
����� 2

��	
� ������ ����������

1. ��	
�
1.1  �����	
�
������������������������

- ��� 
�	���!��"��! (Sodium arsenite)
1.2 �����	
�
����2���3����4�!������

- 2� "5� ��6��32 (Hydrochloric  acid)
- 2� "���32 (Nitric  acid)
- 2� ��6=��3� (Sulfuric acid)
- 2� ?�����!@32 (Ascorbic acid)
- "5� ��C�����!��2"� ! (Hydrogen peroxide)
- �G?����
�	"���� � (Potassium iodate)
- ��� 
�	�	��"@��6"=�! (Sodium metabisulfite)
- ��� 
�	"�����6�=� (Sodium thiosulfate)
- ?�	�	��
�	 �	63@� � (Ammonium molybdate)
- ?���3�	�36 �G?����
�	 ���!���� (Antimonyl potassium tartrate)

1.3 �����	
�
����2��CJ�?�2��KL�
- ���366
�" ��	
�"���6����4�3��� (Ethylene  diamine  trichloroacetate, EDTA)
- Tris(hydroxymethyl)methylamine
- ���646��@�=�=��!�GK���G3�	CJ���� 
��Q��� (PCR buffer)
- dNTP
- "G��	��! (Primer)
- ���"�	!G�63�	��!��� (Taq DNA polymerase enzyme)
- DNA marker
- �
�J����@���	�C6
- �W 2���J�@�3�W�X3Y 
��Q��� (QIAquick DNA Purification Kit)
- �42�����C6 (Agarose gel)

29



     30

1.4 �����	
�
������������������������
- ��� 
�	���!��"��! (Sodium arsenite)

1.5 �����	
�
����2���3����4�!������
- 2� "5� ��6��32 (Hydrochloric acid)
- 2� "���32 (Nitric acid)

1.6 �����	
�
����2��CJ�?�2��KL�
- ���366
�" ��	
�"���6����4�3��� (Ethylene  diamine  trichloroacetate; EDTA)

1.7    ������6
L����KL�
BSMY I (Basal Salt Yeast extract Medium I) ������6
L����KL��
����J����@2���� �6K�2��KL�

?@��
��
���42�@ ��� (1 63��) : 0.1% Tris-HCl buffer pH 8.0, yeast extract 1.0 2��	, (NH4)2SO4

0.3 2��	, MgSO4.7H2O 0.14 2��	, CaCl2.2H2O 0.2 2��	, NaCl 0.1 2��	, KH2PO4 0.05 2��	, 
K2HPO4 0.05 2��	, H3BO3 0.6 	36632��	, CoCl2.6H2O 0.17 	36632��	, CuCl2.2H2O 0.09 	36632��	, 
MnCl2.4H2O 0.1 	36632��	, ZnCl2 0.22 	36632��	, glucose 10 2��	(Yamamura et al., 2003)

BSMY II  (Basal Salt Yeast extract Medium II) ������6
L����KL��J����@2��lm2n��4�42��
�C�3o�������6
L����KL��
�	
��������42�@ ��� (1 63��) : glucose 10 2��	, yeast extract 1.0 2��	, 
NH4Cl 0.25 2��	, MgCl2.6H2O 0.62 2��	, CaCl2.2H2O 0.15 2��	, NaCl 1.0 2��	, KH2PO4 0.14 
2��	, KCl 0.5 2��	, H3BO3 0.06 	36632��	, CoCl2.6H2O 0.12 	36632��	, CuCl2.2H2O 0.015 	36632��	
MnCl2.4H2O 0.1 	36632��	, ZnCl2 0.07 	36632��	 ( � ?�6�C�2 Kuai et al., 2001)

2.   ������
1. ���K����� ���	����2� - ��� (pH meter):  METTLER �W�� Delta 320
2. ���K��� Spectrophotometer
3. ���K����	W����
��� (Centrifuge): DENVILLE �W�� 260 D, HETTICH ZENTRIFUGEN �W�� 

