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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ทุกชนิด ปรับพีเอชใหมีคาตามตองการดวย 1M HCl และ 1 M NaOH ฆา 
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.  อาหารแข็งเมทานอล (Kato et al., 1988) 
 

1.1 Basal medium 
 

NaNO3     2.0  กรัม 
(NH4)2 SO4     2.0  กรัม 
K2HPO4     2.0  กรัม 

        KH2PO4     1.0  กรัม 
       MgSO4.7H2O    0.2   กรัม 
       yeast extract    1.0  กรัม 
       mineral solution   10.0  มิลลิลิตร 
       vitamin solution   10.0  มิลลิลิตร 
       agar    15.0  กรัม 
       น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

  
ปรับพีเอชเปน 7.0, เติม vitamin solution หลังการนึ่งฆาเชื้อและเติมเมทานอลกอนใชงาน 

ตามความเขมขนที่ตองการ 
 
1.2 Metal solution  
 

CaCl2.2H2O     40 0  มิลลิกรัม 
H3BO3     50 0  มิลลิกรัม 
CuSO4.5H2O    4.0  มิลลิกรัม 
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KI      10.0  มิลลิกรัม 
FeSO4.7H2O    20.0  มิลลิกรัม 

MnSO4.4⋅7H2O    40.0  มิลลิกรัม 
ZnSO4.7H2O    40.0  มิลลิกรัม 
Na2MoO4.2H2O    10.0  มิลลิกรัม 
น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

 
 เตรียมเสร็จแลวเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

1.3 Vitamin solution  
 

biotin     0.2  มิลลิกรัม 
calcium pantothenate   0.5  มิลลิกรัม 
thiamin HCl    0.5  มิลลิกรัม 
ρ-aminobenzoic acid   0.5  มิลลิกรัม 

       nicotinic acid    0.5  มิลลิกรัม 
       pyridoxin HCl    1.0  มิลลิกรัม 
       riboflavin     0.5  มิลลิกรัม 
       folic acid     0.2  มิลลิกรัม 
       น้ํากลั่น    1.0  ลิตร 

 
 เตรียมเสร็จกรองดวยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลวเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
 เติม metal solution 10 มล. (ขอ 1.2) ลงใน basal medium (ขอ 1.1) แลวนําไปฆาเชื้อจากนั้น
เติม vitamin solution 1 มล. (ขอ 1.3) และเติมเมทานอลตามที่ตองการผสมใหเขากัน (ในกรณีที่ใช 
basal medium 1000 มล.) 
 
2.  อาหารเหลวเมทานอล (Kato et al., 1988) 
 
 ใชสูตรเดียวกบั Methanol agar แตไมใส agar 
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3.  อาหารแข็ง Nutrient  
 
 beef extract     3.0   กรัม  
 peptone     5.0   กรัม 

agar     15  กรัม 
 น้ํากลั่น    1  ลิตร 

 
ปรับพีเอชเปน 6.8 – 7.0 
 

4.  อาหารเหลว Nutrient 
 
 ใชสูตรเดียวกบั Nutrient agar แตไมใส agar 
 
5.  อาหารแข็ง LB  
 
 Bacto tryptone    10  กรัม 
 Bacto yeast extract   5  กรัม 
 NaCl     10  กรัม 
 Agar     15  กรัม 
 น้ํากลั่น     1  ลิตร 
 
6.  อาหารเหลว LB  
 
 ใชสูตรเดียวกบัอาหารแข็ง LB แตไมใส agar 
 LB medium เปนอาหารที่ใชเล้ียงเชื้อ Escherichia coli ในงานวจิัยนี้ไดมีการเติม  
ampicillin 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
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อาหารที่ใชทดสอบคุณสมบตัิทางชีวเคมีและสรีรวิทยา 
 

1.  Nitrate broth 
  
 KNO3      0.2  กรัม 
 Peptone     5.0  กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0  ลิตร 
 Agar     1.7  กรัม 
  
 ใสหลอดทดสอบ 15 มิลลิลิตร ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอ
ตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
 
2.  MR-VP broth 
 
 Peptone     7.0  กรัม 
 K2HPO4     5.0  กรัม 
 Glucose     5.0  กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0  ลิตร 
 
 ปรับพีเอช ซ่ึงเมื่อฆาเชื้อแลวใหมีพีเอช เปน 6.9 ตวงใสหลอดทดสอบละ 5 มิลลิลิตร ฆา
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปน
เวลา 15 นาท ี
 
3.  Simmon citrate agar 
 
 Na3C6H5O7    2.0  กรัม 
 NaCl     5.0  กรัม 
 MgSO4     0.2  กรัม 
 NH4H2PO4    1.0  กรัม 
 K2HPO4     1.0  กรัม 
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 Brom thymol blue   0.08  กรัม 
 Agar     15.0  กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0  ลิตร 
  
