเลี้ยงไมพอ แผลเนา เปนพิษ และเสียชีวิตได  

- C. difficle      ทําใหเนื้อเยื่อบริเวณลําไสใหญอักเสบและเกิดอาการทองรวง  

(pseudomembranous colitis) 

- C. botulinum เกิดอาการอาหารเปนพิษ (botulism) และ neurotoxin ทําใหเปน

อัมพาต และเสียชีวิตได 

สําหรับกลุมที่เปน non-pathogenic ประโยชนที่เราไดรับจากคลอสทริเดียมกลุมนี้คือ ความสามารถ

ในกระบวนการหมัก (fermentation metabolism) และยอยสารประกอบอินทรียหลายอยาง เชน แปง เซลลูโลส 

และน้ําตาล ไดเปนผลิตภัณฑสุดทายหลายชนิด เชน เอทานอล บิวทานอล อะซีโตน เปนตน (Maddox, 

Qureshi และ Gutierrez, 1993) 
 

 
ภาพที่ 1 รูปรางและเอน็โดสปอรของคลอสทริเดียม 
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 Loius Pasteur เปนบุคคลแรกที่ไดอธิบายถึงกระบวนการสราง butanol จากการหมักของแบคทีเรีย 

และตอมา ก็มีรายงานถึงความสามารถในการสราง butanol โดยการหมักของแบคทีเรียแอนแอโรบส และในป 

ค.ศ.1905 Schardinger เปนผูที่รายงานถึงการสราง acetone 

 

 ปญหาที่เกิดขึ้นในชวงนั้นในประเทศอังกฤษคือ ยางธรรมชาติมีไมเพียงพอ จึงมีความคิดที่จะผลิตยาง

สังเคราะหข้ึน โดยผูที่มีสวนสําคัญในโครงการนี้คือ นักเคมีที่ชื่อ Chaim Azriel Weizmann อยูที่ Manchester 

University (ซึ่งภายหลังไดดํารงตําแหนงประธานของ the World Zionist Organisation เปนประธานาธิบดีคน

แรกของอิสราเอล และเปนผูกอต้ังสถาบันวิจัย the Weizmann Institute of Science ในอิสราเอล)             

จากการศึกษาของเขาระบุวา สารสําคญัที่จะนํามาสราง butadiene หรือ isoprene ซึ่งจะนํามาใชในการผลิต

ยางสังเคราะหนั่นก็คือ butanol หรือ isoamyl alcohol  

 

 ในชวงป ค.ศ.1912-1914  Weizmann สามารถแยกแบคทีเรียที่มีบทบาทสําคัญอยางยิ่ง ซึ่งตอมาได

ชื่อวา Clostridium acetobutylicum ซึ่งคุณสมบัติที่โดนเดนของแบคทีเรียชนิดนี้คือสามารถหมัก starchy 

substance ไดหลายชนิด และสามารถผลิต acetone และ butanol ไดมากกวาแบคทีเรียอื่น โดยเรียก

กระบวนการหมักนี้วา Acetone-Butanol-Ethanol fermentation หรือ ABE fermentation 

 

 เมื่อเกิดสงครามโลกครั้งที่ 1 ในชวงเดือนสิงหาคมป ค.ศ.1914 ทหารอังกฤษมีความตองการใช 

smokeless powder (cordite) ซึ่งตองใช acetone เปน solvent ในสวนประกอบสําคัญในการผลิต ซึ่งปกติ

แลว อังกฤษสามารถผลิต acetone ไดจาก calcium acetate ที่นําเขามาในประเทศ แตเมื่อเกิดภาวะสงคราม 

การนําเขานี้จึงถูกตัดขาดไป จึงมีโรงงานที่ทํา ABE fermentation เกิดขึ้นหลายแหง และผลจากการปดกันจาก

ประเทศเยอรมัน ทําใหขาดแคลนวัตถุดิบที่จํานํามาใชในการผลิต solvent ทางออกสําหรับปญหานี้คือ การนํา 

fermentation process ที่ Weizmann เปนคนพัฒนานี้ไปทําในประเทศอื่นซึ่งไมมีปญหาเรื่องวัตถุดิบ เชน 

ประเทศในจักรวรรดิอังกฤษ แคนาดา และสหรัฐอเมริกา ที่สุดเมื่อสงครามสิ้นสุดลง ความตองการใช acetone 

ก็ลดนอยลง แตการวิจัยเกี่ยวกับ ABE fermentation ยังคงดําเนินตอไป เพราะมีความตองการใช butanol เพิ่ม

มากข้ึน ซ่ึงนํามาใชเปนสวนผสมใน nitrocellulose lacquers และนํามาใชในอุตสาหกรรมการผลิตเชื้อเพลิง

สําหรับยานพาหนะ 

 

 ในชวงป ค.ศ.1930 ไดมีวัตถุดิบใหมซึ่งมีราคาถูก และมีเปนจํานวนมากนั่นคือ กากน้ําตาล และในป 

ค.ศ.1935 ไดมีการใช Clostridium sacchroacetobutylicum จาก lab ที่ Terre Haute หลังจากนั้น โรงงานที่

ใชกากน้ําตาลในการหมักก็เพิ่มจํานวนขึ้นอยางรวดเร็ว 
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 เมื่อเกิดสงครามโลกครั้งที่ 2 ประเทศอังกฤษมีความตองการ acetone จํานวนมากอีกครั้ง จึงมีการวจิยั

และพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อจะไดผลิต solvent ไดมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น โดยศึกษาวิจัยทั้งสภาวะที่ใชในการ

หมัก กระบวนการที่ใชในการสกัด solvent ออกมา หลังสงครามสิ้นสุดลงจนถึงประมาณป 1960 ในประเทศ

อังกฤษ และสหรัฐอเมริกามีการใช ABE fermentation นอยลงเนื่องจากสาเหตุสําคัญ 2 ประการคือ 1)การนํา

กากน้ําตาลไปใชในการเลี้ยงสัตว ทําใหราคาของกากน้ําตาลนั้นสูงขึ้น  และ  2) การเติบโตขึ้นของ 

petrochemical industry ทําใหมีการผลิต solvent โดยกระบวนการทางเคมีเพิ่มข้ึน 

  

 เนื่องจากในชวงป ค.ศ. 1970 เกิดวิกฤติการณราคาน้ํามันเพิ่มสูงขึ้น ประกอบกับความวิตกกังวล

เกี่ยวกับปญหาสิ่งแวดลอมจากการใชเชื้อเพลิงปโตรเลียม และปริมาณน้ํามันดิบที่มีอยางจํากัด Fermentation 

process จึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการผลิตพลังงานทดแทนที่เปนมิตรตอส่ิงแวดลอม  (Morris, 1993)     
 

ตารางที่ 1 ผลผลิตจากกระบวนการหมักของคลอสทริเดียม และตัวอยางการนําไปใช 

 ตัวอยางการนาํไปใช 

Acetone ผลิต cordite / ทาํปฏิกิริยากบั phenol ไดสารที่นาํไปใชผลิต polymer หลายชนิด เชน 

polycarbonates, polyurethanes, epoxy resins / ทําน้ํายาลางเล็บ / เปนสวนผสมใน

rubber monomer, butadiene, dimethyl butadiene 

Butanol ใชเปนเชื้อเพลิง / ใชในงานดานเคมีและสิง่ทอ / เปนสวนผสมในrubber monomer, 

butadiene, dimethyl butadiene / เปนสารสกัดในอุตสาหกรรมอาหาร 

Ethanol เปน solvent ในการผลิตน้ํายาเคลือบเงา และน้ําหอม / เปนสวนประกอบของยา / เปนสาร 

disinfectant / ใชดองตัวอยางพืช สัตว / เปนเชื้อเพลิงและ gasoline additive (ได gasohol) 

Acetic acid ใชในการผลิตสารประกอบหลายชนิด / ผลิต vinyl acetate monomer, acetic anhydride 

และสารพวก ester / ทําน้าํสมสายช ู 

Butyric acid ใชในการผลิตสารพวก butyrate esters โดยใชเปน food และ perfume additive 

CO2 (gas) ทําเปนน้ําแข็งแหง / ใสในเครื่องดื่มที่มฟีองฟู / คารบอนไดออกไซดเหลวใชเปน solvent 

สําหรับ organic compound หลายชนิด 

H2 (gas) ใชใน chemical และ petroleum industries เชน Harbor process ในการผลิตแอมโมเนยี / 

ใชในการทํา hydrogenation ในไขมันและน้ํามัน เชน การทําครีม 
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ตารางที่ 2 ตัวอยางของคลอสทริเดียมทีม่ีความสามารถในการหมกัและผลิตภัณฑที่ได 

 
 

เซลลูโลส (Cellulose) เปนสารไบโอโพลีเมอรพบทั่วไปในธรรมชาติและในขยะทางอุตสาหกรรม-

เกษตร หรือของเสียจากอุตสาหกรรม (Lee, Forsberg และ Gibbins, 1985) และในปจจุบันเริ่มมีการนําขยะ

เหลานี้มาใชประโยชนมากขึ้น ตัวอยางหนึ่งคือ การนําเซลลูโลสเหลานี้มาเปนวัตถุดิบของการยอยสลายใน    

ถังหมัก (Guedon, Desvaux และ Petitdemange, 2002) เพื่อใหไดผลิตภัณฑที่มีมูลคา เชน ตัวทําละลาย

ตางๆ ดังที่กลาวมาขางตน โดยใชแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม เนื่องจากประสิทธิภาพในการผลิตตัวทําละลาย

และเชื้อเพลิงไดหลากหลายและมีปริมาณสูงในเวลาอันสั้น (Morris, 1993) จึงทําใหแบคทีเรียสกุลนี้มีความ

โดดเดนและถูกนํามาใชในการผลิตตัวทําละลายและเชื้อเพลิงอยางแพรหลาย ดังที่ไดกลาวไวแลว 

 

อยางไรก็ตามปญหาสําคัญอยูที่การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียในกลุมนี้คอนขางยาก การจัดจําแนก

โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา อาจไมสามารถระบุไดถึงระดับ species จึงตองอาศัยการทดสอบทางชีวเคมีมา

ชวยในการจัดจําแนก คือ การทดสอบ activities ของ enzyme ตางๆ ที่ผลิตไดในแบคทีเรียแตละสายพันธุ ซึ่ง

ตองทดสอบ 10-20 activities ซึ่งยุงยากและเสียเวลามาก กวาจะสามารถระบุไดในระดับ species และแมวา

จะมีการผลิตชุด kit ที่ใชในการทดสอบ แตผลการทดสอบที่ไดอาจคลาดเคลื่อนไดดวยปจจัยตางๆ เชน สภาวะ

ที่ใชในการเลี้ยงเชื้อตางกัน การสังเกตสีของผลการทดสอบ (Clarridge, 2004) 
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ภาพที่ 2 ตวัอยางคุณสมบัตทิี่ใชในการจัดจําแนกของคลอสทริเดียม 

 
16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ   

16S ribosomal RNA gene (16S rDNA) เปนสวนที่ถอดรหัสไดเปน small subunit ของ ribosome 

จึงเปนสวนที่มีความสําคัญตอชีวิต ดังนั้นลําดับเบสบริเวณนี้จะไมเปลี่ยนแปลงไปมาก     ปจจุบันลําดับเบสบน 

