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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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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
 
 น้ํา เปนสิ่งจําเปนในการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ทวา  แหลงน้ํามีสิ่งเจือปนตางๆที่มา
จากแหลงกําเนิดแตกตางกัน เชน โรงงานอุตสาหกรรม กสิกรรม  และชุมชน ปจจุบันปญหา 
มลภาวะทางน้ํานี้ยิ่งทวีความรุนแรงเพิ่มข้ึนเนื่องจากความตองการบริโภคของประชากรทีเ่พิม่ข้ึน ทัง้
ปญหาจากแบคทีเรีย โลหะหนัก น้ํามัน รวมถึงปญหาจากธาตุอาหาร 
 
 ธาตุอาหาร ไดแก ฟอสฟอรัสซ่ึงกอใหเกิดปรากฏการณยูโทรฟเคชัน กลาวคือ  เมื่อมี
ฟอสฟอรัสปริมาณสูงในแหลงน้ําจะทําใหเกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วของสาหราย 
( Algae Bloom ) ซึ่งเปนสาเหตุสําคัญทําใหระดับออกซเิจนในน้ําลดลงมากในชวงกลางคืน อีกทั้ง
ทําใหเกิดวัชพืชน้ํา เปนปญหาแกการสัญจรทางน้ํา  และทัศนียภาพที่ไมชวนมองสงผลกระทบตอ
การทองเที่ยว 
 
 ปจจุบันประเทศไทยยังไมมีการกําหนดคาความเขมขนฟอสฟอรัสในน้ําทิ้ง แตมีรายงานวา
เกิดยูโทรฟเคชันในประเทศไทยหลายครั้งดวยกัน เชน พบในอางเก็บน้ําเขื่อนแมกวง อางเก็บน้ํา
เขื่อนแมงัด จังหวัดเชียงใหม กวานพระเยา จังหวัดพระเยา หนองหารจังหวัดสกลนคร อางเก็บน้ํา
เข่ือนลําตะคลอง จังหวัดนครราชสีมา และอางเก็บน้ําบางพระ จังหวัดชลบุรี เปนตน ( กรมควบคุม
มลพิษ, 2543) 
 
 การกําจัดฟอสฟอรัสในน้ําเสียทําไดโดย การตกตะกอนดวยสารเคมี (วิโรจน, 2541) กําจัด
โดยชีววิธี (Bond และคณะ, 1999)  และใช 2 วิธีนี้รวมกัน( Van Loosdrecht และคณะ, 1997 )การ
กําจัดฟอสฟอรัสโดยชีวภาพนี้เรียกวา Enchance Biological Phosphate Removal (EBPR) 
(Shapiro และคณะ, 1960) ทําไดโดยอาศัยแบคทีเรียที่มีความสามารถจับฟอสเฟตแลวสะสมในรูป
พอลิฟอสเฟตในระบบสลัดจกัมมันต) (Shapiro และคณะ, 1967)  วิธีนี้สามารถกําจัดฟอสฟอรัสได
อยางมีประสิทธิภาพ  ไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอม อีกทั้งใชคาใชจายต่ํากวาวิธีกําจัดทางเคมี 
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 ในปจจุบันการกําจัดธาตุอาหารไดรับความสนใจจากหลายประเทศ เชนโรงบําบัดน้ําเสียใน
ประเทศสวิตเซอรแลนดและสวีเดน ประมาณรอยละ 90 เปนกระบวนการขั้นสูงชนิดกําจัด
ฟอสฟอรัส (Henze, 1990)  ในประเทศไทยก็เร่ิมสนใจกระบวนการนี้เชนกัน โดยระบบน้ําเสียยาน
นาวาของกรุงเทพมหานคร ซึ่งใชระบบบําบัดชนิด CASS หรือ Cyclic Activated Sludge System) 
 ระบบ EBPR เปนระบบที่สามารถกําจัดฟอสฟอรัสออกจากน้ําเสียไดอยางมีประสิทธิภาพ
จึงเปนที่ยอมรับในหลายประเทศ แต EBPR ยังมีปญหาเกี่ยวกับความเสถียรของระบบเนื่องจาก
บางครั้งไมสามารถกําจัดฟอสฟอรัสได ในขณะที่การกําจัดบีโอดี (Biochemical Oxygen 
Demand, BOD) และซีโอดี (Chemical Oxygen Demand, COD) การตรวจสอบที่ปฏิบัติกันคือวัด
ปริมาณฟอสเฟตในน้ําเขาและออกแลวนํามาเปรียบเทียบกัน (Park และคณะ ,1997) ซึ่งเปนวิธี
ลาชาเกินไปที่จะแกไขระบบที่ลมเหลว ดังนั้นการติดตามจํานวนแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟต 
นาจะเปนวิธีที่ชวยใหทราบสภาวะของระบบขณะนั้น และสามารถปองกันการลมเหลวของระบบ
บําบัดไดอยางรวดเร็ว 
  
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ (2544) ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 2 ทิศทาง จากบริเวณ
อนุรักษของ ppk ในเชื้อตางๆ ที่สะสมพอลิฟอสเฟต โดยอาศัยฐานขอมูลของ GenBank พบวาไพร
เมอรที่สังเคราะหไมสามารถเพิ่มจํานวน ppk  ของแบคทีเรียที่แยกจากโรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยา แต
สามารถตรวจพบการเพิ่มปริมาณ ppk ใน Escherichia coli JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมบวกโดยมี
ผลิตภัณฑขนาด 650 bp และเมื่อติดฉลากผลิตภัณฑดังกลาวดวย digoxigenin แลวใชเปนตัว
ติดตามตําแหนงของ ppk  (ตัวติดตาม PE) ในเชื้อตัวอยางที่แยกไดจากโรงบําบัดน้ําเสียสี่พระยาทั้ง 
3 สายพันธุ พบวาปรากฎสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk  ของ E.coli JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุม
บวกและเชื้อตัวอยางที่แยกไดเพียง 2 จาก 3 สายพันธุ และยังไมไดทําการทดสอบกับแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆ ที่อยูในระบบบําบัดน้ําเสีย 
 
 งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อสรางตัวติดตามดีเอ็นเอที่จําเพาะตอ ppk โดยใชขอมูล
จากแบคทีเรียอื่นๆ เพื่อใหสามารถติดตามเชื้ออ่ืนๆ ที่อยูในระบบบําบัดน้ําเสียไดมากขึ้น 
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 เพื่อสรางดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) จากลําดับนิวคลีโอไทดที่จําเพาะตอยีนประมวล
รหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส (polyphosphate kinase, ppk) ของแบคทีเรียที่สามารถกําจัดฟอสฟอรัส
จากน้ําเสีย  
 
 
 
ขั้นตอนการดําเนินงานวิจัย 
 

1. คัดแยกแบคทีเรียที่มีฟอสเฟต 
2. จําแนกชนิดและศึกษาความสามารถในการสะสมฟอสเฟตของแบคทีเรียที่แยกได 

 3. สรางดีเอ็นเอติดตามซึ่งจําเพาะตอพอลิฟอสเฟตไคเนส  
 4. การตรวจสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอติดตาม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 
 ไดดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะตอยีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส เพื่อชวยตรวจสอบ
ประสิทธิภาพของระบบบําบัดน้ําเสียและเปนประโยชนตอการพัฒนาวิธีวิเคราะหที่มีประสิทธิภาพ
สูงในตอไป 
  
 
 

 
 
 



บทที่ 2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 
 

 ฟอสฟอรัส เปนธาตุที่จําเปนในการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด เนื่องจากเปน
องคประกอบของกรดนิวคลีอิก คือ ดีเอ็นเอ (DNA) และ อารเอ็นเอ (RNA)    เปนองคประกอบของ
เยื่อเมมเบรนของสิ่งมีชีวิตโพรแคริโอต (prokaryote) และส่ิงมีชีวิตยูแคริโอต (eukaryote) รวมถึง
เปนองคประกอบของพลังงานภายในเซลลหรือ เอทีพี  (ATP) โดยทั่วไปเซลลแบคทีเรียมี
องคประกอบของฟอสฟอรัส 1.5 ถึง2.5 % ตอน้ําหนักแหงของเซลล ( Kornberg และคณะ, 1999 ) 
 
 ฟอสฟอรัส เปนธาตุอาหารจํากัดที่มักเกี่ยวของกับการเกิดยูโทรฟเคชันในแหลงน้ําจืดปด 
(Randall และคณะ, 1992)  หากมีฟอสฟอรัสในแหลงน้ําปดในปริมาณสูงอาจกระตุนใหมีการ
เจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณอยางรวดเร็วของสาหราย จนแหลงน้ําเปลี่ยนสีเปนสีเขียวหรือแดง โดย
คาเริ่มตนของปริมาณฟอสฟอรัสที่ทําใหเกิดยูโทรฟเคชั่นมีคาเทากับ 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร (ธงชัย 
พรรณสวัสด์ิ , 2544) 
 ยูโทรฟเคชันทําใหออกซิเจนลดลงในชวงกลางคืน  นอกจากน้ีเมื่อสาหรายตายและจมลงสู
กนแหลงน้ําแลวยอยสลายตามธรรมชาติ ทําใหคาออกซิเจนที่ละลายในน้ําหรือคาดีโอ (DO) ลดลง
มาก จนทําใหสัตวน้ําตาย  ยิ่งทําใหแหลงน้ําเนาเสียหากเปนแหลงน้ําในสถานที่ทองเที่ยวจะสงผล
กระทบตอการทองเที่ยวทําใหแหลงชุมชนขาดแคลนรายได 
 
 ฟอสฟอรัสในแหลงน้ําแบงไดเปน 4 กลุม คือ 

1. สารประกอบอนินทรียฟอสเฟตที่ละลายน้ํา คือ ออรโธฟอสเฟต (orthophosphate 
หรือ PO4 3-) ซึ่งเปนรูปที่พรอมใชของพืชและจุลินทรียสวนใหญ 

2.  สารประกอบอินทรียฟอสฟอรัสที่ดูดซับบนสารแขวนลอย เชน ฟอสฟอรัสที่ยึดอยู
กับเหล็ก  แคลเซียม หรืออลูมินัม ซึ่งความสามารถในการละลายจะขึ้นอยูกับคาความเปนกรดดาง
ของแหลงน้ํา 

3. สารประกอบอินทรียฟอสฟอรัสที่ละลายน้ําซึ่งสลายจากสิ่งมีชีวิต  เชน ฟอสโฟ
โปรตีน ฟอสโฟลิฟด 
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4. สารอินทรียฟอสฟอรัสที่อยูในเซลลสิ่งมีชีวิตทั้งที่ยังมีชีวิต หรือที่เพิ่งตายและยัง
ลอยแขวนอยู  ฟอสฟอรัสแบบนี้เปนสวนประกอบภายในเซลลจะที่ออกมาสูน้ําเมื่อเซลลแตก 
 

ฟอสฟอรัสแตละชนิดมีแหลงกําเนิดแตกตางกัน เชน 
1. น้ําเสียจากครัวเรือน 
2. ปศุสัตว  และ กสิกรรม 
3. อุตสาหกรรม 
4. การผลิตน้ําประปา 

 
วัฏจักรของฟอสฟอรัส 

 
 
 รูป  2.1 แสดงวัฏจักรของฟอสฟอรัส ( Pitocchelli, 2001 ) 
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ในธรรมชาติฟอสฟอรัสเปนธาตุที่พบในดินและน้ําเทานั้นไมพบในบรรยากาศ  ซึ่งฟอสฟอรัสที่แปร
กลับไปมาในรูปอินทรียและอนินทรียไดโดยอาศัยจุลินทรียบางชนิด เชน Bacillus subtilis,  
Arthrobacter,  Streptomyces,  Aspergillus  และ Penicillium  สามารถเปลี่ยนสารประกอบ
อินทรียฟอสเฟต เชน ไฟติน ( Phytin ) กรดนิวคลีอิก  และ  ฟอสโฟลิฟด  ใหเปนออรโธฟอสเฟตได
โดยใชเอนไซมฟอสฟาเทส   ( phosphatase )   ซึ่งออรโธฟอสเฟตนี้นําไปใชไดโดย พืชชนิดตางๆ        
จุลินทรียบางชนิดใชออรโธฟอสเฟตเพื่อสรางองคประกอบของเซลลและจุลินทรียบางชนิด เชน พีเอ
โอ ( polyphosphate accumulating organism, PAO )  มีความสามารถสะสมพลังงานไวในเซลล
โดยเก็บไวในรูปพอลิฟอสเฟตกรานูล ( polyphosphate granule ) หรือเมตาโครมาติกแกรนูล ( 
metachromatic granule ) (ธงชัย พรรณสวัสด์ิ , 2544) 

 
 

 
 พอลิฟอสเฟต  ( polyphosphate )  เปนพอลิเมอรสายยาวของออรโธฟอสเฟตขนาดหลาย
สิบหรือหลายรอยโมเลกุลที่เชื่อมกันดวยพันธะฟอสโฟแอนไฮไดรด  ( phosphoanhydride bonds )  
โดยทั่วไปเกิดในรูปสารประกอบเชิงซอนรวมกับโปรตีน ลิพิด  กรดไรโบนิวคลีอิก โปแตสเซียม
ไอออน และแมกนีเซียมไอออน  ซึ่งกอรูปเปนโวลูทินแกรนูล  สามารถยอมติดดวยสียอม เมธิลีน บลู  
( methylene blue )  และ โทลูอิดีน บลู ( toluidine blue ) 
 

 
 
รูป 2.2 แสดงลักษณะโครงสรางของพอลิฟอสเฟต  ( Kornberg  และคณะ,1999 ) 
 

พอลิฟอสเฟตเปนสิ่งจาํเปนของสิ่งมีชวีิตทกุชนิด และมหีนาที่แตกตางกันขึ้นอยูกับแหลง
ของพอลิฟอสเฟตในไซโตพลาสซึม(Kornberg และคณะ, 1999) เชน 
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-เปนแหลงของพลังงาน กลาวคือ เปนองคประกอบของ ATP และเปนแหลงสะสมพลังงาน
ในรูปพอลิฟอสเฟต 

- เปนตัวคีเลต ( chelator ) ของโลหะไอออน ( Mn2+, Mg2+ และ Ca2+ ) 
- เปนบัฟเฟอรตานแอลคาไล ( alkali ) 
- เปนแคปซูล ( capsule )รอบๆเซลลของแบคทีเรีย  

 
  การกําจัดฟอสฟอรัสในน้ําเสีย 
 
 เนื่องจากการปนเปอนของฟอสฟอรัสในแหลงน้ําทําใหเกิดปญหาดานสิ่งแวดลอม คือ 
ปรากฏการณยูโทรฟเคชันดังที่กลาวมาแลวขางตน จึงตองมีการกําจัดฟอสฟอรัสออกจากน้ําเสีย 
กอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ ซึ่งการกําจัดฟอสฟอรัสทําได 3 วิธี ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) คือ 
 
 1. วิธีกําจัดฟอสฟอรัสทางเคมี 
 

ทําได 3 แบบ คือ การโคแอกกูเลชั่น ( coagulation ) การดูดซับ ( adsorption ) และ การ
ตกตะกอน ( precipitation )ดวยสารเคมี  ตัวอยางเชน การควบคุมสภาพน้ําใหเปนดาง แลวเติม
แคทไอออน  เชน  แคลเซียม เหล็ก  เกลืออลูมินัม ใหทําปฏิกริยากับฟอสฟอรัส เกิดตะกอนของ
โลหะฟอสเฟตที่ไมละลายน้ํา  แลวแยกออกดวยถังตกตะกอน ขอเสียของวิธีนี้  คือ  สารเคมีมีราคา
แพง และกากตะกอนเคมีกําจัดยาก 

