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��	
� ������ ���������� 
 
1. �����
�� 

��������	
����������������������������������	����� 2 ������� !�� �. #�������� �. 
!������� $�� �. �%������ �. �&��� �'���� 23 #�
��) 

 
2. ���������� �!"��  

- ������'����#!�	�����+����%�
�����,������������������,����′-	�	��� .	/$� Mineral salt 
yeast-extract medium (MSYM)  

- ������'����#�	��#���!%)�&#��
+���!&���&�
C������ BergeyFs Manual of Systematic 
Bacteriology (Noel, 1984) $�� 	���� !��CN+�
 (2537) 

 (���������	$���
C��������&$�	���Q�!R�� �.) 
 
3. 	���$%� 

- ���&���S�����,�N�!����� .	/$� �������,����′-	�	��� (1,1,1-Trichloro-2,2-bis (4-
chlorophenyl) ethane) 99% Aldrin (AR grade) 

- ����'����#��	����,����′-	�	�������������	
� .	/$� �&����� !��N�[��,& �\�]�  
- ����	��#���!%)�&#��
+���!&� ��&�
C������ BergeyFs Manual of Systematic 

Bacteriology (Noel, 1984) $�� 	���� !��CN+�
 (2537)  
(���������	$���
C��������&$�	���Q�!R�� �.) 
 

4. ������ 
- Centrifuge and Microcentrifuge 
- Dessicator 
- Gas chromatography-Micro Electron capture detector (GC-µECD) 
- Gel electrophoresis apparatus 
- Incubator and Shaking incubator 
- Laminar air flow cabinet 
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- pH meter 
- Rotary evaporator 
- Thermocycler 
- UV-visible spectrophotometer 
- UV transilluminator 
- Vortex mixer 

 
5. ����������$����� 
 
5.1 ������$�������%��(���)(
����� Lowry (
�
�� 0������1�   Stoscheck, 1990)  

�'��������� 1 &
��
�
�� &��jk�����������!��&��l� 10,000 ��#������� ��n����� 10 ���� �/��
�]��,	/��N]�	��&!��.�	,!��&��/&�/��/���� 0.85 �'���� 2 !���� �o����������
�� ��
&N]�	��&.\
	��.]	,!��&��/&�/� 0.1 ���,&�� ��
&�) 1 &
��
�
�� �'�.�$+��� water bath ����%)�Q�&
 90 
��p��]��]��� ��n����� 15 ���� �o��������������.	/��
&��� 100 .&N!��
�� ��
& reagent A 
(��������!������,]���[� 3 ����, N]�	��&.\	��.]	, 1 ���,&�� 1 ����$����������
N]�	��&N	�	]
�]���[� 1 ����) ��
&��� 100 .&N!��
�� �����
��.�/����%)�Q�&
�/����n����� 10 ���� 
��������
& ��������N[�
� (Folin reagent) 0.2 ���,&�� ��
&�) 50 .&N!��
�� R�&��/��/��� 
(�'��� 96 well-plate) �����
��.�/ 30 ���� ��	!��	�	���$�����!��&���!���� 750 ��N��&�� 	/�� 
Microplate reader �����#����#��
&�)N������#��[&���S��N�����N	��+/ Bovine serum 
albumin (BSA) ��n����&���S�� 