16S rDNA นํามาใชในการประเมินความสัมพันธในเชิงวิวัฒนาการของ prokaryotes (Drancourt              

และคณะ, 2000) สาเหตทุี่ทําใหลําดับเบสของ 16S rDNA  มีประโยชนอยางมาก เพราะประกอบดวยทั้งสวนที่

เปน variable region และ highly conserved region ทําใหบงบอกถึงความสัมพันธในเชิงวิวัฒนาการได โดย

ลําดับเบสจะมีสวนเกี่ยวของกับส่ิงมีชีวิตนั้น เชน อาจบงชี้ไดถึงแหลงที่อยู หรือส่ิงแวดลอมของสิ่งมีชีวิตนั้น  

และบริเวณ conserved genes นี้สามารถหาลําดับเบสไดโดย standard primer และลําดับเบสที่ไดจะนําไป 

align กับลําดับเบสในฐานขอมูล   

โดยทั่วไป 16S rDNA จะมีความยาวประมาณ 1,500 นิวคลีโอไทด ประกอบดวยหลายบริเวณตางๆ 

กัน ซึ่งมี evolutionary rates ตางกัน และลําดับเบสความยาวเทานี้ก็เพียงพอที่จะนํามาใชทาง phylogenetic  

(Clarridge, 2004)   

งานวิจัยนี้จึงใชลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ เปนเครื่องมือในการจัดจําแนกคลอสทริเดียม 

ซึ่งทําได รวดเร็ว สะดวก เขาถึงงาย มีความแมนยําสูง โดยมีการใชโปรแกรมคอมพิวเตอรเปรียบเทียบกับ

ฐานขอมูล  
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1.2 วัตถุประสงค 
       เพื่อวิเคราะหและเปรียบเทียบลําดับเบสบน 16 เอสไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของคลอสทริเดียมที่คัดแยกได

จากแหลงธรรมชาติที่สามารถผลิตสารละลายอินทรียตางๆ 
 
1.3 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 สามารถนําขัน้ตอนการคัดแยกเชื้อนี้ไปใชหาคลอสทริเดยีมสายพนัธุทีม่ีความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลสเปนสารละลายและเชื้อเพลิงในปริมาณสูงจากแหลงอืน่ได 
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บทที่ 2  
เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ และสารเคม ี

 
2.1 เครื่องมือ และวสัดุอุปกรณ 
Anaerobic jar 

Hot plate 

Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

PCR machine 

PCR tube 

pH meter 

Slide and cover glass 

Tip พรอมกลอง  

เข็มฉีดยา 

เครื่องโครมาโทกราฟแกส (Shimatsu Model  

   Gc 7AG) 

เครื่องชั่งละเอยีด (ทศนยิม 4 ตําแหนง) 

เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge) 

เครื่องถายรูปเจล 

เครื่อง UV transilluminator   

เครื่องทํา Gel electrophoresis 

แทงแกวคน, glass spreader 

ไมโครปเปตต (P2, P20, P200, และ P1000) 

กระดาษชาํระ 

กระบอกตวง 

กลองจุลทรรศน (Light microscope) 

 

ขวด Pyrex  

ขวดแกว จกุยาง และคลิมเปอร 

จานเลีย้งเชื้อ 

ชอนตักสาร 

ตูบมเชื้อ (incubator) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ตูเขี่ยเชื้อแบบ Larminar flow 

ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซยีส 

ตูดูดควัน 

ตูอบแหง อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

ตูอบฆาเชื้อ (Autoclave) 

ตะเกียงแอลกอฮอล 

ถุงมือยาง 

บีกเกอร 

ปเปตต ขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

ลูป (loop) 

เข็มเขี่ย (needle) 

สําลี 

หลอดหยดสาร 

หลอด Falcon ขนาด 15 มิลลิลิตร  

อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)         

อลูมิเนียมฟอยล 
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                  ก                                                             ข 

 
     ภาพที ่3 (ก) Anaerobic jar ที่ใส GENbox anaer (ข) ขวดแกวเลีย้งเชื้อ จุกยาง  

        และคลิมเปอร (ใชปดฝาโลหะ) 
 
2.2 สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 - สารเคมีทีใ่ชในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Acetic acid 

Agar 

Ammonia 

Avicel (crystalline cellulose) 

Biotin 

Calcium carbonate 

Cysteine  

D(+)glucose 

Ferric (III) ammonium citrate 

Ferrous sulfate   

L-Cystenium chloride 

Meat extract 

Magnesium sulfate 

PABA (4-aminobenzoic acid)  

Peptone from casein  

Peptone from meat 

Potassium dihydrogen phosphate 

Potassium hydrogen phosphate 

Resazurin 

Sodium acetate 

Sodium chloride 

Sodium sulfite x 7H2O   

Starch 

Yeast extract 

 - สารเคมีในงานดีเอ็นเอ 

1 kb DNA ladder 

1X TBE buffer 

Agarose 

Bovine serum albumin 

dNTP Mixes 

Ethidium bromide 

Loading dye 

Magnesium chloride 

Primers 

Taq buffer 

Taq DNA polymerase 
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 - สารเคมีในขั้นตอนอื่นๆ 

3% Potassium hydroxide 

5% Malachite green 

70% Ethanol 

95% Ethanol 

6 N Hydrochloric acid 

Acetic acid 

 

Acetone  

Butanol 

Butyric acid 

Ethanol 

Immersion oil 

Safranin O 

 



 10 

บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 การคัดแยกแบคทีเรียและทําใหบรสิุทธิ ์
 เก็บตัวอยางกองปุยหมัก ชานออยหมัก และอุจจาระววั จากวังสวนจติรลดา กรุงเทพมหานคร จํานวน 

3 ตัวอยางแตละแหลง ใสถงุพลาสติก เกบ็รักษาที่อุณหภูมิหอง จากนั้นชัง่ตัวอยาง 1 กรัมใสลงในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว cellulose medium broth (ภาคผนวก ก 1) ปริมาตร 27 มิลลิลิตร ซึ่งมเีซลลูโลสเปนแหลงคารบอน

เดียวในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว และเติมบิวทานอล 3 มลิลิลิตร (โดยคาดวาบวิทานอลจะเปนพษิตอแบคทีเรียที่

ไมสามารถผลติ      บิวทานอลได) บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1-2  สัปดาห สงัเกตการเจริญ

ของแบคทีเรีย โดยสังเกตจากการเกิดฟองกาซ จากนัน้ถายอาหารเลี้ยงเชื้อที่บมไวปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวชนิดเดมิที่เตรียมใหม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 สัปดาห ทําเชนนี้อีก 5 

คร้ัง เพื่อใหไดเฉพาะแบคทีเรียทีม่ีความสามารถในการยอยเซลลโูลสที่แทจริง จากนัน้ทําการเจือจาง

สารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อทีบ่มไวโดยวธิี serial ten fold dilution ดวยน้าํกลัน่ปราศจากเชื้อ แลวสเปรท 

(spread) 0.1 มิลลิลิตรสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่เจือจาง บนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง cellulose medium 

agar (ภาคผนวก ก 2) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 7 วัน แลวจึงนาํโคโลนเีดี่ยวไปขีด (streak) 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA เพื่อคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ์เพื่อนาํไปใชศึกษาในขัน้ตอนตอไป โดยตั้งชื่อกลุม

แบคทีเรียตามตารางที่ 3   
 

ตารางที่ 3 ชนิดของตัวอยางและการเรียกชื่อกลุมแบคทเีรีย 

ชนิดของตัวอยาง การเรียกชื่อกลุมแบคทีเรีย 

กองปุยหมัก DECO  DECOM 

อุจจาระววั FEA 

ปุยหมกัผสมอจุจาระววั MIX 

ชานออยหมกั SC 

     
3.2 การทดสอบลักษณะและคุณสมบัติของแบคทีเรียสกลุคลอสทริเดียม 

นําแบคทีเรียทีแ่ยกบริสุทธิ์ไดมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา และศึกษาความสามารถในการยอย

สลายเซลลูโลส ความสามารถในการเปลีย่นซัลไฟตเปนซัลไฟด ความสามารถในการสรางเอ็นโดสปอร อันเปน

ลักษณะที่สาํคัญของแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม จากนั้นนําแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัติตามทีท่ดสอบไปใชใน

การศึกษาข้ันตอไป   
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    3.2.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological characteristics) 
 นําแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากขอ 3.1 มาศึกษาลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

CMA และตรวจสอบชนิดของแบคทีเรียโดยวิธี KOH test (Arthi, Appalaraju และ Parvathi, 2003) 
      3.2.2 ศึกษาความสามารถในการยอยเซลลูโลส 

นําแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากขอ 3.1 มาทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลส บนอาหารเลี้ยงเชื้อ

แข็ง CMA บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 7 วัน สังเกตวงใสที่เกิดขึ้นจากการที่เซลลโูลสในอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็งถกูยอยสลาย 
    3.2.3 ศึกษาความสามารถในการเปลีย่นซัลไฟตเปนซัลไฟด 
 นําแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากขอ 3.1  มาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟดบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อแข็ง Differential Clostridia Agar (ภาคผนวก ก 3) บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 7 วัน 

สังเกตสีดําที่เกิดขึ้นบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
    3.2.4 ศึกษาความสามารถในการสรางเอนโดสปอร  

นําแบคทีเรียทีแ่ยกไดจากขอ 3.1  มาศึกษาความสามารถในการสรางเอ็นโดสปอร โดยวิธ ีSchaeffer-

Fulton Spore Stain (Wistreich, 2003) โดยนําแบคทีเรียที่เลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CMB มาแลว 7 วนั มา 

1-2 หยด หยดลงบนสไลด รอใหแหงพอประมาณ แลวนาํสไลดไปผานไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล 2-3 ที (heat 

fix) หยด 5% malachite green ใหทวมบริเวณเชื้อ แลวนําสไลดไปอังไวบนไอจากน้าํเดือดใน water bath เปน

เวลา 5 นาท ีระวังอยาให malachite green แหง จากนัน้ลางดวยน้ํากลัน่ แลวผึง่สไลดใหแหง หยด safranin 

O ทิ้งไว 30 วนิาที จากนั้นลางดวยน้าํกลัน่ แลวผึ่งสไลดใหแหง นําไปดภูายใตกลองจลุทรรศน จะเห็นแบคทเีรีย

ติดสีชมพูหรือแดง และสปอรติดสีเขียว 
 
3.3 การพสิจูนลกัษณะของแบคทีเรีย โดยการวิเคราะหลาํดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ 
(16S ribosomal DNA) 
 3.3.1 การเตรียมดีเอ็นแมแบบ (template)  

เตรียมดีเอ็นเอแมแบบโดยวธิีตมเดือด โดยนําไอโซเลตที่คัดแยกไดจากขอ 3.2 มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อแข็ง CMA บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วนั แลวนําไอโซเลตดังกลาวปริมาณ 1 ลูปทดลอง 

(loop) ใสลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มลิลิลิตร ที่ใสน้าํกลั่นทีน่ึ่งฆาเชื้อแลว 50 ไมโครลิตร นํา 

microcentrifuge tube ตมในน้าํเดือดเปนเวลา 5 นาท ีจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงที่ 5000 rpm เปนเวลา 5 นาท ี