 ละลายสวนประกอบตาง ๆ ปรับพีเอชเปน 6.9 ตมจนวุนละลาย ใสหลอดทดสอบ นึ่งฆาเชื้อ 
แลววางเอียงทาํสแลนทใหอาหารแข็งตัว 
 
4.  Triple Sugar Iron Agar 
 
 Beef extract    3.0  กรัม 
 Yeast extract    3.0  กรัม 
 Peptone     20.0  กรัม 
 Glucose     1.0  กรัม 
 Lactose     10.0  กรัม 
 Sucrose     10.0  กรัม 
 FeO3SO4 หรือ 
 Fe (NH4)2 (SO4)2 6H2O   0.2  กรัม 
 NaCl     5.0  กรัม 
 Na2SO4     0.2  กรัม 
 Phenol red    0.024  กรัม 
 Agar     13.0  กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0  ลิตร 
 
 ปรับพีเอชเปน 7.3 ตมจนละลายเขากัน แบงใสหลอดทดสอบฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน
ไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา  15  นาที ทําสแลนท
ในลักษณะใหมี deep butt 
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5.  Nutrient agar 
 
 Beef extract    3.0  กรัม 
 Peptone     5.0  กรัม 
 Agar     15.0  กรัม 
 น้ํากลั่น     1.0  ลิตร 
 
 ปรับพีเอชเปน 6.8 นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว 
(อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา  15  นาที 
 
6.  Starch agar 
 
 Soluble starch    10  กรัม 
 น้ํากลั่น     50  มิลลิลิตร 
 Nutrient agar    1  ลิตร 
  
 ละลายแปงจนหมดในน้ํา ผสมกับ Nutrient agar ที่กําลังหลอมเหลว นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย 
หมอนึ่งความดันไอที ่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 10  
นาที เทลงจานแกว 
 
7.  Fermentation Glucose medium 
 
 Beef extract    3.0  กรัม 
 Peptone     5.0  กรัม 
 Glucose     10.0  กรัม 
 Brom thymol blue    4.0  กรัม 
  
 ปรับพีเอช เปน 6.8-7.0 
 ควรเตรียมหลอดทดสอบที่ใสหลอดดักแกสไวแลวไปอบฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 180 องศา 
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เซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จึงเตรียมอาหารที่จะนําไปทําการทดสอบ ใสหลอดละประมาณ 6 
มิลลิลิตร แลวนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 
รีบยกออกมาแชในน้ําเย็น ทั้งนี้เพื่อปองกันน้ําตาลแตกตวัเพราะอาจจะเสียคุณสมบัติของน้ําตาลไป 
 
8.  อาหารสําหรับทดสอบการสรางกรดจากคารโบไฮเดรต 
 
 Basal medium 
 (NH4)2HPO4    1.0  กรัม 
 KCl      0.2  กรัม 
 MgSO4.7H2O    0.2  กรัม 
 Yeast extract    0.2  กรัม 
 
 ปรับพีเอชใหเปน 7 กอนเติม brom cresol purple (0.04 เปอรเซ็นตโดยน้าํหนัก) กอนนึง่ฆา
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส) เปน
เวลา 20 นาท ี
 
 Carbohydrate solution  
 
 ละลายน้ําตาลในน้ํากลั่นปริมาตรไมควรเกิน 10 มิลลิลิตร โดยคํานวณใหมีความ 
เขมขนสุดทาย 0.5 เปอรเซ็นต แลวฆาเชื้อโดยวิธีการกรองผานเมมเบรน ที่มีขนาดรูกรอง 0.2 
ไมโครเมตร แลวผสมกับ basal medium ที่ผานการฆาเชือ้แลว แลวจึงแบงใสหลอดที่ผานการฆาเชื้อ
แลว หลอดละ 3-5 มิลลิลิตร 
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การทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี และเซลลของแบคทีเรีย 
 

1.  ลักษณะทางสัณฐานของโคโลน ี
 
 เมื่อทําการแยกเชื้อดวยวิธีเทเพลท แบคทีเรียแตละเซลลเจริญเปนโคโลนี มองเห็นไดดวยตา
เปลา แบคทีเรียชนิดเดียวกนัจะมีรูปลักษณของโคโลนีเหมือนกัน และแตกตางจากแบคทีเรียตาง
ชนิด ลักษณะนี้จึงถูกนํามาใชเปนสวนหนึง่ของการจําแนกชนิดแบคทเีรีย รูปลักษณของโคโลนีที่
ตองบันทึกเพือ่ใชในการจําแนกคือ 
 
 รูปราง (Form) 
     
    Punctiform จุดกลม เสนผาศูนยกลางไมเกิน 1 มิลลิเมตร 
    Circular  กลม ขอบเรียบ เสนผาศูนยกลางเกิน 1 มิลลิเมตร 
    Filamentous ลักษณะเปนเสนแผกระจายออก หรือสานกนั 
    Irregular รูปรางไมแนนอน เสนขอบคดโคง 
    Rhizoid  เสนขอบไมเรียบ แตกออกคลายรากไม 
    Spindle  คลายรูปกระสวย มักเกดิอยูภายในเนื้ออาหาร 
 