Universal 32 R
4. ���K����G3�	CJ���� 
��Q��� (Thermocycler): PERKIN ELMER, GeneAmp PCR system �W��

2400
5. ���K���C���2�4?�"==v��2���J��C6�3�6Q2����=63�3� (Power supply): BIO-RAD �W�� 

Power PAC 300
6. ���K��� UV transilluminator: AMERSHAM Bioscience, Hoefer Macrovue �W�� UV-20
7. ���K�������� (Shaker): GFL �W�� 3017
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8. ���K����������@�W	�Wx�y�	3 (Shaker incubator): VISION SCIENTIFIC
9. ���K��� Vortex: Scientific Industries, Disruptor Genie �W�� SI-D246
10. ���K����J����	���� (Heating block): WEALTEC Corp., Wealtec �W�� HB-1
11. ���K��� Microplate reader
12. ����6� ��KL� (Laminar air flow): Biohazard laminar flow �W�� V6 Class II
13. ����2Q@��KL��Wx�y�	3 -20 ��l���6��
��
14. �	���m��{����KL�
15. ���K������� 4 �J�?����: SARTORIUS �W�� A210P
16. ����@��2�l���� (Hot air oven): MEMMERT �W�� UM 600

����������������

1. ��������������������	��� !
1.1 ��������������������	��� !��"���
# $���%&��
� '
%���(��� ICP-AES

�J��������� 3�	�������" ��LJ����2��4	�x 1 2��	���@
2�2��!���  250 	366363�� ?6���J�
2������ ���2� "���32���	�������64 50 ��3	��� 10 	366363�� �����	����?64�J�2���
=6�2�!
� ��| ��2@
2�2��! ���2�4C2��}32�������6�  15 ���
�
��Wx�y�	3 95 ��l���6��
�� �J�����Q�?6��
�J�	���3	2� "���32���	�����3	��� 5 	366363�� �J�2���
=6�2�!������6� 30 ���
  �3L�"������Q�?6��
��3	2� "���32���	�����3	��� 5 	366363�� �J�2���
=6�2�!������6� 30 ���
�
2���L� ��L��3L�"�������
�4���C�	
���646����6K�������3	��� 5 	366363��?6����L��3L�"�������646����Q�6� C�2��L��CK�C��
���646���
�" � ����LJ�26����
����lC�2"���� (deionized water) 2 	366363��?64���646��
"5� ��C�����!��2"� !���	�������64 30 ��3	��� 3 	366363�� �J����646��	������	���������
���~ C�2��L���L��3L�"������Q�?6��Cm���3	���646��"5� ��C�����!��2"� !���	�������64 35 
��3	��� 7 	366363���J�"������	����C�2��L���L��3L�"������Q�?6����3	 ���646��"5� ��C�����!
��2"� !���	�������64 35 ��3	��� 10 	366363���
2���L�  ?6��Cm���3	2� "5� ��6��32���	��� 5 
	366363��?64�LJ�26����
����lC�2"���� 10 	366363��?6���J�2���
=6�2�!������6� 15 ���
 � �"	���
���646��� K� ?6����L��3L�"������Q� �J�2��2���?64���@��3	�����" � 100 	366363�� �J����
646���
�" �"��3����4�!��3	�x�����������L��	 � ������K��� Inductively coupled plasma-
atomic emission  spectrophotometer (ICP-AES)
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�	�����W  2��?� ��6�����LJ����2?������J��������� 3��
2������m��	�������" ��LJ����2�
�26���
��
2�@�������� 3��
��J�"������ ��LJ����2�
�����" �"	�����23� 0.01 2��	 �GK�����������������LJ����2
?�������LJ����2����2 ( 3������
L����"	��J�"��J�2������?64�3����4�! �G��4�����������
���2
�3����4�!C4	
2����o���"���4�����2���J��������� 3���?���)  ?6���J�"��@�
��Wx�y�	3100 
��l���6��
�� �J����������
��@?���?6��"��J�2�������GK�����LJ����2����������� 3�

2���J���x����3	�x������
Cs = (Ic � B) X D X R

�	K�� B = ���	���	������ blank (	36632��	/63��)
Cs = ���	���	������X��W��������� (	36632��	���23�62��	)
D = Dilution factor (= 50 �	K������������ 2 2��	���3	��� 100 	366363��)
R = ����������LJ����2����2����LJ����2?���
Ic = ���	���	���������������
�����" �C�2���K��� (	36632��	���63��)

1.2 ��������������������	��� !'
%������
���
!
��( �	� (
�
���1�� Dhar ������, 
2004)

�J����������
�����2���3����4�!	��J�������2�  ���2����3	���646��2� "5� ��6��32
���	���	�������64 1 (��������C4����"	��J�	����@������2�  ������646��2� "���32��K���C�2
2� "���32C4	
�6�J����
�
��23 �mL�C�22���J���323�3��"	�	
���	����� ��@��L�2���23 ��323�3��
��2�3� ���?64�
 �2���������646��)  C�2��L������������646���
�" �	��J��3����4�!� �2�� � 
�������� 2 "	���63��CJ���� 3 ���L�  ?6���J�2����3	�LJ��
����lC�2"����6�"��GK���J�2���CK�C��
���646������ 1000 ���� ��3	��� 200 "	���63��  �����������646���
� � 	�����L�?�2C4��2�J�
	��J���323�3����2�3� ��� ������646���
����������2�3" �! (���646���G?����
�	"���� �
���	���	��� 2 	3663�	6��!) ��3	��� 20 "	���63�� ���646���
� � 	�����L��
� 2 ��2�J�	��J���
�23 ��323�3���
 �2���2�@���646���
���������
 3��! (��42�@ ��� ���646��2� ��6=��32���	���	
�������64 10 ���646����� 
�	�	��"@��6"=�!���	���	�������64 14 ?64���646����� 
�	"�
����6�=����	���	�������64 1.4  ��	6J� �@) ��3	��� 20 "	���63�� ������������L��
� 3 ���J�
��323�3��2�@���646��2� "5� ��6��32���	���	�������64 2 ��3	��� 20 "	���63�� ����������L� 
3 �	K���J���323�3��2�@���?6��������3L�"��������6� 10 ���
 ?6��Cm���3	���646���
��J����23 �

(��42�@ ��� ���646��2� ?�����!@32�
�	
���	���	�������64 10.8 ���646��?�	�	��
�	�	
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63@� ����	���	�������64 3 ���646��?���3�	�36 �G?����
�	 ���!�������	���	�������64 
0.56 ?64���646��2� ��6=��3����	���	�������64 13.98 ��	6J� �@) 6�"�����646����L� 3 
��3  � ���3	6�"����3	��� 20 "	���63�� C�2��L�����3L�"��������6� 30 ���
?6���J�"��� ���
2�� � 26K�?�� ������K��� Microplate reader �
����	����6K�� 880 �����	��

2. �����
�&������: ��
-
&�����$���%&��
� 
�J��������� 3�	�������" ��LJ����2 10 2��	  ?6����3	�LJ�26���6�"� 20 	366363��  ��L��3L�"������

��6� 25 ���
  Cm��J�"��� ������	����2� - ���

3. ����������������1��<����=("�1��� ���%�
��������������6
L����KL� 1 	366363��  	��J�2���������
����
� 10,000 ��@������
 ������6� 10 

���
  �J��42����66!�
�" �6��� ������646����� 
�	�6�"� !���	���	�������64 0.85 CJ���� 2 
���L�  ?6��Cm��J�	��J�2���������
����
� 10,000 ��@������
 ������6� 15 ���
  C�2��L���3	���646��
��� 
�	"5 ��2"� !���	���	��� 0.1 �	6��! ?6���J�"���	�
��Wx�y�	3 90 ��l���6��
�� ������6� 
15 ���
 ?6��Cm��J���������	� 100 "	���63��	��J���323�3��2�@���646�� Lowry reagent ��3	��� 
100 "	���63�� ?6����L��3L�"��������6� 10 ���
  �J����646���
�" �	���3	���646�� Folin reagent 
��3	��� 100 "	���63��  ?6����L��3L�"���
2 30 ���
  C�2��L��J�"��� ���2�� � 26K�?���
�
���	����6K�� 750 �����	��

��������
���

1. ���>?�@���������	��� !# $���%&��
� �������� �AB� 
�J�2���2Q@�������� 3�C�2@�3��x�
�	
2������������������������J��y�����G3@�6�!  