เก็บสวนของเหลวสวนบน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
3.3.2 การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอโดยปฏกิริิยาลูกโซพอลิเมอเรส  
        (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
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นําดีเอ็นเอที่สกัดไดในขอ 3.3.1 ไปทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชสวนผสมของสารในปฏกิิริยา

และโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรคือ forward primer 27f (5’ AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3’) และ 

reverse primer 1492r (5’ GGTACCTTGTTACGACTT 3’) ตามวธิีของ  Gillan และคณะ (1998) โดยมี

สวนผสมของสารในปฏิกิริยาดังแสดงในตารางที่ 4 

 

ตารางที่ 4 สวนผสมของรีเอเจนตตางๆ ในสารละลายพีซีอาร 50 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

                            เพื่อเพิม่จํานวน 16 เอส ไรโบโซมลั ดีเอ็นเอ ที่ตองการ 

รีเอเจนต ความเขมขนสดุทาย 

แมกนิเซยีมคลอไรด 1.5 mM 

Taq DNA polymerase buffer 1x 

ไพรเมอร 27f 1.0 μM 

ไพรเมอร 1492r 1.0 μM 

สารผสม dNTP (dNTP mixture) 0.2 mM 

BSA (bovine serum albumin) 200 ng/μl 

แมแบบ (template) 1 pg – 1 μg 

Taq DNA polymerase 1.25 U 

 

 โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดงันี ้ 

  Hot start  ที่อุณหภูม ิ 94  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  3 นาท ี

Denature     ที่อุณหภูม ิ 94  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  1 นาท ี

     Annealing   ที่อุณหภูม ิ 55  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  1 นาท ี    25 รอบ 

    Extension   ที่อุณหภูม ิ 72  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  2 นาท ี

 Final extension ที่อุณหภูมิ  72  องศาเซลเซียส   เปนเวลา  10 นาท ี

 End  ที่อุณหภูม ิ   4  องศาเซลเซียส   

เก็บผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการพีซีอาร ที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชในขั้นตอนตอไป 

 
3.3.3 วิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซีส 

 ตรวจสอบผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการพีซีอาร โดยเตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0% หลอมใน

สารละลายบฟัเฟอร TBE ลงใบแบบพิมพซึ่งมหีวี (comb) เสียบอยู ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วาง

ชิ้นอากาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบฟัเฟอร TBE ใหทวมเหนืออากาโรสเจลประมาณ 2-3 มิลลิเมตร ผสม

สารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม หยอดลงในหลมุ โดยชองแรกจะเติมดีเอน็เอมาตรฐานผสมกับสีติดตาม 
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จากนั้นทําอิเลคโทรโฟริซีส ใชความตางศกัย 100 โวลต 45 นาท ี ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 

ตรวจดูการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต เปรียบเทยีบขนาดดีเอน็เอกับ 1 kb DNA ladder    
3.3.4 การวิเคราะหลาํดับเบสของ 16 เอสไรโบโซมลัดีเอ็นเอ 

 เลือกผลิตภัณฑปฏิกิริยาลกูโซที่ไดจากขอ 3.3.3 ไปหาลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ     

โดยใชบริการของบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี ใชไพรเมอร 27f และ 1492r แลวนําขอมูลลําดับเบส        

ที่ไดมาวิเคราะหและเปรียบเทียบโดยการ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) เลือกโปรแกรม 

nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) ซึง่เปนการเปรียบเทียบลาํดบัเบสกับฐานขอมูลของ GenBank จาก

เวปไซด http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/  
 
3.4 การวิเคราะหปริมาณตัวทําละลายอินทรียและกรดอินทรียโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ  
     (Gas chromatography, GC) 
 นําไอโซเลตที่เปนแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม จากขอ 3.3.4 มาวิเคราะหหาปริมาณตัวทาํละลาย

อินทรีย ไดแก อะซิโตน บวิทานอล และเอทานอล และกรดอินทรียไดแก กรดอะซิติก และ กรดบิวทิริก ที่สรางได

จากกระบวนการหมัก โดยวธิีแกสโครมาโทรกราฟ ในการวิเคราะหปริมาณผลิตภัณฑที่ไดจากการหมัก ทาํได

โดยการเปรียบเทียบพื้นที่ใต peak ของสาร ดังนั้นจึงตองมีการเตรยีม standard ที่ทราบความเขมขน เพื่อทาํ 

standard curve ที่จะใชในการคํานวณหาปริมาณสาร และเพื่อใหทราบวาแตละสารนั้นจะมี retension time 

เทาใด โดยเตรียม standard ใหมีความเขมขน 2 4 6 และ 8 กรัม/ลติร ตามลําดับ แลวนําไปทํา GC นําคาพื้นที่

ใต peak มา plot ได standard curve ของตัวทาํละลายอินทรียและกรดอินทรียแตละชนิด และเตรียมตัวอยาง

ในการทํา GC โดยนาํไอโซเลตที่เลือกไดจากขอ 3.3.4 ที่บมอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CMB ปริมาตร             

1 มิลลิลิตร ถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CMB ใหม และอีก 1 มิลลิลิตรถายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CMB 

ที่ใสกลูโคสแทนเซลลูโลส เพือ่เปรียบเทียบความสามารถในการหมักจากซับสเตรทที่ตางกนั บมไวที ่ 37 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง จากนัน้ถายสารละลายอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่บมไว 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอด 

Falcon ขนาด 15 มิลลิลิตร แลวนําไปหมนุเหวี่ยงที่ 5000 rpm เปนเวลา 15 นาท ีเก็บสวนใสมา 1 มิลลิลิตร ใส

ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มลิลิลิตร แตละ tube เติม 6 N HCl 1 หยด เก็บตัวอยางที ่ 4 องศา-

เซลเซียส จากนั้นนําตวัอยางไปทํา GC ใชโครมาโทกราฟแกสของ Shimatsu Model Gc 7AG กับ recorder 

integrater ของ chromatopac CR1A ของศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี จฬุาลงกรณ-

มหาวิทยาลยั โดยสภาวะที่ใชในการวิเคราะห คือ       

คอลัมนยาว 2 เมตร ขนาด 1/8 นิว้ บรรจุดวย porapax Q80-100 mesh  

  Carrier gas      50 มิลลิลติร/นาท ี(แกสไนโตรเจน) 

  Flame Ionization detector   240  องศาเซลเซียส 

  Inject temperature        240  องศาเซลเซียส 

  Column temperature   200  องศาเซลเซียส 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 ผลการคัดแยกแบคทเีรียและทาํใหบริสุทธิ ์

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากกองปุยหมกั ชานออยหมกั และอุจจาระวัว ที่เก็บจากวงัสวนจิตรลดา 

จังหวัดกรุงเทพฯ ตามขอที ่ 3.1-3.3 สามารถคัดแยกแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมไดทั้งหมด 7 ไอโซเลต คือ 

DECO-THA  DECOM-PA  DECOM-PB  DECOM-PE  FEA-PC  MIX-P2 และ SC-THA  
 
4.2 ผลการทดสอบลักษณะและคณุสมบัติของแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม 
    4.2.1 ลักษณะทางสณัฐานวิทยา 

จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียทัง้ 7 ไอโซเลตที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Cellulose Medium Agar ดังแสดงในตารางที่ 4 พบวาขนาดของโคโลนีของทัง้ 7 ไอโซเลตคอนขางใกลเคียงกนั 

มีรูปรางและความหนาเหมือนกนั และเกอืบทุกไอโซเลตมีขอบคอนขางเรียบ ยกเวน FEA-PC ที่ขอบหยกั

มากกวา ทั้ง 7 ไอโซเลตมีสีตางกนับางตั้งแตสีขาวจนถึงเหลืองออนๆ ทั้งหมดผวิดูเรียบ เกือบทกุไอโซเลตโคโลนี

มันวาว ยกเวน  DECOM-PA  FEA-PC ทีม่นัวาวนอยกวา  

ตารางที่ 5 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรียสายพนัธุบริสทุธิ์ 

ลักษณะที่ศึกษา แบคทีเรียสายพันธุ

บริสุทธิ์ โคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA รูปรางเซลล และชนิดแกรม 

DECO-THA โคโลนีกลมแบน สีขาวเหลือง ผิวเรียบมัน ขอบคอนขางเรียบ 

ทึบแสง ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 0.7-0.9 มม. 

แทงส้ัน แกรมบวก 

DECOM-PA โคโลนีกลมแบน สีขุนขาวเหลือง ผิวเรียบไมคอยมัน 

ขอบคอนขางเรียบ ทึบแสง ขนาด 0.4-0.6 มม. 

แทง แกรมบวก 

DECOM-PB โคโลนีกลมแบน สีขุนขาวเหลือง ผิวเรียบมัน 

ขอบคอนขางเรียบ ทึบแสง ขนาด 0.7-0.9 มม. 

แทง แกรมบวก 

DECOM-PE โคโลนีกลมแบน สีขุนขาว ผิวเรียบมัน 

ขอบคอนขางเรียบ ทึบแสง ขนาด 0.8-1.0 มม. 

แทง แกรมบวก 

FEA-PC โคโลนีกลมแบน สีขุนขาว ผิวเรียบไมคอยมัน 

ขอบหยักเล็กนอย ทึบแสง ขนาด 0.4-0.6 มม. 

แทง แกรมบวก 

MIX-P2 โคโลนีกลมแบน สีขุนขาวเหลือง ผิวเรียบมัน 

ขอบคอนขางเรียบ ทึบแสง ขนาด 0.8-1.0 มม. 

แทง แกรมบวก 
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SC-THA โคโลนีกลมแบน สคีรีม ผิวเรียบมัน 

ขอบคอนขางเรียบ ทึบแสง ขนาด 0.8-1.0 มม. 