 ความสูง (Elevation) 
 
    Flat  โคโลนีแบนราบ ไมมีความสูง 
    Raised  โคโลนีหนาราบ หรือเปนชั้น ๆ 
    Convex  โคโลนีสูงโคงคลายกระจกนนู 
    Pulvinate โคโลนีสูงโคงคลายเบาะรองนั่ง 
    Umbonate โคโลนีโคงตรงกลางนูนเปนชั้นที่สอง 
 
 ขอบของโคโลนี (Margin) 
  
    Entire  ของโคโลนีเรียบ 
    Undulate ขอบโคโลนีเปนร้ิว 
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    Lobate  ขอบโคโลนีเปนรองลึก 
    Erose  ขอบโคโลนีคลายหนามแหลมยื่นออกไป 
    Filamentous เปนเสนยืน่ออกไปโดยรอบ 
    Curled  เปนวงริว้เสนขนานรอบโคโลนี 
 
2.  การยอมสีแบบแกรม 
 
 วิธีปฏิบัต ิ

1. ทําความสะอาดสไลดและเชด็ใหแหง 
2. เตรียมรอยสเมยีรละตรึงเซลลดวยความรอม 
3. หยดสี crystal violet ใหท วมรอยสเมียร ทิ้งไว 1 นาท ี
4. เทสีที่เหลืองที่คางบนสไลดลงในอางน้ํา แลวชะดวยสารละลายไอโอดนี หลังจากนั้น

หยดสารละลายไอโอดีนใหทวมรอยสเมียร และทิ้งไวนาน 1 นาท ี
5. เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง แลวชะดวยสารละลายแอลกอฮอล 95 % หรือแอลกอฮอลอา

ซีโตน จนกระทั่งไมมีสีมวงละลายออกมา แตอยาใหเกิน 20 วินาที แลวลางน้ําทันที
โดยใหน้ําผานเบา 

6. ซับดวยกระดาษซับ แลวยอมทับดวยสี safanin O ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไว 1 นาท ี
7. เทสีทิ้ง ลางดวยน้ํา แลวซับดวยกระดาษซับ วางทิ้งไวใหแหง 
8. นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน 

 
3.  การยอมสีเอนโดสปอร 
 
 วิธีปฏิบัติ  

1. นําสไลดที่เตรียมเชื้อแลวนําไปวางไวบนไอน้ําเดือด 
2. หยดสารละลาย 5 เปอรเซ็นตมาลาไคล กรีน (malachite green) ในน้ํากลั่น ประมาณ 10 

นาที (ระวังอยาใหสีมาลาไคทกรีนแหงตองเติมสีตลอดเวลา) 
3.  ลางดวยน้ําประปา 10 วินาที ซับน้ําใหแหง 
4. ยอมทับดวยสีซาฟรานีน (safranin-O) 30 วินาที ลางดวยน้ําประปาเบา ๆ ซับใหแหง 
5. ตรวจดวยกลองจุลทรรศน เอนโดสปอรติดสีเขียว ตวัเซลลติดสีแดง 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมสารและการวิเคราะห 
 
1.  การเก็บตัวอยางและเตรียมสารสกัดจากเซลล 

 
แยกเซลลดวยเครื่องหมุนเหวีย่งแบบตั้งโตะ (Bench-Top Centrifuge, CR 3i, France) ที่

ความเร็ว 7500 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสสําหรับ
วิเคราะหเมทานอลที่ 4 องศาเซลเซียส แลวลางเซลล 2 คร้ัง ดวยโปตัสเซียมฟอตเฟตบฟัเฟอร 0.1 
โมลาร พีเอช 7.5 จากนั้นเตรียมเซลลแขวนลอยดวยโปตัสเซียมฟอตเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร พีเอช 
7.5 ในหลอด Eppendrof ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม glass bead ขนาด 0.1 ม ิลลิลิตร.(Biospec Product, 
Japan) ปริมาณ 1 ใน 3 ของเซลลแขวนลอย นําไปแชในอางน้ําแข็งเปนเวลาอยางนอย 30 นาที ทํา
สลับกันครบ 3 คร้ัง หลังจากผานการทําใหเซลลแตกแลวจะตองเก็บสารสกัดเซลลในอางน้ําแข็ง
ตลอดเวลา แยกเซลลดวยเครือ่งหมุนเหวีย่งแบบตั้งโตะ ทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เก็บสวนใสสําหรับวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม และโปรตีน
ทั้งหมดของเซลล 
 
2.  การวิเคราะหการเจรญิ 
 
 การวัดความขุน 
 
 วิเคราะหการเจริญของเซลลโดยการวัดความขุนของเซลลแขวนลอยดวยเครื่อง  
spectrophotometer (Shimadzu UV-1600/1700 series, Japan) ที่ความยาวคลื่น 610 นาโนเมตร 
 