 
2 .การกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพ 
 
เปนการกําจัดฟอสฟอรัสโดยอาศัยจุลินทรีย ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่ไดรับความนิยมมากเนื่องจาก   
2.1 ปริมาณสลัดจจากระบบบําบัดทางชีวภาพมีนอยกวาวิธีอ่ืน   
2.2 คุณคาทางปุยของสลัดจทางชีวภาพมีมากกวา เพราะมีสัดสวนของฟอสฟอรัสในสลัดจ    
สูง   
กระบวนการกําจดัฟอสฟอรัสทางชีวภาพ  มีทั้งกระบวนการที่กําจัดพอลิฟอสเฟตอยางเดียว 

และกระบวนการที่ใชกําจัดฟอสฟอรัสควบคูกับการกําจัดไนโตรเจน 
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หลักการของการใชจุลินทรียในระบบกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพ  มีดังนี้ (ธงชัย  พรรณสวัสด์ิ, 
2544) 
 1. จุลินทรียใชฟอสฟอรัสเปนองคประกอบของการสรางเซลลใหม และใชเปนแหลงพลัง
งาน 
 2. จุลินทรียสะสมฟอสฟอรัสไวภายในเซลลในรูปของพอลิฟอสเฟต 
 3. จุลินทรียชวยในกระบวนการตกตะกอนดวยสารเคมีใหเกิดดีขึ้น   เนื่องจากสรางสารที่ทํา
ใหน้ํามีสภาวะเปนดาง 

 
3.การกําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีทางชีวภาพรวมกับวิธีทางเคมี 
 
โดยอาศัยหลักการที่จุลินทรียกลุม พีเอโอ กําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีทางชีวภาพรวมดวยการ

ตกตะกอนดวยสารเคมี เชน การตกตะกอนฟอสฟอรัสดวยปูนขาว 
 
 

ในปจจุบันความรูพื้นฐานเกี่ยวกับกลไกทางชีวเคมีที่เกิดขึ้นในกระบวนการกําจัดฟอสฟอรัส
ทางชีวภาพยังไมเปนที่เขาใจดีนัก แตวิธีการกําจัดฟอสฟอรัสดวยวิธีนี้เปนที่นิยมมากในหลาย
ประเทศ วิธีที่นิยมใชมากที่สุด คือ   Enhanced  Biological  Phosphorus  Removal หรือ EBPR  
เพราะระบบนี้กําจัดฟอสฟอรัสไดมากกวาระบบอื่น ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) 

 
 

 
รูป  2.3 แสดงแผนภาพของEBPR ( Kealing และคณะ, 2000 ) 
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หลักการของระบบEBPR 
 

 Enhanced Biological Phosphorus Removal  ทําไดโดยการสรางสภาพแวดลอมใหเกิด
การคัดเลือกพันธุของแบคทีเรียชนิดพิเศษที่สามารถสะสมฟอสฟอรัสไดมาก  ซึ่งเรียกวาแบคทีเรีย
กลุม PAO โดยผานถังไรอากาศสลับกับถังใหอากาศ จนเกิดการคัดเลือกพันธุแบคทีเรียชนดินีข้ึน้  พี
เอโอเปนแบคทีเรียที่สามารถสะสมฟอสเฟตไดมากกวาปริมาณที่เซลลตองการใชในการเจริญเตบิโต 
หรือที่เรียกวา  การจับใชอยางฟุมเฟอย ( luxury phosphorus uptake )  โดยปกติเซลลแบคทีเรีย
จะตองการฟอสฟอรัสประมาณรอยละ 1.5 – 2 ของน้ําหนักเซลลแหง และสามารถกําจัดฟอสฟอรัส
ไดเพียงรอยละ  10 – 30 จากการระบายสลัดจสวนเกินออกจากระบบ  แตในกรณีของการจับใช
อยางฟุมเฟอยแบคทีเรียจะสามารถจับใชฟอสฟอรัสไดรอยละ 4 – 12 ของน้ําหนักเซลลแหง และ
สามารถกําจัดฟอสฟอรัสในระบบไดมากกวาระบบธรรมดาถึง 2.5 – 4 เทา  ( WEF manual of 
practice, 1992 )   โดยที่ EBPR ประกอบดวย ถังไรอากาศตอดวยถังใหอากาศ และถังตกตะกอน 
ซึ่งมีการปลอยน้ําที่ผานการบําบัดแลวทิ้งไป และมีการหมุนเวียนสลัดจมาใชใหม 
 

กลไกทางชีวเคมีของระบบEBPR 
 
ถังปฎิกิริยาที่ใชในกระบวนการกําจัดฟอสฟอรัสทางชีวภาพภายใตสภาพไรอากาศเรยีกวา  

ถังคัดพันธุ ( biological selector )  โดยสภาพแวดลอมในถังนี้มีประโยชนตอการแขงขันของ
แบคทีเรียกลุม PAO  เพราะแบคทีเรียกลุม PAO จะสามารถใชประโยชนจากสารอาหารไดกอน
แบคทีเรียชนิดอื่นๆในสภาพไรอากาศ ( ธงชัย พรรณสวัสด์ิ, 2544 ) 

ในภาวะไรอากาศนี้แบคทีเรียจะสลายพอลิฟอสเฟตซึ่งเปนแหลงพลังงานภายในเซลล เพื่อ
การผลิต  ATP โดยอาศัยพอลิฟอสเฟตเอเอ็มพี  ฟอสโฟทรานส เฟอเรส  ( polyphosphate 
AMP:phosphotransferase )       ATP ที่สรางขึ้นจะนําไปใชในกระบวนการเปลี่ยนกรดไขมันระเหย
งายที่นําเขาสูเซลลใหกลายเปน Polyhydroxy butyrate (PHB) เนื่องจาก PHB เปนสารประกอบที่
ถูกรีดิวซไดงายกวากรดไขมันระเหยงายดังกลาว จึงตองอาศัยพลังสมมูลรีดิวซ ( reducing 
eqivalent  ) คือ เอ็นเอดีเอช (nicotinamide adenine dinucleotide, NADH ) ซึ่งไดมาจากการ
สลายไกลโคเจน ไปเปนกรดไพรูวิก ซึ่งจะเปลี่ยนไปเปนอะซิติลโคเอกอนที่จะผลิต PHB ไดตอไป   
จากการสลายพอลิฟอสเฟตในขั้นแรกทําใหเกิดการปลอยฟอสเฟตออกนอกเซลล 
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ในสภาวะใหอากาศ แบคทีเรียใชพลังงานใหมนี้ในการจับออรโธฟอสเฟตจากภายนอกเซลล เขา
สะสมภายในเซลลในรูปของพอลิฟอสเฟต  PHB จะถูกสลายไปเพื่อกระบวนการแอแนบอลิซึม และ
กระบวนการแคแทบอลิซึม  ในกระบวนการแอแนบอลิซึม พีเอชบีจะถูกเปลี่ยนไปเปนแหลงคารบอน 
สําหรับสังเคราะหเซลลใหมที่เกิดขึ้น สวนในกระบวนการแคแทบอลิซึมนั้น  PHB ถูกยอยใหเล็กลง
จนเปนอะซิติลโคเอเขาสูวัฏจักรทีซีเอ 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  ผานวิถีการขนถายอิเล็คตรอน 
เกิดฟอสโฟรีเลชั่นแบบออกซิเดทีพ  โดยมีออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็คตรอนทําใหเกิดการสราง ATP 
เพื่อนําไปใชเปนแหลงพลังงานตามความตองการของเซลลและใชเพื่อการเปลี่ยนออรโธฟอสเฟตที่
ถูกจับเขาเซลลใหกลายเปนพอลิฟอสเฟตเพื่อเก็บสะสมในเซลล  นอกจากนี้ PHB ยังถูกนําไป
สังเคราะหเปนคารโบไฮเดรตเพื่อเก็บสะสมในรูปของไกลโคเจน     ทั้งพอลิฟอสเฟตและไกลโคเจนที่ 
สะสมในเซลลจะถูกนําไปใชในสภาวะไรอากาศที่ตองหมุนเวียนตอไปในระบบEBPR 
 

 
 
 

 แบคทีเรียที่เกี่ยวของกับEBPR 
 

 แบคทีเรียที่สามารถสะสมฟอสฟอรัสไดเปนพิเศษนั้นเดิมเชื่อวามีอยูประเภทเดียว คือ 
Acinetobaeter ( Fuhs และ Chen, 1975 และ Malnou และคณะ, 1984 ) จึงมีงานวิจัยอีกหลาย
ชิ้นที่ เกี่ ยวของกับ  Acinetobaeter  ( Deinema และคณะ , 1980 , Cloete และคณะ , 1985 , 
Groenestijn และคณะ, 1989 , Stereichen และคณะ, 1990 , Lotter และคณะ, 1992 , Beacham 
และคณะ, 1992 ) ตอมาพบวา Acinetobaeter ไมใชแบคทีเรียชนิดเดียวที่สามรถสะสมฟอสฟอรัส
ได  ยังมีแบคทีเรียชนิดอื่นอีกคือ Aeromonas และ Pseudomonas ซึ่งมีจํานวนมากกวารอยละ 50 
ของแบคทีเรียชนิดแอโรบิกทั้งหมดในระบบ โดยแบคทีเรีย  Acinetobaeter  มีจํานวนเพียงรอยละ 
15 เทานั้น  ( Karin และคณะ, 1983 )  ยิ่งไปกวานั้นยังพบวา Acinetobaeter  มีรูปแบบการใชและ
สะสมคารบอนและฟอสฟอรัสไมสอดคลองกับรูปแบบของแบคทีเรียในระบบ EBPR ( Ohtake และ
คณะ , 1985 , Groenestijin และคณะ , 1989 )   
 ตอมามีการศึกษาแบคทีเรียในระบบ EBPR ดวยเทคนิคอื่นๆ ที่แสดงวา Acinetobaeter  
เปนแบคทีเรียที่เปนประชาการสวนนอยในระบบ EBPR อาทิเชน Auling และคณะ ( 1995 ) ใชได
อะมิโนโปรเพน ( diaminopropane ) หรือ ดีเอพี ( DAP )เปนเครื่องหมายทางชีวภาพ ที่จําเพาะตอ 
Acinetobaeter พบวามี แบคทีเรียดังกลาวอยูเล็กนอยเทานั้น ผลที่ไดสอดคลองกันเมื่อใชเทคนิค 
fluorescent antibody รวมกับเทคนิค  in situ hybridization ( Cloete และคณะ ,1987 , Wagner 
และคณะ, 1993 ) นอกจากนั้น Bond และคณะ ( 1995 ) ใชเทคนิคของ 16S rDNA กับตัวอยางน้ํา
เสียที่ไดรับการบําบัดในระดับหองปฏิบัติการ พบวาในระบบบําบัดม ีAcinetobaeter อยูเพียง 2 %  



 12

 จากงานวิจัยที่ผานมา  Wagner และคณะ ( 1994 ) จึงเสนอวา Acinetobacter  ไมใช
แบคทีเรียในระบบ EBPR  เนื่องการศึกษาประชากรแบคทีเรียในระบบEBPRดวยเทคนิคการเพาะ
เลี้ยง ทําใหเกิดขอสรุปที่ผิดพลาด เนื่องจากวิธีนี้เปนการสงเสริมการเจริญของ Acinetobacter  
อีกทั้งแบคทีเรียหลายชนิดไมสามารถเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ 

 
 ดังนั้นงานวิจัยที่เกี่ยวกับระบบEBPRจึงมุงเนนการศึกษาแบคทีเรียดังกลาวดวยวิธีที่ไม
ตองใชวิธีการเพาะเลี้ยง ( culture-independent method )  ในการวิเคราะหสลัดจในระบบ EBPR  
เชน ในป 1994 Wagner และคณะ ทําการทดลองเปรียบเทียบระหวางการใชตัวติดตาม 16S rDNA 
ที่ติดสลากดวยสารเรืองแสงของเชื้อ Acinetobacter และแบคทีเรียอ่ืนๆ กับวิธีการยอมสีแบคทีเรีย
ที่ ได จ ากการ เพ าะ เลี้ ย งด วย  DAPI ( 4’,6-diamidono-2-phenylindol dihydrochloride ) ซึ่ ง
สามารถยอมติดพอลิฟอสเฟตกรานูลได พบวาเมื่อใชตัวติดตามพบ Acinetobacter ในระบบนอย
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 แตเมื่อใชการยอมสีดวย DAPI พบ
วามี  แกมมา  ซับคลาส  ( gamma  subclass )ของ proteobacteria อยูมาก  และบงชี้ วาเปน 
Acinetobacter  ถึง 40 เปอรเซ็นต ดังนั้น Wagner และคณะ จึงสรุปวาแบคทีเรียที่มีความสําคัญ
ของ EBPR  นาจะเปนแบคทีเรียในกลุม บีตาซับคลาส ของ proteobacteria และแบคทีเรียแกรม
บวกที่มีปริมาณ G+C สูง  

 
 ขอสรุปดังกลาว ของ Wagner และคณะ ไดรับการยืนยันที่สอดคลองจากงานวิจัย

หลายชิ้น ที่ใชเทคนิคการวิเคราะหที่แตกตางกัน ไดแก  เทคนิค Flow cytometry ( Wallner และ
คณะ, 1995 )  เทคนิค 16S rDNA ( Bond และคณะ, 1995 )  เทคนิค 16S rRNA ที่จําเพาะตอกลุม
ของแบคทีเรียที่ติดฉลากดวยเตตระเมทธิลโรโดเอมีน-5-ไอโซไธโอไซยาเนต ( tetramethylrhoamine 
-5-isothiocyanate, TRITC ) (Kampfer และคณะ, 1996) เทคนิคหาเคาโครงของควิโนน ( Hiraishi 
 และคณะ, 1998 )   เทคนิคการตรวจหาดวย16S rRNA โดยใชเทคนิค Fluorescence In Situ 
Hybridization ,FISH ) (Bond และคณะ, 1999 )   เทคนิค 16S rRNA ที่ติดฉลากดวย TRITC รวม
กับการยอมสีดวย DAPI ( Kawaharasaki  และคณะ, 1999 )  เทคนิค 16S rRNA เพื่อตรวจหาและ
วัดปริมาณ  โดยใช FISH ( Crocetti  และคณะ, 2000 ) 
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 ในป 2002  McMahon และคณะ ศึกษาระบบ EBPR โดยใชเทคนิคหลายอยาง 
กลาวคือใชเทคนิค 16S rRNA และ FISH พบ Rhodocyclus ซึ่งเปนแบคทีเรียอยูในกลุม  บีตาซับ
คลาส ของ proteobacteria มีปริมาณประมาณ 80 เปอรเซนตของแบคทีเรียทั้งหมดในระบบบําบัด  

 
 จากงานวิจัยที่ศึกษาโดยนักวิทยาศาสตรหลายกลุมทําใหทราบขอมูลแบคทีเรียที่มีความ
สามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลดังตารางที่ 2.1  

 
ตารางที่ 2.1 จุลินทรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล ( อุรัจฉวี     
อุณหเลขกะ, 2544 ) 

 
จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

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 จุลินทรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล (ตอ) 
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
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 ) 

 
 

  
 