 
5.2 ������$�������%��=���,=���′-
�
���
?��������@	($�%�(����AAB (
�
�� 0������1� ��C

�	��% �DE �E��, 2540; )�$% ���� G���� G� ��� �
�)�)�� �%�
�%�), 2542)  
 �!�����$s�N!�&�N���[[t�+/�!�����������	 (Detector) +�
	 63Ni Micro Electron capture 
detector (µECD) N	��+/!���&�,$## capillary HP-35  (35% crosslinked methyl phenyl siloxane)
!��&��� 30 �&�� ID 0.25 .&N!��&�� �Q�������!������+/�%)�Q�&
��� Injector 250 ��p�
�]��]��� Detector 320 ��p��]��]��� $�� �%)�Q�&
!���&�, 150 ��p��]��]��� ��������
�&
�%)�Q�&
��n� 250 ��p��]��]��� 	/���������l� 20 ��p��]��]���������� $��!��%)�Q�&
��� 250 
��p��]��]��� ��n����� 5 ���� �+/\�����&��n�$s��� (carrier gas) �������l� 2 &
��
�&��������� $��
.�N�������n� make up $s��������l� 60 &
��
�
���������  
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�
�!����,���N	�w�	��������&���S���������,����′-	�	��� 1 .&N!��
�� ��/��!�����
$s�N!�&�N���[[t ��.	/N!�&�N�$�&������&���S�� �&���w�	����������������&.�/�'����#
�
�!����,��
&�)��/�����!�����$s�N!�&�N���[[t ��.	/N!�&�N�$�&�����#����#�#��������
&���S�� ]x��!�������+���.�&, (Retention time) ��#���/���#yx�+�
	������ ���������/��[ $��
!��&��������!��#�yx���
&�)��� !'���)!��&��/&�/�����������
�!����, 

 
6. ��������
��  
 

6.1 GI�J���%��	��=���,=���′-
�
��� K)�����E� 
�)���)�LM�) 
6.1.1 �����N������E� 
�)���)�LM�) (��)�)��
� ��%��%�), 2541) 

�l#��������	
���#�
��)R
�	
����������$����������]x����n�	
����&�������
���+/���
�z����$��'���	p������+ N	��+/�����&���%	��%&�x��	�# 0 - 15 �]��
�&�� ]x����n�!��&�x��	�#
.y���� ��	
��x��&���		/���/�������� 2 �/�� �l#	
�����������y%��l#.�/����%)�Q�&
 4 ��p�
�]��]��� �l#	
� 3 - 4 �%	��$����$��� ������+/�����
�!����,��
&�)�������,����′-	�	��� $��
�����!�	�����%�
�����,������
{��	
����&�������|}�����.�  

�������&	
�����
�!����, �'�	
�$�����%	��$���&���&����n� 1 �������� R�&��/��/�
��Rx����/$�/����$		 �������'�&����	/����$���������	 10 mesh ������������
��
$�����&�� 

6.1.2 ������$�������%��	��=���,=���′-
�
���0�������E� 
�) (
�
�� 0������1� ��C
�	��% �DE �E��, (2540)) 

�'���������	
� 100 ��& ��		/����]
N�� 100 &
��
�
�� �����#��!������������n����� 1 
+���N&� ���$�/��l#������������.�/ ��	��!����	/����]
N��:�\�]� ��������� 1:1 ��
&��� 
100 &
��
�
�� �������!������n����� 1 +���N&� ��&������������.�/	/����$�/���		/���\�]� 
500 &
��
�
�� $����'����� 100 &
��
�
�� �����$�����
��������'� ������������	�	!��&+���
	/����������N]�	��&]���[�$##���p����'� �����������	/���!����� Rotary evaporator �����
�������'������������
&��� 1 &
��
�
�� �'��� clean up ��������	.	/	/�� Florisil $�/�+�	/��
.	!��N�&���� 40 &
��
�
�� �������!����	/�� Rotary evaporator �������������#	/�����,&�
��\�]���
&��� 1 &
��
�
�� �'�.��
�!����,����
&�)�������,����′-	�	��� 	/��$s�N!�&�N�
��[[t ��&�
C����
�!����,���/� 5.2 
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6.2 ���$�
��"���!"�����	�%����0��C�)	��=���,=���′-
�
��� (
�
�� 0���������1�  Bidlan ��� 
Manonmani, 2002) 
6.2.1 ���$�
��"��(
����� Selective enrichment method 

�'���������	
� 10 ��& ������������ MSYM ���R�&����,����′-	�	���!��&��/&�/� 25 ��
����l& ��
&��� 100 &
��
�
�� ��������!��&��l���# 150 ��#������� #�&����%)�Q�&
 30 ��p��]��]��� 
��n����� 7 ��� ������y����+������#�&.�/��
&�)�/���� 10 ��������� MSYM ���R�&����,����′-
	�	���!��&��/&�/� 25 ������l&��
&��� 100 &
��
�
�� ��������&��&� $���'�����������������y��� �'�
����������+������!��&��/&�/������ $�� spread plate ��#������$�l� MSYM R�&����,����′-
	�	���!��&��/&�/� 25 ������l& !�	����N!N����	���� � y���������	�	���#���%����� MSYM R�&
����,����′-	�	���!��&��/&�/� 25 ������l&������l#���� �'���y��������������&� 3 - 4 !���� �'�
�+������!�	����.	/.��	��#!��&��&��y�������������������,����′-	�	���������������.�  