 การหาน้ําหนกัแหงของเซลล 
 
 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อแลวปนลางเซลลและเตรียมซลลแขวนลอยดวยน้ํา 
กล่ัน วัดความขุนของเซลลแขวนลอยที่เตรยีมขึ้นแลวเจือจางใหมีความขุนในชวง 0.2-0.6 จากนัน้นาํ 
เซลลแขวนลอยที่ระดับความเจือจางตาง ๆ มากรองผานเมมเบรน ขนาดของรู 0.02 ไมโครเมตร 
จากนั้นนําไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมงหรือจนกวาน้ําหนกัจะคงที่ ทิ้งใหเย็น
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ใน dessicator นําไปชั่งหาน้ําหนักทีแ่นนอน แลวหักลบดวยน้ําหนักของแผนเมมเบรน จะไดคา
น้ําหนกัแหงของเซลล เขียนนกราฟความสัมพันธระหวางคาความขุนของเซลลแขวนลอยที่ความ
ยาวคล่ืน 610 นาโนเมตร (OD610) กับน้ําหนักแหงของเซลล 
 

y = 1.49x - 0.118

R2 = 0.9934
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ภาพผนวกที่ ข1  กราฟความสัมพันธระหวางความขุนของเซลลแขวนลอยที่ความยาวคลื่น 610 นา 
   โนเมตร (OD610) กับน้ําหนกัแหงของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 
 
2.  การวิเคราะหเมทานอล (Murdanoto et al., 1997) 
 
สารเคมี 
 
 สารละลายเมทานอลมาตรฐาน 2 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) 
 
การวิเคราะห 
 
  วิเคราะหเมทานอล โดยใชแก สโครมาโทกราฟ (Shimadzu GC-9A, Japan) พรอม 
เครื่องบันทึก chromatopac (Shimadzu C-R3A, Japan) ใชคอลัมนแกวขนาด 4 มล. ID x 1 เมตร  
บรรจุดวย PEG 20 M เคลือบบน Shimalite อุณหภูมิคอลัมน 80 องศาเซลเซียส อุณหภูมิอินแจค 
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เตอร 150 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิตวัจบัสัญญาน 150 องศาเซลเซียส มี FID (flame ionization  
detector) เปนเครื่องตรวจจับ  

 
3.  การวิเคราะหโปรตีนท้ังหมดของเซลล (Bradford, 1976) 
 
หลักการ 
 
 การวิเคราะหโปรตีนทั้งหมดภายในเซลล ใชวิธีของ Bradford ซ่ึงใชสียอม Coomassie 
เปนตัวจับกับโปรตีน ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของสีจากสีน้ําตาลเขมเปนสีฟาหรือสีน้ําเงิน 
แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
 
สารเคม ี
 

1. dye reagent concentrated (Coomassie PlusTM-The Better Bradford Assay Kit, USA) 
2. สารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) จากความเขมขนเริ่มตน 2.0 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใหมีความเขมขนดังตารางดังตอไปนี ้
 
ตารางผนวกที ่ข1  การเตรียมสารละลายโปรตีนมาตรฐาน bovine serum albumin (BSA) จากความ 
     เขมขนเริ่มตน 2.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เจือจางใหมีความเขมขนตาง ๆ 
 

Vial Volume of Diluent Volume and Source of 
BSA 

Final BSA 
Concentration 

A 2,370 μl of Stock 30 μl of Stock 25 μg/ml 
B 4,950 μl of Stock 50 μl of Stock 20 μg/ml 
C 3,970 μl of Stock 30 μl of Stock 15 μg/ml 
D 2,500 μl of Stock 2,500 of vial B dilution 10 μg/ml 
E 2,000 μl of Stock 2,000 of vial D dilution 5 μg/ml 
F 1,500 μl of Stock 1,500 of vial E dilution 2.5 μg/ml 
G 5,000 μl of Stock 0 0 μg/ml = blank 
H 2,000 μl of Stock 2,000 of vial C dilution 7.5 μg/ml 
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การวิเคราะห 
 

1. นําตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐาน BSA ใสลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 800  
ไมโครลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรยีบเทียบ 

2. เติม dye reagent concentrated ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
3. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองอยางนอย 5 นาที วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นา 

โนเมตร ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร(Shimadzu UV-1600/1700 series, Japan) 
4. เขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณโปรตีนกับคาการดูดกลืนแสง คํานวณปริมาณ 

โปรตีนจากกราฟมาตรฐาน ถาตวัอยางมีปริมาณโปรตีนสูงกวาชวงกราฟมาตรฐาน ตองเจือจางให
อยูในชวงที่วเิคราะหได 

y = 0.0249x + 0.0152

R2 = 0.9923
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ภาพผนวกที่ ข2  กราฟความสัมพันธระหวางปริมาณโปรตีนมาตรฐาน (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร)  
   กับคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร 
 



 120 

4.  การวิเคราะหฟอรมาลดีไฮด (Nash, 1953) 
 