 เอนไซมที่เกีย่วของกับกระบวนการEBPR 
 
 แบคทีเรียในระบบEBPRตองการเอนไซมมาชวยเรงใหเกิดกระบวนการสะสมพอลฟิอสเฟต
เพื่อเก็บสะสมไวในเซลล  และการสลายพอลิฟอสเฟต  ซึ่งเอนไซมดงักลาวแบงเปน 2 กลุมคือ 
  

1. เอนไซมที่ใชเพื่อสังเคราะหพอลิฟอสเฟต  คือ  พอลิฟอสเฟตไคเนส ซึง่ทาํหนาที่เรง
ปฏิกิริยาโดยถายโอนกลุมฟอสฟอริลตัวสุดทาย ของ ATP  ใหกับพอลิฟอสเฟต โดยอัตราสวนของ 
ATP-ADP ภายในเซลลจะเปนตัวควบคุมการเกิดปฏิกิริยาโดยตรง  ดงัสมการที่ 2.1  ( Harold, 
1966 ) 
 
 
 
 

nATP  +   poly Pn                                 poly Pn+1   +    nADP    (สมการที ่2.1) 
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2. เอนไซมในกลุมสลายพอลิฟอสเฟต ไดแก 
 
2.1 เอนไซมกลุมฟอสโฟทรานสเฟอเรส ซึง่ทาํหนาที่เรงปฏิกริิยาการใชพอลิฟอสเฟตในการ

สราง ATP หรือสารที่ทาํหนาที่แทน ATP โดยทํางานรวมกันของพอลิฟอสเฟต : เอเอม็พี ฟอสโฟ 
ทรานสเฟอเรส  ซึง่ทาํหนาที่เรงปฏิกิริยา การเติมกลุมฟอสฟอริลของพอลิฟอสเฟตใหกับ AMP  
( adenosine monophosphate ) 
 

 
ดังสมการที่ 2.2 กับพอลฟิอสเฟตไคเนสในปฏิกิริยาที่แปรผันกลับได ในสมการที่ 2.1  เมื่อมี

พอลิฟอสเฟตกลูโคไคเนส   ( polyphosphate glucokinase )ซึ่งทาํหนาที่เรงปฏิกิริยาการเติมกลุม
ฟอสฟอริลของพอลฟิอสเฟตใหกับกลูโคส  จะเกิดการสราง กลูโคส-6-ฟอสเฟตขึ้น  ดังสมการที่ 2.3  
โดยที่อะดนีิเลตไคเนส  ( adenylate kinase )  จะควบคมุสมดุลของ AMP, ADP และ ATP ดัง
สมการ  ที ่2.4  
 
 
 
 
 
 
 
 2.2. พอลิฟอสฟาเทส ( polyphosphatase ) ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาการแยกสลายพอลิ
ฟอสเฟตในน้าํ ( hydrolysis ) ใหเปนฟอสฟอรัส ดวยแรงขับของพอลฟิอสเฟตกลโูคไคเนส  
( 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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เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส 
 
 เปนเอนไซมที่สกัดไดคร้ังแรกจาก E.coli ( Kornberg และคณะ, 1956 ) มี 4 subunit 
ขนาด 80 กิโลดาลตัน อยูที่เยื่อหุมเซลลชั้นใน ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาหลายชนิดดวยกัน โดยที่มี
แมกนีเซียม ( Mg 2+ ) เปน cofacter  ( Tzeng และคณะ, 2000 ) 

1. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยถายโอนกลุมฟอสฟอริลตัวสุดทาย ของ ATP  ใหกับพอลิ
ฟอสเฟต ดังแสดงในสมการที่ 2.1  

 
 
 
2. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยการเปลี่ยน ADP ใหเปน ATP โดยการสลายพอลิฟอสเฟต 
     ( ปฏิกิริยาผันกลับของ สมการที่2.1 )  ดังสมการที่ 2.6 
 
 

 
3. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยาโดยการเปลี่ยน Guanosine-diphosphate ( GDP ) ใหเปน GTP 

โดยการสลายพอลิฟอสเฟต ดังสมการที่ 2.7 
 
 

 
4. ทําหนาที่สังเคราะห linear Guanosine 5’-tetraphosphatekinase ( ppppG ) ดัง

แสดงในสมการที่ 2.8 
 
 
 
 
5. ทําหนาที่เรงปฏิกิริยา 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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เนื่องจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนสมีบทบาทสําคัญในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายใน
เซลล จึงมีงานวิจัยรายงานการคนพบเอนไซมชนิดนี้ในแบคทีเรียอีกหลายชนิด เชน 
Corynebacteria xerosis, Azobacter vinelandii, Salmonella minnesota, Arthrobacter 
atrocyaneus, Propionibacterium shermanii, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 
johnsonii, Klebsiella aerogenes  และเชื้อกอโรคอีกหลายชนิด เปนตน ( Rashid และคณะ, 
2000 ) 

 
ในป 1964 Harold พบวากิจกรรมจําเพาะของพอลิฟอสเฟตไคเนสจะถูกกระตุนใหมีมาก

ขึ้นเมื่อ  Aerobacter aerogenes  ถูกเลี้ยงในสภาพที่มีฟอสเฟตจํากัด และยังคนพบเพิ่มเติมดวย
ในป 1965 วา เอนไซมดังกลาวจําเปนตอการสรางสายพอลิเมอรของพอลิฟอสเฟต โดยสังเกตวา 
Aerobacter aerogenes กลายพันธุ ( mutant ) ที่ไมมีเอนไซมพอลิฟอสเฟตไมสามารถสรางสาย
พอลิฟอสเฟตขึ้นได ( Harold และคณะ, 1965 ) 

 
 
ยีนที่เกีย่วของกับพอลฟิอสเฟตไคเนส 

 
 ในป 1966  Harold  ศึกษาเมตาบอลิซึมของพอลิฟอสเฟตของ Aerobacter aerogenes 
และเสนอวา  เอนไซมที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึมของพอลิฟอสเฟต  คือ  พอลิฟอสเฟตไคเนส         
( polyphosphate kinase, ppk ), พอลิฟอสฟาเทส ( polyphosphatase )  และอัลคาไลน ฟอสฟา
เทส ( alkaline phosphatase ) ซึ่งตอมาพบวา  ยีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟตไคเนส ( ppk ) 
และเอ็กโซพอลิฟอสฟาเทส   ( exopolyphosphatase, ppx )  อยูบนโอเปอรอน  (operon )  
เดียวกัน    ( Akiyama และคณะ, 1993 ) ซึ่งถูกควบคุมโดย Pho regulon ซึ่งประกอบดวยบริเวณ
โปรโมเตอร คือ Pho B box  ซึ่งถูกกระตุนโดยโปรตีน PhoB ซึ่งเปน regulatory protein .ใน Pho 
regulon    ซึ่ง Pho regulon จะมีการสนองตอบเมื่อในภาวะที่มีฟอสเฟตต่ํา    และจุลินทรียที่มียีน 
ppk  แสดงดังตารางที่ 2.3  
 
 เมื่อศึกษาการเจริญเติบโตของ E.coli  พบวา ใน stationary phase  มีกิจกรรมของ พอลิ
ฟอสเฟตไคเนสสูงสุด ในขณะที่มีกิจกรรมของเอ็กโซพอลิฟอสฟาเทสต่ําที่สุด แตยังไมมีหลักฐาน
ยืนยันวาการกระตุน ppk  ตางจากการกระตุน ppx  อยางไร   นอกจากนี้ E.coli ที่ทําใหกลายพันธุ 
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โดยปราศจากโอเปอรอนของ ppk และ ppx   ทําใหความสามารถของเซลลในการอยูรอดในระยะ 
stationary phase ลดลง และมีโคโลนีที่เล็กลง ( Kornberg และคณะ 1999 )  
 
 Kornberg และคณะ ( 1999 ) นําลําดับเบสของ ppk  ของจุลินทรีย 15 ชนิด ไดแก 
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  พบวามีสวนที่เหมือนกันอยางสมบรูณอยู
เพียง  14 เปอรเซนตเทานั้น เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของจุลินทรียขางตนมาเทียบหาความ
เหมือนกัน พบวาไดผลดังตารางที่ 2.2  ซึ่งความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโนดังกลาวนั้น
เกี่ยวของกับวิวัฒนาการของจุลินทรีย 
 
ตารางที ่2.2  ผลการเทียบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของเอนไซมพอลิฟอสเฟตจาก 
จุลินทรีย 15 ชนิด ( Kornberg และคณะ,  1999 ) 
 

จุลินทรีย เปอรเซนตความเหมือน ( % 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  จุลินทรียที่มียีน ppk  
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 
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 )ไดทดลองใชวิธีการวิเคราะหดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสเพื่อตรวจหายีน ppk จากจุลินทรียหลายชนิดโดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากขอมูลลําดับอนุรักษ
ของยีน ppk ที่มีอยู พบวาสามารถเพิ่มปริมาณยีน ppk ไดในเชื้อกลุม Rhizobium, Enterobacter, 
Chlorogloea  และ Pseudomonas 
 
 Kuo และคณะ ( 2000 ) ไดศึกษาลําดับของยีน ppk  ในจุลินทรียทางทะเล ( marine 
microorganisms ) โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสรวมกับไพรเมอรที่ออกแบบจากลําดับอนุรักษ
ของกรดอะมิโนของยีน ppk พบวาไดขอมูลในแบคทีเรีย 3 ชนิด คือ  Acinetobacter, Serratia 
fonticola และ Bacillus aquamarinus 
  



 20

 McMahon และคณะ ( 2002 ) ใชวิธีการวิเคราะหแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟตในระบบ
บําบ ัดEBPRดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยออกแบบดีเจเนอเรตไพรเมอร ( degenerate 
primer ) จากลําดับอนุรักษของกรดอะมิโนของยีน ppk ในแบคทีเรีย 12 ชนิด  พบยีน ppk  4 ชนิด 
โดยที่  type I และ type II ของ ppk มีความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ Rhodocyclus tenuis 
ถึง 86 และ 87 เปอรเซนต ตามลําดับ  ซึ่ง R. tenuis เปนแบคทีเรียที่พบในระบบบําบัดมาก
ประมาณ 80 เปอรเซนต 
 

อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกิริยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยเปรียบเทยีบลําดับขอมูลกรดอะมิโนอนุรักษจากฐานขอมูล 
Genbank ของแบคทีเรีย 13 สายพันธุโดยอางอิงจากสาํดับกรดอะมิโนของยนี ppk ของแบคทีเรีย 4 
ชนิด คือ E.coli, Campylobacter coli, Klebsiella aerogenes และ Neisseria meningtidis        
( Lopez และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้ําเสียสีพ่ระยาพบวา ไม
เกิดผลิตภัณฑ PCR ในแบคทีเรียตัวอยางใดเลย แตเกิดผลิตภัณฑ PCR ใน E.coli  JM109 ซึ่งเปน
ตัวควบคุมผลบวก เนื่องจาก E.coli  เปนแบคทีเรียทีม่ี ppk ( Akiyama และคณะ, 1992) โดยมี
ขนาดประมาณ 650 bp และสรางตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพร
เมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดเีอ็นเอของ E.coli JM109 เปนแมแบบ นาํตัวติดตามที่ไดไปติดตามจีโน
มิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของจี
โนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 และ CUW-3ที่ถูกตัดดวย EcoRI โดยสัญญาณดังกลาวมีขนาด
ประมาณ 3 กโิลเบส และเกดิสัญญาณที่ขนาดประมาณ 10 กิโลเบสใน   จีโนมิดีเอ็นเอทีถู่กตัดดวย 
EcoRI ของE.coli  JM109 ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก เนีอ่งจากโดยทีย่งัไมทราบลาํดบันิวคลีโอไทด
ของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เกิดสญัญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 จึงยงัไมทราบขอบเขตใน
การติดตาม ppk  ของแบคทีเรียระบบบาํบัดของตัวติดตามดีเอ็นเอ PE  
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1 อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1.   เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท Sanyo, Japan. 
2.   ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
3    อางน้าํควบคุมอุณหภูมพิรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน WB 14  ของบริษัท  
      Memmert, Germany. 
4.   เครื่องชั่ง รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน Vortex Genie II G-560E ของบริษทั Scientific Industries,    
       USA. 
6.   ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE600 ของบริษทั Memmert, Germany. 
7.  เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico ของบริษัท Kendro, Germany. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท Kubota,  

Japan. 
     -   หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 
     -   หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ รุน RA228J 

9.    ตูเขี่ยเชื้อรุน BV-124 ของบริษัท Dwyer Instruments, USA 
10.  ตูเขี่ยเชื้อ รุน Clean model. H1 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
11.  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท   
       Thermo Spectronic, USA. 
12.  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Lambda 25 UV/VIS  spectrometer    
       ของบริษทั  PerkinElmer, USA 
13. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ION-check10 ของบริษัท Radiometer, France. 
14.  ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่าํ (deep freezer) อุณหภูมิ –70 °ซ รุน REVCO ULT 1786 ของบริษทั  
       Forma Scientific, USA. 
15. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 °ซ รุน  MDF-U536D ของบริษัท    
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SanyoElectric, Japan. 
16.  ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

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

17 ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10 P20 P100 P200 P1000 และ P5000  
ของบริษัท Gilson, France. 