6.2.2 ���$�
��"���!"����"�� �?)���	�%����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 

 N	��������&����� Nutrient agar (NA) ���&�!��&��/&�/�����������,����′-	�	������� � 
!�� 25, 50 $�� 100 ������l& �������'��+��������&	���!�	$�.	/���/� 6.2.1 &��������#���������
�����&.�/ #�&����%)�Q�&
 30 ��p��]��]��� ��n����� 72 +���N&� �����������#� N!N��� ]x��$�	�
yx����)����+/�������,����′-	�	��� ����N!N���	������&��	��#������������.� 
 
6.3 $�
��"���!"�����%���	����X�=
����	�
K)����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 
 �'��+������!�	����.	/���/� 6.2.2 y����+�������/�����	��#�����	����l#�����+��� ����
���	����� Nutrient broth (NB) ��
&��� 10 &
��
�
�� #�&����%)�Q�&
 30 ��p��]��]��� ��.	/ 
culture suspension �����	!��	�	���$����� 660 ��N��&��.	/���&�) 0.5 ������+/��n��+�����
�&�/� y���
�+�����
&�)�/���� 10 ������������� MSYM ������
&�������,����′-	�	���!��&��/&�/� 25 ����
��l& ��
&��� 100 &
��
�
�� ��[���,���	 250 &
��
�
�� ��������!��&��l���# 150 ��#������� #�&
����%)�Q�&
 30 ��p��]��]�����n����� 10 ��� N	��l#���������% 24 +���N&� ������'�&��
�!����,
��
&�)�]��,N	�����	��
&�)N����� ����+ $����
&�)�������,����′-	�	���N	� GC-ECD 
�����+������&�����
�C
Q��&�����%	���������������N	��
���)������������������$�� 
�����
{����+��� N	������������������������ 

   
                                        ��������������� =  A   -   B   x 100 
                                                                                              A                             
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  A  =  !��&��/&�/��������,����′-	�	�����
�&�/���������������+��� (������l&) 
          B  =  !��&��/&�/��������,����′-	�	�����������������������������+��� (������l&) 
 

6.3.1 ���	��
	��=���,=���′-
�
���0������������ �!"�� 
�'���������������������+��� ��
&��� 2 &
��
�
�� ��		/�������������
���]
�����
&��� 

4  &
��
�
�� �'���� 3 !���� �������	/���!����� Rotary evaporator �������#	/�����������\�]�
��
&��� 2 &
��
�
�� �'�.��
�!����,����
&�)�������,����′-	�	���	/���!����� GC-ECD ��&
�
C������/� 5.2 

 
6.4 GI�J�	X��������%��	%�E���	����X�=K)����E��	��=���,=���′-
�
��� 
 �'��+������!�	����.�/���/� 6.3 N	�������+��������	����l#�����+��� 1 ��� y������������
���� NB ��
&��� 10 &
��
�
�� �������+�������%)�Q�&
 30 ��p��]��]��� ��	!��&�%�����!��&���!���� 
660 ��N��&�� ��&�!�����&�) 0.5 ������+/��n��+�����
�&�/�  

6.4.1 GI�J�Y�1� ����XZ%������%��	%�E���	����X�=K)����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 

 �'��+�����
�&�/���������&.�/�/���� 10 ���������������� MSYM ���&��������,����′-	�	���
!��&��/&�/� 25 ������l& #�&�+�������%)�Q�&
 25, 30, 37, $�� 45 ��p��]��]��� ��������!��&��l� 150 
��#������� ��n����� 10 ��� �l#���������% � 24 +���N&� �+/����� MSYM ������
&�������,����
′-	�	��� 25 ������l&$��.&�&�����
&�+�����
�&�/���.���n�+%	!�#!%& ��	�����
{�]��,N	���
�
�!����,N����� ����+ �
�!����,��
&�)�������,����′-	�	�������	��N	��+/�!����� GC-ECD  
!�	�����%)�Q�&
�����&���&��������������������,����′-	�	��� &�px��������������.� N	�
�
���)��������
{����+��� $������������������������,����′-	�	��� 