หลักการ 
 
 การวิเคราะหฟอรมาลดีไฮดดวย acethylacetone ทําใหเกดิสารที่มีสีเหลือง ซ่ึงสามารถ 
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตรได 
 
สารเคม ี
 

1.  สารละลายฟอรมาลดีไฮดมาตรฐานความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 มิลลิโมลาร 
2.  สารละลายฟอรมาลดีไฮดมาตรฐาน จากความเขมขนเริม่ตน 10 มิลลิโมลาร เจือจางใหมี

ความเขมขนดงัตารางดังตอไปนี้ 
 
ตารางผนวกที ่ข2  การเตรียมสารละลายฟอรมาลดีไฮดมาตรฐาน จากความเขมขนเริ่มตน 10 มิลลิ 
     โมลาร เจือจางใหมีความเขมขนตาง ๆ 
 

Vial Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration 

A 0.95 ml 0.05 ml of Stock 

 
0.5 mM 

 
B 0.96 ml 

 
0.04 ml of Stock 0.4 mM 

C 0.97 ml 

 
0.03 ml of Stock 

 
0.3 mM 

 
D 0.98 ml 

 
0.02 ml of Stock 

 
0.2 mM 

 
E 0.99 ml 

 
0.01 ml of Stock 0.1 mM 

 
F 1 ml 0 0 = blank 
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การวิเคราะห 
 

1. นําตัวอยางและสารละลายฟอรมาลดีไฮดมาตรฐาน ใสลงในหลอดทดลองปริมาตร 1  
มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ 

2. เติม Nash’ reagent ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
3. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวทําใหเยน็โดยตั้งทิ้งไวที่ 

อุณหภูมิหองประมาณ 5 นาที แลวนําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ดวย 
เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร(Shimadzu UV-1600/1700 series, Japan) 

4. เขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณฟอรมาลดีไฮดกบัคาการดูดกลนืแสง คํานวณ 
ปริมาณฟอรมาลดีไฮดจากกราฟมาตรฐาน ถาตัวอยางมีปริมาณฟอรมาลดีไฮดสูงกวาชวงกราฟ 
มาตรฐาน ตองเจือจางใหอยูในชวงทีว่ิเคราะหได 

y = 0.845x + 0.0719

R2 = 0.9979
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ภาพผนวกที่ ข3  กราฟความสัมพันธระหวางฟอรมาลดีไฮดความเขมขนตาง ๆ กับคาการดูดกลืน 
   แสงที่ความยาวคลื่น 412 นาโนเมตร 
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5.  การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม 
 

5.1 กิจกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase (Arfman et al., 1990) 
 

หลักการ 
 

การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม methanol dehydrogenase เปนการวิเคราะหปริมาณ 
NADH ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาตอไปนี ้
 

Methanol+ NAD+  Formaldehyde+ NADH + H+ 

 
สวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
 โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  

พีเอช 6.7      0.5 มิลลิลิตร 
 DTT ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร   10 ไมโครลิตร 
 NADH ความเขมขน 150 มิลลิโมลาร   50 ไมโครลิตร 
 ฟอรมาลดีไฮด ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  0.1 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น       0.33 มิลลิลิตร 
 สารละลายเอนไซม     10 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม      1 มิลลิลิตร 
 
การวิเคราะห 
 

1. นําสวนผสมของปฏิกิริยาทั้งหมดยกเวนฟอรมาลดีไฮด ผสมใหเขากนั 
2. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลซียส เปนเวลา 5 นาที 
3. นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ที่ลดลงตอหนวยเวลา 

 ( A340/min) 
4. เจือจางเอนไซมดวย potassium phosphate buffer 0.1 โมลาร พีเอช 6.7 และใช potassium 

phosphate buffer 0.1 โมลาร พีเอช 6.7 แทนเอนไซมเปนตัวเปรียบเทียบ 
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การคํานวณ 
 
กิจกรรมของเอนไซม (ยนูิตตอมิลลิลิตร)  =   (a / 6.22 x 103) x (1/b) x c x d เมื่อ 

            a  =..ΔA340/min 
            b  =  ปริมาตรของเอนไซมที่ใช 
            c  =  ปริมาตรทั้งหมดของสวนผสมของปฏิกิริยา 
            d  =  dilution factor 
           6.22 x 103 =..extinction coefficient of NADH (M) at 340 nm 
 
หมายเหต ุ DTT  =     Dithiothreitol 
  NADH =     β nicotinamide adenine dinucleotide 
 
หนึ่งยนูิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมซ่ึงเรงปฏิกิริยาออกซิเดชันของ NADH 1 ไม
โครโมลตอนาที ที่ 50 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่ไดอธิบายไวขางตน กิจกรรมจาํเพาะของ
เอนไซมใหแสดงเปนหนวยยนูิตตอมิลลิกรัมโปรตีน 
 
 5.2 กิจกรรมของเอนไซม 3-hexulose-6-phosphate synthase (Arfman et al., 1992) 
 
หลักการ 
  
 การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม 3-hexulose 6-phosphate syntase 
เปนการวเิคราะหปริมาณฟอรมาลดีไฮดที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 
 