18. เครื่องควบคุมอุณหภูมแิละระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block)  
      รุน 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. แผนกรองไนโตรเซลลูโลส ( Nitrocellulose filter membrane ) ขนาดรู 0.45ไมโครเมตร ของ   

บริษัท Millipore, U.S.A. 
22.  เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA.  
23..  ชุดคอมพิวเตอรสําหรับถายภาพ รุน UNIVERSAL HOOD ใชโปรแกรม Quantity One            
       version 4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
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. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2•2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั  Merck, Germany. 
7. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
8. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท  Merck, Germany. 
9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
10. ฟนอล (phenol) ของบริษัท  Merk, Germany. 
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12. สีบรอมฟนอลบลู (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. สียอมโทลูดิอิน  บลู ของบรษิัท Fluka, Germany. 
29. สียอมเมธิลนี 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. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection  
      Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) หรือ
ดีกวา 
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3.3 แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย  
 

แบคทีเรีย แหลงที่มา 
Escherichia coli JM109 บริษัท NewEngland Biolabs, USA 

Lactobacillus plantarum TISTR 850 ศูนยจุลนิทรีย สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

CUW-1 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) 

CU-PK1 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK2 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK3 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK4 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
CU-PK5 คัดแยกไดจากงานวิจยันี ้
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3.2 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 
 โอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลอง แสดงในตารางที ่3.2 
 
ตารางที ่3.2 โอลิโกนวิคลโีอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอไทด 

ไพรเมอร 
ลําดับนวิคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

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) แบคทีเรียทุกสายพันธุที่แยกไดจากน้ําเสีย เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ NB 
(ภาคผนวก ก 5)  เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5% บมเชื้อที่อุณหภูมิ 30°ซ เปนเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน
เวลา 16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 30°ซ 

ในกรณีที่ตองการหาการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล และตองการหาความสามารถ
ของการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ
สังเคราะหชนิดเหลว ( ภาคผนวก ก 3 ) บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน
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) เชนเดียวกันแตบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37°ซ  

 
 3.5.3) เก็บรักษาแบคทีเรียทุกสายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 
ตามลําดับ  นํามาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข 1) ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 
: 7 บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ -20°ซ เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ -70°ซ 
เปนเวลา 1 ป 
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 วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.6 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟต 
 

3.6.1 การแยกแบคทีเรียทีส่ะสมพอลฟิอสเฟตจากตวัอยางน้าํเสยี 
 

เก็บตัวอยางน้าํเสียชุมชนจากบอที่มกีารใหอากาศ  และบอพักที่ไมมีการใหอากาศจากโรง
บําบัดน้าํเสียส่ีพระยา  กรุงเทพมหานคร  แลวนาํน้าํตัวอยางมาผานการสัน่สะเทือนดวยคลืน่
ความถี่สูง  ( sonication ) เพื่อทาํใหตะกอน  ( floc ) แตกออกและแบคทีเรียกระจายตัวกันอยาง
สม่ําเสมอ  ทําการเจือจางตวัอยางน้าํในน้าํกลั่นปราศจากเชื้อใหมีความเขมขนเปน 10-3, 10-4, 10-5  
และ 10-6  จากนัน้กระจาย ( spread ) ตัวอยางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ของแตละความเขมขนลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้น้ําเสยีชนิดแข็ง ( waste water agar medium , ภาคผนวก ก 3 ) โดยใชแทงแกวงอ 
( spreader ) บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  แลวจึงนําโคโลนีเดี่ยวไปขีด ( streak 
) บนอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีชนิดแข็ง  เพื่อคัดแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์เปนโคโลนเีดี่ยว นาํไปบมที่สภาวะ
เดิมเปนเวลา  5  วัน  แลวนาํแบคทีเรียที่แยกไดมายอมดู โวลูทนิ แกรนูล ดวยสารละลายอัลคาไลน  
ลอฟเฟลอรส  เมธิลีนบลู  ( Alkaline  Loeffler’s  Methylene  Blue, ภาคผนวก  ข.3)  แลวเลือก
เฉพาะไอโซเลตที่มองเหน็โวลูทิน แกรนลู  ติดสีน้าํเงนิเขมอยูภายในเซลลเพือ่นําไปใชศึกษาใน
ขั้นตอนตอไป 

 
 
 

3.6.2 การตรวจสอบความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลจากไอโซ
เลตที่คัดแยกไดจากกระบวนการขางตนดังขอ 3.6.1 (  มั่นสิน ตัณฑุลเวศม, 2538 ) 

 
นําไอโซเลตทีค่าดวานาจะมคีวามสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล ที่คัด

แยกไดจากขอ  3.6.1   มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อน้าํเสียสังเคราะหชนิดแข็งเอียง  ( synthetic 
waste water agar slant,  ภาคผนวก ก 2.) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  แลว
นําไอโซเลตดังกลาวปริมาณ  1  ลูปทดลอง (  loop ) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อน้าํเสียสังเคราะห
ชนิดเหลว  ( synthetic waste water medium, ภาคผนวก  ก 3 ) ที่มกีารเติมสารสกัดจากยีสต
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ปริมาณ  0.8 % เพื่อเพิ่มการเจริญของเชื้อ  ในหลอดทดลองปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  ดวยอัตราเร็ว  200 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 32  ชั่วโมง จงึปนเซลลให
ตกตะกอนที่ความเรว็  12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  15 นาท ี  จากนัน้จึงลางตะกอนเซลลที่ได
ดวยอาหารเลีย้งเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนดิเหลว  ปนเหวี่ยงที่สภาวะเดิมอีกครั้งเพื่อทําใหเซลล
ตกตะกอน   เจือจางเซลลที่ไดดวยอาหารเลีย้งเชือ้น้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลวเพื่อใหมีคาการ
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่  600  นาโนเมตร  ประมาณ 0.5 แลวจึงลงเชื้อที่ปรับใหไดความเขมขน
ดังกลาวในหลอดทดลองซึ่งบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
แบงการทดลองออกเปน 2 ชุด นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสในภาวะไรอากาศโดยใชหมอ
ที่ปราศจากออกซิเจน  ( anaerobic jar ) เปนเวลา 2 ชั่วโมง แลวจึงนําชุดการทดลองหนึ่งชุดไปวัด
ปริมาณฟอสเฟตในสารละลาย สวนอีกชุดนําไปบมตอในภาวะใหอากาศบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  ดวยอตัราเร็ว  200 รอบตอนาท ี  เปนเวลา  4  ชั่วโมงจึงนําไปวัดปริมาณ
ฟอสเฟตในสารละลาย โดยนําน้ําเลีย้งเซลลไปหมุนเหวีย่งที่ความ 8,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 
นาท ี แลวจึงตรวจวัดการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลโดย นําสวนใสที่ไดจากจากหมุนเหวี่ยง
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  เติมลงในสารละลายผสมสําหรับทดสอบฟอสเฟต ( ภาคผนวก ข 3 )  บม
ไว 5 นาที แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 885   นาโนเมตร  โดยมหีลอดควบคุม  คืออาหารเลี้ยง
เชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลว การเลีย้งแบคทีเรียในภาวะไรอากาศสลับกับใหอากาศนั้นทําเพื่อ
เลียนแบบภาวะในระบบอีพบีีอาร โดยที่แบคทีเรียสลายฟอสเฟตออกมานอกเซลลในภาวะไรอากาศ
และมีการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลลในภาวะใหอากาศ  

การตรวจวัดการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลอาศัยหลักการวัดปริมาณออโธฟอสเฟต
ในสารละลาย     โดยกรดซัลฟูริก      จะทําใหฟอสเฟตสามารถทําปฏิกิริยากับไอออนของโมลิบเดต   
( molybdate ion ) ไดเปนกรดโมลิบโดฟอสฟอริก  ( molybdophosphoric acid  แลวกรด
แอสคอบิก    ( ascobic  acid )       จะรีดิวซใหเปนฟอสโฟโมลิบดินัมบลู ( phosphomolybdenum 
blue ) ที่วัดปริมาณไดที่คาการดูดกลืนแสงเทากับ  885 นาโนเมตร 

จากการทดลองนี้จงึสามารถหาปริมาณของฟอสเฟตที่แบคทีเรียสะสมไวภายในเซลลได
โดยการเทียบคาการดูดกลนืแสงของตัวอยางที่วัดไดกับกราฟมาตรฐานที่ความเขมขนของฟอสเฟต 
( KH2PO4 ) เปน  1, 2, 3, 4 และ 5 ไมโครกรัมตอลิตร ( ภาคผนวก ค.) 
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3.7 การวิเคราะหความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยางดวย
เอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส  
 

 
3.7.1 การเตรียมเซลลของแบคทีเรียตัวอยาง 
 
เลี้ยงเซลลแบคทีเรียตัวอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเทรียนท ปริมาตร  50 มิลลิลิตร บม

ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว  
12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที ที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส เพื่อเก็บสวนเซลลมาทํา
การเจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  
แลวนําสารละลายเซลลปริมาตร  1  มิลลิลิตรปลูกลงในน้ําเสียสังเคราะหสตูรดัดแปลงที่มีฟอสเฟต
จํากัด ( ภาคผนวก  ก 3 )  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  
เปนเวลา  6  ชั่วโมง    
  
 3.7.2 การเตรียมสารสกัดจากเซลล 
 
 นําชุดการทดลองไปปนเก็บเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส 
ความเร็ว  12,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  นําตะกอนที่ไดมาบดบนโกรงที่มีการเติม
อะลูมินา ( alumina )ในปริมาณเทากับเซลลเปยกเพื่อทําใหเซลลแตกเปนเวลา 10 นาที  จากนั้น
เติมสารละลายบัฟเฟอรทริส-อีดีทีเอ  ความเขมขน  0.05 โมลาร  คาความเปนกรดดางที่ 7.6 ( Tris-
EDTA buffer, ภาคผนวก ข 5 )  ปริมาณ  1  มิลลิลิตร  แยกกากเซลลออกดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ควบคุมอุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส ความเร็ว  12,000  รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาที  สวนน้าํใส
ที่ไดคือ  สารสกัดจากเซลล 
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 3.7.3 การหาความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยาง
ดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส ( Mullan  และคณะ, 2002 ) 
 
  
 จากหลักการที่พอลิฟอสเฟตไคเนสจะดึงหมูฟอสเฟตจากพอลิฟอสเฟตไปเติมใน ADP เกิด
เปน ATP  :ซึ่งปฏิกิริยานี้ผันกลับได ดังสมการ 

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

 

 พอลิฟอสเฟต เปนพอลิแอนอิออน ( polyanion )  ที่มีประจุลบ โดยที่พอลิฟอสเฟตจะมี
ประจุลบเพิ่มข้ึนเมื่อมีจํานวนพอลิฟอสเฟตเพิ่มมากขึ้น  ประจุของพอลิแอนอิออนที่เพิ่มข้ึนทาํใหการ
ดูดกลืนแสงสูงสุดตอสียอมโทลูอิดิน บลู ( toluidine blue, ภาคผนวก ข 4 ) ของพอลิฟอสเฟต
เปลี่ยนจาก  630 นาโนเมตรไปเปน  530  นาโนเมตร ซึ่งอัตราสวนของ A530/630 จะมี
ความสัมพันธโดยตรงกับพอลิฟอสเฟตที่เกิดขึ้น ดังนั้นสามารถหาความสามารถในการสังเคราะห
พอลิฟอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนสไดโดยหาอัตราสวนของพอลิฟอสเฟตที่เพิ่มข้ึนตอ
เวลาที่ A530/630 
 
 เลี้ยงเซลลแบคทีเรียตัวอยางในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวนิวเทรียนท ปริมาตร  50 มิลลิลิตร บม
ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  
12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา  10  นาทีที่อุณหภูมิ   4  องศาเซลเซียส เพื่อเก็บสวนเซลลมาทําการ
เจือจางดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อใหไดคาการดูดกลืนแสงที่  600  นาโนเมตร  เทากับ  0.5  แลวนํา
สารละลายเซลลปริมาตร  1  มิลลิลิตรปลูกลงในน้ําเสียสังเคราะหสูตรดัดแปลงที่มีฟอสเฟตจํากัด  
( ภาคผนวก ก 3 )  บมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  อัตราการเขยา  200  รอบตอนาที  เปนเวลา  
6  ชั่วโมง  จากนั้นนําไปเตรียมสารสกัดจากเซลลโดยวิธีเชนเดียวกับขอ 3.7.2   
 

นําสารสกัดที่ไดจากเซลลปริมาตร  50  ไมโครลิตรมาผสมกับพอลิฟอสเฟต ( n=35 ) 
เขมขน 0.6 กรัมตอลิตร  ปริมาตร  50  ไมโครกรัม  บมไวที่อุณหภมูิ  24  องศาเซลเซียส เปนเวลา 0 
,2, 4, 6, 8 และ 10 นาที  ตมเพื่อหยุดปฎิกิริยาเปนเวลา 2 นาที แลวนําไปแชในอางน้ําแข็งเพื่อหยุด
ปฎิกิริยา  จากนั้นนําสารที่ทําปฎิกิริยาแลวปริมาตร 10 ไมโครลิตรไปผสมกับสียอมโทลูดิอิน  บลู 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตรเปนเวลา 15 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 630 นาโนเมตร และ 530 นา
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โนเมตร   เพื่อหาความสัมพันธระหวางอัตราสวนของคาการดูดกลืนแสงที่ 530 ตอ 630 นาโนเมตร  
ตอเวลาทําปฎิกริยา   

 
  

3.7.4. การตรวจวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยวิธีของ Lowry ( Lowry และคณะ, 
1951 ) 

 
ใสสารสกัดจากเซลลปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย Lowry C ปริมาณ 5 มิลลิลิตร 

บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Lowry D ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  
บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร  เทียบ
หาปริมาณโปรตีนโดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของการดูดกลืนแสงของโบวาย ซีรัม อัลบูมิน ( 
ภาคผนวก จ.)  ที่ความเขมขน 0 ถึง 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 
3.8 การเพิ่มจํานวน ppk  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  
 

3.8.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบ (template) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

    3.8.1.1  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียแกรมลบ 
 
 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมลบตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  
โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่
อุณหภูมิหองขามคนื (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ นําไป   
ปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เทสวนน้ําใสทิ้ง             
นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 19) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข 8) ปริมาตร 30 
ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน   20  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข  
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27)    ปริมาตร   3 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของโปรตีนเนส
เคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 1 
ชั่วโมง  แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา  เติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข 20) ปริมาตร 80 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาแลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65°ซ เปนเวลา 10 นาที  
จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 23) ดวยอัตราสวน
ปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งกลายเปน
อิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที    นําสวนน้ําใสที่อยู
เหนือช้ันตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/   ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  
(ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย) จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 22) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย ผสมโดยการ
เขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 
นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสใน
หลอดไมโครฟวจหลอดใหม   แลวเติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลับหลอด
ไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ   ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 15 นาที เทสวนของไอโซโพรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็น
จัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 
นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิท  แลวละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใส RNase A เขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร     เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก เก็บดี
เอ็นเอที่ไดที่อุณหภมูิ 4°ซ 
 
 

  3.8.1.2  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียแกรมบวก 
 

 สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ แบคทีเรียตัวอยางแกรมบวกตามวิธีของ Sambrook และ Russell 
(2001)  โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไป
เขยาที่อุณหภูมิหองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)  ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ 
นําไป   ปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที   ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที    เทสวนน้าํใสทิง้         
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นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข 18) ปริมาตร 425 ไมโครลิตร กระจาย
ตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง จากนั้นเติม Lysozyme(ภาคผนวก ข 28) ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด
ไปมา นําไปบมที่อุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล (ภาคผนวก ข 23) ดวยอัตราสวนปริมาตรเทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสม
ใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  
เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม แลวเติม absolute ethanol ดวยอัตราสวนปริมาตร
เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  
นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ  –70 °ซ เปนเวลา 30 นาที ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที  เปนเวลา 15 นาที เทสวนของ absolute ethanol ทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวย
เอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง โดยการปนลางเก็บตะกอนที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆ เทสวนน้ําใสทิ้ง  สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยให
แหงสนิท  แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 30 ไมโครลิตร และใส 
RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29)  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร     เพื่อกําจัด
อารเอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 

 
       3.8.2  การวิเคราะหความบรสิุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 

(A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ A280 คาที่เหมาะสมควรจะอยูในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 
1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 
คํานวณหาความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 

ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260 x 50 x dilution factor 
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3.8.3 ปฏิกริยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
  
 การทํา PCR ในงานวิจัยนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร  NLDE-0199f( forward primer ) 
และ TGNY-1435r( reward primer ) ( McMahon และคณะ , 2002 ) เพื่อเพิ่มจํานวน ppk โดย
สังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรดังกลาว โดยเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเออัตโนมัติโดยหนวย
บริการชีวภาพ (BIOSERVICE UNIT, BSU)  สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ 
(สวทช.)  

สวนผสมของสารในปฏิกิริยาและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรมีความเขมขนสุดทายและ
ปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาของสารแตละตัวแสดงในตาราง 3.3 และทําการหาความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดที่เหมาะสม  โดยเติมแมกนีเซียมคลอไรดในแตละปฎิกริยาที่ความเขมขน
แตกตางกัน คือ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0  และ 2.5 มิลลิโมลาร 
 
ตารางที่ 3.3 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน ppk 
 

สารเคมี ความเขมขน ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน
สุดทาย 

MgCl2 
Taq DNA polymerase buffer 
ไพรเมอร NLDE-0199f 
ไพรเมอร TGNY-1435r 
dNTP 
 
Taq DNA polymerase 
ดีเอ็นเอแมแบบ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

 
10 X 

50 µM 
50 µM 
2 mM 

(ของแตละตัว) 
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 

(ของแตละตัว) 
1.5 U 

1 pg -1 µg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
hot start  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
denaturation  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
annealing  ทําการหาอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสม 
                                      โดยทําการทดลองที่ 45, 46, 47,48 และ  49 °ซ  
                                      ที่  45 วินาที  
extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 2 นาที 
               
final extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 10 นาที 
 
ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 

3.8.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
ทําโดยเตรียมอะกาโรสเขมขน 1.0% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE  เทลงในแบบพิมพที่มีหวี

เสียบอยู  ระวังอยาใหมีฟองอากาศ  ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที วางชิ้นอะกา
โรสเจลท่ีไดลงใน แชมเบอร   เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย  ผสม
สารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข 24)  ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา  โดยอาจจะ
ปรับปริมาตรดวยน้ําในกรณีใชปริมาตรของดีเอ็นเอนอย  หยอดสารผสมลงในชองวิ่งและหยอดดี
เอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder  จากนั้นทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้      ชุดทําอิ
เล็กโทรโฟเรซิส  GelMate 2000  ใชความตางศักย 100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟ
นอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน      ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด
ความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 23) เปนเวลา 5-10 นาที      ตรวจดูแถบดี
เอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร  
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3.8.5 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรส 
 
 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.8.3  มาแยกชิ้นผลิตภัณฑ
ที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส  จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp    ออก
จาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 7) ตามวิธีที่
ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้  ตัดอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนักชิ้นอะกา
โรสเจลโดยใสไวในหลอดไมโครฟวจ  เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตรเปน 3 เทาของปริมาตรชิ้นอะกาโรส
เจล บมที่อุณหภูมิ 50 °ซ  เปนเวลา 10 นาที หรือกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมดไดเปนสารละลาย
ใสสีเหลือง นําสารละลายดังกลาวใสใน  QIAquick spin column นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่อง
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิหองเทสวนน้ําใสทิ้ง เติม
บัฟเฟอร QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงในคอลัมน    นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร 
ลงในคอลัมน นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิ
หอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทําการปนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดบัฟเฟอร PE ที่เหลือติดคอลมันออกให
หมด ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส
เก็บดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 °ซ  
 
 หาลําดับนิวคลีโอไทดโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย        
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.)    นําขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS และนําไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยู
ใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX version 2.2.10   
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3.9 การพิสจูนลักษณะของแบคทีเรียตัวอยาง  โดยการวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ 
16S ribosomal DNA (16S rDNA) 
 
 3.9.1  การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบ (template) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 การสกัด การวิเคราะหความบริสุทธิ์และการหาความเขมขนของจีโนมิกดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียตัวอยางที่สามารถเพิ่มจํานวน ppk  จากขอ 3.3 ตามวิธีของ Ausubel และคณะ ,1999)  
ซึ่งอธิบายไวในขอ 3.8.1 โดยสุดทายใหละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้ําปลอดประจุปลอดเช้ือปริมาตร 
30 ไมโครลิตร     และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข 29) ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37°ซ เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก เก็บดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
 
 3.9.2 ปฏิกริยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  
 

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร   คือ   forward primer 27f         
(5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)  และ  reverse primer  1492r (5’-ACGGCTACCTT 
GTTACG ACTT-3’)  นอกจากนี้ในตารางที่ 3.4 จะแสดงสวนผสมสารในปฏิกิริยา ความเขมขนสุด 
ทายและปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาของสารแตละตัว  
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ตารางที่ 3.4 สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสสําหรับการเพิ่ม
จํานวน 16S ribosomal DNA  
 

สารเคมี ความเขมขน ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเขมขน
สุดทาย 

MgCl2 
Taq DNA polymerase buffer 
ไพรเมอร 27f 
ไพรเมอร 1492r 
dNTP 
 
Taq DNA polymerase 
ดีเอ็นเอแมแบบ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

25 mM 
10 X 

50 µM 
50 µM 
2 mM 

(ของแตละตัว) 
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 

(ของแตละตัว) 
1.5 U 

1 pg –1 µg 

ปริมาตรสุทธ ิ  50  

 
โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
hot start  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 5 นาที 
denaturation  ที่อุณหภูมิ  95°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
annealing  ที่อุณหภูมิ  46°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 1 นาที 
final extention  ที่อุณหภูมิ  72°ซ  เปนเวลา 7 นาที 
 

 ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส    
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3.9.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.8.3  มาแยกชิ้นผลิตภัณฑ
ที่ไดดวยอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสในขอ 3.8.4  จากนั้นสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 
bp    ออกจาก    อะกาโรสดวย  QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข4) 
ตามวธิีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ตามที่กลาวมาแลวในขอ  3.8.5 

การหาลําดับนิวคลีโอไทดทําโดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดดังกลาวสงไปวิเคราะหที่หนวย
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) โดยใชไพร
เมอรดังนี้คือ forward primer 27f, forward primer 350f, reverse primer 1240r และ reverse 
primer 1492r  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS และนําไป
เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastN   

 
 
 

3.10 การคนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ แบคทีเรียตัวอยางทีม่ี  ppk ดวย
เทคนิคไฮบรไิดเซชัน (hybridization) 
  
 3.10.1 การเตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) 
  
      3.10.1.1 การเตรียมผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  
 
  จากการทํา PCR เพ่ือใหไดชิ้นสวนที่มาจาก ppk ตองใชสวนผสมของสารในปฏิกิริยาและ
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรตามขอ 3.8.3 จากนั้นแยกชิ้นดีเอ็นเอในผลิตภัณฑที่ไดดังกลาว ดวย 
อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสและสกัดชิ้นดีเอ็นเอขนาด  1300 bp สําหรับ ppk ตามลําดับ ออก
จาก อะกาโรสเจลดวย QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) (ภาคผนวก ข 7) ตามวิธีที่
ระบุโดยบริษัทผูผลิตที่อธิบายไวในขอ 3.8.5    
    3.10.1.2 การติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธี Random 
labeling 
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 ติดฉลากดีเอ็นเอติดตาม ppk โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข 15) ตามวิธีของ
บริษัทผูผลิตดังนี้  ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.10.1.1 ปริมาตร 16 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอแลวแชในน้ําแข็งทันที  
เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมเบาๆ ใหเขากัน 
บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37°ซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้ําอุน 65°ซ เปนเวลา 10 
นาที เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20°ซ 
 เรียกดีเอ็นเอติดตามที่ไดจากผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2 , CU-PK5 และ E.coli JM 
109  วา PP1, PP2 และ PP3 ตามลําดับ 
 

 3.10.2 การเตรียมไนลอนเมมเบรนทีม่ีจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรีย
ตัวอยางสําหรับการไฮบรไิดซ ( Sambrook และ Russell, 2001 ) 
 
 การเตรียมไนลอนเมมเบรนสําหรับการไฮบริไดซเพื่อติดตาม ppk บนจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
แบคทีเรียตัวอยางมีข้ันตอนดังนี ้
 
                    3.10.2.1 การสกัดจีโนมกิดีเอน็เอของแบคทเีรียตัวอยาง 
  
 สกัดและหาความเขมขนจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตวัอยางตามวิธขีอง Ausubel และ
คณะ ,1999) ดังอธิบายในขอที่ 3.8.1  นําสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางใหความเขมขนเทากับ 1.6 
ไมโครกรัมตอไมโครลิตร   
 
        3.10.2.2 การเตรียมไนลอนเมมเบรน 
 ตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตําแหนงดีเอ็นเอใหชัดเจน ระหวางนั้นแชไนลอน
เมมเบรนในน้าํปลอดประจปุลอดเชื้อเพื่อไลฟองอากาศออก  ตมดีเอ็นเอในน้ําเดอืดเปนเวลา 10 
นาที  แลวแชอางน้ําแข็งทันที  นําเมมเบรนออกจากน้าํแลวตั้งทิง้ไวใหเมมเบรนแหงหมาด  จากนั้น
นําดีเอ็นเอดังกลาวมาหยดลงบนแตละชองที่ระบุตําแหนงไวคร้ังละ 1 ไมโครลิตร  รอใหแหงแลว
หยดซ้ําจนครบ 3-5 ไมโครลิตร  โดยใช PCR product ของตัวติดตามดีเอ็นเอเปนตัวควบคุมผลบวก 
( positive control )  และดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850 เปนตัวเปรียบเทยีบ 
เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่ไมมีการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส 
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  เมื่อหยดตัวอยางครบและแหงแลวนําเมมเบรนดานที่มดีีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลต
ประมาณ 3 นาท ีเพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดกับเมมเบรน 
 
  3.10.3) ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ ดวยดีเอ็นเอติดตาม ppk 
 
 ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนาํไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอน็เอมาใสถุง         
พลาสติกสาํหรับไฮบริไดเซชันและผนกึดานขางใหสนทิดวยเครื่องผนกึที่ใชความรอนดังรูปที ่  3.1  
เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข 15) ซึ่งทาํการอุนไวที่อุณหภูมทิี่จะทําไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42°ซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเซนติเมตร ไลฟองอากาศออกใหหมด 
จากนั้นผนึกปดใหสนทิ นําไปบมที่อุณหภมูิ 42°ซ เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1  ลักษณะการผนกึถุงพลาสติกสําหรับทาํไฮบริไดเซชัน 
 
 เตรียมสารละลายดีเอ็นเอตดิตาม ppk สําหรับการไฮบริไดซโดยนําดีเอ็นเอติดตาม ppk  
จากขอ 3.5.1 ไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี แลวแชในน้าํแข็งทนัที จากนัน้เติมลงใน
สารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ใหมีความเขมขน  5-25 นาโนกรัมตอสาร 

ถุงไฮบริไดซ 

แนวผนกึ 

ไนลอนเมมเบรน 

แนวผนกึ 
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ละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยูในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon tube)  
ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดเบาๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 68°ซ เปนเวลา 10 นาที กอนนําไปไฮ 
บริไดซ 
 
 เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลวตัดถุงพลาสติกออก เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้งแลว
ยายเมมเบรนมาที่ถุงพลาสติกใบใหม  จากนั้นทําการผนึกดานขางถุงเหมือนเดิม เทสารละลายดี
เอ็นเอติดตาม ppk ที่เตรียมไวขางตนลงไป  ไลฟองอากาศออกใหหมดแลวปดผนึกดานบน 2 คร้ัง 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 42°ซ ดวยการเขยาเบาๆ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) (สารละลายดีเอ็นเอ  
ติดตามที่ใชแลวกลับนํามาใชไดอีกหลายครั้งดวยการเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่
อุณหภูมิ      -20°ซ  เมื่อนํามาใชในครั้งตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามเพิ่มอีก 2-3 ไมโครลิตร และ
กอนใชตองทําการแยกสายดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ 68°ซ  เปนเวลา 10 นาที (ระวังอยานําไปตม
จนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเสียสภาพ) 
 
 เมื่อเสร็จสิ้นไฮบริไดเซชันแลว นําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก
โดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกับไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย 
2XSSC /0.1%SDS (ภาคผนวก ข 13) ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง พรอมกับการเขยา
เบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้นลางอีก 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข 14) ที่อุณหภมูิ 68°ซ  เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง 
 
 ตรวจหาตําแหนงดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยาง ที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม ppk ดวย
วิธี Enzyme immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling 
and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข 15) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้ 
(ทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง)  เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออกแลว
มาลางดวย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข 15) ในกลองพลาสติกโดยใชปริมาตรทวมไนลอน      
เมมเบรน เขยาเบาๆเปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข 
15) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติม antibody 
solution    (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาค
ผนวก ข 15) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชใน
หลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1 : 5,000 ) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้งแลวลาง  
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Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 
เปนเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยา
เบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง  จากนั้นเตรียมซับสเตรท NBT/BCIP (ภาคผนวก ข 15) โดย
เจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุมใหมืด)  ยายไนลอนเมมเบรนมาใสถุง
พลาสติกแลวผนึกดานขางเชนเดียวกับข้ันไฮบริไดซ  จากนั้นเทซับสเตรทที่เตรียมไวลงในถุง ไลฟอง
อากาศออกแลวผนึกปดถุง นําไปบมในที่มืด (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวาจะเกิดแถบสีชัดเจน 
(ประมาณ 1 ชั่วโมง – 16 ชั่วโมง)  เมื่อเสร็จสิ้นการบมกับซับสเตรทแลวนําเมมเบรนออกจากถุง
พลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที ซับและตากใหแหงจึงเก็บใสถุง 

 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกิริยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยเปรียบเทียบลําดับขอมูลกรดอะมิโนอนุรักษจากฐานขอมูล 
Genbank ของแบคทีเรีย 13 สายพนัธุโดยเลือกลาํดับกรดอะมิโนอนุรักษที่ตําแหนง 515-521 
สําหรับ forward ไพรเมอร CUP-9 และตําแหนง 723-728 สําหรับ reverse ไพรเมอร CUP-10 แลว
เปลี่ยนไพรเมอรที่เปนดีเจเนอเรคใหกลายเปนโอลิโกนวิคลีโอไทดโดยอางอิงจากสาํดบักรดอะมิโน
ของยีน ppk ของแบคทีเรีย 4 ชนิด คือ E.coli, Campylobacter coli, Klebsiella aerogenes และ 
Neisseria meningtidis ( Lopez และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้าํ
เสียสี่พระยาพบวา ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR ในแบคทเีรียตัวอยางใดเลย แตเกิดผลิตภัณฑ PCRใน 
E.coli  JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมผลบวก เนื่องจาก E.coli  เปนแบคทีเรียทีม่ี ppk ( Akiyama และ
คณะ, 1992) โดยมีขนาดประมาณ 650 bp และสรางตวัติดตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ E.coli JM 109 เปนแมแบบ นาํตัวติด
ตามที่ไดไปติดตามจีโนมิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 พบวาปรากฏสัญญาณแสดง
ตําแหนงของ ppk ของจีโนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 และ CUW-3ที่ถกูตัดดวย EcoRI โดยสัญญาณ
ดังกลาวมีขนาดประมาณ 3 กิโลเบส และเกิดสัญญาณที่ขนาดประมาณ 10 กิโลเบสใน   จีโนมิดี
เอ็นเอทีถู่กตัดดวย EcoRI ของE.coli  JM109 ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก เนี่องจากโดยที่ยงัไมทราบ
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นสวนดีเอน็เอที่เกิดสัญญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 จึงยังไม
ทราบขอบเขตในการติดตาม ppk  ของแบคทีเรียระบบบาํบัดของตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE  
 
 งานวิจยันี้มจีดุประสงคเพื่อสรางตัวติดตามดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอยนีประมวลรหัสพอลิ
ฟอสเฟตไคเนส ( polyphosphatekinase, ppk ) ของแบคทีเรียสะสมพอลิฟอสเฟตในน้าํเสีย โดย
อาศัยขอมูลจากแบคทีเรียอืน่ๆเพิ่มเตมิ 
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4.1 การคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟต 
 