C����� ���l�
X��	����m��" �?2� �������� 3�C�2@�3��x����2����3@��32��?2�"�?646 2��?G��
2�4C������������ ���GK�  �������� 3�@�3��x@�����26@2�2?��������  ?64@�3��x�����LJ��2��
@�����������
�	
?�����"�6C�2@�����26@2�2?�� (y�G�
� 6)  � �C4�J�2���2Q@�������� 3��
�
�4 �@���	6m2C�2�3� 3� 0 - 15 ����3�	��  C�2��L��J��������� 3��
��2Q@" �����W�G6���32?6���2Q@
"���
��Wx�y�	3 4 ��l���6��
�� �GK���J��� ���G
�������������� 3�2���3����4�!����3	�x��������L�
�	 � 3�� ����K��� ICP-AES (��	�3X
�3����4�!��� 1.1) ?64�J�2���� ?�2��KL�CW63���
�!�
���	���
 � ��@������" ����L����"�
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(A)

(B)

y�G�
� 6 (A) GKL��
��2���2Q@�������� 3�@�3��x����2����3@��32��?2�"�?646 2��?G��
2�4C������������ ���GK�
(B)  GKL��
��2���2Q@�������� 3�@�3��x@�����26@2�2?��������

Figure 6. (A)  Sample area within the Phytoremediation Project site
(B)  Sample area surrounding landfill containing arsenic contaminated soil.
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2. �����
�%��=("�1��� ���%����	����C�1��<D
E# ��������"%��=("������	��� !
�J��������� 3� 2 2��	 ������646����� 
�	�6�"� !���	���	�������64 0.9 � ��LJ�

���2�����3	��� (w/v) ��3	��� 20 	366363�� �J�2�������������6� 5 ���
�GK���2� ��KL�CW63���
�!��2
	�C�2 3� C�2��L��J�2�� � ���646��	� 5 	366363�� ���������6
L����KL� BSMY I ��3	��� 50 
	366363���
�	
2����3	��� 
�	���!��"��!���	���	��� 5 	3663�	6��! �J�"�@�	@����K���������
�
���	��Q� 120 ��@������
 ������6� 3 ��� �
��Wx�y�	3 30 ��l���6��
��  �6��C�2��L��J�2�� � ���
646��	� 5 	366363�� �������� BSMY I �
�	
2����3	��� 
�	���!��"��!���	���	��� 10 	3663�	
6��! ��3	��� 50 	366363�� @�	@����K���������
����	��Q� 120 ��@������
������6� 3 ��� �
��Wx�y�	3 
30 ��l���6��
�� ?6���J�2��� 6������� 
��2���
2 2 ���L�?�������	���	��������� 
�	���!��
"��!�
���3	6�"������� BSMY ?��64���L�����2�@ 20 ?64 40 	3663�	6��!��	6J� �@  �6��C�2��L�
 � ���646�� 0.1 	366363��	��26
��@������?�Q� BSMY I �
�	
2����3	������ 
�	���!��"��!6�"� 
40 	3663�	6��! �J�"�@�	�
��Wx�y�	3 30 ��l���6��
�� ������6� 72 �����	� �J�2��?�2��KL�CW63���
�!
��" ��������6�
� 
��� �J���KL�CW63���
�!�
��� ?�2" �"��J�2��CJ�?�2��KL��@KL������ ��3X
�����x���
�3���?64�Wx�	@��3����
���	
 ?64lm2n����W�����KL�CW63���
�!�
���	�4�	�2�� � ��@�2��
� 6����L����"�

3. ���>?�@���%�����1��<����=("�1��� ���%�# ��������"%��=("������	��� !
�J���KL�CW63���
�!�
��� �6K�2" �C�2��� 2 ���������6
L����KL� BSMY II �
�	
2����3	��� 
�	

���!��"��!���	���	��� 40 	3663�	6��!  C�2��L��J�"�@�	�
��Wx�y�	3 30 ��l���6��
�� ���	��Q���@ 
150 ��@������
 ������6� 5 ��� �J�2���� 2���C�3o�����KL�CW63���
�!?64��3	�x������!��"��!�
������6
L����KL� � ��J�2���2Q@��������������6
L����KL��
���6���3�	���?64�W2~ 6 - 12 �����	�  �6��
C�2��L�C��3L��W 2��� 6�� �J��6�3����4�!	���
��2��=	�������4��������2�� � 26K�?��2�@
�LJ����2��66!?��� ?642��=�GK�����
�@��
�@2���C�3o�����KL�CW63���
�!?64��3	�x������!��"��!�
�
��6K������������6
L����KL�2�@�4�4��6��2��@�	�GK��lm2n����W�����KL�CW63���
�!?��64��3 �
���	�4
�	�2�� � ��@������ �	K�����@���W�����KL�CW63���
�!?��64��3 �
���	�4�	���2�� � ��@?6��Cm�
�J���KL�CW63���
�!"��J�2��lm2n��y��4�
���	�4�	�2�� � ��@���������L����2��� 6���� "�

4. ���>?�@�	F�����������	�# ���
!
G��	��� !'
%�=("�1��� ���%�
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4.1 ����$��%��=("�1��� ���%��H(��#=E# ���
!
G��	��� !
�J���KL�CW63���
�!�
��� ?�2" �C�2��� 2 ��4	�x 1 6��  ���������6
L����KL� BSMY  

��3	��� 50 	366363�� ?6���J�"�������
����	��Q� 150 ��@������
�
��Wx�y�	3 30   ��l���6��
�� ����
��6� 24 - 48 �����	�  �6��C�2��L� � ���646��	� 10 	366363���������� BSMY ��3	��� 100  
	366363��CJ���� 5 =6��2!  ?6���J�"�������
����	��Q� 150 ��@������
�
��Wx�y�	3 30 ��l���6��
��
�J�2���6
L����KL�CW63���
�!��4�4��6��
���	�4�	�m��" �C�2��� 3 �GK������KL�CW63���
�!?��64��3 	
���W
����������
���	�4�	���2�� � ��@������  ?6��Cm��J���KL�CW63���
�!	����2��lm2n��y��4�
���	�4
�	�2�� � ��@���������L����"�
4.2 >?�@�I����H���=�����$E $&����
!
G��	��� !

�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 ��3	�x 10 	36632��	�LJ����2��66!?��� ������646��
��� 
�	���!��"��!���	���	��� 40 	3663�	6��! ��3	��� 20  	366363�� �J�2�����@���G
���������
646����	
�������2�@  4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0  �J�"�������
����	��Q� 150 ��@������
 �
��Wx�y�	3 30 
��l���6��
��������6� 12 �����	�  C�2��L��J����646��"��������
����
����	��Q� 10,000 ��@���
���
 ������6� 10 ���
  ?6���J����646����
�" �?64�42����66!CW63���
�!"��3����4�!����3	�x
��������� (��	�3X
�3����4�!��� 1.2 )
4.3   >?�@�I��������F!�����#=E# ���
!
G��	��� !

�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 ��3	�x 10 	36632��	�LJ����2��66!?��� ������646��
��� 
�	���!��"��!���	���	���40 	3663�	6��! ��3	��� 20  	366363�� �J�2�����@���G
���������
646����	
����
���	�4�	�m��" �C�2��� 4.2  �J�"�������
����	��Q� 150 ��@������
 ?6��@�	�
�
�Wx�y�	3 25, 30, 37 ?64 45 ��l���6��
��������6� 12 �����	� C�2��L��J����646��"��������
����
�
���	��Q� 10,000 ��@������
 ������6� 10 ���
  ?6���J������?64�42����66!CW63���
�!"�
�3����4�!����3	�x��������� (��	�3X
�3����4�!��� 1.2)
4.4   >?�@�������E��E �����$E ���D��� ���	��� !$&����
!
G��

�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 ��3	�x 10 	36632��	�LJ����2��66!?��� ������646��
��� 
�	���!��"��!���	���	��� 40, 60  ?64 80  	3663�	6��! ��3	��� 20  	366363�� �J�2�����@���G

��� ?64�J�"�@�	�
��Wx�y�	3�
���	�4�	C�2��� 4.2 ?64 4.3 ������
����	��Q�150 ��@������
 ����
��6� 12 �����	� C�2��L��J����646��"��������
����
����	��Q� 10,000 ��@������
 ������6� 10 ���
  
?6���J������?64�42����66!CW63���
�!"��3����4�!����3	�x��������� (��	�3X
�3����4�!��� 
1.2)
4.5   >?�@���%��������#=E# ���
!
G��	��� !
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�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 ��3	�x 10 	36632��	�LJ����2��66!?��� ������646��
��� 
�	���!��"��!�
��J�2�����@���  G
���  �Wx�y�	3�2��@�	  ���	���	�����3�	��������� 
�	���!
��"��!�
���	�4�	C�2��� 4.2 - 4.4 ��3	��� 20 	366363�� ������
����	��Q� 150 ��@������
 ������6� 
0, 2, 4, 8, 12, 16 ?64 24 �����	� C�2��L��J����646��"��������
����
����	��Q� 10,000 ��@������
 
������6� 10 ���
  ?6���J����646���?64�42����66!CW63���
�!"��3����4�!����3	�x������
��� (��	�3X
�3����4�!��� 1.2)
4.6   >?�@����������=("�1��� ���%����#=E# ���
!
G��	��� !

�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 ��3	�x 10, 20, 30 ?64 40 	36632��	�LJ����2��66!?���
������646����� 
�	���!��"��! ��3	�x 20 	366363�� �
��J�2�����@���G
��� �Wx�y�	3�2��@�	 
���	���	�����3�	������������?64�4�4��6��
���	�4�	�m��" �C�2��� 4.2 - 4.5 ������
����	��Q� 150 
��@������
 C�2��L��J����646��"��������
����
����	��Q� 10,000 ��@������
 ������6� 10 ���
 
?6���J����646���?64�42����66!CW63���
�!"��3����4�!����3	�x��������� (��	�3X
�3����4�!
��� 1.2)

5. >?�@�����&�%	��� !���1��� ���%�  (
�
���1�� Gong ������, 2005)
�J���KL�CW63���
�!�
����
�	C�2��� 4.1 	��6
L���������6
L����KL��
�	
2����3	�����42�@���

������6� � �	
2�����@G
��� �Wx�y�	3�
����2��@�	 ���W?64��3	�x�����KL�CW63���
�! �4�4��6�
�
����2�� � ��@ ?64���	���	�����3�	���������646����������� �m��" �C�2��� 4.2 - 4.6 � ��J�
"�������
����	��Q� 150 ��@������
 C�2��L��J�������6
L����KL�"��J�2���������
����
����	��Q� 10,000 
��@������
������6� 15 ���
 �J����646�������"��J�2���3����4�!����3	�x����������
�
��6K����� (��	�3X
�3����4�!��� 1.2)

�J���66!CW63���
�!�
�" �C�22���������
���  	��J�2�����
�	 ������646�� EDTA ���	���	
��� 0.1 �	6��! C�2��L��J�"������������6� 20 ���
 �
����	��Q� 150 ��@������
?6��Cm��J�"�����
���
��� �J����646���
����������	��J�2���3����4�!2����3	�x��������� �J���x����4�3�X3
y�G�2���6���������C�2�	2��

��4�3�X3y�G�2���6��������� (%)
=  ��3	�x����������
��6�����2	�����646��  X  100

               ��3	�x����������
���2 � ��@
��4�3�X3y�G�2���J���� � ��@26�@	����	� (%)