6.4.2 GI�J�Y�1� =���!�����%��	%�E���	����X�=K)����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 

 �'��+�����
�&�/���������&.�/�/���� 10 ���������������� MSYM ���&��������,����′-	�	���
!��&��/&�/� 25 ������l& ���#����+��/��n� 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, $�� 8.0  N	��+/��������.&����#����+
��n�+%	!�#!%& ��������!��&��l� 150 ��#������� #�&�+�������%)�Q�&
���!�	����.	/���/� 6.4.1 ��n����� 
10 ��� N	��l#���������% � 24 +���N&� ��	�����
{�]��,N	����
�!����,N����� ����+ �
�!����,
��
&�)�������,����′-	�	�������	��  !�	��������+�����&���&��������������������,����′-
	�	��� &�px��������������.� N	��
���)��������
{����+��� $��������������������
����,����′-	�	��� 
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6.4.3 GI�J�Y�1� 	������������%��	%�E���	����X�=K)����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 

�o����+�����
�&�/���������&.�/&��/���� 10 ������������ MSYM ������
&�������,����′-
	�	��� 25 ������l& N	���
&��������	�����.���� 

 +%	��� 1 ��N!� �/���� 0.5  
 +%	��� 2 ]�N!�� �/���� 0.5 
 +%	��� 3 ]�]
��� (����N]�	��&) �/���� 0.5  
 +%	��� 4 ��]
��� (����N]�	��&) �/���� 0.5  
 +%	��� 5 ���]���� �/���� 0.5  
 +%	��� 6 ����,��	 �/���� 0.5  

 �+/����� MSYM ������
&�������.����′-	�	��� 25 ������l&$��.&�&�����
&�+�����
�&�/���
.���n�+%	!�#!%& N	��+/�Q��������������!�	����.	/���/� 6.4.1 $�� 6.4.2 ��������!��&��l� 150 
��#������� ��n����� 10 ��� �l#���������% � 24 +���N&� ��	�����
{�]��,N	����
�!����,
N����� ����+ �
�!����,��
&�)�������,����′-	�	�������	��  !�	�����������������&���&����%	
.�px�����������.� 

6.4.4 GI�J�Y�1� ��%��	��=���,=���′-
�
����E���	����X�=K)����E��	���(
�            
0���)��������$�
��"��[
? 

 �o����+�����
�&�/���������&.�/ &��/���� 10 ���������������� MSYM  ������
&���
����,����′-	�	�����/&�/� 10, 15, 20 $�� 25 ������l& N	��+/����� MSYM ������
&�������,����′-
	�	�����/&�/� 25 ������l& $��.&�&�����
&�+�����
�&�/���.���n�+%	!�#!%& ��������!��&��l���# 150 
��#������� #�&�+�������%)�Q�&
 30 ��p��]��]�����n����� 10 ��� �l#���������% � 24 +�����	��
���
{�]��,N	����
�!����,N����� ����+ �
�!����,��
&�)�������,����′-	�	�������	�� �����px��
!��&��/&�/�����%	����+�����&��y�����������,����′-	�	��� .	/����%	 
 
6.5 0\��)�!)�
1� �!"�����	�%����E��	���	��=���,=���′-
�
��� 
 �����&�+�����
�&�/��+���	����#�/� 6.4 �������'�.��'�$�+�
	����+��� 	����� 

6.5.1 �
	���� 	��]�)����� N	����/�&$�& 	�������� ���	$����������������]��,  
6.5.2 �
	���� !���$%� (��&�
C������ BergeyFs Manual of Systematic Bacteriology (Noel, 