 จากการแยกแบคทีเรียจํานวน  197 สายพนัธุจากโรงบําบัดน้าํเสียสี่พระยา พบวาม ี 26 
สายพนัธุที่มกีารสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายในเซลลในรูปของ volutin granule จากนัน้นาํแบคทเีรีย
ตัวอยางที่ม ี volutin granule มาทําการทดสอบความสามารถในการสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายใน
เซลล พบวาแบคทีเรียตัวอยาง 5 สายพนัธุมีความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล 
เมื่อเปลี่ยนภาวะจากไรอากาศเปนใหอากาศดังแสดงในรูปที่ 4.1 แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียดังกลาว
มีการสะสมและการใชพอลฟิอสเฟตเชนเดียวกับหลักการชีวเคมีของ EBPR ทั้งนี้พบวาแบคทเีรีย 
CU-PK2 มีการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล และมีเปอรเซ็นตการดูดซับพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลลสงูที่สุดในแบคทีเรียตัวอยางทั้ง 5 สายพันธุ ดังแสดงในตารางที่4.1 จงึคัดเลือกเฉพาะ
แบคทีเรีย 5 สายพนัธุนี้มาทําการทดลองตอไป ตารางแสดงจํานวนแบคทีเรียทีม่ี volutin granule 
และจํานวนแบคทีเรียทีม่ีการสะสมและปลดปลอยพอลฟิอสเฟตในภาวะที่แตกตางกนั ดังแสดงใน
ภาคผนวก จ  และลักษณะการเจริญและลักษณะทางสณัฐานวิทยาของ CU-PK1, CU-PK2, CU-
PK3, CU-PK และ CU-PK5 แสดงในตารางที ่4.2 
 
ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลของแบคทีเรีย
คัดเลือก 5 ชนิด 
 
 

แบคทีเรีย ปริมาณพอลฟิอสเฟตที่สะสม 
ในเซลล 

( มิลลิกรัมตอลิตร ) 

เปอรเซ็นตการดูดซับฟอสเฟต
ไวภายในเซลล 

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 

 
วิธีคํานวนหาเปอรเซ็นตการดูดซับฟอสเฟตไวภายในเซลล ดังแสดงใน ภาคผนวก ค 
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User
Text Box
46



 

 

 

แบคทีเรียตัวอยางทั้ง 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
โคงนนูเล็กนอย มนัวาว 
เสนผานศูนยกลาง 1.5-

2.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาวอมเหลือง 
มีความโคงนนูเล็กนอย 
มันวาว มีเมือกรอบเซลล 
เสนผานศูนยกลาง 2.0-

3.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว ผิวหนา
ขรุขระ ไมมันวาว 
เสนผานศูนยกลาง 
2.0-3.0 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว มคีวาม 
โคงนนูเล็กนอย มนั

วาวเสนผานศนูยกลาง 
1.0-1.5 มิลลิเมตร 

โคโลนีสีขาว มคีวาม
โคงนนูเล็กนอย มนั

วาวเสนผาน
ศูนยกลาง2.0 - 3.0 

มิลลิเมตร 
   เซลล 
 : รูปราง 
 : สีแกรม 
  : ขนาด 

 
กลม มกัอยูเปนกลุม 

บวก 
3.0 ไมโครเมตร 

 
แทงสัน้ 
ลบ 

0.7 ไมโครเมตร 

 
แทง ผอมเรียว 

บวก 
1.0 ไมโครเมตร 

 

 
แทง 
บวก 

0.8 ไมโครเมตร 

 
แทง 
ลบ 

0.9. ไมโครเมตร 
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4.2   การวิเคราะหความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียตัวอยาง
ดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส 
  

เมื่อวิเคราะหหาความสามารถในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตดวยเอนไซมพอลิฟอสเฟต   
ไคเนสของแบคทีเรียตัวอยางทั้ง 5 สายพันธุ พบวา CU-PK2 เปนแบคทีเรียคัดเลือกที่มี
ความสามารถ ในการสังเคราะหพอลิฟอสเฟตสูงที่สุด ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
ตารางที่4.3 ความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตของแบคทีเรียตวัอยางดวย
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนสและผลการวิเคราะหโปรตีนของสารสกัดจากเซลล 
 
แบคทีเรีย ความสามารถในการสงัเคราะหพอลฟิอสเฟตดวย 

เอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส 
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  ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชในการเพิ่มจํานวนยีน ppk  ของแบคทีเรียตัวอยาง 5 ชนิด
โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r โดยปรับภาวะตางๆ คือ การแปรผันอุณหภูมิที่ใช
ในขั้น annealing ตั้งแต 45, 46, 47,48 และ  49 °ซ ตามลําดับ   แปรผันความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดดวยตั้งแต 0.5, 1.0, 1.5. 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลารตามลําดับ โดยผลิตภัณฑ 
PCR ที่คาดหมายมีขนาด 1300 bp   

ผลการแปรผันภาวะตางๆในการทํา PCR แสดง ดังตารางที่ 4.4 
 

ตารางที่.4.4 แสดงผลการแปรผันปจจัยตางๆในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
ไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r 
 

แบคทีเรีย อุณหภูมิ
ในการ 

annealing 

ความ
เขมขนของ
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 แสดงผลการแปรผันปจจัยตางๆในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช
ไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r  ( ตอ ) 
 

แบคทีเรีย อุณหภูมิ
ในการ 

annealing 

ความ
เขมขนของ
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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จากการทดลองพบวาเกิดผลิตภัณฑ PCR   ของเชื้อตัวอยางในการดําเนนิการวิจัยครั้งนี้ 2 
สายพนัธุ คือ  CU-PK2  และ  CU-PK5   รวมทัง้เชื้อ  E.coli  JM109  ซึ่งเปนตวัควบคุมผลบวก  
( positive control ) มีขนาดตรงตามที่คาดหมาย ดงัรูปที่ 4. 2 สวน CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 
และ CUW-1 ไมเกิดผลิตภัณฑเลยในการแปรผันภาวะตางๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  ภาพอะกาโรสเจลของผลิตภัณฑ  PCR ของแบคทีเรียตัวอยาง CU-PK2,  CU-
PK5 และE.coli  JM109   

1) 1Kb DNA ladder 
2) ผลิตภัณฑ PCR ของ E.coli JM109 เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 45O ซ  45 วินาที 
3) ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2       เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 47O ซ  45 วินาที 
4) ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK5       เมื่อใชความเขมขนของMgCl2 2.0 mM 

annealing time ที่ 45O ซ  45 วินาที 
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จากการแปรผันปจจัยขางตนพบวาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK2 คือ 
ใชความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 47o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

 
ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK5 และ E.coli  JM 109   คือ ใชความ

เขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 45o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

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

จึงหาลําดับนวิคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f ไดลําดับนิวคลีโอไทด
บางสวน 485 bp, 423 bp และ 345 bp ตามลําดับ จากนั้นยืนยันความถูกตองของผลิตภัณฑ PCR  
โดยนาํขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX version 
2.2.10 ซึ่งจะทําการแปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลวนาํเขาไปเทียบความ
เหมือนกับลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมลู    GenBank    ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5   

 
ตารางที่ 4.5 การเปรียบเทียบลาํดับกรดอะมิโนบางสวนกับลําดับกรดอะมิโนของยีนที่มีอยู
ใน GenBank  ( ภาคผนวก ฉ ) 

 
ผลิตภัณฑ PCR     ลําดับกรดอะมิโน           % ความเหมือน ( Homology )            เอกสารอางอิง 
ของแบคทีเรีย            ( bp ) 
 
 
CU-PK2                    485              92% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes    Kato และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1993 ) 
CU-PK5                    423             100% ตอ ppk ของ Escherichia coli K-12    Rao และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1998 ) 
E.coli  JM109           345                73% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes Kato และคณะ, 
                                                                                                                       ( 1993 ) 
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ดังนัน้จะเห็นวา ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2 และ CU-PK5 ที่ไดจากการทาํปฏิกิริยาดวย
ภาวะเหมาะสมขางตน โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r ซึ่งมคีวามจาํเพาะกับ 
ppk นัน้มีลําดบันิวคลีโอไทดที่มีความเหมอืนกับยนีที่ตองการจรงิ ดังแสดงในภาคผนวก  ฉ     จงึนํา
ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 ที่ทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวย
ไพรเมอรดังกลาวมาสรางเปนตัวติดตามดีเอ็นเอ เรียกวา PP1, PP2 และPP3  ตามลําดับ 
 
 
 
4.4 การพสิูจนเอกลกัษณของ CU-PK2 และ CU-PK5 โดยการวเิคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด
ของ 16S ribosomal DNA 
 
 ทําการจําแนกแบคทีเรีย CU-PK2 และ CU-PK5 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 16 
เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอ (16S ribosomol DNA)  ที่ไดจากปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรส      จากการ
ทดลองในขอ  3.9  พบวาปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่ใช  ไพรเมอร 27f  และ 1492r จะให
ผลิตภัณฑจาก 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส  จากนั้นสงผลิตภัณฑ PCR ที่
ไดไปหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชบริการของหนวยบริการชีวภาพ สวทช. โดยใชไพรเมอร 4 สายคือ  
27f  350f  1240r และ 1492r เนื่องจากผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมีขนาด 1.5 กิโลเบส  ในการหาลาํดับ
นิวคลีโอไทดจงึตองใชไพรเมอรจํานวน 2 คู เพื่อใหไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความแมนยาํมากที่สดุ 
ซึ่งไดลําดับนวิคลีโอไทดของ CU-PK2 และ CU-PK5 บางสวนคือ 1445 และ 1437 bp ตามลําดับ  
( ภาคผนวก ช )    นําไปวเิคราะหโดยโปรแกรม BlastN เพื่อนาํลําดบันิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบ
ความเหมือนกบัลําดับนวิคลีโอไทดตางๆ ใน GenBank พบวา CU-PK2 และ CU-PK5  มีลําดับนิ
วคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมัลดีเอ็นเอคลายกับลําดับนิวคลีโอไทด 16S rDNA ของสายพนัธุ
ตางๆ ดังแสดงในตารางที่ 4.6 ดังนี ้
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ตารางที่ 4.6 สายพันธุจุลนิทรียที่มลีําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA คลายกับ
ลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S ribosomal DNA ของ CU-PK2 และ CU-PK5 
 
 

จุลินทรีย 
คัดเลือก 

สายพันธุจุลนิทรีย % ความเหมอืน Accession number 
ใน Genbank 

CU-PK2 Klebsiella oxytoca 98 AJ8718559.1 
CU-PK5 Enterobacter aerogenes 99 AF395913 
 
 
4.5 การคนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของ แบคทีเรียตัวอยางที่ม ี ppk ดวย
เทคนิคไฮบรไิดเซชัน (hybridization) 
 
 เมื่อนําผลิตภณัฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ  E.coli  JM 109 ที่ไดจากปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสกับไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r มาติดฉลาก เพื่อเปนดีเอน็เอ
ติดตาม PP1, PP2 และ PP3 ตามลาํดับ  แลวนํามาทํา 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 ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP1    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCR ยีน ppk ของเชื้อ CU-PK2 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM 109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 
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รูปที่ 4.4 Dot blot hybridization ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP2    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCR ยีน ppk ของเชื้อ CU-PK5 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 
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รูปที่ 4.5 Dot blot hybridization ของจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียตัวอยางดวยดีเอ็นเอ
ติดตาม PP3    
 
ชองที ่A1     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1 
ชองที ่A2   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK2 
ชองที ่A3   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK3 
ชองที ่A4   จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK4 
ชองที ่A5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK5 
ชองที ่B1     ผลิตภัณฑ PCRยีน ppk ของ E.coli JM109 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่B2     จีโนมกิดีเอ็นเอของ E.coli  JM109 
ชองที ่B3     จีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1 
ชองที ่B5     จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850  

(แบคทีเรียที่ไมมีความสามารถในการสังเคราะหพอลิเฟตจาก
เอนไซมพอลฟิอสเฟตไตเนส) 

 
จากการใชตัวติดตามดีเอ็นเอทั้งสามคือ  PP1, PP2 และ PP3 ติดตามจีโนมิกดีเอน็เอของ

แบคทีเรียตัวอยางทัง้ 5 สายพันธุ รวมทั้ง  E.coli  JM109 และ  CUW-1     พบวาตัวติดตามดีเอ็นเอ
ทั้งสามเกิดสญัญาณจากการไฮบริไดเซชันกับ CU-PK2, CU-PK5  E.coli  JM109 และตัวควบคุม
ผลบวก แตไมเกิดสัญญาณบวกกับ จีโนมกิดีเอ็นเอของ Lactobacillus plantarum TISTR 850 ซึง่
เปนตัวควบคมุผลลบ แสดงวาตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 มีความสามารถติดตาม ppk 
ของ CU-PK2, CU-PK5 และ  E.coli  JM109  ได 

 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 อรัุจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) ไดทําปฎิกริิยาลูกโซพอลเิมอเรสที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ 
CUP 10 ที่ออกแบบไพรเมอรโดยอางอิงจากสําดับกรดอะมิโนของยนี ppk ของแบคทีเรีย 4 ชนิด 
คือ E.coli, Campyrobacter.coli, Klebsiella aerogenes และNeisseria meningitidis( Lopez 
และคณะ, 1997 ) กับแบคทีเรียตัวอยางที่แยกไดจากโรงบาํบัดน้าํเสียสี่พระยาพบวา ไมเกดิ
ผลิตภัณฑ PCRใน CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 แตเกิดผลิตภัณฑ PCRใน E.coli  JM 109 ซึ่ง
เปนตัวควบคมุผลบวก โดยมีขนาดประมาณ 650 bp และสรางตัวตดิตามดีเอ็นเอ PE จากปฎิกริิยา
ลูกโซพอลิเมอเรสที่ใชไพรเมอรดังกลาว โดยมีจีโนมิกดีเอ็นเอของ E.coli JM109 เปนแมแบบ แลว
นําไปติดตามจีโนมกิดีเอ็นเอของ CUW-1, CUW-3 และ CUW-8 ดวยวธิี Southern hybridization 
พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของเชือ้ CUW-1 และ CUW-3 โดยสัญญาณ
ดังกลาวมีขนาดประมาณ 3 กิโลเบส จากโดยทีย่ังไมทราบลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่
เกิดสัญญาณไฮบริไดซของ CUW-1 และ CUW-3 และเกิดสัญญาณทีข่นาดประมาณ 10 กิโลเบส 
ใน E.coli  JM109 ซึ่งเปนตัวควบคุมผลบวก  
 
 ในงานวิจัยนี้มวีัตถุประสงคเพื่อสรางตวัติดตามดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอยนีประมวลรหัส ppk 
โดยใชขอมูลจากแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เพิม่มากขึ้น เพื่อใหสามารถติดตามแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่อยูใน
ระบบบําบัดน้าํเสียไดมากขึ้น 
  