แทง แกรมบวก 

4.2.2 ผลการศึกษาความสามารถในการยอยเซลลูโลส 
จากการนาํแบคทีเรียที่แยกได มาทดสอบความสามารถในการยอยเซลลูโลส บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 

Cellulose Medium Agar บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วัน โดยสงัเกตวงใสที่เกิดขึ้นจากการที่

เซลลูโลสในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งถูกยอยสลาย  พบวาทัง้ 7 ไอโซเลตมวีงใสเกิดขึน้ ดงัแสดงในภาพที่ 4-10 

 
4.2.3 ศึกษาความสามารถในการเปลีย่นซัลไฟตเปนซัลไฟด 
จากการนาํแบคทีเรียที่แยกได มาทดสอบความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟดบนอาหาร  

เลี้ยงเชื้อแข็ง Differential Clostridia Agar บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 วนั สังเกตสีดําที่เกิดขึน้

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา DECOM-PB และ SC-THA ไมพบสีดําบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA ในขณะอีก      

5 ไอโซเลตพบสีดําเกิดขึ้น ดงัแสดงในภาพที่ 4-10 
 
4.2.4 ศึกษาความสามารถในการสรางเอนโดสปอร 
จากการยอมแบคทีเรีย โดยวธิี Schaeffer-Fulton Spore Stain (Wistreich, 2003) พบวาทัง้  7 ไอโซเลต

สามารถสรางเอนโดสปอรได โดยตําแหนง และขนาดของเอ็นโดสปอร มีความแตกตางกนับางดังแสดงใน     

ภาพที ่4-10 

 

ก    ข    ค 

 
ภาพที่ 4 ลักษณะของ DECO-THA (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 

ก    ข    ค 
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ภาพที่ 5 ลกัษณะของ DECOM-PA (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 

 

 

ก    ข      ค 

 
ภาพที่ 6 ลกัษณะของ DECOM-PB (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 

 

ก    ข    ค 

 
ภาพที่ 7 ลกัษณะของ DECOM-PE (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 
 

ก    ข    ค 

 
ภาพที่ 8 ลักษณะของ FEA-PC (ก) บนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 
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ก    ข    ค 

 
ภาพที่ 9 ลกัษณะของ MIX-P2 (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 

 

ก    ข    ค 

 
ภาพที่ 10 ลักษณะของ SC-THA (ก) บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง CMA (ข) บนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง DCA 

และ (ค) รูปรางของเซลลและเอ็นโดสปอร 
 
 จากการศึกษา ความสามารถในการยอยเซลลูโลส ความสามารถในการสรางเอนโดสปอร พบวาทัง้    

7 ไอโซเลตสามารถยอยเซลลูโลสได และมีการสรางเอน็โดสปอร แต DECOM-PB และ SC-THA ไมพบ

ความสามารถเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟด แตเมื่อนําไปวเิคราะหลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอแลว

ไดผลออกมาเปนแบคทีเรียสกุลคลอสทรเิดียม จงึสรุปไดวา คลอสทริเดียมที่มีความสามารถในการใชเซลลูโลส

อาจจะไมพบความสามารถสามารถเปลี่ยนซัลไฟตเปนซลัไฟด     
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4.3 ผลการพิสูจนลักษณะของแบคทีเรีย โดยการวิเคราะหลาํดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล  
ดีเอ็นเอ (16S ribosomal DNA) 

จากการเตรียมดีเอ็นแมแบบ (template) การเพิ่มจํานวน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยา

ลูกโซ-พอลิเมอเรส และวิเคราะหขนาดของ16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซีส โดย

ใชความตางศกัย 100 โวลต 45 นาที เปรียบเทยีบขนาดดีเอ็นเอกับ 1 kb DNA ladder (Marker) ดังที่กลาวไว

ในขอที ่ 3.3.1-3.3.3 พบชิ้นสวน 16 เอส ไรโบโซมัล ของไอโซเลตที่คดัแยกได มีขนาดประมาณ 1500 bp ดัง

แสดงในภาพที่ 11 

 

 
ภาพที่ 11 ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ ของแบคทีเรียทัง้ 7 ไอโซเลต ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนชิน้สวนดีเอ็นเอ   

                บริเวณ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ดวยปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรส บน 1.0% อะกาโรสเจล 
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ผลการวิเคราะหลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ 
จากการนาํผลติภัณฑปฏิกิริยาลูกโซที่ได ไปหาลาํดับเบสโดยใชบริการของบริษัท Macrogen ประเทศ

เกาหลี ไดลําดับเบสของ DECO-THA DECOM-PA DECOM-PB DECOM-PE FEA-PC MIX-P2 และ        

SC-THA เปนดังนี ้ 

 
ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ DECO-THA ความยาว 1441 bp 

 
   1 NTTTACGACA GAAGGACACT CCATAATGGN GNTGNAGCTC TTGCGTGAGT 50 
  51 GGATTGCCCG GGGACTCCTG TCGTGGACCT TGGACACCTG CCCCATCCGC 100 
 101 CAAGTGGCCT TTCTATACGA TGAGTCTTCC GCATCGAGCG TTCTGCCGTG 150 
 151 CGTCCTACGC CTCCTTAAGG TATTCCGCTG TGGGCTGGAC CCGCGTCGCG 200 
 201 TTGGCTAGCT GGCGAGGGGA CCGCCCCCCT AGGCGACGAT GCGTAGCCGA 250 
 251 CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CATTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT 300 
 301 ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGGGAAA CCCTGATGCA 350 
 351 GCAACGCCGC GTGAGTGATG ACGGTCTTCG GATTGTAAAG CTCTGTCTTC 400 
 401 AGGGACGATA ATGACGGTAC CTGAGGAGGA AGCCACGGCT AACTACGTGC 450 
 451 CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTGGCAAG CGTTGTCCGG ATTTACTGGG 500 
 501 CGTAAAGGGA GCGTAGGTGG ATATTTAAGT GGGATGTGAA ATACTCGGGC 550 
 551 TTAACCTGGG TGCTGCATTC CAAACTGGAT ATCTAGAGTG CAGGAGAGGA 600 
 601 AAGTAGAATT CCTAGTGTAG CGGTGAAATG CGTAGAGATT AGGAAGAATA 650 
 651 CCAGTGGCGA AGGCGACTTT CTGGACTGTA ACTGACACTG AGGCTCGAAA 700 
 701 GCGTGGGGAG GCAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCCCGTAAAC 750 
 751 GAGGAATACT AGGTGTAGGG GGTGGTCATG ACCTCCTGTG CCGCCGCCTA 800 
 801 ACGCAAGTAT TCCGCCTGGG GAGTACGGTC GCAAGTTTAA AACTCAAGGG 850 
 851 AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCAGCGGAG CATGTGGTTT AATTCGAAGC 900 
 901 AACGCGAAGA ACCTTACCTA GACTTGACAT CTCCTGAATT ACCCTTAATC 950 
 951 GGGGAAGCCC TTCGGGGCAG GAAGACAGGT GGTGCATGGT TGTCGTCAGC 1000 
1001 TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC AACCCTTATT 1050 
1051 GTTAGTTGCT ACCATTTAGT TGAGCACTCT AGCGAGACTG CCCGGGTTAA 1100 
1101 CCGGGAGGAA GGTGGGGATG ACGTCAAATC ATCATGCCCC TTATGTCTAG 1150 
1151 GGCTACACAC GTGCTACAAT GGCTGGTACA GAGAGATGCT AAACCGCGAG 1200 
1201 GTGGAGCCTA GAGTTAGATC CAGGCTCAGT TCGGATTGTA GGCTGAAACT 1250 
1251 CGCCTACATG AAGCTGGAGT TTATAGTAAT CTCGAATCAG AATGTCGCGG 1300 
1301 TGAATACGTT CCCGGGCCTA GTACACACCG CCCGTCACAC CATGAGAGTT 1350 
1351 GGCAATACCC TATGTTAGTG AGCTACCGCG CAAACGAGGC AGCGACCTAA 1400 
1401 GGTAGGTCAN ACNACTGTAG AGTGTCCTGC TGAATGGCCC C          1441    
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ DECOM-PA ความยาว 1451 bp 
 

   1 NTTTTACGAT CAGTATGGAC CATCCATACG AGNGATGAAG CTCCTTCGGG 50 
  51 AGCGGATTAG CGGCGGACGG GTGAGTAACA CGTGGGTAAC CTGCCTCATA 100 
 101 GAGGGGAATA GCCTTTCGAA AGGAAGATTA ATACCGCATA AGATTGTAGT 150 
 151 GCCGCATGGC ATAGCAATTA AAGGAGTAAT CCGCTATGAG ATGGACCCGC 200 
 201 GTCGCATTAG CTAGTTGGTG AGGTAACGGC TCACCAAGGC GACGATGCGT 250 
 251 AGCCGACCTG AGAGGGTGAT CGGCCACATT GGGACTGAGA CACGGCCCAG 300 
 301 ACTCATACGG GAGGCAGCAG TGGGGAATAT TGCACAATGG GGGAAACCCT 350 
 351 GATGCAGCAA CGCCGCGTGA GTGATGACGG TCTTCGGATT GTAAAGCTCT 400 
 401 GTCTTCAGGG ACGATAATGA CGGTACCTGA GGAGGAAGCC ACGGCTAACT 450 
 451 ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGT GGCAAGCGTT GTCCGGATTT 500 
 501 ACTGGGCGTA AAGGGAGCGT AGGTGGATAT TTAAGTGGGA TGTGAAATAC 550 
 551 TCGGGCTTAA CCTGGGTGCT GCATTCCAAA CTGGATATCT AGAGTGCAGG 600 
 601 AGAGGAAAGT AGAATTCCTA GGGTAGCGGT GAAAATGCGT AGAGATTAGG 650 
 651 AAGAATTTCA AGTGCGAAAG GCGACTTTCT GGACTGTAAC TGACACTGAG 700 
 701 GCTCGAAAGC GTGGGGAGCA AACAGGATTA GATCCCCTGG TAGTCCACGC 750 
 751 CGTAAACGAT GAATACTAGG TGTAGGGGTT GTCATGACCT CTGTGCCGCC 800 
 801 GCTAACGCAT TAAGTATCCC GCCTGGGGAG TACGGTCGCA AGATTAAAAC 850 
 851 TCAAAGGAAT TGACGGGGGC CCGCACAAGC AGCGGAGCAT GTGGTTTAAT 900 
 901 TCGAAGCAAC GCGAAGAACC TTACCTAGAC TTGACATCTC CTGAATTACC 950 
 951 CTTAATCGGG GAAGCCCTTC GGGGCAGGAA GACAGGTGGT GCATGGTTGT 1000 
1001 CGTCAGCTCG TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC 1050 
1051 CCTTATTGTT AGTTGCTACC ATTTAGTTGA GCACTCTAGC GAGACTGCCC 1100 
1101 GGGTTAACCG GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA 1150 
1151 TGTCTAGGGC TACACACGTG CTACAATGGC TGGTACAGAG AGATGCTAAA 1200 
1201 CCGTGAGGTG GAGCCTAACT TTAGAACCAG TCTCAGTTCG GATTGTAGGC 1250 
1251 TGAAACTCGC CTACATGAAG CTGGAGTTGC TAGTAATCGC GAATCAGAAT 1300 
1301 GTCGCGGTGA ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACTCCGCCC GTCACACCAT 1350 
1351 GAGAGTTGGC AATACCCAAT ATTCGTGAGC TAACGCGCAA GCGAGGCAGC 1400 
1401 GACCTAAGGT AGGTCANNCA CNTTATGAGT GATCCATGCA GATAGGNNNN 1450 
1451 N    
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ DECOM-PB ความยาว 1435 bp 