1984))  
 �	��#!������ (Catalase test) ��R�
��
�N	� (Production of indole) ���	��# 
Methyl red test ���	��# VP (Voges-Proskauer test) �	��#���+/]
���� (Citrate utilization 
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test) ���	��#����/��s�].\N	����]��.[	, (Hydrogen sulfide production test) ���	��#
��]
�	� (Oxidase test) ���	��#!������ (Catalase test) ��px��!��&��&��y����
�!�������� (Motility test) ���'���/�����
����� (Gelatin liquifaction) ��#�����������.����� 
(Nitrate reduction) ���	��#����]
.	�,$�����&� (Oxidation-fermentation test)   

6.5.3 ������\�
����	1�  16S rDNA  
6.5.3.1 ���	��

���N)��1� �!"�� (���� Boiling method 
�
�� 0�� Yamada ���$�� 

(2002))  
 N	�������+��������	����l#�����+������������ NB #�&����%)�Q�&
 30 ��p��]��]��� ��n�
���� 18 - 24 +���N&� �o����+�����
&��� 1 &
��
�
������� Microcentrifuge tube �'�.��jk�����������
!��&��l� 10,000 ��#������� ��n����� 10 ���� �o����������� �/���]��,	/�� TE buffer 2 !���� 
�������#	/�� TE buffer ��
&��� 300 .&N!��
�� �'�.��/&����%)�Q�&
 100 ��p��]��]��� 10 ���� 
���#�#��$+���'�$�l� 5 ���� �'�]�'� 3 !���� ����'�.��
�!����,	/�� Agarose gel electrophoresis 
�������'�����
�&��
&�)	���l���	/���
C� Polymerase chain reaction (PCR) 

6.5.3.2 ����\� PCR �="���=��%0\�)�) 16S rDNA (
�
�� 0���������1�  Blackall 
(1999) ��� Lee ���$�� (2003))  

 �+/ primer �������
�&�'���� 16S rDNA 	��$�	����������� 2 ��
&����'����#�'� PCR 	����� 
10xPCR buffer 5 .&N!��
�� �������# dNTPs !��&��/&�/�+�
	�� 0.2 &
��
N&���,  primer ����
���+�
	 +�
	�� 2 .&N!�N&���, ��������	� ��l��������	.	/  10 .&N!��
�� ���.]&, Taq 
polymerase 2.5 Units $����'����p���
����������+���$�/���/.	/��
&��� 50 .&N!��
�� �'��� 
Denaturation !����$�����%)�Q�&
 94 ��p��]��]��� ��n����� 3 ���� �������'� PCR 25 ��# 
(�%)�Q�&
����+/�����#: 94 ��p��]��]��� 1 ����, 50 ��p��]��]��� 45 �
����, $�� 72 ��p�
�]��]��� 2 ����) ��&	/���%)�Q�&
 72 ��p��]��]��� ��n����� 10 ���� �������'���/��l��������
��	��l�����%)�Q�&
 4 ��p��]��]��� �'�+
���������.	/.��
�!����,N	� Agarose gel electrophoresis 
������
�!����,�����	N	������#����#�# Molecular marker  
 �'���������	���l��������
�&�'����$�/�&��'���/#�
�%�C
�	/�� PCR purification kit (QIAGEN, 
Inc.) ������.����'�	�#�#�	/���!����� DNA sequencer ��&	/��������#�!����/�&������'�	�#�#�
���.	/�#S���/�&���� GenBank (BLAST search ��� http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)   
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�������� 2 +�
	��� primer ����+/������
�&�'����	���l���$�����'�	�#�#���� 16S rDNA 
Table 2.  Primers used during PCR and DNA sequencing of the 16S rDNA. 

Primer sequence (5′-3′) Tm (°C) 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 60.4 
63F CAGGCCTAACACATGCAAGTC 54.4 
339F CTCCTACGGGAGGCAGCAG 66.6 
785F GGATTAGATACCCTGGTAGTC 60.6 
1099F GCAACGAGCGCAACCC 61.8 
531R TACCGCGGCTGCTGGCAC 66.7 
802R TACCAGGGTATCTAATCC 55.3 
1115R AGGGTTGCGCTCGTTG 59.3 
1492R ACGGCTACCTTGTTACGACTT 60.6 

 
 