 จากตัวอยางน้าํเสียของโรงบาํบัดน้ําเสียสีพ่ระยา กรุงเทพมหานคร ดวยการยอมโวลทูิน 
แกรนูลของแบคทีเรียทีแยกไดดวยสารละลายอัลคาไลน ลอฟเฟอรส เมทิลีนบลู พบวาแบคทีเรีย 26 
สายพนัธุสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลในสภาวะที่มีการใหอากาศ  คิดเปน 13.2 เปอรเซนต
ของแบคทีเรียที่แยกไดจากน้ําเสยีทัง้หมด 197 สายพนัธุ เมื่อทําการตรวจสอบความสามารถของ
การสะสมพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล  พบวามีแบคทเีรียคัดเลือก 5 ชนิดคือ CU-PK1, CU-PK2, 
CU-PK3, CU-PK4 และCU-PK5มีการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลลในภาวะใหอากาศและ
ปลดปลอยออกมาในภาวะไรอากาศ แบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการสะสมฟอสเฟตไวภายในเซลล
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สูงสุด คือ CU-PK2 มกีารสะสมฟอสเฟตเทากับ 12.41 เปอรเซ็นต จงึเลือกแบคทีเรียทั้ง 5 สายพนัธุ
ที่คัดเลือกไวมาทดสอบตอไป 
 
 นําแบคทีเรียดังกลาวมาศึกษาความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตดวยเอนไซม
พอลิฟอสเฟตไคเนส พบวา CU-PK2 มีความสามารถในการสังเคราะหพอลฟิอสเฟตสูงที่สุดใน
แบคทีเรียตัวอยางทัง้ 5 ชนิด คือเทากับ 0.075 ดังแสดงในตารางที ่4.3  
 
 ในงานวิจัยนี้ทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิ่ม ppk ดวยดีเจเนอเรตไพรเมอร NLDE-
0199f ซึ่งออกแบบโดย      บริเวณดานปลาย5’เปนลําดับนิวคลีโอไทดที่ออกแบบจากขอมูล
ลําดับอะมิโนอนุรักษที่ตําแหนง 45-60 สวนบริเวณดานปลาย3’มีการแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดที่
ออกแบบจากลําดับอะมิโนอนุรักษ และ TGNY-1435r ซึ่งมีหลกัการออกแบบบริเวณดานปลาย5’ 
และ3’ เชนเดยีวกับ NLDE-0199f โดยทีบ่ริเวณดานปลาย5’เลือกอะมิโนอนุรักษทีต่ําแหนง 457-
466         ( Rose และคณะ 1998 ) การสรางดีเจเนอเรตไพรเมอรที่มกีารแปรผันลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ดานปลาย3 ’ เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนของ  ppk  มคีวามแตกตางกันในแบคทีเรียแตละชนิด  
( McMahon และคณะ 2002 ) 

เมื่อทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวย NLDE-0199f และ TGNY-1435r กับแบคทีเรีย
คัดเลือกทั้ง 5 สายพันธุ และ CUW-1 ทีค่ัดแยกไดโดยอุรัจฉวี ( อุรัจฉวี อุณหเลขกะ, 2544 ) สวน
แบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ ที่แยกไดโดยอุรัจฉวี คือ CUW-3 และ CUW-8 ไมสามารถนาํมาทดลอง
เนื่องจาก แบคทีเรียไมสามารถเติบโตไดเมื่อ  เก็บรักษาแบคทีเรียที่ไวอุณหภูม ิ –20 o ซ นานกวา 1 
ป  
 

ผลของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส พบวาเมื่อปรับภาวะตางๆในการทดลอง คือ การแปรผัน
อุณหภูมิที่ใชในขั้น annealing ตั้งแต 45, 46, 47,48 และ 49 °ซ ตามลําดับ และแปรผันความ
เขมขนของแมกนีเซยีมคลอไรดดวยตั้งแต 0.5, 1.0, 1.5. 2.0 และ 2.5 มิลลิโมลาร ตามลําดับ พบวา
เกิดผลิตภัณฑ PCR   ของเชื้อตัวอยางในการดําเนนิการวิจัยครั้งนี้ 2 สายพนัธุ คือ  CU-PK2  และ  
CU-PK5   รวมทั้งเชื้อ  E.coli  JM 109  ซึง่เปนตวัควบคมุผลบวก ( positive control ) มีขนาดตรง
ตามที่คาดหมาย คือ มีขนาดประมาณ 1300 เบสแพร ดังแสดงในรูปที ่4. 7 สวน CU-PK1, CU-
PK3, CU-PK4 และ CUW-1 ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR 
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โดยที่ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK2 คือ ใชความเขมขนของ
แมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่เหมาะสม คือ 47o ซ 
เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหถูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 

 
ภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทํา PCR ของ CU-PK5 และ E.coli  JM 109   คือ ใชความ

เขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดเทากับ 2.0 มิลลิโมลาร  ใชอุณหภูมิและเวลา annealing ที่
เหมาะสม คือ 45o ซ เปนเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิที่ 72o ซ เปนเวลา 2 นาที 
 

จากนั้นจาํแนกสกุลของ คือ  CU-PK2  และ  CU-PK5ดวยลักษณะทางสัณฐานวทิยารวม
ดวยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอลดีเอ็นเอ ดวยโปรแกรม  DNASIS และ
โปรแกรม BlastN พบวาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอ ใน CU-PK2  
คือ 1445 bpมีความคลายคลึงกับ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอของ Klebsiella oxytoca เทากบั 
92% และลําดบันิวคลีโอไทดบางสวนของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอ็นเอ ใน CU-PK5  คือ 1437 bp 
มีความคลายคลึงกับ 16 S rDNA ของ Enterobacter aerogenes เทากับ 99% 

 
ดังนัน้ CU-PK2 นาจะเปน Klebsiella oxytoca และ CU-PK5 นาจะเปน Enterobacter 

aerogenes  ซึ่งทัง้สองชนิดยังไมมีรายงานวาถูกพบในระบบบําบัด แต Klebsiella oxytoca และ 
Enterobacter aerogenes เปนแบคทีเรียจําพวก Gamma proteobacteria  ซึ่งมีความสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Wagner (Wagner และคณะ,1994 ) ซึ่งไดทําการทดลองยอมสีโวลูทินกรานูลของ
แบคทีเรียที่ไดจากการเพาะเลี้ยงดวย DAPI พบวา แบคทีเรียในระบบบําบัดสวนใหญอยูในแกมมา
ซับคลาสของ proteobacteria  

 
เนื่องจากพบผลิตภัณฑ PCR เมื่อทาํปฏิกริยาลูกโซพอลเิมอรเรสของ CU-PK2   และ  CU-

PK5 และ E.coli  JM 109 กับไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r จึงนาํผลิตภัณฑ PCR
ดังกลาวซึ่งมีลาํดับนิวคลีโอไทดของ ppk บางสวนไปเทียบหาความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX 
version 2.2.10 ที่แปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลาํดับกรดอะมิโน และเทยีบความเหมือนกบั
ลําดับกรดอะมิโนในฐานขอมูล  GenBank  

พบวาผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK2 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 485 bp มีความคลายของ
ลําดับกรดอะมิโน 92% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes  สวนผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK5 
ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 423 bp มีความคลายของลําดับกรดอะมิโน 100% ตอ ppk ของ 
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Escherichia coli K-12 และผลิตภัณฑ PCR ของCU-PK5 ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด 345 bp มีความ
คลายของกรดอะมิโน 73% ตอ ppk ของ Klebsiella aerogenes   

 
ซึ่งผลการเทียบหาความเหมอืนดวยโปรแกรม BlastX ที่ไดของผลิตภัณฑ PCR ใน CU-

PK2 มีความสอดคลองกับผลการจําแนกสกุลดวยขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอล
อารเอ็นเอ กลาวคือ  CU-PK2  นาจะเปนแบคทีเรียในกลุม  Klebsiella sp.  และมชีิ้นสวนของ ppk 
บางสวนเหมือน ppk ของ Klebsiella aerogenes ซึ่งมีรายงานวามกีารสะสมพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลล ( Kuroda และคณะ, 1997 ) 

ผลการจําแนกสกุลดวยขอมลูลําดับนิวคลโีอไทดของ 16 เอสไรโบโซมอลอารเอน็เอของ 
CU-PK5 ทาํใหคาดวา CU-PK5 นาเปน Enterobacter aerogenes ซึ่งยังไมมีรายงานวาพบ
แบคทีเรียสายพันธุนี้ในระบบ EBPR แตผลการเทยีบหาความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน 423 bp 
ดวยโปรแกรม BlastX ของผลิตภัณฑ PCR  ใน CU-PK5 จะเหมือนกบั ppk ของ Escherichia coli 
K-12  ถึง 100% ซึ่งมีรายงานวาแบคทีเรียชนิดนี้มกีารสะสมพอลฟิอสเฟตไวภายในเซลล ( Ault-
Riche และคณะ, 1998 ) 

สวนผลการเทยีบหาความเหมือนดวยโปรแกรม BlastX ของผลิตภัณฑ PCRใน E.coli  JM 
109 ซึ่งมีลําดบันิวคลีโอไทด 345 bp นั้นมีความเหมือนกับ ppk ของ Klebsiella aerogenes ถึง 
73% เนื่องจากลําดับนวิคลโีอไทดของ ppk ใน E.coli  JM109 ที่นําไปเทียบความเหมือนเปนเพยีง
บางสวนของ ppk เทานั้น 
 

ผลิตภัณฑ PCR ของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM 109  ทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยา
ดวยภาวะเหมาะสมขางตน โดยใชไพรเมอร NLDE-0199f และ TGNY-1435r ซึ่งมคีวามจาํเพาะกับ 
ppk นั้นมีลาํดับนิวคลีโอไทดที่มีความเหมือนกับยีนที่ตองการจริง จงึนําผลิตภัณฑ PCR ของ CU-
PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 ทีท่ําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรสดวยไพรเมอรดังกลาวมาสราง
เปนตัวติดตามดีเอ็นเอ ดวยการติดฉลากดวย digoxygenin เรียกวา PP1, PP2 และPP3  
ตามลําดับ 
 นําตัวติดตามดีเอ็นทัง้สามมาติดตามจีโนมิกดีเอ็นเอของ CU-PK1, CU-PK2, CU-PK3, 
CU-PK4, CU-PK5, CUW-1 และ E.coli  JM109 ดวยวิธ ีdot blot hybridization พบวาตัวติดตาม
ดีเอ็นเอที่สรางขึ้นในงานวิจัยนี้สามารถติดตามแบคทีเรียที่มียนีประมวลรหัส ppk ไดจริง เนื่องจาก
ปรากฏสัญญาณไฮบริไดซของจีโนมิกดีเอ็นเอของ CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  JM109 เมื่อ
ติดตามจีโนมกิดีเอ็นเอของแบคทีเรียดังกลาวดวยดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นทัง้สาม ทั้งนี้เนื่องมาจาก
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ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีนประมวลรหัส ppk ของแบคทีเรีย CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli  
JM109 มีความคลายคลงึกันแสดงโดย การเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตวัติดตาม
ดีเอ็นเอทัง้สามดวยโปรแกรม ClustalX ดังแสดงในภาคผนวก ซ ซึง่มีรายงานวาลาํดับกรดอะมิโน
ของพอลิฟอสเฟตไคเนสของE. coli และ K. aerogenes มีความเหมอืนกันถึง 91% ( Kornberg 
และคณะ, 1999 )  

 ในป 2002 McMahon และคณะไดแบงกลุม ppk ตามความคลายคลึงลําดับนิวคลีโอไทด
และลําดบัอะมิโนเปน 4 type ดังแสดงในรูปที ่ 5.1 ซึง่ดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในงานวิจัยนี้อาจมี
ความสามารถติดตามแบคทีเรียที่มียนีประมวลรหัส ppk type IV เทานัน้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.1 Phylogenetic tree ของแบคทีเรีย 23 สายพันธุ ที่มียีนประมวลรหสั ppk  
( McMahon และคณะ, 2002 )  
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              จากผลการทดลอง dot blot hybridization ดวยตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และPP3 
ไมพบสัญญาณไฮบริไดซกับจีโนมกิดีเอ็นเอของ CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 และ CUW-1 ทั้งๆที่
แบคทีเรียทัง้ 4 ตรวจพบกจิกรรมของเอนไซมพอลฟิอสเฟตไคเนส และมีการสะสมพอลิฟอสเฟตไว
ภายในเซลลของแบคทีเรีย คาดวาแบคทีเรียดังกลาวอาจมยีีนประมวลรหัส ppk type อ่ืน
นอกเหนือจากtype IV หรือการสะสมพอลิฟอสเฟตของแบคทีเรียดังกลาวอาจเกิดจากปจจยัอื่นรวม
ดวยนอกเหนอืจากเอนไซมพอลิฟอสเฟตไคเนส กลาวคือมีรายงานวาแบคทีเรียบางชนิดมกีารสะสม
พอลิฟอสเฟตไวภายในเซลลแตไมมียีนประมวลรหัสพอลิฟอสเฟต นอกจากนี้ยงัมกีารตรวจพบการ
สังเคราะหพอลิฟอสเฟตในแบคทีเรียหลายชนิด ซึ่งเปนแบคทีเรียกลายพนัธุที่บริเวณยีน ppk          
( Kornberg และคณะ, 1999 ) นอกจากนี้ยงัพบวามีเอนไซมอ่ืนที่เกยีวของกับการสังเคราะหพอลิ
ฟอสเฟต นัน่คือ Polyphosphate: AMP Phosphotransferase ( PAP ) ในแบคทีเรีย 
Acinetobacter johnsonii ซึ่งสังเคราะหพอลิฟอสเฟตโดยใช ADP เปนสับเสรต ดงัแสดงในสมการ
ที่ 5.1 ( Itoh และ Shiba, 2004 ) ซึ่งในอดีตเขาใจวา PAP มีแต forward activity เทานัน้ ( Van 
Groenestijin และคณะ, 1989 ) ( Bonting และคณะ, 1991 )  แต A. johnsonii เปนแบคทีเรียที่มี
ยีน ppk ดวย 
 
                         AMP                              Poly( P )n-1      +      ADP       สมการที ่5.1 
 
 อุรัจฉวี อุณหเลขกะ ( 2544 ) สรางตัวติดตามดีเอ็นเอ PE จากการติดฉลากผลิตภัณฑ 
PCR ของ E.coli  JM109 ที่ใชไพรเมอร  CUP9 และ CUP 10 เมื่อทําการทดลอง dot blot 
hybridization พบวาปรากฏสัญญาณแสดงตําแหนงของ ppk ของเชื้อ CUW-1 สวนงานวิจัยนี้สราง
ตัวติดตาม PP3 จากการติดฉลากผลิตภัณฑ PCR ของ E.coli  JM109 ที่ใชไพรเมอร NLDE-0199f 
และ TGNY-1435r แตไมพบสัญญาณไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของ CUW-1 ทั้งนี้เปนเพราะ   
ไพรเมอร CUP-9 และ CUP-10 ออกแบบโดยเลือกลําดับกรดอะมิโนคนละตําแหนงกบัการ
ออกแบบ NLDE-0199f และ TGNY-1435r โดยที่การออกแบบไพรเมอร CUP-9 เลือกลําดับอะมโิน
อนุรักษที่ตําแหนง 515-521 และตําแหนง 723-728 สําหรับ CUP-10 สําหรับการออกแบบไพรเมอร 
NLDE-0199f เลือกลําดับอะมิโนอนุรักษทีต่ําแหนง 45-60 และตําแหนง 457-466 สําหรับ TGNY-
1435r ทําใหเกิดชิ้นสวนของผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดคนละสวนของ ppk  
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             งานวจิัยนี้ไดแยกแบคทีเรียทีม่ีการดูดซับพอลิฟอสเฟตไวภายในเซลล 5 สายพนัธุ และ
สรางตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1 และPP2 จากแบคทีเรียทีค่ัดแยกไดขางตน คือ Klebsiela oxytoca 
และ Enterobacter aerogenes ตามลําดับ นอกจากนีย้ังสรางตวัติดตามดีเอ็นเอ PP3 จาก 
Escherichia coli JM109 ซึ่งผลจากการเปรียบเทยีบลําดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตวัติดตาม    
ดีเอ็นเอทัง้สามดวยโปรแกรม ClusterX ดังแสดงในภาคผนวก ซ ทาํใหทราบถึงความคลายคลงึกัน
ของลําดับยนีประมวลรหัส ppk ของแบคทีเรียทัง้สาม และตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 
ที่สรางขึน้คาดวาสามารถติดตามชิ้นสวนของยีนประมวลรหัส ppk ทีค่ลายกับ ppk type IV ได 
ดังนัน้งานวิจัยที่ควรศึกษาตอไป คือ พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย CU-PK1, CU-PK3, CU-PK4 
และ CUW-1 โดยวิเคราะหลําดับของ16S rDNA ซึ่งทาํใหทราบวาแบคทีเรียดังกลาวเปนแบคทีเรียที่
มียีนประมวลรหัส ppk ในtypeใด  เพื่อทราบถึงขอบเขตในการติดตามของตัวติดตามดีเอ็นเอที่
สรางขึ้นในงานวิจยันีว้ามีความสามารถติดตามแบคทีเรียที่มยีีนประมวลรหัส ppk type อ่ืนๆได
หรือไม และพฒันาไปสูตัวตดิตามดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสงูขึ้นในตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1. อาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีชนดิแข็ง  ( Waste  water  agar  medium  ) 
 