     38

=  ��3	�x����������
� � ��@  X  100
        ��3	�x����������
���2 � ��@���L�?�2

6. ���1P�� ��=("�1��� ���%������
��(��D
E
6.1 �
	�����	��Q� ���%� � �2�����	?2�	  �������� ��� ?642����
����������66!
6.2 �
	�����=������ ($������������ BergeyUs Manual of Systematic Bacteriology (Noel,

1984))
� ��@�����6� (Catalase test) 2���63��3�� 6 (Production of indole) 2��� ��@

Methyl red test 2��� ��@ VP (Voges-Proskauer test) � ��@2�����3���� (Citrate utilization
test) 2��� ��@2�������2���"5� ��C���6"= ! (Hydrogen sulfide production test) 2��� ��@
��2�3� � (Oxidase test) 2��� ��@�����6� (Catalase test) 2��lm2n����	��	����2����6K���
�
� (Motility test) 2���J����C6��3���6� (Gelatin liquefaction) 2�4@��2����6
���"����� (Nitrate
reduction) 2��� ��@2����2�3" �!?642���	�2 (Oxidation-fermentation test)

6.3 ������P�
����	��� 16S rDNA
6.3.1 ���	��

���b ��'
%���� Boiling/Freezing treatment (
�
���1�� Yamada  ������, 

2002)
�J�������6
L����KL� 3 	366363�� �������
����
����	��Q� 10,000 ��@������
������6� 5 ���
 

?6���J�2��6�����66!� ��� Tris-EDTA @�=�=��! �J���66!	�646��� Tris-EDTA @�=�=��!
��3	��� 300 "	���63�� �J����646����66!	���	��LJ�� K� ������6� 10 ���
?6���J�	������LJ�
?�Q�����
������6� 5 ���
 �J��LJ� 2 ���L� �6��C�2��L���3	���646�� Tris-EDTA @�=�=��!��3	�x 300 
"	���63��C�2��L�Cm��2Q@���646��	� J���3�2���G3�	CJ���� 
��Q��� ?64�J�"��3����4�!��6J� �@
�@���� 
��Q����
���C���"�

6.3.2 ����H���1P� � ��� 16S rDNA
�J����646�� 
��Q����
��2� " ����� 6.3.1 	��G3�	CJ���� 16S rDNA � ��J���	��L���� ��

�
L ��3	�����	�������
����2���J���323�3������2�@ 50 "	���63�� ��42�@ ��� ���646��@�=
�=��!���	���	��� 10x ��3	��� 5 "	���63�� ���646�� dNTPs ���	���	��� 2.5 	3663�	6��!
��3	��� 4 "	���63�� "G��	��!���	���	��� 20 "	����	6��! ��3	��� 2.5 "	���63��  
��Q����
�
�2� " ���3	��� 5 "	���63�� ���"�	! 
��Q���G�63�	�������	���	��� 2.5 ���3� ?64�LJ�26����
�{��
��KL�?6�� �J�2���G3�	CJ���� 
��Q���� ������K��� Thermocycler �
���L��4@@2���J���� ���
L�K� �J�2�� 
denaturation ��3�	����
��Wx�y�	3 94 ��l���6��
�� ��6� 3 ���
 �6��C�2��L�Cm��J���	��L�����K� 94 
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��l���6��
��  ��6� 1 ���
, 50 ��l���6��
��  ��6� 45 �3���
 ?64 72 ��l���6��
�� ��6� 2 ���
 
� ��J�����CJ���� 25 ��@ �6��C�2��L�Cm��J� extension ���L��W �����
� 72 ��l���6��
�� ������6� 10 
���
 �6��C�2��L����C6�2nx4��� PCR product �
�" � ��� 1% agarose gel electrophoresis C�2��L�
PCR product �
�" �C4��2�J���@�3�W�X3Y ��� PCR Purification Kit (QIAGEN, Inc.) ?6���J�2����
6J� �@�@�� ��� ABI Prism 3100  Genetic  Analyzer  ?6���J�6J� �@�@��
�" �"���
�@2�@ GenBank