    Ri5P     Ru5P 
   Ru5P + HCHO     Hu6P 
 
หมายเหต ุ
 
 Ri5P =     Ribose-5-phosphate 
 PRI =     phosphoriboisomerase 
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หนึ่งยนูิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณเอนไซมซ่ึงเริ่งปฏิกิริยาการใชฟอรมาลดีไฮด 1 ไมโครโมล 
ตอนาที 
 
สวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
 โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.5 โมลาร พีเอช 7.5 0.05 มิลลิลิตร 
 MgCl2 ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร    0.05 มิลลิลิตร 
 Ri5P ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร     0.05 มิลลิลิตร 
 PRI (100 U/ml)       0.05 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น        0.15 มิลลิลิตร 
 สารละลายเอนไซม      0.05 มิลลิลิตร 
 ฟอรมาลดีไฮด ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร   0.1 มิลลิลิตร 

HCl ความเขมขน 0.5 โมลาร     0.5 มิลลิลิตร 
ปริมาตรรวม       1.0 มิลลิลตร 

 
การวิเคราะห 
 
 1. นาํสวนผสมของปฏิกิริยายกเวน HCl ผสมใหเขากัน 
 2. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาดวย HCl  
ความเขมขน 0.5 โมลาร 
 3. นําไปวิเคราะหหาปริมาณฟอรมาลดีไฮดตามวิธีในขอ 4 และคํานวณหากิจกรรมของ 
เอนไซม 

4. เจือจางเอนไซมใหอยูในระดับที่เหมาะสมดวยโปตัสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร ความเขม 
ขน 0.5 โมลาร พีเอช 7.5 และใชน้ํากลั่นแทน Ri5Pเปนตัวเปรยีบเทียบ 
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5.3 กิจกรรมของเอนไซม Phospho-3-hexuloisomerase (PHI) (Arfman et al., 1992) 
 
หลักการ 
 
 การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม PHI เปนการวิเคราะหเอนไซม PHI จากปฏิกิริยาดังตอ 
ไปนี ้
 
    Ri5P  Ru5P  
   Ru5P + HCHO  Hu6P 
    Hu6P  F6P 
    F6P  G6P 
   G6P + NADP+  6-phosphogluconolactone + NADPH 
 
อัตราการเกิดปฏิกิริยาการรีดักชันของ NADP เปนสัดสวนโดยตรงกบักิจกรรมของเอนไซม PRI 
 
หมายเหต ุ
 

F6P =  Fructose-6-phosphate 
G6P =  Glucose-6-phosphate 
PGI =  Phosphoglucoisomerase 
GDH =  Glucosephosphatedehydrogenase 

 
หนึ่งยนูิตของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมซ่ึงเรงปฏิกิริยาที่ทําให NADH ถูก 

รีดิวซไป 1 ไมโครโมล จากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ glucose-6-phosphate ไดเปน 6- 
phosphogluconate โดยอาศัยเอนไซม glucose-6-phosphate dehydrogenase ตอนาที ภายใตสภาวะที่ 
กําหนด 
 

PRI 

HPS 
PHI 
PGI 

GDH 
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สวนผสมของปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
 โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 1.0 โมลาร พีเอช 7.5 0.05 มิลลิลิตร 
 MgCl2 ความเขมขน 0.1 โมลาร     0.025 มิลลิลิตร 
 Ri5P ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร     0.05 มิลลิลิตร 
 NADH ความเขมขน 0.1 โมลาร     0.025 มิลลิลิตร 
 PRI (100 U/ml)       0.029 มิลลิลิตร 
 PGI (110 U/ml)       0.29 มิลลิลิตร 
 GDH (250 U/ml)      0.12 มิลลิลิตร 
 HPS (100 U/ml)       0.29 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น        0.65 มิลลิลิตร 
 สารละลายเอนไซม      0.05 มิลลิลิตร 
 ฟอรมาลดีไฮด ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร   0.05 มิลลิลิตร 
 ปริมาตรรวม       1 มิลลิลิตร 
 
การวิเคราะห 
 

1. นําสวนผสมของปฏิกิริยายกเวนฟอรมาลดีไฮด ผสมใหเขากันตามปริมาตรที่ไดกําหนด
ไว 

2. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
3. วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกลืนแสงที่ 

เพิ่มขึ้นตอหนวยเวลา (  A340/min) 
 
6.  โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 
 เตรียมไดจากการผสมสารละลาย A (x มิลลิลิตร) กับสารละลาย B (y มิลลิลิตร) ตามพีเอช 
ที่ตองการ 
 สารละลาย A: KH2PO4 27.2 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร 
 สารละลาย B: K2HPO4 45.6 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร 
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ตารางผนวกที ่ข3  การเตรียมโปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร 
 