 
   1 ATCGANCTAC CATGCATATC GAGCGATGAA GCTCCTTCGG GAGCGGATTA 50 
  51 GCGGCGGACG GGTGAGTAAC ACGTGGGTAA CCTGCCTCAT AGAGGGGAAT 100 
 101 AGCCTTTCGA AAGGAAGATT AATACCGCAT AAGATTGTAG TGCCGCATGG 150 
 151 CATAGCAATT AAAGGAGTAA TCCGCTATGA GATGGACCCG CGTCGCATTA 200 
 201 GCTAGTTGGT GAGGTAACGG CTCACCAAGG CGACGATGCG TAGCCGACCT 250 
 251 GAGAGGGTGA TCGGCCACAT TGGGACTGAG ACACGGCCCA GACTCCTACG 300 
 301 GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGCACAATG GGGGAAACCC TGATGCAGCA 350 
 351 ACGCCGCGTG AGTGATGACG GTCTTCGGAT TGTAAAGCTC TGTCTTCAGG 400 
 401 GACGATAATG ACGGTACCTG AGGAGGAAGC CACGGCTAAC TACGTGCCAG 450 
 451 CAGCCGCGGT AATACGTAGG TGGCAAGCGT TGTCCGGATT TACTGGGCGT 500 
 501 AAAGGGAGCG TAGGTGGATA TTTAAGTGGG ATGTGAAATA CTCGGGCTTA 550 
 551 ACCTGGGTGC TGCATTCCAA ACTGGATATC TAGAGTGCAG GAGAGGAAAG 600 
 601 TAGAATTCCT AGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATTAGG AAGAATACCA 650 
 651 GTGGCGAAGG CGACTTTCTG GACTGTAACT GACACTGAGG CTCGAAAGCG 700 
 701 TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG 750 
 751 AATACTAGGT GTAGGGGTTG TCATGACCTC TGTGCCGCCG CTAACGCATT 800 
 801 AAGTATTCCG CCTGGGGAGT ACGGTCGCAA GATTAAAACT CAAAGGAATT 850 
 851 GACGGGGGCC CGCACAAGCA GCGGAGCATG TGGTTTAATT CGAAGCAACG 900  
 901 CGAAGAACCT TACCTAGACT TGACATCTCC TGAATTACCC TTAATCGGGG 950  
 951 AAGCCCTTCG GGGCAGGAAG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 1000  
1001 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTTA 1050  
1051 GTTGCTACCA TTTAGTTGAG CACTCTAGCG AGACTGCCCG GGTTAACCGG 1100  
1101 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GTCTAGGGCT 1150 
1151 ACACACGTGC TACAATGGCT GGTACAGAGA GATGCTAAAC CGTGAGGTGG 1200  
1201 AGCCAAACTT TAAAACCAGT CTCAGTTCGG ATTGTAGGCT GAAACTCGCC 1250 
1251 TACATGAAGC TGGAGTTGCT AGTAATCGCG AATCAGAATG TCGCGGTGAA 1300 
1301 TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG AGAGTTGGCA 1350 
1351 ATACCCAAAG TTCGTGAGCT AACGCGCAAG CGGGGCAGCG ACCTAAGGTA 1400 
1401 GGGTTCAGCG ATTGGTNGAA GTCGNACCAG TAANG                 1435 
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ DECOM-PE ความยาว 1437 bp 

 
   1 ATNGNAGNCT ACCCTCCNTA TCGAGCGATG AAGCTCCTTC GGGAGCGGAT 50  
  51 TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AACCTGCCTC ATAGAGGGGA 100 
 101 ATAGCCTTTC GAAAGGAAGA TTAATACCGC ATAAGATTGT AGTGCCGCAT 150 
 151 GGCATAGCAA TTAAAGGAGT AATCCGCTAT GAGATGGACC CGCGTCGCAT 200 
 201 TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG CGTAGCCGAC 250 
 251 CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ATTGGGACTG AGACACGGCC CAGACTCCTA 300 
 301 CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA TGGGGGAAAC CCTGATGCAG 350 
 351 CAACGCCGCG TGAGTGATGA CGGTCTTCGG ATTGTAAAGC TCTGTCTTCA 400 
 401 GGGACGATAA TGACGGTACC TGAGGAGGAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC 450 
 451 AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGTGGCAAGC GTTGTCCGGA TTTACTGGGC 500 
 501 GTAAAGGGAG CGTAGGTGGA TATTTAAGTG GGATGTGAAA TACTCGGGCT 550 
 551 TAACCTGGGT GCTGCATTCC AAACTGGATA TCTAGAGTGC AGGAGAGGAA 600 
 601 AGTAGAATTC CTAGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGAGATTA GGAAGAATAC 650 
 651 CAGTGGCGAA GGCGACTTTC TGGACTGTAA CTGACACTGA GGCTCGAAAG 700 
 701 CGTGGGGAGC AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA 750 
 751 TGAATACTAG GTGTAGGGGT TGTCATGACC TCTGTGCCGC CGCTAACGCA 800 
 801 TTAAGTATTC CGCCTGGGGA GTACGGTCGC AAGATTAAAA CTCAAAGGAA 850 
 851 TTGACGGGGG CCCGCACAAG CAGCGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA 900 
 901 CGCGAAGAAC CTTACCTAGA CTTGACATCT CCTGAATTAC CCTTAATCGG 950 
 951 GGAAGCCCTT CGGGGCAGGA AGACAGGTGG TGCATGGTTG TCGTCAGCTC 1000  
1001 GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA ACGAGCGCAA CCCTTATTGT 1050 
1051 TAGTTGCTAC CATTTAGTTG AGCACTCTAG CGAGACTGCC CGGGTTAACC 1100 
1101 GGGAGGAAGG TGGGGATGAC GTCAAATCAT CATGCCCCTT ATGTCTAGGG 1150 
1151 CTACACACGT GCTACAATGG CTGGTACAGA GAGATGCTAA ACCGTGAGGT 1200 
1201 GGAGCCAAAC TTTAAAACCA GTCTCAGTTC GGATTGTAGG CTGAAACTCG 1250 
1251 CCTACATGAA GCTGGAGTTG CTAGTAATCG CGAATCAGAA TGTCGCGGTG 1300 
1301 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGAGAGTTGG 1350  
1351 CAATACCCAA AGTTCGTGAG CTAACGCGCA AGCGNGGCAG CGACCTAAGG 1400 
1401 TAGGGTTCAG CGATTGGTAG AAGTCGNANC NGTTAAT               1437 
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ FEA-PC ความยาว 1447 bp 
 

   1 GNTNGATTNT ACACCTCCTN ACGAGCGATG AAGTTCCTTC GGGANCGGAT 50 
  51 TAGCGGCGGA CGGGTGANTA ACACGTGGGT AACCTGCCTC ATAGAGGGGA 100 
 101 ATAGCCTTTC GAAAGGAAGA TTAATACCGC ATAAGATTGT AGTGCCGCAT 150 
 151 GGCATAGCAA TTAAAGGAGT AATCCGCTAT GAGATGGACC CGCGTCGCAT 200 
 201 TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG CGTAGCCGAC 250 
 251 CTGAGAGGGT GATCGGCCAC ATTGGGACTG AGACACGGCC CAGACTCCTA 300 
 301 CGGGAGGCAG CAGTGGGGAA TATTGCACAA TGGGGGAAAC CCTGATGCAG 350 
 351 CAACGCCGCG TGAGTGATGA CGGTCTTCGG ATTGTAAAGC TCTGTCTTCA 400 
 401 GGGACGATAA TGACGGTACC TGAGGAGGAA GCCACGGCTA ACTACGTGCC 450 
 451 AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGTGGCAAGC GTTGTCCGGA TTTACTGGGC 500 
 501 GTAAAGGGAG CGTAGGTGGA TATTTAAGTG GGATGTGAAA TACTCGGGCT 550 
 551 TAACCTGGGT GCTGCATTCC AAACTGGATA TCTAGAGTGC AGGAGAGGAA 600 
 601 AGTAGAATTC CTAGTGTAGC GGTGAAATGC GTAGAGATTA GGAAGAATAC 650 
 651 CAGTGGCGAA GGCGACTTTC TGGACTGTAA CTGACACTGA GGCTCGAAAG 700 
 701 CGTGGGGAGC AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG CCGTAAACGA 750 
 751 TGAATACTAG GTGTAGGGGT TGTCATGACC TCTGTGCCGC CGCTAACGCA 800 
 801 TTAAGTATTC CGCCTGGGGA GTACGGTCGC AAGATTAAAA CTCAAAGGAA 850 
 851 TTGACGGAGG AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCAGCGGAG CATGTGGTTT 900 
 901 AATTCGAAGC AACGCGAAGA ACCTTACCTA GACTTGACAT CTCCTGAATT 950 
 951 ACCCTTAATC GGGGAAGCCC TTCGGGGCAG GAAGACAGGT GGTGCATGGT 1000 
1001 TGTCGTCAGC TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC 1050 
1051 AACCCTTATT GTTAGTTGCT ACCATTTAGT TGAGCACTCT AGCGAGACTG 1100 
1101 CCCGGGTTAA CCGGGAGGAA GGTGGGGATG ACGTCAAATC ATCATGCCCC 1150  
1151 TTATGTCTAG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGCTGGTACA GAGAGATGCT 1200 
1201 AAACCGTGAG GTGGAGCCAA ACTTTAAAAC CAGTCTCAGT TCGGATTGTA 1250 
1251 GGCTGAAACT CGCCTACATG AAGCTGGAGT TGCTAGTAAT CGCGAATCAG 1300 
1301 AATGTCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC 1350 
1351 CATGAGAGTT GGCAATACCC AAAGTTCGTG AGCTAACGCG CAAGCGNGGC 1400 
1401 AGCGACCTAA GGTAGGGTCA GCGANTGGTT GAGTTGNACC GNTTGAT    1447 
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ MIX-P2 ความยาว 1437 bp 
 

   1 NTNNTTGTNC ACCTCCNAAT CGAGCGATGA AGCTCCTTCG GGAGCGGATT 50 
  51 AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGGTA ACCTGCCTCA TAGAGGGGAA 100 
 101 TAGCCTTTCG AAAGGAAGAT TAATACCGCA TAAGATTGTA GTGCCGCATG 150 
 151 GCATAGCAAT TAAAGGAGTA ATCCGCTATG AGATGGACCC GCGTCGCATT 200 
 201 AGCTAGTTGG TGAGGTAACG GCTCACCAAG GCGACGATGC GTAGCCGACC 250 
 251 TGAGAGGGTG ATCGGCCACA TTGGGACTGA GACACGGCCC AGACTCCTAC 300 
 301 GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT GGGGGAAACC CTGATGCAGC 350 
 351 AACGCCGCGT GAGTGATGAC GGTCTTCGGA TTGTAAAGCT CTGTCTTCAG 400 
 401 GGACGATAAT GACGGTACCT GAGGAGGAAG CCACGGCTAA CTACGTGCCA 450 
 451 GCAGCCGCGG TAATACGTAG GTGGCAAGCG TTGTCCGGAT TTACTGGGCG 500 
 501 TAAAGGGAGC GTAGGTGGAT ATTTAAGTGG GATGTGAAAT ACTCGGGCTT 550 
 551 AACCTGGGTG CTGCATTCCA AACTGGATAT CTAGAGTGCA GGAGAGGAAA 600 
 601 GTAGAATTCC TAGTGTAGCG GTGAAATGCG TAGAGATTAG GAAGAATACC 650 
 651 AGTGGCGAAG GCGACTTTCT GGACTGTAAC TGACACTGAG GCTCGAAAGC 700 
 701 GTGGGGAGCA AACAGGATTA GATACCCTGG TAGTCCACGC CGTAAACGAT 750 
 751 GAATACTAGG TGTAGGGGTT GTCATGACCT CTGTGCCGCC GCTAACGCAT 800 
 801 TAAGTATTCC GCCTGGGGAG TACGGTCGCA AGATTAAAAC TCAAAGGAAT 850 
 851 TGACGGGGGC CCGCACAAGC AGCGGAGCAT GTGGTTTAAT TCGAAGCAAC 900 
 901 GCGAAGAACC TTACCTAGAC TTGACATCTC CTGAATTACC CTTAATCGGG 950  
 951 GAAGCCCTTC GGGGCAGGAA GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG 1000 
1001 TGTCGTGAGA TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTATTGTT 1050 
1051 AGTTGCTACC ATTTAGTTGA GCACTCTAGC GAGACTGCCC GGGTTAACCG 1100 
1101 GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGTCTAGGGC 1150 
1151 TACACACGTG CTACAATGGC TGGTACAGAG AGATGCTAAA CCGTGAGGTG 1200 
1201 GAGCCAAACT TTAAAACCAG TCTCAGTTCG GATTGTAGGC TGAAACTCGC 1250 
1251 CTACATGAAG CTGGAGTTGC TAGTAATCGC GAATCAGAAT GTCGCGGTGA 1300 
1301 ATACGTTCCC GGGCCTTGTA CACACCGCCC GTCACACCAT GAGAGTTGGC 1350 
1351 AATACCCAAA GTTCGTGAGC TAACCGCGCA AGCGNGGCAG CGACCTAAGG 1400 
1401 TAGGGTCAGC GATTGGTTGA AGTTGTANNG TTTGANT               1437 
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ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ SC-THA ความยาว 1434 bp 
 