 น้ําเสยี              1000.0   มิลลิลิตร 
 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออโธฟอสเฟต     0.1     กรัม 
 วุนผง                   15.0    กรัม 
 ปนเหวี่ยงน้าํเสียเพื่อกาํจัดตะกอน  แลวจงึนาํน้าํเสียปริมาตร  500   มิลลิลิตร  มากรอง
ผานแผนกรองไนโตรเซลลูโลส  ( nitrocellulose  membrane  filter )  ที่มีขนาด  0.45 ไมโครเมตร
เพื่อใหปราศจากเชื้อ  น้าํเสยีสวนที่เหลืออีกสวนหนึ่งปริมาตร  500  มิลลิลิตร  นํามาละลายกับ
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและวุนผงจากนัน้จึงทาํใหปราศจากเชื้อดวยการนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  แลวจงึผสมน้ําเสียทัง้สองสวนเขาดวยกนัในสภาวะปราศจากเชือ้ 
 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสงัเคราะหชนิดแข็ง ( 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 

สารละลายแรธาตุ                                                                            2.0        มิลลิลิตร 
             วุนผง                                                                                             15.0       กรัม 
             น้ํากลั่น                                                                                       1000.0      มิลลิลิตร 
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สารละลายแรธาตุตางๆ 
              เฟอริกคลอไรด (FeCl3.6H2O)                                                         1.50       กรัม 
              กรดบอริก (H3BO3)                                                                        0.15       กรัม 
. 
               โคบอลตคลอไรด (CoCl2.6H2O)                                               0.15       กรัม 
               แมงกานีสคลอไรด (MnCl2.4H2O)                                            0.12       กรัม 
               ซงิคซัลเฟต (ZnSO4.7H2O)                                                      0.12       กรัม 
               โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O)                                         0.06       กรัม 
               คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)                                              0.03       กรัม 
               โพแทสเซียมไอโอไดด (KI)                                                        0.03       กรัม 
               น้ํากลั่น                                                                             1000.0.        มิลลิลิตร 
 

  
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน  สําหรับสารละลายแรธาตุตางๆ ทาํให

ปราศจากเชื้อดวยการกรองผานแผนกรองไนโตรเซลลูโลสที่มีขนาด 0.45 ไมโครเมตร  แลวจึง
เติมลงในอาหารปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

 
 
 
3. อาหารเลีย้งเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดเหลว  (Synthetic waste water  medium) 

 
     สูตรอาหารและวิธกีารฆาเชื้อเปนสูตรเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อน้ําเสยีสังเคราะหชนิดแข็ง
แตไมมีการเติมวุนผง 
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4. อาหารแขง็นิวเทรียนท(Nutrient  agar) 
เนื้อสกัด                                                                          3.0          กรัม 
แบคโตเปปโทน                                                                5.0          กรัม. 

                       วุนผง                                                                             20.0          กรัม                                 
                       น้ํากลัน่                                                                       1000.0         มิลลิลิตร. 
 
                       นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
 
5. อาหารนิวเทรียนทเหลว (Nutrient  broth) 

สูตรอาหารและวิธีการฆาเชือ้เปนสูตรเดียวกับอาหารแขง็นวิเทรียนท แตไมมีการเติมวุนผง 
 

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.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 

1.  กลีเซอรอล 
 
นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปน

เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชือ้ซํ้าอีกรอบหนึ่ง 
 
2. สารละลายอัลคาไลน ลอฟเฟอรส เมทิลีนบลู 

 
เมธิลีนบล ูคลอไรด     5.0    กรัม 
เอทธิลแอลกอฮอล 95 เปอรเซ็นต    10.0  มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น       10.0  มิลลิลิตร 
 
ผสมสารใหเขากันแลวปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 8.0 ดวยโปแตสเซียมไฮดรอกไซด

แลวเก็บในขวดสีชา 
 

3. สารละลายผสมสาํหรับทดสอบฟอสเฟต   
 

1.) สารละลายแอมโมเนียมพาราโมลิบเดต 
           Ammoniumparamolybdate  (NH4)6Mo7 O24.4H2O 15     กรัม            
             น้ํากลั่น        500     มิลลิลิตร 
            เก็บในขวดพลาสติก ไมใหโดนแสง 
 
2.) สารละลายกรดไฮโดรคลอริก 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน       140    มิลลิลิตร 
น้ํากลั่น          900    มิลลิลิตร 
             เก็บในขวดแกวและเย็น 
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3.)สารละลายกรดแอสคอรบิค 
กรดแอสคอรบิค 27     กรัม 

        น้ํากลั่น        500    มิลลิลิตร 
เก็บใสขวดพลาสติกชนิดทนเย็นที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 
 

4.) สารละลายโพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต 
โพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต      0.34    กรัม 

       น้ํากลั่น        250     มิลลิลิตร 
       เก็บในขวดแกวหรือพลาสติก 

 
ผสมสารขางตนเขาดวยกนั ดังนี ้

                  Mixed reagent 
  1.) สารละลายแอมโมเนียมพาราโมลิบเดต    100    มิลลิลิตร 
   2) สารละลายกรดไฮโดรคลอริก     250    มิลลิลิตร 
   3.)  สารละลายกรดแอสคอรบิค     100    มิลลิลิตร 
   4.) สารละลายโพแตสเซียมแอนติโมลิบเดต    50       มิลลิลิตร. 
             หมายเหตุ     
- ผสมใหเขากนั  และใชภายใน 4 ชั่วโมง  เนื่องจากผสมเขาดวยกนัแลว    สารเหลานี้ไมเสถียร 
-กอนทาํการทดลองแชเครื่องแกวทุกชิน้ดวยกรดไฮโดรคลอริก เขมขน10% ทิ้งไวขามคืน 
 

4. สียอมโทลูดิอินบล ู
โทลูดิอิน บลู       6    มิลลิกรัม 
กรดอะซิติก เขมขน 40 มิลลิโมลาร    1,000   มิลลิลิตร 

 
5. สารละลายบฟัเฟอรทริส-อีดีทีเอ เขมขน 0.05 โมลาร 

ทริสมา เบส       3.0275         กรัม 
อีดีทีเอ        0.7444    มิลลิลิตร 
น้ํากลัน่        450    มิลลิลิตร 
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ปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 7.6 ดวยกรดไฮโดรคลอริก แลวปรบัปริมาตรใหเปน 500 
มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่  นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน 

 
6. สารละลาย Lowry 

ประกอบดวย 
1.) Lowry A 

โซเดียมคารโบเนต     60.0   กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด     12.0   กรัม 
โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต    0.6     กรัม 
น้ํากลัน่       3,000 มิลลิลิตร 
 

2.) Lowry B 
คอปเปอรซัลเฟต      5.0    กรัม 
น้ํากลัน่       1,000  มิลลิลิตร 
 

3.) Lowry C 
ผสม Lowry A      50    สวน 
        Lowry B      1      สวน 
 

4.) Lowry D 
สารละลายโฟลินฟนอลรีเอเจนท    1      สวน 
น้ํากลัน่       1      สวน 
 

7.  ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล  QIAquick® Gel Extraction kit  
 
 ประกอบดวย 
  Buffer QG 
  Buffer PE (concentrate) 
  Buffer EB 
  Collection tube  
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  QIAquick Spin colum 
 

กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลใหเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer 
PE       ทําการสกัดดีเอ็นเอตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
8.  สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุทีอุ่ณหภูมิ      
60°ซ ปริมาตร 80 มล.  เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.       นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่ฆา
เชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสยีสภาพ) 
 
9 . Denaturation buffer 
 
  โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5   โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      1.5 โมลาร 
 
 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จนหมดแลวจึงละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
10. Neutralization buffer 
 
  Trismabase      0.5  โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      3.0 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจปุริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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11. สารละลาย 20XSSC 
 
  โซเดียมคลอไรด      3.0  โมลาร 
  โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดาง
เปน 7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
12. สารละลาย 2XSSC 
  
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. ผสมใหเขา
กัน  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
13. สารละลาย 2XSSC/0.1% SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นเติม
สารละลาย 0.1% SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
14. สารละลาย 0.5XSSC/0.1% SDS 
 
 ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นเติม
สารละลาย 0.1% SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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15. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and detection  
     starter kit I (Roche, Germany) 
 
 ประกอบดวย 
  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) 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1  โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1 โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1 โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดาง
ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
16. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 
  Trismabase (C4H11NO3)    121.1  กรัม 
  กรดไฮโดรคลอริกเขมขน          42  มล. 
 
 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
17. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 
  EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)       186.1     กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด             20     กรัม 
 
 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 
เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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18. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  
 
  Tris-HCl      10.0 มิลลิโมลาร 
  EDTA       1.0 มิลลิโมลาร 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล. 
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
19. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 
  Tris base      242 กรัม 
  กรดอะซีติกเขมขน     57.1 มล. 
  สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร pH 8.0  100 มล. 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ 
เปนเวลา 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  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  
นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 °ซ เปนเวลา 20 นาที 
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21. สารละลายฟนอล (phenol)  
 
 นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 °ซ  จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%  แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  ความเปน
กรด-ดางเปน 8.0  ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) เขยาใหเขากันแลวต้ังทิ้งไวเปนเวลา
ขามคืน นําชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด) ถายัง
ไมไดใหดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลง
ไปอีกครั้ง  ทําเชนน้ีตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางมากกวาหรือเทากับ 7.8    
สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง เก็บที่อุณหภูมิ 4°ซ 
ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 
 
22. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
23. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 
 ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1  (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) เก็บไวที่อุณหภูมิ 4°ซ 
 
24. สีติดตาม 
 
  Bromphenolblue     0.025% 
  สารละลายซูโคส      40     % 
 
 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°ซ   
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25. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 
 ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE  ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
 
26. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2  
 
 ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล. นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121°ซ เปนเวลา 20 นาที 
 
27. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinaseK) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 
 ละลายผงโปรตีเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ –20°ซ 
.  
28. สารละลายไลโซไซม (lyzozyme) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผงไลโซไซม น้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. เก็บ
ที่อุณหภูมิ –20°ซ 
 
29. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล. 
เก็บที่อุณหภูมิ –20°ซ 
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30. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 
 ผสม dNTP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรสารละ 
10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 
ไมโครลิตร เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20°ซ 
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ภาคผนวก ค 
 

 แสดงกราฟมาตรฐานปริมาณฟอสเฟต ทีค่วามเขมขนเทากับ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 มิลลิกรัม
ตอลิตร 
 
 

 
คํานวนหาเปอรเซนตการสะสมฟอสเฟตภายในเซลล ดังนี ้
 
ปริมาณฟอสเฟตที่สะสมในเซลล   =  ปริมาณฟอสเฟตในสารละลายในสภาวะไรอากาศ  -   
                                                      ปริมาณฟอสเฟตในสารละลายในสภาวะใหอากาศ 
                                                                         
เปอรเซนตการสะสมฟอสเฟตภายในเซลล  =   ปริมาณฟอสเฟตที่สะสมในเซลล   x  100 
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ภาคผนวก ง 
 

 แสดงกราฟมาตรฐานปริมาณโปรตีน โบวาย ซีรัม อัลบูมิน ที่ความเขมขนเทากับ 
0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 และ200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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ภาคผนวก จ 

 
  ตารางแสดงจาํนวนแบคทเีรียที่ม ีvolutin granule และจํานวนแบคทีเรียที่มีการสะสมและ
สลาย  พอลฟิอสเฟตในภาวะที่แตกตางกนั 
 
จํานวนแบคทีเรียที่มี volutin 

granule (สายพันธุ) 
แบคทีเรียที่มกีารสะสมพอลิ
ฟอสเฟตในภาวะใหอากาศ
และปลดปลอยพอลิฟอสเฟต
ในภาวะไรอากาศ (สายพนัธุ) 

แบคทีเรียที่มกีารสะสมพอลิ
ฟอสเฟตในภาวะไรอากาศและ
ปลดปลอยพอลิฟอสเฟตใน
ภาวะใหอากาศ (สายพันธุ) 

 
26 

 
5 

 
21 
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ภาคผนวก ฉ 
 

การเปรียบเทียบความคลายของกรดอะมิโนโดยโปรแกรม 
BlastX version 2.2.10 

 
Query  หมายถึง  ลําดับอะมิโนในงานวิจัยนี้ 
Sbjct   หมายถึง  ลําดับอะมิโนที่เปรียบเทียบใน Genbank 
+          หมายถึง  กรดอะมิโนกลุมเดียวกัน 
 
 
1. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจีในมิกดีเอ็นเอของ CU-PK2 โดยใชไพรเมอร 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. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิรยิา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจีในมิกดีเอ็นเอของ CU-PK5 โดยใชไพรเมอร 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. ผลจากการเทียบความคลายของกรดอะมิโนบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิรยิา 
ลูกโซพอลิเมอเรสของ ppk  จากจใีนมิกดีเอ็นเอของ E. coli JM 109 โดยใชไพรเมอร 
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 
 

การเปรียบเทียบหาความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดโดยโปรแกรม 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 
 
 

การเปรยีบเทียบลาํดับนวิคลีโอไทดบางสวนของตัวติดตามดีเอ็นเอ PP1, PP2 และ PP3 ที่
สรางจาก CU-PK2, CU-PK5 และ E.coli JM109 ตามลาํดับดวยโปรแกรม ClustalX 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวปวีณา รัตนมาศ เกิดเมื่อวนัที ่ 23 พฤษภาคม พ.ศ. 2522 ที่จังหวัดสงขลา สําเร็จ
การศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลยัสงขลานครนิทร ในปการศึกษา 2543 และเขารับการศึกษาตอในระดับปริญญา
มหาบัณฑิต สาขา  จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจลุชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย   ในปการศึกษา 2544 
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