พีเอช X (มล.) Y (มล.) พีเอช X (มล.) Y (มล.) 
5.7 93.5 6.5 6.9 45.0 55.0 
5.8 92.0 8.0 7.0 39.0 61.0 
5.9 90.0 10.0 7.1 33.0 67.0 
6.0 87.7 12.3 7.2 28.0 72.0 
6.1 85.0 15.0 7.3 23.0 77.0 
6.2 81.0 18.5 7.4 19.0 81.0 
6.3 77.5 22.5 7.5 16.0 84.0 
6.4 73.5 26.5 7.6 13.0 87.0 
6.5 68.5 31.5 7.7 10.5 90.5 
6.6 62.5 37.5 7.8 8.5 91.5 
6.7 56.5 43.5 7.9 7.0 93.0 
6.8 51.0 49.0 8.0 5.3 94.7 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางตรวจเอกสาร 
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ภาคผนวก ค 
 

ตารางตรวจเอกสาร 
 
ตารางผนวกที ่ค1  ชวงอุณหภูมิในการเจรญิของจุลินทรีย 
 

อุณหภูมิในการเจริญ (°C) แบคทีเรีย 

ต่ําสุด เหมาะสม สูงสุด 
Pseudomonas fluorescens 4 25-30 40 

Staphylococcus aureus 6.5 30-37 46 
Thiobacillus thiooxidans 10 28-30 37 

Micrococcus luteus 10 30 45 
Lactobacillus plantarum 15 30-35 45 

Corynebacterium diphtheriae 15 37 40 
Streptococcus thermophilus 20 40-45 50 
Thermoactinomyces vulgaris 27-30 60 65-70 

Neisseria gonorrhoeae 30 35-36 38.5 
Thermus aquaticus 40 70-72 79 

 
ที่มา: นงลักษณ และ ปรีชา (2544) 
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ตารางผนวกที ่ค2  ลักษณะการดํารงชีวิตของจุลินทรีย 
 

Type Energy source Carbon source Members 
Photolithotroph 
(Photoautotroph) 
Photoheterotroph 
Chemolithotroph 
(Chemoautotroph) 
Chemoheterotroph 

light 
 
light 
inorganic matter 
 
organic matter 

CO2 
 
organic matter 
CO2 
 
organic matter 

Photosynthetic 
 
Sulfur bacteria 
Purple photosynthetic 
bacteria 
Hydrogen bacteria 
most of organism 

 
ที่มา: นงลักษณ และ ปรีชา (2544) 
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ภาคผนวก ง 
 

ผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ง1  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM1 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.157 0.166 0.470 0.675 0.771 0.767 0.796 0.828 0.812 
45 0.175 0.187 0.481 0.612 0.802 0.709 0.691 0.655 0.676 
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0)

37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง1  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส CM1 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง2  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM3 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.165 0.187 0.419 0.643 0.834 0.739 0.706 0.681 0.652 
45 0.155 0.162 0.340 0.581 0.744 0.639 0.600 0.552 0.567 
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37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง2  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส CM3 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง3  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส CM4 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.154 0.281 0.485 0.753 0.846 0.824 0.808 0.765 0.741 
45 0.163 0.233 0.410 0.561 0.735 0.648 0.567 0.504 0.563 
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37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง3  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส CM4 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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 ตารางผนวกที่ ง4  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.141 0.205 0.287 0.360 0.422 0.487 0.513 0.546 0.571 
45 0.098 0.110 0.129 0.145 0.147 0.182 0.224 0.263 0.257 
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ภาพผนวกที่ ง4  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส D2 ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง5  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D4 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.109 0.145 0.313 0.523 0.813 0.771 0.805 0.792 0.657 
45 0.087 0.095 0.128 0.175 0.332 0.361 0.468 0.611 0.613 
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ภาพผนวกที่ ง5  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส D4 ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง6  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D5 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.119 0.137 0.166 0.147 0.350 0.568 0.724 0.789 0.804 
45 0.101 0.131 0.154 0.210 0.356 0.642 0.752 0.985 0.991 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

เวลา (ชม.)

กา
รเจ

ริญ
 (O

D 61
0)

37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง6  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส D5 ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง7  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D6 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.131 0.203 0.256 0.332 0.404 0.453 0.600 0.796 0.812 
45 0.152 0.364 0.482 0.657 0.784 0.826 0.786 0.594 0.581 
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ภาพผนวกที่ ง7  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส D6 ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง8  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส D7 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.095 0.106 0.157 0.376 0.587 0.562 0.614 0.682 0.679 
45 0.157 0.284 0.271 0.356 0.535 0.596 0.723 0.691 0.675 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

เวลา (ชม.)