   1 ATCGAGNCTA CCTGCNTATC GAGCGATGAA GTTCCTTCGG GAACGGATTA 50  
  51 GCGGCGGACG GGTGAGTAAC ACGTGGGTAA CCTGCCTCAT AGAGGGGAAT 100 
 101 AGCCTTTCGA AAGGAAGATT AATACCGCAT AAGATTGTAG TGCCGCATGG 150 
 151 CATAGCAATT AAAGGAGTAA TCCGCTATGA GATGGACCCG CGTCGCATTA 200 
 201 GCTAGTTGGT GAGGTAACGG CTCACCAAGG CGACGATGCG TAGCCGACCT 250 
 251 GAGAGGGTGA TCGGCCACAT TGGGACTGAG ACACGGCCCA GACTCCTACG 300 
 301 GGAGGCAGCA GTGGGGAATA TTGCACAATG GGGGAAACCC TGATGCAGCA 350 
 351 ACGCCGCGTG AGTGATGACG GTCTTCGGAT TGTAAAGCTC TGTCTTCAGG 400 
 401 GACGATAATG ACGGTACCTG AGGAGGAAGC CACGGCTAAC TACGTGCCAG 450 
 451 CAGCCGCGGT AATACGTAGG TGGCAAGCGT TGTCCGGATT TACTGGGCGT 500 
 501 AAAGGGAGCG TAGGTGGATA TTTAAGTGGG ATGTGAAATA CTCGGGCTTA 550 
 551 ACCTGGGTGC TGCATTCCAA ACTGGATATC TAGAGTGCAG GAGAGGAAAG 600 
 601 TAGAATTCCT AGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATTAGG AAGAATACCA 650  
 651 GTGGCGAAGG CGACTTTCTG GACTGTAACT GACACTGAGG CTCGAAAGCG 700 
 701 TGGGGAGCAA ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG 750 
 751 AATACTAGGT GTAGGGGTTG TCATGACCTC TGTGCCGCCG CTAACGCATT 800 
 801 AAGTATTCCG CCTGGGGAGT ACGGTCGCAA GATTAAAACT CAAAGGAATT 850 
 851 GACGGGGGCC CGCACAAGCA GCGGAGCATG TGGTTTAATT CGAAGCAACG 900 
 901 CGAAGAACCT TACCTAGACT TGACATCTCC TGAATTACCC TTAATCGGGG 950 
 951 AAGCCCTTCG GGGCAGGAAG ACAGGTGGTG CATGGTTGTC GTCAGCTCGT 1000 
1001 GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTATTGTTA 1050 
1051 GTTGCTACCA TTTAGTTGAG CACTCTAGCG AGACTGCCCG GGTTAACCGG 1100 
1101 GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAATCATCA TGCCCCTTAT GTCTAGGGCT 1150 
1151 ACACACGTGC TACAATGGCT GGTACAGAGA GATGCTAAAC CGTGAGGTGG 1200 
1201 AGCCAAACTT TAAAACCAGT CTCAGTTCGG ATTGTAGGCT GAAACTCGCC 1250 
1251 TACATGAAGC TGGAGTTGCT AGTAATCGCG AATCAGAATG TCGCGGTGAA 1300 
1301 TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG AGAGTTGGCA 1350 
1351 ATACCCAAAG TTCGTGAGCT AACGCGCAAG CGAGGCAGCG ACCTAAGGTA 1400 
1401 GGGTCAGCGA TTGGTAGAAG TCGNANCNGT AAAN                  1434 
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 จากการวิเคราะหดวยโปรแกรม blastn เพื่อนําลาํดบัเบสไปเปรียบเทียบความเหมือนกับลําดบัเบส

ตางๆ ใน GenBank พบวา ทั้ง 7 ไอโซเลต มีลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอน็เอ คลายกับลําดับเบสของ 

16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอของแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมดังแสดงในตารางที่ 6 

 

ตารางที่ 6 สายพนัธุจุลินทรียที่มีลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ คลายกบัลําดับเบสของ  

16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของทั้ง 7 ไอโซเลต 

 

จุลินทรีย

คัดเลือก 

สายพนัธุจุลนิทรีย % ความ

เหมือน 

score Accession number ใน 

GenBank 

DECO-THA Clostridium diolis strain DSM 5431 98 2557 AJ458418 

DECOM-PA Clostridium diolis strain DSM 5431 98 2577 AJ458418 

DECOM-PB Clostridium sp. Kas106-4  99 2738 AB114263 

DECOM-PE Clostridium diolis strain DSM 5431 99 2734 AJ458418 

FEA-PC Clostridium sp. Kas106-4 *99 / 99 *1637 / 1104 AB114263 

MIX-P2 Clostridium diolis strain DSM 5431 99 2734 AJ458418 

SC-THA Clostridium diolis strain DSM 5431 99 2732 AJ458418 

*เนื่องจาก FEA-PC มีลําดับเบสชวงหนึง่ที่ไมคลายคลึงลําดับเบสที่มีในฐานขอมูล ทําใหไดสวนที่มีความ

คลายคลึงกับ Clostridium sp. Kas106-4 แบงเปนสองบริเวณ 

 

จากการเตรียมดีเอ็นแมแบบ (template) ในการทาํปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยวิธกีารตมเดือด    

การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร 27f เปน forward primer และ ไพรเมอร 

1492r เปน reverse primer ซึ่งทัง้ 27f และ 1492r เปน universal primer ที่ใชในการเพิ่มปริมาณ 16 เอส     

ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ prokaryote  (Gillan และคณะ, 1998) พบวาเปนวิธทีี่ทาํไดงายและไดผลดี  

จากการทดลองใชไพรเมอรตัวเดียวในการหาลาํดับเบสคือ forward primer 27f นัน้ สามารถหาลําดับ

เบสไดประมาณ 840-880 bp เทานั้น  จงึจําเปนตองใช reverse primer คือ 1492r ดวย เพื่อใหไดลําดับเบส

ของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอน็เอ ครบทัง้สายพอด ีดังแสดงในภาพที ่  
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ภาพที ่12  ผลการ alignment สวนตนของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของ DECOM-PB ที่ไดจาก ไพรเมอร 

27f (สายดีเอ็นเอ สายบน) กับสวนทายของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ที่ไดจาก ไพรเมอร 1492r (สายลาง) 

และบริเวณแถบสีเทาคือ สวนที่มีลําดับเบสเหมือนกนั      

 

จากผลการวิเคราะหและเปรียบเทียบลาํดบัเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ดวยโปรแกรม blastn 

พบวา มีเปอรเซ็นตความคลายคลึง (%identities) กับ Clostridium diolis strain DSM 5431 และ Clostridium 

sp. Kas106-4 ถึง 98-99% โดย Clostridium diolis strain DSM 5431 เปนสายพนัธุที่มีความสามารถในการ

เปลี่ยน Glycerol ซึ่งเปน by product ของกระบวนการ saponification หรือ transesterification ไปเปน     

1,3-propanediol ซึ่งนาํไปใชประโยชนได (Biebl และคณะ, 1992)   

นอกจากนี ้ เมื่อพิจารณาลาํดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอที่มีความคลายคลึงในอนัดับ

รองลงมาจากการ blast พบวาทั้ง 7 ไอโซเลต ก็มีความคลายคลึงกับคลอสทริเดียม สายพนัธุทีม่คีวามสามารถ

ในกระบวนการหมัก (ABE fermentation) เชน C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. butylicum  และ          

C. sacchroacetobutylicum เปนตน จงึสรุปไดวาคลอสทริเดียมที่คัดแยกไดนั้นเปนกลุมเดยีวกนักับคลอสทร-ิ

เดียมที่มีความสามารถในการหมักจริงๆ   

โดยทัว่ไปแลวเมื่อ alignment แลวมีความแตกตางกนัไมเกิน 1% จะถือวาเปนสปชสีเดียวกนั และถา

หากมีความแตกตางกนัไมเกิน 3% ถือวาเปนสกุลเดยีวกนั โดยหามมีลําดับเบสที่เปน N อยูเกนิกวา 1%     

จากลําดับทั้งหมด (Drancourt et al., 2000) แตในบางงานวิจยัก็แสดงใหเห็นวา ความแตกตางที่ไมเกิน 1% 

นั้นไมสามารถบอกไดวาเปน  interoperon, interstrain หรือ interspecific level กันแน (Clayton และคณะ, 

1995) ดังนัน้จึงอาจสรุปไดวาลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของคลอสทริเดยีมในกลุมทีม่ี

ความสามารถในการหมักนีม้ีความคลายคลึงกันสงูมากๆ โดยสงัเกตจากลําดับเบสในฐานขอมลูพบวาแตกตาง

กันเพียงไมกี่เบส  
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เมื่อนําแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลตมาทาํ Multiple Sequence Alignments ดวยโปรแกรม ClustalW   

version 1.83 จากเวปไซตของ Kyoto University Bioinformatics center (http://align.genome.jp/) เพื่อ

เปรียบเทยีบลาํดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอกนัเอง โดยเลือก Clostridium tetani และ Clostridium 

botulinum เปนตัวแทนของกลุมที่เปน pathogen Clostridium sp. Kas106-4 และ Clostridium diolis เปน

สายพนัธุที่มีความคลายคลึงกับทัง้ 7 ไอโซเลตมากที่สุดจากผลของการ blast และ Bacillus subtilis เปน out 

group เพื่อพสิูจนวาคลอสทริเดียมในกลุมที่มีความสามารถในการหมักนี ้มีความคลายคลึงกนัสูงมากๆ แตก็มี

ความแตกตางจากกลุมที่เปน pathogen หรือตางจากแบคทีเรียสกุลอ่ืน  

ผลการ Multiple Sequence Alignments พบวาทั้ง 7 ไอโซเลต กับ Clostridium diolis strain DSM 

5431 และ Clostridium sp. Kas106-4 มีความคลายคลึงกับกลุมที่เปน  pathogen เพยีง 80-90% และมี

ความคลายคลึงกับ Bacillus subtilis เพยีง 70-80% (ภาคผนวก ข) และเมื่อพิจารณาผลการ blast ควบคูกับ

การทาํ Multiple Sequence Alignments และผลของลักษณะและคุณสมบัตทิี่ทดสอบ อาจสรุปไดวา           

ทั้ง 7 ไอโซเลตนั้นคือสปชีสเดียวกนั และเปน dominant species กลุม  DECO  DECOM ที่พบในดินบริเวณวงั

สวนจิตรลดา แตอาจเปนคนละสายพนัธุ โดยตัวที่ตางจากตัวอืน่ๆ มากที่สุดคือ FEA-PC  

ปจจุบันการใช 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ในการจัดจําแนกคลอสทริเดียมในระดับสปชีส หรือระดับ

สายพนัธุสามารถทาํได โดยการนาํเทคนิคอื่นมาชวย เชน การจาํแนก pattern ของ band จากการทํา Pulsed-

field gel electrophoresis (Montaya และคณะ, 2001) หรือ Temporal Temperature Gradient Gel 

Electrophoresis (Anne-Gaëlle Le Bourhis และคณะ, 2004)    
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4.4 ผลการวิเคราะหปริมาณตัวทาํละลายอินทรยีและกรดอินทรียโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ 
 จากการนาํไอโซเลตที่เปนแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม ที่ไดจากการวิเคราะหในขอที ่ 4.3 มาวิเคราะห

ปริมาณตัวทาํละลายอนิทรยี และกรดอินทรียที่สรางไดจากกระบวนการหมักในซับสเตรทที่ตางกนั คือ อาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว CMB ที่มีเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน และอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว CMB ที่ใสกลูโคสแทนเซลลูโลส 

ซึ่งบมไวที่ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 96 ชั่วโมง (ใช Clostridium butylicum จากศูนยจุลินทรยี สถาบันวิจัย-

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย เปนตัวเปรียบเทียบปรมิาณสารที่ไดจากการหมกั) ไดผลการทาํ

แกสโครมาโทกราฟ ดังแสดงในตารางที่ 7   

 

  

ตารางที่ 7  ปริมาณตัวทาํละลายอนิทรียและกรดอินทรยีที่คลอสทริเดยีมผลิต 

ในอาหารที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

 

Glucose concentration (g/L) 

Isolate Ethanol Acetone Acetic acid Butanol Butyric acid 

C. butylicum 0.267 0.296 2.728 0.583 2.562 

DECO-THA 0.604 0.06 2.08 0.141 2.387 

DECOM-PA 0.524 0.564 2.483 1.964 1.79 

DECOM-PB 0.445 0.152 2.225 0.561 3.632 

DECOM-PE 0.181 0.242 2.221 0.723 2.008 

FEA-PC 0.169 0.019 3.554 0.069 4.663 

MIX-P2 0.834 0.435 2.976 1.125 1.693 

SC-THA 0.583 0.006 1.787 0.198 3.659 

  

จากตารางพบวาทั้ง 7 ไอโซเลต สามารถสรางสารละลายไดทั้ง 5 ชนดิ โดย MIX-P2 เปนไอโซเลตที่มี

ความสามารถในการสรางสารมากที่สุด  
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ตารางที่ 8  ปริมาณตัวทาํละลายอนิทรียและกรดอินทรยีที่คลอสทริเดยีมผลิต 

ในอาหารที่ใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน 

 

Cellulose concentration (g/L) 

Isolate Ethanol Acetone Acetic acid Butanol Butyric acid 

C. butylicum 0.032 0.009 2.371 0.041 - 

DECO-THA 0.042 - 2.176 - - 

DECOM-PA 0.027 - 2.304 - - 

DECOM-PB 0.027 - 2.069 - - 

DECOM-PE 0.013 - 2.33 - - 

FEA-PC 0.043 - ND 0.032 - 

MIX-P2 0.056 - 3.45 0.040 - 

SC-THA 0.032 - 2.293 0.029 - 

  

จากตารางพบวา แนวโนมของปริมาณสารที่สรางขึ้นในอาหารที่ใสเซลลูโลส มคีวามสอดคลองกับ 

อาหารที่ใสกลโูคส โดยทั้ง 7 ไอโซเลตสามารถสรางเอทานอล FEA-PC เปนไอโซเลตเดียวที่ไมพบกรดอะซิติก 

FEC-PC MIX-P2 และ SC-THA สามารถสรางบวิทานอลได และ MIX-P2 เปนไอโซเลตที่มีความสามารถใน

การสรางสาร Ethanol ไดมากที่สุด 

 

จากการวิเคราะหปริมาณตวัทําละลายอนิทรียและกรดอนิทรียโดยวธิีแกสโครมาโทกราฟเปนวิธทีีท่าํได

รวดเร็ว และใชสารตั้งตนปริมาณนอย แตอาจไมสามารถเปรียบเทียบความสามารถในการหมักกบัสายพนัธุที่มี

การใชงานจรงิอยูแลว เชน Clostridium acetobutylicum  เนื่องจากสภาวะที่ใชในการหมักนัน้ตางกนั และไม

สามารถนําคลอสทริเดียมทีม่ีการใชงานจริงมาใชในงานวิจยันี ้ 
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บทที่ 5 
ขอสรุป 

 
 จากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยางกองปุยหมกั ชานออยหมัก และอุจจาระววั จากวงัสวนจิตรลดา 

จังหวัดกรุงเทพฯ สามารถคัดแยกกลุมแบคทีเรียไดจากทัง้ 3 แหลง จากนั้นนํากลุมแบคทีเรียที่ไดไปทดสอบ

ลักษณะและคณุสมบัติของแบคทีเรีย โดยศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ศึกษาความสามารถในการยอย

เซลลูโลส ความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟด และความสามารถในการสรางเอ็นโดสปอร  จากนัน้

นําแบคทีเรียทีม่ีคุณสมบัติดังกลาว ไปทําการสกัดดีเอ็นเอ เพิ่มจํานวน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอน็เอ ดวยวิธีการ

พีซีอาร หาลําดับเบส และนาํลําดับเบสที่ไดไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมูล พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียสกุล

คลอสทริเดียมไดทั้งหมด 7 ไอโซเลต คือ DECO-THA DECOM-PA DECOM-PB DECOM-PE FEA-PC   

MIX-P2 และ SC-THA  

 จากการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยา พบวาทัง้ 7 ไอโซเลต เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีโคโลนีที่มี

ขนาดและลักษณะที่ใกลเคยีงกนั สีของโคโลนีมีความแตกตางกนับาง  

จากการศึกษาความสามารถในการยอยเซลลูโลส ความสามารถในการเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟด และ 

ความสามารถในการสรางเอน็โดสปอร  พบวาทั้ง 7 ไอโซเลต มีความสามารถในการยอยเซลลูโลสและสามารถ

สรางเอ็นโดสปอรมีเพียง DECOM-PB และ SC-THA ที่ไมสามารถเปลี่ยนซัลไฟตเปนซัลไฟด 

ถึงแมวาลักษณะทางสัณฐานวทิยาสามารถใชจําแนกถงึระดับสปชีสได แตเพื่อการยนืยนัความถูกตอง

ระดับสปชีสตองใชขอมูลจากลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ มาชวยในการจัดจาํแนกรวมดวย โดย

งานวิจยันี้ใช ไพรเมอร 27f เปน forward primer และ ไพรเมอร 1492r เปน reverse primer ผลจากการเตรียม

ดีเอ็นแมแบบ (template)       ในการทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยวิธีตมเดือด การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอ โดย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิเคราะหขนาดของดีเอ็นเอ โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟริซีส พบแถบของ 

16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,500 bp ของแบคทีเรียที่คัดแยกได  

จากนั้นจงึสงผลิตภัณฑพีซีอารและไพรเมอรทั้งสองเพื่อหาลาํดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ

กับบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี และเมื่อนําลาํดับเบสที่ไดมาวิเคราะหและเปรียบเทียบดวยโปรแกรม 

blastn พบวา DECO-THA DECOM-PA DECOM-PE MIX-P2 และ SC-THA มีเปอรเซ็นตความคลายคลึง (% 

identities) กบั Clostridium diolis strain DSM 5431 เทากับ 98 98 99 99 และ 99 ตามลําดับ และ DECOM-

PB กับ FEA-PC มีเปอรเซ็นตความคลายคลึงกับ Clostridium sp. Kas106-4 เทากับ 99 จากผลการ blast 

สามารถสรุปไดวาทัง้ 7 ไอโซเลตเปนแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมและสามารถระบุตอไปถึงสปชีสได   
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จากการวิเคราะหตัวทําละลายอินทรียและกรดอินทรียที่เกิดขึ้นในอาหารทีเ่ลี้ยงเชื้อไว 96 ชั่วโมง โดย

วิธีแกสโครมาโทกราฟ  พบวาอาหารที่ใสกลูโคสเปนแหลงคารบอน ทัง้ 7 ไอโซเลตผลิตเอทานอล อะซโีตน     

บิวทานอล และกรดบิวทิริค สวนอาหารที่ใสเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนพบวา DECO-THA DECOM-PA 

DECOM-PB และ DECOM-PE ผลิตเอทานอล สวน FEA-PC MIX-P2 และ SC-THA ผลิตเอทานอลและบิวทา

นอล และ MIX-P2 เปนไอโซเลตที่มีความสามารถในการสรางสาร Ethanol สูงถึง 0.834 g/l ซึ่งนาจะสามารถ

นํามาประยกุตใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป จากผลการทดลองทั้งหมดสรุปไดวา กระบวนการทีใ่ชในงานวิจัย

คร้ังนี้ มปีระสิทธิภาพในการคัดแยกแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมที่มีความสามารถในการหมกั (ABE 

fermentation) และการวิเคราะหบน 16 เอส-ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของคลอสทริเดียม ไดผลที่นาเชือ่ถือ สะดวก 

และรวดเร็ว เนื่องจากแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียม มกีารศึกษาวิจัยมานาน ทาํใหมีลําดับเบสในฐานขอมูลมาก

เพียงพอที่จะจดัจําแนกในระดับสปชีย 
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บทที่ 6 
ขอเสนอแนะ 

 
  ในการคัดแยกแบคทีเรียสกลุคลอสทริเดียม อาจทําการเก็บตัวอยางจากจงัหวัดอื่นๆ เพื่อศึกษาความ

แตกตางของลาํดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ของคลอสทริเดียมที่คดัแยกไดกับไอโซเลตที่ไดใน

งานวิจยันี ้

  ในการเตรียมดีเอ็นแมแบบ (template) อาจเปลี่ยนวธิีการการเตรียมดีเอ็นแมแบบ เพื่อเปรียบเทียบ

ความสาํเร็จในการเพิ่มจํานวน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ 

 ลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอซึ่งมีขนาดประมาณ 1,500 bp นั้น มีความยาวมากเกนิไป   

ที่จะสามารถใช forward primer ตัวเดยีวในการหาลาํดับเบสของทัง้หมด อาจแกปญหาโดยการใชไพรเมอร    

2 คูในการเพิม่จํานวน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ คือคูแรกทําการเพิ่มลําดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมลั          

ดีเอ็นเอชวงครึ่งแรก และอีกคูเพิ่มลําดับเบสชวงครึ่งหลัง หรือตัดสวนของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอน็เอ เปนชวง 

แลวโคลนเขาไปใน พลาสมิด กอนที่จะนําไปหาลาํดับเบส 

 ในการวิเคราะหปริมาณตัวทาํละลายอินทรยีและกรดอินทรียโดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ อาจทาํการ