กา
รเจ

ริญ
 (O

D 61
0)
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ภาพผนวกที่ ง8  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส D7 ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง9  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA1 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.175 0.187 0.470 0.680 0.798 0.715 0.701 0.673 0.664 
45 0.188 0.276 0.482 0.615 0.803 0.730 0.701 0.598 0.560 
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ภาพผนวกที่ ง9  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส KA1 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง10  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.139 0.183 0.294 0.411 0.623 0.695 0.714 0.673 0.591 
45 0.115 0.256 0.386 0.469 0.502 0.703 0.776 0.747 0.691 
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37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

ภาพผนวกที่ ง10  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส KA2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง11  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KA5 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.182 0.260 0.607 0.749 0.758 0.774 0.769 0.767 0.752 
45 0.186 0.308 0.371 0.545 0.768 0.692 0.679 0.665 0.684 
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ภาพผนวกที่ ง11  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส KA5 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง12  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส KB5 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.130 0.171 0.379 0.588 0.817 0.767 0.769 0.704 0.667 
45 0.127 0.364 0.471 0.568 0.604 0.684 0.618 0.590 0.516 
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ภาพผนวกที่ ง12  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส KB5 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง13  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.192 0.401 0.562 0.577 0.548 0.563 0.591 0.536 0.540 
45 0.171 0.208 0.219 0.276 0.411 0.420 0.709 0.711 0.724 
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ภาพผนวกที่ ง13  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส SB2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง14  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB4 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.123 0.170 0.344 0.560 0.717 0.749 0.714 0.685 0.632 
45 0.170 0.194 0.272 0.310 0.466 0.518 0.565 0.588 0.546 
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ภาพผนวกที่ ง14  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส SB4 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 



 146 

ตารางผนวกที ่ง15  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SB6 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.157 0.173 0.417 0.626 0.764 0.738 0.751 0.683 0.640 
45 0.199 0.294 0.587 0.768 0.802 0.755 0.613 0.594 0.590 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 2 4 6 8 10 12 14 16

เวลา (ชม.)

กา
รเจ

ริญ
 (O

D 61
0)

37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง15  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส SB6 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง16  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SD1 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.116 0.140 0.279 0.457 0.535 0.502 0.694 0.685 0.629 
45 0.108 0.209 0.254 0.318 0.413 0.360 0.373 0.418 0.400 
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ภาพผนวกที่ ง16  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส SD1 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง17  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส SD2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.143 0.172 0.366 0.590 0.737 0.726 0.733 0.761 0.758 
45 0.097 0.106 0.143 0.307 0.318 0.382 0.599 0.565 0.532 
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ภาพผนวกที่ ง17  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส SD2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง18  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TA4 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.135 0.252 0.445 0.578 0.542 0.530 0.512 0.444 0.391 
45 0.190 0.266 0.238 0.342 0.517 0.558 0.746 0.693 0.628 
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ภาพผนวกที่ ง18  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TA4 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง19  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB1 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.182 0.175 0.349 0.657 0.816 0.742 0.774 0.681 0.649 
45 0.142 0.185 0.348 0.590 0.783 0.695 0.686 0.631 0.606 
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ภาพผนวกที่ ง19  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TB1 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง20  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.176 0.193 0.436 0.635 0.795 0.742 0.730 0.699 0.676 
45 0.149 0.182 0.241 0.540 0.707 0.659 0.648 0.576 0.583 
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ภาพผนวกที่ ง20  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TB2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง21  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TB3 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.188 0.236 0.574 0.637 0.639 0.617 0.604 0.587 0.591 
45 0.137 0.140 0.216 0.302 0.392 0.439 0.525 0.492 0.481 
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ภาพผนวกที่ ง21  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TB3 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง22  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TD2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.151 0.215 0.704 0.549 0.531 0.514 0.461 0.452 0.448 
45 0.101 0.127 0.187 0.302 0.431 0.436 0.497 0.599 0.620 
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ภาพผนวกที่ ง22  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TD2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง23  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE1 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.197 0.374 0.702 0.758 0.830 0.855 0.859 0.862 0.801 
45 0.162 0.240 0.295 0.556 0.748 0.717 0.526 0.473 0.461 
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37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง23  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TE1 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
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ตารางผนวกที ่ง24  คาการเจริญ (OD610) ของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรียรหัส TE2 ที่ระยะเวลาตางๆ  
   เมื่อเล้ียงที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลวที่มีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต  
   (โดยปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  
   บมบนเครื่องเขยาแบบหมุนที่ความเร็ว 170 รอบตอนาที 
 

การเจริญ (OD610) 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ชม.) 

อุณหภูม ิ
(๐C) 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 
37 0.134 0.162 0.293 0.490 0.709 0.728 0.681 0.657 0.634 
45 0.131 0.127 0.129 0.207 0.365 0.430 0.542 0.675 0.641 
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37 องศาเซลเซียส 45 องศาเซลเซียส
 

 
ภาพผนวกที่ ง24  ความสัมพันธระหวางคาการเจริญ (OD610) กับเวลาของเมทิลโลโทรฟกแบคทีเรีย 
 รหัส TE2 ในอาหารเหลวทีม่ีเมทานอล 1 เปอรเซ็นต (โดยปริมาตร) ที่ 37 และ 45  
 องศาเซลเซียส  
 
 
 
 