ทดลองตอวาปริมาณสารทีส่รางไดหลังจากการหมกัมากกวา 96 ชั่วโมงนัน้มีปริมาณเทาใด เชน วิเคราะห

หลังจากที่หมกัไว 6 8 10 12 และ 14 วนั เพื่อดูวา ไอโซเลตไหนสามารถสรางสารไดมากที่สุด ในเวลาที่เร็วที่สุด 

หรือทดลองเปลี่ยนซับสเตรทใหหลากหลายยิ่งขึน้ เพื่อดูวาไอโซเลตไหนมีความสามารถในการยอย และสราง

ตัวทําละลายอินทรียและกรดอินทรียจากการหมกัดวยซับสเตรททีห่ลากหลายไดดกีวากัน   
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ภาคผนวก ก 
สูตรและการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. อารหารเลีย้งเชื้อเหลว cellulose medium broth (สูตร 1 ลิตร) 
 1. ชั่งสารดังนี ้  

  - Magnesium sulfate    0.220 กรัม 

  - Potassium dihydrogen phosphate 0.550 กรัม 

- Potassium hydrogen phosphate 0.550 กรัม 

- Ferrous sulfate     0.011 กรัม  

 เติมน้ํากลั่น แลวละลายสวนผสมทัง้หมด 

 2. เติม - Resazurin (1 g/L)   1.0  มิลลิลิตร 

  - Acetic acid (conc.)   2.3 มิลลิลิตร 

 3. ปรับความเปนกรดดางใหได   pH 6.5  (±0.2) ดวยแอมโมเนยี 

 4. เติม - PABA (1.6 g/L)   5.0 มิลลิลิตร 

  - Biotin (0.02 g/L)   4.0 มิลลิลิตร 

 5. เติมน้ํากลัน่จนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร จากนั้นนาํไปตมจนเดือด (ได media สีฟา) 

 6. เติมอาหารเหลวที่ไดลงในขวดแกวเลีย้งเชื้อขวดละ 30 มิลลิลิตร (สําหรับข้ันตอนการคัดแยกเชื้อให

ใสอาหารเหลวที่ได 27 มิลลิลิตรกับบิวทานอล 3 มิลลิลติร) โดยแตละขวดใส  

  - Avicel     0.60 กรัม 

  - Calcium carbonate   0.05   กรัม 

 7. ปดฝาแตละขวดดวยอลมูิเนียมฟอยล หรือ ปดจุกยางแลวครอบฝาโลหะ ล็อคฝาโลหะดวยคลิมเปอร 

แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี(ได 

media สีชมพหูรือชมพูอมมวง ถาใส glucose แทน avicel จะได media สีชมพูแดง) 

 8. กอนลงเชื้อ 1 วันใหเติม 15 g/L cysteine ที่นึง่ฆาเชื้อแลว ขวดละ 1 มิลลิลิตร 

 
2. อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง cellulose medium agar (สตูร 1 ลิตร) 
 1. ชั่งสารดังนี ้  

  - Magnesium sulfate    0.220 กรัม 

  - Potassium dihydrogen phosphate 0.550 กรัม 

- Potassium hydrogen phosphate 0.550 กรัม 

- Ferrous sulfate     0.011 กรัม  
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 เติมน้ํากลั่น แลวละลายสวนผสมทัง้หมด 

 2. เติม - Resazurin (1 g/L)   1.0  มิลลิลิตร 

  - Acetic acid (conc.)   2.3 มิลลิลิตร 

 3. ปรับความเปนกรดดางใหได   pH 6.5  (±0.2) ดวยแอมโมเนยี 

 4. เติม - PABA (1.6 g/L)   5.0 มิลลิลิตร 

  - Biotin (0.02 g/L)   4.0 มิลลิลิตร 

  - Avicel     20 กรัม 

  - Agar     15  กรัม 

 5. เติมน้าํกลัน่จนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร นําไปอุน และคนให agar ละลายจนหมด (Avicel เปน

ผงสีขาวไมละลายน้าํ) จากนั้นนําไปใสในขวดแกวทนความรอน หรือขวดรูปชมพู ปดปากขวดดวยสําล ี

 6. นึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

 7. เวลาเท plate ใหเขยากอนเท ( แตละ plate จะไดมี Avicel เทาๆ กนั) 

 
3. อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง differential clostridia agar (สูตร 1 ลิตร) 
 1. ชั่งสารดังนี ้

  - Peptone from casein   5.0 กรัม  

  - Peptone from meat   5.0   กรัม  (or Universal peptone) 

  - Meat extract    8.0 กรัม 

  - Yeast extract    1.0 กรัม 

- Starch    1.0 กรัม  

  - D (+) glucose    1.0 กรัม 

  - L-cystenium chloride   0.5 กรัม 

  - Resazurin     0.002 กรัม 

 เติมน้ํากลั่น ละลายสวนผสมทั้งหมด  

 2. ปรับความเปนกรดดางใหได   pH 7.6  (±0.2) ดวยแอมโมเนยี 

 3. เติม - Agar     20 กรัม 

 4. เติมน้ํากลัน่จนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร นาํไปอุน และคนให agar ละลายจนหมด จากนั้น

นําไปใสในขวดแกวทนความรอน หรือขวดรูปชมพู ปดปากขวดดวยสําลี 

 5. เตรียม solution ที่ตองใช คอื (ควรเตรียมใหมทุกครั้ง) 

  - Ferric (III) ammonium citrate   ความเขมขน 2.0 กรัมในน้ํา 10 มิลลิลิตร 

  - Sodium sulfite x 7H2O  ความเขมขน 1.5 กรัมในน้ํา 15 มิลลิลิตร     
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 6. นึง่ฆาเชื้อทั้ง media และ solution ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้อณุหภูมิ 121 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 15  (ได media สีน้ําตาล) 

 7. กอนจะเท plate ใหเติม (ตออาหาร 1 ลติร) 

  - Ferric (III) ammonium citrate  5.0 มิลลิลิตร  

  - Sodium sulfite x 7H2O  7.5 มิลลิลิตร 

 

4.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Reinforced Clostridial Medium (สูตร 1 ลิตร) เปน enriched media ใชกระตุน

ใหเชื้อเติบโตไดรวดเร็ว 

 1. ชั่งสารดังนี ้  

  - Meat extract             10.0 กรัม 

  - Peptone    5.0  กรัม 

  - Yeast extract    3.0 กรัม 

  - D (+) glucose    5.0 กรัม 

  - Starch    1.0 กรัม 

  - Sodium chloride   5.0 กรัม 

  - Sodium acetate   3.0 กรัม 

  - L-cystenium chloride   0.5 กรัม 

  - Agar     0.5 กรัม 

 2. เติมน้ํากลัน่ ละลายสวนผสมทั้งหมด  

 3. ปรับความเปนกรดดางใหได   pH 6.8  (±0.2) ดวยแอมโมเนยี 

 4. เติมน้ํากลัน่จนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร 

 5. ตวงใสหลอดทดลองหลอดละ 5 มิลลิลติรปดดวยสําลี หรือ ใสขวดแกวเลี้ยงเชื้อขวดละ 30 มิลลิลิตร

ปดฝาแตละขวดดวยอลูมิเนยีมฟอยล หรือ ปดจุกยางแลวครอบฝาโลหะ ล็อคฝาโลหะดวยคลิมเปอร แลวนาํไป

นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้วอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี (ได media 

ใสสีน้ําตาลเหลือง)  
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ภาคผนวก ข 
Multiple Sequence Alignments ของแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลต 

 
 นําแบคทีเรียทัง้ 7 ไอโซเลตมาทาํ Multiple Sequence Alignments ดวยโปรแกรม ClustalW version 

1.83 จากเวปไซตของ Kyoto University Bioinformatics center (http://align.genome.jp/) เพื่อเปรียบเทยีบ

ลําดับเบสบน 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ โดยเลือก Clostridium tetani (Accession number :X74770) และ 

Clostridium botulinum (Accession number : X73442) เปนตัวแทนของกลุมที่เปน pathogen Clostridium 

sp. Kas106-4 (Accession number : AB114263)และ Clostridium diolis (Accession number : 

AJ458418) เปนสายพนัธุทีม่ีความคลายคลึงกับทัง้ 7 ไอโซเลตมากที่สุดจากผลของการ blast และ Bacillus 

subtilis (Accession number : DQ462192) เปน out group โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนของลาํดับเบสของ 

16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ ที่ไดจากการทาํ Multiple Sequences Alignment ของทั้ง 7 ไอโซเลตดังแสดงใน

ตารางที่ และได phylogenetic tree จากการเปรียบเทยีบทั้ง 12 ลําดบัเบสดังแสดงในภาพที่    
 

ตารางที่ 9  เปอรเซ็นตความเหมือนของลาํดับเบสของ 16 เอส ไรโบโซมัล ดีเอ็นเอ  

ที่ไดจากการทาํ Multiple Sequences Alignment  

  
DECO-
THA 

DECOM-
PA 

DECOM-
PB 

DECOM-
PE 

FEA-
PC 

MIX-
P2 

SC-
THA 

DECO-THA 100 91 90 90 90 89 90 

DECOM-PA 91 100 96 96 95 96 95 

DECOM-PB 90 96 100 99 98 98 98 

DECOM-PE 90 96 99 100 98 98 99 

FEA-PC 90 95 98 98 100 98 98 

MIX-P2 89 96 98 98 98 100 98 

SC-THA 90 95 98 99 98 98 100 

C. diolis 89 94 98 97 96 98 97 

C. sp.Kas106-4 89 94 98 97 96 98 97 

C. tetani 81 85 88 88 87 88 90 

C. botulinum 81 85 89 89 87 89 89 

B. subtilis 71 77 80 80 79 80 80 
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ภาพที่ 13 phylogenetic tree ของทั้ง 12 ลําดับเบส ที่มาพรอมกับการทํา Multiple Sequence Alignments  

           ดวยโปรแกรม ClustalW version (1.83) จากเวปไซตของ Kyoto University Bioinformatics center                    

           (http://align.genome.jp/) 
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ภาคผนวก ค 
ขอมูลเกี่ยวกบัสวนของการทําแกสโครมาโทกราฟ  

 

 
ภาพที่ 14 Chromatogram ของ standard ความเขมขน 2 g/l โดย ethanol acetone acetic acid butanol 

และ butyric acid มี retention time คือ 1.067 1.693  2.102  5.567 และ 10.927 ตามลําดับ     
 

ตารางที่ 10  พื้นที่ใต peak ของผลิตภัณฑ ทั้ง 5 ชนิดทีค่วามเขมขน 2, 4, 6 และ 8 g/l 

concentration area 
(g/L) Ethanol Acetone Acetic acid Butanol Butyric acid 

2 82212 114401 65635 187942 107317 

4 309982 300931 159153 454043 288890 

6 439917 412025 202690 563343 363569 

8 608744 626422 265639 882607 551223 

 
จากพื้นที่ใต peak นํามา plot เปน standard curve ไดดังนี ้

Ethanol 

Acetone 

Acetic acid 

Butanol 

Butyric acid 
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ภาพที ่15  Standard curve ของ ethanol 
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ภาพที ่16  Standard curve ของ acetone 
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ภาพที ่17  Standard curve ของ acetic acid 
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ภาพที ่18  Standard curve ของ butanol 
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ภาพที่ 19 Standard curve ของ butyric acid 
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